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l. Arbeitshypothese und Fragestellung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht der RAS-MAPK-Signalweg, der eine wichtige Rolle
beim Zellwachstum und der Zelldifferenzierung spielt. Konstitutionelle, zu einer
Uberaktivitat in diesem Signalweg filhrende genetische Veranderungen sind mit
Erkrankungen vergesellschaftet, die unter dem Begriff der neuro-kardio-fazio-kutanen
(neuro-cardio-facio-cutaneous; NCFC)-Syndrome oder RASopathien zusammenge-
fasst werden. Hierzu zéhlen u. a. das Noonan-Syndrom, das Costello-Syndrom und
das kardio-fazio-kutane (CFC)-Syndrom. Phéanotypisch gibt es Uberschneidungen
zwischen diesen drei Erkrankungen, zu denen Kleinwuchs, variable Intelligenz-
minderung, angeborene Herzfehler, kraniofaziale Aufféalligkeiten sowie ektodermale
Veranderungen gehoéren. Bei etwa 70-80% der Betroffenen kann eine pathogene
Mutation nachgewiesen werden, so dass von weiteren kausalen Genen fir diese
Krankheitsgruppe auszugehen ist. Kurz vor Beginn dieser Arbeit wurde bei Patienten
mit Noonan-Syndrom eine wiederkehrende pathogene Mutation [c.4A>G (p.S2G)] im
SHOC2-Gen beschrieben. Daher sollten DNAs eines Kollektivs aus 186 mutations-
negativen Patienten mit RASopathie-Phanotyp mittels Restriktionsverdau auf diese
Mutation hin untersucht werden, um eine préazisere Genotyp-Phanotyp-Korrelation
herauszuarbeiten. Von zwei neuen funktionellen Kandidatengenen (GNAI2 und
ERBB4) wurden einige Exons ausgewahlt, die bei 219 bzw. 19 mutationsnegativen
Patienten mittels PCR und anschliel3ender direkter Sequenzierung auf Mutationen hin

untersucht werden sollten.

Neben dem Nachweis krankheitsrelevanter Mutationen sollten in dieser Arbeit die funk-
tionellen Auswirkungen der neuen, bei einer Patientin mit Costello-Syndrom
identifizierten HRAS-Mutation ¢.187 207dup (p.E63 D69dup) analysiert werden.
Mittels GTPase-Pulldown-Experimenten und Western-Blot-Analyse wurden die
Auswirkungen der Duplikation von sieben Aminosauren im HRAS-Protein auf die
Aktivierung der kleinen GTPase selbst, HRAS-abhangige Signalwege sowie auf die

Interaktion mit deren Effektoren untersucht.

Interessanterweise zeigt die hereditare Gingivafiboromatose ebenfalls eine Verbindung
zum RAS-MAPK-Signalweg. Die bei mehreren Betroffenen einer groRen Familie
gefundene ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*22)-Mutation im SOS1-Gen (kodiert fur einen
Guaninnukleotidaustauschfaktor fir RAS) fuhrt ebenfalls zu einer verstarkten
Signalweitergabe in dieser Kaskade. Die Befunde, dass sowohl Patienten mit der o. g.
SOS1-Mutation, als auch Patienten mit gain-of-function-Mutationen in HRAS und
Patienten mit einer das MAP2K6-Gen (kodiert fur die MAP Kinase-Kinase 6; MKK6)

umfassenden Duplikation eine Gingivafibromatose aufweisen, fuhrte zu der Hypothese,
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dass ein noch nicht beschriebener Signalweg von SOS1 Uber HRAS zur MKK6
existieren konnte, dessen Uberaktivitat ursachlich fur die Gingivafibromatose sein
konnte. Zum Nachweis einer SOS1-HRAS-MKK6-Signhalkaskade sollte ein Zellsystem
etabliert werden, in welchem nach ektopischer Expression von SOS1-Wildtyp bzw. —
Mutante (p.R1084Kfs*22) der Aktivitatszustand von MKK6 mittels proteinbiochemischer
Methoden untersucht werden konnte.
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Il. Einleitung

1 Der RAS-MAPK-Signalweg

Durch aktive RAS (rat sarcoma)-Proteine kommt es in der Zelle zur Aktivierung einer
Signalkaskade aus Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK). Dieser sogenannte
RAS-MAPK-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle beim Zellwachstum, bei der
Zelldifferenzierung und der Apoptose (Bardwell 2006). Die Aktivierung dieses
Signalweges erfolgt tber unterschiedliche extrazellulare Stimuli (Qi und Elion 2005),
wie die Ligandenbindung an einen Tyrosinkinase-Rezeptor, z. B. den epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF)-Rezeptor. Hierbei kommt es zu einer
Dimerisierung des Rezeptors und zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten am
intrazellularen Rezeptoranteil. Daraufhin werden verschiedene Adapterproteine an den
Rezeptor rekrutiert, an welche u.a. die Protein-Tyrosin-Phophatase SHP2 (Src-
Homologieregion 2 beinhaltende Phosphatase 2) bindet. SHP2 wird vom PTPN11
(protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11)-Gen kodiert. Diese Phosphatase
aktiviert auf bisher noch nicht ganz verstandene Art und Weise RAS-GTPasen, zu
denen u. a. NRAS, KRAS und HRAS zahlen. RAS-Proteine gehdren zur Familie der
kleinen G-Proteine und kénnen in zwei verschiedenen Aktivitdtszustanden vorliegen.
Im inaktiven Zustand ist GDP gebunden. Mithilfe von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) kommt es zum Austausch von GDP nach GTP und somit
zur Aktivierung. Einer dieser GEFs ist das SOS1 (son of sevenless, homolog 1,
Drosophila)-Protein, das Uber ein Adapterprotein (GRB2) an die dimerisierten
Tyrosinkinase-Rezeptoren bindet. Durch Hydrolyse und Abspaltung eines
Phosphatrestes entsteht die inaktive, GDP-gebundene Form der RAS-Proteine. Dieser
Vorgang wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) beschleunigt. Hierzu zahlt
u.a. das Neurofibromin, welches durch das NF1-Gen kodiert wird (Feig und
Buchsbaum 2002, Bardwell 2006).

Im aktiven, GTP-gebundenen Zustand sind RAS-Proteine in der Lage, unterschiedliche
intrazellulare Signalwege zu aktivieren, u.a. den RAS-MAPK-Signalweg. Hierbei
kommt es Uber eine Kinase-Kaskade zur Signalweitergabe bis in den Zellkern. Die am
besten untersuchte Kaskade ist die RAF (rapily accelerated fibrosarcoma)-MEK
(Mitogen-aktivierte ERK-Kinase)-ERK (extrazellular regulierte Kinase)-Kaskade.
Hierbei aktiviert GTP-gebundenes RAS eine RAF-Kinase (ARAF, BRAF oder CRAF),
die wiederum die Kinasen MEK1 und MEK2 phosphoryliert und somit aktiviert. MEK1
und MEK2 aktivieren ihrerseits durch Phosphorylierung ERK-Kinasen, die dann in den
Zellkern  translozieren und dort durch  Phosphorylierung  verschiedene

Transkriptionsfaktoren aktivieren (Bardwell 2006, Feig und Buchsbaum 2002).
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Aktive RAS-Proteine sind in der Lage, neben den RAF-Kinasen auch andere Effektor-
Proteine zu aktivieren. Hierzu zéhlen die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), RALGDS
(Ral guanine nucleotide dissociation stimulator)-Proteine und die Phospholipase Ce
(PLCc¢). Die RAS-Proteine spielen somit eine zentrale Rolle im intrazellularen Netzwerk
der Signalwege (Qi und Elion 2005). Die nachfolgende Abbildung gibt einen
schematischen Uberblick (iber den RAS-RAF-MAPK-Signalweg.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des RAS-RAF-MAPK-Signalweges

Die Bindung eines Liganden (z. B. EGF) an einen Tyrosinkinase-Rezeptor fuhrt zur Dimerisierung und
Autophosphorylierung intrazellularer Rezeptoranteile. Diese phosphorylierten Domanen des aktivierten
Tyrosinkinase-Rezeptors fungieren als Bindedoméanen fiir Adapterproteine (GRB2). Dadurch wird SOS1
an die Zellmembran rekrutiert, wo es als GEF RAS-Proteine (HRAS, KRAS, NRAS) in den GTP-
gebundenen, also aktiven Zustand Uberfuhrt. RAS-GTP aktiviert die Kinase-Kaskade, die aus einer MAPK-
Kinase-Kinase (MAPKKK), in diesem Fall BRAF/CRAF, einer MAPK-Kinase (MAPKK), in diesem Fall
MEKZ1/2, und einer Mitogen-aktivierten Kinase (MAPK), hier ERK1/2, besteht. Phosphoryliertes ERK1/2
transloziert in den Zellkern, um verschiedene Transkriptionsfaktoren zu regulieren. Uber diese wird die
zellulare Antwort auf den extrazellularen Stimulus kontrolliert. P: Phosphatrest, GRB2: growth factor
receptor bound protein 2.
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2 ,RASopathien*: Erkrankungen, die durch Mutationen in fur
Proteine des RAS-MAPK-Sighalwegs kodierenden Genen

verursacht werden

Aufgrund der wichtigen Rolle der RAS-Proteine fur das normale Zellwachstum ist es
nicht Uberraschend, dass Mutationen in den entsprechenden Genen Krankheiten
verursachen. Etwa 20-30% aller menschlichen Tumore weisen eine gain-of-function-
Mutation in einem der RAS-Gene auf (Bos 1989). Die letzten Jahre brachten dann die
zunéachst erstaunliche Erkenntnis, dass heterozygote Keimbahn-Mutationen in Genen,
die fur Proteine des RAS-MAPK-Signalwegs kodieren, zu multisystemischen
Krankheitsbildern fihren. Hierzu z&hlen die im Folgenden naher beschriebenen
Syndrome aus dem neuro-kardio-fazio-kutanen (neuro-cardio-fazio-cutaneous, NCFC)-
Spektrum und die hereditdre Gingivafiboromatose (HGF) (Hakkinen und Csiszar 2007,
Denayer et al. 2008b, Tartaglia et al. 2011, Zenker 2011). Alle bisher bekannten
Mutationen fihren zu einer Funktionsveranderung des jeweiligen Proteins, die in einer
verstarkten Signalweiterleitung innerhalb des RAS-MAPK-Signalwegs resultiert
(Schubbert et al. 2007, Aoki et al. 2008, Tartaglia et al. 2011).

2.1 Erkrankungen aus dem neuro-kardio-fazio-kutanen (NCFC)-

Spektrum

Die Hauptgruppe der ,RASopathien” umfasst Erkrankungen aus dem NCFC-Spektrum.
Unter diesem Begriff werden mehrere Krankheitsbilder zusammengefasst, die gewisse
phanotypische Uberschneidungen aufweisen. Hierzu zahlen u. a. die Neurofibromatose
Typ |, die durch Mutationen im fur ein GAP kodierenden NF1-Gen verursacht wird
(Wallace et al. 1990, Cawthon et al. 1990, Viskochil et al. 1990), das LEOPARD-
Syndrom, welches durch verschiedene Missense-Mutationen im PTPN11- oder RAF1-
Gen hervorgerufen wird (Digilio et al. 2002) und das Legius-Syndrom, das durch
heterozygote Mutationen im SPRED1-Gen bedingt wird. SPRED1 hemmt die
Interaktion zwischen aktiviertem RAS und RAF-Proteinen (Brems et al. 2007). Diese
Arbeit beschaftigt sich mit drei Erkrankungen aus dem NCFC-Spektrum, dem Noonan-
Syndrom (NS), dem kardio-fazio-kutanen (CFC)-Syndrom und dem Costello-Syndrom

(CS), weswegen diese im Folgenden genauer erlautert werden.

2.1.1 Das Noonan-Syndrom

Das Noonan-Syndrom (MIM 163950) wurde erstmals 1963 von den beiden Arztinnen
Dr. Noonan und Dr. Ehmke beschrieben (Noonan und Ehmke 1963). Es handelt sich
hierbei um eine klinisch heterogene Entwicklungsstérung, die an das Ullrich-Turner-

Syndrom erinnert (Noonan 1968). Die Prévalenz dieses Krankheitsbildes wird mit
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1:1000 bis 1:2500 angegeben (Allanson 1987,
Mautner et al. 2010). Das klinische Bild ist gepragt
von Kleinwuchs, angeborenen Herzfehlern, Brustfehl-
bildungen und Lernschwierigkeiten; bei méannlichen
Patienten tritt gehauft ein Kryptorchismus auf
(Noonan 1968, Cole 1980, Allanson 1987). Als
typische faziale Auffalligkeiten findet man bei
Patienten mit Noonan-Syndrom ein eher dreieckig
wirkendes Gesicht, einen Hypertelorismus, eine

Ptosis, nach aufRen unten abfallende Lidachsen,

einen hohen Gaumen, tief ansetzende und nach

hinten rotierte Ohren und einen breiten Nasenrticken

Abb. 2: Foto eines Patienten
mit Noonan-Syndrom (s. Abb. 2) (Mendez et al. 1985, Allanson 1987, Jorge

Das Foto zeigt einen Patienten mit gt al. 2009, Tartaglia et al. 2010). Der am haufigsten
Noonan-Syndrom mit den Kklas- . .

sischen fazialen Dysmorphien wie auftretende Herzfehler ist die Pulmonalklappen-
Hypertelorismus, eine breite Nasen-
wurzel sowie tief sitzende und nach
hinten rotierte Ohren (Abbildung aus Kardiomyopathie (HCM), Septierungsdefekte wie
Mautner et al. 2010).

stenose. Es finden sich auch eine hypertrophe

Atriumseptumdefekt (ASD) und Ventrikelseptum-
defekt (VSD) sowie andere Herzfehler, z. B. eine Fallot-Tetralogie (Zenker 2009,
Mautner et al. 2010). Als weitere klinische Auffalligkeiten kénnen Lymphddeme und
eine erhdhte Blutungsneigung auftreten. Es besteht auRerdem ein erhdhtes Risiko fur
die Entwicklung von Leukdmien, insbesondere fir die juvenile myelomonozytare
Leukamie (JMML) (Allanson 1987, Zenker 2009, Mautner et al. 2010).

Bisher sind Mutationen in sieben verschiedenen Genen als Ursache fir das Noonan-
Syndrom bekannt. Da bisher alle in den entsprechenden Krankheitsgenen gefundenen
Mutationen in heterozygotem Zustand vorliegen, handelt es sich um einen autosomal-
dominanten Vererbungsmodus. Meist handelt es sich um Neumutationen, es sind aber
auch familiare Falle bekannt (Schollen et al. 2003, Bertola et al. 2004). Als erstes
konnten Tartaglia und Kollegen (2001) heterozygot vorliegende Missense-Mutationen
im PTPN11-Gen bei ungefdhr 50% der untersuchten Patienten feststellen (Tartaglia et
al. 2001). PTPN11 kodiert wie oben bereits erwahnt fir SHP2. Durch die Mutationen
kommt es zur Hemmung der autoinhibitorischen Funktion des SHP2-Proteins, was in
einer verstarkten Aktivierung von RAS und damit in einer erhdhten Aktivitdt des RAS-
MAPK-Signalwegs resultiert (Tidyman und Rauen 2009). Am zweithaufigsten finden
sich bei Patienten mit Noonan-Syndrom Mutationen in SOS1 und zwar in 15-20% aller
Falle. Auch hierbei handelt es sich um heterozygot vorliegende gain-of-function-

Mutationen, die in einer erhéhten Aktivitat des Signalwegs resultieren (Roberts et al.
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2007, Tartaglia et al. 2007). Missense-Mutationen im RAF1-Gen, das fur CRAF kodiert,
wurden bei etwa 10% der Patienten mit Noonan-Syndrom identifiziert (Pandit et al.
2007, Razzaque et al. 2007). Bei etwa 2% aller Betroffenen finden sich Mutationen im
KRAS-Gen (Schubbert et al. 2006). Des Weiteren konnten in wenigen Féllen, bei vier
von 917 untersuchten Patienten, auch Mutationen im NRAS-Gen gefunden werden
(Cirstea et al. 2010). Ebenfalls sehr selten (<1%) konnen Mutationen im CBL-Gen
vorliegen, das fur ein Adapter-Protein mit Ubiquitin-Ligase Aktivitat kodiert. CBL
vermittelt die Ubiquitinierung von aktiven Tyrosinkinase-Rezeptoren. Dies fihrt zur
Degradierung der Rezeptoren und damit zu einem Stopp des Signalflusses. Fir die
betroffenen Patienten wird ein erhéhtes Risiko fir myeloproliferative Erkrankungen
angenommen, da diese mit Mutationen im CBL-Gen assoziiert sind (Martinelli et al.
2010, Niemeyer et al. 2010, Pérez et al. 2010). Fur eine kleine Patienten-Subgruppe
mit Noonan-Syndrom, bekannt unter der Bezeichnung Noonan-like syndrome with
loose anagen hair (MIM 607721), konnte die Arbeitsgruppe um Dr. Tartaglia eine
wiederkehrende Missense-Mutation im SHOC2-Gen identifizieren. SHOC2 reguliert die
Aktivierung der Kinase RAF1 (CRAF). Durch die c.4A>G (p.S2G)-Mutation kommt es
zu einer cotranslationalen Modifizierung des SHOC2-Proteins, die in einer verstarkten
Aktivierung des RAS-MAPK-Signalwegs resultiert (Cordeddu et al. 2009).

2.1.2 Das kardio-fazio-kutane (CFC)-Syndrom

Das kardio-fazio-kutane (CFC)-Syndrom (MIM 115150) wurde erstmals 1986 bei acht
Patienten beschrieben, die als phanotypische Gemeinsamkeiten angeborene
Herzfehler, typische faziale Dysmorphien, ektodermale Aufféalligkeiten und Kleinwuchs
aufwiesen (Reynolds et al. 1986). Weitere wichtige klinische Merkmale sind die bei fast
allen Patienten vorkommende Intelligenzminderung und motorische Entwicklungs-
verzdgerung (Roberts et al. 2006). Haufig auftretende angeborene Herzfehler bei
diesen Patienten sind eine Pulmonalklappenstenose und eine HCM, ebenfalls kommen
septale Defekte und andere Herzfehler vor (Roberts et al. 2006). Auch die fazialen
Dysmorphien weisen Uberschneidungen zum Noonan-Syndrom auf. Das Gesicht von
Patienten mit CFC-Syndrom ist charakterisiert durch eine hohe prominente Stirn mit
bitemporalen Einziehungen, weit auseinanderstehenden Augen mit nach aul3en
abfallenden Lidachsen, eventuell vorhandenem Epikanthus, eine eingesunkene
Nasenwurzel, eine kurze, relativ breite Nase und tief ansetzende und nach hinten
rotierte Ohren (s. Abb. 3). Hinzu kommen ektodermale Auffalligkeiten wie kaum
vorhandene Augenbrauen, spéarliches und meist gelocktes Kopfhaar sowie ein

insgesamt trockenes, hyperkeratotisches Hautbild. Bei normaler Geburtsgrof3e und
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normalem Geburtsgewicht tritt postnatal haufig eine Gedeihstérung auf (Niihori et al.
2006, Roberts et al. 2006).

Bei 40-80% der
Patienten mit CFC-

Syndrom finden sich o )
Abb. 3: Portrait einer Patien-

heterozygote Muta- tin mit CFC-Syndrom

tionen im BRAF-Gen
(Niihori et al. 2006,
Rodriguez-Viciana et
al. 2006a). Auch
Mutationen in MEK1
und MEK2 konnten
in einigen Fallen (5-
10%) als krankheits-
verursachend identifiziert werden (Rodriguez-Viciana et al. 2006a). In sehr seltenen
Fallen wurde auch von KRAS-Mutationen berichtet (Niihori et al. 2006). Es handelt sich

Das Foto zeigt eine Patientin mit
CFC-Syndrom mit den typischen
fazialen Auffalligkeiten wie den tief
sitzenden, nach hinten rotierten
Ohren, den nach auBlen hin ab-
fallenden Lidachsen, einer Ptosis
und vollen Lippen. AuRerdem fallen
das lockige Haar und die kaum
vorhandenen  Augenbrauen auf
(Abbildung aus Mautner et al.
2010).

stets um heterozygote Missense-Mutationen, die de novo vorliegen und zur verstarkten
Aktivitat des RAS-MAPK-Signalwegs fihren.

2.1.3 Das Costello-Syndrom

Das Klinische Bild des 1977 erstmals von Dr. Costello beschriebenen Syndroms (MIM
218040) ist gekennzeichnet durch charakteristische kraniofaziale Auffalligkeiten, eine
Entwicklungsverzégerung und Gedeihstdrung sowie durch angeborene Herzfehler und
die Pradisposition fur die Entwicklung von Tumoren (Costello 1977). Die Betroffenen
haben eine mittelschwere bis schwere Intelligenzminderung. Die fazialen Dysmorphien
sind denen des Noonan- und CFC-Syndroms sehr ahnlich. Patienten mit Costello-
Syndrom haben eine relative Makrozephalie, eine hohe prominente Stirn, seitlich
abfallende Lidachsen, einen Epikanthus, eine kleine Nase mit flachem Nasenriicken
und tief ansetzende, nach hinten rotierte Ohren (s. Abb. 4). Vergleichbar mit dem CFC-
Syndrom tritt auch bei Patienten mit Costello-Syndrom eine postnatale Gedeihstérung
auf. AuRBerdem finden sich typische ektodermale Veranderungen, wie sehr weiche und
Uberschissig wirkende Haut, vor allem an den Handriicken, und meist lockiges,
sparliches Kopfhaar (s. Abb. 4) (Hennekam 2003, Kerr et al. 2008). Ungeféahr 60% der
Patienten haben einen angeborenen Herzfehler. Meist handelt es sich hierbei um eine
Pulmonalstenose oder eine HCM. Oft treten auch Herzrhythmusstérungen auf (Lin et
al. 2002). Fur die Betroffenen besteht ein erhdhtes Risiko Neoplasien zu entwickeln.

Am haufigsten treten benigne Papillome auf. Aber auch maligne Rhabdomyosarkome,
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Neuroblastome und Urothelkarzinome werden Uberdurchschnittlich haufig beobachtet
(Gripp 2005).

Abb. 4: Fotos von Patienten
mit Costello-Syndrom

Das Portrait zeigt einen Patienten mit
Costello-Syndrom mit den dafir
typischen fazialen Dysmorphien wie
grobe  Gesichtsziige, sparliches,
lockiges Haar, breiter Nasenriicken
und tief sitzende Ohren. Im rechten
Bild ist die Uberschiissige Haut an

: den Handen mit tiefen Palmarfurchen
(Foto aus Rauen 2007) (Foto aus Aoki et al. 2005) gezeigt.

Dem Costello-Syndrom liegen in der Mehrzahl der Falle (>90%) heterozygote de novo
Mutationen im HRAS-Gen zugrunde. Dabei handelt es sich fast ausschlie3lich um
Missense-Mutationen, welche die Aminosaure Glycin an Position 12 oder 13 des
Proteins betreffen und zu einem Funktionsgewinn des vom HRAS-Gen kodierten
Proteins fuhren (Aoki et al. 2005, Gripp et al. 2006, Estep et al. 2006, Rauen 2007,
Denayer und Legius 2007, Schulz et al. 2008, Gripp und Lin 2012). In einzelnen Fallen
wurden auch Mutationen beschrieben, die andere Codons des HRAS-Gens betreffen:
p.T58I (Gripp et al. 2008), p.K117R (Kerr et al. 2006, Denayer et al. 2008a), p.A146T/V
(Zampino et al. 2007, Gripp et al. 2008), p.E37dup (Gremer et al. 2010). Diese
Veranderungen scheinen mit einem milderen Phanotyp assoziiert zu sein. Wéahrend die
Mutationen, welche die Aminosaurepositionen 12 und 13 betreffen, zu einer Resistenz
gegenuber GAPs fihren, wird die verstarkte Aktivitat des HRAS-Proteins bei der
p.K117R-Mutation durch einen erhdhten Austausch von GDP nach GTP erklart
(Scheffzek et al. 1997, Ahmadian et al. 1999, Denayer et al. 2008a). Bei der p.E37dup-
Mutation konnte neben der vollstandigen Resistenz gegeniber dem GAP
Neurofibromin 1 und dem schnelleren Austausch von GDP zu GTP auch eine leicht
verminderte intrinsische GTPase-Aktivitdit des HRAS-Proteins festgestellt werden
(Gremer et al. 2010). Dies fuhrt zu einem erhéhten Vorkommen von HRAS in aktivem
Zustand. Da es aber aufgrund der p.E37dup-Mutation auch zu einer deutlichen
Abnahme der Affinitdt von HRAS zu seinen Effektoren kommt, fuhrt diese Mutation
insgesamt eher zu einer schwachen Uberaktivitait des RAS-MAPK-Signalwegs und
dadurch zu einem etwas milderen Phanotyp bei den Betroffenen (Gremer et al. 2010).
Dies zeigt, dass das phanotypische Spektrum von den molekularen Konsequenzen der
jeweiligen HRAS-Mutation abhangig ist. Bei einer tirkischen Patientin mit klinischen

Merkmalen des CS wurde die noch nicht beschriebene c¢.187_207dup-Mutation im
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HRAS-Gen gefunden. Um detailliertere Kenntnisse (ber die molekularen
Konsequenzen dieser Mutation zu erlangen und ggf. eine Genotyp-Phanotyp-
Korrelation etablieren zu konnen, sollten im Rahmen dieser Arbeit die funktionellen

Auswirkungen dieser Mutation untersucht werden.

In der folgenden Abbildung sind die mit den drei Syndromen assoziierten Proteine aus
dem RAS-RAF-MAPK-Signalweg dargestellt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des RAS-RAF-MAPK-Signalwegs, inklusive der beim
Noonan-, CFC- und Costello-Syndrom verédnderten Proteine

In der Abbildung sind einige am RAS-RAF-MAPK-Signalweg beteiligte Proteine dargestellt. Griin sind die
Proteine dargestellt, die nach Mutation in den kodierenden Genen das Noonan-Syndrom zur Folge haben.
Mutationen in Genen, die fur die blau dargestellten Proteine kodieren, filhren zum CFC-Syndrom, wéahrend
das Costello-Syndrom durch Mutationen im HRAS-Gen (rot) verursacht wird.

2.2  Die hereditare Gingivafibromatose

Die Gingivafibromatose, auch bekannt unter dem Begriff der Gingivahyperplasie, tritt
meist als Nebenwirkung von Medikamenten auf. In seltenen Fallen ist diese abnorme
Wucherung des Zahnfleisches erblich bedingt und wird dann als hereditare
Gingivafibromatose (HGF) (MIM 135300) bezeichnet. Sie kann in Zusammenhang mit
Syndromen, wie z. B. dem Zimmermann-Laband-Syndrom (MIM 135500) und dem
Costello-Syndrom, auftreten oder mit anderen klinischen Merkmalen, wie einer

10
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Hypertrichose oder Intelligenzminderung, kombiniert sein. Es wurden auch Falle von
isoliert auftretender HGF beschrieben (Hakkinen und Csiszar 2007, Gorlin et al. 1990).

Klinisch auBert sich die HGF als gutartige, meist generalisierte Wucherung des
Zahnfleischs, die knotige Veranderungen aufweisen kann und haufig ab dem
Durchbruch der bleibenden Zahne auftritt. Je nach Auspragung bekommen die
Patienten Schwierigkeiten beim Essen und Sprechen (Lynch et al. 1994). Histologisch

finden sich Zeichen einer Fibrose (Hart et al. 2000, Hékkinen und Csiszar 2007).

Die isoliert auftretende HGF folgt einer autosomal-dominanten Vererbung. Es besteht
vermutlich eine grofRe genetische Heterogenitdt, da bereits drei chromosomale
Regionen mit der HGF in Verbindung gebracht werden konnten. In zwei dieser
Regionen (2p22.3-p23.3 und 5q13-q22) konnte bisher noch kein urséchliches
Krankheitsgen gefunden werden (Ye et al. 2005, Xiao et al. 2001). Hart und Kollegen
(2002) gelang es dagegen mithilfe einer grof3en brasilianischen Familie in der zuvor
eingegrenzten Region in 2p21-p22 SOS1 als Krankheitsgen zu identifizieren. Sie
fanden bei allen betroffenen Familienmitgliedern die heterozygote ¢.3248dupC
(p.R1084Kfs*23)-Mutation im SOS1-Gen (Hart et al. 2002). Diese flhrt zu einer
Leserasterverschiebung und einem verkirzten SOS1-Protein, das vermutlich aufgrund
des fehlenden autoinhibitorischen COOH-Terminus verstarkt aktiv ist (Corbalan-Garcia
et al. 1998) und somit zu einer erhéhten Aktivitdt des RAS-MAPK-Signalwegs fuhrt
(Hart et al. 2002, Jang et al. 2007). Warum allerdings nur das Gewebe der Gingiva
betroffen ist, ist noch nicht geklart. Es scheint an noch unbekannten Signalwegen zu
liegen, die spezifisch im einzigartigen Gewebe der Mundschleimhaut vorkommen (Gao
und McKenzie 1992, Hart et al. 2002).

In Kombination mit einer HGF tritt gehauft eine Hypertrichosis terminalis auf, die sich in
einem ungewdhnlich starken Haarwuchs am ganzen Kérper aufRert (MIM 135400).
Hierfir konnten Veranderungen in einer Region auf Chromosom 17 (17924.2-924.3)
als mdgliche Ursache identifiziert werden. Sun und Kollegen (2009) beschreiben vier
Patienten, bei denen in dieser Region so genannte copy number variations (CNVSs)
gefunden wurden. Drei dieser Patienten weisen eine Deletion in dieser Region auf und
haben eine isolierte Hypertrichose. Beim vierten Patienten wurde dagegen eine
1,43 Mb grof3e Duplikation identifiziert. Phanotypisch weist dieser Patient neben einer
sehr stark ausgepragten Hypertrichose auch eine Gingivahyperplasie auf (Sun et al.
2009). Allerdings konnte weder fir die Hypertrichose noch fur die HGF mithilfe dieser

Befunde bisher ein eindeutiges Krankheitsgen beschrieben werden.
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3 Suche nach neuen Krankheitsgenen und moglichen Patho-
mechanismen

3.1 Neue Kandidatengene fur Syndrome aus den NCFC-Spektrum-

erkrankungen

Alle bisher beschriebenen Krankheitsgene fur Erkrankungen aus dem NCFC-Spektrum
kodieren fir Proteine aus dem RAS-MAPK-Signalweg. Auf3erdem resultieren alle
bekannten Mutationen in einer erhdhten Aktivitat dieses Signalwegs. Ein Ansatz fir die
Suche nach neuen Kandidatengenen, um die 20-30% mutationsnegativen Patienten
aufzuklaren, ist daher, funktionell &hnliche Proteine zu identifizieren, um die
entsprechenden Gene dann bei diesen Patienten auf Mutationen hin zu untersuchen.
Dieses Vorgehen war z.B. bei der Identifizierung von SOS1 und RAF1 als
Krankheitsgene fir das Noonan-Syndrom erfolgreich (Roberts et al. 2007, Tartaglia et
al. 2007, Pandit et al. 2007, Razzaque et al. 2007).

