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1 EINLEITUNG

Kinder von konsanguinen Eltern tragen ein gegenlber der Durchschnittsbevélkerung
erhbhtes Risiko, an einer seltenen genetisch bedingten Erkrankung zu leiden. Insbesondere
in groBen Familien mit mehreren Betroffenen besteht die Mdglichkeit, die chromosomale
Region des zugrunde liegenden Gendefekts durch eine Kopplungsanalyse zu lokalisieren
und anschlieBend durch eine positionelle Klonierung das urséchliche Gen zu identifizieren.
Eine solche Strategie wird im Rahmen dieser Arbeit bei einer konsanguinen tlrkischen
Familie verfolgt, in der drei von insgesamt sieben Kindern gleichartige Fehlbildungen

aufwiesen.

1.1 Identifizierung krankheitsverursachender Gene durch positionelle Klonierung

Die positionelle Klonierung ist eine Strategie, um ein Gen mit krankheitsauslésender
Veradnderung zu identifizieren, wenn auBer der Zuordnung des Gens zu einer
chromosomalen Teilregion, welche sich z. B. aus Kopplungsdaten ergibt, nichts bekannt ist.
Die Identifikation des verantwortlichen Gens erfolgt durch die Suche nach der
krankheitsverursachenden Mutation in Kandidatengenen. Bei der Auswahl dieser kdnnen
ihre relative Position und/oder ihre Funktion berlcksichtigt werden. An eine erfolgreiche
Mutationssuche schlieBt sich in der Regel die Klonierung und Funktionsanalyse des
identifizierten Gens an. Als Meilenstein und Muster des erfolgreichen positionellen
Klonierens qilt die ldentifizierung und Isolierung des fir die chronische Granulomatose
(MIM # 306400) verantwortlichen Gens [Royer-Pokora et al., 1986]. Zahireiche weitere
Erkrankungen, deren Gene erfolgreich durch diese Strategie der Positionsklonierung
identifiziert wurden, schlossen sich in den folgenden Jahren an. Beispiele dafir sind die
Identifikation des verantwortlichen Gens fir die Cystische Fibrose (MIM # 219700), die
Hyperglycerinanamie (MIM # 307030) und die Neurofiboromatose Typ 1 (MIM # 162200)
[Kerem et al., 1989; Walker, Muscatelli and Monaco, 1993; Fountain et al., 1989; Cawthon et
al., 1990].

1.2 Kopplungsanalysen zur Lokalisierung von Gendefekten

Kopplung beschreibt die gemeinsame Vererbung (Co-Segregation) von Genen oder DNA-
Sequenzen auf einem Chromosom. Je weiter DNA-Abschnitte voneinander entfernt liegen,
desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit einer Trennung dieser Abschnitte durch
Rekombination. Nah zusammen liegende Abschnitte werden hingegen mit hoher
Wahrscheinlichkeit gemeinsam vererbt. Liegt eine krankheitsverursachende Mutation in einer
Familie vor, sollten alle erkrankten Familienmitglieder diese und damit gekoppelt auch die
gleiche chromosomale Region um die genetische Veranderung geerbt haben. Zur Aufklarung

1
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der molekularen Ursachen monogener Krankheiten ist die Kopplungsanalyse ein
systematischer Ansatz, um die zugrunde liegenden Gene durch eine genomweite Suche
chromosomal zu kartieren und daraufhin zu identifizieren bzw. zu klonieren (positionelle
Klonierung). Eine solche Kopplungsanalyse erfolgt mit Hilfe von polymorphen genetischen
Markern wie Mikrosatelliten (short tandem repeats) oder SNPs (single nucleotid
polymorphisms). Mikrosatelliten sind kurze, sich wiederholende Di-, Tri- oder Tetra-
Nukleotid-Sequenzen, die in groBer Zahl Gber das gesamte Genom verteilt sind. Sie eignen
sich besonders gut als Marker flir genomweite Kopplungsanalysen, da die numerische
Anzahl an Wiederholungen von Individuum zu Individuum stark variiert (und Mikrosatelliten
damit mit mehreren mdglichen Allel-Varianten relativ polymorph sind), aber ihre Vererbung
von Eltern zu Kind in der Regel stabil nach den Mendel schen Regeln erfolgt. Es gibt tber
10.000 beschriebene Mikrosatelliten mit bekannter chromosomaler Lokalisation im
menschlichen Genom, die sich fiir Kopplungsanalysen als besonders geeignet erweisen. Die
genomweite Analyse erfolgt mit ca. 350-400 Mikrosatelliten-Markern, die in einem Abstand
von mehreren Mb voneinander entfernt liegen. SNPs sind biallelische DNA-Varianten, die
durch einfache Basensubstitutionen bzw. Punktmutationen gekennzeichnet sind. Etwa drei
Millionen solcher in Datenbanken annotierten SNPs sind im menschlichen Genom verteilt,
was bedeutet, dass durchschnittlich alle 1000 Nukleotide ein SNP auftritt. Genomweite
Kopplungsanalysen mit SNPs werden in Form von etablierten SNP-Chips mit zehntausenden
bis zu hunderttausenden Markern durchgefihrt. Bei einer Kopplungsanalyse bedient man
sich solcher Mikrosatelliten oder SNPs als Marker, um chromosomale Regionen, die alle
Betroffenen gemeinsam geerbt haben und in denen das Krankheitsgen statistisch gesehen
mit hoher Wahrscheinlichkeit liegt, zu lokalisieren. Liegen also ein Mikrosatellit oder ein SNP
innerhalb der chromosomalen Region, in der sich die gesuchte genetische Verdnderung
befindet, wird ein bestimmtes Allel dieses Markers gemeinsam mit der Mutation vererbt. Der
Marker bzw. das spezifische Markerallel und die genetische Veranderung (Krankheitsallel)
sind folglich miteinander gekoppelt. Ein MaB fur die Wahrscheinlichkeit einer genetischen
Kopplung zweier Loci ist der LOD-Score (logarithm of odds), wobei der geforderte
Schwellenwert fir die Annahme einer Kopplung in der Regel +3 ist. Dies wirde einer
Wahrscheinlich von 1000 (= 10°) zu 1 entsprechen. Ein Wert unter -2 dagegen gilt als Beleg
dafir, dass keine Kopplung vorliegt [Schumacher et al., 2002; Strachan et al., 1996]. Ist mit
einer genomweiten Kopplungsanalyse die chromosomale Teilregion flr einen
Krankheitslokus ermittelt, kann Uber Genom-Datenbanken nach Kandidatengenen in der
gekoppelten Region gesucht werden. In der Regel erfolgt die |dentifizierung eines flir die
Erkrankung verantwortlichen Gens durch Sequenzieren der kodierenden Exone und die
Analyse des Pathomechanismus der Erkrankung durch die urséchliche Mutation.
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1.3 Klinisch-genetische Befunde der Betroffenen aus einer tiirkischen Familie

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte tlrkische Familie wurde in der Abteilung fur
Medizinische Genetik der Universitat Istanbul rekrutiert und klinisch untersucht.

Der Stammbaum dieser Familie ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Zwei Schwestern aus einem
Familienzweig haben zwei Brider aus einem zweiten Familienzweig geheiratet. Die
GroBvater der beiden Geschwisterpaare sind Cousins zweiten Grades mit
Generationenverschiebung, womit die Verheirateten konsanguin und Cousins dritten Grades
sind. Aus den beiden Ehen sind insgesamt sieben Kinder hervorgegangen. Eine
Schwangerschaft fiihrte zum Abort (VII:3). Drei dieser Kinder (zwei Jungen und ein
Madchen) weisen Augenfehlbildungen, eine fortschreitende Muskelatrophie und eine milde
mentale Retardierung auf, die in dieser Kombination zunachst keinem in der Literatur
beschriebenen Syndrom zugeordnet werden konnten.

Die zwei betroffenen Brider waren im Alter von 11 und 5 Jahren erstmalig in der Klinik
vorstellig. Die Augenfehlbildungen &uBerten sich in einer Phthisis Bulbi (Schrumpfung und
Atrophie des Augapfels) durch eine beidseitige korneale Tribung, Katarakte, einer
Irisatrophie, Netzhautabldsung und Microphthalmie, was bei den Patienten zu einer
vollstandigen Erblindung innerhalb ihres ersten Lebensjahres flhrte. Keiner der beiden
Patienten konnte aufgrund der schweren Muskelhypotonie und progressiven Muskelatrophie,
insbesondere der Beine, jemals laufen; beide waren auf einen Rollstuhl angewiesen.
AuBerdem zeigten sie eine milde mentale Retardierung ohne offensichtliche
Gehirnfehlbildung. Zusétzlich hat Indexpatient VII:2 eine Microcephalie, auffallig groBe Ohren
sowie einen Hypertelorismus.

Fianf Jahre nach der initialen Untersuchung wurde eine ebenfalls betroffene Cousine dieser
beiden Patienten, deren Eltern ebenfalls Cousins dritten Grades waren, geboren. Sie wies
wie ihre betroffenen Cousins Augenfehlbildungen, die zur Blindheit flihrten, eine schwere
Muskelhypotonie sowie eine milde mentale Ratardierung auf. Die Betroffenen waren zum
Zeitpunkt der Rekruitierung 22 (VII:2), 16 (VII:4) und 6 (VII:6) Jahre alt. In der Familie wurde
auBerdem bei finf Angehdrigen cytogenetisch eine balancierte Translokation
[t(6;19)(p11;p13)] nachgewiesen, die sowohl bei betroffenen als auch bei nicht betroffenen
Familienmitgliedern vorlag. Da auBerdem nur zwei der drei Betroffenen Translokationstréager
waren, konnte eine ursachliche Beteiligung dieser cytogenetischen Auffalligkeit an der
Entstehung des Fehlbildungssyndromes ausgeschlossen werden. Das Karyogramm eines
Translokationstragers (V:10) ist in Abbildung 7.1 (Anhang) wiedergegeben. In Anbetracht der
Familienkonstellation mit Konsanguinitdt und der Seltenheit des Syndroms lag der
Erkrankung mit gréBter Wahrscheinlichkeit ein autosomal-rezessiver Vererbungsmodus

zugrunde.
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1.4 Differentialdiagnostisch zu erwagende Syndrome
1.4.1 Norrie-Syndrom (ND)

Kongenitale Pseudotumore der Retina als Folge einer schweren Stérung der
Augenentwicklung, die zur vollstdndigen Blindheit fihren, wurden 1927 zum ersten Mal als
ein seltenes kongenitales Augenfehlbildungs-Syndrom bei Kindern von dem danischen
Augenarzt G. Norrie beschrieben. Charakteristisch flr die spater als Norrie-Syndrom
(ND; MIM # 310600) bezeichnete Erkrankung sind beidseitige retinale Pseudogliome
(Retinahyperplasien), eine Atrophie der Iris, Trlbungen der Linse (Katarakt) und des
Glaskoérpers sowie eine korneale Degeneration. Diese ophthalmologischen Symptome, die
unmittelbar nach der Geburt auftreten, fiihren bei den Betroffenen innerhalb der ersten
Lebensjahre zu einer vollstdndigen Erblindung. Des Weiteren sind bei einem Teil der
Patienten eine Microphthalmie und eine progressive Horstérung festzustellen. In etwa der
Halfte der Falle weisen die Erkrankten eine mentale Retardierung auf. Das diesem
schweren, X-chromosomal-rezessiv vererbten Augenfehlbildungs-Syndrom zugrunde
liegende Norrin-Gen (NDP) ist auf Chromosom Xp11.4 lokalisiert [Chen et al, 1993;
Schuback et al., 1995]. Das von NDP kodierte Protein Norrin fungiert als Ligand des WNT-
Signaltransduktionsweges (Kapitel 1.8), welcher eine wichtige Funktion bei Zell-Zell-
Interaktionen wahrend der Embryonalentwicklung hat [Xu et al., 2004; Meitinger et al., 1993;
Meindl et al., 1992].

1.4.2 Familiare exsudative Vitreoretinopathie (FEVR)

Eine sich teilweise phanotypisch mit dem Norrie-Syndrom Uberlappende, aber mildere Form
einer kongenitalen Augenfehlbildung ist die Familiare Exsudative Vitreoretinopathie (FEVR;
MIM # 133780; MIM # 601813; MIM # 305390), eine seltene Dystrophie von Glaskérper und
Netzhaut. Sie ist durch eine unvollstéandige, vorzeitig beendete Entwicklung der peripheren
Retina-GeféaBe gekennzeichnet. Der Schweregrad der Erkrankung ist von Patient zu Patient
sehr variabel. Die Expressivitat reicht von minimaler Auspragung bis hin zu schweren
Formen mit Beginn im Kindes- und Jugendalter, die zur vollstandigen Blindheit flihren. Die
Vererbung erfolgt entweder autosomal-dominant, autosomal-rezessiv oder X-chromosomal-
rezessiv. Mutationen im FZD4-Gen, das den WNT-Rezeptor Frizzled-4 kodiert, in der
Chromosomenregion 11q13-23 verursachen etwa 20% der autosomal-dominanten Formen
[Robitaille et al., 2002]. Dominant erbliche Formen resultieren auch aus Mutationen in LRP5
(Low density lipoprotein receptor-related protein 5) aus der Region 11g13.4, einem Co-
Rezeptor des WNT-Signalweges [Toomes et al., 2004]. Ein weiterer Lokus fir eine
autosomal-dominante Form von Exsudativer Vitreoretinopathie findet sich auBerdem in der
Region 11p12-13 [Downey et al., 2001]. Die X-chromosomale Form ist mit Mutationen im
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Norrin-Gen (NDP) in Xp11.4 assoziiert und kann bisweilen nur schwer von der Norrie-
Erkrankung unterschieden werden [Chen et al., 1993]. Mutationen in LRP5 sind die bislang
einzige bekannte Ursache einer autosomal-rezessiv erblichen FEVR [Jiao et al., 2004].
Darliber hinaus kénnen LRP5-Mutationen dem ebenfalls autosomal-rezessiv erblichen
Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom (OPPG; MIM # 259770) zugrunde liegen (Kapitel
1.4.3) [Gong et al, 2001]. Bestimmte Missense-Mutationen in LRP5 fihren
interessanterweise zu autosomal-dominant erblichen Erkrankungen, die mit einer
gesteigerten  Knochendichte einhergehen, z.B. zur endostealen Hyperostosis
(MIM # 144750) [van Wesenbeeck et al,, 2003]. Sowohl das FZD4- als auch das LRP5-
Protein sind WNT-Rezeptoren [Huang et al., 2004; He et al., 2004]. Die Familidre Exsudative
Vitreoretinopathie ist demnach genetisch heterogen und resultiert aus Mutationen
unterschiedlicher Gene, die gemeinsam im WNT-Signaltransduktionsweg agieren [Xu et al.,
2004]. Hierdurch wird die zentrale Bedeutung der WNT-Signaltransduktion fur die
Vaskularisierung des Auges deutlich.

1.4.3 Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom (OPPG)

Das seltene, autosomal-rezessive  Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom  (OPPG;
MIM # 259770) wurde friher auch als okulare Form der Osteogenesis Imperfecta
bezeichnet. Es ist durch ophthalmologische Merkmale wie Pseudogliome, Microphthalmie,
vitreoretinale Anomalien und Phthisis bulbi, die mit einer angeborenen oder sich im frihen
Kindesalter manifestierenden Blindheit einhergehen, gekennzeichnet. Betroffene weisen
auBerdem eine schwere juvenile Osteoporose auf, die aufgrund der geringen Knochendichte
durch wiederholte Frakturen zu Immobilitdt und starken Skelettdeformationen flhrt. Im
Gegensatz zu anderen erblichen juvenilen Knochen-Erkrankungn wie z.B. Osteogenisis
Imperfecta (MIM #166210; MIM #610854; MIM #259420) zeigen OPPG-Patienten keine
nachweisbaren Defekte der Kollagen-Synthese, anabolen oder katabolen Hormone, Calcium
Homeostase oder des enchondralen Wachstums auf [Gong et al., 1996]. Etwa 10% der
Betroffenen weisen eine geistige Behinderung auf [Ai et al., 2005]. Zahlreiche ursé&chliche
Frameshift-, Missense- und Nonsense-Mutationen wurden erstmalig von Gong et al. im
LRP5-Gen identifiziert [Gong et al., 2001, Ai et al., 2005; Cheung et al., 2006].

Die durch eine unzureichende Vaskularisierung bedingten Augenfehlbildungen und der
gestorte Knochenstoffwechsel dieser Erkrankung liegen einer aberranten Signaltransduktion
der WNT/NDP-Signalkaskade zugrunde, die diese Prozesse moduliert und in der LRP5 als
Co-Rezeptor fungiert [Qin et al., 2005].



EINLEITUNG

1.4.4 Syndrome mit Stérungen der Hirn-, Augen- und Muskelfunktion

Drei weitere sehr schwerwiegende, autosomal-rezessiv erbliche Syndrome sind durch
typische Augenfehlbildungen, einer Muskeldystrophie und Stérungen der Hirnfunktion
charakterisiert. Die zugrunde liegenden genetischen Veranderungen sind erst teilweise
bekannt. Bei allen drei Syndromen scheint als Pathomechanismus eine gestérte
Glykosylierung von Proteinen eine zentrale Rolle zuzukommen. Hinweise auf eine kausale
Verbindung dieses Pathomechanismus zur WNT-Signaltransduktionskaskade liegen bislang
nicht vor [Michele et al., 2002; Moore et al., 2002; Beltran-Valero De Bernabe et al., 2002;
Kobayashi et al., 1998]. Patienten mit Muscle-eye-brain disease (MEB; MIM # 253280)
weisen in der Regel gravierende Hirnfehlbildungen auf und sind schwer geistig behindert.
Von Geburt an leiden sie unter einer hochgradig ausgepragten Muskelschwéache. Typische
ophthalmologische Befunde sind eine starke kongenitale Myopie, ein kongenitales Glaukom
sowie eine Retina-Hypoplasie [Santavuori et al., 1989; Taniguchi et al., 2003]. Die
Fukuyama-type congenital muscular dystrophy (FCMD; MIM # 253800) tritt fast
ausschlieBlich in Japan auf und ist dort eine der haufigsten autosomal-rezessiv erblichen
Erkrankungen, die mit einer ausgepragten Muskelschwéache bei den Betroffenen einhergeht.
Die geistige Entwicklung ist ausnahmslos moderat verzégert, und Hirnfehlbildungen treten
insbesondere in Form einer Micropolygyrie oder Pachygyrie auf. Bei einem Teil der Patienten
finden sich ophthalmologische Befunde wie eine Netzhautablésung oder abnorme
Augenbewegungen [Kondo-lida et al, 1999]. Das Walker-Warburg-Syndrom (WWS;
MIM # 236670) ist im Hinblick auf die damit einhergehenden Hirnfehlbildungen das
folgenschwerste unter den drei hier genannten Syndromen. Betroffene weisen eine Agyrie,
einen Hydrocephalus und eine Encephalocele auf und sterben gewdhnlich in den ersten
Lebensmonaten. Neben einer dystrophischen Muskulatur und zum Teil kongenitalen
Kontrakturen finden sich auBerdem unterschiedliche Augenfehlbildungen wie z.B.
Netzhautablésungen bzw. -dysplasien, Lichtundurchlassigkeit der Kornea oder Glaukome
[Dobyns et al. 1989; Cormand et al. 2001].

1.5 Differentialdiagnostische Einordnung der klinischen Befunde der untersuchten
turkischen Familie

Die in Kapitel 1.3 beschriebenen ophthalmologischen Befunde der betroffenen
Familienmitglieder lieBen sich den behandelnden Augenarzten der Universitéatsklinik Istanbul
zufolge am ehesten mit der Diagnose einer Norrie-Erkrankung vereinbaren. Dieses Syndrom
schied jedoch aus formal-genetischen Grinden aus, da es ausschlieBlich X-chromosomal-
rezessiv vererbt wird. Darliber hinaus wurde bereits durch eine direkte Sequenzierung von
NDP anhand der verfligbaren Patientenproben in der Abteilung fiir Medizinische Genetik der
Universitat Istanbul eine krankheitsverursachende Mutation im Norrie-Gen ausgeschlossen.
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Trotz der starken Parallelen zu ND war die Diagnose FEVR aufgrund der bei den
Betroffenen vorliegenden mentalen Retardierung und muskularen Symptomatik nicht
zutreffend. Eine Muskelatrophie ist weder fir ND noch fiir FEVR beschrieben, eine mentale
Retardierung nur fir ND. Die Klinik der drei in Kapitel 1.4.4 vorgestellten autosomal-rezessiv
erblichen Syndrome mit Augen-, Muskulatur- und ZNS-Beteiligung (MEB, WWS und FCMD)
ist im Hinblick auf die neurologische und muskulare Symptomatik deutlich starker ausgepragt
als es in der hier beschriebenen Familie der Fall ist. Die Augenveréanderungen Uberlappen
sich nur teilweise. Die Zuordnung zum WWS konnte in Anbetracht des ausgesprochen
schweren, friih-letalen Verlaufes dieses Syndromes als unwahrscheinlich gelten, da die
Betroffenen der tlrkischen Familie zum Zeitpunkt der Rekruitierung bereits 22, 16 und 6
Jahre alt waren. Eine eindeutige Zuordnung der in der tirkischen Familie erhobenen klinisch-
genetischen Befunde zu einem bekannten Syndrom war demnach zunéchst nicht méglich.
Demzufolge wurde zu Beginn dieser Arbeit davon ausgegangen, dass in der Familie
wahrscheinlich ein neues, bisher noch nicht beschriebenes Syndrom vorlag, dessen
ursachliche Genveréanderung im Rahmen dieser Arbeit positionell kloniert werden sollte.

1.6 Untypische Klinik der Betroffenen fiir das OPPG-Syndrom

Neue Erkenntnisse lber die Symptomatik der untersuchten tlrkischen Familie erschlossen
sich erst nach Durchfihrung der genomweiten Kopplungsanalyse. Und zwar wurde bei
einem der betroffenen Jungen, von dem bislang nur bekannt gewesen war, dass er in der
Kindheit einmalig einen Armbruch erlitten hatte, radiologisch eine Osteoporose
diagnostiziert. Auch bei den zwei weiteren Betroffenen wurde im Nachhinein von mehreren
Frakturen nach geringen Verletzungen berichtet, was ebenfalls auf eine juvenile
Osteoporose hindeutet. Angesichts dieser Erkenntnisse und der Augenfehlbildungen lieB3
sich bei allen drei Betroffenen offenbar das Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom als
Differentialdiagnose stellen. Sie weisen allerdings eine untypische OPPG-KIinik auf, da die
Betroffenen weder ein Pseudogliom der Augen noch eine fir dieses Syndrom typische
schwere, deformierende Osteoporose aufzeigen. Die Patienten waren nicht aufgrund von
multiplen und schlecht heilenden Knochenfrakturen, die zu schweren Knochendeformationen
fuhren, auf einen Rollstuhl angewiesen. Viel mehr hatten sie wegen ihrer schweren
Muskelhypotonie nie Laufen gelernt. Eine schwere progressive Muskelatrophie und eine
mentale Retardierung zdhlen jedoch nicht zum typischen Symptomspektrum des OPPG-
Syndroms.
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1.7 Das LRP5-Gen

Da Mutationen im LRP5-Gen (Low density lipoprotein receptor-related protein 5;
NM_002335) unter anderem fir das OPPG-Syndrom und die Familidare Exsudative
Vitreoretinopathie (FEVR) verantwortlich sind, zu denen der Phanotyp der zu
untersuchenden tiirkischen Familie eine deutliche Uberlappung aufweist, stellte dieses ein
besonders gutes Kandidatengen fir das dieser Familie zugrunde liegenden
Fehlbildungssyndrom dar. Das LRP5-Gen ist auf Chromosom 11g13.4 lokalisiert und gehort
zur Low density lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie. Als Co-Rezeptor des WNT-
Signaltransduktionsweges spielt LRP5 in dieser Signalkaskade eine essentielle Rolle. Seine
23 Exons kodieren fir einen 1.615 Aminosauren umfassenden Typ 1 Single pass-
Transmembranrezeptor. Die ersten 28 Aminosauren am N-Terminus des Rezeptors kodieren
far ein Signalpeptid, welches durch Erkennung des Signal Recognition Particles (SRP) den
Transport in das Endoplasmatische Reticulum vermittelt, wo es cotranslational eingebaut,
posttranslational modifiziert und von dort in die Plasmamembran eingegliedert wird. Der
extrazelluldre Teil des Rezeptors enthdlt im Einzelnen vier Doméanen aus sich
wiederholenden YWTD-Motiven, die im Rezeptor eine B-Propeller-Struktur formen und
jeweils einem EGF-like-Repeat (Epidermal growth factor). Darauf folgen drei Liganden-
bindende LDL-Rezeptor-Doméanen, eine Transmembran- und eine cytoplasmatische
Domane, in der sich sogenannte PPPSP-Motive befinden, deren Serine phosphoryliert
werden kdnnen und somit als Bindestellen fir Proteine fungieren [Herz et al., 2002; Toomes
et al., 2004; Qin et al., 2005; Sobrado et al., 2005].

LRP5 000000 0000ee 0eoeossoe weeoccoe s -

O Signal peptide . LDL R repeat

- EGF precursor homology domain ] Transmembrane domain
YWTD motif <> Cytoplasmic tail

@  EGF repeat ) PPPSP motif

Abb. 1.1: Schematische Darstellung von LRP5 [Ai et al., 2005].

In Anbetracht der durch LRP5-Mutationen verursachten Syndrome OPPG, FEVR, wie auch
Erkrankungen, die mit einer erhéhten Knochendichte einhergehen, spielt LRP5 in seiner
Funktion als Co-Rezeptor im WNT-Signalweg im Knochenstoffwechsel und bei der
Vaskularisierung des Auges eine bedeutende Rolle [van Wesenbeeck et al., 2003; Boyden et
al., 2002].
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1.8 WNT-Signaltransduktionsweg

Der WNT-Signaltransduktionsweg reguliert zahlreiche Zielgene, die fir grundlegende
Prozesse wahrend der Embryonalentwicklung, Differenzierung, Proliferation und
Morphogenese sowie bei der Regulation der Zellmotilitdt und Apoptose von Bedeutung sind
[Wodarz und Nusse, 1998]. In der adulten Phase kann hingegen eine verstarkte Aktivierung
vieler dieser Zielgene zu einer Tumorprogression fihren [Nusse et al., 1990].

Der Name WNT wurde von dem Drosophila-Gen wingless (Wg), einem flr die
Embryonalentwicklung wichtigen Gen, und dessen murinen Ortholog mouse mammary tumor
virus (MMTYV) integration site family member 1 (int-1), einem Protoonkoprotein, abgeleitet
[Sharma and Chopra, 1976; Rijsewijk et al., 1987]. Die den Signaltransduktionsweg
stimulierenden WNT-Proteine gehéren zur Familie der sezernierten, cysteinreichen
Glykoproteine, welche aus sezernierten Formen langerer Vorlauferproteine durch Abspaltung
N-terminaler hydrophober Signalpeptide hervorgehen. Bisher sind 19 humane WNT-Proteine
beschrieben. Die Bindung von WNT an seine Transmembranrezeptoren fihrt zu
intrazellularen Signalereignissen, die Uber Phosphorylierung von Zielproteinen die

transkriptionelle Regulation von Zielgenen beeinflussen.

1.8.1 Der kanonische WNT-Signaltransduktionsweg

Von den bekannten WNT-Signaltransduktionskaskaden ist der p-Catenin-abhangige,
kanonische Signalweg am besten untersucht. Unter dem Aspekt, dass die an ND, OPPG und
FEVR beteiligten Gene bzw. Proteine NDP, LRP5 und FZD4 wichtige Komponenten dieses
WNT-Signaltransduktionsweges sind, spielt diese Kaskade im Rahmen dieser Arbeit eine
wesentliche Rolle und wird im Folgenden naher erldutert. Eine schematische Darstellung
dieses Signalweges ist in Abbildung 1.2 dargestellt.

Das zentrale Element der kanonischen WNT-Signalkaskade ist B-Catenin, dessen zellulare
Konzentration durch diesen Signalweg reguliert wird. B-Catenin selbst wiederum kontrolliert
durch Bindung an einen Transkriptionsfaktor im Zellkern die Transkription zahlreicher
Zielgene. Befinden sich die Transmembran-Rezeptoren Frizzled (FZD) und LRP5/6 in einem
inaktiven Zustand, erfolgt intrazellular eine Bindung der Proteine Axin, GSK3 (Glykogen-
Synthase-Kinase 3) und APC (adenomatése Polyposis coli) an B-Catenin. Dieser ternare
Komplex induziert einen Ubiquitin-vermittelten proteolytischen Abbau von B3-Catenin [Farr et
al., 2000; Salic et al, 2000], indem die Kinasen dieses Komplexes [-Catenin
phosphorylieren und folglich fir den Abbau markieren [Aberle et al., 1997]. Dadurch ist die B-
Catenin-Konzentration im Cytoplasma so gering, dass B-Catenin nicht in den Zellkern
gelangen kann, um dort an den Transkriptionsfaktor TCF (T-cell-factor) oder LEF (Lymphoid
enhancer factor) zu binden und die Transkription seiner Zielgene zu initiieren. Stattdessen
wird deren Transkription reprimiert [Brannon et al., 1997].
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der kanonischen WNT/NDP-Signaltransduktion in der klassischen Abfolge
von Protein-Protein-Interaktionen. A: Bei ungebundenem WNT oder NDP an FZD und LRP5/6 vermittelt der
terndre Axin-APC-GSK3-Komplex eine B-Catenin-Phosphorylierung, die zum proteolytischen Abbau von (-
Catenin im Cytosol fuhrt. Dadurch kann B-Catenin nicht in den Zellkern gelangen, um dort an einen TCF/LEF-
Transkriptionsfaktor zu binden und die Transkription seiner Zielgene zu initiieren. B: Nach Aktivierung der WNT-
Signaltransduktion durch Bindung von WNT und/oder NDP an den Rezeptor FZD oder Co-Rezeptor LRP5/6 und
der sich anschlieBenden Komplexbildung von WNT/NDP-FZD-LRP unterbleibt die Phosphorylierung von -
Catenin, indem der Axin-GSK-APC-Komplex inaktiviert wird. Dadurch steigt der B-Catenin-Spiegel im Cytosol, so
dass -Catenin akkumuliert und in den Zellkern gelangt. Dort bindet es an den T-Zell-Faktor (TCF) und initiiert
durch seine transaktivierende Doméande die Transkription seiner Zielgene. APC = adenomatous polyposis coli; 3-
cat = B-Catenin; CBP = CREB-Bindeprotein; CK1 = Casein Kinase 1; DSH = Dishevelled; GBP = GSKS3-
Bindeprotein; GSK = Glykogen Synthase Kinase; LRP = Low Density Lipoprotein Rezeptorprotein; P =
Phosphorylierung; TCF = T-Cell-Factor. [Moon et al., 2004; modifiziert].

Nucleus

Um den kanonischen Signaltransduktionsweg zu aktivieren, muB ein WNT-Protein simultan
mit einem Frizzled-Rezeptor und dem Co-Rezeptor LRP5/LRP6 interagieren. Durch Bildung
eines extrazellularen WNT-FZD-LRP5/6-Komplexes [Bhanot et al., 1996; Tamai et al., 2000;
Xu et al., 2004] kann die intrazellulare Doméane der FZD-Rezeptoren mit Dishevelled (DSH)
interagieren [Chen et al., 2003; Huang et al., 2004]. DSH rekrutiert anschlieBend den Axin-
APC-GSK3-Komplex an die Zellmembran, wodurch dieser Abbaukomplex inaktiviert wird
[Habas et al., 2005; Malbon et al., 2006; Wallingford et al., 2005]. Ein anderer Weg der
Inaktivierung des Axin-APC-GSK3-Komplexes erfolgt durch eine induzierte Phosphorylierung
am Serin des cytoplasmatischen PPPSP-Motives von LRP5, so dass dieses an Axin bindet
[Mao et al, 2001; Tamai et al, 2004]. Somit werden die Phosphorylierung und der
proteolytische Abbau von B-Catenin aufgehoben. Dies fihrt zu einer Akkumulation von [3-
Catenin im Cytosol und seiner Translokation in den Zellkern, wo es unter anderem mit
Transkriptionsfaktoren oder LEF Komplexe bilden kann. Als Folge hiervon initiiert die
transaktivierende Doméne von B-Catenin im Komplex mit TCF/LEF eine aktive Transkription
der Zielgene des WNT-Signaltransduktionsweges [Behrens et al, 1996; Clevers, 2004;
Tolwinski und Wieschaus, 2004].
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Ein weiterer extrazellularer Ligand fir den Frizzled-4-Rezeptor ist Norrin (NDP). Xu et al.
wiesen diesem Protein eine bislang unbekannte Funktion im WNT-Signaltransduktionsweg
zu [Xu et al., 2004]. Es bindet wie WNT an den Rezeptor FZD4 und bildet gemeinsam mit
LRP5 auf die gleiche Weise einen Komplex, wodurch ebenfalls eine Signaltransduktion
entlang der WNT-Signalkaskade initiiert wird. Norrin stellt dadurch einen bedeutenden Faktor
der WNT-Signaltransduktion dar und spielt bei der embryonalen Entwicklung des Auges eine
wichtige Rolle [Clevers, 2004].

Aufgrund der zentralen Bedeutung von Norrin innerhalb dieser Kaskade wird im Rahmen
dieser Arbeit der Begriff WNT/NDP-Signaltransduktionsweg verwendet.

1.9 Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die positionelle Klonierung des Gens, das dem in der
tirkischen Familie (Familie #1) diagnostizierten Fehlbildungssyndrom zugrunde liegt.
Aufgrund der Konsanguinitédt der Eltern der Betroffenen und der Seltenheit des Syndroms
war am ehesten davon auszugehen, dass die Erkrankung auf eine Founder-Mutation bei
einem gemeinsamen Vorfahren der Eltern zurlickzufUhren ist, die bei den Betroffenen in
homozygoter Form vorliegt. Eine Compound-Heterozygotie wurde jedoch insbesondere
aufgrund der eher weitlaufigen Verwandtschaft nicht ausgeschlossen. Ausgehend von einer
genomweiten Kopplungsanalyse (Kapitel 1.2 und 3.1.1) sollten Kandidatengene innerhalb
des/der ermittelten Loci durch bioinformatische Methoden identifiziert und auf genomischer
DNA-Ebene nach PCR-Amplifikation direkt sequenziert werden. Gene, denen anhand der
Datenbank-Recherche ein auf das beschriebene Fehlbildungssyndrom passendes
Expressionsmuster zugewiesen werden konnte, waren besonders gut als Kandidatengene
geeignet. Aufgrund der phanotypischen Uberlappung des Fehlbildungssyndroms in der
tirkischen Familie mit ND, OPPG und FEVR und der Bedeutung des WNT-Signalweges bei
der Vaskularisierung des Auges galt gleiches auch fir Gene, die fir Proteine des WNT-
Signaltransduktionsweges kodieren (Kapitel 1.8 und 3.1.2).

Im Falle der Identifizierung des gesuchten Gens sollte die vollstandige cDNA in einen
geeigneten Expressionsvektor kloniert werden, um Analysen zur Funktion des Wildtyp- und
im Vergleich dazu des mutierten Proteins durchzufiihren. Es sollte damit der molekulare und
zelluldre Pathomechanismus der Mutation aufgeklart werden. Aufgrund der zwischenzeitlich
gestellten Differentialdiagnose des Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndroms, welches in dieser
Familie mit einer eher untypischen Klinik einhergeht, stellte das LRP5-Gen ein besonders
gutes Kandidatengen dar.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Alle Standardchemikalien, organische Substanzen und L&sungsmittel mit der
Qualitatsbezeichnung ,pro analysis“ wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Freiburg New England Biolabs Frankfurt a. M.
Applichem Darmstadt PerkinElmer Massachusetts/USA
BD Biosciences Clontech  Heidelberg Pierce Rockford/ USA

GE Healthcare Minchen Promega Mannheim
Invitrogen Karlsruhe Roche Mannheim

Merck Darmstadt Sigma-Aldrich Taufkirchen
Metabion Martinsried Stratagene La Jolla/USA

2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wie ReaktionsgefaBe und Kunststoffwaren wurden von den Firmen
Greiner (Frickenhausen) und Sarstedt (Nimbrecht) bezogen.

2.3 Puffer-Lésungen

Flr groBe Anséatze von Puffern, Losungen und Medien wurde destilliertes Wasser (A. dest)
oder Reinstwasser (Millipore) verwendet. Fir Reaktionen mit geringen Wasservolumina von
bis zu 2 ml wurde steril-filtriertes, DNase und RNase freies Wasser der Firmen Sigma und
Qiagen eingesetzt. Bei erforderlicher pH-Wert-Einstellung erfolgte dies mit NaOH bzw. HCI.

24 Kommerzielle Reagenziensysteme

Amersham™ Ready-To-Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP) GE Healthcare

BCA Protein Assay Reagent Pierce
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit ABI
Dual-Luciferase® Reporter Assa y System Promega
GenElute™ Plasmid Mini-Prep Kit Sigma
HiSpeed®Plasmid Midikit Qiagen
PAXgene™ Blood RNA Kit PreAnalytix
RNeasy® Mini Kit Qiagen
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit Qiagen
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen
QuantiTect™ SYBR® Green RT-PCR-Kit Qiagen
Marathon-Ready™-cDNA Kit Clontech
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen
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2.5 Geréate

Tab. 2.1: Modelle der verwendeten Gerate und ihre Hersteller

Gerat Modell Hersteller
Autoklav Dampfsterilisatoren Varioklav® H + P Labortechnik
Brutschrank HeraCell 150 Heraeus
Bunsen-/Gasbrenner Fireboy plus IBS (Integra Biosciences)
Elektrophoresekammern Sub-Cell GT BioRad
X-Cell Sure Lock Invitrogen
Entwicklermaschine Curix 60 Agfa
Geigerzéahler LB124 Berthold
Gel-Dokumentationssystem Chemidoc XRS BioRad
Heiz-/ Magnetrihrplatte RCT basic IKA
Hybridisierungsschrank Herahybrid 12 Heraeus
Inkubationsschuttler Series 25 New Brunswick Scientific
Kreisschiittler GFL 3015 GFL
Kihl- und Gefrierschrank Bosch
Luminometer Glomax96 Microplate Luminometer Promega
Mikroskop Leica DMIL Leica
Nukleinsdure-MeBgerat Nanodrop: ND-1000 Spektrometer PegLab
pH-MeBgerat inoLab pH Level 1 WTW
CellMatell Matrix
. HandyStep Brand
Pipettierhilfen Impact2 Matrix
Research(Pro) Eppendorf
Real-time PCR System 7500 Real Time PCR System(Tag-Man) | AppliedBiosystems
Reinstwasseranlage Milli-Q; Q-Gard® 2 Millipore
Rollator Roller mixer SRT1 Stuart
Sequenzierer ABI Prism 3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems
Spannungsgerate PowerPac Basic Bio-Rad
Power Ease500 Invitrogen
Sterile Werkbank Hera Safe Heraeus
Thermocycler Qene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems
iCycler BioRad
Thermomixer Compact Eppendorf
Tischschittler KS 260 basic IKA
Transfermodul X-Cell I Blot-Modul Invitrogen
UV-Kammer GS Gene Linker UV Chamber Bio Rad
Reax Top Heidolph
Vortex VST IKA
Waagen AccuLab Vicon Sartorius
ARJ 120-4M Kern
Wasserbad WB22 Memmert
Multifuge1 S-R Heraeus
Centrifuge 5415D Eppendorf
. Centrifuge 5415R Eppendorf
Zentrifugen Galaxy Mini VWR
Allegra X-22R Beckman Coulter

Optima™ Max Ultracentrifuge

Beckman Coulter
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2.6 Datenbanken

BDGP (Splice Site-Pradiktion)
BioTools: wwwtacg v3.0

CBS Prediction Server

DKFZ

Ensembl

Human Genome Variation Society

NEB

NCBI

NCBI-BLAST

SignalP 3.0 Server
RepeatMasker

RZPD

UCSC - Genome Browser

UCSC-BLAT

2.7 Software

http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html

http://biotools.umassmed.edu/taca/WWWitacg.php

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

http://www.dkfz.de

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

http://www.hgvs.org/mutnomen/

http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php

http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

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

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

http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/quide/human/

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

http://www.Repeatmasker.org

http://www.rzpd.de

http://genome.cse.ucsc.edu/index.html

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Chromas Lite Version 2.0 Conor McCarthy
Cyrillic Version 2.1 Cyrillic.Inc
DNASTAR Lasergene SeqgMan Pro SegMan.Inc

iCycler Version 4.006 Biorad

GeneAmp PCR System 9700 Version 2.01 ABI

GeneScan Analysis Software 3.7 Applied Biosystems
Glomax Version 1.6.0 Promega

Microsoft Office 2003 Microsoft
Sequencing Analysis Version 3.7 ABI

7500 System Sequence Detection Software V1.2  Applied Biosystems
Vector NTI Suite 9 Informax 2003
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2.8 Untersuchungskollektiv

Der Stammbaum der tirkischen konsanguinen Familie ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Die im
Rahmen dieser Arbeit molekulargenetisch untersuchten Individuen sind mit Ziffern neben
bzw. unter ihren Stammbaumsymbol (Quadrat = mannlich bzw. Kreis = weiblich) versehen.
Genomische Patienten-DNA und -RNA wurde aus Leukozyten des peripheren Blutes
gewonnen. Die Eltern der drei betroffenen Kinder sind Cousin und Cousine dritten Grades.
Die Betroffenen sind aufgrund von Augenfehlbildungen (Phthisis Bulbi, Irisatrophie, Katarakt,
beidseitige korneale Tribung, Netzhautablésung, Mikrophthalmie) blind und weisen eine
schwere Muskelhypotonie und progressive Muskelatrophie mit Betonung der unteren
Extremitaten, eine milde mentale Retardierung sowie eine juvenile Osteoporose ohne stark
deformierende  Skelettverdnderungen auf (Kapitel 1.3 und 1.6). Eine weitere
Schwangerschaft fihrte zum Abort (VII:3; hier nicht dargestellt). In der Familie wurde
auBerdem bei funf Angehérigen cytogenetisch eine balancierte Translokation nachgewiesen,
die sich sowohl bei betroffenen als auch bei nicht betroffenen Familienmitgliedern findet und
als ursachlich ausgeschlossen wurde, da sie bei nur zwei der drei Betroffenen vorlag. Das
Karyogramm eines Translokationstragers ist in Abbildung 7.1 (Anhang) wiedergegeben.

O O gesund

o O Trager der balancierten Translokation
t(9;19)(p11;p13)

® B erkrankt

& Abort

Abb.2.1: Stammbaum der konsanguinen tirkischen Familie mit drei betroffenen Individuen (VII:2, VII:4 und VII:6).
Klinische Symptomatik: Augenfehlbildung, Muskelatrophie, leichte mentale Retadierung und juvenile
Osteoporose. Trager einer balancierten Translokation t(6;19)(p11;p13) sind mit einem + gekennzeichnet. Diese
fand sich sowohl bei betroffenen als auch nicht betroffenen Familienmitgliedern und war aufgrund des Auftretens
bei nur zwei der drei Betroffenen als urséchlich ausgeschlossen worden.

2.9 Kontroll-DNA

Genomische Kontroll-DNA oder -RNA stammt von gesunden Kontroll-Personen aus dem
Blutspende-Dienst des Universitatsklinikums Bonn bzw. aus der Abteilung flr Medizinische
Genetik der Universitat Istanbul (Tlrkei). Genomische Kontroll-DNA und -RNA wurde aus
Leukozyten des peripheren Blutes gewonnen.
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2.10 Isolierung genomischer DNA aus Blut

Eukaryotische Zellkulturen sowie Gewebe werden durch salz- und EDTA-haltige Puffer
sowie Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgeschlossen und anschlieBend mit Proteinase K
behandelt [Miller et al., 1988]. Essentieller Schritt dieser Methode ist der proteolytische
Abbau der Zellproteine durch diese Serinprotease. Bei der DNA-Isolierung aus Blut gehen
dieser Proteolyse die Entfernung der kern- und damit DNA-losen Erythrocyten sowie der
Membranbestandteile und cytoplasmatischer Proteinen voraus. Die Fallung der DNA wird
schlieBlich durch Ethanol erreicht. Jede im Rahmen dieser Arbeit verwendete Blutprobe war
nach Abnahme mit EDTA versetzt worden, um eine Blutgerinnung zu verhindern. Dieses
EDTA-Blut wurde in einem neuen Réhrchen mit Lysispuffer versetzt, mehrmalig invertiert
und 15 min auf Eis inkubiert. Die so lysierten Erythrocyten wurden durch Zentrifugation far
15 min bei 1500 rpm (4°C) mit dem Uberstand entfernt und die Leukocyten pelletiert. Zur
Kernlyse der Leukozyten wurde das Pellet in Kernlysispuffer resuspendiert, mit SDS (20%)
und Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und anschlieBend bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad
inkubiert. Durch Zugabe von NaCl (6 M) wurde die DNA ausgesalzt, indem die Probe heftig
geschuttelt und zweimal fir 15 min bei 4000 rpm zentrifugiert wurde. Letzter Schritt der DNA-
Isolierung war die Ethanolfallung, bei der der Uberstand in ein neues Réhrchen (iberfiihrt und
mit zweifachen Volumen Ethanol (absolut) Uberschichtet wurde. Durch langsames
Invertieren des Rohrchens wurde die DNA zu einem Faden konzentriert, welcher mittels
eines Glashékchens aufgewickelt wurde. Dieser DNA-Faden wurde in 70%igem Ethanol
gewaschen, ausreichend abgetupft und schlieBlich in TE-Puffer UGberflhrt. Die
Konzentrationsmessung erfolgte nach mindestens sieben Tagen Aufbewahrung im
Kuhlschrank, nachdem sich die DNA vollstédndig im TE-Puffer geldst hatte. Die DNA-Proben
wurden in Stocklésungen bei -20°C aufbewahrt. Gebrauchslésungen von 10 ng/ul wurden
durch Verdinnung mit HPLC-Wasser angefertigt.

2.10.1 Losungen fiir die DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

6 M NaCl
20% SDS
Proteinase K

Lysispuffer pH 7.4 Kernlysispuffer pH 8,2 TE-Puffer _pH 8.0
155 mM NH,CI 10 mM  Tris/HCI 1 M Tris-HCI

10 mM KHCO; 400 mM NaCl 0,5M EDTA

0,1 mM Na,EDTA 2mM  NaEDTA HPLC-H:0O
HPLC-Wasser HPLC-Wasser
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2.11 Isolierung von RNA

Aufgrund der chemischen Instabilitdt von RNA und ubiquitdr vorkommenden stabilen
RNasen erfordert das Arbeiten mit RNA besondere Vorkehrungen. Zur Minimierung des
Risikos der katalytischen Hydrolyse wurde der Arbeitsplatz sowie alle verwendeten Pipetten
und andere Hilfsmittel vor dem Gebrauch mit Aqua dest., Ethanol (70%) und RNase-Away-
Lésung (Applichem) gereinigt. Zusatzlich wurden nur fir das Arbeiten mit RNA
vorhergesehene Boxen mit gestopften Pipettenspitzen verwendet, die RNase-frei waren.

2.11.1 RNA-Isolierung aus humanem Blut mittels PAXgene™ Blood RNA Kit

Zur Isolierung von RNA aus Blut wurde das PAXgene™ Blood RNA Kit der Firma PreAnalytix
verwendet. Die RNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2.11.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus tierischen Zellen mittels RNeasy® Mini Kit

Zur Isolierung von RNA aus tierischen Zellen (Hek293T) wurde das RNeasy@Mini Kit von der
Firma Qiagen verwendet. Wie bei der RNA-Isolierung aus Blut kombiniert diese Methode die
selektiven Bindungseigenschaften einer Silica-Gel-Membran mit der schnell und einfach
durchzufihrenden  Mikrozentrifugationstechnik. = Das vom  Hersteller  mitgelieferte
Puffersystem erméglicht die Bindung von RNA an die RNeasy Silica-Gel-Membran. Die RNA
wurde nach den Angaben des Hersteller-Protokolls isoliert.

2.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren kann aufgrund der Proportionalitat von
Lichtabsorption und Konzentration photometrisch bestimmt werden. Hierfir wird die
Absorption bei 260 nm gemessen, was dem Absorptionsmaximum der Nukleinsdurebasen
entspricht. Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (DNA, RNA, aufgereinigte
PCR-Produkte, Kapitel 2.19, aufgereinigte Plasmid-DNA, Kapitel 2.23.3) erfolgte mit dem
NanoDrop ND-1000 (PeqgLab).

OD2go = RNA/DNA

ODag = Protein

ODygo280 = Reinheit der RNA/DNA
Waéhrend die bei 260 nm gemessene Absorption die RNA/DNA-Konzentration wiedergibt,
zeigt der Quotient aus A260/A280 die Reinheit einer Nukleinsdure an. Werte zwischen 1,8
und 2,0 sprechen fir eine reine Probe. Niedrigere Werte weisen auf eine Verunreinigung
durch Proteine hin.
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2.13 Genomweite Kopplungsanalyse (Linkage Analysis)

Die genomweite Kopplungsanalyse wurde mittels eines GeneChip® Human Mapping 10K
Arrays Xbai42 (Affimetrix, Santa Clara, CA) am Max-Dellbriick-Centrum (MDC) far
Molekulare Medizin in Berlin in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Peter
NUrnberg durchgeflhrt.

Die eingesetzte Affymetrix-GeneChip-Technologie ermdglicht die simultane Untersuchung
zehntausender bis zu hunderttausender SNPs auf nur einem Array. Der im Rahmen dieses
Projektes verwendete Affymetrix Human Mapping 10 K Array enthielt 10.204 SNPs (Version
2.0), womit die Abstédnde der SNPs dieses Arrays zueinander im Schnitt 258 kb (0,38 cM)
betrugen. Fir die genomweite Kopplungsanalyse wurden neun verfligbare genomische
DNA-Proben der zu untersuchenden turkischen Familie eingesetzt. Pro Array wurden 250 ng
genomische DNA als Startmaterial eingesetzt. Diese wurde mit Restriktionsenzymen verdaut
und mit Adapter-Molekilen ligiert. Mit einem einheitlichen Primer, der diese Adapter-
Sequenz erkannte, wurde die DNA selektiv per PCR amplifiziert. Diese wurde anschlieBend
fragmentiert, mit Biotin markiert und Uber Nacht mit dem Array hybridisiert. SchlieBlich
wurden diese GeneChips™ mittels eines Streptavidine-Phycoerythrin-Konjugates in einem
Array-Scanner detektiert. Die Analyse und Auswertung der Genotypen erfolgte Uber die
Affymetrix™ Software GDAS 2.0 am MDC und mit Hilfe der Programme Graphical
Relationship Representation [Abecasis et al., 2001], PedCheck [O’Connell and Weeks, 1998]
und MERLIN [Abecasis et al., 2002]. Die parametrische Analyse wurde mit einer
modifizierten Version von GENEHUNTER 2.1 [Kruglyak et al., 1996; Strauch et al., 2000]
durchgefiihrt. Dabei wurden schrittweise Sets von je 100 bis 110 SNPs unter der Annahme
eines autosomal-rezessiven Krankheitsbildes mit kompletter Penetranz und einer
Allelfrequenz von 0,0001 analysiert. Somit beschrankte sich die Auswertung nicht allein auf
der Hypothese einer homozygoten Founder-Mutation, die aufgrund der in der Familie
zugrunde liegenden Konsanguinitdt anzunehmen war. Die Haplotypen wurden mittels
GENEHUNTER rekonstruiert und anhand HaploPainter [Thiele et al., 2005] graphisch
dargestellt. Alle Daten wurden mit Hilfe des Software Tools ALOHOMORA [Ruschendorf et
al., 2005] konvertiert und graphisch dargestellt.
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214 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die PCR ist eine Technik zur in vitro-Amplifikation von DNA durch Verwendung von
spezifischen Primern, dNTPs und thermostabilen Polymerasen (z.B. die Tag-Polymerase
des Bakteriums Thermus aquaticus) [Mullis et al., 1987; Saiki et al., 1988]. DNA wird in
mehreren Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation exponentiell vermehrt. Selbst
geringe Mengen an DNA lassen sich nach dieser Methode beliebig vervielféltigen. Eine
wichtige Voraussetzung ist, dass die flankierenden Bereiche einer jeden Ziel-Sequenz
bekannt sein missen, um Oligonukleotide von etwa 15-35 bp als spezifische Primer in 5-3-
Richtung beider Matrizenstrange zu konstruieren. Die PCR wird in einem Thermocycler
durchgefihrt, der die optimalen Temperaturen zur Strangtrennung, Primerbindung und DNA-
Synthese erzeugt. Das Temperatur-Profil einer jeden DNA-Amplifikation erstellt sich in
Abhéngigkeit von den verwendeten Komponenten.

2.14.1  Primer-Design

Um einen DNA-Abschnitt per PCR zu amplifizieren, wurden sowohl ein Forward-Primer auf
dem Sense- als auch ein Reverse-Primer auf dem Antisense-Strang in 5’-3-Richtung
bendtigt. Mit Hilfe von bioinformatischen Datenbanken wie die des UCSC, NCBI oder
ENSEMBL wurden die zu untersuchenden Gen-Strukturen ermittelt und Primer-Paare
konstruiert, die die Ziel-Sequenz flankierten. Dabei wurden folgende Kriterien beachtet, um
u.a. Gen-Unspezifitaten, Allele Dropouts oder 3’-Ende-Selbstkomplementaritaten zu

vermeiden:

Lange: ca.18-24 bp mit einer gleichmaBigen Verteilung aller vier Basen
GC-Gehalt: 50-65 %

Abgleich (Blast) mit Datenbanken; Uberpriifung auf eventuelle annotierte SNPs
3’-Ende: G oder C

Lage: mindestens 60 bp vor dem Exonstart bzw. nach dem Exonende

(bei der Amplifikation von genomischer DNA)

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion
(Martinsried) synthetisiert und in lyophilisiertem Zustand geliefert. Mit steril filtriertem TE™-
Puffer (10mM Tris, 0,1mM Na,-EDTA, HPLC-H,O; pH 8,0) wurde die Konzentration der
jeweiligen Stammldésungen auf 100 pmol/ul eingestellt. Aus den Stammldésungen wurden
Gebrauchslésungen mit einer Konzentration von 10 pmol/ul angefertigt. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.
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2.14.2 PCR-Reaktionsansitze

Die Standard-PCR wurde in einem Volumen von 25 ul aus TagDNA-Polymerase, Forward-
und Reverse-Primer, 50 ng genomischer DNA und destillietem Wasser angesetzt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die ReadyMixVREDTaq® - und AccuTaq"™-Polymerase
(Sigma) sowie die High Fidelity-Polymerase (Roche) verwendet. Der Reaktionsmix der
ReadyTaqg-Polymerase enthielt zuséatzlich zur Polymerase Puffer, dNTPs und MgCl,. Fir
Reaktionsanséatze mit der AccuTaqg- oder High Fidelity-Polymerase mussten diese
Komponenten einzeln hinzugefigt wreden. Reaktionsansatze mit mit den drei verscheidenen

Polymerasen enthielten die in Tab.2.2 bzw. Tab. 2.3 aufgefiihrten Komponenten.

Tab. 2.2: Standard-PCR-Reaktionsansatze fiir a) genomische DNA und b) cDNA mit der REDTag-Polymerase

Komponente Mengenangabe® Mengenangabe®
REDTaq-DNA-Polymerase-Mix 12,5 pl 12,5 pl

F-Primer 1yl [10 pmol/pl] 1 ul [10 pmol/pl]
R-Primer 1yl [10 pmol/ul] 1l [10 pmol/pl]
DNA 5ul [10 ng/pl] genomische DNA | 1 ul cDNA

H.O 5,5 ul 9,5 ul

> 25 pl 25 pl

Tab. 2.3: Reaktionsansétze fiir a) genomische Template-DNA und b) cDNA mit der AccuTag-oder

High Fidelity-Polymerase
Komponente Mengenangabe® Mengenangabe®
Puffer (10 X) 2,5yl 2,5yl
dNTPs (NEB) 1l 1l
AccuTaqg- / High Fidelity-Polymerase | 0,25 pl 0,25
F-Primer 1 ul [10 pmol/ul] 1yl [10 pmol/pl]
R-Primer 1l [10 pmol/pl] 1yl [10 pmol/ul]
DNA 5ul [10 ng/pl] genomische DNA | 1 ul cDNA
H,O 13,25 pl 18,25 pl
3 25 pl 25 pl

Zum AusschluBB von Kontaminationen wurde zu jedem PCR-Ansatz eine Negativ-Kontrolle
mit H,O angesetzt. Unspezifische Enzymaktivitdten der Polymerase bei Raumtemperatur

wurden vermieden, indem jeder PCR-Ansatz auf Eis zusammengestellt wurde.
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2.14.3 PCR-Temperatur-Profile

Die Etablierung von PCR-Reaktionen erfolgte mit Hilfe von zwei Standard-Temperatur-
Profilen, die in Tab. 2.4 und 2.5 wiedergegeben werden. Beide aufgeflihrten Standard-PCRs
dienten als Orientierung und wurden je nach PCR in Abhangigkeit von der verwendeten
Polymerase, der Primerlange und Primerkombination sowie des GC-Gehalts und der GréBe
des zu amplifizierenden Fragmentes variiert und optimiert (Tab. 7.1 bis 7.8 im Anhang).

Tab. 2.4: Temperatur-Profil einer Standard-PCR

Schritt Temperatur Dauer [min] | Zyklenanzahl
Préa-Denaturierung 95°C 5:00 1
Denaturierung 95°C 0:30
Annealing 62°C 0:30 35
Extension 72°C 1:00
Finale Extension 72°C 4:00
Kuhlen 4°C o0 1

Bei der Touchdown-PCR wird die Primer-Hybridisierungs-Temperatur innerhalb eines
programmierten Intervalls von Zyklus zu Zyklus gesenkt. Durch eine hohe Anfangs-
Annealing-Temperatur soll ein spezifisches Binden der Primer an die DNA innerhalb des
Temperatur-Intervalls gewahrleistet werden. Durch das anschlieBende Absenken der
Temperatur soll die Ausbeute des PCR-Produktes, bei der die spezifisch synthetisierten
DNA-Abschnitte als Template dienen, gesteigert werden.

Tab. 2.5: Temperatur-Profil einer Touchdown-PCR

Schritt Temperatur Dauer [min] | Zyklenanzahl
Pré-Denaturierung 95 °C 5:00 1
Denaturierung 95°C 0:30
Annealing 64-n°C 0:30 n=9
Extension 72°C 0:30
Denaturierung 95°C 0:30
Annealing 55°C 0:30 28
Extension 72°C 0:30
Finale Extension 72°C 10:00 1
Kihlen 4°C o0 -
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2.15 Rapid Amplification of cDNA-Ends-PCR (RACE-PCR)

Die RACE ist eine Technik zur schnellen Amplifikation unbekannter cDNA-Enden von Genen
mittels der PCR. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Marathon-Ready™-cDNA
Kit von Clontech verwendet. Das Prinzip dieses Systems zeichnet sich durch den Einsatz
einer speziellen cDNA aus. Dieses besteht aus einer cDNA-Bibliothek unklonierter
doppelstrangiger cDNA, aus der genspezifische PCR-Produkte amplifiziert werden kénnen.
Die Besonderheit dieser cDNA besteht darin, dass an den Enden der cDNA-Strédnge ein
Adapter mit bekannter Sequenz ligiert worden ist. Folglich kénnen mit Hilfe von
genspezifischen (GSP1, GSP2) und den im Kit enthaltenen Adapter-Primern (AP1, AP2)
Fragmente mit der unbekannten Sequenz amplifiziert werden. Zur Erhéhung der Spezifitat
des Produktes kénnen sogenannte Nested-PCRs durchgefiihrt werden. Dazu werden ein
zweites, innerhalb der amplifizierten Sequenz liegendes Primerpaar (NGSP1, NGSP2) und

das zuvor amplifizierte PCR-Produkt als Template eingesetzt.

Region of overlap

A

Region to be amplified >
by 5'-RACE Region to be amplified
3 7 by 3'-RACE
) AP2
NGSP1 GSP1 3 GSP s
= { c— —
5 _T‘ | adaptor-ligated ds cDNA template ] EE?GD—I—lL‘ 5
i 20
— — '- —_—
AP1|:> b G3P GSP2  NGSP2
AP2

Abb. 2.2: Prinzip der RACE-PCR [Bildquelle: Marathon-ReadyTM cDNA-Handbuch, Clontech].

Tab. 2.6: Reaktionsansatze fir a) Marathon-FfeadyTM-cDNA und b) Nested-PCR aus vorherigem PCR-Produkt

AP1/AP2

GSP1 bzw. GSP2 / NGSP1 bzw. NGSP2
Marathon-Ready™-cDNA

H.O

1yl [10 pmol/ul]
1yl [10 pmol/ul]
1yl [10 ng/pl]
18,35 pl

Komponente Mengenangabe® Mengenangabe®
Puffer (10 X) 25yl 2.5 4l

dNTPs (NEB) 14l 1 ul
AccuTag-Polymerase 0,15yl 0,15 ul

1l [10 pmol/pl]

1l [10 pmol/pl]

1 ul PCR-Produkt aus a)
18,35 pl

z

25 pl

25 pl
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2.16 Reverse Transkription-PCR (RT-PCR) mittels QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit

Die RT-PCR ist eine Kombination aus der Reversen Transkription und der Polymerase-
Kettenreaktion. Die Besonderheit dieser Methode besteht darin, dass RNA initial durch das
Enzym Reverse Transkriptase in eine komplementare DNA-Kopie (cDNA) transkribiert wird,
welche wiederum als Template zur Vervielféltigung via PCR dient. Hierzu wurde das
QIAGEN® One-Step RT-PCR-Kit verwendet. Es enthalt einen Enzym-Mix bestehend aus
zwei Reverse Transkriptasen (Omniscript- und Sensiscript-Reverse Transkriptase), die auf
die Umsetzung unterschiedlicher RNA-Mengen spezialisiert sind, sowie einer HotStarTag-
DNA-Polymerase zur Vervielfaltigung des transkribierten Templates. Die beiden
Transkriptasen arbeiten bei einer Temperatur von 50°C, wahrend die Tag-DNA-Polymerase
nach erfolgter Reverser Transkription erst durch Erhéhung der Temperatur auf 95°C aktiviert
wird. Das Kit enthalt auBerdem eine Q-Solution, welche optional einzusetzen ist. Sie dient
zur Unterstitzung der Amplifikation GC-reicher DNA-Vorlagen, indem sie das
Schmelzverhalten der Nukleinsduren modifiziert. Ein RT-PCR-Reaktionsansatz setzte sich

wie in Tab. 2.7 aufgelistet zusammen.

Tab. 2.7: Reaktionsansatz fir die RT-PCR mittels OneStep RT-PCR-Kit (Qiagen)

Komponente Mengenangabe
Puffer (5 X) 5l

Q-Solution (5 X) 5ul

dNTPs 1 ul

Enzym-Mix 1l

F-Primer 1,5yl [10 pmol/ul]
R-Primer 1,5yl [10 pmol/ul]
RNA 5yl (~ 150 ng)
H-0 5yl

3 25 pl

Tab. 2.8: Temperatur-Profil einer RT-PCR

Schritt Temperatur | Dauer [min] | Zyklenanzahl
Reverse Transkription 50°C 30:00 ’
HotStarTag-DNA-Polymerase Aktivierung 95°C 15:00
Denaturierung 95°C 0:30
Annealing 64°C 0:30 35
Extension 72°C 1:00
Finale Extension 72°C 4:00 ’
Kihlen 4°C o0
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2.17 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode von DNA oder RNA, die
auf dem Prinzip einer herkémmlichen PCR beruht und zuséatzlich die Mdglichkeit der
Quantifizierung eines bestimmten Transkriptes (Expressionsanalyse) bietet [Higuchi et al.,
1992, 1993]. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen spezieller
Reportersubstanzen, die direkt wahrend der PCR erfasst werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde SYBR-Green als Reporterfarbstoff eingesetzt. Dies ist ein Cyan-
Fluoreszenzfarbstoff, der sich in doppelstrangige DNA einlagern kann. Der daraus
resultierende DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert Licht bei einer Wellenlange von
494 nm und emittiert Licht bei 522 nm. Diese Lichtemissionen werden nach jedem PCR-
Zyklus mittels eines Fluorimeters gemessen, wobei die Fluoreszenz in der exponentiellen
Phase proportional zur Menge an doppelstrangigem PCR-Produkt ist. Zur Quantifizierung
der Transkriptmenge des zu analysierenden Gens wurde das Quantitect’™™ SYBR® Green Kit
for One-step PCR verwendet. Dieses Reagenziensystem ermdglicht die Umschreibung von
RNA in doppelstrangige cDNA sowie die Amplifikation mit Einbau des SYBR-Green-
Farbstoffes zur Quantifizierung in einer Reaktion.

Tab. 2.9: Reaktionsansatz einer quantitativen Real-Time-PCR mittels Quantitec™ SYBR®Green Kit for One-step PCR

Komponente Mengenangabe
RNase freies H,O 2,85yl
Quantitect-RT-SYBR Green Mix (2 X) 10

F-Primer 1yl [10 pmol/pl]
R-Primer 1yl [10 pmol/ul]
RNA 5ul (~10ngQ)
Quantitect-RT-Enzym-Mix 0,15 pl

> 20 pl

Die Messung erfolgte im Real-Time PCR System 7500 (TagMan, Applied Biosystems) lber
ein Gerat-internes Fluorimeter. Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte jeweils in der
exponentiellen Phase, der Extension vor dem néchsten Denaturierungsschritt.

Tab. 2.10: Temperatur-Profil der Real-Time-PCR

Schritt Temperatur | Dauer [min] | Zyklenanzahl
Reverse Transkription 50°C 30:00 ’
DNA-Polymerase Aktivierung 95°C 15:00
Denaturierung 94°C 0:15
Annealing 63°C 0:30 40
Extension 72°C 0:35
Schmelzkurvenanalyse
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Da der SYBR-Green-Farbstoff unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet, wurde
zusatzlich eine  Schmelzkurvenanalyse des PCR-Produktes  durchgefiihrt. Da
doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat als
unspezifisch  entstandene  Primer-Dimere, wurde die  Temperatur bei der
Schmelzkurvenanalyse schrittweise erhdht (von 50°C bis 95°C). Bei einer fir das Fragment
spezifischen Schmelztemperatur dissoziierten die komplementéren Strange, wodurch der
eingebaute Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green somit wieder freigesetzt wurde. Diese konnte
(in Form von Héhe und Lage der Peaks) AufschluB (ber die Spezifitdt des PCR-Produktes
geben: Zeigte die Schmelzkurve nur einen Peak, wurde ein spezifisches PCR-Produkt
amplifiziert. War allerdings einer oder mehrere kleinere Vorpeaks zu beobachten, lagen
maogliche Kontaminationen, Primer-Dimere oder unspezifische Artefakie vor, die bei
niedrigeren Temperaturen denauturieren.

Die Analyse der Messdaten erfolgte mit Hilfe der Herstellersoftware 7500 System Sequence
Detection Software V1.2 (Applied Biosystems), womit sich aus den gemessenen
Fluoreszenzwerten Ct-Werte jeder einzelnen Proben errechnen lie. Der Ct-Wert entspricht
jener PCR-Zykluszahl, bei der die Reporter-Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die
Hintergrund-Fluoreszenz steigt. Je niedriger der Ct-Wert desto mehr Transkript war in der
Probe vorhanden. Die von der Software berechneten Rohdaten (Ct-Werte) wurden mittels
Excel (Microsoft Office) ausgewertet. Alle Messungen erfolgten in Drei- bzw.
Vierfachmessungen, so dass die Mittelwerte der Ct-Werte sowie die Standardabweichung
der resultierenden Ergebnisse bestimmt werden konnten.

Die relative Bestimmung der Transkriptmenge erfolgte nach der ddCt-Methode. Dabei
wurden aus den Mittelwerten der Ct-Werte zunachst die dCt-Werte der Proben berechnet.
Der dCt-Wert ist die Differenz aus dem Ct-Wert des Zielgens und dem Ct-Wert eines
verwendeten Haushaltsgens einer Probe, um Variationen in der Ausgangsmenge der
eingesetzten RNA bzw. cDNA auszugleichen. Dieser Schritt ist vernachlassigbar, wenn sehr
akkurat die gleiche RNA-Menge eingesetzt wurde. Eine Normalisierung Uber ein
Haushaltsgen war deshalb nicht notwendig. Zur Berechnung des ddCt-Wertes wird der dCt
Wert einer Probe vom dCt Wert der Kontrolle, zu der der relative Bezug hergestellt werden
soll, abgezogen. Dieser Wert gibt Aufschluss dartber, ob sich die Transkription eines Gens
in der Probe, verglichen mit einer Kontrollprobe, veréndert hat. Ein positiver ddCt Wert von 1
entspricht einer Verdopplung der Transkription in der entsprechenden Probe, da ein Zyklus
in der PCR einer Verdopplung der DNA-Menge entspricht. Ein ddCt Wert von -1 entspricht
einer halbierten Transkriptmenge des Zielgens in der Probe. Der Ct-Wert der Kontrolle wurde
auf 100% gesetzt und die Expression der zu testenden RNA-Probe im Verhéltnis zu ihr
ausgedrickt.
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2.18 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gel-Elektrophorese werden DNA-Moleklle auf der Basis ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit unter dem EinfluB eines elektrischen Feldes
aufgetrennt. Da Nukleinsduren aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen sind,
wandern sie im elektrischen Feld zur Anode. Kleinere Fragmente bewegen sich schneller
durch das Gel als gréBere, wodurch eine Auftrennung der DNA-Molekile nach ihrer GréBe
ermdglicht wird. lhre Visualisierung erfolgt durch Zugabe der organischen Substanz
Ethidiumbromid. Einzelne EtBr-Molekule kénnen aufgrund ihrer planaren Struktur zwischen
die Basen der DNA interkalieren. Dadurch wird das Anregungsspektrum von EtBr veréndert
und die Fluoreszenz der Substanz bei Anregung durch UV-Licht stark erhéht. Folglich
leuchten die Stellen im Agarose-Gel, an denen sich DNA befindet, hell auf, wahrend Stellen
ohne DNA dunkel erscheinen. Die Lichtintensitat ist dabei proportional zur vorhandenen
DNA-Menge. Zur GrdBenbestimmung und groben Quantifizierung der zu untersuchenden
DNA dient ein DNA-GréBenstandard (2-log-Standard; NEB). Je nach GréBe der
aufzutrennenden DNA-Molekile wurden 1 bis 2 %ige Agarose-Gele mit 1X TAE-Puffer

hergestellt.

TAE (1X)-Puffer _Applichem Ethidiumbromidlésung

500 ml 10 x TAE 10 mg/ml EtBr

ad51 A. Dest Lagerung bei 4°C; lichtgeschitzt
Ladepuffer pH 8 2-log DNA-Standard ~ NEB
10 ml Formamid 50 ul  Marker [1000 pg/ml]

10 mg Xylencyanol 850 ul 1X TAE

10 mg Bromphenolblau 100 pl Ladepuffer

0,5M EDTA

2.19 Aufreinigung von PCR-Produkten

Durch die Aufreinigung von PCR-Produkten wurdendie Nukleinsduren wurden von stérenden
Komponenten wie Primern, Puffern, Enzymen, dNTPs und anderen mdglichen
Verunreinigungen entfernt [Vogelstein et al., 1979]. Je nach Aufreinigungsart wurde das
QIAquick®-PCR-Purification- oder das QIAquick®-Gel-Extraction-Kit (Qiagen) verwendet.
Beide Reagenziensysteme verwenden eine Silica-Gel-Membran als Reinigungsséule fur die
selektive DNA-Adsorption zur Trennung von stérenden Kontaminanten. Die DNA-
Aufreinigung aus einem PCR-Ansatz bzw. aus einem Agarose-Gel erfolgte nach den
Angaben des Herstellers.
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2.20 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Sequenzierungen beruhen auf der
enzymatischen Kettenabbruchsynthese nach F. Sanger [Sanger et al., 1977]. Diese erfolgt
mit Hilfe einer enzymatischen DNA-Synthese in Gegenwart basenspezifischer dNTPs und
Didesoxynukleotide (ddNTPs), die einen Kettenabbruch bewirken. Unter Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen seinem eigenen C5-Atom und dem C3-Atom des vorher
eingebauten Nukleotids kann ein ddNTP an die wachsende Kette angehangt werden. Da
ddNTPs am 2’-Kohlenstoffatom und zusétzlich am 3’-Kohlenstoffatom eine Hydroxylgruppe
fehlt, kann an dem C3-Atom keine Phosphodiesterbindung ausgebildet werden. Folglich wird
die Synthese der DNA-Kette an dieser Stelle abgebrochen. Eine DNA-Polymerase
synthetisiert den zu sequenzierenden DNA-Strang mit einem spezifischen Primer nach
einem ahnlichen Prinzip wie bei der PCR. Die Konkurrenz zwischen den ddNTPs und ihren
dNTP-Analoga beim Einbau in die wachsende DNA-Kette fiihrt zu einem Gemisch von
Fragmenten verschiedener Langen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt Uber Kapillare in
einem Sequencer. Mittels eines Laserstrahls werden die mit vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markierten ddNTPs zur Fluoreszenz anregt und detektiert. Die
Messung erfolgt elektronisch und die abgeleitete Sequenz wird in einem Computersystem
gespeichert und bearbeitet.

Alle per PCR amplifizierte DNA-Abschnitte verschiedener Kandidatengene der Patienten und
deren Familienmitglieder wurden nach dem oben beschriebenen Prinzip sequenziert. Nach
erfolgter Amplifikation der gewinschten Ziel-Sequenz aus genomischer DNA mit
entsprechenden Primern wurden die PCR-Produkte Uber ein Agarose-Gel Uberprift und
anschlieBend aufgereinigt. Fiir die Sequenzier-Reaktion wurde das ABI PRISM BigDye®
Terminator v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems
eingesetzt.

Tab. 2.11: Reaktionsansatz einer Sequenzier-Reaktion

Komponente Mengenangabe
BigDye 0,5 pl

5 x Puffer 2 ul
Sequenzierprimer (F oder R) 0,25 pl [10 pmol/pl]
DNA ~1,5ul (50 nQ)
H.O 5,75 pl

z 10 pl
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Tab. 2.12: Temperatur-Profil einer Sequenzier-Reaktion

Schritt Temperatur Dauer [min] | Zyklenanzahl
Pré-Denaturierung 94 °C 5:00 1
Denaturierung 96°C 0:12
Annealing 50°C 0:05 26
Extension 60°C 4:00
Final Extension 60°C 20:00 1
Kihlen 4°C o0 -

2.20.1 DNA-Aufreinigung nach einer Sequenzier-Reaktion

Nach einer Sequenzier-Reaktion missen aus dem Ansatz nicht-gebundene Farbstoffe
entfernt werden, da diese sonst das Ergebnis der Sequenzierung stéren kénnten. Nach der
Sequenzier-Reaktion wurden die Anséatze mittels einer DyeEx-Saule nach den Angaben des
Herstellers Qiagen aufgereinigt, bevor sie im Sequencer analysiert wurden.

Das aufgereinigte Eluat wurde schlieBlich zur Ermittlung der Sequenz in das
Sequenziersystem ABI Prism 3100 Genetic Analyzer eingesetzt. Die ermittelte Sequenz
wurde zur Mutationssuche mit der RefSeq-Referenz-Sequenz des UCSC oder NCBI anhand
der Software DNASTAR Lasergene SeqMan Pro (Version 7.1) abgeglichen.