Durch statistische Auswertung von Protein-Protein-Interaktionen innerhalb des RAS-
MAPK-Signalwegs gelang es Cordeddu und Kollegen (2009), SHOC2 als neues
Kandidatengen zu benennen. Bei der anschlieenden Analyse des SHOC2-Gen bei
insgesamt 506 mutationsnegativen Patienten wurde bei 25 Patienten in Exon 2 die
wiederkehrende Missense-Mutation c¢.4A>G (p.S2G) festgestellt (Cordeddu et al.
2009). So konnte SHOC2 als neues Krankheitsgen fur einen Subtyp des Noonan-

Syndroms identifiziert werden.

Eine andere Herangehensweise fur die Identifizierung neuer Kandidatengene fir
Erkrankungen aus dem NCFC-Spektrum besteht in der Suche nach Tiermodellen, die
phanotypische Ahnlichkeiten mit den Patienten haben. Huang und Mitarbeiter
beschrieben bereits 2006 ein knock-in-Mausmodell, bei welchem in der a-Kette des G-
Proteins G;,, die durch das Gnai2-Gen kodiert wird, eine Mutation eingefihrt wurde
(Huang et al. 2006). Diese resultiert in einem Aminosaureaustausch von Glycin nach
Serin an der Position 184 [c.550G>A (p.G184S)]. Das G;,-Protein gehort zur Gruppe
der heterotrimeren Guaninnukleotid-bindenden Proteine (G-Proteine). Diese bestehen
aus einer mit GTP oder GDP beladenen a-Untereinheit (Ga) und einer By-Untereinheit.
Ist an Ga GDP gebunden, bilden alle Untereinheiten einen inaktiven Komplex. Durch
den Austausch von GDP nach GTP an Ga kommt es zur Aktivierung des G-Proteins.
Daraufhin I6sen sich die a- und By-Untereinheit voneinander und sind nun in der Lage
verschiedene Effektor-Proteine zu aktivieren. Die wichtigsten Effektormolekile der G-
Proteine sind die Adenylatzyklase und die Phospholipase CB (Rassow 2006). Das Gi.-

Protein scheint sowohl mit seiner a- als auch By-Untereinheit positiven Einfluss auf den
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Aktivitdtszustand von ERK1/2 zu nehmen (Mochizuki et al. 1999, Huang et al. 2009),
wobei die MAPK-Kaskade sowohl Gber RAS-Proteine als auch unabhangig von diesen

aktiviert werden kann (Pace et al. 1995).

Grundlage fir die Herstellung des oben beschriebenen Mausmodells war eine in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae identifizierte Mutation (p.G302S) im gnai2-Gen
(DiBello et al. 1998). An die a-Untereinheit des Gj,-Proteins binden normalerweise
sogenannte Regulatoren der G-Protein-Signalweitergabe (RGS), die als GAPs die
Inaktivierung des G-Proteins beschleunigen (Ross et al. 2000). Die in der Hefe
gefundene Mutation fuhrt sowohl in der Hefe als auch in der knock-in-Maus zu einer
Blockierung der RGS-Bindungsstelle, so dass es zu einer verstarkten Aktivitat der a-
Untereinheit des Gj-Proteins kommt, was wiederum zur erhdhten Aktivitdt von
Effektor-Proteinen und der darauffolgenden Signalkaskaden fuhrt (DiBello et al. 1998,
Huang et al. 2009).

Homozygote Gnai2®'®*® knock-in-Méause zeigen eine erhéhte pré- und neonatale
Letalitat, Kleinwuchs, vermindertes Koérpergewicht, Splenomegalie, hamatologische
Veréanderungen, ein vergroRertes Herz und eine Hyperaktivitat (Huang et al. 2009).
AulBerdem ist der Schadel etwas breiter und verkirzt (s. Abb. 6). Als faziale
Auffalligkeit zeigen sich weit auseinander liegende Augen und Ohren (s. Abb. 6).
Allerdings ergibt sich nur fir das Verhaltnis von Augen- bzw. Ohrenabstand zur
Schadellange ein signifikanter Unterschied zu Wildtyp-Méausen, nicht jedoch fir den
absoluten Abstand (Huang et al. 2009).

\w..l-‘ Gnalz G1845/'G1345

Abb. 6: Foto der Gnai2®*®* knock-in-Maus im Ver-
gleich zur Wildtyp-Maus

Das Foto zeigt links eine Wildtyp-Maus (WT) und rechts eine
Maus mit der homozygoten p.G184S-Mutation in Gnai2. Man
erkennt, dass die rechte Maus kleiner ist und einen verkirzten,
gedrungenen Schadel hat. AuRerdem fallen die weiter
auseinanderliegenden Augen auf (Abbildung aus Huang et al.
2009).

In der Summe erinnert dieser Phanotyp an das klinische Erscheinungsbild des
Noonan-Syndroms (Huang et al. 2009). Auch wenn die Aktivierung von ERK durch
heterotrimere G-Proteine nicht dem klassischen RAS-MAPK-Signalweg entspricht, so
ist doch denkbar, dass eine verstarkte Aktivitdt dieser G-Proteine zum Noonan-
Syndrom fiuhren kénnte. In endokrin-aktiven Tumoren der Hypophyse, der Nebenniere

und des Ovars wurden zwei somatische Mutationen [c.535C>T (p.R179C) und
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C.615A>T (p.Q205L)] im GNAI2-Gen entdeckt, die in einer dauerhaften Aktivitat des
Ga;-Proteins resultieren und so zum abnormen Wachstum und zur Malignitat der

betroffenen Zellen fihren (Lyons et al. 1990).

Fur fast alle Gene, die mit Erkrankungen aus dem NCFC-Spektrum in Zusammenhang
stehen, konnte auch eine Beteiligung an der Tumorentstehung gezeigt werden. Zwei
Krankheitsgene fur das Noonan-Syndrom, KRAS und CBL, wurden beispielsweise
folgendermalien identifiziert: Es war bekannt, dass Mutationen in beiden Genen zur
juvenilen myelomonozytaren Leuk&mie (JMML) fuhren. Diese tritt gehauft bei Patienten
mit Noonan-Syndrom auf. Bei Patienten mit einer im Blut nachweisbaren Mutation in
KRAS oder CBL wurde daher auch anderes Gewebe (z. B. Wangenschleimhaut) auf
das Vorliegen derselben Mutation hin untersucht. Bei einigen, die auch klinisch dem
Bild des Noonan-Syndroms entsprechen, konnte auch dort die entsprechende Mutation
in KRAS oder CBL nachgewiesen werden, so dass tatséchlich Keimbahn-Mutationen
vorlagen (Schubbert et al. 2006, Martinelli et al. 2010, Niemeyer et al. 2010, Pérez et
al. 2010). Daher ist eine weitere Mdoglichkeit fur die Suche nach neuen
Kandidatengenen die Mutationsanalyse von Genen, in denen bereits somatische

Mutationen in Tumorgewebe gefunden wurden.

Von BRAF, einem Krankheitsgen flr das CFC-Syndrom, ist bekannt, dass es in 27-
70% aller malignen Melanome mutiert ist (Garnett und Marais 2004). Nun konnten
Prickett und Kollegen (2009) das Auftreten von somatischen Mutationen im ERBB4-
Gen in 19% aller malignen Melanome nachweisen (Prickett et al. 2009). Das ERBB4-
Gen kodiert fUr einen Tyrosinkinase-Rezeptor, der zur gleichen Gruppe gehort wie der
EGF-Rezeptor (auch ERBB1 genannt). Auch durch die Bindung eines Liganden an den
ERBB4-Rezeptor kann es zu Aktivierung des RAS-MAPK-Signalwegs kommen (Fuller
et al. 2008).

Aufgrund dieser Ausfihrungen sind die Gene GNAI2 und ERBB4 als
vielversprechende Kandidatengene fur Krankheiten aus dem NCFC-Spektrum

anzusehen.

3.2 Moglicher Pathomechanismus der hereditaren Gingivafibromatose

Fir heterozygote Mutationen im SOS1-Gen besteht sowohl eine Assoziation mit dem
Noonan-Syndrom als auch der HGF. Es handelt sich dabei nicht, wie man leicht
vermuten kénnte, in dem einen Fall um Funktionsgewinn- und in dem anderen Fall um
Funktionsverlust-Mutationen, wodurch die unterschiedlichen Phanotypen gut erklarbar
waren. Vielmehr wird sowohl bei den das Noonan-Syndrom verursachenden Missense-

Mutationen in SOS1, als auch bei der mit der HGF assoziierten ¢.3248dupC
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(p.R1084Kfs*23)-Mutation von einem Funktionsgewinn ausgegangen (Roberts et al.
2007, Tartaglia et al. 2007, Hart et al. 2002). Die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-
Mutation fihrt zu einer Leserasterverschiebung ab dem Codon 1084 und zu 22
proteinfremden AS am COOH-Terminus (s. Abb. 19 in IV.3.1). Dieses verkirzte SOS1-
Protein fUhrt zu einer erhdhten Aktivitat im RAS-MAPK-Signalweg und damit zu einer
verstarkten Phosphorylierung von ERK1/2 (Corbalan-Garcia et al. 1998, Jang et al.
2007). Auch fur die im Rahmen des Noonan-Syndroms beschriebenen Missense-
Mutationen in SOS1 konnte eine verstarkte Phosphorylierung von ERK1/2
nachgewiesen werden (Roberts et al. 2007, Tartaglia et al. 2007). Klinisch weisen
diese Patienten allerdings keine Gingivahyperplasie auf und die Erkrankung ist auch
nicht, wie bei der HGF, auf ein Gewebe beschrankt (Roberts et al. 2007, Tartaglia et al.
2007). So kann vermutet werden, dass nur im Zahnfleisch andere, vielleicht bisher
unbekannte Signalwege durch die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1

beeinflusst werden.

Welche Anhaltspunkte flr neue Signalwege gibt es, die in Zusammenhang mit dem
Pathomechanismus der HGF stehen konnten? In der Literatur wurde ein Patient mit
HGF und Hypertrichose beschrieben (Sun et al. 2009). Durch eine Microarray-basierte
komparative genomische Hybridisierung (Array-CGH) wurde eine 1,43 Mb groRRe
Duplikation in 17q24.2-9g24.3 festgestellt (Sun et al. 2009) (Abb. 7). In der gleichen
Arbeit werden auf’erdem drei Familien beschrieben, innerhalb derer betroffene
Personen in der gleichen Region auf Chromosom 17 eine Deletion von 964 Kb, 678 Kb
bzw. 555 Kb aufweisen (Sun et al. 2009). Klinisch prasentieren diese Patienten eine

isolierte generalisierte Hypertrichose (Sun et al. 2009) (Abb. 7).

Obwohl in der gemeinsamen duplizierten bzw. deletierten Region einige Gene
(ABCA5, ABCA6, ABCA10, MAP2K®6) liegen (Abb. 7), wird von den Autoren ein
Positionseffekt auf das etwa 2 Mb entfernt liegende SOX9-Gen als Ursache fur die
Hypertrichose angenommen (Sun et al. 2009). Dieses kodiert fir einen Transkriptions-
faktor, der regulatorischen Einfluss auf die Haarfollikel-Stammzellen hat (Vidal et al.
2005). Es wird vermutet, dass es durch die CNVs zu einer erhdhten oder aber zeitlich
und ortlich veranderten Expression von SOX9 in Haarfollikel-Stammzellen kam und

dies zum abnormen Haarwuchs fihrte (Sun et al. 2009).
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Patient 4: 1429960 Bp Duplikation

Abb. 7: Schematische Darstellung der 17g24.2-q24.3-Region mit den von Sun und
Mitarbeitern (2009) beschriebenen CNVs und den entsprechenden Phanotypen

(A) In der vergroRert dargestellten 17924.2-q24.3-Region sind die enthaltenen Gene durch blaue Kasten
gekennzeichnet. Darunter sind die bei den Familien 1-3 bzw. bei Patient 4 gefundenen CNVs mit ihrer
entsprechenden GroRRe dargestellt. Die Deletionen sind mithilfe roter Balken, die Duplikation durch einen
grinen Balken gekennzeichnet (Abbildung nach Sun et al. 2009, chromosomale Lokalisationsangabe in
Mb gemafl? NCBI 36/hg18). (B) Das linke Foto zeigt eine Patientin aus Familie 2. Auf dem rechten Foto
sieht man ein betroffenes Mitglied der Familie 1. Bei beiden Patienten ist die am ganzen Koérper stark
ausgepragte Hypertrichose zu sehen (Fotos aus Sun et al. 2009). (C) Dieses Foto zeigt den Patienten 4.
Auch hier ist die starke Hypertrichose gut zu erkennen. Die ebenfalls vorhandene Gingivahyperplasie ist
auf diesem Foto dagegen nicht sichtbar (Foto aus Sun et al. 2009).

Wie kommt es aber aufgrund der Duplikation zu HGF und Hypertrichose? Hierzu
stellten Sun und Kollegen (2009) keine Hypothese auf. Zur Beantwortung dieser Frage
rickt das MAP2K6-Gen in 17g24.3 in den Mittelpunkt des Interesses. Neben den
Patienten mit der oben beschriebenen Mutation in SOS1 haben auch Patienten mit
Costello-Syndrom eine Gingivahyperplasie (Digilio et al. 2008). Hier fuhrt die p.G12S-
Mutation in HRAS zu einer verstarkten Aktivierung des RAS-MAPK-Signalwegs (Aoki
et al. 2005, Rauen 2007). Das MAP2K6-Gen kodiert fir die MAPK-Kinase MKK®6.
Diese Kinase wird durch GTP-gebundenes HRAS uber die GTPase Racl aktiviert und
fuhrt zu einer Phosphorylierung der MAPK p38 (Han et al. 1996, Shin et al. 2005).
Aktives p38 hat Einfluss auf den Zellzyklus, die Zelldifferenzierung und die Apoptose

(Zarubin und Han 2005). Bei den oben beschriebenen Patienten mit CNVs in 17924.3
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tritt eine Gingivahyperplasie nur bei einer Duplikation auf, also wenn das MAP2K6-Gen

in drei Kopien vorhanden ist.

Zusammengefasst wurden also drei verschiedene genetische Veranderungen, die
vermutlich zur HGF fuhren, beschrieben: die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation in
SOS1, Funktionsgewinn-Mutationen in HRAS und mdglicherweise eine erhohte
Kopienanzahl und damit Expression von MAP2K6. Betrachtet man den RAS-MAPK-
Signalweg, ware es durchaus moglich, dass es eine Signalweitergabe von SOS1 uber
HRAS zur Kinase MKK®6, wie sie in Abbildung 8 schematisch gezeigt ist, gibt. Wenn
dieser hypothetische Signalweg nachgewiesen werden konnte und die beschriebenen
Mutationen zu einer verstarkten Aktivitdt von MKK6 fuhren wirden, kénnte dieser
hyperaktive Signalweg an der Entstehung der HGF beteiligt sein.

Ligand
z.B. EGF

Tyrosinkinase-Rezeptor Zellmembran

S | TR

p
Racl
—_—— MKK6
— ~~
// \\
y > |

Transkription

N
N @&
// Regulation der - ‘/\(
\
]

Zellkern,

Abb. 8: Ein mdglicher Sighalweg von SOS1 Uuber HRAS zu MKK6

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung eines moglichen Signalwegs von SOS1 zu MKK®6, der
schlussendlich zu einer p38-vermittelten Regulation von Transkriptionsfaktoren fiihrt. Eine verstarkte
Aktivitét in diesem Signalweg kénnte zum klinischen Bild der HGF fuihren.
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MATERIAL UND METHODEN

[1l. Material und Methoden

1 Material

1.1 Patientenkollektive und DNAs

Fur die Mutationsanalyse neuer Kandidatengene fir Erkrankungen aus dem NCFC-
Spektrum standen verschiedene Patientenkollektive zur Verfigung. Eine grof3e
Patientengruppe von 98 Patienten, bei denen der klinische Verdacht auf ein NCFC-
Syndrom besteht, war im Rahmen einer wissenschaftlichen Zusammenarbeit mit Frau
PD Dr. Stephanie Spranger (Praxis fur Humangenetik, Bremen) verfligbar. Hierzu
zahlen die Patienten NO1-11, N13-18, N20-24, N26-30, N32-88, N90-99, N105-108.
Bei diesen Patienten-DNAs wurden sowohl Exon 2 des SHOC2-Gens als auch die
Exons 5-7 des GNAI2-Gens analysiert. Zu diesem Patientenkollektiv liegen keine

klinischen Daten vor.

Im Rahmen einer langjahrigen Kooperation mit Herrn Professor Dr. Martin Zenker
(Institut  fur Humangenetik, Universitatsklinikum Erlangen bzw. Institut for
Humangenetik, Universitatsklinikum Magdeburg) konnte die Analyse der ausgewéhlten
Exons 5-7 des GNAI2-Gens auch bei 50 klinisch gut charakterisierten Patienten aus
dem Spektrum der NCFC-Erkrankungen durchgefuhrt werden. Bei diesen wurde im
Rahmen seiner diagnostischen Tatigkeit fir Krankheitsgene des Noonan-, CFC- und
Costello-Syndroms keine pathogene Mutation gefunden. Diese Patienten werden im

Folgenden mit den Abkirzungen E01-50 bezeichnet.

Ein weiteres Kollektiv setzt sich aus 92 Patienten zusammen, deren DNAs aufgrund
des Kklinischen Verdachts auf eine Erkrankung aus dem NCFC-Spektrum zur
molekulargenetischen Diagnostik an das Institut fir Humangenetik in Hamburg gesandt
wurden. Bisher konnte bei diesen Patienten in den als krankheitsverursachend
geltenden Genen PTPN11, MAP2K1, MAP2K2, BRAF, RAF1, KRAS, HRAS, NRAS
und SOS1 keine pathogene Mutation nachgewiesen werden. Fir 51 dieser 92
Patienten liegen detaillierte klinische Daten vor. Die folgende Tabelle (Tab. 1) fasst die
wichtigsten klinischen Merkmale dieser 51 Patienten zusammen. In dieser Arbeit
werden diese Patienten wie folgt bezeichnet: 1, 2, 4, 6-27, 29, 31, 34-98.

Alle Patienten bzw. deren Eltern waren tber Art und Ziel der Untersuchung aufgeklart
und nahmen freiwillig an der Untersuchung teil. Die verwendete genomische DNA

stand mir zur Verfigung und war aus EDTA-Blut gewonnen worden.
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Tab. 1: Tabellarische Zusammenfassung der klinischen Merkmale von 51 Patienten aus dem Hamburger Kollektiv

Klinisches Merem Patient | > | 4 | 6| 7 | 8 9 10 | 11 |12| 13| 14a+b |15 16 18 20| 21 22 | 23 24
Geschlecht m m m m w m w m m| w m m m w | m m m w m
Wachstum und Entwicklung

Kleinwuchs - nd. | + - - + + - - + + - - - - + - + -
Postnatale Gedeihstdrung - nd. | + - - + - + - - + + + + - + + + +
Motorische Entwicklung verlangsamt - - - + - + + + + - + - + - - + - - -
Intelligenzminderung - + - + - + + + + - + - + - - + - + +
Kraniofaziale Charakteristika

Lateral abfallende Lidachse + | nd | + + - + + - + |+ + + - + + + + - +
Epikanthus - nd. | + + + + + + - - - - - + + + - -
Hypertelorismus - nd. | + - + + + + + + + + - + + + + + -
Ptosis - n.d. + + + + + + + + + - + - + + + - +
Tief ansetzende, dorsal rotierte Ohren + nd. | + - - + + - + + + - + - + + + + +
Flache/r Nasenwurzel/-riicken - nd. | + + + + + + + + + + + - + + + - -
Hoher Gaumen - n.d. - + - - - - - - - - - + - + - - -
Vorgewdlbte/hohe Stirn - n.d. - + - - - - - - + - - - - + - - -
Makrozephalus - n.d. - + - - - - - - rel - - - - rel - - -
Muskuloskelettale Charakteristika

Uberstreckbare Finger - n.d. - + n.d. - - - - - - - - nd. | - + - + n.d.
Muskulére Hypotonie + - - - n.d. + + - - - - + + nd. | - + - - n.d.
Haut/Haarcharakteristika

Spaérliches und/oder lockiges Haar - - - + - - - - - - + - - - - + - - -
Pigmentstérungen der Haut - n.d. - - - - - - - - + - + - - + - - n.d.
Trockene Haut - n.d. - + - - - - - - + - - - - + - - -
Tiefe plantare/palmare Furchen - - - + - - - - - - - - - - - + - - -
Angeborene Herzdefekte - |PDA| - |ASD| PS | PS+VSD |PS+MKI | FOA |HY | PS | PS+FOA | PS | FOA+ASD | CM | PS | PS+ASD | PS | PS PS u.a.
Andere Anomalien

Augenanomalien (Myopie, Glaukom) - n.d. - + - - - - - + + - - - - + - - -
Brustanomalien - nd. | + - - - + - - + - - + - + - - - +
Kryptorchismus + | n.d. - - X - X - + X - + + X - + - X -
Zerebrale Auffalligkeiten - nd. |nd.| - - - - - - - + - - - - + - - -

Folgende Zeichen und Abkiirzungen wurden verwendet: m, mannlich; w, weiblich; +, klinisches Merkmal vorhanden; -, Merkmal nicht vorhanden; n.d., keine Daten vorhanden; x, kein
Kryptorchismus mdoglich, da Pat. weiblich ist; rel, relativer Makrozephalus; PS, Pulmonalstenose; PDA, persistierender Ductus arteriosus; ASD, Vorhofseptumdefekt; VSD,
Ventrikelseptumdefekt; FOA, Foramen ovale apertum; HCM, hypertrophe Kardiomyopathie; CM, Kardiomyopathie; HY, Hypertrophie; MKI, Mitralklappeninsuffizienz; Fal, Fallot-
Tetraloaie: u.a.. und andere. Die Patienten 14a+b sind eineiiae Zwillinae.
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Tab.1: Tabellarische Zusammenfassung der klinischen Merkmale von 51 Patienten aus dem Hamburger Kollektiv (Fortsetzung)

Klinisches Merem Patient | o5 | 26| 27 20 |31 36 |37| 38 |39 40 42 43 | 45 |46| 48 |49 50 52 | 54
Geschlecht m m w w w m w m m m w m m |m w m w w m
Wachstum und Entwicklung

Kleinwuchs - - + + + - - - + + - - - - - - + - -
Postnatale Gedeihstdrung - - + + - - - + - - - + - + - + - - -
Motorische Entwicklung verlangsamt - - - - - + - - + + + + + |+ - - + + +
Intelligenzminderung - - + + - + - - + + + + + |+ + - - + +
Kraniofaziale Charakteristika

Lateral abfallende Lidachse + - + - + + - - - - - - - - - + - - -
Epikanthus - - - - - - - - - - - - - + - - + - -
Hypertelorismus + + - - + - + - - - + - - - + - - + +
Ptosis - - - - - - - - + + - - - - - + - - -
Tief ansetzende, dorsal rotierte Ohren + + + - + + + - - + - - - + - + + + -
Flache/r Nasenwurzel/-riicken - - - - - + + - - + + - - + + + + + +
Hoher Gaumen - - - - - - - - - - - - - - - + + - -
Vorgewdlbte/hohe Stirn - - - - - + - - - - + - - - - - + - +
Makrozephalus - - - - - rel - - - - rel + - - - - - - rel
Muskuloskelettale Charakteristika

Uberstreckbare Finger - - - n.d. - + - - - - - n.d. - + + - - - -
Muskulére Hypotonie - - - n.d. - + - - - - - n.d. - - - - - + +
Haut/Haarcharakteristika

Sparliches und/oder lockiges Haar - - - - - + - - + n.d. - - - + - - - + +
Pigmentstérungen der Haut - - - n.d. - - - - - n.d. - - - - - - n.d. - -
Trockene Haut - - - n.d. - - - - - n.d. - - - - - - n.d. + -
Tiefe plantare/palmare Furchen - - - - - - + - - n.d. - - - + - + - - +
Angeborene Herzdefekte PS | PS - PSua. | - PS | + [ VSD|PS | PS+Fal | PS+tHCM BS - - VSD - PS+ASD/VSD BS PDA
Andere Anomalien

Augenanomalien (Myopie, Glaukom) - - - - - + - - - n.d. - - + - - - + - +
Brustanomalien - + - - + - - - - n.d. - - - - - - - - -
Kryptorchismus + + X X X - X - - n.d. X - - - X - X X -
Zerebrale Auffalligkeiten - - - - - + - - - n.d. - - - - - - - - +

Folgende Zeichen und Abkirzungen wurden verwendet: m, mannlich; w, weiblich ; +, klinisches Merkmal vorhanden; -, Merkmal nicht vorhanden; n.d., keine Daten vorhanden; x, kein
Kryptorchismus mdéglich, da Pat. weiblich ist; rel, relativer Makrozephalus; PS, Pulmonalstenose; PDA, persistierender Ductus arteriosus; ASD, Vorhofseptumdefekt; VSD,
Ventrikelseptumdefekt; FOA, Foramen ovale apertum; HCM, hypertrophe Kardiomyopathie; CM, Kardiomyopathie; HY, Hypertrophie; MKI, Mitralklappeninsuffizienz; Fal, Fallot-
Tetralogie; u.a., und andere.
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Tab.1: Tabellarische Zusammenfassung der klinischen Merkmale von 51 Patienten aus dem Hamburger Kollektiv (Fortsetzung)

Patient
Klinisches Merkmal € 55 56 |57| 59 | 60 63 66 67 72 | 73 76 77 84 gesamt
Geschlecht m w w | m m w w w m w w m m 31(m)/20(w)
Wachstum und Entwicklung
Kleinwuchs + - - + + - + - + + + + - 21 (51)
Postnatale Gedeihstdrung + - - + - + - + - - + - - 22 (51)
Motorische Entwicklungsverzégerung + + - - + + - + - + + + - 26 (51)
Intelligenzminderung + + - - + + - - n.d + + + - 30 (51)
Kraniofaziale Charakteristika +
Lateral abfallende Lidachse - - - - - - - - - - - - - 19 (51)
Epikanthus - - - - - - - + - - - - - 12 (51)
Hypertelorismus - - + + + - - - - - - + + 27 (51)
Ptosis + - - - - - - - - - + + - 20 (51)
Tief ansetzende, dorsal rotierte Ohren + - + + - - - - - - + + + 30 (51)
Flache/r Nasenwurzel/-riicken - - + - + - - - - - - + + 28 (51)
Hoher Gaumen - - - + - - - - - - - - - 6 (51)
Vorgewdlbte/hohe Stirn - - + - - + - + - - + + + 13 (51)
Makrozephalus - - - - - - - - n.d. - + + - 9(51)
Muskuloskelettale Charakteristika
Uberstreckbare Finger n.d. - - - - - - - n.d. - - - n.d. 6 (51)
Muskulére Hypotonie n.d. + - + - + - - n.d. - - - - 12 (51)
Haut/Haarcharakteristika
Spérliches und/oder lockiges Haar - + + - + + - - - - + + + 15 (51)
Pigmentstérungen der Haut - - - - - - - - - - - - - 3(51)
Trockene Haut - - - - - + - - - - - - - 5 (51)
Tiefe plantare/palmare Furchen + + - + + - - - - - - - + 11 (51)
Angeborene Herzdefekte PS+ASD/VSD - - - - | ASD/VSD | HCM PS - - HCM+MKI PS - 37 (51)
Andere Anomalien
Augenanomalien (Myopie, Glaukom) - - - - + - - - n.d. - - n.d. n.d. 9 (51)
Brustanomalien - - - - - - - - n.d. - - - n.d. 8 (51)
Kryptorchismus + X X + - X X X n.d. X X - - 9(31)
Zerebrale Auffalligkeiten - - - - + + - + n.d. - - n.d. - 7 (51)

Folgende Zeichen und Abklirzungen wurden verwendet: m, mannlich; w, weiblich; +, klinisches Merkmal vorhanden; -, Merkmal nicht vorhanden; n.d., keine Daten vorhanden; x, kein
Kryptorchismus mdglich, da Pat. weiblich ist; rel, relativer Makrozephalus; PS, Pulmonalstenose; PDA, persistierender Ductus arteriosus; ASD, Vorhofseptumdefekt; VSD,
Ventrikelseptumdefekt; FOA, Foramen ovale apertum; HCM, hypertrophe Kardiomyopathie; CM, Kardiomyopathie; HY, Hypertrophie; MKI, Mitralklappeninsuffizienz; Fal, Fallot-
Tetralogie; u.a., und andere.
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1.2 Chemikalien und Lésungsmittel

Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BAA, 30%/0,8%)
Agar (select)

Agarose (Ultra Pure Agarose)
Ammoniumpersulfat (APS)

Anisomycin

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CacCly)

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Coomassie-Farbeldsung (SimplyBlue™ Safe Stain)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

ECL™ Western Blotting Detection Reagenzien
Epidermal growth factor (EGF)

Essigsaure 100%

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz-Dihydrat
(EDTA)

Formamid, deionisiert

Glukose

Glycerin wasserfrei

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol
Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydroxid (KOH)

Lipofectamin™ 2000 Reagenz
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Magnesiumsulfat (MgSQ,)

Manganchlorid (MnCl,)

Methanol

MOPS (3-Morpholino-Propansulfonsaure)
N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (Temed)
Natriumacetat (NaAc)

Natriumcarbonat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nonident P 40 Substitute (NP-40)

BioRad (Munchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BioRad (Munchen)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Millipore (Billerica, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

J.T. Baker (Deventer, NL)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Qbiogene (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Oxoide (Wesel)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
J.T. Baker (Deventer, NL)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

J.T. Baker (Deventer, NL)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fluka Chemie (Buchs, CH)
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Orange-G
Phosphorséaure (HzPO,)
PhosStop Tabletten

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)

Protino® Glutathione Agarose 4B
RIPA-Puffer

Rubidiumchlorid (RbCI)
Saccharose

Salzsdure (HCI)
Sodium-Dodecylsulfat (SDS)
Triton X-100

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Macherey-Nagel (Duren)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Riedel-de Haén (Seelze)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

TRIZMA® Base [Tris(hydroxymethyl)-amoniummethan] Merck (Darmstadt)

Trypton

Trypton

TurboFect™

Wasser fur Chromatographie (HPLC)

1.3 Geratschaften

100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen
6-Loch Platten fur Zellkultur
ABI3130 Sequenzer

Agarplatten

Autoklav

Brutschrank

Certomat® R/Certomat® H
Digitalkamera

Drucker Digital Graphic Printer
Eismaschine
Gelelektrophoresekammer
Heizblock (Typ: 52526101)
Hypercassette™

Inkubator Shaker Model G25
Kdhlzentrifuge 5417R
Kuhlzentrifuge 5810R
Kunststoff-Réhrchen Falcon
Magnetrihrer RET basic

Medical X-Ray Film

PCR-Cycler MJ Research PTC 200
PCR-Tubes (0,5 ml)

Photometer BioPhotometer
PIPETBOY acu

Pipetten Finnpipetten

PVDF Western Blotting Membranen
Rocky® 3D

SDS-Page-Kammer

Semi-Dry Blotter

BD (Heidelberg)

Difco (Kansas, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Sarstedt (Nurnbrecht)
Sarstedt (Nurnbrecht)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Greiner (Kremsmunster, AUT)

Tecnomara (Fernwald)

Heraeus (Hannover)

B.Braun Biotech (Melsungen)
OLYMPUS (Hamburg)

SONY (Japan)

Ziegra (Isernhagen)

BioRad (Miinchen)

Liebisch (Bielefeld)

Amersham LifeScience (lllinois, USA)
New Brunswick Scientific (Edison, USA
Eppendorf AG (Hamburg)