2.21 PCR-basierter Assay zur Untersuchung von Tandem-Repeats

Sogenannte Tandem-Repeats setzen sich aus Di-, Tri- oder Tetra-Nukleotid-Wiederholungen
zusammen und kdnnen bei jedem Individuum stark in ihrer Anzahl an Wiederholungen
variieren und folglich hoch polymorph sein. Eine Analyse der genauen Zahl eines solchen
Repeats bei einem Individuum kann durch eine PCR-basierte Methode erfolgen. Aufgrund
der verschiedenen Anzahl von Di-, Tri- oder Tetra- Nukleotid-Wiederholungen innerhalb der
Sequenz ergeben sich nach einer PCR-Amplifikation des zu untersuchenden Abschnitts
unterschiedlich groBe DNA-Fragmente, die Uber die Kapillaren elektrophoretisch aufgetrennt
und anhand eines Sequencers bestimmt werden kdnnen. Dazu ist es notwendig, dass ein
Primer fluoreszenz-markiert ist, Uber den das Signal des fluoreszierenden PCR-Produktes
ermittelt werden kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse eines CTG-Repeats erfolgte nach einer
Standard-PCR mit spezifischen Primern, von denen der Forward-Primer FAM fluoreszenz-
markiert war, und mit Hilfe eines ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Nach erfolgter PCR wurde 1 yl der Fluoreszenz markierten PCR-Produkte mit
0,5 ul des Langenstandards GENESCAN® 400HD (ROX) (Applied Biosystems) sowie 9,5 yl
HiDi-Formamid versetzt und in eine 96-well-Platte pipettiert. Die Proben wurden denaturiert
und anschlieBend Uber die Kapillaren des ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
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Biosystems) aufgetrennt und analysiert. Dabei wurde das Fluoreszenzsignal von einer
Charged-coupled Deviced-Camera aufgenommen und mittels der Data-Collection Software
v1.0 (Applied Biosystems) gesammelt und digitalisiert. Die Analyse dieser Daten erfolgte
schlieBlich mit der GeneScan Analysis Software 3.7 (Applied Biosystems).

2.22 Expressionsanalysen
2.22.1 Multiple-Tissue-cDNA-Panel

Eine einfache Mdglichkeit der Expressionsanalyse ist die Verwendung eines kommerziellen
Multiple-Tissue-cDNA-Panels. Das ausgewahlte Panel enthielt cDNA 12 verschiedener
humane Gewebe. Mit einem geeigneten Primerpaar wurden diese 12 cDNA-Gewebeproben
jeweils per Standard-PCR spezifisch amplifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es
wichtig, eine pseudogenspezifische Primerkombination zu verwenden, damit nicht
falschlicherweise LRPS selbst amplifiziert wurde. Die Primer wurden in LRP5L so gelegt,
dass ein pseudogenspezifisches PCR-Produkt im Fall von LRP5L 581 bp groB ist, im
Gegensatz 1128 bp bei einer Amplifikation von LRP5. Die amplifizierten PCR-Produkte
wurden anschlieBend auf einem 2 %igen Argarose-Gel aufgetragen. Die Starke der
Genexpression im entsprechenden Gewebe korrelierte mit der Intensitdt und Dicke der
Bande.

2.22.2 Northernblot-Analyse

Northernblot-Analyseverfahren dienen dem Nachweis von RNA in unterschiedlichen
Geweben. Das Untersuchungsprinzip beruht auf der komplementéren Hybridisierung von
cDNA des nachzuweisenden Gens in Form einer genspezifischen Sonde mit der Ziel-RNA
aus unterschiedlichen Geweben auf einer Nylon- oder Nitrocellulose-Membran [Alwine et al.,
1977]. Zur Detektion der hybridisierten Fragmente ist die Sonde radioaktiv markiert. Durch
Autoradiographie kann diese, da sie komplementdr an eine bestimmte RNA-Sequenz
gebunden ist, sichtbar gemacht werden. Die Intensitdt des Autoradiographie-Signals
korreliert dabei mit der RNA-Menge und kann somit als MaB der Genexpression gewertet
werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Northernblot-Membranen (Human 12-Lane
MTN™ Blot, Clontech; RNA Blot mN3, Biochain) umfassten 12 und 6 verschiedene Gewebe.
Als Sonden dienten ein 581 bp groBes LRP5L-spezifisches cDNA-Produkt, ein 500 bp
groBes LRP5-spezifisches cDNA-Produkt sowie ein 381 bp groBes Aktin-spezifisches cDNA-
Produkt (Tab. 7.8). Alle Sonden wurden aus Human Universal cDNA der Firma Biocat
amplifiziert und anschlieBend anhand des QIAquick-PCR-Furification-Kit der Firma Qiagen
aufgereinigt.

29



MATERIAL UND METHODEN

Vor der radioaktiven Hybridisierung von Sonde und Ziel-RNA auf der Membran wurde die
Membran mit in eine Glas-Blotflasche gebracht und zur Absattigung von unspezifischen
Bindestellen fir mindestens 30 min bei 65°C mit ExpressHyb-Hybridisierungslésung
(Clontech) im Drehinkubator inkubiert. Wahrenddessen wurde die Hybridisierungs-Sonde mit
dem lIsotop [0**P] dCTP (Perkin Elmer) radioaktiv markiert. Dies erfolgte mit einem
Amersham™ Ready-To-Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP)Kit nach Angaben des
Herstellers GE Healthcare. Zum Entfernen von nicht-gebundenen Nukleotiden wurde die
Hybridisierungs-Sonde nach der radioaktiven Markierung Uber eine Sephadex-Saule
(ProbeQuant™ G-50K) aufgereinigt. Durch eine 5 minitige Denaturierung der Sonde lag
diese wieder einzelstrangig vor, und konnte somit an die RNA binden. Dazu wurde die
Préhybidisierunglésung verworfen und die Sonde mit 15 ml frischer Hybridisierungslésung in
die Blotflasche gegeben. Nach einer Inkubation von 16 bis 18 wurde die Sonde entfernt und
die unspezifisch an die Membran gebundene Radioaktivitdt mittels mehrmaliger kurzer
Waschschritte bei 65°C mit den Waschlésungen 1 und 2. Die radioaktive Strahlung der
Membran wurde zwischen den einzelnen Waschschritten stets anhand eines Geigerzahler
gemessen, um ein Abwaschen der gebundenen Sonde zu vermeiden. Bei einer
gewlnschten Signalstarke von 50 bis 80 Becquerel wurde die Membran in Folie
eingeschweiBt und in einer Roéntgenkassette gelegt. Zur Autoradiographie wurde ein
Réntgenfilm aufgelegt und die Kassette bei -70°C gelagert. Je nach Signalstérke wurde der
Film fir 24 Stunden bis mehrere Tage exponiert.

2.22.2.1 Substanzen zur Northernblot- Analyse

Isotop [0**P] dCTP Perkin Elmer
Amersham™ Ready-To-Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP) GE Healthcare
lllustra ™ Probe Quant G-50 Micro Columns GE Healthcare
Human 12-Lane MTE Northern-Blot Clontech
ExpressHyb Hybridisierungs-Lésung BD Biosciences
Waschlésung 1 Waschlésung 2

2 x SSC 100 ml 20 x SSC 0,1 x SSC 3 ml 20 x SSC
1 % SDS 50 ml 20 % SDS 05%SDS 15ml 20 % SDS
ad 11 A. dest. ad 600 ml A. dest.
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2.23 Klonierung

Bei der Klonierung wird eine beliebige DNA-Sequenz in einen bakteriellen Vektor integriert.
Vektoren stammen von bakteriellen Plasmiden ab und dienen als Transportvehikel zur
Ubertragung (Transformation) eines bestimmten DNA-Strangs in eine Empfangerzelle
[Avery, 1944]. Nach Einbringen der zu untersuchenden DNA in einen geeigneten Vektor wird
diese folglich in einen Wirt transformiert. Der typische Wirt ist ein Stamm des Bakteriums
Escherichia coli. Ziel einer Klonierung ist, das klonierte Gen mit Hilfe des Wirts fur weitere

Funktionsanalysen zu amplifizieren.

2.23.1 TA-Klonierung mittels des pcDNA3.1 TOPO® TA Expression Kit

Die Tag-Polymerase besitzt eine terminale Transferase-Aktivitat, bei der an die 3’-Enden
eines PCR-Produktes unspezifisch ein einzelnes A angehangt wird, welches mangels einer
Exonukleasefunktion des Enzyms nicht korrigiert werden kann. Basierend auf dieser
Transferase-Aktivitat sind die fir die TOPO-Klonierung verwendeten Plasmidvektoren so
modifiziert, dass an ihren 3’-Enden ein einzelnes T vorliegt.

Das Prinzip der TA-Klonierung mittels dieses pcDNA3.1 TA Expression Kits (Invitrogen)
beruht darauf, dass ein DNA-/nsert durch die komplementare Basenpaarbindung zwischen T
und A in den linear vorliegenden Vektor ligiert werden kann. Erganzt wird dieses System
durch die Typ-I-DNA-Topoisomerase des Vaccinia-Virus. Diese Ligaseaktivitdt des Enzyms
macht sich das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Klonierungssystem zunutze. Nach
spezifischer komplementérer Basenpaarung der TA-Uberhdnge von Vektor und Insert ligiert
die kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase | diese miteinander, wobei die
Topoisomerase-Bindung gelést und das rekombinante Plasmid zirkularisiert wird. Die
Wahrscheinlichkeit einer richtigen Insert-Orientierung liegt dabei bei 50% und muss
anschlieBend durch einen Restriktionsverdau tberprift werden.

Zur Selektion der transformierten Zellen enthalten Expressionsvektoren Resistenz-Gene
gegen unterschiedliche Antibiotika. So kénnen auf den mit Antibiotika versetzten Agarplatten
nur die Bakterien wachsen, die dieses Plasmid aufgenommen und die Antibiotika-Resistenz

erworben hatten.

2.23.2 Ligation und Transformation

Das zu klonierende PCR-Produkt (~ 8 pul) wurde mit 2yl Salz-Lésung versetzt und
anschlieBend mit 2yl des vom Hersteller praparierten pcDNA3.1-Vektors vorsichtig
vermischt und zur Ligation fir 30 min bei RT inkubiert. Fir die Transformation wurden
chemisch kompetente E. coli-Zellen (TOP10-Zellen) verwendet. Nach der Ligation wurden
8 pl des Ligationsansatzes mit den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen vorsichtig
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vermischt und far 30 min auf Eis inkubiert. W&hrend dieser Inkubationsphase erfolgte die
Anlagerung der Fremd-DNA an die Bakterienzellmembran. Durch einen Hitzeschock bei
42°C fur 30 sec wurde die Bakterienmembran so destabilisiert, dass die Aufnahme der DNA
in die Wirtszelle erfolgen konnte. Nach einer kurzen Inkubationszeit auf Eis wurde 250 pl
SOC-Medium hinzugegeben. Durch Schutteln der Bakterien bei 37°C flr eine Stunde sollten
sich die Bakterien regenerieren und mit der Expression des auf den Plasmid kodierten
Antibiotikum-Resistenz-Gens beginnen. Die Ansatze wurden schlieBlich auf Antibiotikum-
haltigen Selektionsplatten ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37°C Uber
Nacht im Bakterienbrutschrank.

Zur Kultivierung wurde eine sterile Pipettenspitze durch eine Einzelkolonie gezogen und in
mit Antibiotikum versetztes LB-Medium Uberflhrt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei
37°C in einem Inkubationsschiittler. Je nach weiterem Verwendungszweck oder
gewunschtem Volumen zur Plasmid-Isolierung wurden 5 ml (Mini) oder 50 ml (Midi) LB-
Medium angeimpft.

2.23.3 DNA-Isolierung aus Bakterienkulturen (Plasmid-Praparation)

Die DNA-Isolierung aus Bakterienkulturen erfolgte mittels des GenElute™ Plasmid Mini-Prep
Kit oder dem HiSpeed®Plasmid Midikit. Das Prinzip dieser Reagenziensysteme beruht auf der
alkalischen Lyse der Bakterienzellen [Birnboim et al, 1979], auf die die Trennung der
Plasmid-DNA von den restlichen Zellkomponenten durch spezifische Bindung an eine Silica-
Gel-Membran folgt. Die Plasmid-Préaparation einer Mini- bzw. Midi-Bakterienkultur erfolgte
nach Hersteller-Angaben. Die Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten Plasmid-DNA
erfolgte photometrisch anhand des NanoDrop ND-1000 (Kapitel 2.12).

2.23.4 Glycerolstock von transformierten Bakterien

Zur langfristigen Lagerung von transformierten Bakterien bei gleichzeitiger Beibehaltung ihrer
Vitalitdt wurden Glycerolstammlésungen angelegt, die bei -20°C und -70°C aufbewahrt
wurden. So kdénnen die entsprechenden Bakterien rekultiviert werden.

Far eine Aufbewahrung bei -20°C wurden 500 ul einer Bakterien-Kultur mit 500 ul Glycerol
versetzt. Bei einer Aufbewahrung bei -70°C wurden 200 pl Glycerin mit 800 pl Bakterien-

Kultur versetzt.
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2.23.5 Medien zur Kultivierung von Bakterien

SOC-Medium LB-Nahrboden pH 7
2,0 % Bacto Trypton 1,0 % Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt 0,5 % Hefe-Extrakt
10 mM NaCl 1,0 % NaCl
2,5 mM KCI 1,5 % (w/v)  Agar
10 mM MgCl, A. dest.; 20 min autoklavieren
10 mM MgSO, Antibiotikum
20 mM Glukose

Ampicillin-Stammlésung
LB-Medium pH7 100 mg Ampicillin
1,0 % Trypton ad 1 ml A. dest
0,5 % Hefe-Extrakt steril filtrieren; Lagerung bei -20°C
1,0 % NaCl
A dest. Kanamycin-Stammlésungq
20 min autoklavieren 10mg Kanamycin

ad 1 ml A. dest
Tab. 2.13: Verwendeter Bakterienstamm zur Klonierung
Bakterium | Stamm Genotyp Firma

ool | Topio | DANMTISNS o0) 0%0alIS NEOTE AT iniragon
Tab. 2.14: Verwendete Klonierungsvektoren
Bezeichnung Beschreibung GroBe Firma

pcDNA 3.1 V5/His T7 Promotor, BGH Promotor, neoR, ampR, pUC Origin,

1 Origin, SV40 Origin 5523 bp | Invitrogen

pcDNA3.1 myc/His T7 Promotor, BGH Promotor, neoR, ampR, pUC Origin,

1 Origin, SV40 Origin 5500 bp | Invitrogen

2.24 Restriktionsverdau von DNA mittels Endonukleasen

Die Restriktion von DNA beruht auf dem Einsatz spezifischer Restriktionsenzyme, die
normalerweise in Bakterienzellen fremde, eingedrungene DNA, z. B. von Phagen, unter
Schonung des eigenen Genoms zerschneiden [Nathans et al., 1975]. Sie weisen eine hohe
Spezifitdt der Substrat- und Basenerkennung auf und bauen spezifisch interne
Phosphodiester-Bindungen eines DNA-Molekils ab. Die Erkennungssequenzen bestehen
meist aus palindromischen Sequenzen von vier bis acht Basenpaaren. Ein
Restriktionsenzym kann sogenannte sticky ends mit einem Uberhang oder blunt ends mit
bindigem Schnitt erzeugen.
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Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden Uberwiegend von der Firma New England
Biolabs bezogen und sind Tabelle 2.16 zu entnehmen. Unter Berlcksichtigung der
Herstellerangaben zu den einzusetzenden Puffern und den Enzym-Konzentrationen wurde

ein Restriktionsansatz zusammengestellt (Tab. 2.15).

Tab. 2.15: Reaktionsansatiz fiir einen Restriktionsverdau

Komponente Mengenangabe
Puffer (10 X) 3 ul

BSA (10 X) 3ul
Restriktionsenzym 1 pl [10.000 U/ml]
DNA ~ 800 ng

H.O Add 30 ul

> 30 pl

Die Inkubation erfolgte in der Regel bei 37°C fur mehrere Stunden oder Uber Nacht.
AnschlieBend wurde der Verdau auf ein Agarose-Gel aufgetragen und die gewlinschten
Banden konnten flir weitere Zwecke wie z.B. Ligation oder Sequenzierung ausgeschnitten
und aufgereinigt werden.

Tab. 2.16: Tabellarische Zusammenfassung der verwendeten Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Konzentration Firma
BamHI 5...GYGATCC...3’ 20.000 U/ml NEB
Baglll 5...AYGATCT...3’ 10.000 U/ml NEB
Bsiwi 5...CYGTACG...3’ 10.000 U/ml NEB
BsrGl 5..TYGTACA...3’ 10.000 U/ml NEB
Bsu361 5'...CCYTNAGG...3’ 10.000 U/ml NEB
EcoRI 5...GYAATTC...3’ 20.000 U/ml NEB
EcoRV 5...GATYATC...3’ 20.000 U/ml NEB
Hindlll 5...AYAGCTT...3’ 20.000 U/ml NEB
Hphl 5...GGTGA(N)"...3’ 5.000 U/ml NEB
HpyCH4lll 5...ACNYGT...3’ 5.000 U/ml NEB
Kpnl 5...GGTAC'C...3’ 10.000 U/ml NEB
Mfel 5...CYAATTG...3’ 10.000 U/ml NEB
Notl 5...GCYGGCCGC...3’ 10.000 U/ml NEB
Pmel 5...GTTTYAAAC...3’ 10.000 U/ml NEB
PshAl 5...GACNNYNNGTC...3’ 10.000 U/ml NEB
Pstl 5...CTGCA'G...3’ 20.000 U/ml NEB
SanDI 5...GGYG(A/T)CCC ...3’ 10.000 U/ml Stratagene
Sbfl 5...CCTGCA'GG...3’ 10.000 U/ml NEB
SgrAl 5'...C(A/G)YCCGG(C/T)G...3’ 10.000 U/ml NEB
Xbal 5..TYCTAGA...3’ 20.000 U/ml NEB
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2.25 Einfuhrung von Mutationen in Wildtyp-Expressionsvektoren — PCR-Mutagenese

Das Prinzip der PCR-Mutagenese besteht darin, eine bestimmte Mutation an einer
definierten Stelle einer Wildtypsequenz einzuflhren [Hutchison et al., 1978]. Dies erfolgt in
der Regel mit zwei komplementdren modifizierten Primern (P2 und P3), die jeweils die
gewinschte Mutation beinhalten. Sie dienen dazu, jeweils mit einem genspezifischen Primer
(P1 und P4) ein modifiziertes PCR-Produkt zu erzeugen, welches die Mutation beinhaltet.
Dieses PCR-Produkt dient wiederum als Template und wird mit den auBen liegenden
Primern (P1 und P4) in einer PCR zu einem Fusions-Produkt amplifiziert. Das Prinzip dieser
PCR ist in Abbildung 2.3 schematisch dargestellt.

Das die Mutation enthaltende PCR-Produkt kann anschlieBend mittels Restriktionsenzymen
verdaut und zur Ligation (74 Ligase; Roche) eingesetzt werden.

P1 P3
—» —p
5 3
3 5
P2 P4
P1+ le lpa +P4
1. PCR 2. PCR
5 3 5 3
3 5 3 5
Produkt 1 Produkt 2
P1+P4 Produkt 1 + 2
3. PCR (Fusions-PCR)
5 3y —

3 5

F

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Prinzips einer PCR-Mutagenese

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Konstrukte und die dazugehdérigen Primer sind in
den Tabellen 2.17 und 2.18 sowie im Anhang Tabelle 7.4 aufgefihrt. Die
Expressionsvektoren mit myc-markiertem Wildtyp-LRP5 (pcDNAS3.1-LRP5-full-length und
pcDNAS3.1-LRP5AC-truncated ohne Transmembran und cytosolische Domane) wurden von
Prof. Matthew Warman (Department of Genetics and Center for Human Genetics, Case
School of Medicine and University Hospital of Cleveland, Cleveland, Ohio,USA)
bereitgestellt.
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Tab. 2.17: Mittels PCR-Mutagenese generierte LRP5-Konstrukte

Mutagenese-Primer (P1-P4) Ziel-
Konstrukt Enzyme
P1 P2 P3 P4 Konstrukt
Muts_ 3er-Allel-R
6 Leu 6er-Allel-R
; - cDNAS3.1-
TLeu 1) Rpspia-F1 [LOPAIRER | o MuteF | LRP5D13-RI P Rpe
8 Leu 8er-Allel-R Hindlll + (WTa)
: 9L
10 Leu 10er-Allel-R BsiWi Full-length
11 Leu 11er-Allel-R -myc/His
A29T LRP5-D13-F1 | Pkt-Mut1-R | Pkt-Mut1-F | LRP5-D13-R1

Tab. 2.18: Durch RT-PCR aus Patienten-RNA und Restriktionsverdau generierte LRP5-Mutations-Konstrukte

Primer .
Konstrukt zur RT-PCR aus Patienten RNA Enzyme Ziel-Konstrukt
Ex14_16del MUT-EX14-16-F3 + MUT-EX14-16-R2-R3 | SanDI pCDNf\\,e;g;)LRP 5
Full-length
p.E528_V529ins21 | LRP5-cDNA-EX5-F + LRP5-cDNA-Ex10-R1 | PshAl _ﬁ]yc/Hﬁ’S

Alle in Tabelle 2.17 aufgeflhrten Konstruktvarianten wurden anhand eines Bsu361/Bglll-
Restriktionsverdaus sowie das p.E528 V529ins21-Konstrukt mittels eines Pshl-Verdaus in
das pcDNABS.1-LRP5-AC-myc/His-Konstrukt (truncated) umkloniert.

2.26 Zellbiologische Methoden
2.26.1 Kultivierung von Saugerzellen

Aufgrund der allgemein hohen Anfélligkeit von S&ugerzellen fir Kontaminationen durch
Bakterien oder Pilze wurde bei der Kultivierung ausschlieBlich unter der Sterilbank gearbeitet
sowie sterile Lésungen und Gerate verwendet. Des Weiteren wurden dem verwendeten
Medium (DMEM; Lonza) die Antibiotika und -mykotika Penicillin, Streptomycin und
Amphotericin B zugeflgt. Das Medium enthielt auBerdem das am haufigsten verwendete
Serum-Supplement Fotales Kélberserum (FKS). Als Zusatz zu Zellkulturmedien liefert es
Transport- und Bindungsproteine, Anheftungsfaktoren, niedermolekulare Na&hrstoffe,
Hormone und Wachstumsfaktoren sowie ein breites Spektrum an Makromolekdlen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hek293T-Zellen (humane, embryonale Nierenzellen) und
Osteosarkomzellen (SaOs2 und HOS) bei 5% CO; und 37°C in 10 cm-Kulturschalen in
einem Brutschrank kultiviert. Um ein Uberwachsen und folglich das Sterben der kultivierten
Zellen zu verhindern, musste das Kulturmedium regelmaBig gewechselt und die Zellen
regelmaBig verdinnt werden. Dabei wurde ein kleiner Teil der Zellen in eine neue Schale mit
frischem Medium Uberfiihrt und so ein Uberwachsen verhindert. Das verbrauchte Medium
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wurde abgesaugt und die Zellen mit sterilem 1 X PBS gewaschen. Durch Zugabe von
Trypsin-EDTA wurden die adhdrent wachsenden Zellen vom Schalenboden gelést. Mit
Zugabe von frischem Medium wurde die Wirkung von Trypsin abgestoppt. Mittels
wiederholtem Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen innerhalb des Mediums verteilt und
vom Zellboden geldst. Aus diesem Ansatz wurde die gewlinschte Menge an Zell-Suspension

in eine neue Kulturschale Gberfiihrt und mit Medium verdiinnt und im Brutschrank kultiviert.

2.26.1.1 Medien zur Kultivierung von Saugerzellen

Kultivierungsmedium 10 X PBS (pH 7)

DMEM Lonza 80,09 NaCl

FKS Invitrogen 209 KCI

Penicillin / Streptomycin Sigma 14,4 g Na,HPO,

Amphotericin B Sigma 249 KH,PO,
ad 11 A. dest.

Trypsin-EDTA (1X) Sigma autoklavieren

2.26.2 Transfektion

Zur Funktionsanalyse eines Gens, das in einem eukaryotischen Expressionsvektor integriert
wurde, kann dieses in einem Zellkultursystem exprimiert werden. Es gibt verschiedene
Methoden zellfremde DNA in Zellen einzubringen (Transfektion). Die im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Lipofektion-Permeabilisierung basiert auf artifiziellen DNA-enthaltenden
Liposomen (Lipofectamine™2000, Invitrogen). Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass
ein positiv geladenes Lipidmolekdl mit negativ geladener DNA assoziiert und so einen
Liposom-Nukleinsdure-Komplex bildet [Felgner et al, 1987]. Durch die positive
Gesamtladung des Komplexes wird eine hohe Transfereffizienz erreicht. Die enge
Assoziation des Komplexes mit der negativ geladenen Membran der Zielzelle fiuhrt
schlieBlich zur Aufnahme der DNA durch Endozytose in die Sdugerzelle.

2.26.2.1 Transfektion von Plasmid-DNA mittels Lipofectamine™2000 (Invitrogen)

Die zu transfizierenden Hek293T-Zellen wurden am Abend vor der Transfektion ausgesat.
Zur Transfektion von Plasmid-DNA wurde diese mit OPTIMEM (Gibco) gemischt und 5 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Parallel dazu wurde Lipofectamine™2000 mit OPTIMEM
in einem seperaten ReaktionsgefédB vermischt und ebenfalls fir 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden beide Gemische zusammenpipettiert und fir 20 min bei RT inkubiert.
In Abhangigkeit des Versuchs wurden entsprechende Mengen an Zellen ausgesat und

entsprechende Plasmidmengen transfiziert.
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Tab. 2.19: Transfektionstabelle mit LipofectamineTM2000 (Invitrogen). In Abhé&ngigkeit der Zellmenge wurden
entsprechende Kulturschalen sowie Mengen an Plasmid-DNA, OPTIMEM und LipofectamineTM2000 verwendet

Schale Zellmenge mz:ﬂ";di’[‘m A | OPTIMEM | | Lipofectamine | OPTIMEM Eﬂ'ﬂusatze Endvolumen
24-well 15x10° | 300-450 ng 50 l 1,5l 50 l 150 250

8-well 5,0 x 10° 1 g 250 l 10 4l 250 ul 500 ul 1ml

10 cm Schale |1 5x 107 6 ug 1500 pl 35 pl 1500 pl 3000 pl 6 mi

Da Antibiotika und -mykotika sowie FKS die Transfektionseffizienz beeintrachtigen kénnen,
wurden die Zellen vor der Transfektion in serumfreies Medium Uberfihrt. AnschlieBend
wurde das Plasmid-Lipofectamine-Gemisch vorsichtig auf die Zellen gegeben und diese im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fiinf Stunden nach der Transfektion wurde die
FKS hinzugeben.
Inkubationszeit von 24 bis 48 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen fur

doppelte Menge an Medium mit 20% Nach der gewilnschten

funktionelle Analysen verwendet.

2.26.2.2 Transfektion von siRNA mittels Dharmafect® (Thermo Scientific)

Die Transfektion von siRNA (small interfering RNAs; validiert und Customer designed,
Qiagen) mittels Dharmefect erfolgte nach dem gleichen Prinzip und Protokoll wie unter
Kapitel 2.26.2.1 beschrieben. Entsprechende Mengen sind der Transfektionstabelle 2.20 zu

entnehmen.

Tab. 2.20: Transfektionstabelle mit Dharmafect® mit Angabe der GréBe der Kulturschale, Zellmenge, Menge an
siRNA sowie Volumina an OPTIMEM und Dharmafect

Menge an DMEM
Schale Zellmenge SiRNA OPTI MEM Dharmafect OPTIMEM +10 % FKS Endvolumen
24-well 1,0 X 10° 25 pl [2uM] 25 pl 1,6 i 485 yl 400 pl 500 pl
6-well 1,6x10° 200 pl [1pM] 200 pl 6,0l 194.0 pl 1600 pl 2ml
Nach 15 min Inkubation wurde DMEM mit 10% FKS zum siRNA-Dharmafect-Gemisch

pipettiert und dann vorsichtig auf die Zellen gegeben und diese fir 48 Stunden im

Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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2.26.3 Zell-Ernte und -Lyse

Nach Transfektion und einer Inkubationszeit von 24 bis 48 Stunden wurden die Zellen fir
weitere funktionelle Analysen (z.B. Westernblot-Analyse, etc.) geerntet und lysiert. Dies
erfolgte je nach Verwendungszweck der Lysate mittels eines geeigneten Lysis-Puffers (z.B.
RIPA-Puffer, usw.). Dazu wurden die Zellen zun&chst mit kaltem 1 x PBS gewaschen und
anschlieBend mit dem entsprechenden Lysis-Puffer versetzt. Nach kurzer Inkubationszeit auf
Eis wurden die so lysierten Zellen fur weitere Versuche eingefroren. Das Einfrieren erhdht
den Lysis-Effekt und erzielt somit eine bessere Zuganglichkeit zu den Proteinen.

2.26.3.1 Loésungen zur Zellernte

RIPA-Puffer pH 8.6 Passive Lysis Puffer Promega

150 mM NaCl

1% IGPAL Ladepuffer

0,5 % DOC 1000 pl  NuPage®LDS Ladepuffer (4X)

0,1 % SDS 200 ul  B-Mercaptoethanol

50 mM Tris 200 ul  Protease Inhibitor Cocktail
600 ul H,O

2.27 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit (Pierce Chemical), bei
der nach Herstellerangaben vorgegangen wurde. Die Messung erfolgte am NanoDrop ND
100 mit Hilfe einer BSA-Eichkurve.

2.28 Westernblot-Analyse

Jede im Rahmen dieser Arbeit zur Westernblot-Analyse eingesetzte Proteinprobe wurde 1:1
mit einem 2 x Ladepuffer bestehend aus SDS-Ladepuffer (Invitrogen), B-Mercaptoethanol
(Auffaltung von Disulfidbriicken) und Protease Inhibitor (Roche) versetzt, 5 min bei 95°C
denaturiert und anschlieBend elektrophoretisch in einem SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt.

2.28.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine kénnen (dber ein SDS-Polyacrylamid-Gel nach ihrer MolekulargréBe
elektrophoretisch aufgetrennt werden [Laemmli, 1970]. Obwohl bei einer Elektrophorese mit
Polyacrylamid die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine sowohl von ihrer Ladung als
auch von ihrer GréBe abhangig ist, kann die Ladung der Proteine vernachlassigt werden, da
SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) im UberschuB hinzugefiigt wird. Das anionische Detergenz
SDS bindet in einem Verhaltnis von etwa 1,4:1 (w/w) an hydrophobe Regionen der Proteine,
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wodurch ihre urspriingliche Ladung von der negativen Ladung des SDS Uberdeckt wird. Die
Mobilitéat der aufzutrennenden Proteine wird demnach in erster Linie durch die Masse des
SDS-Protein-Komplexes bestimmt. Das Tragermaterial der SDS-PAGE ist Polyacrylamid.
Durch die Polymerisation von Acrylamid (AA) und die Vernetzung mit Methylen-Bisacrylamid
(BIS) entsteht ein Polyacrylamid-Gel. Tetramethylethyldiamin (TEMED) katalysiert dabei als
Starter eine Radikalkettenreaktion, wodurch Ammoniumpersulfat (APS) mit H,O freie
Radikale bildet. Diese reagieren mit AA zu Acrylamidradikalen, die sich mit weiteren
Radikalen zu lange Ketten schlieBen. Das Co-Polymerisat BIS formt schlieBlich mit AA
Netzstrukturen. Die Porenweite eines Polyacrylamid-Gels hangt von der AA-Konzentration
ab. Das Verhéltnis von AA und BIS bleibt dabei konstant. Je héher der prozentuale Anteil an
AA innerhalb eines Gels ist, desto engmaschiger ist es. Bei einer diskontinuierlichen
Elektrophorese verfligen Polyacrylamid-Gele oftmals Uber verschiedene PorengrdBen,
wodurch eine scharfe Auftrennung der Proteine erreicht werden kann. Das im Rahmen
dieser Arbeit verwendete NuPage™3-8% Tris-Acetat-Gel besitzt einen Gradienten an AA.
Mit einem AA-Anteil von 3% im oberen Gelbereich sind die Poren relativ groB3, wahrend die
Porengr6Be mit der kontinuierlichen Zunahme des AA-Anteils bis auf 8% abnimmt. Die
Auftrennung der denaturierten Proteine erfolgte in einem von der Firma Invitrogen
vertriebenen System. Sowohl die Elektrophorese der Proteine als auch der daran
anschlieBende Transfer dieser auf eine PVDF-Membran wurden in einer XCell SureLock ™-
Minizelle durchgefiihrt. Das kommerzielle NuPage™3-8% Tris-Acetat-Gel wurde dazu in das
System eingespannt und die Kammern mit dem entsprechenden Laufpuffer geflillt.
AnschlieBend wurden 5 ug der zuvor denaturierten Proteinproben sowie 10 yl des Novex
Protein-Markers (Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 200 Volt fir 55 min.

2.28.2 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) transferiert (Blotten), um sie so fur Antikérper frei
zuganglich zu machen. Dabei wanderten die negativ geladenen Proteine durch ein
angelegtes elektrisches Feld aus dem Gel auf die PVDF-Membran. Vor dem sogenannten
Blotten wurde die auf die GréBe des Gels zugeschnittene PVDF-Membran zur Erhéhung der
Transfereffizienz fir 30 sec in Methanol inkubiert. Nach kurzem Waschen der Membran in
H,O schloss sich eine Aquilibrierungsphase von mindestens 15 min in Transferpuffer an. Die
Membran wurde anschlieBend, von Blotting-Polstern und Filterpapieren umgeben, so in das
XCell™-1I-Blot-Modul eingesetzt, dass sich die Proteine vom Gel in Richtung Anode
bewegen und auf der Membran gebunden werden. Der Transfer erfolgte fir 1 Stunde 15 min
bei 32 Volt und 210mA.
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2.28.3 Substanzen zur Western-Blot-Analyse (Amersham Biosciences; Invitrogen)

Hybond™-P PVDF Membran Novex®Sharp Standard (Protein-Leiter)
NuPage™ 3-8 % Tris-Acetate Gel NuPage®-Tris-Acetate SDS Laufpuffer (20x)
NuPage®SDS Ladepuffer (4X) NuPage® Transferpuffer (20X)
Laufpuffer A Transferpuffer
40 ml  (20X) Tris-Acetate SDS Laufpuffer 25ml (20X) NuPage® Transferpuffer
ad 800 ml A. dest 50 ml Methanol

500 pl Antioxidanz

Laufpuffer B
200 ml Laufpuffer A
500 pl Antioxidanz

ad 500 ml A. Dest

2.28.4 Immunoblot-Chemilumineszenz-Detektion

Die geblotteten Proteine konnten anschlieBend mittels spezifischer Antikérper-Bindung
analysiert werden. Die Detektion der an die PDVF-Membran gebundenen Proteine erfolgte
durch eine Immunoblot-Chemilumineszenz-Detektion. Das Prinzip beruht dabei auf dem
Einsatz zweier verschiedener Antikérper. Der Primar-Antikdrper erkennt spezifisch das zu
untersuchende Protein, indem er an das fur den Antikérper spezifische Epitop bindet. Dieses
kann entweder genspezifisch oder spezifisch fir einen sogenannten Protein-Affinitéts- Tag
(wie c-myc oder His) sein, welcher im Expressionsvektor enthalten ist. Gegen diesen ist der
Sekundar-Antikérper, an den zusétzlich das Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse-radish
peroxidase, HRP) gekoppelt ist, gerichtet. Durch die Einwirkung der HRP kommt es beim
ProzeB der Chemilumineszenz zu einer oxidativen Freisetzung von Stickstoff aus Luminol.
Dies fUhrt zu einer Abstrahlung von Lichtenergie, wobei das emittierte Licht eine Wellenlange
von 400 bis 700 nm hat. Durch Auflegen eines Réntgenfilms kann das AusmaB der Reaktion
quantifiziert werden. Je starker die Oxidation, desto intensiver ist die Schwarzfarbung.

2.28.5 Immunoblot

Nach dem Transferproze der Proteine auf die PVFD-Membran wurden die Proteine mittels
Bindung von spezifischen Antikérpern analysiert. Die Membran wurde dazu nach dem
Proteintransfer zur Entfernung des Methanols kurz mit Aqua dest. gewaschen. Zum Blocken
von Bindestellen fir unspezifische Antikorper-Reaktionen wurde die Membran fir
eine Stunde in einer TBS-L6sung mit einem Milchpulver-Anteil von 6% auf einem Schittler
inkubiert.
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Die Bindung der Primar-Antikérper erfolgte in einer mit den entsprechenden Antikdrper
versetzten 3%igen Milchpulver-TBST-Lésung bei 4°C Uber Nacht auf einem Rollator.

TBS-(T) pH-Wert 7,56 Blockierungslésung A
20 mM Tris 6 % Milchpulver in TBS
137 mM NaCl
(0,5 % Tween 20) Blockierungsléosung B
A. dest 3%  Milchpulver in TBS-T

Tab. 2.21: Zur Immunodetektion verwendete Antikérper

Antikérper Verdiinnung Isotyp Firma
a-B-Aktin 1:20.000 1gG2a Sigma

a-Calnexin 1:1.000 9G4 BD Biosciences
a-LRP5/6 1:250 [e[CPS Calbiochem

a-c-myc 1:1.000 l9G1 Santa Cruz Biotechn.
a-V5 1:2.500 [s[CPN Invitrogen

a-Maus 1:5.000 IgM-HRP-Ziege | Perbio

Nach der Inkubation wurden alle nicht gebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen
fir jeweils 5min in TBST entfernt. AnschlieBend erfolgte die Bindung des Sekundér-
Antikérpers (a-Mouse-HRP; 1:5.000) in einer 3%igen Milchpulver-TBST-L&sung. Nach einer
Inkubation von einer Stunde auf einem Rollator bei RT wurde die Membran zur Beseitigung
ungebundener Antikdrper erneut dreimal fir 5 min in TBST gewaschen und zur Detektion mit

Chemilumineszenz eingesetzt.

2.28.6 Chemilumineszenz-Detektion

Die Membran wurde anschlieBend mit der Proteinseite nach oben auf eine Glasplatte gelegt
und die Chemilumineszenz-Lésung, ein Gemisch aus Luminol und einem Peroxidpuffer in
einem Verhaltnis von 1:1, gleichmaBig aufgetropft. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT
wurde die Membran abgetropft, in Folie eingepackt und in eine Filmkassette eingelegt. Zur

Quantifizierung wurde jeweils ein Réntgenfilm fir unterschiedliche Zeitraume exponiert.
Chemilumineszenzlésung

750 ul Super Signal® West Dura Luminol/Enhancer Solution Perbio
750 ul Super Signal® West Dura Stable Peroxide Buffer Perbio
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2.29 Luciferase Reporter Assay

Zur funktionellen Analyse von LRP5 (low-density lipoprotein receptor-related protein 5) sowie
verschiedener Varianten und Mutationen dieses Transmembranrezeptors wurde ein
Luciferase Reporter Assay durchgefuhrt [Ai et al., 2005]. Reportergen-Systeme werden z.B.
zur Analyse von Rezeptoren, Transkriptonsfaktoren und des intrazellularen Signaling
eingesetzt. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Luciferase Reporter Assay (Promega)
macht sich die Firefly-Luciferase als Reportergen zunutze. Die Firefly-Luciferase ist ein
Enzym des Glihwirmchens Photinus pyralis, das bei der Katalyse einer Oxidationsreaktion
Licht emittiert, welches mit Hilfe eines Luminometers gemessen werden kann.

Das Prinzip des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Luciferase Reporter Assays zur
Analyse der WNT/NDP-Signaltransduktionsaktivitat von LRP5 bzw. seinen Varianten ist in
Abbildung 2.4 dargestellt. Im inaktiven Zustand dieser WNT/NDP-Signalkaskade sind FZD
und LRP5 ungebundenen. Dadurch liegt B-Catenin durch Bindung an den ternéren
Degradationskomplex bestehend aus Axin, GSK3 und APC in einem phosphorylierten
Zustand vor und wird Uber den Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg inhibiert. Es findet keine
Transkription im Zellkern statt. Die Aktivierung des Signalweges wird durch Bindung von
Norrin oder WNT an den Rezeptor Frizzled und den Co-Rezeptor LRP5 erreicht (Kapitel 1.8).
Im Rahmen des hier verwendeten Luciferase Assays wurden Expressionsvektoren vom
Wildtyp-LRP5 bzw. einer zu analysierenden Mutation oder Variante von LRP5 transient in
Hek293T-Zellen transfiziert und dadurch CUberexprimiert. Durch Co-Transfektion von
Expressionsvektoren mit NDP und FZD4 wurde der WNT/NDP-Signaltransduktionsweg in
Abhangigkeit von LRP5 aktiviert. Dadurch unterbleiben die Phosphorylierung und somit auch
der proteolytische Abbau von B-Catenin. Dies flhrte zu einer Akkumulation von B-Catenin im
Cytosol und seiner Translokation in den Zellkern, wo es an den Transkriptionsfaktor TCF
binden und die Transkription des Zielgens, der ebenfalls co-transfizierten Firefly-Luciferase-
Konstrukte, aktivieren konnte. Das hier verwendete Firefly-Luciferase-Reportergen-Konstrukt
(Topflash TCF Reporter Plasmid; Upstate) enthalt im Promoterbereich mehrere TCF-
Bindungsstellen und wird somit im Falle einer aktivierten Signaltransduktion transkribiert. Die
Aktivitdt der Luciferase und damit auch die transkriptionelle Aktivierung wurden
luminometrisch  bestimmt. Die gemessene Luciferase-Aktivitdt lieferte wiederum
Rlckschlisse Uber die Fahigkeit des exogen zugefihrten LRP5-Proteins zur
Signaltransduktion.
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Prinzips des WNT/NDP-Signaling Luciferase Reporter Assays zur
Analyse der LRP5-Signaltransduktion. A: Inaktiver Zustand. Bei ungebundenem LRP5 und Frizzled an Norrin und
WNT ist B-Catenin im phosphoryliertem Zustand inhibiert. Es findet keine Transkription im Zellkern statt. B: Nach
Aktivierung der WNT-Signaltransduktion durch Bindung von Norrin oder eines WNT-Proteins an den Rezeptor
Frizzled und dem Co-Rezeptor LRP5, wird die Phosphorylierung von B-Catenin aufgehoben, wodurch es in den
Zellkern gelangt, an den Transkriptionsfaktor TCF bindet und durch seine transaktivierende Doméne die
Transkription der Luciferase initiiert. APC = adenomatous polyposis coli; B-cat = B-Catenin; CBP = CREB-
Bindeprotein; CK = Casein Kinase; DSH = Dishevelled; GBP = GSK3-Bindeprotein; GSK = Glykogen Synthase
Kinase; LRP = Low Density Lipoprotein Rezeptorprotein; P = Phosphorylierung; TCF = Transkriptionsfaktor [Moon
et al.; 2004; modifiziert].

Hek293T-Zellen wurden in einer 24-well Platte mit einer Dichte von 1,5 x 10° Zellen ausgesét
und mit dem zu untersuchenden LRP5-Expressionsvektor (LRP5-WT, -Mut bzw. LRP5L) und
den Expressionskonstrukten fir Norrin (NDP), Frizzled-4 (FZD4), der Firefly- und Renilla-
Luciferase transient co-transfiziert. Zusatzlich wurde jeder Transfektionsansatz mit dem
Expressionskonstrukt des Chaperons Mesoderm development candidate 2 (MESDC2) co-
transfiziert, welches fur die korrekte Faltung von LRP5 notwendig ist [Hsieh et al., 2003; Ai et
al., 2005]. Nach einer Inkubationszeit von 30 Stunden wurden die transfizierten Zellen mit
100 pl Passive Lysis-Puffer lysiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die Zellen Uber
Nacht eingefroren. SchlieBlich wurde die Firefly-Luciferase-Aktivitat jeder einzelnen Probe
anhand des Dual-Luciferase® Reporter Assay System Kits (Promega) in einem GloMax™ 96
Microplate Luminometer (Promega) gemessen. Dieses System erméglicht die sequentielle
Bestimmung der Firefly-(Photinus pyralis) und der Renilla-(Renilla reniformis) Luciferase in
einer Probe. Letztere ist unabh&ngig vom oben beschriebenen Signaltransduktionsweg und
diente als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz und zur Normalisierung. Zur Kontrolle
der eingesetzten Mengen an Zell-Lysaten wurde die Expression der einzelnen Proteine
mittels Westernblot-Analyse untersucht.
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2.30 AQuantifizierung der Westernblot-Signalintensitaten

Zur Quantifizierung der Westernblot-Signalintensitdten von LRP5 wurden diese und die von
B-Aktin anhand des Quantity Ones Basic Systems (version 4.5.1; BioRad) digital gemessen.
Die gemessenen Werte der LRP5 Signale wurden erst durch die Mittelwerte der
entsprechenden Renilla-Luciferase-Werte (aus dem Luciferase Reporter Assay) dividiert und
diese schlieBlich durch die B-Aktin-Werte geteilt. So wurden alle Werte zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz sowie zur Kontrolle der aufgetragenen Menge an Proteinen

normalisiert.

2.31 N-Glykosylierung

Zur Untersuchung einer mdéglichen N-Glykosylierung eines Proteins kann ein einfacher N-
Glykosidase-Verdau durchgefiihrt und anschlieBend (ber einen Westernblot analysiert
werden. N-glykosilierte Proteine weisen nach dieser Behandlung mit N-Glykosidase ein
geringeres Molekulargewicht als unbehandelte auf. Unglykosilierte Proteine dagegen dirften
trotz N-Glykosidase-Behandlung keinen Unterschied im Molekulargewicht aufzeigen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Hek293T-Zellen mit LRP5-Expressionsvektoren
(LRP5-WTg_ bzw. LRP5-Muts) und dem Expressionsvektor fir MESDC2 (Kapitel 2.29)
transient transfiziert und nach 24 bis 48 Stunden Inkubation mit RIPA-Puffer lysiert. Das Zell-
Lysat (19,5 pl) wurde mit 5 pl B-Mercaptoethanol-haltigem SDS-PAGE Puffer (5x) gemischt
und fir 30 min bei RT inkubiert. Zu diesem Mix wurde anschlieBend 20 ul PNGase
Reaktionspuffer (2,5x) (NEB) hinzugegeben und fir 5 min bei 100°C erhitzt. AnschlieBend
wurde die Probe mit 5 pl NP-40 und 1 pl (500 Units) N-Glykosidase F (PNGase F; NEB)
versetzt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Analyse der N-Glykosidase behandelten
Proben erfolgte mittels Westernblot.

2.32 Ultrazentrifugation

Zur subzellularen Fraktionierung von cytosolischen und membransténdigen Proteinen wurde
die Methode der Ultrazentrifugation angewendet. Dabei wurden die Zellbestandteile nach
einer schonenden Homogenisierung in einem Sucrose-Puffer nach ihrer GréB8e und Dichte
durch Zentrifugation aufgetrennt [Marsh et al., 1987].

Hek293T-Zellen wurden in einer 10 cm Schale kultiviert und mit jeweils 2 ug des
Expressionsvektors flr das zu untersuchende Protein (LRP5-WTg_bzw. eine LRP5-Mutante)
sowie des Expressionskonstrukts des Chaperons MESDC2 (Kapitel 2.29) transient
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in eiskaltem 1 x PBS gewaschen und fur
10 min bei 500 x g und 4°C pelletiert. Das Zell-Pellet wurde in 2,7 ml Sucrose-Puffer und
300 ul Protease Inhibitor resuspendiert und in einen Glaskolben Gberfihrt. Durch Auf- und

45



MATERIAL UND METHODEN

Abziehen des Pistills (ca. 20-30x) wurden die Zellen lysiert. Zell-Trimmer wurden durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 700 x g und 4°C pelletiert und verworfen. Der Uberstand wurde
in ein Beckmann-Reaktionsgefa3 Uberfihrt, das der hohen Zentrifugalkraft in der
Ultrazentrifuge standhélt. Dabei war es wichtig, den Uberstand ganz vorsichtig und nicht
vollstandig abzunehmen, damit kein unnétiger Zell-Schutt das Ergebnis verfélschen kénnte.
Die Probe wurde dann fir 30 min bei 45.000 x g in einer Optima™ Max Ultracentrifuge
(Beckman Coulter) zentrifugiert. Wahrend der Ubestand die cytosolischen Proteine
beinhaltete, wurden die Membranproteine pelletiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in
RIPA-Puffer resuspendiert und zusammen mit der cytosolischen Fraktion zur Westernblot-
Analyse eingestezt. Als Kontrollen einer erfolgreichen Trennung von cytosolischen und
membransténdigen Proteinen dienten Antikérper gegen das Membranmarkerprotein
Calnexin und das cytosolische Protein 3-Aktin.

2.32.1 Sucrose-Puffer fur die Ultrazentrifugation

0,25M Sucrose

10 mM Triethanolamin pH 7.8
10 mM Essigsaure

1 x Protease inhibitor cocktail

2.33 Secretion Assay

Zur Analyse des intrazellularen Transports von LRP5 bzw. seinen Mutanten und Varianten
wurden Hek293T-Zellen mit Expressionvektoren kodierend fur LRP5-Wildtyp und die
verschiedenen LRP5-Mutanten  (LRP5AC-Konstrukte ohne  Transmembran- und
cytoplasmatische Domane) sowie des Expressonsvektors des Chaperons MESDC2 (Kapitel
2.29) mittels Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) transient transfiziert [Ai et al, 2005]. Durch
Fehlen der Transmembrandomane, sollte LRP5 bei korrekter intrazellularem Transport in
den Uberstand (Condtioned Medium) sezerniert werden. Dazu wurde das Kulturmedium
jeder Schale 24 Stunden nach der Transfektion durch 1 ml serumfreies DMEM auswechselt
und die Zellen fir weitere 24 Stunden inkubiert. Durch diesen Mediumwechsel waren die
Proteinmengen vom Zeitpunkt 0 bis zum Zeitpunkt 24 aller Proben &aquivalent. Das
Conditioned Medium (CM) wurde schlieBlich in ein ReaktionsgefaB Uberflhrt und die Zellen
in 1 ml RIPA-Puffer lysiert (LY). Sowohl die CM- als auch die LY-Proben wurden mit SDS-
Ladepuffer versetzt und Uber Westernblot-lmmunodetektion mittels eines LRP5-Antikérpers
(Calbiochem) analysiert.
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2.34 In silico-Analyse von Poly-Leucin-Signalpeptiden im humanen Genom

In Zusammenarbeit mit Dr. Jan Freudenberg aus dem Center for Genomics and Human
Genetics des Feinstein Institute for Medical Research (North Shore—Long Island Jewish (LIJ)
University Hospital, Manhassat, New York, USA) wurde in silico genomweit nach Poly-
Leucin-Signalpeptiden gesucht. Humane autosomale Gene wurden anhand der Ensembl
Datenbank (Version 37.35) ermittelt und tber ein Signalpeptid-Pradiktionsprogramm gefiltert
[Emanuelsson et al., 2007]. Die genomischen Sequenzen der gefilterten Proteine mit
pradiziertem Signalpeptid sowie eine mdgliche Annotation repetitiver Sequenzen wurden
Uber den UCSC Genome Browser (University of California, Santa Cruz) erhalten. Die
Repeat-Annotationen wurden auBerdem Uber die beiden Tools des RepeatMasker
(www.repeatmasker.org) sowie TandemRepeatFinder [Benson, 1999] genauer analysiert.
SchlieBlich wurden einige dieser bioinformatisch ermittelten Leucin-Repeats innerhalb eines
Signalpeptids eines Gens anhand von PCRs mit fluoreszenz-markierten Primern
genotypisiert (Kapitel 2.21 und 3.2.3).

2.35 Statistische Auswertungen

Statistisch auszuwertende Experimente wurden in mehreren unabhangigen Laufen und
Mehrfachmessungen durchgefiihrt. Daraus konnten Mittelwerte und entsprechende
Standardabweichungen berechnet werden. Mit Hilfe des Student’s T-Test (Excel, Microsoft
Office) wurde eine mdgliche statistische Signifikanz der Ergebnisse in Bezug zu
entsprechenden Kontrollen ermittelt. Die p-Werte sind in den Diagrammen mit einem Stern
(*) markiert. Es gilt: * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Familie #1
3.1.1 Genomweite Kopplungsanalyse (Linkage Analysis)

In Anbetracht der bislang in der Literatur noch nicht beschriebenen Kombination aus
Augenfehlbildungen, einer fortschreitenden Muskelatrophie und einer milden mentalen
Retardierung in der tirkischen Familie, lieB sich ein neues autosomal-rezessives Syndrom
vermuten. Zur Identifikation und positionellen Klonierung des ursachlichen Gens wurde eine
genomweite Kopplungsanalyse durchgefuhrt. Trotz der Konsanguinitat, die eine homozygote
Founder-Mutation vermuten lieB, konnte keine gréBere homozygote Region bei den
betroffenen Familienmitgliedern mittels der genomweiten Kopplungsanalyse mit einem
GeneChip® Human Mapping 10K Array Xba142 (Affymetrix, Santa Clara, CA) ermittelt
werden. Dennoch fanden sich vier potentiell gekoppelte Regionen mit einem LOD-Score von
> 2 durch eine parametrische Analyse der Kopplungsdaten unter Berlicksichtigung eines
autosomal-rezessiven Erbgangs und der Vernachldssigung der Konsanguinitat. Folgende
vier Regionen, die in der graphischen Darstellung in Abbildung 3.1 mit einem blauen Pfeil

hervorgehoben wurden, konnten identifiziert werden:

o Chromosom 1p21.2 mit einer Gr6Be von ca. 1,9 MB
« Chromosom 6p21.1-21.2 mit einer Gr6Be von ca. 7,5 MB
« Chromosom 11q12.1-13.5 mit einer Gr6Be von ca. 18,8 MB
« Chromosom 11g22.1-22.3 mit einer Gr6Be von ca. 5,6 MB

Chromosom
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| | R N | '

. | ERERHID
il \\ H L, yn ’i il ,. [N le |.||W.“{.|Ii 1 H

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
cM
Abb. 3.1: Graphische Darstellung des Ergebnisses der genomweiten Kopplungsanalyse mittels des GeneChip®
Human Mapping 10K Arrays und parametrische LOD-Score-Berechnung, aus der insgesamt vier Regionen mit
einem maximalen LOD-Score von > 2 hervorgingen. Diese sind jeweils mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet.
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3.1.2 Sequenzierung von Kandidatengenen am Lokus 11q12.1-13.5

Aufgrund der phénotypischen Uberlappung des Fehlbildungssyndroms in der tiirkischen
Familie, insbesondere der Augenphanotypen, mit dem Norrie-, OPPG-Syndrom und der
FEVR, die alle auf eine gestérte WNT-Signaltransduktion zurlickzufiihren sind, fokussierte
sich die Analyse auf Kandidatengene, die im WNT/NDP-Signaltransduktionsweg involviert
sind oder sein kdnnten. Insbesondere der im Rahmen der genomweiten Kopplungsanalyse
identifizierte Lokus auf Chromosom 11g12.1-13.5 (Abb.3.2) bot sich als ein
vielversprechender Lokus an. Aus diesem wurden insgesamt 8 Kandidatengene (HTATIP,
DRAP1, LRP5, FGF19, FGF4, FGF3, WNT11, FZD4), die eine mégliche Rolle im WNT/NDP-
Signaltransduktionweg spielen, vollstdndig sequenziert. Krankheitsauslésende Mutationen

waren in 7 der sequenzierten Kandidatengenen nicht nachweisbar.

T
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rs1943280
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rs671544
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rs2226615
r$1377470

Abb. 3.2: Erweiterter Stammbaum der tlrkischen Familie mit drei betroffenen Individuen und Haplotypen der
Generation VIl in der gekoppelten Region auf Chromosom 11g12.1-13.5. Individuen mit einer arabischen Zahl
neben bzw. unter ihrem Stammbaumsymbol (Quadrat = mannlich bzw. Kreis = weiblich) wurden in die
genomweite Kopplungsanalyse (10K SNP Array) einbezogen. Trager einer Phanotyp-unabhéngigen, balancierten
Translokation t(6;19)(p11;p13), welche durch konventionelle Karyotypisierung identifiziert wurde, sind mit einem
Plussymbol gekennzeichnet. In der kritischen Region von 18,8 Mb teilen sich alle drei betroffenen
Familienmitglieder die gleiche Haplotypkombination (blau und rot gekennzeichnet). SNPs, die die
Rekombinationsbruchpunkte flankieren, sind links von den Haplotypen angegeben.
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3.1.3 Mutations-Screening in LRP5

Alle 23 kodierenden Exons und flankierende Intronbereiche von LRP5 auf Chromosom
11913.2 wurden per Standard-PCR anhand genomischer Patienten-DNA amplifiziert und
direkt sequenziert und mit der Referenz-Sequenz aus der Datenbank des UCSC Genome
Browsers mit Hilfe des Programmes DNAstar-SeqMan abgeglichen. Dabei musste beachtet
werden, dass spezifisch LRP5 (Chromosom 11) und nicht die hoch-homologe Sequenz des
Pseudogens LRP5L auf Chromosom 22 amplifiziert wurde. Das Pseudogen besitzt 90%
Homologie zu Exon 1 sowie zu Exon 3 bis 9 von LRP5.

In 15 der 23 Sequenzierabschnitte von LRP5 wurden sowohl heterozygote als auch
homozygote Sequenzveranderungen identifiziert. Diese wurden jedoch als nicht pathogen
eingestuft, da fur diese bereits Annotationen als SNPs bei NCBI dbSNP vorhanden waren.
Bei einer nicht annotierten Sequenzverénderung in Intron 13 (c.3027+68c>t) wurden
gesunde Kontrollen mittels Restriktionsverdau mit HpyCH4lll auf die Sequenzveranderung
hin untersucht. Von den 90 Kontrollen trugen 3 % die gleiche Veranderung, wodurch diese
folglich ebenfalls als ursachlich ausgeschlossen werden konnte. Eine tabellarische
Zusammenfassung der identifizierten SNPs ist in Tabelle 3.1 wiedergegeben.

Tab. 3.1: Tabellarische Ubersicht (iber alle bei den Betroffenen gefundenen homozygoten und heterozygoten
SNPs in LRP5 mit Angabe der Lokalisation, der Annotation bei NCBI dbSNP, des Aminoséure-Austauschs und
des Genotypen der Betroffenen.

LOKALISATION | NCBI dbSNP ANNOTATION | AMINOSAURE-AUSTAUSCH | BETROFFENEN-GENOTYP
INTRON 2 rs643981 [c/t] HOMOZYGOT [t/t]
INTRON 3 rs11574424 [c/t] HETEROZYGOT [c/t]
INTRON 4 rs314776 [t/c] HOMOZYGOT [c/c]
INTRON 5 rs17848255 [c/t] HOMOZYGOT [t/t]
INTRON 6 rs4988320 [g/a] HOMOZYGOT [a/a]
EXON 8 rs545382 [T/C] F549F HETEROZYGOT [T/C]
INTRON 8 rs4988332 [c/t] HETEROZYGOT [c/t]
EXON 9 rs2277268 [G/A] E644E HETEROZYGOT [G/A]
INTRON 10 rs4988322 [c/t] HETEROZYGOT [t/c]
INTRON 11 rs2242339 [c/t] HETEROZYGOT [c/t]
INTRON 13 ¢.3027+68c>t [c/t] HETEROZYGOT [c/t]
INTRON 14 rs554734 [t/g] HOMOZYGOT [g/g]
EXON 15 18556442 [A/G] V1119V HOMOZYGOT [6/G]
INTRON 16 rs607887 [c/t] HOMOZYGOT [t/t]
EXON 18 rs3736228 [C/T] A1330V HETEROZYGOT [c/T]
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3.1.4 Identifikation einer Mutation im Signalpeptid von LRP5

Exon 1 von LRP5 ist besonders GC-reich und erwies sich als sehr schwer zu amplifizieren.
Durch die direkte Sequenzierung fand sich eine heterozygote in-frame-Deletion von 18 bp
innerhalb eines CTG-Repeats in Exon 1 bei allen drei betroffenen Patienten sowie den
beiden Vatern und einem gesunden Geschwister. Das Wildtyp-Allel (WT,.) bestand aus
9 CTG-Repeats und kodiert 9 Leucine. Das mutierte Allel hingegen wies lediglich 3 CTG-
Repeats (3 Leucine = Mut; ) auf (Abb. 3.3).

P L L L L L L L L L A L c
A pl "1 | i o 4 p| f ‘
oy T oy Y |
Y | fol ot 1N U il
Wi twraw ||t m‘ul'ww.l"wf‘Im.w.'wnllau."u:.l'w;«:tllw.«sm e
I ‘ RIRARIA AR AR AVRINAYAIR' f\ |
"'Il'w""’l‘w | || HJ,'I.‘\'JI"'|'|“'H"{'\,.' ‘.H'.JH‘I‘M ‘5'|'|‘|\' ‘n"n‘ .“H‘.‘""". 1“
i w"tR‘ Ay "r‘tfHJLJfJLMf:J\'w!'i«"L’) ml'y I
L L L L L L A L c
P L L L T G T c T T G G T GT
; TGT G GC T GC G G ccccegec C
A L c G c P A P A

WTg, / Muty,

A ' |h'", H(\ \.“I‘ ‘ ’1.\, :-. \
[V VJ A \ :I :l. vl 'l\ \ .’I A\ \Y ‘- M \ JI Y\/ \)f ‘J‘\"f\j ll I‘"" ff\/\q“ ]
Abb. 3.3: Elektropherogramme eines Ausschnitts der direkten Sequenzierung der genomischen PCR-Produkte
von Exon 1 in LRP5. Die gesunde Mutter (VI:4; obere Sequenz) ist homozygot fiir das Wildtyp-Allel mit 9
Leucinen (WTgL). Der Betroffene (VII:6; untere Sequenz) dagegen ist heterozygot fir ein Allel mit einer 18 bp-

Deletion im CTG-Repeat (Muts ) und das WTg_-Allel.

Die identifizierte Deletion befindet sich in einem Leucin-Stretch innerhalb des N-terminalen
Signalpeptids des Rezeptors, welches die Plasmamembran-Lokalisation des Proteins
vermittelt. Mit Hilfe des SignalP-Pradiktionsprogrammes [www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/]
wurde diese Mutation auf einen mdglichen Effekt auf das Signalpeptid zunéachst
bioinformatisch analysiert. Das Ergebnis dieser Signalpeptid-Pradiktion ist graphisch in
Abbildung 3.4 wiedergegeben. Es lieB sich anhand dieses Pradiktionsprogrammes zeigen,
dass der sogenannte S-Score (griine Linie) fir ein Signalpeptid in LRP5 mit nur 3 anstatt
9 Leucinen stark abnimnmt und insbesondere fir die Aminosduren 8 bis 15 deutlich unter
den Schwellenwert 0,5 (rot gestrichelte Linie) féllt. Dieser S-Score gibt die
Wahrscheinlichkeit einer jeden Aminosaure an, Teil eines Signalpeptides zu sein.
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Abb. 3.4: In silico Analyse des LRP5-Signalpeptids. Der N-Terminus mit den ersten 40 Aminoséuren des LRP5-
Wildtyp-Allels (WTge.) bzw. des mutierten Allels (Muts.) wurde anhand der Datenbank SignalP_3.0 Server
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ in silico analysiert. Der S-Score (grline Linie), der jede einzelne Aminosaure als
Teil eines Signalpeptids einordnet, fallt bei der mutierten Signalpeptid-Sequenz (Muts ) unter den Schwellenwert
(rot gestrichelte Linie bei 0,5). Sowohl der C-Score als auch der Y-Score geben die Position zur Signalpeptid-
Abspaltung an.

Dieser Leucin-Stretch im Signalpeptid von LRP5 ist in der Literatur als polymorph
beschrieben [van Wesenbeck et al., 2003; Crabbe et al., 2005]. Allerdings betrug das bislang
kirzeste beobachtete Allel 6 statt 9 Leucine. Ein Allel mit nur 3 Leucinen war nicht
beschrieben. Aus diesem Grunde wurde dieser CTG-Repeat/Leucin-Strefch mittels eines
PCR basierten GeneScan-Assays mit Fluoreszenz-markierten Primern bei 876 Kontroll-
Chromosomen typisiert. Keines der insgesamt 176 tirkischen und 262 kaukasischen
Kontroll-Individuen wies ein Allel mit nur 3 statt 9 Leucinen im CTG-Repeat auf.

Neben dem Wildtyp-Allel mit 9 Leucinen [(CTG)g], das in nahezu 90 % der tirkischen als
auch der kaukasischen Kontroll-Chromosomen vorlag, wurde in den beiden Kontrollgruppen
das bereits in der Literatur beschriebene 10 Leu-Allel [(CTG)40] mit einer Frequenz von 10%
identifiziert.

Vier weitere Allele waren auBerdem unter den deutschen Kontroll-Individuen zu finden. Mit
einer Frequenz von 1 % lag das ebenfalls bereits beschriebene Allel mit 6 Leucinen [(CTG)g]
vor. Die Haufigkeit der Allele mit 7, 8 und 11 Leucinen [(CTG),g11] betrug weniger als 1 %.
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Die Allel-Verteilung der unterschiedlichen CTG-Repeats unter den Kontroll-Chromosomen ist
in Tabelle 3.2 wiedergegeben. Es waren ausschlieBlich heterozygote Abweichungen von der
Referenz-Repeat-Lange (CTG)y zu beobachten, homozygote Abweichungen wurden nicht
identifiziert.

Tab. 3.2. Allel-Verteilung des CTG-Repeats im Signalpeptid von LRP5 in 262 deutschen und 176 tlrkischen
Kontroll-Individuen.

ALLELE 6LEU" 7LEU! SLEU" 9LEU'! 10LEU' 11LEU! ToOTAL
(CTG)s (CTG); (CTG)s (CTG)y (CTG)y (CTG)y

DEUTSCHE KONTROLLEN

Absolute Frequenz 7 1 1 460 54 1 524
Relative Frequenz 1,3d% 0,19% 0,19% 87,79 % 10,30% 0,19% 100 %
TURKISCHE KONTROLLEN

Absolute Frequenz - - - 316 36 - 352
Relative Frequenz - - — 89,77 % 10,23 % — 100 %

! Alle genotypisierten Individuen mit diesem Allel tragen das (CTG)s/W ToL-Allel auf dem anderen Chromosom.

Da das Allel mit nur 3 Leucinen im Signalpeptid von LRP5 ausschlieBlich in der tlrkischen
Familie und nicht in den 876 Kontroll-Chromosomen zu finden war und zudem anhand der in
silico-Analyse ein Effekt auf das Signalpeptid pradiziert wurde, war davon auszugehen, dass
es sich hierbei um eine pathogene Mutation handelt. Nach der offiziellen Nomenklatur der
Human Genome Variation Society tragt diese Mutation die Bezeichnung c.43_60del bzw.
p.Leu15_Leu20del6. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fir diese Mutation die
Abkirzung Muts_ verwendet.
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3.1.5 Identifikation einer genomischen Mutation in LRP5 (Ex14_16del)

Trotz der Konsanguinitat der tirkischen Familie war mit Identifikation der heterozygoten
18 bp-Deletion im Signalpeptid von LRP5 wider Erwarten keine homozygote ,Founder-
Mutation gefunden worden, die fir die Erkrankung der Betroffenen allein urséchlich ist. Viel
mehr |asst diese Heterozygotie darauf schlieBen, dass wahrscheinlich zwei unabhangige
Mutationen, flr die die betroffenen Familienmitglieder compound-heterozygot sein missten,
fir das Fehlbildungssyndrom verantwortlich sind. Allerdings war in keinem der
23 kodierenden Exons von LRP5 mittels direkter Sequenzierung eine zweite Mutation
nachweisbar. Aus diesem Grunde wurde fir alle ,homozygoten“ SNPs der drei betroffenen
Kinder eine Segregationsanalyse anhand aller Familienmitglieder durchgefiihrt. Dadurch
sollten mdgliche Mendel-Inkonsistenzen (s.u.) in der Vererbung dieser SNPs und somit
eventuell gr6Bere genomische Deletionen identifiziert werden. In zwei der homozygot
erscheinenden SNPs (Intron 14 bzw. Exon 15) konnten anhand der Segregationsanalysen
tatsachlich gezeigt werden, dass die Vererbung der SNPs nicht den Mendel'schen Regeln
folgte. Formalgenetisch scheinen die betroffenen Kinder und ein gesundes Geschwister
jeweils kein mutterliches Allel geerbt zu haben. Die Muitter waren demnach nicht wie
angenommen homozygot, sondern hemizygot fir diese SNPs und haben das deletierte Allel
jeweils an die drei Betroffenen und ein gesundes Geschwister vererbt (Abb. 3.5).

4

/ O

rs554734 (intron 14) Ti=- GIT Ti= GIT
rs556442 (exon 15) Al- G/A Al- GIA
rs554734 (intron 14) G/- GIT G/- G/l- T/-
rs556442 (exon 15) G/- G/A Gl- G/- Al-

1.2 kb =
1.0 kb =

Marker H,O VI:4 VIIL6 V.7 VI:10 VIS VI4  VIE2  VIE1 Vi3

Abb. 3.5: Identifikation der LRP5 Deletion g.Ex14_16del. Segregationsanalyse zweier SNPs in Intron 14 und
Exon 15 von LRP5 und Amplifikation eines die Deletion Uberspannenden genomischen Fragmentes (junction
fragment). Das Vererbungsmuster zeigt, dass diese beiden SNPs Inkonsistenzen nach Mendel aufzeigen. Die bei
der Sequenzierung scheinbar homozygoten Genotypen (VI:4, VI:10 und VII:1 sowie VII:2, VII:4 und VII:6)
erweisen sich hierbei als hemizygot. Anstatt eines 9,3 kb groBen WT-Fragmentes konnte mittels PCR auf
genomischer DNA flir ein Deletion Uberspannendes Fragment nur ein 1,1 kb groBes Fragment bei den
Deletionstragern amplifiziert werden.
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Da in Exon 13 und Exon 18 heterozygote SNPs bei den Betroffenen identifiziert wurden,
musste die vermutete Deletion zwischen Intron 13 und Intron 17 liegen. Durch eine long-
range-PCR-Amplifikation mit verschiedenen Primer-Kombinationen aus Intron 13 und
Intron 17 konnte schlieBlich ein etwa 6 kb groBes PCR-Produkt bei einem Betroffenen statt
eines ca. 14 kb groBen Wildtyp-Allels (LPR5-ex13-Fb, LPR5_17R) amplifiziert werden. Die
Deletion betrug ca. 8 kb. Durch die anschlieBende Sequenzierung konnte der Bruchpunkt
innerhalb eines AluY-Elementes, das sich aus Sequenzen eines AluY-Repeats in Intron 13
und in Intron 16 zusammensetzt, lokalisiert werden (Abb. 3.6). Durch weitere PCR-basierte
Analysen mit Primern, die die Deletion unmittelbar Uberspannten (LRP5-IVT13-7-Neu1 und
LRP5-cDNA_17R), konnte ausschlieBlich ein PCR-Fragment (Junction Fragment) von 1,1 kb
bei Deletionstragern statt des 9,3kb groBen WT-Fragments amplifiziert werden. Auf
Grundlage dieser PCR wurden alle Familienmitglieder zuséatzlich und unabh&ngig von den
Segregationsanalysen der SNPs auf diese Deletion hin untersucht (Abb.3.5). Zusatzlich
wurden 100 tirkische und 186 kaukasische, gesunde Kontroll-Individuen analysiert. Bei
keinem der 286 Kontroll-Individuen war diese genomische Deletion nachweisbar. In der
offiziellen Nomenklatur der Human Genome Variation Society tragt diese Mutation die
Bezeichnung g.Ex14_16del.

Intron 13 Intron 16
C G 2 G T C GC TiC C T G C C C T G C

Abb. 3.6: Bruchpunktbestimmung durch direkte Sequenzierung des deletionsiiberspannenden genomischen
PCR-Produktes des Patienten VII:6. Die Bruchpunkte sind in Intron 13 und Intron 16 lokalisiert.

Diese Deletion war offenbar durch eine Homologen-Fehlpaarung mit anschlieBendem
ungleichen Crossing-Over in der Meiose eines ,Founder*“Individuums entstanden.

WT 13 (B [

Ex14_16del BT — _
" 8.2 kb Deletion -

Abb. 3.7: Schematische Darstellung der 8,2 kb groBen genomischen Ex14_16-Deletion in LRP5, flankiert von
AluY-Repeats in Intron 13 und Intron 16, in denen sich die Bruchpunkte befinden.
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3.1.6 RNA-Analysen der LRP5-Ex14_16-Deletion

Um zu Uberprifen, welche Auswirkungen die Ex14_16-Deletion auf das mRNA-Splicing hat
und ob das mutierte RNA-Molekll mdglicherweise einem nonsense-mediated mRNA decay
unterliegt, wurde eine RT-PCR mit RNA aus Blut eines heterozygoten Deletionstragers und
eines gesunden Kontroll-Individuums durchgefiihrt. Die Primer Uberspannten die Deletion
und lagen in Exon 13 und Exon 21 (Mut-Ex14-16-F3, Mut-Ex14-16-R2-R3). Aus der RNA
des Kontroll-Individuums wurde ein RT-PCR-Produkt mit einer GréBe von 1,6 kb amplifiziert.
Aus der RNA des Betroffenen wurde sowohl ein RT-PCR-Produkt mit einer GréBe von 1,6 kb
als auch ein zweites, etwa 970 bp groBes RT-PCR-Produkt amplifiziert. Die direkte
Sequenzierung der Amplimere ergab, dass es sich beim 1,6 kb groBen Fragment um die
Wildtyp-Sequenz handelte, wahrend das kleinere 970 bp PCR-Produkt eine Deletion der
Exons 14 bis 16 aufwies, so dass auf Exon 13 direkt Exon 17 folgte. Auf Proteinebene fihrt
die Deletion zu einem Frameshift, wodurch es nach 37 ,falschen® Aminosduren zu einem
praterminalen Stop der Translation kommt (p.Pro1010GInfsX38).

Exon 13 Exon 14
T Q P F Vv
G G G & c: B G :C e B T TG T T
= n AN
|II ’ \ | \ .'I‘ | / ‘II"
) / \/ \/\ )I/ \/\I'I lIL‘ \ i"l \
& W ’
1.5kb — Exon 13 Exon 17 (Frameshiff)
1.0kb — G T Q Q P T
G G G C o & G: C G C (ol o o e

AW

Abb. 3.8: Agarosegel des RT-PCR-Produktes und Elektropherogramm-Ausschnitt aus der direkten cDNA-
Sequenzierung des Betroffenen VII:6. Die RT-PCR wurde mit peripherer RNA aus Blut des Patienten mit Primern
in den Exons 13 und 21 durchgefiihrt. Zwei Fragmente, 1,6 kb und 970 bp, konnten amplifiziert werden. Die
direkte Sequenzierung dieser Fragmente ergab zum einen die Wildtyp-Sequenz (oberes Sequenz), und zum
anderen eine Out-of-frame-Deletion von 610 bp, bei der die Exons 14 bis 16 deletiert sind (untere Sequenz).
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3.1.7 Familiare Segregation der Mutationen

Die Segregationsanalyse beider neu identifizierten Mutationen in der gesamten Familie
zeigte, dass nur die drei vom Fehlbildungssyndrom betroffenen Familienmitglieder
compound-heterozygot flir die oben beschriebene 18 bp-Deletion in Exon 1 (Muts.) und fir
die durch Mendel-Inkonsistenzen nachgewiesene 8,2 kb groBe intragenische Deletion
(Ex14_16del) waren (Abb. 3.9). Die Positionen der beiden Mutationen sind in Abbildung 3.10
wiedergegeben.

O O

v:3 v:4 v V2
V3 V110 W7 V4
Muts Del F'WT WTIWT Del f WT WT fWT
Ex14_16del WT fWT WT f Del WT FWT WT f Del
I HE N O o
Vi1 Vii:2 Vil:4 Vil:s Vil:6
Muts, WT IWT Del FWT Del f WT Del FWT Del F WT
Ex14_16del WT f Del WT f Del WT f Del WT fWT WT f Del

Abb. 3.9: Identifikation und Segregation der LRP5-Mutationen. Stammbaum der tirkischen Familie und
Genotypen der jeweiligen Individuen mit den identifizierten Mutationen Muts. und Ex14_16del bzw. mit dem
Wildtyp in LRP5. Muts. = Deletion von 18 Basenpaaren im Signalpeptid; Ex14_16del = genomische 8,2 kb-
Deletion, bei der die Exons 14 bis 16 deletiert sind; WTgL = Wildtyp mit 9 Leucinen (CTG)s im Signalpeptid. Nur
die drei betroffenen Familienmitglieder sind compound-heterozygot fiir die 6-Leucin-Deletion im CTG-Repeat des
Signalpeptids (MutsL, rot markiert) und die 8,2-kb-Deletion einschlieBlich der Exons 14 bis 16 (Ex14_16del, blau
markiert).