Eppendorf AG (Hamburg)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
IKA Labortechnik (Staufen i. Br.)
Agfa (Kéln)

MJ Research, Inc. (Watertown, USA)
Biozym Diagnostik GmbH (Oldenburg)
Eppendorf AG (Hamburg)

IBS Integra Biosciences (Fernwald)
Thermo Labsystems (Mannheim)
Roche (Mannheim)

Frobel Labortechnik (Lindau)

BioRad (Miinchen)

Biometra (Gottingen)
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Spannungsgeber Electrophoresis
power supply PS3002

Spannungsgeber Electrophoresis
power supply ST305

Spannungsgeber Power Pac 300

Sterilwerkbank HERA safe Typ 12/2, 1995
Sterilwerkbank Lamin Air Instruments

Thermomixer compact
Tischzentrifuge ,Biofuge Pico*
UV-Transilluminator UVT-28M
Vortex-Gerat ,Vortex Genie 2
Heidolph REAX 2000
Waage “Sartorius ISO 9001”
Wasserbad ,GFL 1083
Whatman-Chromatografiepapier
X-Ray-Filmentwickler
Zentrifuge Megafuge 1.0

Life Technologies (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)
BioRad (Miinchen)

Heraeus (Hannover)
Heraeus (Hannover)
Eppendorf AG (Hamburg)
Heraeus (Hannover)

Herolab (Wiesloch)

Scientific Industries (Bohemia, USA)
Sartorius (Géttingen)

GFL (Burgwedel)

Macherey-Nagel (Diren)

MS Laborgerate (Wiesloch)
Heraeus (Hannover)

1.4 Medien, Zuséatze, Puffer und Losungen
1.4.1 Medien und Zusatze fiur molekularbiologische Arbeiten
LB-Medium: 10g Trypton

59 Hefeextrakt

10g Natriumchlorid
ad 1000 ml Aqua dest.

pH 7.0

Agar fur Festmedien: 159/l Agar

Ampicillin:
Kanamycin:

SOC-Medium: 20g

59

0,59

ad 970 ml
pH

10 ml

10 mi

10 mi

yB-Medium: 59
2049
0,759

pH

ad 1000 ml
34 ml

150 pg/ml Medium
25 pg/ml Medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Aqua dest.
7,0

1 M MgSO,
1 M MgCl,
40% Glukose

Hefeextrakt
Trypton

} steril filtriert
KCI

7,6 (mit KOH einstellen)
Aqua dest.
1M MgSO0, (steril filtriert)
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TfB I-Puffer: 6,059 RDbCI
4,95g MnCl,

1,47 g Kaliumacetat

0,74g CaCl,
75 ml  Glycerol

pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen
steril filtrieren und bei 5° C lagern

TfB II-Puffer: 10 ml MOPS (100 mM, pH 7)

0,12g RbCI
1,1g CaCl,
15 ml Glycerol

pH 8 mit KOH einstellen
steril filtrieren und bei 5° C im Dunkeln lagern

1.4.1.1 Loésungen fur Mini-DNA-Praparation aus E.coli

Ldsung I 50 mM Glukose
25mM  Tris-HCI
10 mM EDTA
pH 8,0

Ldsung I 0,2N NaOH
1% SDS

Lésung llI: 4 M Kaliumacetat
2 M Essigsaure

1.4.2 Medien und Zusatze fir zellbiologische Arbeiten

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Foétales Rinderserum (FBS)

Optimem Transfektionsmedium
Penicillin/Streptomycin

TrypLE Express

1.4.3 PCR-Puffer

10x PCR-Puffer: 15 mM
(Qiagen)

pH

FailSafe PCR PreMix 100 mM

(Epicenter) 100 mM

400 pM

je nach Puffer 3-7 uM
je nach Puffer 0-8 x

Gibco (Karlsruhe)
PAA Laboratories (Pasching)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)

MgC|2

Tris-Cl [genaue Angaben
KCI werden vom Hersteller

(NH,),SO, nicht angegeben]
8,7

Tris-HCI (pH 8,3)

KCI

eines jeden dNTPs

MgC|2

Fail Safe PCR-Enhancer mit Betain
(Trimethylglycin)
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144

10x TBE: 890 mM
890 mM
20 mM

pH

25 mi
25 mi
20 mg

10x Ladepuffer fir DNA:

Puffer und Losungen fir die Gelelektrophorese

Tris
Borséaure
EDTA
8,0

Glycerin (100%)
1x TBE
Orange-G

Ethidiumbromid:

145

4x Trenngelpuffer:

4x Sammelgelpuffer:

Lade (Laemmli)-Puffer (4x):

10x SDS-Laufpuffer:

Transferpuffer:

10x Tris-Puffer mit
Tween 20 (TBS-T):

10x Phosphatpuffer
(PBS-/-):

0,05%

29

91¢g

ad 500 ml
pH

29
30,39

ad 500 ml
pH

33%
0,3M
6,7%
0,01%
80 mM
pH

409

60,6 g
288,4¢g

ad 2000 ml
pH

25 mM
150 mM
10%

pH

200 mM
15M
0,1%

ad 1000 ml

8049

29

1449
2449

ad 1000 ml
pH

(in Aqua dest.)

Puffer und Losungen fir proteinbiochemische Arbeiten

SDS

Tris

Aqua dest.

8,8 (mit H3PO, einstellen)

SDS

Tris

Aqua dest.

6,8 (mit H3PO, einstellen)

Glycerol
Dithiothreitol (DTT)
SDS
Bromphenolblau
Tris-HCI

6,8

SDS

Tris

Glycin

Aqua bidest.
8,3

Tris
Glycin
Methanol
8,3

Tris/HCI (pH 7,4)
NaCl

Tween 20

Aqua dest.

NacCl

KCI

NaH2P04

KH,PO,

Aqua dest.

7,4 (mit HCI einstellen)
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1x PBS-T:

1x PBS (+/+):

Stripping-Puffer:

Zelllyse-Puffer:

GTPase-Pull-Down-
Lysepuffer:

pro 10 ml Puffer je:

1.4.6

TB-Medium:
Ldsung I:

Ldsung I

100 ml
0,1%
ad 1000 ml

100 ml
9mi

52 ml

1,6 ml

ad 1000 ml

1,876 g

50 mi

ad 1000 ml
pH

10 ml
1 Tabl.
1Tabl.

10 mi

6 mi

2mi

ad 200 ml
1 Tabl.

1 Tabl.

12 g

24 g

4 mi

ad 900 ml
0,17 M
0,72 M
ad 100 ml

10x PBS -/-
Tween 20
Aqua dest.

10x PBS -/-

100 mM CacCl,
100 mM MgCl,
100 mM MgSO,
Aqua dest.

Glycin

20% SDS

Aqua dest.

2,0 (mit HCI einstellen)

RIPA-Puffer
Complete Mini
PhosStop

1 M Tris (pH 8)

5 M NacCl

NP-40

Aqua dest.

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
Phos Stop

Puffer und Medien fur die Aufreinigung von GST-Proteinen

Trypton

Hefeextrakt

Glycerol

Aqua dest. - autoklavieren
KH,PO,

KoHPO,

Aqua dest. - autoklavieren

Lésung | und Il werden zusammengefuhrt und Ampicillin zugegeben.

GTBLI-Puffer:

pro 10 ml Puffer
GTBLII-Puffer:

pro 10 ml Puffer

Waschpuffer:

pro 10 ml Puffer

50 mM
40 mM
25% (wiv)
1 Tabl.

50 mM
100 mM
0,2%

1 Tabl.

50 mM
50 mM

5 mM
1 Tabl.

Tris-HCI (pH 8)

EDTA

Saccharose

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil

Tris-HCI (pH 8)

MgC|2

Triton X-100

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil

Tris-HCI (pH 8)

NaCl

MgC|2

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
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Lagerungspuffer: 50% Waschpuffer
50% Glycerol
1.4.7 Sonstige Puffer
10x TE Puffer: 100 mM Tris
10 mM EDTA

TE/RNase-Puffer:

pH 8,0 mit HCI einstellen

100 pg/ml RNase in 1XTE

1.5 Enzyme

Fast Digest® Restriktionsenzyme
(BamHI, Notl, Sall, Kpnl, Nocl)

Styl

Herculase® Enhanced DNA Polymerase
PfuUltra™-DNAPolymerase
Tag-Polymerase

1.6  Kits und Langenstandards

pENTR™ Directional TOPO®-Cloning Kit
NucleoBond® Xtra Maxi Kit
FailSafe™ PCR PreMix Selection Kit

1 Kb/100 Bp/50 Bp DNA Leiter

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

GeneScan™ -500 ROX™ Size Standard

GeneScan™ -500 TAMRA™ Sijze Standard

1.7 Zelllinien

Fermentas (St. Leon-Rot)

NE BioLabs (Ipswich, MA, USA)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Macherey-Nagel (Duren)
Epicenter (Madison, W1, USA)

Invitrogen (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)

Name Eigenschaften Herkunft

HelLa adharente epithelienahnliche Zellen; Cervix- DSMZ, Braunschweig
Karzinom, Mensch

COSs-7 renale Fibroblastenzelllinie, Griine Meerkatze | DSMZ, Braunschweig

NIH3T3 embryonale Fibroblastenzelllinie, Maus

A431 epidermoide Karzinomzelllinie, Mensch Institut fiir

HEK embryonale Nierenzellen, Mensch Humangenetik,

SKN Neuroblastom, Mensch Universitatsklinikum

SH SY5Y | Neuroblastom, Mensch Hamburg-Eppendorf

HT22 Hippocampus, Mensch

Tab. 2: Bezeichnung, Eigenschaften und Herkunft der verwendeten Zelllinien

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
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Sowohl die Hela-, als auch die COS-7-Zellen wurden kultiviert und fur Experimente

verwendet. Von allen anderen aufgefiihrten Zelllinien wurden nur bereits vorhandene

Zelllysate eingesetzt.

1.8 E. coli-Bakterienstamme

Name Eigenschaften Herkunft

DH10B | F- mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacz AM15 | Invitrogen (Karlsruhe)
AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A (ara,
leu)7697 galU galK A -rpsL (StrR) nupG

BL21 F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31 (DES3) Invitrogen (Karlsruhe)

Topl0 F- A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZ A M15 Invitrogen (Karlsruhe)
AlacX74 deoR recAl araD139 A (ara, leu)7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Tab. 3: Bezeichnung, Eigenschaften und Herkunft der verwendeten Bakterienstamme

1.9

Oligonukleotide

Bei der Auswahl der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fir PCR-Analysen

wurde auf einen GC-Gehalt von etwa 50% sowie die Vermeidung der Bildung von

Primer-Dimeren und Sekundarstrukturen geachtet. Alle Oligonukleotide wurden von

der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Vor Gebrauch wurden die Primer in

1XTE gelost, um eine Konzentration von 100 pmol/ul zu erreichen. Aliquots dieser

Stammldsung wurden anschlieBend mit HPLC aufgereinigtem H,O auf 10 pmol/ul

verdinnt und eingesetzt.

1.9.1 Oligonukleotide fur die Mutationsanalyse der Gene SHOC2, GNAI2 und
ERBB4
Name Oligonukleotidsequenz 5’ - 3’ Name Oligonukleotidsequenz 5’ - 3’
SHOC2_F2 | GGAACTCTAATGAATCATTGATTGA | SHOC2_R2 GGTTTGGCCGTTTGATCGTATT
CcC GTC

GNAI2_5F AGGGCTGTGCTTGAGAAATG GNAI2_5R AGGGCAGCTACCTTCTGGAATC
GNAI2_6F CTCTGTCCTCAGTCAGCCAACCTG | GNAI2_7R AAGCCTAAGTGAGGCACCAG
ERBB4_8F CACTATCAATGATGCTAATC ERBB4_8R GTAGGTTTGGTTGTGAGAGTGG
ERBB4_12F | CAGATTTATTGATTCAGTTTCC ERBB4_12R | GAGCAACAATTCTGACCGGAT
ERBB4_14F | GAATTTACTCTGCCAATAGGAC ERBB4_14R | CCATGGCATCCTGTAAGTAGC
ERBB4_15F | CTGAAGTCTCAGTAACTAAACC ERBB4_15R | GGTATACATTTCAGAGATGG
ERBB4_21F | GCACTTCCAACTGAAGGCTAAG ERBB4_21R | AATAATCTCCTAAGCTTCAGG
ERBB4_28F | CATAAGACAATGGTGATCCAC ERBB4_28R | GCATCTCTGTATCTTCCACTG

Tab. 4: Zusammenfassung der im Rahmen der Mutationsanalyse verwendeten Primer

Angegeben sind die Bezeichnung und die zugehérige Sequenz der Olignonukleotide.
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1.9.2 Oligonukleotide fur die Sequenzierung der SOS1-Plasmide
Name Oligonukleotidsequenz 5’ - 3’
hSOS1_forl GACCACCAGGTTTCTGTTTACATAG
hSOS1_for2 GAAGATACAGTAGAAATGACAGATG
hSOS1_for3 GAAGACTGAGTGAATCTGCATGTCG
hsSOS1_for4 CTTTACAGTACCGGAGTACACTGG
hSOS1_fors AGCTATAGAGAATGGAGATCAAC
hSOS1_foré GAAATTGCTCGACAACTCACTTTAC
hsSOS1_for7 GAATTGAGTGAAGATCACTATAAG
hSOS1_for8 ACCCTAAGCCTCTCCCAAGATTTCC
hSOS1_for9 GCACTGATGAAGTGCCTGTCCCTC
hSOS1_for10 CCTCAAACACCTTCTCCTCACG
hSOS1_revl GCATCAGCTATTGCCCATTTATC

Tab. 5: Verwendete Primer fur die Sequenzierung der SOS1-Plasmide

Angegeben sind die Bezeichnung sowie die zugehérige Sequenz der Oligonukleotide.

1.9.3 Oligonukleotide fur die Mutationseinfiihrung und Herstellung der SOS1-
und HRAS-Konstrukte
Name Oligonukleotidsequenz 5’ — 3’

hSOS1wt/mut_pEDT_for
hSOS1wt_pEDT_rev
hSOS1mut_pEDT rev

CACCATGCAGGCGCAGCAGCTGCCCTAC
TCAGGAAGAATGGGCATTCTCCAACAG

TCAAATACACTGCAAACATCTGTGGTACTGGAAGCACCAGAAGCAG
GCGGAGGTGTTAACGGTGTTCTTGGGAGAATTTGGTGCAGATGC

HRAS_pEDT _for
HRAS_7AS_dup_for2
HRAS_7AS_dup_revl
HRAS_pEDT_rev

CACCATGACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGG
AGCGCCATGCGGGACGAGTACAGCGCCATGCGGGACCAGTAC
CATGGCGCTGTACTCGTCCCGCATGGCGCTGTACTCCTCCTGG
TTATCAGGAGAGCACACACTTGCAGCTCATG

Tab. 6: Fur die primervermittelte Mutagenese verwendete Oligonukleotide

Angegeben sind die Bezeichnung sowie die zugehodrige Sequenz der Oligonukleotide.

1.9.4 Mikrosatelliten-Marker
Mikr,(\)/lsaart(e(;llriten- Markierung Standard Fluoreszenzfarbe Pmdl["é(;g]] TEIRE
D2S2330 FAM TAMRA blau 166-186
D3S1614 NED ROX gelb 101-125
D5S2027 FAM TAMRA blau 180-202
D5S406 NED ROX gelb 164-192
D5S647 NED ROX gelb 326-365
D6S1581 FAM TAMRA blau 257-271
D8S272 VIC TAMRA blau 211-261
D9S1817 FAM TAMRA blau 279-315
D12S1659 FAM TAMRA blau 290-316
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Mikrl\o/lsatelliten- Markierung Standard Fluoreszenzfarbe PIEEIISIEeEE
arker [Bp]
D13S217 FAM TAMRA blau 242-262
D14S990 NED ROX gelb 148-166
D15S117 NED ROX gelb 321-339
DXS990 FAM TAMRA blau 122-132

Tab. 7: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Mikrosatelliten-Marker

Angegeben sind neben der Bezeichnung die Markierung sowie der zugehdrige Standard, die
Fluoreszenzfarbe und die Produktgrofie des jeweiligen Mikrosatelliten-Markers.

1.10 Plasmide

1.10.1 Ausgangskonstrukte

Name Konstrukt Kodierregion | Aminosauren Herkunft
SOs1 pCGN-SOS1 SOS1 1-1333 PD L. Taylor (School of
Medicine, New York)
HRAS HRAS" in pMT2- HRAS 1-189 AG Rosenberger, UKE,
SM-HA-DEST Hamburg

Tab. 8: Angaben zu den Ausgangskonstrukten fur die Herstellung von SOS1- bzw.
HRAS-Konstrukten

Neben dem Namen des jeweiligen Konstrukts sind die enthaltene Kodierregion sowie die Anzahl der
kodierenden Aminoséuren und die Herkunft aufgelistet.

1.10.2 Ausgangsvektoren fur Klonierungen

Vektor Name Eigenschaften Herkunft
GATEWAY™- | pENTR/D-TOPO® Km', ccdB Invitrogen (Karlsruhe)
Vektoren pPMT2-SM-HA-DEST | Amp', HA-Epitop | AG Rosenberger, UKE, Hamburg

Tab. 9: Zusammenstellung der Ausgangsvektoren

Angegeben sind neben den Namen auch Eigenschaften und Herkunft des jeweiligen Vektors.

1.10.3 Mithilfe der GATEWAY ™-Technologie hergestellte Konstrukte fiir die

eukaryotische Expression

Herstellung
Konstrukt Oligonukleotide Template Art AS
pENTR/D-TOPO®- | hSOS1lwt/mut_pEDT_for PCGN- | Topoisomerase- 1333
g sos1"T hSOS1wt_pEDT rev SOS1 reaktion
§ 1105
2 | pENTR/D-TOPO®- | hSOSiwt/mut pEDT_for PCGN- | Topoisomerase- (p.R1084Kfs*
5 sos1M hSOS1mut_pEDT rev SOS1 reaktion P: 23)
5 | _
)
o)
c HRAS_pEDT _for HRASYT i Megaprime- 106
© | pENTR/D-TOPO®- HRAS_7AS_dup_revl PCR und
i HRASP-E63_D69 dup HRAS bEDT pMT2-SM- Topoisomerase- (p.E63_D69
p=D ey HA-DEST reaktion dup)
HRAS_7AS_dup_for2
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Konstrukt Herstellung AS
pMT2-SM-HA- S ® wT
wT Rekombination aus pENTR/D-TOPO™-SOS1 1333
@ DEST-SOS1
G
S 1105
= pMT2-SM-HA- L ® Mut
17} : Mut Rekombination aus pENTR/D-TOPO™-SOS1 (p.R1084Kfs*
é DEST-SOS1 23)
E pMT2-SM-HA- 196
DEST- Rekombination aus pENTR/D-TOPO®-HRASPE63-P69 dup (p.E63_D69
HRAGPE63_D69 dup dup)

Tab. 10: Hergestellte Konstrukte fur die eukaryotische Expression

Fir die Eingangskonstrukte ist jeweils der Name des Konstrukts, die zur Vervielféltigung des zu
klonierenden Inserts durch PCR verwendeten Oligonukleotide, das Template fir die PCR sowie die Anzahl
der kodierten Aminoséduren angegeben. Die PCR-Produkte wurden mittels Topoisomerasereaktion in den
gewunschten Eingangsvektor eingebracht. Die Zielkonstrukte wurden Uber eine LR-Rekombinations-
reaktion hergestellt. Es ist jeweils der Name, das Ausgangskonstrukt und die Anzahl der kodierten

Aminosauren angegeben.

1.10.4 Nicht im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Konstrukte

Name Eigenschaften Insert Herkunft

HRAS"T
HRASGIZS

PMT2-SM-HA-DEST Amp', HA-Epitop — AG Rosenberger, UKE,
HRAS Hamburg
HRASSl7N
PI3K[p110]

pGEX-4T-3 Amp' RaflRED] AG Rosenberger, UKE,
RalGDS[RA] Hamburg
PLCe[RA2]

Tab. 11: Ubersicht Uber die bereits vorhandenen Konstrukte, die in dieser Arbeit
verwendet wurden

Angegeben sind jeweils der Name des Vektors sowie dessen Eigenschaften, das enthaltene Insert und die

Herkunft.

1.11 Antikorper

1.11.1 Priméarantikorper

Antikdrper Antigen Tier Verdiinnung Hersteller
Glycerinaldehyd-3-
. phosphat- 1:10000 in abcam
anti-GAPDH Dehydrogenase Maus 0,4% Milch/TBS-T (Cambridge, UK)
(Mensch)
. extrazellular regulierte . 1:1000 in Cell Signaling
anti-ERK1/2 Kinase 1/2 (Ratte) Kaninchen | 5o BSA/TBS-T (Beverly, USA)
. phosphoryliertes . 1:1000 in Cell Signaling
anti-pERK1/2 ERK1/2 (Mensch) Kaninchen | 5o BSA/TBS-T (Beverly, USA)
Mitogen-aktivierte . . .
. L . 1:300 in Cell Signaling
anti-MKK6 Pro(tl\illgllw(lsncfie 6 Kaninchen 506 BSA/TBS-T (Beverly, USA)
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Antikorper Antigen Tier Verdunnung Hersteller
. phosphoryliertes . 1:300 in Cell Signaling
anti-pMKK3/MKKE |\ ka/MKKS (Mensch) | <aninchen 5% BSA/TBS-T (Beverly, USA)
Mitogen-aktivierte . . .

. . . 1:1000 in Cell Signaling

) ’ 0 - everly,
anti-MEK1/2 ERI((MIélgssﬁ) 1/2 Kaninchen 506 BSA/TBS-T B ly, USA
. phosphoryliertes . 1:1000 in Cell Signaling
anti-pMEK 1/2 MEK1/2 (Mensch) Kaninchen | 5o/ BSA/TBS-T (Beverly, USA)
. o . 1:1000 in Cell Signaling
anti-AKT Proteinkinase B (Maus) Kaninchen 5% BSA/TBS-T (Beverly, USA)

phosphorylierte . . . .

. o . 1:1000 in Cell Signaling

) o - everly,
anti-pAKT Prog’c\eﬂlgrljlsnca;]s)e B Kaninchen 5% BSA/TBS-T ® ly, USA)

Tab. 12: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Primarantikorper

Fir jeden Antikorper sind die Bezeichnung, das Immunogen mit seiner Herkunft, das zur Immunisierung
verwendete Tier, die eingesetzte Verdiinnung sowie die Bezugsfirma angegeben.

1.11.2 Sekundarantikdrper und konjugierte Priméarantikorper

Antikdrper Antigen Konjugat Tier Verdiinnung Hersteller
anti-HA-HRP humanes Meerrettich- Ratte 50 mU/ml in Roche
High Affinity (3F10) | Hamagglutinin Peroxidase 0,4% Milch/TBS-T (Mannheim)
. Meerrettich- 1:10000 in GE Healthcare
anti-mouse-HRP Maus IgG Peroxidase Schaf | 406 Milch/TBS-T (Miinchen)
. . . Meerrettich- 1:7000 in GE Healthcare
anti-rabbit-HRP Kaninchen IgG Peroxidase Esel 4% Milch/TBS-T (Miinchen)
Tab. 13: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Sekundéar- und

konjugierten Primarantikorper

Fir jeden Antikérper sind die Bezeichnung, das Immunogen, das Konjugat, das zur Immunisierung
verwendete Tier, die eingesetzte Verdiinnung sowie die Bezugsfirma angegeben.

1.12 Datenbanken und Computerprogramme

Datenbanken

Anwendung

ENSEMBL

(The European Bioinformatics Institute and
Genome Research)

http://www.ensembl.org/index.html

Auflistung bekannter Variationen (SNPs)
in genomischer DNA

Darstellung von Genom-Sequenzen

Homologievergleiche von Aminoséaure-
sequenzen

NCBI

(National Center for Biotechnology In-

formation)

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

BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool): Homologievergleiche von DNA-
und Aminosauresequenzen

Vergleich von Sequenzen mit der SNP-

Datenbank (BLAST-SNP)
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Computerprogramme und ,,online*-
Programme

Anwendung

Chromas Lite 2.01

Visualisieren und Editieren von DNA-
Sequenzchromatogrammen

DIGI CAM Digital Camera control

Dokumentation von Agarosegelen

EditSeq (DNastar)

Editieren von DNA-Sequenzen

GeneScan Analysis Software 2.1 (Applied
Biosystems)

Mikrosatelliten-Marker Analyse

Image J

Densitometrische Auswertung von
Western-Blots

Mutation Taster
http://www.mutationtaster.org/index.html

Uberprufung von Sequenzvarianten auf
magliche Pathogenitat

NEB Cutter v2.0 (NE BioLabs)
(http:/tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)

Auffinden von Restriktionsenzym-
schnittstellen

NetGene2 (Center for Biological Sequence
Analysis, DTU)

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

Erkennung und Voraussage von
Spleil3stellen

SegPilot 3.1.0.4 (JSI medical systems
GmbH)

Auswertung von Sequenzen

Splice Site Prediction by Neural Network
(Berkeley Drosophila Genome Project)

http://mwww.fuitfly.org/seq_tools/splice.html

Erkennung und Voraussage von
Splei3stellen

SpliceView (Oriel)
http://bioinfo.itb.cnr.it/oriel/splice-view.html

Erkennung und Voraussage von
Spleil3stellen

2 Methoden

2.1  Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Anzucht von E.coli

Fur die Anzucht von E.coli wurden je nach Bedarf unterschiedliche Mengen LB-
Medium mit Einzelkolonien von einer Agar-Platte oder mit Aliquots aus einer Flissig-
Vorkultur (1:50 bis 1:100 Verdiunnung) beimpft und tber Nacht bei 37°C und 220 Upm

im Schittelinkubator inkubiert.

2.1.2 Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen fur die Transformation

Kompetente Bakterien wurden nach der Rubidium-Chlorid Methode erzeugt. Dazu
wurden 2 ml yB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C
geschuttelt. Von dieser Kultur wurde 1 ml in 100 ml ¢yB-Medium verdiinnt und bis zu

einer optischen Dichte (OD) von 0,3-0,4 bei 550 nm kultiviert. Aus dieser Kultur wurden
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5 ml entnommen, damit erneut 100 ml YyB-Medium angeimpft und bis zu einer ODsso =
0,3-0,4 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension fir
5min in Eiswasser abgekuhlt und fir weitere 8 min bei 4°C und 2500 Upm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die pelletierten Bakterien wurden in
15 ml eiskaltem TfBI-Puffer resuspendiert und 30 min in Eiswasser inkubiert. Nach
einem erneuten Zentrifugationsschritt von 8 min bei 2500 Upm und 4°C wurden die
Zellen in 2 ml eiskaltem TfBII-Puffer resuspendiert, auf 200 pl Aliquots aufgeteilt und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte
bei -80°C.

2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

2.1.3.1 Minipraparation

Fur analytische Zwecke wurde Plasmid-DNA mittels der Minipraparations-Methode

(Birnboim und Doly 1979) isoliert, welche auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht.

Fur die Isolierung der Plasmid-DNA aus E.coli wurden Giber Nacht 2 ml Kultur gezogen.
1,5 ml dieser Kultur wurden bei 8000 Upm fir 5 min abzentrifugiert. Die sedimentierten
Zellen wurden in 100 pl Lésung | durch Vortexen resuspendiert. Anschliel3end wurden
200 pl Losung 1l hinzugefuigt und sofort durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach
der Zugabe von 300 pl Losung 1l folgte eine Inkubation auf Eis von 5-10 min.
Daraufhin wurde der Ansatz erneut fir 5 min bei 14000 Upm zentrifugiert und der die
Plasmid-DNA enthaltende Uberstand in ein neues GefaR tberfiihrt. In diesem wurde
die DNA nun mit 350 ul Isopropanol geféllt und wiederum bei 14000 Upm fur 5 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um die im Plasmid-DNA-Sediment
ebenfalls enthaltene RNA abzubauen, wurde dieses mit 100 pl TE/RNase-Puffer
versetzt und 10-15 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 120 pl 88% Isopropanol/
0,2 M K-Acetat, Vortexen und 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Plasmid-DNA erneut gefallt. Der Ansatz wurde noch einmal fur 5 min bei 14000 Upm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet 5-10 min bei 37°C getrocknet.
SchlieBlich wurde die isolierte Plasmid-DNA in Aqua dest. aufgenommen und bei -20°C

gelagert.

2.1.3.2 Maxi-Praparation

Bei der Maxi-Praparation werden groRere und reinere Mengen an Plasmid-DNA
gewonnen. Dafur wird ein Kulturvolumen von 200 ml benétigt. Zur Gewinnung der
Plasmid-DNA wurde das auf der lonenaustauschchromatographie beruhende
NucleoBond® Xtra Maxi Kit der Firma Macherey-Nagel eingesetzt, wobei streng nach

Herstellerangaben verfahren wurde. Nach Trocknung bei Raumtemperatur wurde die
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Plasmid-DNA in 100 pl TE-Puffer resuspendiert und die Konzentration photometrisch

bestimmt. Die DNA-L&sungen wurden bei -20°C gelagert.

2.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration einer DNA-LOsung wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt. Die Messung erfolgte in Quarzkivetten der Schichtdicke 1 cm. Eine
Absorptionseinheit entspricht dabei 50 mg/ml. Einen Anhaltspunkt fur die Reinheit der
Praparation erhalt man durch die Bestimmung der Absorption bei 280 nm und durch
Bildung des Quotienten aus beiden Werten. Eine ausreichend reine Praparation sollte
einen Quotienten A260/A280 von 1,8-2,0 aufweisen.

2.1.5 Restriktionsanalyse von DNA

Sowohl die Qualitat als auch die Quantitdit gewonnener DNA kann mittels
Restriktionsanalyse Uberprift werden (Smith und Birnstiel 1976). Restriktionsenzyme
spalten DNA durch Hydrolyse des Desoxyribose-Phosphat-Riickgrats an spezifischen
Erkennungssequenzen. Endonukleasen vom Typ Il erkennen spezifische
palindromische DNA-Sequenzen aus 4-8 Basenpaaren, und schneiden diese. Sie
erzeugen dabei enzymabhangig einzelstrdngige, Uberstehende (sticky) oder
doppelstrangige, glatte (blunt) Enden. Die Reaktionsbedingungen fir die
Restriktionsendonukleasen wurden den Herstellerangaben entsprechend gewahlt. Die

in dieser Arbeit durchgefuihrten Doppelrestriktionen erfolgten gleichzeitig.

Fur den Nachweis der c.4A>G (p.S2G)-Mutation im SHOC2-Gen mittels
Restriktionsverdau der zuvor aus Patienten-DNA amplifizierten PCR-Produkten wurde

folgender Ansatz verwendet:

4 ul | PCR-Produkt
1 ul | NEB 3 Puffer
2 ul | Styl
3ul | HO
10 pl | Gesamtvolumen

Die Restriktion erfolgte fur mindestens 2 Stunden bei 37°C.

Der Ansatz fur die Analyse von aus E.coli aufgereinigter Plasmid-DNA war

folgendermalien:

2 ul | DNA
2 ul | FastDigest® Puffer
2 ul | 10x BSA
je 0,5 ul | FastDigest® Restriktionsenzym
13 pl | H,O
20 pl | Gesamtvolumen
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Zur Uberprifung der Minipraparation der Plasmid-DNA wurden fiir die Vektoren
PENTR/D-TOPO®-SOS1"" bzw. -SOS1™" die Restriktionsenzyme BamHI und Notl und
fir pENTR/D-TOPO®-HRASF®-P% die Enzyme Notl und Ncol eingesetzt. Zur
Kontrolle der Maxipraparation kamen dagegen fir die Vektoren pMT2-SM-HA-DEST-
SOS1"" bzw. -SOS1I™" die Enzyme Sall und Kpnl zum Einsatz, wahrend fiir den
Vektor pMT2-SM-HA-DEST-HRASE®-P89 das Enzym Sall verwendet wurde. Die

Restriktion erfolgte fir mindestens 10 min bei 37°C.

2.1.6 Agarosegelelektrophorese

Zur qualitativen und quantitativen Uberprifung von PCR-Produkten und
Restriktionsspaltungen wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Je nach
GrolRe der DNA-Fragmente wurden Agarosegelkonzentrationen von 0,8-2,5% (w/v)
verwendet. Die Agarose wurde in 1XTBE-Puffer aufgekocht, anschlieRend auf etwa
50°C abgekihlt und in einen geeigneten Gelschlitten mit eingesetzten Gelkdmmen
gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde in einer Gelkammer positioniert, mit
Elektrophoresepuffer (1XTBE) Uberschichtet und von den Kammen befreit. Die
entstandenen Geltaschen wurden nun mit einer Mischung aus den DNA-Proben und
DNA-Ladepuffer (Orange G) (im Verhéltnis 3:1) beladen. Als GrolRenstandard wurde
ein DNA-Standard-Marker aufgetragen. Eine Spannung, dessen Stérke sich nach der
GroRe der Ladung der Fragmente richtete, wurde angelegt. Im Fall von PCR-
Produkten wurde eine Spannung von 160 V und eine Laufzeit von 30 min gewahlt, im
Falle von Restriktionsfragmenten der Plasmide eine Spannung von 100 V und eine
Laufzeit von 2,5h. DNA weist aufgrund von Phosphatgruppen im Desoxyribose-
Phosphat-Rickgrat eine negative Gesamtladung auf, so dass sie in einem angelegten
elektrischen Feld von der Kathode zur Anode wandert. Die Laufstrecke der Fragmente
ist dabei dem Logarithmus seines Molekulargewichts umgekehrt proportional, wodurch
kleinere Fragmente schneller durch die Gelporen wandern als gréf3ere. Nach der
Auftrennung wurde das Gel in einer 0,05%igen Ethidiumbromid-L&sung fur mindestens
15 min inkubiert. Wahrenddessen interkaliert der fluoreszierende Farbstoff
Ethidiumbromid in die DNA, so dass nach Anregung mit UV-Licht (254 nm) die DNA
durch die resultierende Fluoreszenz auf einem Transilluminator-Tisch nachgewiesen
und mithilfe des aufgetragenen Langenstandards die GroRe der jeweiligen DNA-

Fragmente abgeschatzt werden konnte.

2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist ein in-vitro-

Verfahren zur selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten. Unter Verwendung
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hitzestabiler DNA-Polymerasen, wie z.B. der Tag-Polymerase, die aus Thermus
aquaticus isoliert wird, sowie zweier Oligonukleotide (Primer), die zu je einem Abschnitt
der DNA revers komplementar sind, kann der dazwischenliegende Abschnitt aus
genomischer DNA vervielfaltigt werden (Mullis und Faloona 1987). Des Weiteren
werden fir den Reaktionsablauf Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) und geeignete

Pufferbedingungen bendtigt.

Es wurde folgender Standard-PCR-Ansatz verwendet:

1,0 pl | DNA (~100 ng/pl)
2,5 ul | PCR-Puffer (10x)
1,0 pl | Primer Fwd (10 pmol/ul)
1,0 pl | Primer Rev (10 pmol/ul)
0,5 ul | dNTPs (10 mM)
0,2 pl | Tag-Polymerase (5 U/pl)
18,8 ul | H,O
25,0 pl | Gesamtvolumen

Die im Nachfolgenden erlauterten Amplifikationsreaktionen wurden alle im PTC-200
Thermocycler durchgefiinrt. Die PCR kann dabei in funf Schritte unterteilt werden,

wobei drei Reaktionsschritte repetitive Reaktionszyklen darstellen (Tab. 14).

1. Initiale Denaturierung 95°C | 2 min

2. Denaturierung 95°C | 20s

3. Annealing 50-58°C | 10 s 30-35 Zyklen
4. Elongation 72°C | 30-90 s

5. Finale Elongation 72°C | 3 min

Tab. 14: PCR-Programm unter Standardbedingungen

Die initiale Denaturierung dient der vollstdndigen Auftrennung der DNA in ihre
Einzelstrange. In der Annealing-Phase kommt es zur komplementaren Hybridisierung
der eingesetzten Oligonukleotide, wobei die Anlagerungstemperatur von der
Schmelztemperatur der jeweiligen Primer abhéngig ist. Fir die Elongations-Phase wird
die Reaktionsldsung bis zur optimalen Arbeitstemperatur der termophilen Polymerase
(72°C) erhitzt (Tab. 14). Nun kommt es zur Polymerisation von Desoxynukleotiden
komplementér zu der Ausgangs-DNA. Die Elongationszeit richtet sich dabei nach der
Lange des zu synthetisierenden Amplikons, wobei Polymerasen 500-1000 Basenpaare
(Bp) pro Minute polymerisieren konnen. Das Prinzip der Kettenreaktion besteht in der
Wiederholung der Denaturierung, in der sich die neusynthetisierten DNA-Strange

wieder von der Matrize I6sen, des Annealings und der Elongation in 30—35 Zyklen. Die
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in jedem Zyklus entstehenden neusynthetisierten DNA-Strange dienen als Matrize im
nachsten Zyklus, so dass eine exponentielle Vermehrung des Ausgangsmaterials
erreicht wird. Mit einer finalen Elongation wird dann die Polymerisation des DNA-

Materials abgeschlossen.

Zur Erhohung der Spezifitdt der entstehenden Produkte wurden sogenannte
Touchdown (TD)-PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren wird die
Anlagerungstemperatur der Primer schrittweise um 2°C erniedrigt, z. B. wurde bei dem
TD56-Programm fir vier Zyklen mit einer Anlagerungstemperatur von 56°C begonnen,
weitere vier Zyklen erfolgten mit einer Anlagerungstemperatur von 54°C und 30 Zyklen

dann mit einer von 52°C.

Konnte mit  dem angegebenen PCR-Ansatz und unter  diversen
Amplifikationsbedingungen kein PCR-Produkt erhalten werden, wurde die PCR mit den
FailSafe PreMixes A-L des FailSafe™ PCR PreMix Selection Kit wiederholt. Die
PreMix-Puffer des FailSafe™ PCR PreMix Selection Kits enthalten neben den vier
Desoxynukleotiden in gepufferter Salzldsung unterschiedliche Konzentrationen an
MgCl, sowie verschiedene PCR-Verstarker (Enhancer) wie Betain. Betain schiitzt die
Polymerase vor Hitzeinaktivierung und erhoht die Ausbeute und die Spezifitdt des
Produktes.

Fur die Amplifizierung der SOS1- und HRAS-Kodierregion zur Klonierung wurden
hitzeresistente DNA-Polymerasen mit Korrektureigenschaften (,proofreading”)
verwendet, wie die PfuUltra™-DNA-Polymerase (Stratagene). Alternativ wurde die
Amplifikation auch mit der Herculase® Enhanced DNA Polymerase (Stratagene)

versucht.

Die PCR-Bedingungen variierten je nach verwendetem Primerpaar. Nachfolgend wird
ein Uberblick liber die PCR-Bedingungen der einzelnen Amplikons der im Rahmen der

Mutationsanalyse untersuchten Gene gegeben (Tab. 15).

Gen Exon Primerpaar PCR- FailSafe | Produktgrofie

Programm Puffer [Bp]

SHOC2 2 SHOC2_2F + SHOC2_2R TD56 464
GNAI2 5 GNAI2_5F + GNAI2_5R TD56 550
6+7 GNAI2_6F + GNAI2_7R 53°C E 600

ERBB4 8 ERBB4_8F + ERBB4_8R TD58 337
12 ERBB4_12F + ERBB4_12R TD56 426

14 ERBB4_14F + ERBB4_14R TD56 305

15 ERBB4_15F + ERBB4_15R TD58 333
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. PCR- FailSafe | ProduktgrofiRe
Gen Exon Primerpaar Programm Puffer [Bp]
ERBB4 21 ERBB4_21F + ERBB4_21R TD58 358
28 ERBB4_28F + ERBB4_28R TD56 743

Tab. 15: Zusammenfassung der PCR-Bedingungen fir die jeweiligen Primerpaare

Angegeben sind der Name des Gens, das amplifizierte Exon, das entsprechende Primerpaar, das
verwendete PCR-Programm und die Produktgré3e. Teilweise wurde auch ein FailSafe-Puffer verwendet.

2.1.7.1 PCR-Mutagenese

Das Verfahren der PCR kann nicht nur zur Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte
verwendet werden, sondern z. B. auch zur Mutagenese. Hierbei kann mithilfe von
mutationstragenden Primern eine bestimmte Mutation in das PCR-Produkt eingefliihrt
die Herstellung des die ¢.3248dupC
(p.R1084Kfs*23)-Mutation tragenden SOS1-Konstrukts (SOS1") angewandt. Hierfiir
hSOS1wt/mut_pEDT_for und hSOS1mut pEDT_rev

(mutationstragender Primer) eingesetzt. Der mutationstragende Rickwérts-Primer

werden. Diese Methode wurde flr

wurde das Primerpaar
umfasste in diesem Fall einige Basen vor der einzufiihrenden Duplikation, die
Duplikation des Cytosins sowie alle folgende Nukleotide bis zum vorzeitig
entstehenden Stopp-Codon. So entstand die entsprechende cDNA fir das durch die
verkirzte SOS1™'“-Protein (s. Abb. 19, S. 64). In der
nachfolgenden Tabelle (Tab. 16) sind die PCR-Bedingungen sowohl fur die

frameshift-Mutation

Amplifikation der SOS1"W'-cDNA, als auch fiir die mutationstragende Variante
(SOS1™" angegeben. Als Matrize diente das pCGN-SOS1"“'-Konstrukt mit der
SOS1. Das durch die PCR

mutationstragende Produkt konnte nach der Aufreinigung zur Klonierung verwendet

Wildtyp-cDNA-Sequenz  von entstandene

werden.
Gen Amplikon Primerpaar el ProduktgroRRe [Bp]
Programm
SOSs1 WT hSOS1wt/mut_pEDT_for + 54°C 4006
hSOS1wt_pEDT rev
Mut hSOS1wt/mut_pEDT_for + 52°C 3321
hSOS1mut_pEDT_rev

Tab. 16: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der gewtinschten SOS1-cDNA

Angegeben sind der Name des Gens, die Bezeichnung des Amplikons, das entsprechende Primerpaar,
das verwendete PCR-Programm und die Produktgréfie.

Fiur die Herstellung des HRASF®*-P®%dr_Konstruktes wurde die Megaprime-PCR-
Methode eingesetzt. Hierfur sind drei PCR-Reaktionsschritte nétig. Zundchst werden
unterschiedliche PCR-Produkte

hergestellt, bei denen jeweils am Ende bzw. Anfang 15 Basenpaare (entsprechend finf

mithilfe von mutationstragenden Primern zwei
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Aminoséauren) dupliziert sind (Abb. 9). Fir die erste PCR wurde das Primerpaar
HRAS_pEDT_for und HRAS_7AS_dup_revl verwendet. Die zweite PCR wurde mit
dem Primerpaar HRAS_7AS_dup_for2 und HRAS_pEDT _rev durchgefuhrt. Als Matrize
diente jeweils der pMT2-SM-HA-DEST-HRAS""-Vektor mit der Wildtyp-cDNA von
HRAS. Beide PCR-Produkte wurden tber das JETquick PCR Product Purification Spin
Kit aufgereinigt.

PCR1 PCR 2

HRAS_pEDT_for HRAS_7AS_dup_rev1l
—_—) HRAS-WT cDNA in

/—} — pMT2-SM-HA-DEST
HRAS_7AS_dup_for2 HRAS_pEDT_rev

... GAG TAC AGC GCC ATG CGG GAC GAG TAC AGC GCC ATG ] o
PCR-Produkt 1: 15 Nukleotide dupliziert

AGCGCCATG CGG GAC GAG TACAGC GCC ATG CGG GAC ...

PCR-Produkt 2: 15 Nukleotide dupliziert

Abb. 9: Schematische Darstellung der ersten beiden PCR-Reaktionen der Megaprime-
PCR

Es sind sowohl die verwendeten Primerpaare als auch das entstehende PCR-Produkt schematisch
dargestellt. Die duplizierten Nukleotide sind in rot dargestellt. Die PCR-Produkte 1 und 2 (iberschneiden
sich fuir einen Bereich von 30 Basenpaaren.

Die PCR-Produkte der ersten und zweiten PCR enthalten jeweils einen Teil der
gewlnschten Mutation. Somit entsteht ein ausreichend grof3er Bereich, in dem die
Sequenzen der beiden generierten PCR-Produkte (1 und 2) identisch sind, so dass die
nach Denaturierung erhaltenen DNA-Einzelstrange Uber einen kurzen DNA-Bereich
miteinander hybridisieren kénnen. Die dritte PCR-Reaktion lasst sich in zwei Abschnitte
unterteilen: Der erste Reaktionsschritt dient der Herstellung von doppelstrangigen
DNA-Fragmenten, welche die komplette 21-Nukleotide-Duplikation-Mutation enthalten.
Der nach der Denaturierung und anschlieBenden  Hybridisierung im
mutationstragenden Bereich entstandene doppelstrangige Abschnitt und die freien 3'-
Enden der DNA-Strange dienen der Tag-Polymerase als Primer. Als DNA-Matrize
dienen die 5" -Uberhangenden Bereiche (Abb. 10). Dadurch kommt es zur Elongation
der DNA (DNA-Polymerisation) in 3"-Richtung und zur Entstehung doppelstrangiger
DNA-Fragmente (Schritt 1). Im zweiten Schritt erfolgt nun die Zugabe der das
komplette gewiinschte cDNA-Fragment flankierenden Oligonukleotide
(HRAS_pEDT _for und HRAS_pEDT _rev). Die darauffolgende PCR-Reaktion dient der

Amplifikation des gewiinschten DNA-Fragments.
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Elongation
PCR3 | Schrittl: 5 — e e — - - » 3
3 e—m————— 5¢
HRAS_pEDT_for
Schritt 2: —_—
21 Nukleotide dupliziert
—

HRAS_pEDT_rev

Abb. 10: Ablauf der dritten PCR-Reaktion im Rahmen der Megaprime-PCR

Nach einer Denaturierungsphase kommt es zur Hybridisierung der PCR-Produkte 1 und 2 im
Uberlappenden Bereich. Nun kénnen die DNA-Fragmente mithilfe der Tag-Polymerase in 3‘-Richtung
elongiert werden, wodurch doppelstrangige, mutationstragende DNA-Fragmenten entstehen (Schritt 1). Im
zweiten Schritt wird nun mithilfe des Primerpaares HRAS_pEDT_for/HRAS_pEDT _rev das gewilinschte
DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert. Dieses enthalt nun die komplette Duplikation von 21 Basenpaaren
(entsprechend 7 Aminosauren).

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 17) sind alle notwendigen Reaktionsschritte
zusammengefasst, die zur Herstellung eines vollstandigen, mutationstragenden PCR-

Produkts notwendig sind. Nach einer Aufreinigung kann das PCR-Produkt fir

Restriktionsanalysen und Klonierungen verwendet werden.

PCR-Reaktion 1 und 2: PCR-Reaktion 3:
Ansatz: Ansatz:
1 ul Plasmid-DNA (1ng/ul) Schritt 1:  je 1 ul PCR-Produkt (1 und 2)
1 pl Primer for 0,5 Wl dNTPs
1 pl Primer rev 0,2 ul PfuUltra Polymerase
0,5 ul dNTPs 2,5 ul PfuUltra Puffer
0,2 ul PfuUltra-Polymerase 17,8 ul H,O
2,5 ul PfuUltra Puffer 23 ul Gesamtvolumen
18,8 ul HPLC Schritt 2:  Zugabe von je 1 pl Primer for bzw. Primer rev
25 pl Gesamtvolumen
PCR-Programme:
PCR 1 und 2: PCR 3:
Schritt 1: Schritt 2:
95°C fir 2min 95°C fur 3 min 95°C fir 3 min
95°C fir20 s 95°C fir 15s 95°C fir15s
55°C flr 15s 30 Zyklen 40°C fur 20s 3 Zyklen | 55°C fir 10 s 20 Zyklen
72°C fur 1 min 72°C fur 3 min 72°C fur 4 min
72°C flr 4 min 72°C fur 3 min 72°C flr 4 min

Tab. 17: Zusammenfassung der PCR-Ansatze und PCR-Programme fir die PCR-
Mutagenese mittels Megaprime-PCR

Es sind die jeweiligen Ansatze fiir die PCRs 1-3 mit den dazugehérenden Programmen zusammengefasst.
Die erste und zweite PCR wurden separat durchgefiihrt, mit je einem mutationstragenden Primer. Bei der
PCR 3 wurden die Primer erst nach drei PCR-Zyklen (Schritt 1) hinzugefiigt und die Amplifikation dann
erneut gestartet (Schritt 2).
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2.1.8 Aufreinigung von PCR-Produkten

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte mit dem Enzymmix EX0SAP
aufgereinigt, um die Primer zu entfernen, da diese nachfolgende Arbeitsschritte stéren
kénnen. Der Enzymmix EX0SAP setzt sich aus der Exonuclease | aus E.coli und der
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase der Firma Fermentas im

Verhéltnis 1:2 zusammen. Fir die Reaktion wurde folgender Ansatz verwendet:

0,5 ul | PCR-Produkt
0,5 pl | EXoSAP

6 ul | HO
7,0 yl | Gesamtvolumen

Die ExoSAP-Reaktion erfolgte fiir 15 min bei 37°C. Im Anschluss wurden die Enzyme
fur 15 min bei 80°C inaktiviert. Beide Arbeitsschritte wurden im PTC-200 Thermocycler
durchgefihrt.

Zur Aufreinigung der fir die Klonierungen amplifizierten PCR-Produkte wurde das

Jetquick PCR Product Purification Spin Kit nach Herstellerangaben verwendet.

2.1.9 DNA-Sequenzierung

Das Prinzip der durchgefiihrten DNA-Sequenzierung beruht auf der
Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al. 1977) und erfolgte mit dem ABI
Prism BigDye® Terminator vi.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems,
Darmstadt) und dem Sequenzierungsgerat ABI3130 Sequencer. Die Methode beruht
darauf, dass neben 2’-Desoxyribonukleotiden (ANTPs) auch fluoreszenzmarkierte 2',3'-
Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) in die zyklische Sequenzierreaktion eines
spezifischen PCR-Produktes  eingesetzt  werden.  Wird  wéhrend der
Amplifizierungsreaktion, die im Wesentlichen aus Zyklen von Denaturierung, Annealing
und Elongation besteht, ein solches ddNTP in den entstehenden DNA-Strang
eingebaut, kommt es zum Abbruch der Sequenzierreaktion. Dieser Kettenabbruch
erfolgt, da den ddNTPs die 3-OH-Gruppe fehlt, die fir die Ausbildung einer
Phosphodiesterbriicke mit der Phosphatgruppe eines weiteren dNTPs oder ddNTPs
notwendig ist. Die so entstehenden DNA-Strange sind aufgrund des zufalligen Einbaus
von ddNTPs unterschiedlicher Lange und je nach Didesoxynukleotid mit einem
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die einzelnen Farbstoffe haben ihre
Fluoreszenzmaxima bei unterschiedlichen Wellenlangen. Die Messung erfolgt
elektronisch und durch eine Computerverarbeitung der Signale wird ein

Chromatogramm erstellt.
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Die Amplifikation des Sequenzierproduktes erfolgte linear, da fur die Reaktion nur ein
Primer verwendet wurde, um nur einen Strang als Matrize fur die Sequenzierung zu

nutzen. Die Reaktion der DNA-Sequenzierung wurde laut Arbeitsprotokoll (Tab. 18)

durchgefihrt.
Ansatz fur Sequenzierreaktion Programm

2 ul | ExoSAP-Produkt 96°C | 5 min

0,5 pl | Primer Fwd oder Rev (10 pmol/ul) 96°C | 50 sec
1 pl | BigDyeMix 55°C | 10 sec 30 Zyklen
2 ul | BigDye Terminatorpuffer (5x) 60°C | 4 min

4,5ul | HPLC 72°C | 4 min

10 pl | Gesamtvolumen

Tab. 18: Standardbedingungen einer Sequenzierreaktion

Angegeben sind der allgemeine Reaktionsansatz und das Programm fur die Sequenzierung.

Im Anschluss erfolgte eine Aufreinigung des Sequenzierprodukts durch eine
Natriumacetat (NaAc)-Fallung, um hierdurch nicht eingebaute dNTPs und ddNTPs zu

entfernen, die wie folgt aussah:

10 pl | Sequenzierprodukt
5 ul | NaAc (3M, pH 5,2)
125 pl | Ethanol (abs.)
40 ul | H,O
180 pl | Gesamtvolumen

Dieser Féallungsansatz wurde kurz mithilfe des Vortex-Gerates gemischt und
anschliel3end bei 14000 Upm bei 20°C fir 20 min zentrifugiert. Nach dem Dekantieren
des Uberstandes wurde das DNA-Pellet in 250 ul 70% Ethanol (v/v) gewaschen, erneut
wie beschrieben fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
bei 37°C fir ca. 15 min getrocknet und bis zur Sequenzierung im Kapillarsequenzierer
bei -20°C gelagert.

2.1.10 Mikrosatellitenanalyse fur Elternschaftsnachweis

Der Elternschaftsnachweis erfolgte mithilfe des Grof3envergleichs von Uber das
gesamte Genom verteilten Mikrosatelliten-Markern zwischen Eltern und Kind. Bei
Mikrosatelliten handelt es sich um kurze, nicht kodierende, repetitive DNA-Sequenzen,
die in variabler Lange auftreten und polymorph sind. Aufgrund der mendelnden
Vererbung dieser Marker kann eine Elternschaft durch deren Analyse entweder
bestétigt oder ausgeschlossen werden. Es wurden zunachst PCRs an genomischer
DNA des Eltern-Kind-Trios fur verschiedene Mikrosatelliten-Marker durchgefiuihrt (siehe
1.9.3). Die Bedingungen entsprachen dabei einer Touchdown-PCR mit einer

Anfangstemperatur von 56°C.
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PCR-Ansatz fur Mikrosatelliten-Marker:

1,0 ul | DNA

2,5 ul | 10x PCR-Puffer

1,0 pl | Primer-Mix

0,5 ul | dNTPs (10mM)

0,2 yl | Tag-Polymerase
19,8 yl | H,O

25 pl | Gesamtvolumen

Die Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Je nach
Quantitat des PCR-Produktes wurden 0,5-1 pl mit 20 ul deionisiertem Formamid und
0,4 pl Standard (TAMRA oder ROX) vermischt. Die anschlie3ende Analyse erfolgte im

ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer und mithilfe der GeneScan Software.

2.1.11 Amplifikation von genomischer DNA

Um eine ausreichende Menge an DNA fir die Mutationsanalyse zur Verfigung zu
haben, wurde ggf. eine whole genome amplification (WGA)-Reaktion mit Hilfe des
GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Zunachst wurde 1pl der zu amplifizierenden DNA in einem Probenpuffer
(Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben) fir 3 min bei 95°C denaturiert.
Nachdem diese denaturierte Probe auf Eis abgekihlt wurde, wurde dieser
anschlielend ein Reaktionspuffer (genaue Zusammensetzung vom Hersteller nicht
angegeben), der vor allem Random-Hexamernukleotide, dNTPs und Puffer enthalt
sowie die Phi29-DNA-Polymerase zugesetzt. Diese besitzt neben einer hohen
Prozessivitat und einer korrekturlesenden 3’ 5’-Exonuklease-Aktivitat auch eine
strand displacement-Aktivitat, wodurch die neu synthetisierten Strange auch als
Matrize fur weitere Amplifikationen dienen kénnen und Temparaturzyklen Uberfllissig
werden. Die Reaktion erfolgte isotherm fir 90 min bei 30°C, anschlieRend wurde die
Polymerase fur 10 min bei 65°C inaktiviert. Die vervielfaltigte DNA wurde bei 4°C

gelagert.

Mit folgendem Reaktionsansatz war es mdglich aus 10 ng eingesetzter DNA 4-7 ug

amplifizierte DNA zu erhalten:

1 pl | DNA (~10ng/ul) 95°C fur 3 min
9 ul | Probenpuffer Abkihlung auf Eis
Zugabe von: 9 ul | Reaktionspuffer 30°C fur 90 min

1 pl | Phi29-DNA-Polymerase | 65°C fur 10 min
20 pl | Gesamtvolumen

Alle Schritte dieser WGA-Reaktion wurden im PTC-200 Thermocycler durchgefiihrt.
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2.2  Klonierungen

2.2.1 Klonierung mittels der TOPO™-Klonierungs-Technologie als Basis fiir
das GATEWAY-System

Die TOPO™-Klonierungs-Technologie der Firma Invitrogen bietet die Mdglichkeit der
direkten Klonierung von PCR-Produkten, die mit einer Polymerase amplifiziert wurden,
welche unabhéngig von der Matrize ein Desoxyadenosin an das 3'-Ende des PCR-
Produkts anfiigt. Dabei macht sich diese Technologie die Eigenschaft des Enzyms
Topoisomerase | aus dem Vaccinia-Virus zunutze, welches sowohl als Restriktions-
enzym als auch als Ligase wirken kann. Es erkennt spezifische Nukleotidabfolgen der
Vektor-DNA, spaltet das Phosphodiester-Riickgrat und bindet dabei kovalent an den
3'-Phosphatrest der Vektor-DNA. Die von der Firma Invitrogen bezogenen Vektoren
liegen in linearisierter Form vor und haben jeweils am 3‘-Phosphatrest der Schnittstelle
die Topoisomerase | kovalent gebunden. Zwischen der Topoisomerase | und dem
Vektor besteht eine Phosphodiesterbindung, welche durch den nukleophilen Angriff der
5"-Hydroxylgruppe des PCR-Produktes aufgehoben wird, wodurch es zu einer
Phosphodiesterbindung zwischen dem PCR-Produkt und dem Vektor und zur
Dissoziation der Topoisomerase | vom Vektor kommt (The Technology behind TOPO®

Cloning auf www.invitrogen.com).

Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben mit dem pENTR™ Directional TOPO®-
Cloning Kit durchgeflihrt. So erhielt man einen sogenannten Eingangsklon (entry
clone), der als Ausgangsvektor fur verschiedene Zielvektoren (destination vector) des

GATEWAY ™-Systems verwendet werden konnte.

2.2.2  Klonierung mittels GATEWAY ™- Technologie

Bei der GATEWAY™-Technologie wird ein DNA-Insert durch eine
Rekombinationsreaktion in einen gewiinschten Vektor tberfuhrt. Diese Rekombination
basiert auf der lokusspezifischen Rekombinationsreaktion des Bakteriophagen A in
E.coli, durch die er sich in das bakterielle Genom integrieren kann. Dazu werden zwei
spezifische DNA-Sequenzen, so genannte Att-Stellen (attachment sites), sowie
spezifische Enzyme bendtigt. Als Voraussetzung fur die Nutzung dieses Systems muss
das zu klonierende DNA-Fragment zunéchst zwischen zwei Att-Stellen in einen
Eingangsvektor eingefuhrt werden. Dies erfolgte mittels der oben beschriebenen
Topoisomerase-Reaktion (2.2.1). Ausgehend von diesem Eingangsklon ist die
Rekombination des DNA-Fragments in jeden beliebigen Zielvektor Uber eine so
genannte LR-Reaktion mdglich, bei der die Insert-DNA des Eingangsvektors in einen

Zielvektor rekombiniert. Zielvektoren besitzen aquivalente Att-Stellen, welche ebenfalls
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als Erkennungssequenzen fir das Enzym dienen. Es ist moglich, jeden beliebigen
Vektor in einen Zielvektor zu Uberfihren indem eine Gateway-Leserahmen-Kassette
(Gateway Reading Frame Cassette), welche Att-Stellen enthalt, eingebaut wird. In
dieser Arbeit wurde die LR-Rekombination zwischen dem Eingangsvektor pENTR™/D-
TOPO® und dem Destinationsvektor pMT2-SM-HA-DEST nach Angaben des

Herstellers durchgefuhrt.

2.2.3 Transformation kompetenter E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Fur die Transformation von E.coli wurden pro Ansatz 100 pl chemisch kompetente
Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1-5pug Plasmid-DNA versetzt. Nach einer
Inkubation von 30 min erfolgte ein Temperaturschock bei 42°C im Wasserbad fir 90 s.
Danach wurde der Ansatz wiederum fiir 5 min auf Eis abgekihlt. Nach der Zugabe von
700 pl SOC-Medium wurde der Ansatz fir 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieRend auf
selektiven Agarplatten ausgestrichen. Diese wurden dann tber Nacht im Brutschrank
bei 37°C inkubiert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen mithilfe der diskontinuierlichen, eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (Laemmli 1970). Durch die Verwendung von Polyacrylamid (PAA)
als Tragermedium lasst sich die PorengroRe des Gels leicht variieren und somit an die
GroRRe der Proteine anpassen. Der Zusatz von SDS zum Proteingemisch bewirkt, dass
praktisch alle nicht kovalent gebundenen Wechselwirkungen in nativen Proteinen
zerstort werden und es zur Bildung eines SDS-Protein-Komplexes kommt, dessen
stark negative Ladung zum Molekulargewicht des Proteins proportional ist. Die
Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins in SDS-haltigen Gelen wird somit durch das
Molekulargewicht eines unmadifizierten Proteins und durch den Vernetzungsgrad des
Gels bestimmt. Zur Gelelektrophorese wurde die Polyacrylamid-Gellésung (Trenngel)
nach der unten angegebenen Rezeptur hergestellt, zwischen zwei Glasplatten in eine
Mini-Gelapparatur gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisation wurde die Uberschichtete Flissigkeit vollstdndig entfernt und
nachfolgend ein Sammelgel mit Geltaschen gegossen, welches der Fokussierung der
SDS-Protein-Komplexe vor der eigentlichen Auftrennung im Trenngel dient. Die
Proteinproben wurden mit 4x Probenauftragspuffer (Laemmli-Puffer) versetzt, fir 5 min

bei 95°C denaturiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf in 1x
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SDS-Laufpuffer erfolgte bei 140 V fur ca. 2 h. Es wurde immer ein Proteingrof3en-

standard mit aufgetragen.

Trenngel Sammelgel
15% 12,5% 10% 5%
ddH,0 [ml] 2,46 3,3 41 3,9
4x Trenngel- bzw. Sammelgel-Puffer [ml] 2,5 2,5 2,5 1,7
30% AA/BisAA (37,5:1) [ml] 5 4,2 3,4 1,2
TEMED [ul] 6,3 6,3 6,3 6,3
10% (W/v) APS [ul] 125 125 125 125

Tab. 19: Zusammensetzung der PAA-Gele fir die SDS-Page

Angegeben ist jeweils die eingesetzte Menge fir 2 PAA-Gele. AA/BisAA Acrylamid/Bisacrylamid, APS
Ammoniumpersulfat.