Mut,_ Ex14_16del

{

LRPS [hocqoom.puow“o-{nio}-o‘-m

[]  sSignal peptide @ otRrepen

- EGF precursor homology domain =] Transmembrane domain
YWTD motif === Cytoplasmic tail

3 EGF repeat ) PPPSP motif

Abb. 3.10: Schematische Darstellung von LRP5 mit seinen Doméanen und der Lokalisation der neu identifizierten
Mutationen Muts. (c.43_60del) und Ex14_16del [Ai et al, 2005; adaptiert]. Letztere fUhrt aufgrund eines
Frameshifts zu einem vorzeitigen Stop der Translation nach 38 ,falschen Aminosauren.
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3.1.8 Generierung von verschiedenen LRP5-Mutations-Expressionsvektoren

Zur
identifizierten LRP5-Mutationen wurden diese per PCR-Mutagenese bzw. RT-PCR anhand
Patienten-RNA Ligation in
Expressionskonstrukte von LRP5 (Wildtyp) eingefuhrt. Die LRP5-T390K-Mutante wurde
bereits in der Literatur als pathogen beschrieben [Ai et al., 2005] und diente im Rahmen der

Aufklarung des molekularen bzw. zellularen Pathomechanismus der beiden

und anschlieBendem Restriktionsverdau und zZwei

durchgefihrten Experimente als Kontrolle. Fir weitere Funktionsanalysen wurden auBerdem
noch die ebenfalls in Tabelle 3.3 aufgeflhrten Konstrukte der identifizierten Allel-Varianten
des CTG-Repeats [(CTG)s.11] sowie Konstrukte einer in der Literatur beschriebenen, aber
nicht weiter analysierten de-novo Punktmutation A29T im Signalpeptid von LRP5 bei einer
16 jahrigen Patientin mit juveniler Osteoporose [Hartikka et al., 2005] generiert.

Tab. 3.3: Ubersichtstabelle der generierten und verwendeten LRP5-Konstrukte mit Angabe ihrer im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Bezeichnung, der Beschreibung der Abweichung vom Wildtyp, ihrer exakten
Nomenklatur der Human Genome Variation Society und der entsprechenden Varianten als full-length oder

truncated LRP5AC (ohne Transmembrandoméane und cytoplasmatische Doméane) sowie des Tags flr die
Immunodetektion. Alle dieser rekombinanten Konstrukte basieren auf dem Vektor pcDNA3.1 (Invitrogen).

EXAKTE EXPRESSIONS-
BEZEICHNUNG BESCHREIBUNG TAG
NOMENKLATUR VEKTOREN
WT,yy, WILDTYP (CTG), FULL- e uncarep | myc
LENGTH
MuT 18 BP-DEL. IM CTG-REPEAT DES SIGNALPEPTIDS — | C.43_60DEL FULL- TRUNCATED | MyC
3L 3 STATT 9 LEU (CTG); p.LEUI5_LEU20 DEL | LENGTH
GENOM. DEL. VON 8,2 KB ZW. INTRON 13 U. 16 —
Ex14_16DEL DEL. DER EXONS 14 - 16; FRAMESHIFT — P.PRO1010GLNFSX38 TRUNCATED
PRATERMINALER TRANSLATION-STOP IN EXON 17
A29T [HARTIKKA ET AL., 2005]; DE-NOVO MISSENSE- . A29T FULL- TRUNCATED | MyC
MUTATION IM SIGNALPEPTID LENGTH
C.46_60DEL FULL-
6 LEy (CTG)s p.LEUIS_LEU20DEL | LenGTH | [ RUNCATED | MYC
C.49_60DEL FULL-
7LEU (CTG), p.LEU19_LEU20DEL LENGTH TRUNCATED | MYC
C.52_60DEL FULL-
SLEU (CTG)g p.LEU20DEL LENGTH TRUNCATED | MYC
10 LEU (CTG)y C.60mNs3 FULL- -\ puncaTED | myc
p.LEU20DUP LENGTH
C.60INS6 FULL-
11 Leu (CTOn p.LEU19_LEU20DUP | LENGTH | [RUNCATED | MYC
[A1ET AL., 2005]; MISSENSE-MUTATION, DIE DAS FULL-
T390K INTRAZELLULARE TRAFFICKING VON LRP5 pP.T390K LENGTH TRUNCATED | MYC
BEHINDERT
AUSTAUCH DES 4. NUKLEOTIDS NACH EXON 7 —
SPLICE DONOR SITE-VERSCHIEBUNG UM 63 BP C.1584+4A>T FULL-
P.E528_V5291Ns21 - pP.E528_V5291Ns21 TRUNCATED | MYC
— IN-FRAME-INSERTION VON 21 AMINOSAUREN LENGTH
DIREKT NACH EXON 7

Eine weitere Mutation, die im Rahmen dieser Arbeit bei einer zweiten Indexfamilie mit

klassischem OPPG-Syndrom identifiziert worden war (Kapitel 3.3.1), wurde ebenfalls

subkloniert.
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3.1.9 Luciferase Reporter Assay — Signaltransduktion der mutierten LRP5-Rezeptoren

Zur Analyse eines mdglichen Funktionsverlustes der beiden mutierten LRP5-Rezeptoren in
Form einer gestdrten Signaltransduktion der WNT/NDP-Signalkaskade wurde ein Luciferase
Reporter Assay (Kapitel 2.29) verwendet. Dazu wurden Hek293T-Zellen mit LRP5WTyg -,
LRP5-Muts -, LRP5-Ex14_16del- oder mit Kontroll-Vektoren (Leervektor pcDNA3.1 bzw.
LRP5-T390K) transfiziert. Jeweils co-transfiziert wurden Expressionsvektoren, die den LRP5-
Co-Rezeptor, Frizzled-4 (FZD4), den dazugehdrigen Liganden Norrin (NDP) sowie das
Chaperon Mesoderm development candidate 2 (MESDCZ2), das flr die korrekte Faltung von
von LRP5 notwendig ist, exprimierten. Des Weiteren enthielten die Transfektionsansatze
jeweils Expressionskonstrukte flr die Firefly- und die Renilla-Luciferase. Letztere diente als
interne Transfektionskontrolle. Die Signaltransduktionsféhigkeit des jeweiligen LRP5-
Rezeptors (WTg. bzw. Mutante) wurde in Form der Luciferase-Aktivitdt mittels des Dual-
Luciferase® Reporter Assay System Kits (Promega) luminometrisch bestimmt. Die
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen aus finf unabhé&ngigen Experimenten
wurden in Form des in Abbildung 3.11 dargestellten Diagramms wiedergegeben. Jedes
LRP5- bzw. Kontroll-Konstrukt wurde pro Experiment in drei Ansatzen transfiziert.

. O Firefly-Lucif Aktivitit, lisiert zur
=1‘-U' 6 e Renilla-Luciferase-Aktivitit (Kontrolle der
= Transfektionseffizienz) N
> + @
= U \l N
b= 5 0‘& 0‘\ v Ak Nad
< R A AP
@ '— 210 kDa
) 4
o o-LRP5 - —
. .
= 3
3 ke el |— 110 kDa
g 2 { T a-B-Aktin }-..-‘— 42 kDa
& ]
© 1 Norrin -+ + + + o+
' Fzd4 - + + + +
0 T T T |
pcDNA pcDNA WTg Mut, Ex14_16del T390K
Norrin: - + + + + +
Fzd4: - + + + + +

Abb. 3.11: Graphische Darstellung der relativen Luciferase-Aktivitat (Mittelwerte und Standardabweichung) des
Leervektors (pcDNA), des Wildtyps LRP5 (WTgL) und der Mutanten Muts, Ex14_16del sowie T390K, analysiert
anhand des WNT/NDP-Signalweg Luciferase Reporter Assays und reprasentativer Westernblot der Zell-Lysate.
Die gemessenen Werte der Firefly-Luciferase-Aktivitdten wurden jeweils mit der entsprechenden Renilla-
Luciferase-Aktivitdt zur Transfektionskontrolle normalisiert. Das Experiment wurde in finf unabhangigen
Versuchsreihen jeweils in dreifacher Ausflhrung durchgefiihrt. Die Aktivititen der Mutanten Muts. und
Ex14_16del zeigten keinen Unterschied zu der des Leervektors, wohingegen WTg_ eine deutlich erhdhte Aktivitat
aufwies. Die Mutante T390K diente als Positiv-Kontrolle flr eine gestérte Signaltransduktion [Ai et al., 2005]. Der
reprasentative Westernblot der Zell-Lysate der transient transfizierten HEK293T-Zellen, welche im obigen Dual-
Luciferase Reporter Assay eingesetzt wurden, bestétigte, dass sowohl WTy_ als auch die drei mutierten LRP5-
Rezeptoren exprimiert wurden. Das Molekulargewicht von Muts. war etwas geringer und das von Ex14_16del
deutlich geringer als das des Wildtyps und T390K.
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Beide mutierten LRP5-Rezeptoren (Muts. bzw. Ex14_16del) zeigten wie die T390K-Mutante
(zur Kontrolle einer gestorten Signaltransduktion) keine gegeniber dem Leervektor erhéhte
Luciferase-Aktivitat auf und waren folglich nicht in der Lage, Signale Uber diesen Pathway zu
transduzieren. Die Westernblot-Analysen der transfizierten Zell-Lysate zeigten jedoch, dass
jeweils ein stabiles Protein exprimiert wurde (Abb.3.11). Erwartungsgeman wies das LRP5-
Ex14_16del-Protein mit einer groBen out-of-frame Deletion der Exons 14 bis 16 und einem
daraus resultierenden praterminalen Stop im Westernblot ein deutlich geringeres
Molekulargewicht auf als das LRP5-WTg -Protein. Uberraschenderweise hatte auch das
LRP5-Muts -Protein ein ca. 10 kDa geringeres Molekulargewicht als das Wildtyp-Protein.

3.1.10 N-Glykosylierung — Analyse der posttranslationalen Modifikation von LRP5

Da das LRP5-Muts -Protein lediglich sechs Aminosauren kirzer als das LRP5-WTg -Protein
war, durfte dies im hier verwendeten 3-8%igen Tris-Acetat-SDS-Gel keinen sichtbaren
Unterschied von 10 kDa im Molekulargewicht machen. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
diese Mutante nicht adaquat posttranslational modifiziert wurde. Posttranslationale
Modifikationen von Transmembranproteinen spielen sich in der Regel im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) ab. In Anbetracht der 18 bp-Deletion im Signalpeptid und der
bioinformatischen Pradiktion eines gestdrten Signalpeptids, wurde das mutierte Protein
vermutlich vom sogenannten Signal Peptide Recognition Particle (SRP) nicht erkannt. Es
konnte folglich woméglich nicht ins ER gelangen, um dort cotranslational in die Membran
eingebaut und posttranslational modifiziet zu werden. Eine der haufigsten
posttranslationalen Modifikationen von Transmembranproteinen ist die N-Glykosylierung, bei
der Zuckerreste an ein Stickstoffmolekil der Polypeptidkette angehangt werden. Aus diesem
Grunde wurde ein N-Glykosidase-Verdau von Zell-Lysaten, die zuvor mit
Expressionsvektoren flir LRP5-WTg bzw. Muts. und MESDC2 (Kapitel 2.29) transient co-
transfiziert wurden, durchgefiihrt und diese anschlieBend Uber einen Westernimmunoblot
analysiert. Der mit N-Glykosidase behandelte Wildtyp migriert im Gegensatz zum
unbehandelten auf der gleichen Hohe wie die Mutante (Abb. 3.12). Diese zeigte keinen
Unterschied im Molekulargewicht vor und nach dem N-Glykosidase-Verdau. Die Mutante

war offensichtlich nicht N-glykosiliert.

Abb. 3.12: Westernblot nach N-Glykosidase-Verdau
WTq_ Mut,, von Hek293T-Zellen, die mit Expressionsvektoren
N-Glykosidase _ A _ A far LAP5-WTgL bzw. Muta transient transfiziert und

die Lysate mit N-Glykosidase behandelt wurden.
a-Myc . Die unterschiedlichen Molekulargewichte von LRP5-
160 kDa WToL und der Signalpeptid-Mutation Muts. riihrten

offensichtlich von der N-Glykosylierung des Wildtyp-
Proteins her. Diese Form der posttranslationalen
Modifikation erfolgt im ER.
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3.1.11 Subzellulare Lokalisation des LRP5-Wildtyp- und des mutierten LRP5-Proteins

Nach der posttranslationalen Modifikation im ER werden Transmembranproteine unter
anderem schlieBlich durch abgeschnirte Vesikel zur Plasmamembran transportiert. Unter
der Annahme, dass die Mutante mit nur 3 Leucinen aufgrund des gestdrten Signalpeptids
nicht ins ER gelangen konnte, um dort posttranslational modifiziert zu werden, wurde sie
vermutlich auch nicht von dort weiter in die Plasmamembran transportiert. Aus diesem
Grunde wurde zur subzellularen Lokalisierung des mutierten Proteins eine subzellulére
Fraktionierung von cytosolischen und membranstandigen Proteinen durchgefihrt. Hek293T-
Zellen wurden mit den Expressionsnvektoren LRP5-Wildtyp bzw. Mut; und dem
Expressionsvektors des Chaperons MESDCZ2 transient co-transfiziert.  Durch
Homogenisierung mittels eines milden Sucrose-Puffers und einer anschlieBenden
Ultrazentrifugation wurden membranstandige von cytosolischen Proteinen getrennt und tber
einen Westernblot analysiert (Abb. 3.13). Zur Kontrolle einer erfolgreichen Trennung dienten
das Membran-Markerprotein Calnexin und das cytosolische Markerprotein 3-Aktin. Wahrend
das Wildtyp-LRP5-Protein mit 9 Leucinen im Signalpeptid erwartungsgemaB nahezu
ausschlieBlich in der Membranfraktion nachweisbar war, war die Signalpeptid-Mutante Muts_
mit nur 3 Leucinen ausschlieBlich im Cytosol zu lokalisieren.

Cytosol Membran

& {7 Ko &
ST
— 260 kDa
a-Mye H‘—
—160 kDa
a-Calnexin | --‘— 90 kDa
a-B-Aktin |G — — 42kDa

Abb. 3.13: Westernblot nach Ultrazentrifugation transient transfizierter Hek293T-Zellen mit LRP5-Wildtyp bzw.
Muts.. Mittels der Ultrazentrifugation wurden membransténdige von cytosolischen Proteinen getrennt. Zur
Kontrolle einer erfolgreichen Trennung dienten Calnexin (Membran-Markerprotein) und B-Aktin (cytosolisches
Markerprotein). Die Signalpeptid-Mutante Muts. mit nur 3 Leucinen war ausschlieBlich im Cytosol nachweisbar,
wahrend das Wildtyp-LRP5-Protein mit 9 Leucinen im Signalpeptid nahezu ausschlieBlich in der Membranfraktion
zu finden war.

3.1.12 Secretion Assay — Intrazellularer Transport der mutierten LRP5-Rezeptoren

Der Secretion Assay war ein weiterer experimenteller Ansatz, der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt wurde, um das intrazellulare Trafficking der mutierten Proteine zu untersuchen.
Dazu wurden Expressionskonstrukte vom LRP5WT, sowie den Mutationen Muts,
Ex14_16del und T390K, denen die Transmembran- und cytoplasmatische Domane
(LRP5AC) fehlt, mit dem Expressionsvektor fir das Chaperon MESDC2 in Hek293T-Zellen

transient co-transfiziert. Nach einer Inkubation von 24 Stunden im serumfreien Kulturmedium
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wurden sowohl das Kulturmedium als auch die Zell-Lysate anhand eines
Westernimmunoblots analysiert. Bei korrektem intrazelluldren Transport des Proteins sollte
dieses aufgrund der fehlenden Transmembrandoméne unter anderem in den Uberstand
(Conditioned Medium) sezerniert werden. Die anschlieBende Westernblot-Analyse zeigte,
dass ausschlieBlich der WTy_ ins Conditioned Medium sezerniert wurde, wéahrend alle drei
Mutanten (inklusive T390K; [Ai et al., 2005]) im Lysat zurlickblieben (Abb. 3.14).

Y
@
Cy
LI
& & N S
¢ <
-—
CM: a -LRPS = 160 kDa
L) =
Lysat: o -LRPS -— 160 KDa
==
CM: Coomassie ‘ G S ‘— 60 kDa
Lysat: a-g-Aktin ‘— = —— ‘_ 42 kDa

Abb. 3.14: Reprasentativer Westernblot des Uberstandes (Conditioned Medium = CM) und der Zell-Lysate (LY)
von HEK293T-Zellen, die mit LRP5-WTg-, Ex14_16del-, Muts .- und T390K-Expressionskonstrukten, denen die
Transmembran- und cytoplasmatische Domane fehlt, transient transfiziert wurden. Bei korrektem intrazelluldrem
Transport sollten diese ins Conditioned Medium sezerniert werden. Nur der WTg_ ist im Conditioned Medium
detektierbar. Als Ladekontrolle dient B-Aktin fir die Lysate bzw. Coomassie-Farbung eines 60-kDa Proteins flr
das Conditioned Medium.

Anhand dieser Ergebnisse I&sst sich daraus schlieBen, dass es sich bei den beiden in dieser
tirkischen Familie neu identifizierten, neuartigen LRP5-Mutationen um pathogene
Veranderungen handelt, da sie innerhalb der Familie co-segregieren und ausschlieBlich die
drei betroffenen Familienmitglieder compound-heterozygot fir diese sind. Des Weiteren
waren diese bislang noch nicht in der Literatur beschriebenen Mutationen nicht in Kontroll-
Individuen nachweisbar. SchlieBlich bestétigten die durchgeflhrten in vitro-Assays, dass
diese Mutationen einen Funktionsverlust bedingen (Null-Mutationen).
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3.2 Poly-Leucin-Stretch im Signalpeptid von LRP5
3.2.1 Luciferase Reporter Assay — LRP5-Signaltransduktion

Der Poly-Leucin-Stretch im Signalpeptid von LRP5 ist—wie bereits in der Literatur
beschrieben — polymorph. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde dies bestatigt (Kaptiel 3.1.4;
Tab. 3.2), indem verschiedende Signalpeptid-Varianten mit 6 bis 11 Leucinen unter
438 Kontroll-Individuen identifiziert wurden. Ein méglicher Effekt dieser Varianten und somit
dieses Polymorphismus auf die Funktionalitdt des Rezeptors wurde allerdings bislang nicht
untersucht. Aus diesem Grunde wurden die identifizierten LRP5-Signalpeptid-Varianten
(6 Leu bis 11 Leu) sowie eine in der Literatur beschriebene, aber ebenfalls nicht weiter
untersuchte Missense-Mutation (A29T) im Signalpeptid zur funktionellen Analyse subkloniert
(Kapitel 3.18; Tab. 3.3).

Mit Hilfe des WNT/NDP-Signaling Luciferase Reporter Assays (Kapitel 2.29) sollte in vitro ein
moglicherweise funktioneller Effekt dieser veschiedenen Signalpeptid-Varianten geklart
werden. Die Durchfiihrung erfolgte wie in Kapitel 2.29 und 3.1.9 beschrieben. Hek293T-
Zellen wurden jeweils mit den Expressionsvektoren, die die verschiedenen LRP5-
Signalpeptid-Varianten bzw. die A29T-Mutante enthielten transfiziert. Jeweils co-transfiziert
wurden die Expressionskonstrukte fir Norrin (NDP), Frizzled-4 (FZD4), Mesoderm
development candidate 2 (MESDC2) sowie Firefly- und Renilla-Luciferase. Die
Signaltransduktionsféahigkeit des jeweiligen LRP5-Rezeptors wurde in Form der Luciferase-
Aktivitat mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assay System Kits (Promega) luminometrisch
bestimmt. Die berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden schlieBlich in
prozentualer Relation zum Wildtyp-Allel mit 9 Leucinen (100%) gesetzt und in Form eines
Diagramms wiedergegeben. Das in Abbildung 3.15 (links) dargestellte Diagramm umfasst
insgesamt 12 unabhangige Experimente, in denen jedes LRP5- bzw. Kontroll-Konstrukt in
drei Ansatzen transfizeirt wurde.

Die Luciferase-Aktivitdt nach Transfektion von LRP5 mit dem 9 Leu-Allel war verglichen mit
den anderen getesteten Allelen am starksten. LRP5-Rezeptoren der Allele mit einer
deutlichen Verkiirzung (6 Leu) bzw. Verlangerung (10 Leu und 11 Leu) des Leucin-Stretches
sowie der A29T-Mutante flhrten zu einer signifikanten Reduktion der Luciferase-Aktivitat und
wiesen damit eine signifikante verminderte Signaltransduktion auf. Die in einem klassischen
Student’s T-Test errechneten P-Werte lagen fiir diese Varianten unter 0.001 [-~]. Auch die
anderen  Varianten zeigten eine relativ  verminderte  Signaltransduktion  auf.
ErwartungsgemaB war die Signaltransduktion der Mutante mit nur 3 Leucinen vollstéandig
aufgehoben, d. h. die Luciferase-Aktivitat entsprach in diesen Ansatzen den Werten, die bei
Transfektion des  pcDNAS3.1-Leervektors zusammen mit NDP- und FZD4-
Expressionsvektoren ermittelt wurden (Kapitel 3.1.9).
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O Firefly-Luciferase-Aktivitat, normalisiert zur
Renilla-Luciferase-Aktivitat (Kontrolle der
Transfektionseffizienz)
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Abb. 3.15: WNT/NDP-Signaling Luciferase Reporter Assay fir identifizierte LRP5-Signalpeptid-Varianten.
Diagramm der normalisierten Luciferase-Aktivitdt der LRP5-Varianten mit 6 bis 11 Leucinen [(CTG)e.11] im
Signalpeptid bzw. der Mutanten Muts. (3 Leu) und A29T [Hartikka et al., 2005] und reprasentativer Westernblot
Zell-Lysaten aus einem von 12 WNT/NDP-Signalweg Luciferase Reporter Assays. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichung aus insgesamt 12 unabhangigen Experimenten, jeweils in drei Anséatzen transfiziert und
gemessen. Muts. zeigt eine schwerste Beeintrachtigung der Signaltransduktion, wohingegen A29T, 6 Leu, 10 Leu
und 11 Leu jeweils eine statistisch signifikante verminderte Signaltransduktion gegeniiber dem Wildtyp zeigten.
Die P-Werte lagen <0.001 [~] (Student’s T-Test). Aus dem reprasentativen Westernblot ist erkennbar, dass die
LRP5-Signalpeptid-Varianten deutlich unterschiedliche Expressionsstarken aufzeigen. Muts. weist ein im
Vergleich zum LRP5-Wildtyp und zu den anderen Signalpeptid-Varianten mit 6 bis 11 Leucinen geringeres
Molekulargewicht auf.

Alle 12 unabh&ngigen Westernblot-Analysen der Zell-Lysate, die in insgesamt 12 Luciferase
Reporter Assay Experimenten eingesetzt wurden, ergaben, dass die verschiedenen LRP5-
Varianten unterschiedlich stark exprimiert waren. Ein reprasentativer Westernblot (aus 12
Experimenten) ist in Abbildung 3.15 (rechts) dargestellt. LRP5 mit der Signalpeptid-Mutation
Muts. (3 Leu) wies ein geringeres Molekulargewicht auf (Kapitel 3.1.9), war aber stark
exprimiert. Die Expressionsstarke der restlichen LRP5-Proteine (6 Leu bis 11 Leu) korrelierte
mit ihrer jeweiligen Luciferase-Aktivitat. Um dies zu bestétigen, wurden die Westernblot-
Signalintensitaten der 12 durchgefihrten Westernblot-Analysen digital quantifiziert. Dies
erfolgte mit Hilfe des Quantity Ones Basic Systems. Die Signalintensitdten jeder einzelnen
LRP5-Proteinbande wurden digital gemessen und anschlieBend mit der dazugehdrigen
gemessenen Aktin-Proteinbande normalisiert. Mittelwerte und Standardabweichungen aus
den 12 unabhangigen Westernblot-Experimenten wurden berechnet und in einem Diagramm
dargestellt (Abb. 3.16). LRP5 mit 9 Leucinen im Signalpeptid wurde auf 100% und die
anderen Varianten dazu in Relation gesetzt.

Die errechneten Intensitdten bestatigten, dass die Expressionsstiarke von LRP5 mit den
Signalpeptid-Varianten 6 Leu bis 11 Leu sowie A29T mit ihrer ermittelten Luciferase-Aktivitat

korrelierten.

64



ERGEBNISSE

Insbesondere die am starksten vom Wildtyp abweichenden Varianten mit 6 und 11 Leucinen
sowie die Punktmutante wiesen eine signifikant geringere Expressionsstarke auf. Die mittels

des Student’s T-Test errechneten P-Werte lagen auch hier unter 0.0001 [--].

O LRP5 Western-Blot-Signalintensitat, normalisiert zur Renilla-
Lucife Aktivitat (K lle der Transfektions-effizienz) und
zu B-Aktin (Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge)
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Abb. 3.16: Quantifizierung der Westernblot-Signalintensitaten der LRP5-Signalpeptid-Varianten aus Zell-Lysaten
der Luciferase Reporter Assay-Experimente. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus
insgesamt 12 Messungen. Die Expressionsstéarke der verschiedenen LRP5-Varianten (6 Leu bis 11 Leu sowie
A29T) korreliert jeweils mit ihrer in Abbildung 3.15 dargestellten Luciferase-Aktivitat.

3.2.2 Subzellulare Lokalisation der LRP5-Signalpeptid-Varianten

Die Ergebnisse des Luciferase Reporter Assays und der Westernblot-Analysen fihrten zu
der Annahme, dass die Signalpeptide der LRP5-Varianten 6 Leu und 11 Leu méglicherweise
(wie Muts ) nicht effizient erkannt wurden und diese Proteine deshalb teilweise im
Cytoplasma zurlckblieben. Eine subzellulare Lokalisation sollte Aufschluss Uber den
intrazellularen Transport dieser Varianten geben. Expressionsvekioren von LRP5-WTg
(9 Leu), 3 Leu sowie 6 Leu und 11 Leu wurden in Hek293T-Zellen transient transfiziert. Die
Zell-Lysate wurden mittels eines Sucrose-Puffers homogenisiert und anschlieBend durch
Ultrazentrifugation in cytosolische und membranstandige Proteine fraktioniert. Die Fraktionen
der verschiedenen LRP5-Proteine wurden in einem Westernimmunoblot analysiert. Ein
reprasentativer Westernblot von insgesamt vier unabhangigen Experimenten ist in Abbildung
3.17 dargestellt. Wahrend LRP5-WT,_  erwartungsgemaB nahezu ausschlieBlich in der
Membranfraktion vorlag und 3 Leu im Cytosol zurtickblieb (Kapitel 3.1.11), waren 6 Leu und
11 Leu sowohl in der Membranfraktion als auch im Cytosol nachweisbar. Da zur Kontrolle
einer erfolgreichen Trennung das Membran-Markerprotein Calnexin und das cytosolische
Markerprotein B-Aktin eingesetzt wurden, konnte eine unvollstdndige Fraktionierung

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.17: Repréasentativer Westernblot nach Ultrazentrifugation transient transfizierter Hek293T-Zellen mit
LRP5-WTg, Muts. (3 Leu), 6 Leu bzw. 11 Leu. Mittels der Ultrazentrifugation wurden membranstandige von
cytosolischen Proteinen getrennt. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Trennung dienten Calnexin (Membran-
Markerprotein) und B-Aktin (cytosolisches Markerprotein). Das LRP5-Protein mit 9 Leucinen war fast
ausschlieBlich in der Membranfraktion und die Signalpeptid-Mutante 3 Leu ausschlieBlich im Cytosol
nachweisbar. 6 Leu und 11 Leu konnten sowohl in der Membranfraktion als auch im Cytosol detektiert werden.
Muts. fungierte hierbei als Kontrolle (Kapitel 3.1.11).

Eine dreifache Quantifizierung der Westernblot-Signalintensitaten bestétigte dieses
Ergebnis. Die Mittelwerte und Standardabweichung aller vier durchgefiihrten subzellularen
Fraktionierungs-Experimente sind in den Diagrammen in Abbildung 3.18 dargestellt.

Westernblot-Signalintensitdat der cytosolischen LRPS5- Westernblot-Signalintensitdt der membrangebundenen
Proteine, normalisiert zu B-Aktin LRP5-Proteine, normalisiert zu Calnexin
o _
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Abb. 3.18: Quantifizierung der Westernblot-Signalintensitaten der cytosolischen (links) und membrangebundenen
(rechts) LRP5-Proteine der Signalpeptid-Varianten WTg, 3Leu (Mutsg), 6Leu und 11 Leu nach
Ultrazentrifugation. Die Expressionsstarke der vier untersuchten LRP5-Varianten in der Membranfraktion
korreliert jeweils mit ihrer in den Abbildungen 3.15 und 3.16 dargestellten Luciferase-Aktivitdt. Ein Teil der
Signalpeptid-Varianten 6 Leu und 11 Leu bleibt ebenfalls im Cytosol.

Die LRP5-Signalpeptid-Varianten 6 Leu und 11 Leu zeigten eine doppelt so starke
Signalintensitédt als das Wildtyp-Protein im Cytosol auf, wahrend sie etwas geringere
Signalintensitaten als der Wildtyp-Rezeptor in der Membranfraktion aufzeigten. Die Mutante
mit nur 3 Leucinen diente hierbei als Kontrolle der Retention des Rezeptors im Cytosol
(Kapitel 3.1.11).
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3.2.3 Genomweite Suche nach Poly-Leucin-Signalpeptiden

Die Tatsache, dass in der Allgemein-Bevdlkerung vorkommenden Varianten des Poly-
Leucin-Streches im LRP5-Signalpeptid offensichtlich einen Effekt auf dessen effektive
Funktionsstarke auslben, lieB die Frage aufkommen, ob derartige Signalpeptid-
Langenpolymorphismen auch in anderen Proteinen vorkommen und somit ein bislang nicht
untersuchter Grund fur funktionelle Variabilitdt darstellen kénnten. Bislang fanden sich in der
Literatur allerdings keine Angaben zu der Haufigkeit von Poly-Leucin-Stretches. Deshalb
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Jan Freudenberg vom Center for Genomics and Human
Genetics des Feinstein Institute for Medical Research (North Shore-Long Island Jewish
University Hospital, Manhassat, New York, USA) diesbezlglich bioinformatische Analysen
durchgefihrt. Unter den insgesamt 4.145 in der Ensembl Databank (www.ensembl.org)
enthaltenen Proteinen mit einer Signalpeptid-Annotation fanden sich 441 mit mindestens fiinf
aufeinanderfolgenden identischen Aminosauren innerhalb des Signalpeptids. Bei 397
Proteinen handelte es sich um Leucine. Fur 124 dieser Proteine war dieser Leucin-Stretch
als repetitive Sequenz in DNA-Datenbanken wie UCSC oder Ensembl annotiert, wobei es
sich in den meisten Fallen um Poly-CTG/CAG-Repeats handelte. Fir 18 Gene, die
mindestens funf aufeinanderfolgende CTGs aufwiesen oder flr die in der dbSNP Datenbank
des NCBI Langen-Varianten des Signalpeptids annotiert waren, wurden daraufhin bis zu
96 Kontroll-Individuen genotypisiert. Tatsachlich fand fand sich bei 9 dieser 18 Gene
mindestens ein weiteres Allel (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Ergebnisse der Genotypisierung von 9 polymorphen der untersuchten 18 Signalpeptid-CTG-Repeats.

GEN LEU rs-ID' ALLELE ANZAHL DER CHROMOSOMEN MIT ALLEL
1 2? 3’ 4’ 5? 6’
NOTCH4 11 1$9281675 6 85 45 (-3bp) 20 (+3bp) 18 (+6bp) 10 (-12bp) 2 (+9bp)
1s$35795312
PCSK9 9 1s45454392 3 115 40 (+3bp) 1 (+6bp)
1s35574083
STRC 11 3 176 6 (+3bp) 1 (+6bp)

GDFI0 6 1534420310 2 182 4 (-3bp)

CELSR2 9 1510629280 2 130 60 (-3bp)
1s59201433

DCHS1 9 1s56194704 2 176 14 (+3bp)

EIF2AK3 8 rs1805190 2 29 9 (+3bp)

PPGB 9 2 119 69 (+3bp)

TIP39 9 2 191 1 (-6bp)

! Annotierte Langenpolymorphismen im Signalpeptid nach NCBI dbSNP.
2 Langenunterschiede dieses Allels zu Allel 1 ist in Klammern wiedergegeben.
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3.3 Familie #2

Im Rahmen dieser Arbeit war eine zweite tirkische Familie (Familie #2) mit Betroffenen, die
ein eher klassisches OPPG-Syndrom (Osteoporosis-pseudoglioma syndrome; MIM 259770)
aufweisen, rekrutiert worden. Die Eltern der beiden Betroffenen sind Cousin und Cousine
ersten Grades. Zwei ihrer drei Kinder sind von Geburt an blind und weisen eine starke
juvenile Osteoporose auf. Die Patienten erlitten aufgrund der schweren verminderten
Knochendichte seit ihrer Kindheit multiple Frakturen. Die ersten Knochenbriiche von Radius,
Femur und der Hufte traten im Alter von 11 Jahren bzw. 6-7Jahren auf. Aufgrund dieser
zahlreichen und schlecht heilenden Frakturen zeigen die Patienten starke
Knochendeformationen auf und sind seit ihrem 16. bzw. 9. Lebensjahr auf einen Rollstuhl
angewiesen. Es galt auch hier den in dieser Familie zugrunde liegenden
molekulargenetischen und zellularen Pathomechanismus aufzuklaren. Durch direkte
Sequenzierung des Kandidatengens LRP5 und im Falle einer Identifikation einer Mutation
sollten weitere funktionelle Analysen des mutierten Proteins durchgefuhrt werden.

3.3.1 Identifikation einer Splice Site-Mutation in LRP5

Durch Amplifikation und direkter Sequenzierung aller 23 kodierenden Exons von LRP5 mit
genomischer DNA des Indexpatienten wurden 5 homozygote annotierte SNPs und ein
homozygoter Basenaustausch an Position +4 der Donor Splice Site in Intron 7 identifiziert
(Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Tabellarische Ubersicht {iber alle bei einem Betroffenen mit OPPG gefundenen Sequenzverénderungen
mit Angabe der Lokalisation in LRP5, der Annotation bei NCBI dbSNP, des Aminosaure-Ausstausch und dem
Genotypen des Betroffenen.

LOKALISATION | NCBI dbSNP ANNOTATION | AMINOSAURE-AUSTAUSCH | BETROFFENEN-GENOTYP
INTRON 2 rs643981 [c/t] HOMOZYGOT [t/t]
INTRON 4 rs314776 [t/c] HOMOZYGOT [c/c]
INTRON 6 rs4988320 [g/a] HOMOZYGOT [a/a]
INTRON 7 c.1584+4a>t [a/a] SPLICE SITE SCORE HOMOZYGOT [t/t]
EXON 8 rs545382 [T/C] F549F HomozyGort [c/c]
EXON 10 rs4988322 [C/T] N740N HomozyGoT [t/t]
INTRON 14 rs554734 [t/g] HOMOZYGOT [g/g]
INTRON 16 rs607887 [c/t] HOMOZYGOT [t/t]
EXON 18 rs3736228 [C/T] A1330V HomMozyGoT [c/T]
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Die in Abbildung 3.19 dargestellte Segregationsanalyse anhand aller Familienmitglieder
ergab, dass beide Betroffenen homozygot und die Eltern heterozygot fir diese nicht
annotierte, intronische Sequenzveranderung waren. Die gesunde Schwester der beiden

Betroffenen war homozygot fir das Wildtyp-Allel.
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Abb. 3.19: Familienstammbaum der tlrkischen Familie #2 (links) mit der Segregationsanalyse der
Sequenzveranderung c.1584+4a>t in LRP5 (rechts). Beide betroffenen Familienmitglieder sind homozygot und
die konsanguinen Eltern heterozygot fir diesen Basenaustausch. Die gesunde Schwester ist homozygot fir die
Wildtyp-Sequenz.

Mittels eines fir diese neu identifizierte = Sequenzverdnderung geeigneten
Restriktionsverdaus wurden 50 gesunde tirkische Kontrollen genotypisiert. Exon 7 wurde mit
seinen flankierenden Intronbereichen bei diesen Kontrollen per Standard-PCR (Primer:
LRP5-ex7F, LRP5-ex7R2) amplifiziert und die PCR-Produkte mit dem Enzym Hphl verdaut.
Dieses Enzym erkennt und schneidet die Wildtypsequenz, wéahrend die durch den
Basenaustausch verénderte Sequenz in Intron 7 nicht erkannt und folglich nicht geschnitten
wird. In diesen 50 tirkischen Kontroll-Individuen war dieser Basenaustausch nicht
nachweisbar. Einige dieser Kontrollen wurden zur Verifizierung zusatzlich sequenziert. Das
Ergebnis des Restriktionsverdaus der tlrkischen Familie ist in Abbildung 3.20
wiedergegeben. Die Eltern (I:1 und |:2) zeigen Banden in Héhe von 475 bp (mutiertes Allel)
sowie Banden bei ca. 381 bp und 94 bp (Wildtyp-Allel). Die PCR-Produkte der Betroffenen
(I:2 und 11:3) blieben unverdaut, wahrend das der Schwester komplett verdaut wurde und sie
somit homozygot fur das Wildytyp-Allel ist.

o B3

1kb

500 bp <+ lutation Ggtgt 475bp

Wildtyp Ggtga 381 bp +94bp
100 bp —

Abb. 3.20: Agarosegel nach Amplifikation und Restriktionsverdau zur Analyse der Sequenzveranderung in Intron
7. Die Eltern zeigen Banden fiir den heterozygoten Tragerstatus dieser Sequenzveranderung, wahrend das
Bandenmuster der Betroffenen sie als homozygot identifiziert. Die Schwester ist homozygot fiir den Wildtyp, der
anhand Hphl komplett geschnitten wurde.
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Da sich diese in der Familie mit dem Phanotyp co-segregierende Sequenzveranderung
unmittelbar nach der Splice Donor Site von Exon 7 in LRP5 befand, wurde vermutet, dass
diese eine Auswirkung auf das SpleiBen haben kénnte. Aus diesem Grunde wurde eine in
silico Pradiktion der Splice Site durchgefihrt.