2.3.2 Transfer von Proteinen auf eine Tragermembran (Western-Blot)

Der Transfer der Proteine aus Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf eine PVDF
(Polyvinylidendifluorid)-Membran, wofir die negative Ladung der durch die SDS-PAGE
entstandenen SDS-Proteinkomplexe genutzt wird (Elektro-Blot). Hierfir wurde eine
PVDF-Membran auf die Grol3e des Gels zugeschnitten und fir einige Sekunden in
100% Methanol, fir 1 min in Aqua bidest. und fir ungefdhr 3 min in Transferpuffer
inkubiert. Vier Blatt Whatman-Papier wurden ebenfalls auf GelgréRe zugeschnitten und
in  Transferpuffer  getrankt. Die  Polyacrylamidgele  wurden aus  der
Elektrophoresekammer entnommen und zur Entfernung stérender Salze gleichfalls in
Transferpuffer &quilibriert. Der Blot wurde wie folgt in der Blot-Apparatur luftblasenfrei
aufgeschichtet: Anode - zwei Blatt Whatman-Papier - PVYDF-Membran - PAA-Gel - zwei
Blatt Whatman-Papier - Kathode. Zuséatzlich wurde darauf geachtet, dass dieser Stapel
in genugend Transferpuffer getrankt war. Der Transfer der Proteine auf die Membran
erfolgte bei konstanter Stromstarke (4-5 mA/cm?2 Gelflache) und je nach Proteingréf3e
fur 30-60 min. Nach Kennzeichnung der Membran erfolgte die Immundetektion der

Proteine.

2.3.3 Immunologische Detektion immobilisierter Proteine auf Membranen

Grundlage fur den spezifischen Nachweis immobilisierter Proteine auf Membranen
bietet die Reaktion eines primaren Antikérpers (AK) mit seinem Antigen. In einer
zweiten Reaktion bindet an diesen Komplex ein sekundarer Antikorper, an welchen das
Enzym HRP (horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt ist. Diese

Peroxidase katalysiert eine Lichtreaktion (Chemiluminiszenz), welche mit einem
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Rontgenfilm detektiert wird. Dadurch konnen die gebildeten Protein-Antikdrper-

Komplexe dargestellt werden.

Nach erfolgtem Semi-Dry-Blot wurden freie Bindungskapazitaten auf der PVDF-
Membran mit 4% (w/v) Milchpulver in 1XTBS-T bzw. PBS-T fur mindestens 30 min bei
RT oder bei 4°C Uber Nacht abgesattigt. Die Inkubation mit dem primaren
proteinspezifischen Antikdrper erfolgte im jeweiligen Verdinnungs-Puffer bei 4°C Uber
Nacht. Ungebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran mit
1XTBS-T bzw. PBS-T fur je 10 min entfernt. Die Detektion des primaren Antikorpers
erfolgte mit einem gegen diesen gerichteten HRP-konjugierten Sekundarantikorper.
Nach einer Stunde Inkubation bei RT wurde die Membran dreimal fur 10-15 min mit
1XTBS-T bzw. PBS-T gewaschen. Die ldentifikation der vom Antikdrper erkannten
Proteine erfolgte Uber die Umsetzung eines Substrates durch HRP, wobei
Chemilumineszenz entsteht. Hierfir wurden ECL™ Western Blotting Detection
Reagenzien nach Anweisung des Herstellers eingesetzt. Die erzeugte
Chemilumineszenz schwarzt Rontgenfiime, so dass diese durch Exposition der
Membranen an Roéntgenfiimen durch deren Entwicklung sichtbar gemacht und
dokumentiert werden kann. Falls der primare Antikdrper direkt mit HRP konjugiert war,
konnte bereits nach Inkubation mit diesem und Waschen mit TBS-T die
Chemilumineszenz-Reaktion durchgefiuihrt werden. In einigen Fallen wurden die
Antikorper anschlieBend durch Inkubation mittels Stripping Puffer fur 30 min von der
Membran geldst und es konnte eine erneute Immundetektion mit einem anderen

Antikérper durchgefiihrt werden.

2.3.4  Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen

Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine kdnnen aufgrund der Affinitat
zwischen GST und Glutathion mithilfe von Glutathion-Agarosektigelchen immobilisiert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden, zur Prazipitation von GTP-gebundenen
HRAS-Proteinen aus einem Zelllysat, GST-Fusionsproteine verwendet, welche die
RAS-Bindedoméne (RBD) oder RAS-assoziierte Domane (RA) von verschiedenen
HRAS-Effektoren beinhalten: RAF1-RBD (Aminosauren 51-131), PI3K-RBD (PIK3CA,
Aminosauren 127-314), RalGDS-RA (Aminosduren 777-872) und PLCe-RA
(Aminoséauren 2130-2240).

Der E.coli Stamm BL21 wurde mit dem entsprechenden Konstrukt (pGEX-GST-
RAF1[RBD], pGEX-GST-PI3K[RBD], pGEX-GST-RalGDS[RA], pGEX-GST-
PLCe[RAZ2]) transformiert und auf eine selektive (Amp') LB-Agar-Platte ausplattiert. Am
darauffolgenden Tag wurde 2 ml ampicillinhaltiges LB-Medium mit einer

Bakterienkolonie angeimpft und fir ca. 7 h bei 37°C und 200 Upm geschiittelt. Diese
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Vorkultur wurde anschlieend in 50 ml Ampicillin enthaltendes LB-Medium Uberfihrt
und dber Nacht bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Diese Kultur wurde in einer 1:100
Verdinnung mit ampicillinhaltigem TB-Medium bis zu einer ODgx0=0,6 bei 37°C und
200 Upm fir ca. 4 h kultiviert. In den nachsten 2 h erfolgte bei 30°C und 200 Upm die
Expression des GST-Fusionsproteins, welche durch IPTG (Isopropyl-3-D-
thiogalactopyranosid, Endkonzentration 0,1 mM) induziert wurde. Daraufhin wurde die
Bakterienkultur bei 8000 Upm fir 10 min abzentrifugiert und das Pellet in 20 ml 50 mM
Tris-HCI (pH 8) resuspendiert. Die Bakterien wurden bei 8000 Upm erneut sedimentiert
und nach Entfernung des Uberstandes in fliissigem Stickstoff oder auf Trockeneis
schockgefroren. Das Pellet wurde bei -80°C gelagert und am néchsten Tag auf Eis
aufgetaut. Zu den Bakterien wurden 20 ml GTBL I-Lésung hinzugefligt und die
Suspension bei 4°C fur 10 min tGber Kopf geschittelt. Nach der Zugabe von 8 ml GTBL
lI-L6sung wurde die Suspension erneut fir 10 min Gber Kopf inkubiert. AnschlieRend
wurde die bakterielle DNA durch Sonifizierung auf Eis zerstort und die Suspension fir
eine Stunde bei 4°C und 17000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Gefal Uberfuhrt und die darin enthaltenen Fusionsproteine tiber Protino® Glutathione
Agarose-Kiigelchen aufgereinigt. Dafiir wurde 1 ml der Kiigelchen zu dem Uberstand
gegeben und die Lésung fiir eine Stunde bei 4°C auf einem Uberkopfrotator rotiert. Die
Agarosekiigelchen wurden bei 4°C und 2500 Upm sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde viermal mit 5 ml eiskaltem Waschpuffer gewaschen.
Danach wurden die Kigelchen in 550 pl Lagerungspuffer aufgenommen. Die

Proteinsuspension wurde in Aliquots abgeftllt und bei -80°C gelagert.

Zur Kontrolle wurden jeweils Proben vor und nach der Zugabe der Agarosekiigelchen
entnommen und auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel wurde mit
Coomassie-Brillant-Blau fur 1-3 h bei Raumtemperatur geféarbt und anschlie3end fur

mehrere Stunden in destilliertem Wasser wieder entfarbt.

2.3.5 Zelllyse und GST-Pull-Down-Experimente

Mit Hilfe der so genannten Pull-Down-Experimente kénnen Proteine aus einem
Zelllysat préazipitiert und somit Protein-Protein-Interaktionen untersucht werden. Dabei
ist das GST-Fusionsprotein an  Glutathion-beschichtete  Agarosekigelchen
immobilisiert (s. 2.3.4). Nach der Inkubation mit einem Zelllysat wird das mit dem GST-
Fusionsprotein interagierende Protein mit in das Sediment gezogen und kann so
detektiert werden (Abb. 11).
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HA
Q Gluthation

Abb. 11: Schematische Darstellung der GTPase-Pull-Down-Experimente

Das ektopisch exprimierte HRAS-Protein ist im aktivem Zustand mit GTP beladen und kann daraufhin mit
Effektorproteinen interagieren. Die RAS-Bindedomanen (RBD) der spezifischen Effektorproteine liegen als
Fusionsproteine mit der Gluthation-S-Transferase (GST) vor und sind an Gluthation-beschichteten
Sepharosekiigelchen (S) immobilisiert. Uber die spezifische Bindung des aktiven HRAS-Proteins an
seinen Effektor kann dieses nun prézipitiert werden und mithilfe eines Hamagglutinin (HA)-Epitops mittels
SDS-Page, Western Blot und Immundetektion dargestellt werden.

Fur die Pull-Down-Experimente wurden COS-7-Zellen transient mit den pMT2SM-HA-
DEST-HRAS-Konstrukten transfiziert und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Medium verworfen, die Zellen auf Eis mit eiskaltem PBS (+/+) gewaschen,
mit 1 ml eiskaltem GTPase-Pull-Down-Lysepuffer abgeschabt und durch Pipettieren
homogenisiert. Die Zelltrimmer wurden fir 10 min bei 14000 Upm und 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR lberfuhrt. Von diesem Rohlysat
wurden 120 pl zurtckbehalten und mit 40 pl 4xSDS-Ladepuffer versetzt. Der Rest
wurde zu je 20 pl gereinigter GST-Agarosekugelchen gegeben und fur 45 min bei 4°C
auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Im Anschluss wurden die Kigelchen fir 2 min bei
2500 Upm und 4°C sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Pellet dreimal mit
1 ml eiskaltem GTPase-Pull-Down-Lysepuffer gewaschen. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand bis auf 30 ul abgenommen und der Rest mit
10 pl 4xSDS-Ladepuffer versetzt und fir ca. 5 min aufgekocht. Die Rohlysate und die
Proben nach dem Pull-Down wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und

anschlieffend mittels Western-Blot und Immundetektion untersucht.

Bei allen anderen Experimenten, bei denen nach der Zelllyse kein Pull-Down-
Experiment durchgefuhrt wurde, erfolgte die Lyse in einer entsprechenden Menge
RIPA-Puffer, dem pro 10 ml je eine Tablette Complete Mini Proteinaseinhibitor und
PhosStop zugesetzt wurden. Zur Abtrennung der Zelltrimmer und Zellkerne erfolgte
ebenfalls ein Zentrifugationsschritt bei 14000 Upm und 4°C fiir 10 min. Der Uberstand
wurde mit 4xSDS-Ladepuffer versetzt und nach funfminitigem Aufkochen bei 95°C

direkt fur die SDS-Page weiterverwendet.
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2.4  Zellbiologische Methoden
2.4.1  Zellkultur

2.4.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Fur die Zellkulturexperimente wurden HelLa- und COS-7-Zellen verwendet. Sie wurden
in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95% relativer Feuchte und 5% CO: kultiviert.
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Arbeitsbank
durchgefuhrt. Beide Zelllinien wurden als Adhéasionskulturen auf Polystyrol-
Zellkulturschalen gehalten. Fir die Experimente wurden sie teilweise auf 6-Loch-
Platten passagiert. Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgte in Dulbecco’s
modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit 10% f6talem Rinderserum (fetal bovine

serum, FBS) und 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin.

2.4.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden alle zwei bis vier Tage bei einer Konfluenz von etwa 90% auf neue
Kulturschalen Uberfiihrt. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen
einmal mit 5-10ml 1xPBS gewaschen, um die im Serum enthaltenen
Proteaseinhibitoren zu entfernen. Die Zellen wurden dann durch Zugabe von 1 ml
Trypsin und 2-5 mindtiger Inkubation bei 37°C von der Kulturschale abgeldst und je
nach Wachstumsgeschwindigkeit und gewtnschter Verdiinnung im Verhaltnis 1:2 bis

1:20 in eine neue Kulturschale mit 10 ml Vollmedium tberfihrt.

2.4.1.3 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

In dieser Arbeit wurde mithilfe des Lipofetatmin™2000-Reagenz transfiziert. Diese
Methode beruht auf dem Prinzip der Lipofektion. Es werden Kkationische Lipide
eingesetzt, die Uber ionische Interaktionen mit der eingesetzten DNA Lipid-DNA-
Komplexe bilden. Die Zellen nehmen diese Komplexe durch Endozytose auf, wodurch
die Plasmid-DNA in die Zelle gelangt und transkribiert sowie anschlie3end von dieser

translatiert wird.

Fir die Transfektion wurden je 400000 Zellen auf 6-Lochplatten bzw. je 1,2 x10° Zellen
auf 100 mm-Kulturschalen ausgesat, so dass sie einen Tag spéter etwa eine Konfluenz
von 70-80% erreicht hatten und transfiziert werden konnten. Bei Verwendung des
Lipofectaim™2000-Reagenz wurden die Lésung | (je Ansatz 100 pl Optimem + 1 pg
Plasmid-DNA) und Ldsung Il (je Ansatz 100 pl Optimem + 5 pl Lipofectamin™2000-
Reagenz) hergestellt, 5 min bei RT inkubiert und dann durch Pipettieren gemischt.
Diese Transfektionsldsung wurde dann fur weitere 20-30 min bei RT inkubiert. In der

Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 1xPBS gewaschen und mit
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vorgewdrmtem Optimem Uberschichtet. Es folgte eine Inkubation von 5-10 min bei
37°C und 5% CO2. Danach wurde die Transfektionslosung auf die Zellen aufgetropft,
die Kulturgefalie leicht geschwenkt und wiederum bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
Nach funf bis sechs Stunden wurde die Transfektionsldsung abgesaugt, die Zellen in
Volimedium (DMEM+10% FBS) bzw. Hungermedium (DMEM+0,1% FBS) fur weitere
24-48 h bei 37°C und 5% CO: kultiviert und diese dann in den entsprechenden

Experimenten eingesetzt.

2.4.2  Stimulation der Zellen mit Anisomycin

Um bestimmte Signalwege in den HeLa-Zellen verstarkt zu aktivieren, wurden diese flr
einige Experimente dem Zellgift Anisomycin ausgesetzt. Nachdem die Zellen Uber
Nacht in Hungermedium (DMEM+0,1% FBS) bei 37°C und 5% CO, kultiviert wurden,
wurde dieses abgesaugt und durch ein Nahrmedium (DMEM+10% FBS) ersetzt,
welches mit 50 ng/ml Anisomycin versetzt war. Je nach Versuchsansatz wurden die
Zellen fur 20, 40 bzw. 80 min in diesem Medium bei 37°C und 5% CO, kultiviert und

anschliel3end lysiert.
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IV. Ergebnisse

1 Mutationsanalyse der Gene SHOC2, GNAI2 und ERBB4 bei
Patienten mit Verdacht auf eine Erkrankung aus dem Spektrum
der NCFC-Erkrankungen

1.1 Vorbemerkungen

Fur die Mutationsanalysen standen genomische DNAs aus drei unterschiedlichen
Kollektiven mit je 98, 50 bzw. 92 Patienten mit klinischem Verdacht auf eine
Erkrankung aus dem NCFC-Spektrum zur Verfigung. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
ausgewahlte Exons der Gene SHOC2, GNAI2 und ERBB4 auf eventuell vorliegende

Mutationen hin untersucht werden.

1.2 PCR-Amplifikation eines Teils des Exons 2 von SHOC2 und

Nachweis der Mutation c.4A>G mittels Restriktionsspaltung

Das SHOC2-Gen besteht aus 9 Exons, wobei die Exons 2 bis 9 die Kodieregion
beinhalten. Bisher konnte nur eine wiederkehrende Missense-Mutation, namlich der
Austausch von Adenin zu Guanin an Position 4 der Kodierregion [c.4A>G(p.S2G)] als
krankheitsverursachend fir einen Subtyp des Noonan-Syndroms identifiziert werden
(Cordeddu et al. 2009, Komatsuzaki et al. 2010, Simsek-Kiper et al. 2012). Daher
beschrankte sich diese Arbeit darauf, das Patientenkollektiv auf diese bestimmte
Mutation hin zu untersuchen. Dies erfolgte mithilfe von PCR und Restriktionsspaltung.
Das amplifizierte PCR-Produkt enthielt eine Schnittstelle flr das Restriktionsenzym
Styl. Das Vorhandensein der o.e. Mutation fuhrt zur Einflhrung einer weiteren
Schnittstelle fur Styl. So war anhand der erhaltenen Fragmente nach einer
Restriktionsspaltung mit Styl erkennbar, ob ein mutationstragendes Allel vorlag oder

nicht.

Dazu wurde aus der genomischen DNA von insgesamt 186 Patienten (1, 2, 4, 6-22,
24-26, 29, 34, 36-98 und NO1-11, N13-18, N20-24, N26-30, N32-88, N90-99, N105-
108) mittels PCR ein Teil des Exons 2 amplifiziert. Dieses PCR-Produkt hatte eine
Grof3e von 464 Bp. Die PCR-Bedingung wurde zuvor an genomischen Kontroll-DNAs
etabliert. Anhand eines Agarosegels wurden die PCR-Produkte auf Quantitdt und
Qualitat hin untersucht. AuRerdem wurde je nach Bandenstarke abgeschatzt, wie viel
PCR-Produkt fur die Restriktionsspaltung eingesetzt werden sollte. Im anschlieRenden
Restriktionsverdau mit dem Enzym Styl wurden die PCR-Produkte gespalten und in

einem Agarosegel aufgetrennt. Bei Vorliegen der Wildtyp-Sequenz ergaben sich
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Fragmente von 302 Bp und 162 Bp. Fur das mutationstragende Allel waren dagegen
Fragmente von 241 Bp, 162 Bp und 61 Bp zu erwarten. Da die Mutation in der Regel in
heterozygotem Zustand vorliegt, konnte ein Patient durch das Auftreten zusatzlicher
Banden von 241 Bp und 61 Bp als mutationspositiv identifiziert werden. Abbildung 12
zeigt ein zur Auswertung verwendetes Agarosegel, in welchem sich die nach dem Styl-

Restriktionsverdau entstandenen DNA-Fragmente darstellen.
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Abb. 12: Darstellung der DNA-Fragmente des SHOC2-Exons 2 nach dem Restriktions-
verdau mit Styl

Die Abbildung zeigt ein 2,5%iges-Agarosegel, auf welchem einige DNA-Fragmente nach dem
Restriktionsverdau mit Styl aufgetragen wurden. Es handelt sich dabei um die Patienten-Proben 21, 7, 14
a und b sowie 17. Zum Vergleich ist ganz links ein unverdautes PCR-Produkt (464 Bp) aufgetragen. Links
und rechts der Patienten-Proben wurden eine Negativ- und eine Positiv-Kontrolle aufgetragen. Bei allen
Patienten liel? sich die beschriebene Mutation in SHOC2 nachweisen, da bei allen, wie bei der Positiv-
Kontrolle, die Fragmente von 302 Bp, 241 Bp, 162 Bp und 61 Bp darstellbar waren. Ganz rechts wurde ein
50 Bp-Langenstandard aufgetragen, an dem die 200 Bp- und 300 Bp-Bande jeweils mit einem Pfeil
markiert sind.

Bei sechs der insgesamt 186 analysierten Patienten konnte die bekannte pathogene
Mutation c.4A>G (p.S2G) nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um die
Patienten 7, 14a und b, 17, 21, 76 und 77 (Abb. 12). Die Patienten 14a und b sind

eineiige Zwillinge.

Im Falle der Patientin 76 lag auch genomische DNA der Eltern vor. So konnte Uberprift
werden, ob die Mutation bei dieser Patientin de novo vorliegt. Dies wurde nach der
Amplifikation der PCR-Produkte mit direkter Sequenzierung Uberprift. Abbildung 13
zeigt sowohl das Sequenzchromatogramm der Patientin 76 mit der Mutation c.4A>G
(p.S2G) als auch die entsprechenden Ausschnitte der elterlichen Sequenzen. Beide

Elternteile weisen die Wildtypsequenz auf.
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Met Ser Met Ser/Gly Met Ser

caccAT GAGT cacc|ATGlgGT caccATG|AGT

| | |

Vater Patientin 76 Mutter

Abb. 13: Ausschnitte aus Sequenzchromatogrammen des Exons 2 des SHOC2-Gens von
Patientin 76 und ihren Eltern

Die Abbildung zeigt Ausschnitte aus den Sequenzen des SHOC2-Exons 2 von Patientin 76 (Mitte), ihrem
Vater (links) und ihrer Mutter (rechts). Die Patientin trédgt einen heterozygoten Basenaustausch an der
Position c.4 von Adenin (A) zu Guanin (G). Die Heterozygotie sowie die Wildtypbasen in den elterlichen
Sequenzen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Nicht-kodierende Basen sind in Kleinbuchstaben
geschrieben, kodierende Basen in GroRbuchstaben (A - Adenin, G - Guanin, C - Cytosin, T - Thymin).
Jede Base wird durch eine Kurve in entsprechender Farbe représentiert (A — griin, C — blau, G — schwarz
und T — rot). Die Aminoséuren-Tripletts sind durch senkrechte Striche voneinander getrennt und die
entsprechenden Aminosauren im Drei-Buchstaben-Code angegeben. Bei der Patientin kommt es zu einem
Austausch von Serin zu Glycin (Ser/Gly).

Zur Uberprifung der Elternschaft erfolgte daraufhin eine Mikrosatellitenanalyse der
DNAs des Eltern-Kind-Trios. Dafur wurden von allen drei DNAs PCRs fir 13
verschiedene Mikrosatelliten-Marker durchgefihrt. Exemplarisch sind in Abbildung 14

die Ergebnisse fur den Mikrosatelliten-Marker D15S117 gezeigt: Das Kind hat von

jedem Elternteil ein Allel geerbt.

Mutter

324 Bp
328 Bp

Abb. 14: Darstellung der Chromatogramme des
Mikrosatelliten-Markers D15S117 von
Patientin 76 und ihren Eltern

Vater

In der Abbildung sind untereinander die Chromato-
gramme der Mutter, des Vaters und der Patientin 76
abgebildet. Die Allele werden durch die grau unterlegten
Peaks reprasentiert. Die GroRe der Allele ist unter jedem
Peak angegeben. Die Allele wurden der GrofRe nach
nummeriert, beginnend mit dem kleinsten.

Patientin 76

324 Bp 336 Bp

Einen Uberblick tber die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse gibt die nachfolgende

Tabelle (Tab. 20). Bei allen analysierten Mikrosatelliten-Markern konnte bei der
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Patientin sowohl ein von der Mutter, als auch ein vom Vater stammendes Allel
nachgewiesen werden. Damit gilt die Elternschaft des untersuchten Paares fur die

Patientin 76 als sehr wahrscheinlich.

Mikrosatelliten- Mutter Vater Patientin 76
Marker
D2S2330 1-2 3-4 1-3
D351614 2-3 1-2 2-2
D552027 2-3 1-2 1-2
D55406 3-3 1-2 2-3
D5S647 2-3 1-3 1-2
D6S1581 2-2 1-2 1-2
D8S272 2-3 1-3 3-3
D9S1817 1-3 2-4 2-3
D12S1659 2-3 1-3 1-2
D13S217 2-4 1-3 2-3
D14S990 1-3 1-2 1-2
D15S117 1-2 3-4 1-3
DXS990 1-2 1 1-1

Tab. 20: Auswertung der Mikrosatellitenanalyse fir den Elternschaftsnachweis bei
Patientin 76

Die Tabelle gibt alle verwendeten Mikrosatelliten-Marker an. Fir jede Person der Familie ist die
Konstellation der Allele der Groe nach angegeben, wobei die niedrigste Zahl das kleinste Allel
reprasentiert. Die mitterlichen Allele sind rot, die vaterlichen blau gekennzeichnet.

1.3 PCR-Amplifikation ausgewahlter Exons des GNAI2-Gens und

anschlie3ende direkte DNA-Sequenzierung

Das GNAI2-Gen besteht aus 9 Exons, wovon Exon 1 bis 8 kodierend sind. Fir zwei
Mutationen [c.535C>T (p.R179C), c.615A>T (p.Q205L)] in GNAI2, die in endokrin-
aktiven Tumoren nachgewiesen wurden, konnte eine konstitutive Aktivitat des
Genprodukts nachgewiesen werden (Lyons et al. 1990). Des Weiteren ist in der Maus
eine Punktmutation [c.550G>A (p.G184S)] beschrieben, die zu einer fehlenden
negativen Regulierung des Gnai2-Genproduktes fuhrt (Huang et al. 2009). Alle drei
Mutationen liegen im Bereich der Exons 5 und 6. Diese Arbeit beschrankt sich bei der
Mutationsanalyse dieses Gens daher auf die Exons 5 bis 7. Exon 7 wurde mit
analysiert, da das Intron 6 sehr klein ist und so die beiden Exons 6 und 7 in einem

PCR-Amplikon zusammengefasst wurden.
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Die jeweiligen Primerpaare wurden so gelegt, dass zu jeder Seite mindestens noch
40 Bp intronische Sequenz das Exon flankieren. Die Etablierung optimaler PCR-
Bedingungen wurde wiederum an Kontroll-DNAs durchgefiihrt. Daraufhin wurden aus
der genomischen DNA von insgesamt 219 Patienten (EO1-E50, NO1-11, N13-18, N20-
24, N26-30, N32-88, N90-99, N105-108 und 1, 2, 4, 6, 8-13, 15-16, 18-20, 22-27, 29,
31, 34-72, 78-98) die o0.e. Exons amplifiziert und im Agarosegel Uberprift. Die
nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch ein Foto eines Agarosegels mit den PCR-
Produkten der Exons 6 und 7 des GNAI2-Gens.

EO1 E02 EO3 EO4 EO5 EO6 EO7 EO08 E09 E10 K LW

el s, . W S —— G,  Wimsv.  — st -

Abb. 15: Darstellung eines Agarosegels mit einigen die Exons 6 und 7 des GNAI2-Gens
umfassenden PCR-Produkten

Das Bild zeigt ein 2%iges Agarosegel mit den PCR-Produkten der Exons 6 und 7 des GNAI2-Gens von 10
Patienten (E01-E10) sowie einer Kontroll-DNA (K). Im Ansatz fur den Leerwert (LW) befindet sich keine
DNA. Die PCR-Produkte haben eine Grofl3e von 600 Bp. Ganz rechts wurde ein 100 Bp-L&ngenstandard
aufgetragen. An diesem sind die 300 Bp- und 600 Bp-Banden jeweils mit einem Pfeil markiert.

Nach Uberprifung der PCR-Produkte wurden diese enzymatisch aufgereinigt und
sequenziert. Dabei konnte bei 21 Patienten die im Intron 6 lokalisierte Sequenzvariante
c.877+29A>G festgestellt werden, die jeweils heterozygot vorlag (Daten nicht gezeigt).
Diese Variante ist bereits in der NCBI-Datenbank als single nucleotide polymorphism

(SNP) verzeichnet (rs9830408).

1.4 PCR-Amplifikation ausgewdahiter Exons des ERBB4-Gens und

anschlie3ende direkte DNA-Sequenzierung

Das ERBB4-Gen besteht aus 28 Exons, wovon alle kodierend sind. Diese Arbeit
beschrankte sich auf die Analyse von sechs Exons (Exons 8, 12, 14, 15, 21 und 28), in
denen am haufigsten Mutationen in malignen Melanomen festgestellt wurden (Prickett
et al. 2009). Das Design der Primer sowie das Etablieren von optimalen PCR-
Bedingungen erfolgte wie unter 1.3 beschrieben. Mittels PCR wurden die
beschriebenen Exons aus 19 ausgewahlten genomischen Patienten-DNAs amplifiziert.
Dabei handelt es sich um die Patienten 1, 2, 4, 6, 8-10, 12, 15, 16, 20, 22, 36, 39, 45,
47, 59, 66 und 75. Die Auswahl dieser Patienten wurde anhand der klinischen

Merkmale vorgenommen. Die Genannten erfiliten am besten die Kriterien fir eine
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Erkrankung aus dem NCFC-Spektrum. Nach der quantitativen und qualitativen
Uberpriifung der PCR-Produkte im Agarosegel wurden diese enzymatisch aufgereinigt
und anschlieRend sequenziert. Die folgende Abbildung (Abb. 16) zeigt exemplarisch
ein Foto eines Agarosegels mit den PCR-Produkten des Exons 15.

—

4 6 8 9 10 12 15 16 20 22 39 45 47 59 66 75 K LW

==

Abb. 16: Darstellung eines Agarosegels mit einigen PCR-Produkten des Exons 15 des
ERBB4-Gens

Das Bild zeigt ein 2%iges Agarosegel mit den PCR-Produkten des Exons 15 des ERBB4-Gens von 16
Patienten (4, 6, 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 22, 39, 45, 47, 59, 66, 75) sowie einer Kontroll-DNA (K). Im Ansatz
fur den Leerwert (LW) befindet sich keine DNA. Die PCR-Produkte haben eine Grof3e von 333 Bp. Ganz
rechts wurde ein 100 Bp-Langenstandard aufgetragen. An diesem sind die 300 Bp- und 600 Bp-Banden
jeweils mit einem Pfeil markiert.

Bei der Auswertung ergab sich eine Sequenzvariante im Intron 21, die bei insgesamt
12 der Patienten festgestellt wurde und bei allen in heterozygotem Zustand vorlag. Es
handelt sich dabei um eine Duplikation eines Adenins an der Position ¢.2613+79
(Daten nicht gezeigt). Diese Variante ist bisher in keiner Datenbank (NCBI, ENSEMBL)
beschrieben. Da die Uberprifung mit den Programmen Mutation Taster, NetGene2,
Splice Site Prediction und SpliceView keinen Hinweis auf eine SpleiBmutation ergab,
ist davon auszugehen, dass es sich hierbei mit groRer Wahrscheinlichkeit um einen

Polymorphismus handelt.

2 Funktionsanalyse der bei einer Patientin mit Costello-Syndrom

identifizierten HRASE®3-P8%dUP_Nytation

2.1  Vorbemerkungen

Um die funktionellen Auswirkungen der ¢.187 207dup (p.E63_D69dup)-Mutation in
HRAS zu untersuchen, musste diese zunachst in die HRAS-cDNA eingefihrt werden.
Dies erfolgte mittels PCR-vermittelter Mutagenese (s.111.2.1.7.1). Nach erfolgter
Mutagenese und Klonierung in einen eukaryotischen Expressionsvektor konnte das
gewilnschte Protein mittels transienter Transfektion in COS-7-Zellen exprimiert
werden. AnschlieBend wurde die Auswirkung der Mutation auf die Interaktion von

HRAS mit einigen Effektoren sowie auf HRAS-abhangige Signalkaskaden untersucht.
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2.2  Analyse der Aktivierung und Effektorenbindung von HRAS mittels

GTPase-Koprazipitation

Als zentraler Bestandteil vieler Signaltransduktionswege in der Zelle hat HRAS
verschiedene Effektoren. Inwiefern die p.E63_D69dup-Mutation die Interaktion von
HRAS mit diesen Effektorproteinen beeinflusst, wurde mithilfe von Prazipitations-
experimenten untersucht. Hierbei wird nicht nur der Einfluss der Mutation auf die
Interaktion, sondern auch auf die Aktivitat von HRAS selbst untersucht, da nur aktives,
GTP-gebundenes HRAS an Effektoren bindet. Bei diesen Versuchen, auch GTPase-
Pull-Down-Experimente  genannt, wurden die RAS-Bindedomanen diverser
Effektorproteine verwendet, die in Bakterien als Fusionsproteine mit der Glutathion-S-
Transferase (GST) exprimiert und anschliel3end aufgereinigt wurden. Diese Fusions-
proteine werden an Glutathion-beschichteten Sepharosekiigelchen immobilisiert und
konnen daraufhin als Koder zur Prazipitation von aktivem HRAS aus Zelllysaten

eingesetzt werden.