Die Wildytp-Sequenz bzw. die veradnderte Sequenz wurden in die Maske der
Pradiktionsprogrammes http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html eingegeben.

Waéhrend der Splice Score fir das Wildtyp-Allel an der urspringlichen Splice Donor Site 0,99
betrug, fiel dieser fir die veranderte Sequenz auf 0,44 (Abb. 3.21). Eine kryptische Splice
Site 63 bp downstream der urspringlichen Splice Site wurde mit einem Splice Score von
0,89 pradiziert.

Wildtyp
Spiice Donor Site

Préadizierter Splice Score 0.99 0.89
Wildtypsequenz GAG gtgag... gatlgtacata
LRP5 —{IEeni)|——{Exea—
Mutations-Sequenz (c.1584+4a>1) GaGlatatg ... gat|gtacgta
Pradizierter Spiice Score 0.44 0.39

al Ul l'i' \||“ " I
1l

,ﬁ..|||:t -ul' .'t"fil!.'!'l-a'

Kryptische
Splice Donor Site

Abb. 3.21: Elekiropherogramme der Sequenzier-Ergebnisse der genomsichen DNA Amplimere von Exon 7 und
den flankierenden Intronbereichen in LRP5 sowie Splice Site-Pradiktion dieser. Die obere Sequenz ist die eines
Kontroll-Individuums und die untere die des Indexpatienten Il:1. Die Wildytp-Splice Donor Site wird mit einem
Splice Score von 0,99 préadiziert, wahrend der Splice Score fur die mutierte Sequenz c.1584+4a>t auf 0,44 fallt.
Eine kryptische Splice Site mit einem Score von 0,89 wird 63 bp downstream der original Splice Site pradiziert
und, wie experimentell ermittelt werden konnte, bei der mutierten Sequenz préaferiert (Kapitel 3.3.2). Die in silico
Splice Site-Pradiktion erfolgte mit der Datenbank: http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html.
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3.3.2 RNA-Analysen der LRP5-Splice Site-Mutation

Zur Analyse eines tatsadchlichen Effekts der neu identifizierten Mutation auf das mRNA
Splicing von LRP5 wurde eine RT-PCR mit RNA aus Blut des Indexpatienten (ll:1) und eines
gesunden Kontroll-Individuums durchgefiihrt. Die verwendeten Primer zur Amplifikation
waren in Exon 5 und Exon 9 von LRP5 (LRP5-cDNA-Ex5-F, LRP5-cDNA-Ex9R) lokalisiert.
Wie das Agarosegel-Bild in Abbildung 3.22 (rechts) zeigt, war das PCR-Produkt aus RNA
des Indexpatienten verglichen mit dem PCR-Produkt aus RNA des gesunden Kontroll-
Individuums etwas gréBer. Die erwartete GréBe des PCR-Produktes betrug ~ 1 kb.

Kontroll-Individuum

Exon 7 Exon 8
K ! E ¥ 1 H ¥ D G T K
14 S 1kb —
ﬂ fl! In i ||! | ﬂL’ i L ||i
AUATYAES AT RAITY } VA VI A 500 bp —
Indexpatient
Intron 7 (Basenpaar1 63) Exon 8

L Q P 1] \l’ 1 H

/\/\m M\A /H\ m f\/w I wwf M

Abb. 3.22: Links: Elektropherogramme der LRP5-cDNA-Amplimere eines Kontroll-Individuums (obere Sequenz)
und des Indexpatienten Il:1 (untere Sequenz). Die RT-PCR wurde aus RNA des Indexpatienten sowie eines
Kontroll-Individuums mit Primern, die in Exon 5 und Exon 9 lokalisiert waren. Die direkte Sequenzierung der RT-
PCR-Produkte (rechts) zeigt eine mutierte Splice Donor Site nach Exon 7 mit 63 zuséatzlichen Basenpaaren von
Intron 7 beim Indexpatienten. Diese flhren zu einer in-frame Insertion von 21 Aminosauren, wahrend die Wildtyp-
Sequenz im Kontroll-Individuum korrekt gespleiBt wird. Rechts: Agarosegel der RT-PCR aus RNA des
Indexpatienten Il:1 und eines gesunden Kontroll-Individuums. Das RT- PCR-Produkt des Patienten ist gréBer als
das der Kontrolle.

Anhand der direkten Sequenzierung dieser PCR-Produkte wurden beim Indexpatienten
63 zusétzliche Basenpaare nach Exon 7, die aus der intronischen Sequenz herrihren,
nachgewiesen. Dies flhrte demnach zu einer in-frame Insertion von 21 zusatzlichen
Aminosauren. Die Sequenz des Kontroll-Indiviuums zeigte einen normalen Ubergang von
Exon 7 zu Exon 8 auf. Nach der offiziellen Nomenklatur der Human Genome Variation
Society tragt diese Mutation die Bezeichnung c¢.1584+4c>t bzw. p.E528_V529ins21.
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3.3.3 Luciferase Reporter Assay — LRP5-Signaltransduktion des mutierten Rezeptors

Zur Untersuchung des molekularen und zelluldren Pathomechanismus dieser Splice Site-
Mutation, die zu einer in-frame Insertion von 21 Aminosduren nach Exon 7 fUhrt, wurde sie
in die LRP5-Expressionskonstrukte (full-length und truncated, basierend auf pcDNAS.1;
Kapitel 2.25) eingefuhrt. Anhand des WNT/NDP-Signaltransduktionsweg Luciferase Reporter
Assays (Kapitel 2.29) sollte die Funktionalitdt des mutierten LRP5-Rezeptors analysiert
werden. Die Durchfiihrung erfolgte wie bereits in den Kapiteln 2.29 und 3.1.9 beschrieben.
Das in Abbildung 3.23 (links) dargestellte Diagramm umfasst 5 unabhéngige Experimente.
Die Signaltransduktionsfahigkeit von LRP5 mit der neu identifizierten Splice Site-Mutation
p.E528 V529ins21 ist deutlich beeintrachtigt. Es zeigt sich eine sehr geringe Luciferase-
Aktivitdt und damit eine deutlich eingeschrankte Transduktion im Vergleich zum Wildtyp.
LRP5-Muts_ diente in diesem Falle als Kontrolle der gestérten Signaltransduktion. Auf
Proteinebene konnte anhand von Westernblot-Analysen der Zell-Lysate eine eindeutige
Expression des mutierten LRP5-Rezeptors gezeigt werden. Abildung 3.23 (rechts) zeigt
einen reprasentativen Westernblot dieser Analysen.

Norrin - + + + +
Fzd4 - + + + .
= 6
_:g B Firefly-Luciferase-Aktivitat, normalisiert zur A
_2 " Renilla-Luciferase-Aktivitat (Kontrolle der \“.-;l-
E ~ Transfektionseffizienz) \f,‘l—g
< 15~
) o a1 A
@ 4 e o o
© e —
:q'_a 3 a-Myc:LRP5 P—
i — 160 kDa
3 2 GPAKtIn  [w— . —— 42 kDa
Q
= 1
E ]
¢ o : : ‘
A A <o~ A L
N > t;,’“ ol w
Q0 o & Vi
QG QG WA q‘)
pb
<
Q°

Abb. 3.23: Diagramm des WNT/NDP-Signaling Luciferase Reporter Assay des LRP5-WTg -Proteins sowie der
Mutanten LRP5-p.E628_V529ins21 und LRP5-Muts. und des Leervektors und reprasentativer Westernblot der
Zell-Lysate. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen relativen Firefly-
Luciferase-Aktivitdten aus insgesamt funf unabhangigen Experimenten, bei denen jedes LRP5- bzw. Kontroll-
Konstrukt in drei Ansétzen transfiziert wurde. Die relative Luciferase-Aktivitat der Mutante p.E528_V529ins21 ist
signifikant niedriger als die von WTg. Die Mutante Muts. fungiert als Positivkontrolle einer beeintrachtigten
Signaltransduktion. Der reprasentative Westernblot der Zell-Lysate, die im Luciferase Reporter Assay eingesetzt
wurden, zeigt eine eindeutige Expression des WTg_ sowie der beiden mutierten LRP5-Rezeptoren.
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3.3.4 Secretion Assay — Intrazellularer Transport der mutierten LRP5-Rezeptoren

Mittels des Secretion Assays wurde das intrazellulare Trafficking dieses mutierten Proteins
untersucht. Die Expresionskonstrukte LRP5AC-WTg und LRP5AC-p.E528 V529ins21 ( =
ohne Transmembran- und cytoplasmatische Doméane) wurden in Hek293T-Zellen transient
transfiziert und das Conditioned Medium und die Zell-Lysate zur Westernblot-Analyse
eingesetzt. Bei korrektem intrazellularen Transport des Proteins sollte dieses aufgrund der
fehlenden Transmembrandomane unter anderem in den Uberstand (Conditioned Medium)
sezerniert werden. Die anschlieBende Westernblot-Analyse zeigte, dass ausschlieBlich der
WT,. ins Conditioned Medium sezerniert wurde, wahrend die Mutante im Lysat zurlckblieb
(Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Westernblot-Analyse des Conditioned Medium (CM) und der Zell-Lysate von HEK293T-Zellen, die mit
LRP5WTg. und p.E528 V529ins21 Expressionskonstrukten ohne Transmembran- und cytoplasmatische
Domaéne transient transfiziert wurden. Bei korrektem intrazellularen Transport sollte der LRP5-Rezeptor unter
anderem ins Conditioned Medium sezerniert werden. Wahrend der WTg. stark im Conditioned Medium
nachzuweisen war, wurde die Mutante nicht ins Conditioned Medium sezerniert. Das Auftragen gleicher
Proteinmengen des Conditioned Medium und der Zell-Lysate wurden mit Hilfe von B-Aktin (Lysate) und einer
Coomassie-Farbung eines 60 kDa Protein im Conditioned Medium kontrolliert.

3.3.5 Subzellulare Lokalisation des LRP5-Wildtyp- und des mutierten LRP5-Proteins

Zur Untersuchung einer mdglichen Fehllokalisation der p.E528_V529ins21-Mutante wurde
diese mittels der subzelluldren Fraktionierung untersucht. Die Expressionsvektoren von
LRP5-WTy. und der Mutante wurden in Hek293T-Zellen transient transfiziert. Nach
Homogenisierung anhand eines Sucrose-Puffers und anschlieBender Ultrazentrifugation
wurden die Zell-Lysate in cytosolische und membranstandige Proteine getrennt und diese

mit Hilfe eines Westernimmunoblots analysiert.
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Sowohl das Wildtypprotein als auch das mutierte Protein sind nahezu ausschlieBlich in der
Membranfraktion nachweisbar (Abb. 3.25). Eine korrekte Auftrennung beider Fraktionen wird
durch Calnexin und 3-Aktin bestatigt.

\\‘)’l‘g Q‘Jq’q
D D> -
\‘\«g\, ?f.)rb A ov Qf;b
Q —260 kD

a-Myc (LRPS) D -

— 160 kDa
a-Calnexin | s |— 90 kDa
a-B-Aktin -— T — 42 kDa

Cytosol Membran

Abb. 3.25: Westernblot-Analyse nach subzellularer Fraktionierung der Hek293T-Zell-Lysate, welche mit LRP5-
WTo. bzw. p.E528_V529ins21-Expressionsvektoren transient transfiziert wurden. Cytosolische und
Membranproteine wurden mittels Ultrazentrifugation voneinander getrennt. Endogenes B-Aktin und Calnexin
dienten als Positivkontrolle fir eine korrekte Fraktionierung. Sowohl WTg. als auch p.E528_V529ins21 sind
nahezu ausschlieBlich in der Membranfraktion zu detektieren.

Anhand der hier dargestellten Ergebnisse wurde gezeigt, dass bei den Betroffenen in beiden
Familien bis dato unbekannte, neuartige und innerhalb der jeweiligen Familie mit dem
Phanotyp co-segregierende LRP5-Mutationen identifiziert wurden. Des Weiteren wurde
deren Pathophysiologie mit Hilfe von molekulargenetischen in vitro-Assays nachgewiesen.
Darliber hinaus ergab sich aus weiteren Analysen der in Kontroll-Individuen detektierten
verschiedenen LRP5-Varianten mit 6 bis 11 Leucinen im Signalpeptid ein quantitativer Effekt,
der moglicherweise im Rahmen des Knochenstoffwechsels klinisch relevant sein kdnnte.
Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit demonstriert, dass LRP5 eine zentrale Rolle sowohl
bei monogenen Erkrankungen wie OPPG als auch vermutlich bei komplexgenetischen
Erkrankungen wie Osteoporose einnimmt.

Allerdings ist Uber die Regulation des LRP5-Gens bislang wenig bekannt. In Anbetracht
dessen konnten sich aus der Analyse des annotierten, exprimierten LRP5L-Pseduogens
wichtige neue Erkenntnisse Uber eine mdgliche Regulation von LRP5 oder vice versa
ergeben.
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3.4 LRP5L —Pseudogen

Auf Chromosom 22q11.23 existiert ein Pseudogen zu LRP5. Dieses LRP5L-Pseudogen
(Low density lipoprotein receptor-related protein 5-like) wurde bislang in der Literatur
lediglich als mégliche Fehlerquelle bei der PCR-Amplifikation einzelner LRP5-Exons erwahnt
[Gong et al., 2001; Ai et al., 2005]. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren die hoch-
homolgoen Sequenzen des Pseudogens zu LRP5 bei Amplifikation und Sequenzierung von
LRP5 berticksichtigt worden. Interessanterweise ist dieses Pseudogen stark exprimiert und
wird, wie sich u.a. an zahlreichen annotierten ESTs in Genomdatenbanken des UCSC, NCBI
und ENSEMBL ablesen lasst, prozessiert. Systematische experimentelle Daten zur
genomischen Struktur und zum Expressionsmuster dieses Pseudogens liegen bislang nicht
vor. Mehrere in den Datenbanken enthaltene spliced ESTs mit zuséatzlichen Exons belegen,
dass die genaue Struktur des Pseudogens ebenso wie die GréBe und Orientierung des
Transkriptes gegenwartig unklar sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten der Aufbau des Pseudogens mit Hilfe der RACE-
PCR experimentell aufgeklart werden. Dabei sollte die komplette Pseudogen-cDNA
amplifiziert und die Struktur mittels Sequenzierung und bioinformatischen Analysen ermittelt
werden. Nach Aufklarung der Struktur sollte das Pseudogen fir weitere funktionelle
Analysen in einen Expressionsvektor kloniert werden.

Anhand von Expressionsanalysen sollte auBerdem das Expressionsmuster des Pseudogens
untersucht werden. Der nachste Schritt war die Uberpriifung der Hypothese, ob das
Pseudogen LRP5L eine regulatorische Funktion fir LRP5 besitzen kdnnte. Genregulation
durch transkribierte Pseudogene in Form von RNA-Interferenz wurde in den letzten Jahren
wiederholt in der Literatur beschrieben. Watanabe et al. sowie Tam et al. zeigten, dass bei
Mausen endogene siRNA von Pseudogenen abstammten und diese durch RNA-Interferenz
(RNAi) Gene regulieren konnten [Watanabe et al., 2008; Tam et al, 2008]. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine mégliche Regulation von LRP5 durch das Pseudogen LRP5L zum
einen anhand des WNT/NDP-Signaltransduktionsweg Luciferase Reporter Assays
untersucht und zum anderen durch RNA-Interferenz-Experimente analysiert. Letztere
erfolgten durch Transfektion von siRNA in eine LRP5L- und LRP5-exprimierende Zelllinie
und anschlieBender quantitativer Real-Time-PCR zur Analyse eines mdglichen Effektes des
Pseudogen-Knock downs auf die endogene Transkription von LRP5 und vice versa.
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3.4.1 Aufklarung der LRP5L-Pseudogen-Struktur
3.4.1.1 Datenbank-Analysen

In den Genom-Datenbanken des UCSC, NCBI sowie bei ENSEMBL war anhand von
annotierten ESTs das LRP5L-Pseudogen mit sechs Exons und einem maximalen Open
Reading Frame von 756 bp (252 Aminosauren) auf Chromosom 22q11.23 pradiziert worden
(Low density lipoprotein receptor-related protein 5-like; NM_182492; NM_001135772).
Allerdings zeigten zahlreiche spliced ESTs mit zusatzlichen Exons, dass die genaue Struktur
des Pseudogens sowie GréBe und Orientierung des Transkriptes noch nicht definitiv
aufgeklart waren. Ein Vergleich und Abgleich der annotierten EST-Daten aller drei
Datenbanke mit Hilfe von NCBI-Blast und UCSC-BLAT ergaben, dass die annotierten EST-
Sequenzen deckungsgleich waren; es handelte sich teilweise um die gleichen Klone. Der in
Abbildung 3.26 dargestellte Ausschnitt aus Chromosom 22 des UCSC Genome Browsers
gibt eine Ubersicht tber das pradizierte Pseudogen LRP5L und den umgebenden spliced
ESTs wieder. Diese ESTs zeigten, dass mdglicherweise noch ein oder zwei zuséatzliche
Exons zu den bisher sechs pradizierten Exons des Pseudogens existierten. Um die
tatsachliche Struktur des LRP5L-Pseudogens zu rekonstruieren, wurden vier ausgewdhlte
EST-Sequenzen genauer analysiert. Diese vier ESTs zeigten mdglichst geringe
Abweichungen zur Genom-Sequenz auf Chromosom 22 auf und deckten auBerdem
insgesamt alle pradizierten Exons und ESTs von LRP5L vollstandig ab. Sie sind in der
Abbildung mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Abweichungen vom Genom, die in der Regel
von Sequenzier-Artefakten der einzelnen Klone herriihren, sind farblich gekennzeichnet.
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Abb. 3.26: Ausschnitt aus UCSC Genome Browser auf Chromosom 22 (chr22:24,074,626-24,134,477; Human
March 2006 Assembly). Dargestellt sind das pradizierte LRP5L-Pseudogen und die dieses umgebenden spliced
ESTs. Die mit einem roten Pfeil gekennzeichneten ESTs wurden fiir weitere in silico-Analysen und zur genauen
Aufklarung der Gen-Struktur ausgewahlt.
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Eine in silico-Analyse mittels UCSC-BLAT der vier EST-Sequenzen BE13936, CN274774,
BE396696 und CN264451 mit insgesamt acht pradizierten Exons von LRP5L auf Chromosm
22 zeigte, dass diese eine hohe Homologie zu Exon 1, Exon 3 und 4 sowie zu Exon 6 bis
Exon 9 von LRP5 auf Chromosom 11 aufweisen. Eine Homologie des in der Abbildung 3.27
mit 5* gekennzeichneten Exons eines ESTs zu einem Exon in LRP5 lag rein bioinformatisch

nicht vor.
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Abb. 3.27: Ausschnitt aus dem UCSC Genome Browser von Chromosom 22 (oberer Ausschnitt)
(chr22:24,074,626-24,134,477; Human March 2006 Assembly) mit pradiziertem LRP5L und vier ausgewahlten
spliced ESTs, die alle LRP5L-Exons komplett abdecken. Diese weisen eine hohe Homologie zu Exon 1%, Exon 3*
und 4* sowie zu Exon 6* bis Exon 9* von LRP5 auf Chromosom 11 (unterer Ausschnitt: chr11:67,835,000-
67,975,000; Human March 2006 Assembly) auf.

Die Sequenzen der vier ausgewdahlten humanen spliced ESTs sowie die des pradizierten
LRP5L-Pseudogens wurden mit den Sequenzen des humanen Genoms auf Chromosom 22
und 11 genau abgeglichen. Aufgrund der hohen Homologie des Pseudogens zu LRP5 war
dies notwendig, um pseudogenspezifische Primer zur experimentellen Aufklarung der LRP5L-

Struktur und andere funktionelle Analysen zu generieren.

3.4.1.2 RACE (Rapid Amplification of cDNA-Ends)-PCR von LRP5L

Bei den pradizierten LRP5L-Exons handelte es sich lediglich um bioinformatische Daten, die
auf den Sequenzierzungsergebnissen einiger EST-Klone gestiitzt waren. Die tatsachliche
Struktur des Pseudogens erschloss sich allein aus diesen Informationen nicht. Zur
experimentellen Ermittlung der LRP5L-Struktur sollte das Gen auf cDNA-Ebene vollstéandig
amplifiziert und sequenziert werden. Da die 5- und 3-cDNA-Enden dieses Pseudogens
bislang unbekannt waren und eine reine in silico Pradiktion der Enden die Existenz aller
EST-Exons nicht sicherstellte, wurde die in Abbildung 3.28 dargestellte Strategie der RACE-
PCR angewendet.
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Diese ermdglichte die Amplifikation der unbekannten cDNA-Enden des Pseudogens. Die
pseudogenspezifischen Primer (LRP5L-GSP-F1 bis F4 sowie LRP5L-GSP-R1 bis R4) lagen
etwa 100 bis 600 Basenpaare von den bioinformatisch pradizierten Enden entfernt.

Region to be amplified
by 5'-RACE Region to be amplified
by 3'-RACE

AP2
LRP5L-GSP-R1/-R2/-R3 / -R4 — .
pe— R —

5LW adaptor-ligated ds cDNA template jNNAW—I_lL_E

=
APT— LRP5L-F1/-F2 -F3 ! -F4
AP2

Abb. 3.28: Strategie der RACE-PCR mit den pseudogenspezifischen Primern LRP5L-GSP-R1 bis R4 fir die
Amplifikation des 5’-Endes sowie LRP5L-GSP-F1 bis F4 zur Ermittlung des 3’-Endes von LRP5L. Die Primer AP1,
AP2 und die Marathon-Ready cDNA waren von der Firma Clontech bezogen [Bildquelle: Marathon-ReadyTM
cDNA-Handbuch, Clontech; modifiziert].

3.4.1.2.1 Bestimmung des 5 -cDNA-Endes von LRP5L

Die Bestimmung des 5-cDNA-Endes von LRP5L erfolgte mit Hilfe der RACE-PCR aus
verschiedenen pseudogenspezifischen Primerkombinationen in zwei Amplifikationsrunden.
Die erste Runde erfolgte mit einer Tochdown-PCR bei 74 bis 59°C in den
Primerkombinationen AP1 und LRP5L-GSP-R3 bzw. LRP5L-GSP-R4. Als Template diente
Marathon-Ready cDNA aus der humanen Leber. Fir die Nested-PCR unter den gleichen
Temperatur-Bedingungen wurden die PCR-Produkte aus der ersten Runde eins zu finf
verdinnt und als Template verwendet. Hierzu wurden die Primerkombinationen AP2 und
LRP5L-GSP-R1 bzw. AP2 und LRP5L-GSP-R2 eingesetzt. Die PCR-Produkte der Nested-
PCR wurden auf ein Agarosegel aufgetragen. Da die tatsdchlichen cDNA-Enden nicht
bekannt waren, konnte die GrdoBe des erwarteten PCR-Produktes nur geschéatzt werden.
Aufgrund der Pradiktionen wurden DNA-Banden zwischen etwa 120 und 450 bp ertwartet.
Diese in Abbildung 3.29 mit einem Sternchen versehenen Banden wurden

herausgeschnitten und zur Sequenzierung aufgereinigt
Abb. 3.29: Agarosegel der Nested-PCR-Produkte zur
Ermittlung des 5-cDNA-Endes von LRP5L. Die
Tochdown-PCR (74-59°C) erfolgte mit der HighFidelity-
Polymerase und verdinnten PCR-Produkten aus der
ersten PCR-Runde als Template.
1: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-R3;

Primer: AP2 + LRP5L_GSP-R1.
2: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-R3,

Primer: AP2 + LRP5L_GSP-R2.
3: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-R4;

Primer: AP2 + LRP5L_GSP-R1.
4: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-R4;

Primer: AP2 + LRP5L_GSP-R2.
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3.4.1.2.2 Bestimmung des 3" -cDNA-Endes von LRP5L

Zur Bestimmung des 3'-cDNA-Endes von LRP5L wurde die gleiche Strategie der RACE-
PCR aus verschiedenen pseudogenspezifischen Primerkombinationen in zwei Runden
angewendet. Die erste Amplifikations-Runde erfolgte mit einer Two-Step-PCR bei
Annealingtemperaturen von 68°C und 66°C in den Primerkombinationen AP1 und LRP5L-
GSP-F1 bzw. LRP5L-GSP-F2, LRP5L-GSP-F3 und LRP5L-GSP-F4. Als Template diente
Marathon-Ready cDNA aus der humanen Leber. Fir die Nested-PCR unter den gleichen
Temperatur-Bedingungen wurden die PCR-Produkte aus der ersten Runde eins zu zehn
verdinnt und diese als Template verwendet. Hierzu wurden die Primerkombinationen AP2
und LRP5L-GSP-F3 bzw. LRP5L-GSP-F4 eingesetzt. Die geschatzten erwarteten GréBen
der PCR-Produkte betrugen etwa 400 bis 650 bp. Die PCR-Produkte der Nested-PCR
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Banden unterschiedlicher GréBen zur
Sequenzierung aus dem Gel herausgeschnitten und aufgereinigt (Abb. 3.30).

Abb. 3.30: Agarosegel der Nested-PCR-Produkte
zur Ermittlung des 3’-cDNA-Endes von LRP5L. Die
2-step-PCR (68°C + 66°C) erfolgte mit der
HighFidelity-Polymerase und verdiinnten PCR-
Produkten aus der ersten PCR-Runde als Template.
Die erwarteten GroBen der PCR-Produkte betrugen
ca. 400-650 bp. Die mit einem Sternchen (%)
versehenen Banden wurden herausgeschnitten und
zur Sequenzierung aufgereinigt.

1: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F1; 5: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F3;
Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F3. Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F3.

2: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F2; 6: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F4,
Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F3. Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F3.

3: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F1; 7: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F3;
Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F4. Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F4.

4: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F2; 8: Template: 1. RACE mit AP1 + LRP5L-GSP-F4;
Primer: AP2 + LRP5L_GSP-FA4. Primer: AP2 + LRP5L_GSP-F4

Anhand eines Alignments der sequenzierten der PCR-Produkte aus den Nested-PCRs mit
der Genom-Sequenz auf Chromsom 22 konnten die pradizierten Sequenz-Endabschnitte
des 5- und 3’-Endes gréBtenteils bestatigt werden. Das Alignment des 5’-Endes ergab, dass
51 prédizierte Basenpaare des 5-cDNA-Endes auf cDNA-Ebene nicht nachweisbar waren.
Das 3’-cDNA-Ende von LRP5L entsprach der Datenbank-Pradiktion und endet in einem
Poly-A-Schwanz.
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Mit Hilfe dieser experimentell ermittelten 5- und 3’-End-Abschnitte wurde die komplette
LRP5L-cDNA zur Analyse der tatséchlichen Gen-Struktur amplifiziert und vollstandig
sequenziert. Die PCR erfolgte mit Human Universal cDNA (Clontech) als Template und den
Primern LRP5L-RACE-1F und LRP5L-KI-1R (Abb. 3.31, blau), die am neu identifizierten 5’-
Ende und 3’-Ende lokalisiert waren. Die anschlieBend durch direkte Sequenzierung
erhaltene komplette LRP5L-cDNA-Sequenz ist in Abbildung 3.31 wiedergegeben.

gtggagcccgagtgagecgeggegecagcccgtccggegectggacaacatggaggectgcactgeeccgggecge
cgtggccgctgctgectggegetgtgecggectgeccecggeccecgecgcaggtacatgtactgggecagattgggg
tgagacgccctggatcgagcaggtggggatggacgacagcacccagaagatcattgtggacttggacattta
ctggcccaatagactgaccatcgacctgggggagaagaagctctactgggctgacactaagctecggettcat
ccaccgtgcaacctggacggctcgttccggcagaaggtggtgaagggcagecctgacgcacccecttcaccctg
acactctccggggacactctgcactggatggactggctgacgtgctccatccatgectgcaacaggaacact
gcggggaagaggaacgagatcttgagcgccctctactcagcatggatatccaggtgctgageccaggagcagce
agcctttctgagccaaggaggtcctgctgctggecccggtagacggaccaatggagggtctcecgectggacacac
cggacttcaccgacatcgtgctgcagctggacgacatccagcatgeccatcgeccatcaactatgaceccaATGG
AGGGCCACGTCTACTGGACGGATGACGAGGTGTGGGCCATCCGCAGGGCATACCTGGATGGGTCTGGGGCGC
AGACGCTGATCAACACCAAGATCAACGACCCCGATGACATCGCAGTCAACTGGGTGGCCCGAAGCCTCTATT
GGACCCACACAGGCACTGAACACATCGAGGTGACGTGCCTCAACAGCACCTCCCACAAGATCCTGGTGTCAG
AGGACATGGACGAGCCCCGTGCCATTGCACTGCATCCCGAGATGGGCCTCACGTACTGGATAGACTGGGGAG
AGAACCCTGAAATCAAGCGTGCCAACCTGGACAGGCAGGAGCTGCGCGTGCTGGTCAATGCTTCCCTCGGGT
GGCCCAACGGCCTGGCCCTGGACCTGCAGGAAGGGAAGCTCTACTGGGGAGATGCCAAGACAGACAAGATCG
AGGCGATCAGTGTCGATGAGACGAAGAGGCAGACCCTCCTGAAGGACAAGCTCCCACACATTTTCAGGTTCA
CCCTGCTGGGGGACTTCATCTACTGGACCGCCTGGCAGCACCACAGCATCAAGCGGGTACACAAGGTCAAGG
CCAACCGGGACGTCATCATTGACCAGCTGCCCGACCTGATGGGGCTCAAAGCTGTGAACGTGGACAAGGTCG
TCGGAACCAACCCTCATGCGGACAGGAATGGGGGTGCAGCCACCTGTGCTTCTTCACGCCCCACACAACCCG
GTTTGGCTGCCCCATCTAGGGCCTGGAACTGCTGAgtgacatgaagacctgcatcatgcccaaggeccttcectt
ggtcttcaccagtagagccgccatccacaggatctcecctcgagaccaacaacaacgatgtggeccatectget
ctcggcgtcaaggaggcctcggeccecctggactttgatgtgtccagcaaccacatctactggacagacatcage
ctgaaggtagcgtgggcccgaacatgcacacgtgcagcecctatatgggaaaaccttceccecctcectgtacctgectce
aaaggtttcagacatttttcttaaagcactataatatttattgtaacacaattcaagctaattaaatatgag
caagcctatttcaaaaaaaa..

Abb. 3.31: Komplett amplifizierte cDNA-Sequenz von LRP5L. In rot ist der groBte Open Reading Frame
dargestellt, begrenzt durch das Start-Codon ATG und Stop-Codon TGA. Hellblau markiert sind die Grenzen der 7
Exons. Die 5- und 3'-,UTRs“ sind schwarz gekennzeichnet. Fett in blau markierte und unterstrichene
Sequenzabschnitte wurden als Primer zur Amplifikation der kompletten cDNA und zur Klonierung des LRP5L-
Full-length-Expressionskonstruktes (Kapitel 2.2.3 und 3.4.3) verwendet worden. Fett in rot markierte und
unterstrichene  Primer-Sequenzen dienten zur Amplifikation und Klonierung des LRP5L-ORF-
Expressionskonstruktes. Diese wurden flr weitere funktionelle Analysen generiert (Kapitel 2.2.3 und 3.4.3).

NCBI-Blast- und UCSC-BLAT-Analysen zeigten, dass die Sequenz mit der Genom-Sequenz
auf Chromosom 22 zu nahezu 100 % Ubereinstimmte. LRP5L bestand folglich aus sieben
Exons mit einer Gesamtlange von 1740 bp. Ein zusétzliches Exon zu den bereits von UCSC
und NCBI pradizierten, welches als EST-Exon in den Datenbanken enthalten war, konnte so
bestéatigt werden. Das in Abbildung 3.27 mit 5* gekennzeichnete hypothetische EST-Exon
konnte auch experimentell in LRP5L nicht nachgewiesen werden. Der groBte Open Reading
Frame war wie bereits in den Datenbanken vorhergesagt 756 bp groB3 (252 Aminosauren)

80



ERGEBNISSE

und ist in Abbildung 3.31 in roten GroBbuchstaben dargestellt. Da das Start-Codon dieses
gréBten Leserahmens nur teilweise mit der Kozak-Sequenz (GCCRCCATGG) Ubereinstimmt,
die zur |Initierung einer Translation von Bedutung ist und auBerdem kein
Polyadenylierungssignal downstream des Stop-Codons vorzufinden war, blieb offen, ob es
sich hierbei um ein tatsachlich translatiertes Protein handelte [Kozak, 1986]. In Anbetracht
der Fragestellung, ob das Pseudogen eine regulatorische Funktion auf LRP5 auslbt, war
dies jedoch nicht relevant, da primar nach einem auf RNA-Interferenz basierenden
Mechanismus gesucht werden sollte [Watanabe et al., 2008; Tam et al., 2008].
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Abb. 3.32: UCSC-BLAT-Analyse der komplett amplifizierten cDNA-Sequenz von LRP5L_neu (roter Pfeil).
Insgesamt wurden sieben spliced Exons auf cDNA-Ebene nachgewiesen, welche mit den spliced ESTs sowie
den Genom-Sequenzen auf Chromosom 22 (bereinstimmten. Das bislang in Abbildung 3.27 gekennzeichnete
hypothetische Exon 5* (CN274774-EST) konnte fir LRP5L nicht nachgewiesen werden.

3.4.2 Expressionsanalysen
3.4.2.1 LRP5L-Amplifikation mittels des Multiple-Tissue-cDNA-Panels

Anhand des Multiple-Tissue-cDNA-Panels wurde das Expressionsmuster dieses
Pseudogens in verschiedenen Geweben analysiert. Das ausgewahlte Panel enthielt humane
cDNA aus 12 verschiedenen Geweben. Durch Standard-PCR wurden diese 12 cDNA-
Gewebeproben jeweils mit den genspezifischen Primern LRP5L-MTN-1F und LRP5L-MTN-
1R amplifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es wichtig, eine
pseudogenspezifische Primerkombination zu verwenden, damit nicht félschlicherweise LRP5
amplifiziert wurde. Die Primer wurden in LRP5L so gelegt, dass ein pseudogenspezifisches
PCR-Produkt im Fall von LRP5L 581 bp groB ist, im Gegensatz zu 1128 bp bei einer
Amplifikation von LRP5 (Abb. 3.33 und 3.34).
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Die Starke der Genexpression im entsprechenden Gewebe korrelierte mit der Intensitét und
Dicke der Bande auf einem Argarosegel.
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Abb. 3.33: Agarosegel der LRP5L-PCR-Produkte aus 12 verschiedenenen cDNA-Gewebeproben des Multiple-
Tissue-cDNAPanels. Die fur die PCR eingesetzten cDNAs stammten aus Herz, Gehirn, Lunge, Niere,
Skelettmuskel, Dinndarm, Colon, Milz, Thymus, Leukocyten, Pankreas und Placenta. In 9 der 12 Gewebe war
das Pseudogen unterschiedlich stark exprimiert. Stérkste Expressionen zeigten Thymus, Milz und Leukozyten,
eine mittlere Expression Lunge, Dinndarm und Colon, wahrend Herz, Niere und Pankreas das Pseudogen nur
sehr schwach exprimierten. In Gehirn, Skelettmuskel und Placenta konnte keine Expression detektiert werden.
Die 2-Step-PCR (70°C und 68°C) erfolgte mit der ReadyTag-Polymerase und den pseudogenspezifischen
Primern LRP5L-MTN-1F und LRP5L-MTN-1R fir ein PCR-Produkt von 581 bp. Zur Kontrolle des cDNA-
Gewebeproben diente eine PCR fur B-Aktin. Ein Aktin-PCR-Produkt mit 381 bp war in allen 12 cDNA-
Gewebenproben nachweisbar.

In 9 der 12 Gewebe war das Pseudogen nachweisbar, wobei sich die Expression im
Thymus, in der Milz und Leukozyten als am stérksten erwies. Die Expressionsstarke in Herz,
Niere und Pankreas war dagegen sehr schwach. In Lunge, Dinndarm und Colon wies das
Pseudogen eine mittlere Expressionsstarke auf. Eine Expression des Pseudogens wurde im
Gehirn, Skelettmuskel oder in der Placenta nicht detektiert. Es wurde ausschlieBlich das
Pseudogen amplifiziert. Eine Amplifikation von LRP5 konnte aufgrund der GrdBe des PCR-
Produktes ausgeschlossen werden. Zur Kontrolle der jeweiligen cDNA wurde eine PCR mit
Primern flr B-Aktin durchgefliihrt. Das entsprechende PCR-Produkt war 381 bp groB und war
in allen 12 cDNA-Gewebeproben (wenn auch unterschiedlich stark) nachweisbar.

3.4.2.2 Northernblot-Analyse von LRP5L

Eine weitere Moglichkeit der Expressionsanalyse des LRP5L-Pseudogens in verschiedenen
Geweben besteht in der Northernblot-Analyse. Dazu wurde ein Human 12-Lane MTN™ Blot
verwendet, auf dem RNA aus den Geweben Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Colon, Thymus,
Milz, Niere, Leber, Dinndarm, Plazenta, Lunge und Leukozyten enthalten war. Eine zweite
Northernblot-Membran (RNA Blot; mN3) enthielt RNA aus Gehirn, Uterus, Niere, Placenta,
Milz und Lunge. Die zur Hybridisierung verwendete LRP5L-Sonde von 581 bp wurde mit
dem Primerpaar LRP5L-MTN-1F und LRP5L-MTN-1R aus Human Universal cDNA
amplifiziert. Diese war pseudogenspezifisch und wurde durch Sequenzierung verifiziert
(Abb.3.34).
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Abb. 3.34: Schematische Darstellung der LRP5L-Northernblot-Sonde (oben). Sie umfasste 581 bp und war
pseudogenspezifisch, da sie Exon 2 und Exon 5 von LRP5, zu denen das Pseudogen keine Homologie aufwies,
Uberspannte (mitte). Eine Amplifikation von LRP5 hatte ein gréBeres PCR-Produkt von 1128 bp ergeben. Die
Amplifikation und Sequenzierung des 581 bp groBen PCR-Produktes bestétigte, dass es sich bei dem Amplimer
um LRP5L handelte (unten links).

Die Rekonstruktion der kompletten LRP5L-cDNA ergab, dass bei der Northernblot-Analyse
fr das Pseudogen Signale bei etwa 1,7 kb zu erwarten waren. Sowohl bei der Northernblot-
Analyse mit RNA aus 12 verschiedenen Geweben (Clontech) als auch bei der mit RNA aus
sechs humanen Geweben (Biochain) war kein LRP5L-Transkript nachweisbar (Abb. 3.35
und 3.36, links). Die Filme wurden zwei bzw. acht Tage exponiert, um selbst eine schwache
Expression detektieren zu kénnen. Zur Kontrolle der RNA-Gewebeproben auf den beiden
Northernblots wurde eine zweite Hybidisierung mit einer Aktin-Sonde (381 bp) bzw. einer
LRP5-Sonde (500 bp) durchgefiihrt. Ein Aktin-Signal war bei ca. 2 kb zu erwarten und auch
nahezu in allen 12 RNA-Spuren nachweisbar (Abb. 3.35, rechts). Die erwartete Transkript-
GroéBe von LRP5 betrug ca. 5,5 kb. Auch diese war auf dem Blot mit sechs verschiedenen
RNA-Gewebeproben unterschiedlich stark detektierbar (Abb. 3.36, rechts). Das
Expressionsmuster entsprach dem in der Literatur beschriebenen [Kim et al., 1998; Hey et
al., 1998]. Die Filme wurden jeweils zwei Tage exponiert.
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Abb. 3.35: Links: Northernblot-Analyse von LRP5L anhand des Human 12-Lane MTN™ Biots mit RNA aus den
12 verschiedenen humanen Geweben (Gehirn Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Colon, Thymus, Milz, Niere, Leber,
Dinndarm, Plazenta, Lunge und Leukozyten) und einer 581 bp groBen pseudogenspezifischen
Hybridisierungssonde. Ein fiir LRP5L erwartetes spezifisches Expressionssignal bei 1,7 kb war nicht nachweisbar.
Rechts: Eine Hybridisierung des gleichen Northernblots mit einer Aktin-Sonde zur Kontrolle der RNA-
Gewebeproben ergab bei 2 kb ein flir Aktin erwartetes Signal in nahezu allen 12 Gewebeproben.
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Abb. 3.36: Links: Northernblot-Analyse von LRP5L anhand des mN3 RNA Blots mit RNA aus Gehirn, Uterus,
Niere, Placenta, Milz und Lunge und einer 581 bp groBen pseudogenspezifischen Hybridisierungssonde. Ein fir
LRP5L erwartetes spezifisches Expressionssignal bei 1,7 kb war hier nicht detektierbar. Rechts: Eine
Hybridisierung des gleichen Northernblots mit einer LRP5-Sonde zur Kontrolle der RNA-Gewebeproben ergab bei
ca. 5,5 kb ein flir Aktin erwartetes Signal in vier von sechs Gewebeproben. Das Expressionsmuster entsprach
dem bereits in der Literatur beschriebenen [Kim et al., 1998; Hey et al., 1998].
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3.4.3 Klonierung von LRP5L in einen Expressionsvektor

Nach Aufklarung der LRP5L-Pseudogen-Struktur sollte untersucht werden, ob LRP5L in vitro
eine regulatorische Funktion auf LRP5 ausiben kann. Diese kdnnte, je nach Orientierung
des Transkriptes, sense- oder antisense-vermittelt sein. Es wurden drei LRP5L-
Expressionskonstrukte generiert, die zur funktionellen Analyse des Pseudogens eingesetzt
wurden. Die Klonierung der kompletten cDNA von LRP5L in sense und antisense sowie des
gréBten Open Reading Frames erfolgte anhand der TA-Klonierung mittels des pcDNA3.1
TOPOP® TA Expression Kits in den pcDNA3.1/V5-His-TOPO-Vektor.

Die Amplifikation der Inserts erfolgte mit den Primern LRP5L-RACE-1F und LRP5L-KI-1R fur
die komplette 1740 bp groBe LRP5L-cDNA (Full-length) bzw. LRP5L-KI-5Fb und LRP5L-KI-
5R fir den gréBten Open Reading Frame (ORF) von 756 bp (Abb. 3.31 und Abb. 3.37).

~175kb LRP5L-Full-length_antisense :

L}

NP

LRP5L-ORF 756 bp
Grofter Open Reading Frame
(252 Aminoséuren)

Abb. 3.37: Schematische Darstellung der amplifizierten LRP5L-Inserts zur Generierung von LRP5L-
Expressionskonstrukten. Es wurde je ein Konstrukt mit der kompletten LRP5L-cDNA in sense und antisense (Full-
length) sowie mit dem groBten Open Reading Frame (ORF) generiert. Die Orientierung dieser Konstrukte ist
jeweils durch einen Pfeil angegeben.

3.4.4 Geeignete Zellinie fur funktionelle Analysen

Zur Analyse einer moglichen regulatorsichen Funktion des Pseudogens auf LRP5 wurde
nach einer geeigneten Zellinie gesucht, die LRP5 und folglich vermutlich auch LRP5L
endogen stark exprimierte. Da LRP5-Mutationen unter anderem das Osteoporosis-
Pseudoglioma-Syndrom oder High Bone Mass verursachen, lag die Annahme nahe, dass
LRP5 stark in Knochenzellen exprimiert sei.

Anhand eines Westernblots mit einem LRP5-Antikbrper wurde die Expression des
endogenen LRP5-Proteins in zwei Osteosarkomzellinien (SaOS und HOS) und Hek293T-
Zellen analysiert.
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In allen drei Zellinien konnte endogenes LRP5 nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich
in den Hek293T-Zellen die starkste Protein-Expression (Abb. 3.38). In Anbetracht dieser
Erkenntnis und der Tatsache, dass in Testversuchen die Transfektioneffizienz der
Osteosarkomzellen deutlich unter der von Hek293T-Zellen lag, wurde fir alle weiteren

Versuche letztere verwendet.

160 kDa — a-LRPS

40 KDa— | "— e w— YUYW W | O-[3- Aktin

Abb. 3.38: Westernblot zur Analyse des endogenen LRP5-Proteins in den Osteosarkomzellien SaOs und HOS
sowie in Hek293T-Zellen. Dazu wurden 20 pug bzw. 50 pug der jeweiligen Zell-Lysate eingesetzt. Die
Immunodetektion erfolgte mit einem LRP5-Antikdrper (Calbiochem).

3.4.5 Luciferase Reporter Assay zur Analyse des LRP5L-Pseudogens

Zur Untersuchung eines moglichen Effektes des LRP5L-Pseudogens auf den LRP5-
Rezeptor in Form einer Veranderung der LRP5-Signaltransduktion Uber den WNT/NDP-
Pathway wurde der Luciferase-Reporter Assays durchgefihrt (Kapitel 2.29). Dies erfolgte in
zwei Versuchsansatzen. Zur Analyse eines Effektes des Pseudogens auf den endogenen
LRP5-Rezeptor wurden Hek293T-Zellen und die Expressionskonstrukte LRP5L-full-
length_sense, LRP5L-full-length_antisense bzw. LRP5L-ORF mit Expressionsvektoren fir
Norrin (NDP), Frizzled-4 (FZD4), Mesoderm development candidate 2 (MESDCZ2), die
Firefly- und die Renilla-Luciferase co-transfiziert. Als Kontrolle dienten Versuchsansatze mit
dem pcDNAS3.1-Leervektor und LRP5-WTg -Expressionsvektor. Diese wurden jeweils mit und
ohne NDP- und FZD4-Konstrukte (zur Aktivierung der Signaltransduktion) transfiziert. Durch
den zweiten Versuchsansatz, bei dem die drei LRP5L-Konstrukte jeweils zusatzlich mit
LRP5-WTy_ co-transfiziert wurden, sollte eine mdgliche Regulation des Uberexprimierten
LRP5-Rezeptors durch das jeweilige Pseudogen-Konstrukt untersucht werden. Die
Luciferase-Aktivitdt der jeweiligen Proben wurden nach Zell-Lyse mittels des Dual-
Luciferase® Reporter Assay System Kits (Promega) am Luminometer gemessen. Die
gemessenen Werte wurden mit Hilfe von Excel ausgewertet und graphisch dargestellt. Die
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen aus funf unabhangigen Experimenten
wurde in Form der Diagramme in den Abbildungen 3.39 und 3.40 wiedergegeben. Hierbei
wurde jedes LRP5- bzw. LRP5L- und Kontroll-Konstrukt sowie jede Kombination aus LRP5-
und LRP5L-Konstrukt in drei Ansatzen transfiziert und gemessen. Eine Westernblot-Analyse
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der Zell-Lysate zur Kontrolle der aufgetragenden Proteinmengen ist jeweils rechts von den
Diagrammen abgebildet. Die beiden LRP5L-full-length-Konstrukte konnten im Immunoblot
nicht detektiert werden, da diese kein Antikdrper-Epitop exprimierten. Insgesamt war in
beiden Versuchsanséatzen kein Effekt des Pseudogens auf die Signaltransduktion von LRP5
zu beobachten. Im ersten Versuchsansatz (Abb. 3.39) zeigten die Luciferase-Aktivitaten der
beiden LRP5L-full-length-Probenansatze keinen Unterschied zum Leervektor auf; weder eine
erhéhte noch eine geringere Aktivitat war zu messen. LRP5L-ORF wies eine minimale
Aktivitat auf. Auch im zweiten Versuchsansatz (Abb. 3.40) war keine Veranderung der
Luciferase-Aktivitdit messbar. Die Pseudogenproben-Ansatze mit co-transfiziertem LRP5-
WTg -Konstrukt wiesen zum Kontrollansatz des LRP5-WTg—Expressionsvektors ohne

Pseudogen-Expressionsvektor keinen Unterschied auf.

Norrin - - + + + +
Fzd4 - -
o

:""U' 100% Firefly-Luciferase-Aktivitat,  normalisiert 1 2 34 5 67
= " zur  Renilla-Luciferase-Aktivitst {Kontrolle 260 kDa —
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£ 5040s ! - a-Myc:LRP5
< 60% -
o 40 kDa _[—— -—.___._l a-B-Aktin
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4) LRP5-WT

5)  LRP5L-full-length_sense
6) LRP5L-full-length_antisense
7) LRP5-WT+LRP5L-ORF

Abb. 3.39: Links: Diagramm der relativen Luciferase-Aktivitat (Mittelwerte und Standardabweichung) der
Versuchsansatze mit Leervektor und Expressionsvektoren LRP5-WTq, LRP5L-Full-length_sense, LRP5L-Full-
length_antisense und LRP5L-ORF im Luciferase Reporter Assay. Die gemessenen Werte der Firefly-Luciferase-
Aktivitdten wurden jeweils mit der entsprechenden Renilla- Luciferase-Aktivitdt normalisiert. Das Experiment
erfolgte in fiinf unabhangigen Experimenten, in denen jedes LRP5-, LRP5L- und Kontroll-Konstrukt in drei
Anséatzen transfiziert und gemessen wurde. Die Versuchsansatze mit den Pseudogen-Expressionsvektoren
zeigten keinen Unterschied zu denen des (mit den Expressionsvektoren NDP und FZD4 co-transfizierten)
Leervektors. Der WTg -Ansatz selbst wies erwartungsgemaB eine hohe Aktivitdt auf und diente als Positiv-
Kontrolle fiir eine normale Signaltransduktion Rechts: Repréasentativer Westernblot der Zell-Lysate der transient
transfizierten HEK293T-Zellen, welche im Dual-Luciferase Reporter Assay eingesetzt wurden. Der Blot bestétigt,
dass sowohl WTg_ als auch LRP5L-ORF exprimiert wurden. Die beiden LRP5L-full-length-Konstrukte konnten im
Immunoblot nicht detektiert werden, da diese kein Antikérper-Epitop exprimierten.
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Abb. 3.40: Links: Diagramm der relativen Luciferase-Aktivitdt der Versuchsansatze mit dem Leervektor, dem
LRP5-WTg_-Expressionsvektor sowie den jeweils mit dem LRP5-WTg-Expressionsvektor co-transfizierten
Pseudogen-Expressionskonstrukten LRP5L-Full-length_sense, LRP5L-Full-length_antisense und LRP5L-ORF im
Luciferase Reporter Assay. Die gemessenen Werte wurden jeweils mit der entsprechenden Renilla- Luciferase-
Aktivitdat normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus finf Experimenten in drei
unabhéngigen Transfektionen jedes Probenansatzes. Ansatze, die den mit dem LRP5-WTg -Expressionsvektor
co-transfizierten Pseudogen-Expressionsvektor enthilelten, zeigten keinen Unterschied der Luciferase-Aktivitat zu
den Ansatzen, in denen der LRP5-WTg -Expressionsvektor allein transfiziert worden war. Die Aktivitdt des
Ansatzes mit LRP5-W Ty war erwartungsgemaf hoch. Dieser Ansatz diente als Positiv-Kontrolle fir eine normale
Signaltransduktion Rechts: Reprasentativer Westernblot der Zell-Lysate der transient transfizierten HEK293T-
Zellen, welche im Dual-Luciferase Reporter Assay eingesetzt wurden. Der Blot bestatigt, dass sowohl WTg_ als
auch LRP5L-ORF exprimiert wurden. Die beiden LRP5L-full-length-Konstrukte konnten im Immunoblot nicht
detektiert werden, da diese kein Antikérper-Epitop exprimierten.

3.4.6 RNA-Interferenz-Analysen zum LRP5L-Pseudogen

Der RNA-Interferenz-Mechanismus des posttranskriptionellen Gene Silencing wurde Ende
der 90er-Jahre erstmalig fir den Fadenwurm C. elegans beschrieben [Fire et al., 1998].
RNA-Interferenz  (RNAi) ist ein natlrlicher und komplexer molekularbiologischer
Mechanismus, durch den Gene durch gezieltes Abschalten reguliert werden. Mit Hilfe der
RNAi-Methode lassen sich experimentell hochwirksam und schnell einzelne Gene zielgenau
abschalten und die Auswirkung dessen analysieren. Das Prinzip beruht darauf, dass RNA,
die kiunstlich in die Zelle eingebracht wird oder aus einem viralen Angriff stammt, von dem
Enzymkomplex Dicer in siRNA zerlegt wird. Ein weiteres Enzym bildet mit einem Strang
dieser zerlegten siRNA von 21 bis 23 Basenpaaren den sogenannten Risc-Komplex. Dieser
bindet an den komplementéren Abschnitt der Ziel-mRNA und baut diese ab.
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3.4.6.1 RNAi-Analyse des LRP5L-Knock downs auf das endogene LRP5-Gen

Als weitere experimentelle Herangehensweise zur Analyse eines mdglichen regulatorischen
Effektes von LRP5L auf LRP5 wurde Pseudogen-siRNA in eine endogen LRP5 und LRP5L
exprimierende Zellinie (Kapitel 3.4.4) transfiziert und anschlieBend mittels quantitativer Real-
Time-PCR die Auswirkung auf die endogene Expressionsstarke von LRP5 analysiert.

Hier galt es insbesondere, genspezifische siRNA fiur das LRP5L-Pseudogen und
genspezifische Primer fir LRP5 zu wahlen. Die pseudogenspezifische siRNA bestand aus
21 Nukleotiden, die keinerlei Homologie zu LRP5 hatten. Die fir die RT-PCR verwendeten
Primer-Sequenzen (LRP5-siRNA-F und LRP5-siRNA-R) befanden sich in Exon 12 von LRP5,
zu denen das Pseudogen keinerlei Homologie aufweist. Die verwendeten siRNA-Sequenzen
und Primer sind im Anhang in Tabelle 7.9 aufgefihrt. Nach jedem quantitativen RT-PCR-
Lauf wurde auBerdem eine Schmelzkurven-Analyse durchgefuhrt (Kapitel 2.17; Abb. 7.3 im
Anhang).

Hek293T-Zellen wurden mit LRP5L-siRNA transient transfiziert. Zur Kontrolle wurden
Hek293T-Zellen ohne siRNA und mit LRP5-spezifischer siRNA behandelt. Nach einer
Inkubation von 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und die RNA aus den Zellen anhand
des RNeasy Mini Kits isoliert. Die RNA-Konzentrationen der Proben wurden sehr akkurat mit
Hilfe des Nanodrops ND-100 in Mehrfachbestimmungen ermittelt und jeweils 10 ng fir die
quantitative Real-Time-PCR eingesetzt (Kapitel 2.17). Die Ct-Werte wurden anhand eines
Fluorimeters des Real-Time PCR Systems 7500 (TagMan) gemessen und anschlieBend mit
Hilfe von Excel ausgewertet. Das in Abbildungen 3.41 dargestellte Diagramm umfasst finf
unabhéngige Experimente, in denen jede Probe in drei Ansatzen transfiziert und gemessen
wurde. Die errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden schlieBlich
prozentual auf die untransfizierte Kontrollprobe (ohne siRNA) bezogen.

Der Knock down des Pseudogens durch LRP5L-siRNA-Transfektion zeigte bezliglich der
endogenen  LRP5-Transkript-Expression  keinen  signifikanten  Unterschied  zum
Kontrollansatz ohne siRNA. Durch die LRP5-siRNA-Transfektion selbst lieB sich eine
erwartete deutliche Herunterregulation des endogenen LRP5-Transkriptes beobachten,
womit bestatigt wurde, dass die hier verwendete LRP5-siRNA den gewlnschten Knock-
down-Effekt erfallt.
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Abb. 3.41: Diagramm der relativen endogenen LRP5-Transkriptmenge nach Pseuodgen-Herunterregulation und
quantitativer Real-Time-PCR zur Ermittlung der endogenen Transkriptexpressionen von LRP5. Die quantitative
RT-PCR erfolgte mit dem Quantitect SYBR-Green Kit for One-step PCR und den LRP5-spezifischen Primern
LRP5-siRNA-F und LRP5-siRNA-R. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus insgesamt
funf unabhangigen Experimenten, in denen jede Probe in drei unabhangigen Ansatzen transfiziert und gemessen
wurde. Als Kontrolle dienten untransfizierte Proben (ohne siRNA) und mit LRP5-siRNA transfizierte Proben. Es
war keine signifikante Veranderung der endogenen Transkriptexpression von LRP5 durch eine Herunterregulation
des Pseudogens im Vergleich zur Kontrollprobe (ohne siRNA) nachweisbar. Die LRP5-siRNA-Transfektion
regulierte LRP5 selbst erwartungsgeman stark herunter.

3.4.6.2 RNAi-Analyse des LRP5-Knock-downs auf das endogene Pseudogen

Mit der gleichen Strategie wie unter Kapitel 3.4.6.1 beschrieben wurde ein mdglicher
regulatorischer Effekt von LRP5 auf das Pseudogen untersucht. Dazu wurden Hek293T-
Zellen mit LRP5-siRNA transient transfiziert und anschlieBend mittels quantitativer Real-
Time-PCR die Auswirkung auf die endogene Pseudogen-Expressionsstarke analysiert.
Sowohl die LRP5-siRNA als auch die fur die quantitative RT-PCR verwendeten LRP5L-
Primer waren spezifisch. Fir letztere erfolgte im Vorfeld eine Test-PCR mit den Primern
LRP5L-siRNA-F und LRP5L-siRNA-R und Universal human cDNA. Die anschlieBende
Sequenzierung des Amplifikates bestétigte, dass das PCR-Produkt pseudogenspezifisch
war. Die LRP5-spezifische siRNA wurde so gewahlt, dass diese in Exon 13 von LRP5
lokalisiert war, wozu LRP5L keinerlei Homologie aufwies. Zur Kontrolle wurden Hek293T-
Zellen ohne siRNA und mit LRP5L-siRNA behandelt.

Die relativen endogenen LRP5L-Transkriptionsmengen der mit LRP5-siRNA und
Pseudogen-siRNA transfizierten Proben sowie der Kontrollprobe ohne siRNA sind in
Abbildung 3.42 wiedergegeben. Das hier dargestellte Diagramm umfasst flinf unabhangige
Experimente, in denen jede Probe in drei Ansétzen transfiziert und gemessen wurde. Die
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden schlieBlich prozentual auf die
untransfizierte Kontrollprobe (ohne siRNA) bezogen.

Eine LRP5-Herunterregulation bewirkte keine signifikante Veradnderung der Expression des
endogenen Pseudogen-Transkriptes im Vergleich zur Kontrollprobe ohne siRNA. Endogenes
LRP5L wurde durch die LRP5L-siRNA-Transfektion allenfalls geringfligig herunterreguliert.
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Abb. 3.42: Diagramm der relativen endogenen Pseudogen-Transkriptmenge nach LRP5-Herunterregulation und
quantitativer Real-Time-PCR zur Ermittlung der endogenen Transkriptexpressionen des Pseudogens LRP5L. Die
quantitative RT-PCR erfolgte mit dem Quantitect SYBR-Green Kit for One-step PCR und den
pseudogenspezifischen Primern LRP5L-siRNA-F und LRP5L-siRNA-R. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus insgesamt finf unabh&ngigen Experimenten, in denen jede Probe in drei
unabhéngigen Anséatzen transfiziert und gemessen wurde. Als Kontrollen dienten untransfizierte Proben (ohne
siRNA) und Pseudogen-siRNA-transfizierte Proben. Es waren keine Verédnderungen der endogenen Pseudogen-
Transkriptexpression durch eine Herunterregulation von LRP5 im Vergleich zur Kontrollprobe ohne siRNA
nachweisbar. Die LRP5L-siRNA-Transfektion bewirkte eine geringfligige Herunterregulation des Pseuodgens.

Zur Uberpriifung, ob die verwendete LRP5L-siRNA prinzipiell in der Lage ist, LRP5L-RNA
herunterzuregulieren, wurde ein experimenteller Ansatz gewahlt, bei dem LRP5L durch
Transfektion entsprechender Expressionskonstrukte Uberexprimiert wurde. Die Ergebnisse
des in Abbildung 3.43 dargestellten Diagramms bestétigten, dass die LRP5L-
Transkriptmenge durch die LRP5L-siRNA-Transfektion reduziert wurde. Dies galt allerdings
nur fir die exogen Uberexprimierte Sense-Pseudogen-cDNA (LRP5L-Full-length_sense und
LRP5L-ORF). Eine Herunterregulierung der antisense-LRP5L-cDNA bewirkte die LRP5L-
siRNA erwartungsgemaB nicht. Auch die Transkriptmenge des endogen exprimierten
Pseudogens lieB sich wie bereits in Abbildung 3.42 wiedergegeben durch die LRP5L-siRNA
nicht bzw. nur minimal herunterregulieren, was womdglich auf die geringe Expression des

endogenen Pseudogens an sich zurlickzufihren ist (Kapitel 3.4.6.3).
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Abb. 3.43: Diagramm nach quantitativer RT-PCR zur Kontrolle des LRP5L-knock-downs durch die eingesetzte
LRP5L-siRNA. Dargestellt ist ein Experiment, in dem jede Probe in drei Ansatzen transfiziert und gemessen
wurde. Die Transkriptmenge von exogen Uberexprimiertem LRP5L in sense-Orientierung wird erwartungsgeman
durch ein LRP5L-Knock-down deutlich reduziert. Die eingesetzte LRP5L-siRNA bewirkte allerdings keine
nachweisbare Herunterregulation des endogenen Pseudogens, aber erwartungsgeméafB der antisense-LRP5L-
cDNA. Nicht erkennbar ist bei der gewahlten Darstellung, dass die absolute LRP5L-Transkriptmenge in den
Ansatzen mit exogen zugefihrtem LRP5L etwa um den Faktor 1000 erhdht ist.

3.4.6.3 Vergleich der endogenen Transkriptexpression von LRP5L und LRP5

Ein Vergleich der endogenen Pseudogen-Transkriptexpression mit der endogenen LRP5-
Transkriptexpression aus den in Kapitel 3.4.6.1 und 3.4.6.2 durchgefluhrten Experimenten
zeigte, dass LRP5L im Gegensatz zu LRP5 sehr schwach exprimiert ist. Die endogene
Transkriptmenge ohne jegliche Herunterregulierung durch siRNA wies eine um 80%
geringere Expressionsstarke des Pseudogens im Vergleich zu LRP5 auf (Abb 3.44).
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Abb. 3.44: Vergleich der endogenen Transkriptmengen von LRP5 und LRP5L. LRP5 wies eine 80% starkere
Expression auf als das LRP5L-Pseudogen.
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4 DISKUSSION

4.1 Familie #1

4.1.1 Identifikation von zwei neuartigen Mutationstypen in LRP5 bei einem
uncharakteristischen Krankheitsbild

Ausgehend von einer genomweiten Kopplungsanalyse sollte das verantwortliche Gen fiir ein
in einer turkischen Familie diagnostiziertes Fehlbildungssyndrom, welches durch
Augenfehlbildungen, eine schwere Muskelhypotonie und eine milde metale Retardierung
gekennzeichnet war, identifiziert werden. Datenbank-Analysen der vier durch die
Kopplungsanalyse identifizierten Loci ergaben, dass sich im gekoppelten Intervall auf
Chromosom 11g12.1-13.5 mehrere funktionelle Kandidatengene befanden, die in den
WNT/NDP-Signaltransduktionsweg involviert sind.  Aufgrund der phanotypischen
Uberlappung des Fehlbildungssyndroms in der tiirkischen Familie - insbesondere der
ophthalmologischen Befunde - mit dem Norrie-Syndrom (ND), dem Osteoporosis-
Pseudoglioma-Syndrom (OPPG) sowie der Familidren Exsudativen Vitreoretinopathie
(FEVR), welche alle auf eine gestérte WNT/NDP-Signaltransduktion bei der Vaskularisierung
des Auges zurlckzufihren sind [Xu et al., 2004], fokussierte sich die Analyse priméar auf
Kandidatengene aus dieser Signalkaskade.

Durch die bei den Betroffenen erst nach der Kopplungsanalyse diagnostizierte Osteoporose
und unter Berucksichtigung der Augenfehlbildungen lie3 sich der Phanotyp dieser Familie
am ehesten dem erweiterten Spekirum des Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndroms
zuordnen. Aus diesem Grunde war das in der gekoppelten Region auf Chromosom 11g12.1-
13.5 lokalisierte LRP5-Gen ein besonders aussichtsreiches Kandidatengen, da Mutationen
dieses WNT/NDP-Co-Rezeptors unter anderem fir OPPG und FEVR verantwortlich sind.
Durch direkte Sequenzierung aller 23 kodierenden Exons von LRP5 wurden in dieser
tirkischen Familie zwei bislang in der Literatur noch nicht beschriebene und neuartige LRP5-
Mutationen identifiziert. Es wurde zum einen erstmalig eine Deletion im Poly-Leucin-Stretch
des LRP5-Signalpeptides detektiert, die méglicherweise pathophysiologisch bedeutend sein
kénnte (s.u.). Und zum anderen wurde erstmals eine gréBere genomische Deletion in LRP5
nachgewiesen (s.u.). Fir diese Veranderungen sind ausschlieBlich die drei betroffenen
Familienmitglieder compound-heterozygot. Eine Mutation wurde jeweils paternal und die
andere maternal an die betroffenen Kinder vererbt, so dass eine perfekte co-Segregation der
Mutationen mit dem Phéanotyp vorlag. Die initial in Betracht gezogene Hypothese einer
homozygoten Founder-Mutation als Ursache des Fehlbildungssyndroms war demnach
hinfallig und die Konsanguinitat innerhalb der Familie ist somit nachtraglich als unbedeutsam
fir die Erkrankung einzuschatzen. Dies ist allerdings aufgrund der eher weitlaufigen
Verwandtschaft nicht erstaunlich, da rezessive Erkrankungen in konsanguinen Familien nicht
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in jedem Fall durch homozygote Mutationen verursacht werden muissen [Bolz et al.,2001;
Shahin et al., 2002]. Beispiele hierfir sind z. B. das Usher-Syndrom-Typ1 D (MIM # 601067),
die Sichelzellanamie (MIM # 603903), das Tay-Sachs-Syndrom (MIM # 272800) oder die
Phenylketonurie (MIM # 261600), in denen sich haufig compound-heterozygote Mutationen
finden [Bolz et al., 2001; Ohno und Suzuki, 1988; Anderson et al., 1966; Witkowska et al.,
1991].

Eine der beiden neu identifizierten Mutationen ist eine 18 bp-Deletion (p.Leu15_Leu20del;
Muts ) innerhalb eines CTG-Repeats im ersten kodierenden Exon von LRP5. Diese
Verdnderung war in 176 tlrkischen und 262 deutschen Kontroll-Individuen nicht
nachweisbar. Der CTG-Repeat ist im Signalpeptid des Transmembranrezeptors lokalisiert
und kodiert fir 9 Leucine. Durch die Mutation wurden 6 dieser 9 Leucine deletiert, so dass
lediglich 3 Leucine im Signalpeptid des mutierten Alles vorlagen. In silico-Analysen
pradizierten fir diese Mutation eine gestdrte Funktion bzw. verminderte Effizienz des
Signalpeptids, wodurch zunachst rein bioinformatisch ein Effekt auf den intrazellularen
Transport der reifenden Polypeptid-Kette in das Endoplasmatische Reticulum postuliert
werden konnte.

Die zweite Mutation ist eine intragenische Deletion zwischen Intron 13 und Intron 16, welche
in 100 tirkischen und 186 deutschen Kontroll-Individuen nicht nachweisbar war. Die Analyse
der Bruchpunkte ergab eine AluY-vermittelte Rekombination zwischen Intron 13 und
Intron 16, wodurch 8,2 kb der genomischen LRP5-Sequenz deletiert waren. Auf mRNA-
Ebene fuhrte dies zu einer Deletion von Exon 14 bis Exon 16 (Ex14_Ex16del) mit
Verschiebung des Leserasters und einem daraus resultierenden praterminalen Stop in
Exon 17. Dadurch war das Protein ab der vierten B-Propeller-YWTD-Doméne trunkiert, so
dass die intrazellulare Doméane komplett fehlte. RNA-Analysen ergaben, dass diese Mutation
keinem nonsense-mediated mRNA decay unterlag. Tamai et al. zeigten, dass der LRP6-
Rezeptor komplett inaktiv und funktionslos ist, wenn dessen intrazellulare Doméne fehlt
[Tamai et al., 2000; He et al., 2000]. LRP6 ist 70% homolog zu LRP5 und ebenfalls als Co-
Rezeptor in der Signaltransduktion der WNT-Signalkaskade involviert (Kapitel 1.8). Somit
wird auch fur die hier identifizierte, trunkierende LRP5-Rezeptor-Mutation aufgrund der
fehlenden intrazelluldaren und insbesondere der Transmembran- und Ligand-bindenden
LDLR-Doménen ein kompletter Funktionsverlust postuliert.

4.1.2 Pathomechanismus der beiden neu identifizierten Mutationen

Anhand des Luciferase Reporter Assays fur eine LRP5-abhangige Signaltransduktion
entlang des WNT/NDP-Signaltransduktionsweges wurde in vitro ein Funktionsverlust beider
mutierten LRP5-Rezeptoren nachgewiesen. Sowohl der LRP5-Rezeptor mit der
Signalpeptid-Mutation (Muts ) als auch mit der Ex14_16-Deletion waren im Gegensatz zum
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Wildtyp-Rezeptor nicht in der Lage, Signale der WNT/NDP-Signalkaskade zu transduzieren.
Die Westernblot-Analysen der transfizierten Zell-Lysate zeigten allerdings, dass beide
Mutationen zumindest in vitro ein stabiles Protein exprimierten. Eine naheliegende
Hypothese zum Pathomechanismus beider mutierten LRP5-Transmembranrezeptoren war
somit, dass diese mutierten Proteine zwar exprimiert wurden, jedoch einem aberranten
intrazelluldren Transport unterlagen und nicht in die Plasmamembran gelangen konnten, um
als Co-Rezeptor Signale entlang der WNT/NDP-Signaltransduktionskaskade zu
transduzieren. Diese Hypothese konnte fir das Ex14_16del-Protein mit Hilfe des Secretion
Assays verifiziert werden. Ursachlich fur den Funktionsverlust war insofern offenbar die
Tatsache, dass dem trunkierten Protein die Transmembran-Doméane als auch die Ligand-
bindende LDLR-Doméne fehlte. Dartber hinaus lag vermutlich eine gestorte Proteinfaltung
vor [Toomes et al., 2004; Bieri et al., 1995; Fass et al., 1997]. Dem gegenlber lag dem
Funktionsverlust des mutierten LRP5-Mut; -Proteins wahrscheinlich ein  gestortes
Signalpeptid zugrunde. Es wurde anhand dreier unabhangiger in vitro-Analysen (N-
Glykosylierung, subzellulare  Fraktionierung und Secretion Assay) experimentell
nachgewiesen, dass das mutierte Signalpeptid (Mut; ) offenbar nicht mehr vom Signal
Recognition Particle (SRP) erkannt wurde. Dadurch konnte das Protein nicht in das
Endoplasmatische Reticulum transportiert, posttranslational modifiziert und cotranslational in
die ER- und Plasmamembran eingebaut werden. Stattdessen war das mutierte Protein in
diesen Assays fehllokalisiert. Es verblieb ausschlieBlich im Cytoplasma, wodurch es keine
Signale entlang des WNT/NDP-Signaltransduktionsweges weiterleiten konnte.

Anhand dieser Ergebnisse wurde erstmals demonstriert, dass deutliche Verkirzungen im
Leucin-Stretch des LRP5-Signalpeptids eine pathophysiologische Relevanz aufweisen
kénnen. Signalpeptid-Mutationen, die zu einer gestdrten Signalpeptid-Funktion oder
Prozessierung fuhren und folglich mit einem Funktionsverlust oder einer Fehlfunktion des
entsprechenden Proteins einhergehen sind bereits bei anderen humanen Erkrankungen
beschrieben. Beispielweise sind Mutationen, die die Signalpeptid-Abspaltung des RANK-
Rezeptors beeintrachtigen, fir die Familidare Expansile Osteolyse (MIM # 174810)
verantwortlich. Diese Erkrankung ist durch schmerzhafte Knochenverformungen aufgrund
einer erhdhten Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitdt gekennzeichnet. Hughes et al.
identifizierten bei Betroffenen Insertionsmutationen im Signalpeptid des RANK-Gens und
zeigten, dass diese Mutationen zu einer gestérten Abspaltung des Signalpeptides und einer
Akkumulation des RANK-Proteins in der Zelle fihrten, und dies vermutlich eine gesteigerte
Osteoklastenaktivierung ausléste [Hughes et al., 2000]. Die autosomal-dominante
Pankreatitis (MIM # 167800) ist mit Mutationen assoziiert, die den hydrophoben Kern des
SPINK1-Signalpeptids unterbrechen und den Transport in das ER dieses sezernierten
Trypsin-Inhibitors stért [Kiraly et al, 2007]. Somit erschlieBt sich aus den genannten
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Beispielen und den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zur LRP5-
Signalpeptid-Mutante, dass Mutationen innerhalb von Signalpeptiden zu einem
Funktionsverlust des Signalpeptides und folglich auch des mutierten Proteins fihren kénnen.
Insbesondere repetitive DNA-Sequenzen wie der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte CTG-
Repeat des LRP5-Signalpeptides sind relativ instabil und weisen dadurch eine erhdhte
Mutationsrate auf [Toft et al., 1998]. Dabei kommt es zu Triplett-Deletionen oder -Insertionen,
die oftmals durch eine verschobene Fehlpaarung der DNA-Strange (Mismatch) und einem
daraus resultierenden ungleichen Crossing-Over entstehen. Die Entstehung der im Rahmen
dieser Arbeit identifizierten Deletion von 6 CTG-Repeats (Muts ) sowie der darliber hinaus in
Kontroll-Individuen detektierten Signalpeptid-Varianten mit 6, 7, 8, 10 und 11 CTG-Repeats
im Vergleich zum Wildytyp mit 9 CTG-Repeats (Kapitel 3.1.4 und 4.2) ist wahrscheinlich
durch diesen Mechanismus zu erklaren.

4.1.3 Alu-Repeat vermittelte Rekombinationen fiihren zu intragenischen Deletionen

Die Exon-ubergreifende LRP5-Ex14_16-Deletion war offenbar durch eine Alu-Sequenz-
vermittelte Homologen-Fehlpaarung mit anschlieBendem ungleichen Crossing-Over in der
Meiose eines ,Founder“Individuums entstanden [Pittman & Schimenti, 1998]. Insgesamt
scheinen ~0.3% aller humangenetischen Erkrankungen aus pathogenen Alu-vermittelten
Rekombinationen zu resultieren [Roy et al., 1999; Deininger und Batzer, 1999]. Alu-Repeats
treten besonders haufig in genreichen Abschnitten des Genoms auf, woflir unter anderem
der Low density lipoprotein (LDL)-Rezeptor-Lokus auf Chromosom 19 bekannt ist. Zahlreiche
Alu-vermittelte Rekominationen des LDL-Rezeptor-Gens flihren zu Deletionen, die fir die
Familiare Hypercholesterinamie (MIM # 143890) verantwortlich sind [Amsellem et al., 2002;
Nissen et al., 2006].