Um Vergleichswerte zu erhalten, wurde in COS-7-Zellen neben HRASF®-P9P jn
parallelen Ansatzen HRAS"', das onkogene HRAS®'Y (Bos 1989) und die am
haufigsten mit dem Costello-Syndrom assoziierte Mutante HRAS®'? (Aoki et al. 2005,
Gripp et al. 2006, Gripp und Lin 2012) exprimiert. Als weitere Kontrolle wurde die
dominant-negative Mutante S17N eingesetzt (Farnsworth und Feig 1991, Stacey et al.
1991). Zur Prazipitation wurde die RAS-Bindedoméne (RBD) von RAF1 (RAF1::RBD)
bzw. PI3K (PIK3CA::RBD) oder die RAS-assoziierte Domane (RA) von RALGDS
(RALGDS::RA) bzw. PLCe (PLCet::RA) verwendet.

G12S
S -

In den Prazipitaten der HRA und HRAS®'?"-{iberexprimierenden Zellen zeigte

sich im Vergleich zum Préazipitat der HRASW'

-Uberexprimierenden Zellen eine deutlich
hohere Menge an HRAS in allen vier mit unterschiedlichen Effektordomanen
durchgefuhrten Pull-Down-Experimenten (Abb. 17 A-D, Spalten 2, 4 und 5, Prazipita-
te). Dagegen zeigte sich fur die HRAS-Variante S17N in den Prazipitaten eine
verminderte Menge an HRAS, verglichen mit den Wildtyp-lUberexprimierenden Zellen
(Abb. 17 A-D Spalten 2 und 6, Prazipitate). Die Menge an HRASF®-P%%4P entsprach
bei den Prazipitationen mit RAF1, PLCe und RALGDS in etwa derjenigen von
HRAS®'?Y oder HRAS®'?®, wahrend sie bei der Prazipitation mittels PIK3CA geringer
war als diejenige von HRAS“' (Abb. 17 A-D, Spalten 2-5, Prézipitate). Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass HRASE®-P%%" zym einen vermehrt in einer
aktiven Konformation vorliegt, was eine effiziente Interaktion mit RAF1, RALGDS und
PLCe ermobglicht, und zum anderen, dass die p.E63_D69dup-Mutation die HRAS-

Bindung an PIK3CA abschwécht.
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Abb. 17: Darstellung der Interaktion mit verschiedenen Effektoren und des Aktivierungs-
grades der unterschiedlichen HRAS-Proteinvarianten

COS-7-Zellen wurden jeweils mit dem uber den Blots angegebenen HRAS-Konstrukt transfiziert. Die Lyse
der Zellen erfolgte nach ca. 24h Inkubation in Normalmedium (DMEM+10% FBS). Aus den Lysaten
wurden die aktiven GTP-gebundenen HA-HRAS-Proteine mit Hilfe von GST-RAF1::RBD- (A), GST-
PIK3CA::RBD- (B), GST-PLCe::RA- (C) und GST-RalGDS::RA-Fusionsproteinen (D) prazipitiert (RBD:
RAS binding domain, RA: RAS association domain). Die verschiedenen exprimierten HRAS-
Proteinvarianten in den Rohlysaten und Prézipitaten wurden mittels SDS-Page und Western-Blot auf
Membranen transferiert und Uber ihr HA-Epitop mittels anti-HA-Antikdrper detektiert (jeweils Zeile 1+2).
Zur Ladekontrolle wurde die Menge an GAPDH bestimmt (jeweils Zeile 3). Rechts ist jeweils eine molare
Masse des mitaufgetragenen Proteinstandards angegeben.
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2.3 Untersuchungen zur Auswirkung verschiedener HRAS-Varianten

auf RAS-abhéngige Signalkaskaden

GTP-gebundenes HRAS aktiviert u. a. die Signalkaskaden RAF-MEK-ERK und PI3K-
AKT. Um herauszufinden, inwieweit die p.E63_D69dup-Mutation in HRAS die
Signalweiterleitung innerhalb  dieser Signalwege beeinflusst, wurden die
Phosphorylierungszustande von beteiligten Protein-Kinasen untersucht. Hierflr wurden
wiederum COS-7-Zellen mit den unter 2.2 bereits erwadhnten HRAS-Konstrukten
transfiziert. Die COS-7-Zellen wurden unter zwei verschiedenen Bedingungen kultiviert,
namlich in Normalmedium (DMEM+10% FBS) und in Hungermedium (DMEM+0,1%
FBS). In den Lysaten wurde die Menge an phosphoryliertem MEK, ERK und AKT
mittels Western-Blotting und Immundetektion mit phosphospezifischen Antikdrpern

bestimmt.

Unter beiden Kulturbedingungen fiihrte die Expression sowohl von HRAS®'?® als auch
HRAS®™Y zu einer erhéhten Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2 im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 18, Zeilen 3 und 5). Fur AKT liel3 sich dagegen nur bei einer
Kultivierung in Hungermedium eine verstarkte Phosphorylierung nachweisen, wahrend
unter Normalmedium kein Unterschied zum Wildtyp sichtbar war (Abb. 18, Zeile 7).
Dagegen zeigte sich in allen Versuchen, dass HRAS®'™ zu einer verminderten
Phosphorylierung der untersuchten Kinasen fihrt (Abb. 18, Spalten 6 und 12). Die
p.E63_D69dup-Mutation flihrte in beiden untersuchten Signalkaskaden unter
Hungerbedingungen (0,1% Serum) zu einer erhéhten Phosphorylierung der beteiligten
Kinasen. Allerdings zeigte sich diese viel deutlicher fur MEK1/2 und ERK1/2 als flr
AKT (Abb. 18, Zeilen 3, 5 und 7). Bei der Kultivierung in Normalmedium konnte
wiederum nur eine Zunahme an phosphoryliertem MEK1/2 und ERK1/2 beobachtet
werden. Bei AKT war kein Unterschied zum Wildtyp zu erkennen (Abb. 18, Zeile 7,
Spalten 8 und 9).

Zusammenfassend fihrt die E63_D69dup-Mutation in HRAS zu einer verstarkten
Signaltransduktion, wobei Signalwege Uber die MAP-Kinasen MEK1/2 und ERK1/2
deutlicher Uberaktiviert werden als solche tGber AKT, welche nicht bzw. nur marginal

verstarkt zu sein scheinen.
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Abb. 18: Analyse des Phosphorylierungszustandes der RAS-abhdngigen Kinasen
MEK1/2, ERK1/2 und AKT mittels Immunblotting

COS-7-Zellen wurden jeweils mit dem Uber den Blots angegebenen HRAS-Konstrukt transfiziert und
anschlielend fir 24h entweder in Hungermedium (0,1% Serum) oder Normalmedium (10% Serum)
kultiviert. Nach Zelllyse, SDS-Page und Western-Blot erfolgte die Detektion mit Antikdrpern gegen
MEK1/2, phosphoryliertes MEK1/2 (pMEK1/2), ERK1/2, phosphoryliertes ERK1/2 (pERK1/2), AKT sowie
phosphoryliertes AKT (pAKT). Die Expression der HA-HRAS-Varianten wurde mittels HA-Antikbrper
Uberpruft. Zur Ladekontrolle wurde die Menge an GAPDH bestimmt. Links ist jeweils die molare Masse
des mitaufgetragenen Proteinstandards angegeben.

3 Untersuchungen zur Aufklarung eines maoglichen intrazellularen
Signalweges von SOS1 zur MAP-Kinase MKKG6

3.1  Vorbemerkungen

Die Hypothese zur Existenz eines mdglichen intrazellularen Signalweges von SOS1 zu
MKK6 beruht auf genetischen Erkenntnissen bei Patienten mit Gingivafiboromatose.
Sowohl die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1 als auch Mutationen in
HRAS und das MAP2K6-Gen (kodiert fir die MAP-Kinase MKK®6) einschlieRende
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Duplikationen fiihren zur Gingivafibromatose (s. 11.3.2). Zur Analyse dieser moglichen
Signalkaskade wurden zwei verschiedene SOS1-Konstrukte hergestellt: zum einen das
fur die Expression des SOS1-Wildtyp-Proteins (SOS1"") benétigte und zum anderen
das mit der c.3248dupC-Mutation (SOS1""). Eine schematische Darstellung der

diesen Konstrukten entsprechenden Proteine ist in Abbildung 19 gezeigt.

H DH PH Rem CDC25 Polyprolin
SOSIWT - T I 152 kDa
< || 1333 AS || >
H DH PH Rem CDC25 P
SOS1Mut [ m—— S | 128 kDa
< II 1083 AS ll »| 22 neue AS
*

Abb. 19: Schematische Darstellung der SOS1-Proteine s0Ss1"" und sos1™"

Schematische Darstellung der Proteinstruktur des SOS1-Wildtyp-Proteins (SOSlWT) und des verkirzten

mutierten (p.R1084Kfs*23) SOSl-Proteins(SOSlM”‘). Der Beginn der Leserasterverschiebung ist mit

einem roten Stern gekennzeichnet. Rechts ist das jeweilige molekulare Gewicht in kDa angegeben. H:
Histone folds, DH: Dbl homology domain, PH: pleckstrin homology domain, Rem: Ras exchanger motif,
CDC25: CDC25 homology domain, Polyprolin: proline-rich domain.

Nach erfolgreicher Klonierung der jeweiligen cDNA in einen eukaryotischen
Expressionsvektor sollten die Proteine nach transienter Transfektion in einer Zelllinie
exprimiert und die Auswirkung der Mutation auf den Aktivitatszustand von MKKG6

untersucht werden.

3.2 Herstellung der SOS1-Konstrukte und Nachweis der SOSI1-

Expression

Zunachst wurden die den unter 3.1 Dbeschriebenen SOS1-Proteinvarianten
entsprechenden cDNA-Fragmente mittels PCR hergestellt. Hierfir stand das Plasmid
pCGN-SOS1 als Matrize zur Verfiigung, welches die SOS1-Kodierregion enthalt. Fur
das SOS1""-Konstrukt wurde die gesamte Kodierregion unter Verwendung der Primer
hSOS1wt/mut_pEDT_for und hSOSiwt_pEDT_rev amplifiziert. Zur Herstellung des
SOS1"-Konstruktes wurde ein anderer Rickwarts-Primer (hSOSimut_pEDT_rev)
verwendet. Dieser enthalt die Duplikation eines Cytosins (c.3248dupC) und endet mit
dem durch die Leserahmenverschiebung nach 22 neuen Tripletts entstehenden,
vorzeitigen  Stopp-Codon (s. I11.2.1.7.1). Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarosegelelektrophorese tberpruft (Abb. 20).
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SOSIWT sOosiMut M

’ _ [Kb] Abb. 20: Analytisches 0,8%iges Agarosegel
—— nach der PCR-Mutagenese
- — 5

Aufgetragen wurden die PCR-Produkte der
. Kodierregion fir SOS1Y" (4006 Bp) und fir
— sos1M! (3321 Bp) sowie ganz rechts eine 1 Kb-
S DNA-Leiter als Marker (M). Hier sind die 3 Kb- und
5 Kb-Bande jeweils mit einem Pfeil markiert.

Die PCR-Produkte wurden Uber eine Topoisomerasereaktion in den GATEWAY-
Eingangsvektor pENTR/D-TOPO kloniert. Nach der Transformation des
Reaktionsprodukts in kompetente E.coli wurden diese mittels Kanamycin-Resistenz auf
das Vorliegen des pENTR/D-TOPO-Vektors selektioniert. Es folgte die DNA-
Praparation sowie ein Notl-BamHI-Restriktionsverdau, mithilfe dessen die Plasmide auf
das Vorhandensein des jeweiligen Inserts hin Uberprift wurden. Danach wurden die
jeweiligen Inserts sequenziert, um zum einen moglicherweise bei der PCR entstandene
Mutationen auszuschliel3en und zum anderen das Vorliegen der ¢.3248dupC-Mutation
im SOS1"-Konstrukt zu Uberpriifen. AnschlieRend wurde das jeweilige DNA-Insert
mittels einer LR-Rekombinationsreaktion in den eukaryontischen Expressionsvektor
pMT2-SM-HA-DEST Uberfuhrt. Es folgte wiederum eine Transformation von
kompetenten E.coli mit diesem Reaktionsprodukt. Die E.coli-Bakterien wurden mithilfe
der Ampicillin-Resistenz auf die Aufnahme von pMT2-SM-HA-SOS1"" bzw. pMT2-SM-
HA-SOS1M" hin selektioniert. Die tiber Mini-Préparation erhaltene Plasmid-DNA wurde
wiederum mittels Restriktionsverdau untersucht (Abb. 21). Nach der Validierung je
eines Klons wurde die entsprechende Plasmid-DNA nochmals mittels Maxi-Préparation

isoliert, um eine groRere und saubere DNA-Menge zu erhalten.
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SOS1IWTin SOS1Mutin
pMT2-SM-HA- pMT2-SM-HA-
DEST DEST

Abb. 21: Agarosegel (0,8%ig) nach der Restriktionsanalyse der extrahierten Plasmide
PMT2-SM-HA-S0S1"" und pMT2-SM-HA-SOS1M"

Es ist exemplarisch die Restriktionsanalyse je eines isolierten pMT2-SM-HA-SOSlWT- (Spalte 1-3) und
pMT2-SM-HA-SOSlM”‘-PIasmids (Spalte 4-6) dargestellt. Der Vektor enthélt eine Schnittstelle fur Sall und
das Insert eine fur Kpnl. Nach dem Einzelverdau mit Sall bzw. Kpnl ergaben sich Fragmente von 9,1 Kb
fir pMT2-SM-HA-SOS1"" und 8,4 Kb fur pMT2-SM-HA-SOS1™"' (Spalten 1+2 bzw. 4+5). Beim
Doppelverdau mit beiden Enzymen betragen die Fragmente 3,1 Kb und 6 Kb fiir den S0S1" enthaltenen
Vektor (Spalte 3) und 3,1 Kb und 5,3 Kb fur die mutationstragende Variante (Spalte 6). Ganz rechts ist
eine 1 Kb-DNA-Leiter als Marker (M) aufgetragen, an der die 3 Kb- und 6 Kb-Banden mit Pfeilen markiert
sind.

Im n&chsten Schritt wurden HelLa-Zellen mit den beiden SOS1-Konstrukten transient
transfiziert und nach der Lyse der Zellen die Proteinexpression und damit die
Funktionalitdt der Konstrukte durch SDS-Page und Western-Blot Uberprift. Als
Negativ-Kontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor pMT2-SM-HA-DEST transfiziert.
Zur Detektion wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter HA-Antikorper verwendet,
da die exprimierten SOS1-Proteine aufgrund des verwendeten Expressionsvektors mit
einem HA-Tag versehen waren. Die beiden (iberexprimierten Proteine SOS1"" und
SOS1"™ konnten in den HelLa-Lysaten nachgewiesen werden (Abb. 22). Dabei wurde
weniger SOS1""-Protein detektiert als SOS1"" (Abb. 22).
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Abb. 22: Uberexpression von SOS1"" und
SOS1™" in transient transfizierten
HelLa-Zellen

Gezeigt ist der Western-Blot zur Darstellung der
Proteinexpression von SOS1"¥" und SOS1"" in HeLa-
Zellen. Im  oberen mit  Anti-HA-Antikbrpern
detektierten Western-Blot kommen die beiden
exprimierten SOS1-Proteine zur Darstellung, wobei
[kDa] SOS1VT schwacher exprimiert wird als SOS1™"
— . (Spalten 2+3). Hier wird der Unterschied der
130— s Anti-HA molekularen Masse zwischen SOS1"" (152 kDa) und
sosiM! (128 kDa) deutlich (Spalten 2+3). Im unteren
36-“ Anti-GAPDH Western-Blot ist die zur Ladekontrolle durchgefiihrte
Detektion mit Anti-GAPDH-Antikdrpern gezeigt. Links
1 2 3 steht jeweils eine molekulare Masse des
mitaufgetragenen Proteinstandards.

HA-Vektor
HA-SOS1IWT
HA-SOS1Mut

3.3 Etablierung eines Zellsystems zur Untersuchung des

Phosphorylierungszustands von MKK6

3.3.1 Auswahl einer geeigneten Zelllinie

Nun galt es ein System zur Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von MKK6
zu etablieren, um spater den Einfluss der iiberexprimierten SOS1-Proteine (SOS1"'
und SOS1"") auf diesen untersuchen zu kénnen. Um die geeignete Zelllinie hierfir zu
finden, wurden mehrere Zelllinien mittels SDS-Page und Western-Blot auf die
endogene Expression von MKK6 hin untersucht. Von diesen Zelllinien lagen bereits
Zelllysate vor. Im Einzelnen handelte es sich um folgende: NIH3T3-, A431-, Hela-,
HEK-, SKN-, SH SY5Y- und HT22-Zellen. Zur Detektion wurde ein Antikdrper gegen
MKK6 verwendet. Als Kontrolle wurde aufRerdem eine Detektion mit AntikGrper gegen
GAPDH durchgefihrt, um anhand des Ergebnisses die aufgetragenen
Gesamtproteinmengen vergleichen zu kénnen. Es stellte sich heraus, dass bei gleicher
Gesamtproteinmenge die Expression von MKK6 in den HelLa-Zellen am starksten war

(Abb. 23). Daher wurden diese als Zelllinie fir alle weiteren Experimente ausgewahlt.
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Abb. 23: Nachweis der MKK6-Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien (NIH3T3, A431, HelLa, HEK, SKN, SH SY5Y, HT22) sind oberhalb der
Western-Blots angegeben. Der obere Western-Blot zeigt die Detektion mit Anti-MKK6-Antikdrper, der
untere die mit Anti-GAPDH-Antikérper. Links ist jeweils eine molekulare Masse eines mitaufgetragenen
Proteinstandards angegeben.

3.3.2 Untersuchungen zum Einfluss von Anisomycin auf den

Phosphorylierungszustand von MKK6

Unter Normalbedingungen ist MKK6 nur sehr schwach phosphoryliert, weshalb ein
geeigneter Stimulus bendtigt wird, um den Phosphorylierungszustand zu untersuchen.
Hierfir eignen sich extrazellulare Stressfaktoren wie UV-Licht, osmotische
Veranderungen und das Zellgift Anisomycin (Stein et al. 1996). Es wurde daher eruiert,
welcher dieser Faktoren die Aktivitat von MKK6 in HelLa-Zellen am starksten steigert.
Die besten Ergebnisse konnten hierbei durch den Einsatz von Anisomycin erzielt
werden. Hierfir wurden HelLa-Zellen tber Nacht in Hungermedium Kultiviert und 20
bzw. 40 min vor der Zelllyse in Nahrmedium mit Anisomycin dberflhrt. Als
Tragersubstanz fir Anisomycin wurde DMSO (Dimethylsulfoxid) verwendet. Die
Zelllysate wurden durch SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert.
Dabei wurden Antikérper sowohl gegen MKK6 als auch gegen phosphoryliertes MKK6
verwendet. Aufgrund groRer Ahnlichkeiten der Oberflaichenbeschaffenheit von MKK6
und MKKS ist der Antikdrper gegen die phosphorylierte Form nicht nur spezifisch fur
MKK®6, sondern er erkennt auch phosphoryliertes MKK3 (Anti-pMKK3/6). Wie die
folgende Abbildung zeigt, kommt es unter dem Einfluss von Anisomycin zu einer
verstarkten Aktivierung von MKK6. Die grof3te Menge an phosphoryliertem MKK6 fand
sich nach einer Anisomycin-Inkubationszeit von 40 min (Abb. 24). Damit konnte die
erhohte Aktivitat von MKK6 unter dem Einfluss von Anisomycin (Stein et al. 1996)

bestatigt werden.
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Abb. 24: Nachweis der verstarkten Phos-
phorylierung von MKK6 unter
dem Einfluss von Anisomycin
mittels Western-Blot

Oberhalb  der Western-Blots sind  die
verschiedenen  Zusétze im  N&hrmedium
[kDa] angegeben: DMSO (Spalte 1), Anisomycin

w— ANti-MKKG (Spalten 2+3). Die Zellen wurden 20 min
36— (Spalte 2) bzw. 40 min (Spalte 3) mit Anisomycin
inkubiert. Die Detektion erfolgte beim oberen

“ Anti-pMKK3/6  western-Blot mit Anti-MKK6-Antikdrper, beim
36 ' B mittleren mit Anti-pMKK3/6-Antik6rper und beim

A /\Nti-GAPDH unteren mit Anti-GAPDH-Antikérper. Links ist

36 eine molekulare Masse eines mitaufgetragenen
1 2 3 Proteinstandards angegeben.

Anisomycin
20 min
Anisomycin
40 min

DMSO

3.3.3 Analyse der Phosphorylierung von MKK6 nach Uberexpression von
SOS1-Varianten in HeLa-Zellen

Nachdem nun ein Zellsystem etabliert war, mithilfe dessen durch Anisomycin eine
verstarkte Phosphorylierung von MKK6 erreicht wurde, sollte untersucht werden, ob die
Uberexpression von SOS1"" bzw. SOS1™" zu einer Aktivierung von MKK6 fiihrt.
Hierfir wurden HelLa-Zellen mit den beiden SOS1-Konstrukten transfiziert, mit
Anisomycin gestresst und die Expression und der Phosphorylierungszustand von
MKK6 mittels SDS-Page und Western-Blot analysiert. Bei etwas starkerer Expression
des SOS1™'-Proteins und gleicher Proteingesamtmenge lieR sich in den SOS1%V'-
exprimierenden  Zellen im Vergleich zu den SOS1™'exprimierenden eine
Abschwéachung des Phosphorylierungszustands von MKK6 vermuten (Abb. 25 A,
Spalten 2 und 3). Allerdings ist im Lysat der SOS1"'-exprimierenden Zellen eine
geringere Gesamtmenge an MKK6 vorhanden (Abb. 25 A, Spalte 3). Setzt man die
Menge an phosphoryliertem MKK6 ins Verhaltnis zur Gesamtmenge an MKK®6, ergibt
sich fur alle drei Zellreihen kein Unterschied im Phosphorylierungszustand von MKK6
(Abb. 25 B).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass nach Uberexpression von SOS1"" und
SOS1I"™ in HeLa-Zellen keine Veranderung der Phosphorylierung von MKK6

nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 25: Darstellung des Phosphorylierungszustandes von MKK6 in S0S1"- bzw.
SOSlM”t-exprimierenden HelLa-Zellen mittels Western-Blot-Analyse

(A) Die Zellen wurden mit den oberhalb des Blots angegebenen entsprechenden Konstrukten transfiziert.
Nach Zelllyse, SDS-Page und Western-Blot erfolgte die Detektion von MKK6 mit Anti-MKK6-Antikorper
sowie die der phosphorylierten Form mit Anti-pMKK3/6-Antikdrper. Als Kontrolle wurden HelLa-Zellen mit
dem Leervektor pMT2-SM-HA-DEST transfiziert (Spalte 1). Die Expression von SOS1"" und sos1™
wurde mit Anti-HA-Antikorper, die Gesamtproteinmenge mit Anti-GAPDH-Antikérper kontrolliert. Links ist
eine molekulare Gewichtsangabe des jeweils mitaufgetragenen Proteinstandards angegeben. (B) In
diesem Diagramm ist nach densitometrischer Messung der Western-Blot-Signale der prozentuale Anteil
von phosphoryliertem MKK3/6 bezogen auf die Gesamtmenge an MKK3/6 in den unterschiedlichen
Zelllysaten dargestellt.

3.4  Analyse der Phosphorylierung von ERK1/2

Durch die Uberexpression von SOS1"" bzw. SOS1" konnte keine Veranderung im
Aktivitatszustand von MKK6 nachgewiesen werden. Daher sollte die Funktionalitat der
exprimierten SOS1-Proteine (SOS1"V" und SOS1™) liberprift werden. Es ist bekannt,
dass SOS1 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von RAS und somit auch fir den
Signalfluss von RAS zu ERK1/2 spielt (Chardin et al. 1993, Corbalan-Garcia et al.
1998). AuRRerdem konnten Jang und Kollegen (2007) in Fibroblasten von Patienten mit
der heterozygoten SOS1-Mutation ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23) eine erhdhte Aktivitat
der Kinasen ERK1/2 nachweisen (Jang et al. 2007). Auf Grund dessen sollte der

1WT_

Phosphorylierungszustand von ERK1/2 in SOS bzw. SOS1""-exprimierenden

HelLa-Zellen untersucht werden.

Die Expression und der Phosphorylierungszustand von ERK1/2 waren in allen
untersuchten Zelllysaten gleich (Abb. 26, Spalten 1-3). Weder die Uberexpression von
SOS1"T noch von SOS1™ filhrte zu einer verstarkten Phosphorylierung von ERK1/2.
Die Resultate von Jang und Kollegen (2007) konnten somit in dem verwendeten
Zellsystem nicht bestatigt werden.
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Die Phosphorylierung von ERK1/2 wurde auch in den Anisomycin ausgesetzten Hela-
Zellen dberpruft. Im Vergleich zu den in Normalmedium kultivierten Zellen konnte
hierbei eine verstarkte Phosphorylierung von ERK1/2 festgestellt werden (Abb. 26,
Spalten 4-6). Diese Steigerung scheint jedoch unabhangig von der Uberexpression der
SOS1-Proteine zu sein, da sie auch in den mit dem Leervektor transfizierten Zellen
auftrat (Abb. 26, Spalte 4). Auch in diesem Experiment konnte keine Veranderung der
ERK1/2-Phosphorylierung in den SOS1V™- und SOS1"“-exprimierenden Zellen
festgestellt werden (Abb. 26, Spalten 5+6).

HA-Vektor
HA-SOS1IWT
HA-SQOS1Mut

+ HA-Vektor
+ HA-SOS1wr
+ HA-SQOS1Mut

Anisomycin

[kDa]
130 — o - - - Anti-HA

36 A S A D e . ANti-ERK1/2

36 — - s D Anti-pERK1/2

36 — W —— Anti-GAPDH
1 2 3 4 5 6

Abb. 26: Darstellung des Phosphorylierungszustandes von ERK1/2 in mit SOS1-
Konstrukten transfizierten HeLa-Zellen mittels Western-Blot-Analyse

Die Transfektion der Zellen erfolgte mit den jeweils Uber den Blots angegebenen Konstrukten. Nach
Zelllyse, SDS-Page und Western-Blot erfolgte die Detektion von ERK1/2 mit Anti-ERK1/2-Antikdrpern
sowie der phosphorylierten Form mit Anti-pERK1/2-Antikdrpern. Als Kontrolle wurde der Leervektor pMT2-
SM-HA-DEST verwendet (Spalten 1+4). Die Expression von SOS1"" und SOS1™" wurde mit Anti-HA-
Antikdrper, die Gesamtproteinmenge mit Anti-GAPDH-Antikdrper kontrolliert. Links findet sich jeweils eine
molare Masse des mitaufgetragenen Proteinstandards.
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V. Diskussion

1 Keine pathogene Mutation in den Kandidatengenen GNAI2 und

ERBB4 bei Patienten mit Noonan-, CFC- oder Costello-Syndrom

Durch die Mutationsanalyse der Exons 5, 6 und 7 des GNAI2-Gens bei 219
mutationsnegativen Patienten mit dem klinischen Bild aus dem Kreis der NCFC-
Syndrome konnte nur eine heterozygot vorliegende intronische Sequenzvariante
(c.877+29A>G) festgestellt werden. Diese lag bei 21 Patienten vor und ist bereits als
SNP verzeichnet (rs9830408), weshalb sie als nicht pathogen eingestuft werden kann.
Die Mutationsanalyse des zweiten Kandidatengens ERBB4 beschrankte sich auf die
Exons 8, 12, 14, 15, 21 und 28 und wurde bei 19 Patienten durchgefihrt. Hier fand sich
eine heterozygote intronische Sequenzvariante (c.2613+79dupA) bei 12 Patienten.
Diese ist noch nicht in den Datenbanken (NCBI, ENSEMBLE) verzeichnet. Da die in
silico-Vorhersage mit diversen Computerprogrammen (s. 1V.1.4) keinen Hinweis auf
eine pathogene Relevanz ergab, ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um einen

Polymorphismus handelt.

In beiden analysierten Genen konnte im Rahmen dieser Arbeit somit keine
krankheitsursachliche Mutation fur Erkrankungen des NCFC-Spektrums identifiziert
werden. In letzter Zeit wurden zwei neue Krankheitsgene fir das Noonan-Syndrom
beschrieben, in denen nur sehr selten (<1%) pathogene Mutationen bei betroffenen
Patienten gefunden werden: NRAS (Cirstea et al. 2010) und CBL (Martinelli et al. 2010,
Niemeyer et al. 2010, Pérez et al. 2010). Es ware mdglich, dass
krankheitsverursachende Mutationen in GNAI2 oder ERBB4 auch nur in einzelnen
Patientenfallen auftreten und deshalb die Analyse in einem gréReren Patientenkollektiv
durchgefuhrt werden muisste, um pathogene Mutationen in diesen Genen identifizieren

zu konnen.

Ein weiterer Grund kénnte die Beschrankung der Mutationsanalyse auf ausgewéhlte
Exons sein. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in der nicht untersuchten
Kodierregion von GNAI2 und ERBB4 im analysierten Patientenkollektiv pathogene
Mutationen vorliegen. Da aufgrund der bisherigen identifizierten Mutationen eher
Missense-Mutationen erwartet wurden, wurden in dieser Arbeit keine Promotoren, 5°-
bzw. 3‘-untranslatierte Bereiche (UTRs) oder intronische Regionen auf mdgliche
Mutationen hin untersucht. Pathogene Sequenzvarianten konnen sich auch in diesen

Bereichen befinden.

Eine weitere mdgliche Fehlerquelle liegt in den technischen Problemen der PCR-

basierten Sequenzanalyse. Es kann zu einer selektiven Amplifikation eines Allels
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kommen, wenn in einer Primerbindesequenz ein SNP bzw. Deletions-Insertions-
Polymorphismus (DIP) oder eine pathogene Mutation lokalisiert ist. Dies kénnte die
Hybridisierung des Primers an dieses Allel abschwachen oder verhindern, so dass
dieses geringer bzw. tGberhaupt nicht amplifiziert wird. Dieser so genannte allelic drop
out (Heinrich et al. 2004, Laios und Glynou 2008) kann nur fir PCR-Produkte, die in
der Sequenzanalyse eine Heterozygotie aufwiesen, ausgeschlossen werden.
AulRerdem wurde von einigen DNA-Proben eine whole genome amplification (WGA)
(s. 11.2.1.11) durchgefihrt, da nur noch eine sehr geringe Menge an genomischer DNA
vorlag. Untersuchungen ergaben, dass die so generierte DNA eine nahezu
gleichwertige Qualitdt zum Ausgangsmaterial aufweist und ein durch WGA bedingter
allelic drop out somit als unwahrscheinlich postuliert wird, aber natirlich nicht ganz

auszuschlief3en ist (Holbrook et al. 2005).

Zudem muss man neben einer Punktmutation als Krankheitsursache auch die
Maoglichkeit einer eventuell vorliegenden Deletion oder Duplikation in Betracht ziehen.
Umfasst diese nur wenige Basenpaare, wirde sie mittels der PCR-basierten DNA-
Sequenzanalyse aufgedeckt werden. Zur Detektion grol3erer Deletionen bzw.
Duplikationen mussten jedoch andere Verfahren, wie z. B. die zytogenetische Analyse,
die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), MLPA- (multiplex ligation-dependent

probe amplification) oder Array-CGH-Analysen eingesetzt werden.

Neben diesen technischen Fehlerquellen besteht auch die Méglichkeit, dass inhaltliche
Schlusse falsch gezogen oder interpretiert wurden. So beschrankte sich die
Mutationsanalyse der beiden Gene beispielsweise hauptsachlich auf Bereiche, in
denen onkogene Mutationen beschrieben wurden. Mdglicherweise fuhren diese
Mutationen aber, wenn sie nicht mehr somatisch, sondern als Keimbahn-Mutation
auftreten, zu einer so schweren Beeintrachtigung in der Entwicklung des Menschen,
dass sie nicht mit dem Leben vereinbar waren. Aul3erdem sind Erkrankungen aus dem
NCFC-Spektrum mit Mutationen assoziiert, die zu einer erhdhten Aktivitat im RAS-
MAPK-Signalweg und meistens auch im AKT-Sighalweg fihren (Tidyman und Rauen
2009, Zenker 2011, Tartaglia et al. 2011). Sowohl fur die Gnai2-Mutation des knock-in-
Mausmodells (p.G184S) als auch fur die in Melanomen beschriebenen Mutationen in
ERBB4 konnte zwar eine vermehrte Aktivitat im AKT-Signhalweg, jedoch nicht im RAS-
MAPK-Signalweg nachgewiesen werden (Huang et al. 2006, Prickett et al. 2009).
Vielleicht liegt darin die Ursache, dass in den analysierten Exons der Gene GNAI2 und
ERBB4 im Rahmen dieser Arbeit keine pathogene Mutation gefunden wurde. Dies
konnte bedeuten, dass eine alleinige Aktivitatssteigerung im AKT-Signalweg nicht

ausreicht, um das klinische Bild der NCFC-Syndrome hervorzurufen.
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2 Sechs Patienten mit Noonan-Syndrom und der pathogenen
c.4A>G (p.S2G)-Mutation in SHOC2

Die bekannte c.4A>G (p.S2G)-Mutation im SHOC2-Gen konnte bei sechs der
insgesamt 186 analysierten Patienten nachgewiesen werden. Diese mutationspositiven
Patienten weisen einen recht homogenen klinischen Phanotyp auf. Von finf der sechs
Patienten lagen klinische Daten vor. Alle fiinf weisen fir das Noonan-Syndrom typische
kraniofaziale Auffalligkeiten auf. Dabei handelt es sich im Einzelnen um eine relative
Makrozephalie, einen Hypertelorismus, eine Ptosis, tief ansetzende und nach hinten
rotierte Ohren sowie ein breite und flache Nasenwurzel. Weitere klinische Merkmale,
die in das Bild des Noonan-Syndroms passen, sind Kleinwuchs (n=4), postnatale
Gedeihstérung (n=3), motorische Entwicklungsverzégerung (n=5), Intelligenz-
minderung (n=5) und angeborene Herzfehler (n=5). Bei drei Patienten wurde eine
Pulmonalklappenstenose, bei zwei ein atrialer Septumsdefekt und bei einer Patientin
eine HCM und eine Mitralklappeninsuffizienz diagnostiziert. Neben dem bei drei
mutationspositiven Patienten vorhandenen hyperkeratotischen Hautbild fallt als
Gemeinsamkeit das blonde, sparliche, langsam wachsende und leicht ausreil3bare
Kopfhaar auf. Dies entspricht dem klinischen Erscheinungsbild des sogenannten loose
anagen hair (LAH) (Tosti und Piraccini 2002). Im Trichogramm von Patienten mit LAH
findet sich ein zu hoher Anteil von Haaren in der anagenen Phase des
Haarwachstums. Auf3erdem zeigen sich histologisch bei diesen Haaren das Fehlen
von Haarschaften und verformte Haarwurzeln (Cantatore-Francis und Orlow 2009,
Tosti und Piraccini 2002). Zusammengefasst entspricht das phéanotypische
Erscheinungsbild der Patienten dem des bereits beschriebenen Noonan-like syndrome
with loose anagen hair (MIM 607721, Mazzanti et al. 2003). Somit kann der Befund,
dass die c.4A>G (p.S2G)-Mutation ursachlich fir das Noonan-like syndrome with loose
anagen hair ist (Cordeddu et al. 2009), weiter gestitzt werden, da auch die im Rahmen
dieser Arbeit als mutationspositiv identifizierte Patienten den entsprechenden

klinischen Phéanotyp aufweisen.

Die Frage ist nun, welche Auswirkung die c.4A>G (p.S2G)-Mutation auf die
Funktionsweise des SHOC2-Proteins hat. SHOC2 kodiert fur ein leucin-rich-repeat
(LRR)-Protein, das aus insgesamt 18 LRR-Domaéanen besteht, die sowohl NH,-terminal
als auch COOH-terminal von einer Nicht-LRR-Domane flankiert werden (Sieburth et al.
1998). Es ist als Gerlstprotein essenziell fur die Interaktion und Signalweitergabe
zwischen aktivem RAS und RAF1 und nimmt auf diese Weise Einfluss auf den
Signalfluss im RAS-MAPK-Signalweg (Sieburth et al. 1998, Rodriguez-Viciana et al.
2006b, Matsunaga-Udagawa et al. 2010). Der genaue Mechanismus hierflr ist noch

nicht bekannt. Galperin und Mitarbeiter (2012) beobachteten unter EGF-Stimulation
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eine Verlagerung von SHOC2"T vom Zytoplasma in perinukleér lokalisierte Vesikel, bei
denen es sich um spate Endosomen handelt. Dieser Vorgang scheint von aktiviertem
RAS und Clathrin abhangig zu sein (Galperin et al. 2012). Im Gegensatz dazu stellten
Cordeddu und Kollegen (2009) unter EGF-Stimulation eine Translokation von
SHOC2"T vom Zytoplasma an Plasmamembranen und in den Zellkern fest. Aus diesen
widerspriuchlichen Beobachtungen lasst sich zumindestens herauslesen, dass zur
Signaltransduktion eine Lokalisationsveranderung von SHOC2"" nétig ist. SHOC2VT
interagiert sowohl mit RAS als auch mit der Proteinphosphatase 1 (PP1c), wodurch es
die Signalweiterleitung von RAS zu RAF1 beeinflusst (Li et al. 2000, Rodriguez-Viciana
et al. 2006b). Zum einen scheint SHOC2"" aktivierte RAS-Proteine vor der
Inaktivierung durch GAPs zu schitzen und so eine Signalweitergabe an RAF1 zu
ermdglichen (Matsunaga-Udagawa et al. 2010). Fir diese Interaktion mit RAS sind
sowohl der NH,- als auch der COOH-Terminus von SHOC2"" wichtig (Sieburth et al.
1998). Zum anderen spielt die Interaktion zwischen SHOC2V"
Rolle bei der RAS-abhangigen Aktivierung von RAF1 (Rodriguez-Viciana et al. 2006Db).

und PP1c eine wichtige

PP1c dephosphoryliert RAF1 an der Serin-Seitenkette an Position 259, wobei es sich
um einen wichtigen Schritt im Aktivierungsvorgang von RAF1 handelt (Morrison und
Cutler 1997, Dhillon et al. 2007). Dieser Vorgang scheint auch bei mehreren RAF1-
Mutationen, die mit dem NS assoziiert sind, zu einem dauerhaft aktiven Zustand von
RAF1 zu fihren und somit eine entscheidende Rolle in der Pathogenese zu spielen
(Kobayashi et al. 2010).

Der durch die oben beschriebene Mutation verursachte Aminosaureaustausch von
Serin zu Glycin an Position 2 des Proteins (SHOC2%%®) fiihrt zu einer veranderten
kotranslationalen Modifizierung. Die N-Myristoyltransferase (NMT) erkennt SHOC2%%¢
nun als Substrat und transferiert einen Myristinsdurerest an den NH,-Terminus des
Proteins (Cordeddu et al. 2009). Uber diesen Fettsaurerest kommt es zu einer
Verankerung des veranderten SHOC2-Proteins in der Zellmembran, wodurch es
vermehrt dort lokalisiert ist. Dort ist ebenfalls die héchste RAS-Aktivitat innerhalb der
Zelle zu verzeichnen (Mochizuki et al. 2001). Unter der Annahme einer so erleichterten
Interaktion von aktiviertem RAS und SHOC25%® postulierten Cordeddu und Mitarbeiter
(2009) fur die c.4A>G (p.S2G)-Mutation einen gain-of-function Effekt. Sie konnten nach

Uberexpression von SHOC2%%¢

in Neuro2A-Zellen eine verstarkte EGF-abhangige
ERK-Aktivitdt nachweisen (Cordeddu et al. 2009). Diese Ergebnisse konnten von
Galperin und Mitarbeitern (2012) nicht bestatigt werden. Sie stellten bei ihren
Experimenten in COS-1-Zellen eher eine abgeschwachte Aktivierung von ERK und
somit einen Funktionsverlust von SHOC2%%®

(Galperin et al. 2012). Der Einfluss von SHOC2 auf den Signalfluss im RAS-MAPK-

im Vergleich zum Wildtyp-Protein fest
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Signalweg scheint sehr komplex zu sein, wodurch es bisher noch nicht gelungen ist,
eine eindeutige Erklarung fur den Pathomechanismus der c.4A>G (p.S2G)-Mutation zu
finden. Um weitere Erkenntnisse dariiber zu erlangen, untersuchten Ferrero und
Mitarbeiter (2012) das mRNA-Expressionsprofil in peripheren Blutzellen von Patienten
mit der ¢.4>G (p.S2G)-Mutation in SHOC2 (Ferrero et al. 2012). Hierbei zeigten sich
deutliche Verdnderungen im Vergleich zu gesunden Probanden. Besonders
erwahnenswert ist die vermehrte Expression der Transkriptionsfaktoren CREB1 (CAMP
response element-binding protein 1) und SP1 (specific protein 1). Sollte dies auch zu
einer verstarkten Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren flihren, konnte bezlglich
CREB1 ein Zusammenhang mit den bei RASopathien oft auftretenden kognitiven
Defiziten bestehen, da in Hippocampus-Zellen eines knock-out-Mausmodells flr
Neuro-fibromatose Typ 1 eine erhthte Aktivitat von CREB1 nachgewiesen wurde
(Guilding et al. 2007, Ferrero et al. 2012). Eine erhthte Aktivitat des SP1-
Transkriptionsfaktors scheint interessanterweise mit dem Auftreten einer kardialen
Hypertrophie assoziiert zu sein, wobei es sich ebenfalls um ein héaufiges klinisches
Merklmal des NS handelt (Hu et al. 2011, Ferrero et al. 2012). Hieraus ergeben sich
weitere Ansatzpunkte fir die Erforschung des Pathomechanismus der c.4A>G

(p-S2G)-Mutation in SHOC?2, die in der Zukunft weiter verfolgt werden sollten.

Diese Arbeit beschrankte sich bei der Mutationsanalyse von SHOC2 auf die bereits
beschriebene c.4A>G (p.S2G)-Mutation, da Cordeddu und Kollegen (2009) bei
insgesamt 506 Patienten alle kodierenden Exons sequenziert hatten und keine andere
krankheitsverursachende Mutation identifizieren konnten (Cordeddu et al. 2009). Es ist
allerdings nicht auszuschlieRen, dass auch andere Mutationen im SHOC2-Gen einen
klinischen Phanotyp hervorrufen, der in das Spektrum der NCFC-Erkrankungen passt.
Bei der Identifizierung von shoc2 in Caenorhabditis elegans (C. elegans) konnten vier
Missense-Mutationen (p.D148N, p.C233Y, p.E430K, p.P483L) nachgewiesen werden
(Selfors et al. 1998, Sieburth et al. 1998). Fiur die p.C233Y-Mutation wurde eine
abgeschwachte Bindung von aktivem ras an shoc2 und damit ein Funktionsverlust von
shoc2 festgestellt (Sieburth et al. 1998). Beim Menschen wirden diese Mutationen den
Folgenden entsprechen: p.D175N, p.C260Y, p.E457K, p.P510L (Rodriguez-Viciana et
al. 2006b). In proteinbiochemischen Experimenten wurde bei ektopischer Expression
von SHOC2%*®®" und SHOC2*" in humanen 293-Zellen eine abgeschwéchte RAS-
vermittelte Aktivierung von ERK1/2 beobachtet (Li et al. 2000). AufRerdem konnte fir
SHOC2”'™" und SHOC25*™¢ eine abgeschwachte Interaktion zwischen SHOC2 und
PP1c und eine damit verbundene verminderte RAF1-Aktivierung nachgewiesen
werden (Rodriguez-Viciana et al. 2006b). Es lasst sich festhalten, dass die oben

beschriebenen Mutationen in SHOC?2 zu einem Funktionsverlust fuhren, indem sie die
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Bindung von SHOC2 an RAS und PP1c abschwachen. Es ist nun durchaus denkbar,
dass es im Bereich dieser Bindestellen durch Mutationen sowohl zur Verschlechterung
als auch zur Verbesserung der Bindungseigenschaften kommen kdnnte. Somit kénnte
neben der durch die c.4A>G (p.S2G)-Mutation verursachten subzellularen
Lokalisationsdnderung von SHOC2 auch eine modifizierte Struktur des Proteins zu
einer veranderten Aktivitat im RAS-MAPK-Signalweg und einer damit verbundenen

Auspragung des klinischen Bildes einer Erkrankung aus dem NCFC-Spektrum fluhren.

3 Gesteigerte HRAS-Aktivitat und ERKZ1/2-Phosphorylierung bei
unveranderter AKT-Phosphorylierung durch die p.E63 D69dup-
Mutation in HRAS

Um nicht nur theoretisch mogliche Auswirkungen von bekannten pathogenen
Mutationen zu diskutieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit funktionelle
Veranderungen aufgrund der p.E63_D69dup-Mutation in HRAS untersucht, die bei
einer Patientin mit Costello-Syndrom identifiziert worden war. Die hierbei erhaltenen
Daten lassen vermuten, dass die p.E63_D69dup-Mutation zu einer verstarkten HRAS-
Aktivitat fahrt, die sich in einer vermehrten Bindung an RAF1, PLCe und RALGDS
auRRert, wahrend die Interaktion mit PIK3CA negativ beeinflusst wird. Des Weiteren
konnte in HRASE®3-P8%dP_axprimierenden Zellen eine verstarkte Phosphorylierung von
downstream gelegenen Signalproteinen nachgewiesen werden. Diese war vor allem far
MEK1/2 und ERK1/2 nachweisbar, wahrend sie fir AKT nur sehr schwach ausgepragt
war. Da Experimente unter gleichbleibenden Zellkulturbedingungen allerdings keine
Aussage zur Signalweitergabe nach extrazellularer Stimulation erlauben, wurden in der
AG von Herrn Dr. Rosenberger am Institut fir Humangenetik noch weitere Versuche
unter EGF-Stimulation  durchgefuhrt. Es wurde die Veradnderung des
Phosphorylierungszustandes von ERK1/2, MEK1/2 und AKT nach Stimulation mit EGF
untersucht. Es zeigte sich bei den HRAS" -exprimierenden Zellen vor der Stimulation
eine niedrige Menge an phosphorylierten Kinasen, welche unter EGF deutlich anstieg.
In den HRAS®™ -exprimierenden Zellen konnte kein Unterschied in den
Phosphorylierungszustdnden vor und nach der EGF-Stimulation festgestellt werden,
was sich durch die konstitutionelle Aktivitait von HRAS®™Y erklaren lasst. In
HRASES-P_exprimierenden Zellen lag der Anteil phosphorylierter Kinasen in Ruhe
zwischen jenem in HRASY'- und HRAS®“?'-exprimierenden Zellen. Der Stimulus
wurde an MEK1/2 und ERK1/2 weitergegeben, wahrend der Phosphorylierungszustand
von AKT unverandert blieb. Diese verminderte AKT-Aktivierung lasst sich durch die

abgeschwachte Interaktion von HRASES-P59U mit PIK3CA erklaren.
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Zunachst stellt sich die Frage, wie es zu einer verstérkten Aktivitat von HRASF®3-Peodup
kommen kann. Wie bereits erwéhnt, wechselt das HRAS-Protein stédndig zwischen
einem aktiven, GTP-gebundenen und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand. Der
strukturelle Unterschied dieser beiden Aktivitatszustdnde macht sich hauptsachlich in
zwei stark verdnderbaren Regionen bemerkbar, die als Switch | (AS 30-40)- und
Switch Il (AS 60-67)-Regionen bezeichnet werden (Karnoub und Weinberg 2008). Die
Aminosauren 63-69 sind somit Teil der Switch II-Region, die eine wichtige Rolle bei der
Bindung verschiedener Regulatoren (GAPs, GEF), Nukleotiden (GDP, GTP) sowie
Effektoren (PI3K, PLCg) spielt (Scheffzek et al. 1997, Boriack-Sjodin et al. 1998, Vetter
und Wittinghofer 2001, Ahmadian et al. 2003, Stieglitz et al. 2008). Als Ursache der
festgestellten erhdhten Aktivitat von HRASE*-P49“P kommen mehrere Mdglichkeiten in
Betracht: eine verénderte Affinitdt zu GDP bzw. GTP, eine reduzierte GTPase-Aktivitat
(sowohl intrinsisch als auch GAP-vermittelt), ein veradnderter GEF-induzierter
Nukleotidaustausch oder eine gestorte Interaktion mit Effektoren bzw. weiteren
Regulatoren [GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors)]. Am wahrscheinlichsten
liegt eine verminderte GAP-vermittelte GTPase-Aktivitat vor, da nachgewiesen wurde,
dass die katalytische Untereinheit des GAPs NF1 nicht mehr mit HRASF3-P69dup
interagiert (Lorenz et al. 2013). Dies passt zu den bisherigen Erkenntnissen, nach
denen Veranderungen der Aminosauren im Bereich der Switch 1I-Region (GIn®*, GIu®,
Tyr®) zu einer abgeschwachten intrinsischen bzw. GAP-vermittelten GTPase-Aktivitét
fihren (Nur-E-Kamal und Matura 1992, Moodie et al. 1995, Sot et al. 2010). Eine
abgeschwachte Bindung von GAPs wurde auch schon fir die CS-assoziierte
p.E37dup-Mutation in HRAS beschrieben (Gremer et al. 2010).

Bemerkenswerterweise wurde in dieser Arbeit nur wenig HRASF*-P4P mit der
katalytischen Untereinheit von PI3K (PIK3CA) koprazipitiert (Abb. 17). Es wurde bereits
berichtet, dass PI3K mit der Switch II-Region interagiert und ein Aminoséureaustausch
von Tyrosin nach Glycin an Position 64 in HRAS sowohl diese als auch die Interaktion
mit NF1 verhindert (Moodie et al. 1995). Die Effektorproteine RAF1 und RALGDS
binden dagegen uber die Switch I-Region an HRAS (Vetter und Wittinghofer 2001).
PLCe wiederum bindet an beide Switch-Regionen (Bunney und Katan 2006). Unter der
Annahme, dass HRASF®-P®9P aine strukturell stark verdnderte Switch II-Region
aufweist, scheint die Bindung von PLCe an die Switch I-Region fur eine effektive
Bindung auszureichen. Zusammengefasst schwéacht die p.E63_D69dup-Mutation die
Interaktion mit PI3K ab, wahrend sie fir RAF1, RALGDS und PLCs unverandert bleibt.

Alle bisher funktionell analysierten HRAS-Mutationen, die mit dem Costello-Syndrom
assoziiert sind, fuhren zu einer verstarkten Signaltransduktion innerhalb der Kaskaden
RAF1-MEK-ERK1/2 und PI3K-AKT (Denayer et al. 2008a, Rosenberger et al. 2009).
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Auch HRASFE®S-PP induziert sowohl unter Normalbedingungen als auch unter
Serumentzug eine verstarkte Phosphorylierung der downstream Effektoren von RAF1,
namlich MEK1/2 und ERK1/2. Jedoch konnte nur eine marginale Zunahme an
phosphoryliertem AKT verzeichnet werden, was hdchstwahrscheinlich an der gestérten
Interaktion zwischen HRASF®-P#9P nd PIK3CA liegt. Ahnlich dazu zeigt die CS-
assoziierte HRAS®"®P.variante ebenfalls sowohl eine reduzierte Sensitivitat
gegenuber GAPs als auch eine verminderte Effektorbindung (Gremer et al. 2010).
Zusammengefasst fuhrt die E63_D69dup-Mutation demnach zu zwei molekularen
Veranderungen: Zum einen kommt es durch eine beeintrachtigte GAP-Bindung zur
Akkumulation von aktivem HRAS, was eine verstarkte Signalweitergabe im RAS-
MAPK-Signalweg verursacht, zum anderen verhindert die abgeschwéchte Interaktion
von HRASF®-PE9 mit pI3K eine erhéhte Signalweitergabe innerhalb der PI3K-AKT-
Kaskade. Dies ist Uberraschend, da man bisher davon ausging, dass CS-assoziierte
HRAS-Mutationen eine erhdhte Aktivitat sowohl im RAS-MAPK- als auch im PI3K-AKT-
Signalweg zur Folge haben (Zampino et al. 2007, Rosenberger et al. 2009, Gremer at
al. 2010, Niihori et al. 2011). Bei der Patientin mit der p.E63_D69dup-Mutation in
HRAS scheint aber die erh6hte Signaltransduktion tiber RAF-MEK-ERK auszureichen,
um einen CS-Phanotyp hervorzurufen. Als CS-typische Merkmale finden sich bei ihr
kraniofaziale Auffalligkeiten, wie etwas grobe Gesichtsziige, Exophthalmus mit Ptosis
und Hypertelorismus sowie tief sitzende Ohren, dinnes, sparliches Haar, weiche
Handflachen und Ful3sohlen mit tiefen Falten sowie Kleinwuchs. Weniger typisch fur
das CS weist sie eine insgesamt dunkel pigmentierte Haut, multiple Pigmentmale im
Gesicht und hyperkeratotische Hautlasionen im Bereich der Fuf’kndchel auf. Es
besteht eine leichte Intelligenzminderung. Die sonst oft bei Patienten mit CS
beobachtete postnatale Gedeihstérung wurde nicht beschrieben, und bisher gibt es
keine Anzeichen fur eine maligne Erkrankung. In letzter Zeit gelang es, eine immer
detailliertere Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp der verschiedenen CS-
assoziierten HRAS-Mutationen herauszuarbeiten. So zeigen Patienten mir der am
haufigsten vorkommenden p.G12S-Mutation einen relativ homogenen Phanotyp (Gripp
und Lin 2012). Andere seltenere Aminosaureaustausche an Position 12, wie z. B.
p.G12C, p.G12D, p.G12E und p.G12V, fuhren bei den Betroffenen zu einem
schwereren Krankheitsbild, bis hin zum frithen Versterben in der Neonatalperiode der
Patienten (Lo et al. 2008, Burkitt-Wright et al. 2012, Lorenz et al. 2012). Als
funktioneller Mechanismus liegt allen bekannten CS-assozierten Mutationen an
Position 12 und 13 eine Insensitivitdt gegenitiber GAPs zugrunde. Die bekannten
Mutationen an Position 13 (p.G13C, p.G13D) sind von der Schwere des Ph&notyps mit
der p.G12S-Mutation zu vergleichen. Entsprechende Patienten weisen aber teilweise

Besonderheiten auf, wie z. B. lange Wimpern und loose anagen hair bei der p.G13C-
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Mutation (Gripp et al. 2011). Fir die p.K117R-Mutation ist bekannt, dass sie funktionell
die GDP/GTP-Dissoziation des HRAS-Proteins erhtht, wodurch dieses vermehrt aktiv
ist. Die phanotypische Auspragung entspricht dem typischen Bild des CS. Ein deutlich
milderer Phanotyp lasst sich bei Patienten mit der p.T58I-Mutation beobachten (Gripp
et al. 2008, Gripp et al. 2012). Die funktionellen Auswirkungen dieser HRAS-Mutation
wurden nicht analysiert. Im KRAS-Protein fihrt dieser AS-Austausch neben einer
erhohten GDP/GTP-Dissoziation auch zu einer Abschwachung der Bindung zwischen
KRAS und RAF (Gremer et al. 2011). So kommt es trotz der vermehrten Aktivitat des
RAS-Proteins nur zu einer leichten Steigerung der Signaltransduktion im RAS-MAPK-
Signalweg. Ahnliches findet sich auch fiir die p.E37dup-Mutation in HRAS. Auch hier
wird die erhdohte HRAS-Aktivitdt durch verminderte Bindung an Effektoren
abgeschwacht (Gremer et al. 2010). Obwohl der Pathomechanismus fur p.T58I und
p.E37dup ahnlich zu sein scheint, zeigen die beiden Patienten mit der p.E37dup-
Mutation einen schwereren Phanotyp als die Patienten mit p.T581. Wie bereits erwahnt,
kommt es bei allen bisher bekannten CS-assoziierten Mutationen zu einem verstarkten
Signalfluss sowohl in der RAF-MAPK- als auch der PI3K-AKT-Kaskade. Bei der hier
beschriebenen p.E63_D69dup-Mutation ist jedoch nur der Signalfluss in der RAF-
MAPK-Kaskade gesteigert, was fir die Auspragung CS-typischer Merkmale scheinbar
ausgereicht hat. Insgesamt zeigt die Patientin mit der p.E63_D69dup-Mutation eher
einen milderen Phénotyp, da typische Merkmale wie eine postpartale Gedeihstérung
und eine Intelligenzminderung nicht bzw. in milder Ausprédgung vorhanden sind. Daflr
weist sie besondere Hautveranderungen (s. 0.) auf. Eine Aussage dariber, inwiefern
eine Korrelation zwischen bestimmten klinischen Merkmalen und einer erhdhten
Aktivitat in einem der beiden Signalwege (RAF-MAPK bzw. PI3K-AKT) besteht, ist

anhand dieser Einzelbeschreibung allerdings nicht mdglich.

4 Kein nachweisbarer Zusammenhang zwischen der ¢.3248dupC
(p.R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1 und einer erhdhten Phos-
phorylierung von MKK6 bzw. ERK1/2

Aufgrund der Beobachtung, dass sowohl Patienten mit der p.R1084Kfs*23-Mutation in
SOS1 als auch Patienten mit CS-assoziierten Mutationen in HRAS und Patienten mit
einer das MAP2K6-Gen umfassenden Duplikation klinisch eine Gingivahyperplasie
aufweisen, entstand die Hypothese, dass mdglicherweise ein Sighalweg existiert, an
welchem die drei kodierten Proteine SOS1, HRAS und MKK®6 beteiligt sind und der bei
verstarkter Aktivitat Gingivahyperplasie verursacht. Um dieser Annahme nachzugehen,
wurden die Auswirkungen des durch die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation
veranderten SOS1-Proteins (SOS1"") auf den Phosphorylierungszustand von MKK6
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und ERK1/2 untersucht. Hierzu wurde zunachst ein Zellsytem (HelLa) etabliert, in
welchem SOS1"" und SOS1™" {iberexprimiert und daraufhin die Phosphorylierungs-
zustande von MKK6 und ERK1/2 detektiert werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte weder eine Beeinflussung des Phosphorylierungszustandes von MKK6 noch
von ERK1/2 festgestellt werden. Somit konnten in Bezug auf den Aktivitatszustand von
ERK1/2 die Ergebnisse von Jang und Kollegen (2007) nicht bestétigt werden, die
zeigten, dass in Wildtyp-Gingiva-Fibroblasten die alleinige ektope Expression von
SOS1"" ausreicht, um eine vermehrte Phosphorylierung von ERK1/2 hervorzurufen
(Jang et al. 2007). Moglicherweise existieren in den Gingiva-Fibroblasten zusatzliche
Faktoren, die eine Signalweitergabe von SOS1 zu ERK1/2 beglnstigen. Dies kdnnte
auch erklaren, warum die Klinik der Patienten mit HGF und der ¢.3248dupC
(p.R1084Kfs*23)-Mutation auf das Zahnfleisch beschrankt bleibt, wahrend andere, bei
Patienten mit NS beschriebene gain-of-function Mutationen im SOS1-Gen
verschiedene andere klinische Auffalligkeiten bedingen (Roberts et al. 2007, Tartaglia
et al. 2007).

Eine Ursache fir diese voneinander abweichenden Ergebnisse konnte in der
Verwendung unterschiedlicher Zelllinien liegen. In der vorliegenden Arbeit wurde das
HelLa-Zellsystem verwendet. In vielen Zelllinien sind zuséatzlich zur SOS1-
Uberexpression entweder eine extrazelluldare Stimulation mit EGF oder eine
gleichzeitige Uberexpression von ERK1/2 notwendig, um eine verstarkte
Phosphorylierung von ERK1/2 zu beobachten (Corbalan-Garcia et al. 1998, Tartaglia
et al. 2007, Roberts et al. 2007). In dieser Arbeit wurden beziglich der
Phosphorylierung von ERK1/2 nur Experimente unter gleichbleibenden
Kulturbedingungen durchgefiihrt. Vielleicht hatte unter dem Einfluss extrazellularer
Wachstumsfaktoren (z. B. EGF) eine Veranderung in der Aktivierung von ERK1/2
festgestellt werden kdnnen. Die Phosphorylierung von MKK®6 stieg in den verwendeten
HelLa-Zellen zwar unter dem Stress-Stimulus Anisomycin an, war jedoch unabhéngig
von ektopisch exprimiertem SOSL1. Ein neuer Versuchsansatz konnte darin bestehen,
die Zellen mit dem Zytokin TGFB zu stimulieren. Da Gingiva-Fibroblasten von
Patienten mit HGF empfindlicher auf TGF[ reagieren als die von gesunden Probanden,
scheint TGFB an der HGF-Entstehung beteiligt zu sein (Zhou et al. 2009).
Moglicherweise zeigt sich verstéarkte Phosphorylierung von MKK6 bei ektopischer

1M nur unter dem Einfluss extrazellularer Faktoren, wie TGFB. Es

Expression von SOS
ist aber auch denkbar, dass das in dieser Arbeit verwendete Zellsystem nicht dazu
geeignet ist, die Bedingungen in HGF-Fibroblasten nachzuempfinden. Daher sollte der
Phosphorylierungszustand von MKK6 entweder direkt in HGF-Fibroblasten oder nach

ektopischer Expression von SOS1"" bzw. SOS1™" in Gingiva-Fibroblasten analysiert
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werden, um herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression von
SOS1"" und einer vermehrten Aktivierung von MKK6 besteht und diese ggf. eine Rolle
beim Pathomechanismus der HGF spielt.

4.1  Sind andere Gene aus der Region 17924.2-g24.3 mit der Entstehung

einer Gingivahyperplasie in Verbindung zu bringen?

Die zu Beginn der Arbeit aufgestellte Hypothese, dass eine erhéhte Aktivitat in einem
bis dahin noch nicht beschriebenen Signalweg von SOS1 Uber HRAS und MKK6 zu
p38 mit einer Gingivahyperplasie assoziiert ist, beruhte u. a. auf den von Sun und
Kollegen (2009) beschriebenen Patienten mit CNVs in der Region 17924.2-924.3.
Diese Annahme konnte noch dadurch untermauert werden, dass in der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. Dr. Kerstin Kutsche ein Patient mit Hypertrichose und
Gingivahyperplasie (im Folgenden als Patient 5 bezeichnet) und einer 1,62 Mb
umfassenden Duplikation dieses Bereichs identifiziert worden war (Abb. 27). Die
duplizierte Region entspricht nahezu derjenigen, die von Sun und Mitarbeitern (2009)
bei Patient 4 beschrieben wurde (Abb. 27).

A © 17924.2-g24.3
Q ©
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FESES & S &
TYIey N & o
T | te

Familien 1-3 (Sun etal. 2009) —»  Hypertrichose

| Patient 4 (Sun et al. 2009) } Gingivahyper-

S Dotient 5 (unverdffentlichte Daten) plasie und
Hypertrichose

(frrrogJrr&or7rrrrprrr T r T T T T T T T T T T T
64 Mb 65 Mb 66 Mb 67 Mb 68 Mb

Patient 4 Patient 5

Abb. 27: Uberblick Uber die in der Region 17q24.2-924.3 liegenden Gene, die Lage der
beschriebenen CNVs und den Phanotyp der Patienten mit einer Duplikation

(A) In der vergroRert dargestellten 17g24.2-q24.3 Region sind die dort lokalisierten Gene als blaue
Kastchen dargestellt und bezeichnet. Darunter ist die bei den Familien 1-3 gemeinsame Deletion (roter
Balken) und die jeweilige bei den Patienten 4 und 5 duplizierte Region (grine Balken) mit ihrer
entsprechenden GroRe dargestellt. Die chromosomale Lokalisationsangabe in Megabasen (Mb) erfolgte
nach NCBI 36/hg18. (B) Zum Vergleich der Phanotypen sind Fotos vom Patienten 4 (aus Sun et al. 2009)
und vom Patienten 5 (bisher unveréffentlichte Daten, Dr. Lapunzina Badia, Institut fir Humangentik,
Universitatsklinik La Paz, Madrid) dargestellt. Es zeigt sich bei beiden eine ausgepragte Hypertrichose
sowie Ginigvahyperplasie (hier nur bei Patient 5 sichtbar).
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Da der Nachweis eines direkten Signalweges von SOS1 zu MKKG6 bisher nicht gegluickt
ist, sollen im Folgenden die anderen in dieser Region liegenden Gene noch einmal

naher betrachtet werden.

Die Gene ABCA8, ABCA9, ABCA6, ABCA10 und ABCAS5 kodieren fur ATP-binding
cassette (ABC) Transporter der Subfamilie A, die aus insgesamt 12 verschiedenen
Transportern besteht (Kaminski et al. 2006). Einige ABC-Transporter der Subfamilie A
sind mit monogenen Erkrankungen assoziiert. Mutationen im ABCA1-Gen verursachen
z. B. die Tangier Krankheit [familiares high-density Lipoprotein (HDL)-Defizienz
Syndrom, MIM 20540] (Rust et al. 1999, Brooks-Wilson et al. 1999, Bodzioch et al.
1999) oder Mutationen im ABCA3-Gen das Atemnotsyndrom bei Neugeborenen
(Shulenin et al. 2004). Alle bisher beschriebenen Erkrankungen werden durch
Funktionsverlust-Mutationen verursacht (Kaminski et al. 2006). Die Funktion der
Transporter, die als Cluster in der Region 17q24.2-9g.24.3 liegen, ist noch weitgehend
unbekannt. Man wei3 nur, dass die Expression der Gene ABCA6, ABCA9 und
ABCA10 in Makrophagen durch Cholesterin reguliert wird (Kaminski et al. 2006,
Piehler et al. 2012). In den in 17924.2-q24.3 liegenden ABCA-Genen sind bisher noch
keine pathogenen Mutationen bekannt. Patienten mit einer Deletion im Bereich der
Gene ABCA5, ABCA6 und ABCA10 sind zudem phanotypisch unauffallig (Lin et al.
2008). Duplikationen, die nur dieses Cluster von ABCA-Genen betreffen, wurden
bisher noch nicht beschrieben. Nach bisherigen Erkenntnissen gibt es keinen
Anhaltspunkt dafir, dass Mutationen in diesen Genen mit Veranderungen am

Zahnfleisch assoziiert sind.

Als nachstes sollen die Gene KCNJ16 und KCNJ2 ndher betrachtet werden. Diese sind
bei den beiden Patienten mit Gingivahyperplasie (Patienten 4 und 5) dupliziert,
wahrend sie bei den Patienten aus den Familien 1-3 auBerhalb der Deletion liegen
(Abb. 27). Beide Gene kodieren fir Untereinheiten von einwarts gleichrichtenden
Kalium (K")-Kanalen (KCNJ16 - Kir5.1, KCNJ2 - Kir2.1). Kir5.1 wird hauptsachlich in
Niere und Pankreas exprimiert (Liu et al. 2000). Es ist nicht bekannt, ob die durch
KCNJ16 und KCNJ2 kodierten Untereinheiten der K*-Kanale im Zahnfleisch exprimiert
werden. Wahrend fur das KCNJ16-Gen bisher keine pathogene Mutationen
beschrieben sind, fuhren loss-of-function Mutationen im KCNJ2-Gen zum Andersen-
Syndrom (MIM 170390) (Abb. 28) (Plaster et al. 2001). Dieses ist durch die Trias aus
periodischen Paralysen, ventrikuldaren Arrhythmien und bestimmten fazialen
Dysmorphien gekennzeichnet (Tawil et al. 1994). Zuséatzlich kann es zum verspateten
Durchbruch der bleibenden Z&hne, einer Pesistenz des Milchzahngebisses sowie zu
einer Hypoplasie des Zahnschmelzes oder Oligodontie kommen (Tristani-Firouzi und

Etheridge 2010). Veranderungen des Zahnfleischs wurden nicht beschrieben.
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Allerdings konnte bei einer genomweiten Assoziationsstudie eine Assoziation einer
KCNJ2-Sequenzvariante mit einem verzdgerten Zahndurchbruch und einer
verminderten Anzahl von Z&hnen nach dem ersten Lebensjahr hergestellt werden
(Pillas et al. 2010). Ein direkter Zusammenhang zwischen Verdnderungen im KCNJ2-

Gen und einer Gingivahyperplasie sind nicht bekannt.

Ein weiteres interessantes Gen liegt distal zu den beschriebenen CNVs: SOX9 (Abb.
27). Sun und Kollegen (2009) postulierten, dass die CNVs im Bereich von
regulatorischen Einheiten liegen, die Einfluss auf die Expression von SOX9 haben.
Somit kénnte es durch die genetischen Imbalancen zu einer verédnderten Expression
des SOX9-Gens kommen, was wiederum zur Auspragung einer Hypertrichose fiihren
kbnnte (Sun et al. 2009). Vielleicht lasst sich auch das klinische Bild der
Gingivahyperplasie Uber einen sogenannten Positionseffekt auf SOX9 erklaren. Die
Regulierung des SOX9-Gens ist sehr komplex (Gordon et al. 2009). SOX9 kodiert fur
einen Transkriptionsfaktor der SOX-Familie, der eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung verschiedener Organe, wie z. B. des zentralen Nervensystems (ZNS), der
Hoden, des Knorpels, des Pankreas, des Verdauungstrakts und des Innenohrs, spielt
(Kiefer 2007, Gordon et al. 2009). Aul3erdem ist die Expression von SOX9 elementar
fur die Ausbildung und Wanderung von Neuralleisten-Zellen, die u.a. fur die
Entwicklung des Gesichtsschadels und die Bildung von Neuronen im peripheren
Nervensystem (PNS) notig sind (Cheung et al. 2005, Kiefer 2007). Genetische
Veranderungen im Bereich der Kodierregion von SOX9 oder auch in upstream
gelegenen  regulatorischen  Elementen, die einen Funktionsverlust des
Transkriptionsfaktors verursachen, fuhren zum klinischen Bild der Campomelischen
Dysplasie (CD) (Wagner et al. 1994, MIM 114290) (Abb. 28). Diese ist klinisch u. a.
durch eine Verkrimmung der langen R&hrenknochen und faziale Dysmorphien
gekennzeichnet und tritt oft in Verbindung mit Stérungen der Geschlechtsentwicklung
bei mannlichen Betroffenen auf (Wagner et al. 1994, Gordon et al. 2009). Liegt ein
Translokationsbruchpunkt oder eine andere genetische Veranderung in einem Bereich,
der mehr als 1 Mb upstream des SOX9-Gens gelegen ist (Abb. 28), kommt es zur
Auspragung einer Pierre-Robin-Sequenz (PRS, MIM 261800), die durch eine
Mikrognathie, eine Glossoptosis und eine Gaumenspalte charakterisiert ist (Jakobsen
et al. 2007, Benko et al. 2009). Des Weiteren wurden vier Familien mit je einer 1,2-
1,9 Mb grof3en Duplikation im upstream zum SOX9-Gen gelegenen regulatorischen
Bereich beschrieben (Kurth et al. 2009) (Abb. 28). Diese Patienten fallen durch eine
symmetrische Kurzfingrigkeit der Hande und FiR3e (Brachydaktylie) sowie das Fehlen
von Nageln (Anonychie) auf, was dem Phanotyp des Cooks-Syndroms (MIM 106995)

entspricht. Diese phanotypische Auspragung fehlt bei den oben beschriebenen

84



DISKUSSION

Patienten 4 und 5 mit einer Duplikation in einem teilweise uberlappenden Bereich.
Verédnderungen in der Expression von SOX9 fiihren also, wie man sieht, zu zahlreichen
Entwicklungsstérungen. Das Auftreten einer Gingivahyperplasie wurde in diesem

Zusammenhang allerdings noch nicht beschrieben.

Die nachfolgende Abbildung fasst alle erwdhnten genetischen Imbalancen in der

Region 17924.2-q24.3 zusammen.
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Abb. 28: Schematische Darstellung von Imbalancen in der Region 17g24.2-q24.3 und
damit assoziierten Krankheitsbildern

Gene sind als blauen Kastchen dargestellt und bezeichnet. Darunter folgen die beschriebenen
genetischen Verdnderungen mit dem entsprechenden Phanotyp. Deletionen sind mit einem roten,
Duplikationen mit einem griinen Balken dargestellt. Die Pfeile geben den jeweiligen Translokationspunkt
bzw. bei der Campomelischen Dysplasie den Bereich der Translokationsbruchpunkte an. Die gelben
Sterne kennzeichnen in der Kodierregion der Gene KCNJ2 (fiir das Andersen-Syndrom) und SOX9 (fiir die
Campomelische Dysplasie) gelegene Mutationen. Chromosomale Lokalisationsangabe in Megabasen
(Mb) nach NCBI 36/hg18.

Einen Hinweis darauf, dass zumindest das gemeinsame Auftreten von
Gingivahyperplasie und Hypertrichose im Zusammenhang mit genetischen
Veréanderungen im Bereich der regulatorischen Elemente von SOX9 steht, gibt ein von
Kim und Mitarbeitern (2007) beschriebener Patient mit Gingivahyperplasie,
Hypertrichose, groBen Ohren, hypertropher Nase, groRen Kiefer- und
Gesichtsknochen, langen Fingern und Zehen, Strabismus und einem grof3en Penis
(Kim et al. 2007). Dieser Phanotyp wurde dem Zimmermann-Laband-Syndrom
zugeordnet. Ursachlich scheint bei diesem Patienten eine 3;17-Translokation

[t(3;17)(p14.3;924.3)] zu sein. Der Translokationsbruchpunkt auf Chromosom 17 liegt
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im regulatorischen Bereich des SOX9-Gens (Kim et al. 2007) und entspricht etwa dem
distalen Ende der bei den oben erwahnten Patienten 4 und 5 duplizierten Region. Man
misste dann davon ausgehen, dass in Haarfollikel-Zellen und Zahnfleisch-Fibroblasten
unterschiedliche regulatorische Einflisse auf das SOX9-Gen von Bedeutung sind, da
eine Hypertrichose bei allen beschriebenen Patienten mit einer Imbalance in der
Region 17q924.2-q24.3 auftritt, wahrend die Gingivahyperplasie nur bei den beiden
Patienten mit einer Duplikation (Patienten 4 und 5) und dem Patienten mit der 3;17-
Translokation vorkommt. Es ist allerdings eine umfassendere Analyse der komplexen
Regulationsmechanismen des SOX9-Gens notwendig, um in der Zukunft prazisere
Aussagen zu moglichen Pathomechanismen von genetischen Veranderungen in dieser

Region treffen zu kénnen.

4.2 Die dreifache Kopie des MAP2K6-Gens - doch Ursache der Gingiva-
hyperplasie?

Zuletzt bleibt die Mdglichkeit, dass doch das Vorhandensein einer zusatzlichen Kopie
des MAP2K6-Gens die Ursache fir das Auftreten der Gingivahyperplasie ist. Wie
bereits erwahnt, kénnte eine erhdhte Expression des Zytokins TGF( hierbei eine
entscheidende Rolle spielen (Hakkinen und Csiszar 2007). TGF[B steigert u. a. die
Synthese von Kollagen | und weiteren Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM),
wodurch das vermehrte Vorkommen dieser im betroffenen Zahnfleisch-Gewebe erklart
werden konnte (Coletta et al. 1999, Blobe et al. 2000, Martelli-Junior et al. 2003). Bei
einer Uber langere Zeit bestehenden erhohten Produktion von TGFB kann es zur
Fibrose des betroffenen Gewebes kommen (Border und Noble 1994). Fibroblasten von
Patienten mit HGF zeigen im Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten eine verstarkte
Reaktion auf TGFB-Stimulation (Zhou et al. 2009). Des Weiteren konnte eine erhdhte
Expression des Integrins a2 in diesen Zellen festgestellt werden (Zhou et al. 2009). Bei
Integrinen handelt es sich um aus zwei Untereinheiten bestehende Rezeptoren an der
Zelloberflache, welche die Zelladhasion vermitteln und die Zellproliferation kontrollieren
(Hynes 1992). Fibroblasten interagieren mit dem Kollagen der ECM Uber alp1- und
0a2B1-Integrine. Vermutlich kommt es durch die erhohte Empfindlichkeit der HGF-
Fibroblasten gegentuiber dem Zytokin TGF( zu einer verstarkten Expression des o2-
Integrins, wodurch es zu einer vermehrten Produktion von Kollagen kommt (Langholz
et al. 1995), was wiederum die fibrotischen Veranderungen im Zahnfleisch von
betroffenen Patienten erklaren kénnte (Zhou et al. 2009). Interessanterweise fuhrt die
Bindung von TGFB an dessen Rezeptor an der Zelloberflache u.a. zur MKKG6-

vermittelten Aktivierung der Kinase p38 (Hanafusa et al. 1999). Dabei wird die TGFf3-
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aktivierte Kinase 1 (TAK1), die zur Familie der mitogenaktivierten Proteinkinasen-
Kinasen-Kinasen (MAPKKK) z&hlt, aktiviert. Dies fuhrt wiederum Uber die
Phosphorylierung von MKK6 zur Aktivierung der Kinase p38, welche ihrerseits in den
Zellkern gelangt und dort den Transkriptionsfaktor 2 (AFT2) phosphoryliert und somit
aktiviert (Hanafusa et al. 1999, Adachi-Yamada et al. 1999, Sano et al. 1999).
Gleichzeitig wird durch die Bindung von TGFf(3 an den Rezeptor die SMAD (SMA and
MAD related)-vermittelte Signalkaskade aktiviert (Heldin et al. 1997). Ein wichtiges
SMAD-Protein ist SMAD4, das in den Zellkern transloziert und dort die Transkription
verschiedener Gene beeinflusst (Heldin et al. 1997, Hanafusa et al. 1999). So kommt
es unter Einfluss von TGF zur parallelen Aktivierung des SMAD- und TAK1-MKK6-
p38-Signalweges, was in der Bildung eines aktiven Transkriptionsfaktor-Komplexes
resultiert, der u. a. SMAD4 und ATF2 enthalt (Hanafusa et al. 1999, Adachi-Yamada et
al. 1999, Sano et al. 1999). Dadurch werden vermehrt Gene transkribiert, die zu einer
gesteigerten Produktion von Komponenten der ECM fihren. Dabei scheint die
Signalkaskade der SMAD-Proteine essenziell fir das TGH3-Signalling zu sein,
wahrend die Aktivierung des TAK1-MKKG6-p38-Signalweges eher eine verstarkende
Wirkung hat (Hanafusa et al. 1999). Bei den beiden Patienten mit einer Duplikation im
Bereich des MAP2K6-Gens (Patienten 4 und 5, Abb. 27) kdnnte also die erhdhte
Kopienanzahl dieses Gens zu einer vermehrten Aktivitat der Kinase MKK®6 fuihren und
damit die TGFB-vermittelten Signale, z. B. die Expression des Integrins a2, intrazellular
verstarken und somit die vermehrte Kollagen-Produktion der Gingivafibroblasten
erklaren. Bei den Patienten, die im Bereich des MAP2K6-Gens jedoch eine Deletion
haben (Patienten der Familien 1-3, Abb. 27), findet sich dagegen keine
Zahnfleischveranderung, da der verstarkende Effekt der TAK1-MKK6-p38-
Signalkaskade abgeschwécht ist. Auch die von Hart und Mitarbeitern (2002) bei
Patienten mit HGF beschriebene ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation im SOS1-Gen
lasst sich mit der TGFB-vermittelten erhohten Kollagen-Produktion in Verbindung
bringen. Eine verstarkte Aktivitat im RAS-MAPK-Signalweg, der durch SOS1 aktiviert
wird, fuhrt zu einer verstarkten Expression von Kollagen (Typl) und einem
Wachstumsfaktor fur Bindegewebe (connective tissue growth factor, CTGF) (Leivonen
et al. 2005, Mulsow et al. 2005) sowie von TGFf3 (Mulder 2000). Wenn die ¢.3248dupC
(p-R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1 zu dem von Jang und Kollegen (2007) postulierten
Funktionsgewinn des SOS1-Proteins und dem daraus resultierenden verstarkten
Signalfluss in der RAS-MAPK-Kaskade fihrt, ware die Entstehung der
Gingivahyperplasie sowohl Uber die direkte Steigerung der ECM-Produktion als auch

Uber eine verstarkte TGFB-Aktivitat erklarbar.
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Zusammenfassend komme ich zu der Annahme, dass die Fibroseentstehung im
Zahnfleisch Uber drei miteinander vernetzte Signalwege vermittelt wird. Hierbei stellt
die TGFB-vermittelte Aktivierung von SMAD-Proteinen die Hauptkomponente dar. Die
Auswirkungen dieser Aktivierung werden jedoch sowohl vom RAS-MAPK-Signalweg
als auch von der TGFB-vermittelten Aktivierung von MKK6 reguliert (Abb. 29). So
konnte das Auftreten der Gingivahyperplasie bei den Patienten mit der ¢.3248dupC
(p-R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1 mit einer verstarkten Aktivitat im RAS-MAPK-
Signalweg erklart werden, wéhrend es bei den beiden Patienten 4 und 5 mit einer
Duplikation im Bereich des MAP2K6-Gens aufgrund der erhéhten Aktivitat von p38 zur

vermehrten Expression von ECM-Proteinen kommt (Abb. 29).

TGFB

|_J

Zellmembran

4 TAK1
o m l
!

4+ MKK®6
MKK6 MKK6

Kollagen Typ | 1
TGF Bt

CTGF 1
Zellproliferation 1

| Zellkern

Abb. 29: Schematische Darstellung mdglicher Signalwege, die bei erhdhter Aktivitat zur
Gingivafibromatose fuhren kdnnten

Im linken Teil der Abbildung ist der RAS-MAPK-Signalweg dargestellt. Bei Expression des durch die
€.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation veranderten SOS1-Proteins (SOSlM“t) kénnte es zu einer
verstarkten Aktivitat in dieser Signalkaskade kommen. Am Ende dieser Signalkaskade gelangt ERK1/2 in
den Zellkern und aktiviert dort den Transkriptionsfaktor ATF1 (aktivierender Transkriptionsfaktor 1). Rechts
sind die beiden TGFB-vermittelten Signalwege dargestellt. Zum einen werden SMAD-Proteine aktiviert,
wodurch SMAD4 in den Zellkern transloziert und zusammen mit ATF2 einen Transkriptionsfaktor-Komplex
bildet. ATF2 seinerseits wird durch den TAK1-MKK6-p38-Signalweg aktiviert. ATF1, ATF2 und SMAD4
binden im Zellkern an die DNA und vermitteln die Transkription von Genen, die fur eine vermehrte
Produktion von Bestandteilen der ECM sorgen (Kollagen Typ |; CTGF, connective tissue growth factor).
AuRerdem kommt es zu einer erhdhten Zellproliferation und Expression von TGFf3.
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Zum Ende bleibt aber noch die Frage, warum bei Patienten mit HGF nur das
Zahnfleisch von den fibrotischen Veranderungen betroffen ist, da auch in anderen
Geweben eine erhdohte TGFB-Expression zur Fibrose fuhrt (Border und Noble 1994).
Und auch eine verstarkte Aktivitdt im RAS-MAPK-Signalweg fihrt, wie am klinischen
Bild der NCFC-Syndrome zu sehen ist, eher zu Multisystem-Erkrankungen. Besonders
bemerkenswert ist, dass Mutationen in SOS1 einerseits zum NS fihren und
andererseits eine auf das Zahnfleisch begrenzte Erkrankung wie die HGF hervorrufen.
Bei den NS-assoziierten Mutationen handelt es sich fast ausschiel3lich um
heterozygote Punktmutationen, die den Austausch einer Aminosaure zur Folge haben
(Lepri et al. 2011). Sie fuhren alle zu einer vermehrten Aktivitdt des GEFs SOS1 und
somit zu einer erhéhten RAS-Aktivierung. SOS1 hat zwei Bindestellen fir RAS-
Proteine: eine katalytische Bindestelle, an welche GDP-beladenes RAS bindet und dort
durch den Nukleotidaustausch aktiviert wird, und eine allosterische Bindestelle, an
welche aktives GTP-gebundenes RAS binden kann, wodurch die katalytische Aktivitat
von SOS1 gesteigert wird (Margarit et al. 2003). Bei fehlender Stimulation liegt SOS1
im inaktiven Zustand vor (Sondermann et al. 2004). Hierbei wird die allosterische RAS-
Bindestelle durch den NH,-Terminus blockiert (Sondermann et al. 2004, Gureasko et
al. 2010). AuRerdem scheint auch der COOH-terminale Teil von SOS1 eine
autoinhibitorische Funktion zu haben, da Proteinvarianten, denen dieser Prolin-reiche
Abschnitt fehlt, eine verstérkte Aktivitat haben (Corbalan-Garcia et al. 1998). Ein
weiterer Schritt bei der Aktivierung von SOS1 ist dessen Rekrutierung an die
Plasmamembran (Aronheim et al. 1994, Gureasko et al. 2010). Die bei Patienten mit
NS identifizierten SOS1-Mutationen kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. In einer
Gruppe werden diejenigen Verdnderungen zusammengefasst, welche die
Autoinhibition verhindern, wahrend die Mutationen in der anderen Gruppe zu einer
verstarkten Rekrutierung von SOS1 an die Plasmamembran fiihren (Lepri et al. 2011).
Die ¢.3248dupC (p.R1084Kfs*23)-Mutation in SOS1 fuhrt durch die fehlende
autoinhibitorische Funktion des COOH-Terminus anscheinend ebenfalls zu einer
verstarkten Aktivitat (Corbalan-Garcia et al. 1998, Jang et al. 2007). Jang und Kollegen
(2007) konnten eine gesteigerte Translokation von SOS1 an die Membran nachweisen,
wobei der genaue Mechanismus jedoch unklar blieb (Jang et al. 2007). Mdglicherweise
fuhrt diese SOS1-Mutation noch uber andere Signalwege zu einer ERK-Aktivierung, da
die Phosphorylierung von ERK1/2 in Gingivafibroblasten von HGF-Patienten zwar
durch einen MEK1-Inhibitor vermindert werden konnte, jedoch bei weitem nicht so

stark wie nach Expression von SOS1""

(Jang et al. 2007). Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass bei der Pathogenese der HGF neben einer erhdhten Aktivitat im

RAS-MAPK-Signalweg auch noch andere Signalkaskaden eine Rolle spielen. So bleibt
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als eine Aufgabe fur die Zukunft die Identifizierung dieser Signalwege, die spezifisch im
Zahnfleisch zur Entstehung einer Fibrose fiuhren. Nutzlich kénnte hierbei die
genetische Heterogenitat der HGF sein, so dass versucht werden kann, anhand
anderer genomischer Regionen, die mit dem Auftreten der HGF assoziiert sind, wie
z. B. 5q13-g22 (Xiao et al. 2001), neue Erkenntnisse Uber den Pathomechanismus zu

gewinnen.
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VI. Zusammenfassung

Der RAS-MAPK-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und Zell-
differenzierung. Verédnderungen in Genen, die fir Proteine dieses Signhalwegs
kodieren, fuhren zu unterschiedlichen Krankheitsbildern. Somatische Mutationen sind
oft an der Entstehung eines bosartigen Tumors mitbeteiligt, wéhrend Keimbahn-
mutationen zu Erkrankungen aus dem Formenkreis der neuro-kardio-fazio-kutanen
(neuro-cardio-facio-cutaneous; NCFC)-Syndrome oder RASopathien fuhren. Hierzu
zéhlen u. a. das Noonan-Syndrom, das kardio-fazio-kutane (CFC)-Syndrom und das
Costello-Syndrom. Bei 70-80% der Betroffenen wird eine Mutation in einem der
bekannten kausalen Gene identifiziert, weswegen nach weiteren Krankheitsgenen
gesucht wird. Die wiederkehrende Missense-Mutation c.4A>G (p.S2G) im SHOC2-
Gen, die mit dem sogenannten Noonan-like syndrome with loose-anagen hair
assoziiert ist, wurde kirzlich publiziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daraufhin 186
mutationsnhegative Patienten mit dem klinischen Verdacht auf eine RASopathie auf die
SHOC2-Mutation ¢.4A>G mittels PCR und Restriktionsanalyse hin untersucht. Es
konnten sechs Patienten als Mutationstrager identifiziert werden. Klinisch weisen sie
alle ein Noonan-like syndrome with loose-anagen hair auf, das neben typischen Merk-
malen des Noonan-Syndroms, wie Kleinwuchs, postnatale Gedeihstérung,
Intelligenzminderung, angeborene Herzfehler sowie Hypertelorismus, Ptosis und tief
ansetzende, nach hinten rotierte Ohren durch das Auftreten von hellem, schitterem
und leicht ausreiBbarem Kopfhaar charakterisiert ist. Somit konnte die bekannte
Genotyp-Phanotyp-Korrelation untermauert werden. Bei einigen Patienten des zur
Verfigung stehenden Patientenkollektivs wurden aufRerdem ausgewahlte Exons von
zwei neuen, mit dem RAS-Signalweg assoziierten Kandidatengenen, GNAI2 und
ERBB4, mittels PCR und Sequenzierung auf mégliche Mutationen hin untersucht.
Hierbei konnte jedoch keine krankheitsverursachende Verdnderung festgestellt

werden.

Neben dem Mutationsscreening sollten die molekularbiologischen Auswirkungen der
bei einer Patientin mit Costello-Syndrom neu gefundenen HRAS-Mutation
€.187_207dup (p.E63_D69dup) charakterisiert werden. Hierfir wurde mithilfe PCR-
vermittelter Mutagenese das entsprechende HRAS-cDNA-Konstrukt hergestellt und
COS-7-Zellen transient transfiziert. Daraufhin wurden die Bindungseigenschaften des
mutierten HRAS-Proteins an verschiedene Effektoren mittels GTPase-Pulldown-
Experimenten untersucht und durch Western-Blot-Analyse und densitometrische
Auswertung quantifiziert. Hierbei zeigte sich, dass das HRASE-P¢9%“P_protein vermehrt
im aktiven Zustand vorliegt, woraus eine ebenfalls vermehrte Interaktion mit den
HRAS-Effektoren RAF1, RALGDS und PLCe resultierte. Interessanterweise konnte
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festgestellt werden, dass die Bindung der HRAS-Mutante an einen anderen Effektor,
der katalytischen Untereinheit der PI3-Kinase (PI3KCA), beeintrachtigt war. Ebenfalls
mittels Western-Blot-Analysen wurden die Auswirkungen auf die Aktivierung HRAS-
abhangiger Signalwege analysiert. Es konnte eine verstarkte Phosphorylierung der
MAP-Kinasen MEK1/2 sowie ERKZ1/2 identifiziert werden, jedoch nicht von AKT
(Proteinkinase B a), was wahrscheinlich durch die verminderte Interaktion zwischen
HRASE®-P% yund PI3KCA, die upstream von AKT liegt, erklart werden kann.

Eine Form der hereditaren Gingivahypertrophie (HGF), die auch bei einigen Patienten
mit Costello-Syndrom vorkommt, wird ebenfalls durch eine genetische Veranderung im
RAS-MAPK-Signalweg hervorgerufen. Hierbei kommt es vermutlich zur vermehrten
Produktion von extrazellularer Matrix (ECM), was eine Hypertrophie/Fibrose des
Zahnfleisches zur Folge hat. Bei mehreren Betroffenen aus einer Familie mit HGF
wurde eine Mutation in SOS1, das fir einen Guaninnukleotidaustauschfaktor von RAS
kodiert, beschrieben [c.3248dupC (p.R1084Kfs*22)]. Auch bei Patienten mit einer
Duplikation im Bereich des MAP2K6-Gens, das fur die MAP Kinase-Kinase 6 (MKK6)
kodiert, wurde von einer Gingivahyperplasie berichtet. Da bei den beschriebenen
genetischen Veréanderungen von einem Funktionsgewinn des entsprechenden Proteins
auszugehen ist, sollte in dieser Arbeit analysiert werden, ob es einen direkten
Signalweg von SOS1 lber HRAS (bei Patienten mit Costello-Syndrom mutiert) zur
MAP-Kinase MKK6 gibt, der méglicherweise an der Pathogenese der HGF beteiligt ist.
Hierfir wurde zunéachst ein Zellsystem etabliert, in dem die Kinase MKK6 durch einen
Stimulus aktiviert werden kann. Die SOS1-cDNA-Konstrukte [fir Wildtyp (SOSY") und
Mutante (SOS™")] wurden mittels PCR-Mutagenese generiert und die entsprechenden
Proteine in HelLa-Zellen transient exprimiert. In diesen Zellen wurden die Phospho-
rylierungszustéande von MKK6 und ERK1/2 mittels Western-Blot-Analyse und densito-
metrischer Auswertung quantifiziert. Die hier durchgefihrten Untersuchungen
erbrachten jedoch keinen Hinweis auf einen direkten Signalweg von SOS1 zur MAP-
Kinase MKK®6. Eine Rolle dieser Signhalproteine bei der Pathogenese der Gingivahyper-
trophie ist dennoch mdéglich, da sie regulierend auf die Bildung von Komponenten der
ECM wirken.
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