Mit ldentifikation der in dieser Arbeit beschriebenen Ex14 16del-Mutation konnte die erste
gréBere intragenische LRP5-Deletion nachgewiesen werden. GroBe exonibergreifende
Deletionen wie diese waren flr LRP5 bislang nicht bekannt. Derartige heterozygote
Mutationen kénnen durch ein konventionelles PCR-basiertes Mutations-Screening mit
genomischer DNA nur sehr schwer oder gar nicht erfasst werden. Aus diesem Grunde
mussten andere diagnostische Strategien wie MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification) oder RT (Reverse Transkription)-PCR berUcksichtigt werden, bei denen beide
Allele erfasst werden kénnen. In Zusammenarbeit mit dem Department of Genetics and
Center for Human Genetics (Case School of Medicine and University Hospital of Cleveland,
Ohio, USA) wurde im Ubrigen zusétzlich mittels eines MLPA-basierten Ansatzes die Deletion
der Exons 14 bis 16 von LRP5 in der tlrkischen Familie bestatigt. Mit Hilfe dieser Methode
fand sich auBerdem bei einem OPPG-Patienten (OP240; [Ai et al., 2005]), flr den bislang

nur eine heterozygote LRP5-Mutation detektiert worden war, eine zusatzliche gréBere
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Deletion der ersten beiden kodierenden Exons von LRP5. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass noch weitere, bisher nicht identifizierte, gréBere genomische Deletionen in
LRP5 existieren und somit den Phanotypen von OPPG- oder FEVR-Patienten, bei denen
bislang lediglich eine heterozygote LRP5-Mutation detektiert wurde, erklaren. Wenn auch
bislang keine weiteren — bis auf die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten — intragenischen
groBen Deletionen beschrieben sind, wird die Zahl der intragenischen LRP5-Mutationen
unter Bericksichtigung der Seltenheit von OPPG und der bislang annotierten LRP5-
Mutationen auf maximal 5% geschatzt. Dagegen lassen sich groBe intragenische Mutationen
in einigen Erkrankungen besonders haufig vorfinden. Ein Beispiel hierfur stellt die Fanconi-
Anamie (MIM # 227650) dar, bei der Morgan et al. in 40% der 26 untersuchten Patienten
Alu-Repeat vermittelte groBe intragenische Deletionen detektieren konnten [Morgan et al.,
1999]. Auch bei Patienten mit Brustkrebs (MIM # 114480) finden sich haufig groBe
Deletionen oder Duplikationen im BRCA1-Gen, die ebenfalls durch Fehlpaarungen von Alu-
Repeats entstanden sind. In einer Studie fanden Hogervorst et al. in 27% der 121
untersuchten Familien groBe Deletionen bzw. Duplikationen [Hogervorst et al., 2003]. Somit
erscheinen Alu-Repeat vermittelte Deletionen und Duplikationen keine Seltenheit zu sein und
treten in Alu-Repeat-reichen Genen besonders haufig auf. In Anbetracht der Bedeutung Alu-
Repeat-vermittelter Deletionen sollte insbesondere bei Erkrankungen mit einer geringen
Mutations-Detektionsrate das Vorkommen von Alu-Repeats Uberprift werden, um
entsprechende Strategien des Mutations-Screenings zu etablieren.

4.1.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Da die Betroffenen weder eine fir das OPPG-Syndrom typische schwere und deformierende
Osteoporose noch ein Pseudogliom der Augen aufzeigten, lag in dieser Familie ein
untypischer OPPG-Phanotyp vor. Zudem gehéren eine schwere Muskelhypotonie und eine
mentale Retadierung nicht zu den klassischen Symptomen des OPPG-Syndroms. Die
Patienten waren nicht aufgrund von multiplen und schlecht heilenden Frakturen, die zu
schweren Skelettdeformationen und Immobilisierung fihren, auf einen Rollstuhl angewiesen.
Viel mehr war die schwere progressive Muskelatrophie der Grund, weshalb die Patienten nie
laufen lernten. In der Literatur fand sich ein einziger Fallbericht Uber eine 36jahrige Patientin
mit OPPG-Syndrom und schwerer muskuléarer Hypotonie, bei der eine homozygote LRP5-
Mutation (R570W) identifiziert wurde [Somer et al., 1988; Ai et al., 2005]. Eine fir das
OPPG-Syndrom typische, in der Jugend auftretende, schwere Osteoporose, die zur
Gehbehinderung fuhrte, war auch bei dieser Patientin nicht festzustellen. Sie erlitt lediglich
im Alter von 32 Jahren eine einzelne Fraktur. Auch bei ihr war die schwere progressive
Muskelatrophie der Grund daflr, dass sie nie laufen lernte. Die bei dieser Patientin sowie bei

97



DISKUSSION

den Betroffenen der tirkischen Familie auftretende schwere Muskelhypotonie ist folglich ein
sehr seltenes, aber offenbar durchaus mégliches klinisches Merkmal des OPPG-Syndroms.
Entsprechend dieses fir das OPPG-Syndrom untypischen Phanotyps in der tirkischen
Familie wurden zwei bisher in der Literatur noch nicht beschriebene, neuartige LRP5-
Mutationen identifiziert, deren Pathogenitat im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wurde.
Maoglicherweise geben gerade diese neuartigen LRP5-Mutationstypen eine Erklarung dafr,
warum unter anderem eine muskuldre Atrophie sowie eine milde mentale Retardierung, aber
keine schwere juvenile Osteoporose das Krankheitsbild in der tlrkischen Familie pragen.
Allerdings liegt bei der oben erwahnten 36jahrigen OPPG-Patientin, die einen &hnlichen
Muskelphanotyp aufweist, ein anderer LRP5-Mutationstyp, eine homozygote Missense-
Mutation, vor. Da in der Literatur bislang keine stark ausgepragten Muskelsymptome
aufgrund von LRP5-Mutationen beschrieben sind, 1&sst sich nur spekulieren, ob diese beiden
neuartigen Mutationen die Muskelhypotonie verursachen oder ob in Anbetracht der oben
erwahnten Patientin z. B. nicht eher genetische Modifier dafir verantwortlich sein kénnten.

4.2 Poly-Leucin-Stretch im LRP5-Sighapeptid in der Alilgemeinbevoélkerung
4.2.1 AQuantitativer Effekt des polymorphen Leucin-Stretches im LRP5-Signalpeptid

Die Genotypisierung von gesunden Kontroll-Individuen zeigte und bestatigte, dass der Poly-
Leucin-Stretch im Signalpeptid von LRP5 polymorph ist. Neben den bereits in der Literatur
beschrieben LRP5-Signalpeptid-Varianten mit 6 und 10 Leucinen (anstelle der typischen 9
Leucine) fanden sich zusatzlich Allele mit 7, 8 und 11 Leucinen unter 438 Kontroll-Individuen.
Interessanterweise zeigte die Analyse dieser Signalpeptid-Varianten mit Hilfe des
WNT/NDP-Signaling Luciferase Reporter Assays, dass sowohl eine Verlangerung als auch
eine Verklrzung des Leucin-Stretches zu einer quantitativ verminderten Signaltransduktion
im Gegensatz zum mit Abstand h&ufigsten Allel mit 9 Leucinen (das somit als Wildtyp Allel
gelten kann) flhrte. Insbesondere die am starksten vom Wildtyp-Allel abweichenden Protein-
Varianten mit 6 und 11 Leucinen im Signalpeptid waren mit einer signifikant verminderten
Signaltransduktion hypomorph. Westernblot-Analysen ergaben, dass die quantitative
Signaltransduktionsfahigkeit der verschiedenen LRP5-Signalpeptid-Rezeptoren mit ihrem
Protein-Expressionslevel korrelierten. Die Analyse der subzelluldren Lokalisation der LRP5-
Protein-Varianten 6 Leu und 11 Leu bestétigte eine teilweise Retention des Proteins im
Cytoplasma und eine verglichen mit dem Wildytp geringere Protein-Expression in der
Plasmamembran. Dies lasst daraus schlieBen, dass diese veranderten Signalpeptid-
Varianten offenbar einer im Gegensatz zum Wildtyp weniger effizienten Signalpeptid-
Erkennung und/oder Freisetzung der Polypeptidkette in das ER unterlagen. Dies flhrte zu
einer verminderten Menge an posttranslational modifizierten LRP5-Proteinen im ER, die
cotranslational in die ER-Membran eingebaut oder von dort schlieBlich in die
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Plasmamembran transportiert wurden. Diejenigen LRP5-Rezeptoren, die die
Plasmamembran erreichten, waren im Gegensatz zum mutierten Signalpeptid mit nur
3 Leucinen funktionell zwar noch intakt, lagen aber verglichen zum Wildtyp in geringeren
Mengen vor. Dies erklart die verminderte Signaltransduktion gemessen an der Luciferase-
Aktivitdt und verdeutlicht somit einen quantitativen Effekt der verschiedenen LRP5-
Signalpeptid-Varianten auf die Funktion des Signalpeptids. Interessanterweise ist diese auch
bioinformatsich pradizierbar. So zeigt eine in silico-Analyse der verschiedenen LRP5-
Signalpeptid-Varianten, dass fir diese zwar im Gegensatz zur Signalpeptid-Mutante mit nur
3 Leucinen ein funktionelles Signalpeptid vorliegt, aber der sogenannte S-Score, welcher
jede einzelne Aminoséure als Teil eines Signalpeptids einordnet, im Vergleich zum Wildtyp-
Allel mit 9 Leucinen ebenfalls quantitativ vermindert ist und die Abschwéachung des S-Scores
mit den gemessenen Luciferase-Aktivitaten korreliert (siehe Anhang Abb. 7.2.1 und 7.2.2).
Da bislang noch keine systematischen funktionellen Analysen zu Sequenzverédnderungen in
humanen Signalpeptiden existierten, konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmal eine
Funktionsabschwachung und somit ein quantitativer Effekt eines Signalpeptid-
Langenpolymorphismus in dieser Form aufgezeigt werden.

Aus evolutionarer Sicht erscheint es interessant, dass das haufigste Allel mit 9 Leucinen das
maximal funktionstichtige ist, wahrend eine Verkirzung bzw. Verldngerung des Leucin-
Stretches zu einer Funktionsabschwachung fihrt. Mdglicherweise unterlagen diese vom
Wildytyp abweichenden Signalpeptid-Varianten, die zwar aufgrund einer hdéheren
Mutationsrate des CTG-Repeats relativ haufig entstehen, einer natirlichen Selektion und
liegen aus diesem Grunde deutlich seltener als das 9 Leucin-Allel vor [Jeffreys und
Neumann, 2009].

4.2.2 Assoziation von Signalpeptid-Langenpolymorphismen mit komplexen humanen
Erkrankungen

Dass eventuelle quantitative Effekte von Signalpeptid-Lédngenvarianten klinisch relevant sein
kénnen, zeigen Studien, die eine Assoziation von Signalpeptid-Varianten mit komplexen
humanen Erkrankungen belegen (s.u.). Allerdings ist die Haufigkeit von Signalpeptid-
Langenpolymorphismen im humanen Genom bislang nicht systematisch untersucht worden.
Aus diesem Grunde wurden diesbezlglich in Zusammenarbeit mit Dr. Jan Freudenberg
(Center for Genomics and Human Genetics, Feinstein Institute for Medical Research, New
York, USA) genomweite in silico-Analysen durchgefihrt. Diese ergaben, dass
etwa 400 Proteine mit mindestens finf aufeinander folgenden Leucinen innerhalb des
Signalpeptids im menschlichen Genom vorliegen, wovon sich einige Leucin-Stretche, die im
Rahmen dieser Arbeit bei Kontroll-Individuen genotypisiert wurden, tatséchlich auch als

polymorph erwiesen. Es existieren folglich neben LRP5 viele weitere Proteine, die
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Signalpeptid-Langenvarianten aufweisen. Mdglicherweise (Uben diese einen ahnlichen
funktionell quantitativen Effekt, wie hier bei den LRP5-Signalpeptid-Varianten nachgewiesen,
aus, der unter Umstanden auch klinisch relevant sein kénnte.

So besteht z.B. fir den Poly-Leucin-Stretch des PCSK9-Gens, welcher auch im Rahmen der
in silico-Analysen erfasst und experimentell als polymorph bestéatigt wurde (Kapitel 3.2.3,
Tab. 3.4), ein kausaler Zusammenhang mit Cholesterinstoffwechselstérungen. Studien
belegen, dass eine Insertion von zwei Leucinen in den 9 Leucin-Stretch des PCSK9-
Signalpeptides mit einer familiaren Hyperlipidamie (MIM # 144250) bzw. einer familiaren
Hypobetalipoproteindmie (MIM # 605019) assoziiert ist [Abifadel et al., 2008]. In einer
weiteren Studie wurde dieser PCSK9-Leucin-Stretch bei 403 Individuen genotypisiert,
welche ergab, dass heterozygote Trager des 10 Leucin-Allels einen 10 bis 15 mg/dl
geringeren Low-density lipoprotein (LDL)-Cholesterinspiegel im Gegensatz zu Homozygoten
mit 9 Leucinen aufwiesen [Yue et al., 2006]. Der molekulare Mechanismus, durch den diese
Signalpeptid-Varianten den Cholesterinstoffwechsel beeintrachtigen, ist bislang noch nicht
geklart. Ein weiteres Beispiel ist der Insertions- / Deletionspolymorphismus der Aminosauren
Leucin-Alanin-Leucin im Signalpeptid des sezernierten Apolipoprotein B (ApoB). Eine
Hefestudie mit Hilfe eines Reportergen-Assays belegt, dass dieser Insertions-/
Deletionspolymorphismus sowie eine seltene 2 Leucin-Verlangerung dieses Signalpeptides
einen deutlichen Effekt auf die Sekretionseffizienz und Protein-Translokation ins ER ausiben
[Sturley et al, 1994]. Boekholdt et al. bestétigten in einer Metaanalyse, dass der
Polymorphismus signififant mit dem ApoB-Spiegel und einem erhdhten Risiko fir koronare
Herzerkrankungen assoziiert ist [Boekholdt et al, 2003]. Fir das TGFB1-Protein
(transforming growth factor) ist eine Variante beschrieben, die den 5 Leucin-Stretch des
Signalpeptides unterbricht. Diese Leu10Pro-Variante ist mit einer 2,8-fach erhdhten
Proteinsekretion und fir homozygote Trager mit einem ~1,25-fach erhdéhtem Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken, assoziiert. [Dunning et al., 2003].

Die hier aufgefiihrten Beispiele und der Nachweis von weiteren Proteinen im humanen
Genom mit Signalpeptid-Langenpolymorphismen sowie eine erhéhte Mutationsrate von
repetitiven DNA-Sequenzen (Kapitel 4.1.2) lassen schlussfolgern, dass mdéglicherweise noch
zahlreiche weitere und bislang nicht annotierte Proteine existieren, bei denen Signalpeptid-
Langenvarianten funktionelle Auswirkungen haben.

Auch den in Kontroll-Individuen identifizierten LRP5-Signalpeptid-Varianten kénnte demnach
eine klinische Bedeutung zukommen. Da zahlreiche bekannte LRP5-Mutationen unter
anderem fir das OPPG-Syndrom oder eine monogene Erh6éhung der Knochendichte
verantwortlich sind und heterozygote OPPG-Mutationstréager oftmals eine verminderte
Knochendichte aufweisen [Gong et al., 2001], liegt eine wesentliche Bedeutung von LRP5 flr
den Knochenstoffwechsel nahe und lasst vermuten, dass diese Signalpeptid-Varianten
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maoglicherweise mit einer verminderten Knochendichte assoziiert sind. Diese Vermutung wird
durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte Analyse der LRP5-Signalpeptidmutante
A29T, welche vor einigen Jahren heterozygot und de novo bei einer 16jahrigen Patientin mit
juveniler Osteoporose [Hartikka et al., 2005] identifiziert wurde, gestitzt. Die Ergebnisse
verweisen auf einen mdglichen kausalen Zusammenhang einer Veranderung des
Signalpeptides mit Osteoporose, da die Analyse dieses mutierten LRP5-A29T-Proteins beim
durchgefihrten Luciferase Reporter Assay eine ebenfalls signifikant verminderte
Signaltransduktion der WNT/NDP-Signalkaskade aufwies (Kapitel 3.2.1). Die ermittelten
Werte waren mit denen der hypomorphen 6 und 11 Leucin-Varianten vergleichbar und auf
ein funktionell beeintrachtigtes Signalpeptid und folglich auch eine (quantitativ) verminderte
Signaltransduktionsfahigkeit des Rezeptors zuriickzufiihren. Daten zur Knochendichte der
analysierten Kontroll-Individuen lagen allerdings nicht vor, so dass eine mdgliche Assoziation
der hypomorphen Signalpeptid-Varianten, insbesondere der 6 und 11 Leu-Allele, mit einer
ebenfalls verminderten Knochendichte im Rahmen dieser Arbeit nicht nachweisbar war.
Eine Assoziationsstudie kénnte allerdings Aufschluss dartiber geben (s.u.).

4.2.3 Assoziation von LRP5 mit Osteoporose bzw. einer verminderten Knochendichte
Die nicht-syndromale Osteoporose zahlt zu den komplexgenetischen Erkrankungen und ist
eine der haufigsten degenerativen Erkrankungen in der entwickelten Welt, von der beide
Geschlechter und alle ethnischen Gruppen betroffen sind, wobei das Erkrankungsrisiko flr
postmenopausale Frauen am hoéchsten ist. Risikofaktoren fir die nicht-syndromale
Osteoporose sind unter anderem Alter, Geschlecht und eine positive Familienanamnese.
Allerdings ist Uber die genetischen Grundlagen komplexgenetischer Erkrankungen wie
Osteoporose bislang wenig bekannt. In diesem Zusammenhang werden zwei
komplementare Konzepte diskutiert, bei der sich die sogenannte Common Variant-
Common Disease (CV-CD)-Hypothese und die Rare Variant- Common Disease (RV-CD)-
Hypothese gegeniberstehen. Die CV-CD Hypothese postuliert, dass die Risikoallele fir
komplexe Erkrankungen unter haufigen Polymorphismen mit einer hohen Allefrequenz
(Frequenz deutlich >1%) in der Allgemeinbevélkerung zu finden sind. Dagegen geht die RV-
CD-Hypothese davon aus, dass verschiedene Varianten mit einer geringen Allelfrequenz und
héheren Penetranz in einzelnen Familien bzw. Patienten bei der Disposition einer
komplexgenetischen Krankheit eine Rolle spielen [Lohmueller et al., 2003; Hirschhorn et al.,
2005; Ji et al., 2008]. Praktisch bedeutet dies, dass zur Testung der CV-CD-Hypothese
Case-Control-Assoziationsstudien durchgefihrt werden, bei denen die Allelfrequenzen von
Polymorphismen der Betroffenen mit denen der Kontroll-Individuen verglichen werden. Der
RV-CD-Hypothese kann dagegen nur durch direkte Sequenzierung von Kandidatengenen in
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groBen Patientenkollektiven nachgegangen werden, was bisher technisch und finanziell
kaum systematisch durchfihrbar war.

Interessanterweise belegen groBe genomweite Assoziationsstudien mit mehreren tausend
Individuen, dass haufige LRP5-Polymorphismen (d.h. in diesem Fall single nucleotide
polymorphisms) mit einer verminderten Knochendichte assoziiert sind. Inwiefern die
identifizierten Risikoallele tatsachlich die kausalen Varianten darstellen, ist jedoch noch nicht
abschlieBend gekléart. [van Meurs et al., 2008; Koay et al., 2004; Kiel et al., 2007; Richards et
al., 2008]. Demnach kdnnten auch der Leu-Strefch im Signalpeptid bzw. die LRP5-
Signalpeptid-Varianten mit einer verminderten Knochendichte bzw. einer nicht-syndromalen
Osteoporose assoziiert sein. Allerdings werden DNA-Repeats im Rahmen derzeitiger
genomweiter Assoziationsstudien nicht direkt typisiert, sondern SNP-basiert durchgefiihrt, so
dass mogliche Assoziationen von Repeat-Allelen mit humanen komplexgenetischen
Erkrankungen — wie auch der LRP5-CTG-Repeat — bislang nur schlecht oder gar nicht
erfasst werden kénnen. Eventuelle Kopplungsungleichgewichte zwischen SNP-Allelen und
Repeat-Allelen konnten allerdings wiederum Aufschluss darGber geben, ob eine mdgliche
Assoziation vorliegt. Somit kdnnte auch die Hypothese einer Assoziation der LRP5-
Signalpeptid-Varianten mit Osteoporose durch Kopplungsungleichgewichtsdaten gestitzt
werden, indem zunachst der Genotyp des LRP5-CTG-Repeats in Exon 1 fir ein
Osteoporose-Case-Control-Kollektiv - bestimmt wird. Sollten sich dabei signifikante
Unterschiede in der Allelverteilung zwischen Patienten und Kontrollen zeigen, kdnnten
weitere haplotype-tagging SNPs des Gens analysiert werden. Diese Haplotyp-basierte
Analyse der Daten kann Aufschluss dariber geben, ob bestimmte Allele des CTG-Repeats
im Kopplungsungleichgewicht mit einzelnen Haplotypen in dieser Region stehen und somit
Hinweise auf eine mdgliche Assoziation geben.

Flr eine aussagekraftige Assoziationsstudie bedlrfte es in Anbetracht der Seltenheit
insbesondere der 6 Leu und 11 Leu-Allele (< 1%) allerdings sehr groBer Patienten- und
Kontrollkollektive, die genotypisiert werden missten, um verlassliche Aussagen bezlglich
einer potentiellen Assoziation zu bekommen. Dennoch erscheint eine solche Beteiligung der
LRP5-Signalpeptid-Varianten an der Pathogenese der Osteoporose aufgrund der hier
vorgestellten Ergebnisse und Hypothesen als durchaus méglich und wirde gegebenenfalls
die Bedeutung von LRP5 im Knochenstoffwechsel als auch eine klinische Relevanz von
polymorphen Signalpeptid-Varianten unterstreichen.
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Familie #2

4.3.2 Identifikation einer pathogenen Splice Site-Mutation in LRP5

Auch in der Familie, in der zwei Betroffene ein klassisches OPPG-Syndrom aufwiesen,
wurde durch direkte Sequenzierung aller 23 kodierenden Exons von LRP5 eine pathogene
LRP5-Mutation identifiziert. Bei den beiden Betroffenen fand sich unmittelbar nach der Donor
Splice Site in Intron 7 an Position +4 ein nicht annotierter, homozygoter Basenaustausch. Die
Genotypisierung aller Familienmitglieder zeigte, dass dieser innerhalb der Familie mit dem
Phanotyp co-segregierte und die konsanguinen Eltern fir diese Veréanderung heterozygot
waren. Diese Basenveranderung trat in 50 gesunden, turkischen Kontroll-Individuen nicht
auf.

Sowohl bioinformatisch als auch experimentell wurde nachgewiesen, dass der
Basenaustausch zu einer funktionell relevanten Splice Site-Veranderung flhrt. Statt der
urspriinglichen Splice Site wird eine 63 bp downstream gelegene kryptische Splice Site
verwendet. Auf Proteinebene hat dies eine in frame-Insertion von 21 zusatzlichen
Aminosauren und damit eine Unterbrechung der zweiten (-Propeller-YWTD-Doméane von
LRP5 zur Folge, womit dies als ursachlich und pathogen flr das in dieser Familie zugrunde
liegende OPPG-Syndrom gedeutet wurde.

Die funktionellen in vitro-Analysen dieses mutierten LRP5-Proteins (p.E528 V529ins21)
bestatigten, dass der Rezeptor einem aberranten intrazellularem Transport unterlag und
nicht mehr in der Lage war, Signale entlang der WNT/NDP-Signalkaskade zu transduzieren.
In Ubereinstimmung mit LRP5-Mutationen innerhalb der zweiten B-Propeller-YWTD-Doméne
wie z.B. W504C und R570W, die in der Literatur bei OPPG-Patienten beschrieben sind, ist
der Funktionsverlust dieses mutierten LRP5-Rezeptors mit aller Wahrscheinlichkeit auf eine
gestorte Proteinfaltung zurlGckzufihren [Cheung et al., 2006].

Anhand dieser Analysen konnte somit erstmalig der Pathomechanismus einer LRP5-Splice-
site Veranderung durch einen homozygoten Basenaustausch der vierten Base nach Exon 7
von LRP5 (c.1584+4a>t) aufgeklart und ein Funktionsverlust des LRP5-Rezeptors bei den
Betroffenen dieser Familie mit einem klassischen OPPG-Phéanotypen nachgewiesen werden.
In der Literatur wurde bislang von drei heterozygoten LRP5-Splice-Mutationen an Postion +2
berichtet, deren Pathomechanismus jedoch nicht weiter analysiert wurde [Ai et al., 2005;
Toomes et al., 2004]. Diese befinden sich allerdings im Splice Site-Konsensus nach Exon 17
(c.3763+2t>c), nach Exon 21 (c.4488+2t>g) bzw. Exon 22 (c.4586+2t>c), welche vermutlich
durch Exon-Skipping in einem funktionslosen, trunkierten Protein resultieren. Pathogene
Splice Site-Mutationen an Position +4 sind duBerst selten beschrieben. Buratti et al. zeigten,
dass insbesondere Splice Site-Mutationen an den Postionen +1G, +2T und +5G zu einer
funktionell relevanten Splice Site-Veranderung flhren, die oftmals mit Praferenz einer
exonischen oder intronischen kryptischen Splice Site einhergehen. Darlber hinaus flhrten
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Burge und Karlin in einer Studie auf, dass sich an Position +4 der Donor Splice Site in der
Regel mit 71% ein A befindet, wéhrend die anderen Nukleotidfrequenzen fir diese Postion
lediglich 7 bis 12% betragen [Burge und Karlin, 1997]. Eine Veranderung dieses Nukleotids
kénnte ein Indiz fir eine pathogene Splice Site-Veranderung darstellen. Dies misste jedoch
wie im Rahmen dieser Arbeit experimentell verifiziert werden, indem z.B. unter anderem

belegt wird, dass es sich um keinen Polymorphismus handelt.

4.4 Fazit des LRP5-Mutations-Screenings in den beiden tirkischen Familien
und der funktionellen Analysen der identifizierten LRP5-Veranderungen

Es konnte somit in beiden analysierten Familien gezeigt werden, dass die identifizierten
LRP5-Mutationen zum Funktionsverlust des Rezeptors fihren und folglich offensichtlich fur
die in diesen Familien zugrunde liegenden Phanotypen verantwortlich sind.

Die Ergebnisse der funktionellen Analysen der LRP5-Signalpeptid-Varianten sowie die nahe
liegende Hypothese, dass eine Veranderung des Signalpeptides mdglicherweise mit einer
nicht-syndromalen Osteoporose assoziiert sein kdnnte, unterstreichen dariber hinaus die
Bedeutung von LRP5 insbesondere im Knochenstoffwechsel.

Allerdings ist bislang noch nicht abschlieBend geklart, inwieweit LRP5 den Knochen-
Metabolismus konkret beeinflusst. Neben der bisher bekannten essentiellen Rolle von LRP5
im kanonischen WNT/NDP-Signalweg zeigte eine aktuelle Arbeit von Yadav et al., dass
LRP5 unter anderem die Serotonin-Synthese im Duodenum reguliert. Indem sie
demonstrierten, dass im Darm synthetisiertes Serotonin auf die Knochenformation wirkt,
legten sie eine bis dato unbekannte, indirekte Wirkungsweise von LRP5 auf den
Knochenstoffwechsel dar [Yadav et al., 2008].

Dies verdeutlicht, dass noch weiterer Klarungsbedarf Uber die Regulation und
Wirkungsweise von LRP5 besteht, wenn auch in vitro-Analysen von pathogenen LRP5-
Mutationen bei monogenen Erkrankungen wie OPPG und FEVR belegen, dass LRP5
innerhalb des kanonischen WNT/NDP-Signalweges eine essentielle Rolle einnimmt.
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4.5 LRP5L-Pseudogen
4.5.1 Pseudogene

Das menschliche Genom enthalt Uber drei Milliarden Nukleotide, von denen lediglich etwa
2% Protein-kodierend sind. Weiterhin besteht unter Berlcksichtigung transkribierter Intron-
Sequenzen ein GroBteil des transkriptionellen ,Outputs” aus non-coding RNA (ncRNA),
wovon einen Teil Pseudogene ausmachen [Mattick, 2001; Zheng et al., 2007]. Diese wurden
bislang haufig als ,junk DNA* oder ,Protein-Fossilien® bezeichnet, die durch fehlerhafte Gen-
Duplikation oder Retrotransposition von Protein-kodierenden Genen entstanden sind und zu
denen sie demnach Homologien aufweisen. Allerdings fehlt den meisten Pseudogenen ein
gréBerer funktionierender” offener Leserahmen mit einer Promotorsequenz, womit sie aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht Protein-kodierend sind und deshalb als nicht-funktional
erachtet wurden.

Verschiedene Forschergruppen des ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements)-
Consortiums haben im menschlichen Genom allerdings nahezu 20.000 Pseudogene
identifiziert, von denen schatzungsweise 10% transkribiert und prozessiert werden [Zhang et
al., 2004; Zheng et al., 2007]. Allein die groBe Zahl der prozessierten Pseudogene lasst
vermuten, dass diese keine reinen Relikte darstellen, sondern zumindestens in einigen
Fallen eine biologische Funktion erfillen kénnen. Das dies prinzipiell méglich ist, zeigten z.B.
Korneev et al. in Schnecken, in denen das zur Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) verwandte
und transkribierte Pseudogen die Translation von NOS beeinflusst [Korneev et al., 1999].
Hirotsune et al. postulierten sogar vor einigen Jahren das sogenannte ,Pseudogen-trans-
Regulations-Modell* und nahmen dabei an, dass es sich bei den entsprechenden
Pseudogen-DNA-Abschnitten nicht um ,junk-DNA® handelt, sondern maBen diesen eine
wichtige Funktion in der Regulation ihres Herkunftsgenes bei. Dieses Modell basiert auf der
Beobachtung eines paternal vererbten (d. h. einem Imprinting unterliegenden)
Nieren/Knochen-Phanotyp in heterozygoten transgenen Mausen, welcher auf der Insertion
eines Transgens beruht. Sie postulierten, dass diese Insertion die Transkription des
benachbarten, epigenetisch gepragten Makorin1-Pseudogens 1 (Mkrn1-p1) reduziert. Unter
Annahme einer Stabilisierungsfunktion/trans-Regulation des Mkrn1-Pseudogens auf das
Mkrn1-,Herkunftsgen® erklarten sie daraus eine ebenfalls partielle Reduktion der Mkrni-
Expression, die letzten Endes zum beschriebenen Phanotyp flhren sollte [Hirotsune et al.,
2003]. Allerdings konnte diese Hypothese von Gray et al. nicht bestéatigt werden, indem diese
sowohl bioinformatisch als auch experimentell demonstrieren konnten, dass Mkrn1-p1
keinen regulatorischen Effekt auf Mkrn1 ausiben kann. Zum einen wiesen sie nach, dass
Mkrn1-p1 auf beiden Allelen vollstdndig methyliert ist, womit es weder epigenetisch gepragt
noch aktiv transkribiert ist. Dagegen ist Mkrn1 selbst unmethyliert und unterliegt auch folglich

keiner epigenetischen Pragung, wie von Hirotsune et al. angenommen. Darlber hinaus
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deckten sie auf, dass es sich bei dem von Hirotsune et al. félschlicherweise als Mkrn1-p1
bezeichneten Transkript um eine Nager-spezifische Mhkrni-lsoform handelt. SchlieBlich
untermauerten sie ihre Ergebnisse, indem sie Mkrni1 bei Mausen inaktivierten, diese
allerdings keinerlei Parallelen zum Phéanotyp des original einem Imprinting unterliegenden
Transgens aufzeigten. Somit wurde mit verschiedenen Analysen belegt, dass Mkrn1-p1
héchstwahrscheinlich keine trans-regulative Funktion auf sein Mkrn1-Herkunftsgen auslbt
[Gray et al., 2006]. Sie schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass das von Hirotsune et al.
aufgestellte Pseudogen-trans-Regulations-Modell von Herkunftsgenen keine experimentelle
Grundlage besitzt und vertraten nach wie vor die Theorie, dass Pseudogene am ehesten
inaktive Genrelikte darstellen.

Dem widersprechend wurden in jungster Zeit systematische Analysen von annotierten
Pseudogenen durchgefihrt, in denen unter anderem demonstriert wurde, dass eine groBe
Zahl von Pseudogenen tats&chlich transkribiert wird und dass upstream der Pseudogene
regulatorische Faktoren binden [The ENCODE Project Consortium, 2007; Zheng et al.,
2007]. Sechs aktuelle Studien (vier in der Fruchtfliege und zwei in der Maus) wiesen dartber
hinaus sogar einen direkten funktionellen Wirkungsmechanismus von Pseudogenen nach
[Czech et al., 2008; Ghildiyal et al., 2008; Kawamura et al., 2008; Okamura et al., 2008;
Tam et al.,, 2008; Watanabe et al., 2008]. Tam et al. und Watanabe et al. schrieben dabei
Pseudogenen regulatorische Funktionen zu, indem sie zeigten, dass Pseudogen-Transkripte
als natlrliche siRNAs fungieren kdénnen. Sie entdeckten bei Mausen, dass einige endogene
siRNAs von Pseudogenen stammen und leiteten daraus eine frans-Regulation der
verwandten Herkunftsgene Uber den Mechanismus der RNA-Interferenz ab [Tam et al.,
2008; Watanabe et al., 2008]. Zusammenfassend scheinen diese neuen Studien somit zu
bestatigen, dass transkribierte Pseudogene funktionell relevant sein kénnen, wobei eine
direkte Regulation des homologen ,Herkunftsgens® auf RNA-Ebene der wahrscheinlichste
Wirkmechanismus zu sein scheint. Eine Bedeutung dieses Regulationsmechanismus in vivo
ist beim Menschen jedoch bis jetzt nicht bewiesen.

4.5.2 Analysen des LRP5L-Pseudogens

Unter der Annahme, dass Pseudogene tatsachlich funktionell aktiv sein kénnen, sollte im
Rahmen dieser Arbeit flir das transkribierte und bis jetzt nicht weiter analysierte LRP5L-
Pseudogen untersucht werden, ob dieses in vitro eine trans-regulatorische Funktion auf
LRP5 ausiiben kann. Hintergrund dieser Uberlegung war, dass LRP5L in diesem Fall iber
die Regulation von LRP5 ein ausgezeichnetes Kandidatengen fir die komplex vererbte
Osteoporose darstellen wirde.

Es galt daher zunachst die bis dato experimentell noch nicht aufgeklarte LRP5L-Pseudogen-
Struktur aufzudecken, um weitere funktionelle Analysen beziglich der Expression und
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moglichen Regulation durchzufiihren. Anhand zahlreicher annotierter ESTs in
Genomdatenbanken des UCSC, NCBI und Ensembl lieB sich ableiten, dass dieses
Pseudogen stark exprimiert ist und prozessiert wird. Da die in den Datenbanken enthaltenen
Daten widerspriichlich waren, war anzunehmen, dass die genaue Struktur ebenso wie die
GrdBe und Orientierung des Transkriptes bislang unklar waren, so dass dies im Rahmen
dieser Arbeit mit Hilfe der Datenbank-Sequenzen und RACE-PCR-Analysen aufgeklart
werden sollte. Abweichend von den in silico pradizierten Pseudogen-Strukturen des UCSC,
NCBI und Ensembl konnten wir zeigen, dass das transkribierte LRP5L-SpleiB-Produkt eine
Kombination aus verschiedenen pradizierten Exons und annotierten spliced ESTs darstellte.
Das LRP5L-Pseudogen besteht demnach aus sieben Exons, die insgesamt 1740 bp
umfassen. Der gréBte offene Leserahmen betragt 756 bp, die 252 Aminosauren kodieren,
welche Homologien von etwa 83% zu den in der extrazellularen Domane von LRP5
lokalisierten YWTD-Motiven aufzeigen. Die nicht optimale Kozak Start-Codon-Sequenz
sowie ein fehlendes Polyadenylierungssignal lassen allerdings vermuten, dass dieses
hypothetische Protein nicht translatiert wird, wenngleich dies nicht experimentell analysiert
und zweifelsfrei nachgewiesen wurde Dies war jedoch nicht notwendige Voraussetzung
beziglich einer méglichen Funktion, da auch die bislang als genetisch aktiv nachgewiesenen
Pseudogene nicht Protein-kodierend waren und ein funktionelles Pseudogen demnach nicht
zwingend Protein-kodierend sein muss [Sasidharan und Gerstein, 2008; Zhang et al., 2004;
Mattick, 2006]. DarUber hinaus zielten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Analysen
primar auf die Fragestellung, ob ein auf RNA-Interferenz basierender trans-Regulations-
Mechanismus existieren kénnte (Kapitel 3.4 und Kapitel 3.4.6).

4.5.2.1 Luciferase Reporter Assay und RNA-Interferenz-Analysen zum LRP5L-
Pseudogen

Die Analyse einer mdglichen Regulation von LRP5 durch LRP5L und vice versa wurde im
Rahmen dieser Arbeit zum einen mit Hilfe des Luciferase Reporter Assays (mittels Co-
Transfektion von Expressionskonstrukten fir LRP5L und LRP5) und zum anderen mit RNAI-
Analysen (anhand von Zelllinien mit endogener LRP5L- und LRP5- Expression) untersucht.
Dabei konnte die Hypothese der trans-Regulation von LRP5 durch sein Pseudogen mit
diesen beiden Analyse-Systemen nicht bestatigt werden. Weder die Ergebnisse des
Luciferase Reporter Assays noch die RNAi-Analysen gaben Hinweise auf eine erhdhte bzw.
erniedrigte Aktivitat oder Expression des LRP5-Proteins bzw. Transkriptes durch LRP5L -
und vice versa.

Die mit Hilfe der quantitativen RT-PCR durchgefiihrten RNAi-Analysen zeigten allerdings,
dass nur eine relativ schwache endogene LRP5L-Expression im Vergleich zu der von LRP5
nachgewiesen wurde. Zudem zeigten die LRP5L-Knock down-Versuchsansatze keine oder
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allenfalls eine sehr geringfligige Herunterregulierung des endogenen Pseudogens, obwohl
die verwendete siRNA mit Hilfe eines anderen Versuchsaufbaus (Transfektion von siRNA in
Zellen, die LRP5L transient Gberexprimieren) als prinzipiell funktionstichtig verifiziert wurde.
Demnach kénnte die schwache endogene LRP5L-Expression der Grund daflr sein, dass
das hier verwendete RNAi-Analyse-System in diesem Falle keine abschlieBende Aussage
erlaubte.

Obwohl die trans-Regulations-Hypothese des Pseudogens im Rahmen dieser Arbeit nicht
bestatigt werden konnte, belegten sowohl die Aufklarung der Gen-Struktur Gber RACE-PCR
als auch die Expressionsanalysen, dass das LRP5L-Pseudogen in verschiedenen humanen
Geweben unterschiedlich stark exprimiert wird. Die Expressionsanalyse mit Hilfe des
Multiple-Tissue-cDNA Panels zeigte, dass das Pseudogen in 9 von 12 analysierten humanen
Geweben nachweisbar war. Jedoch konnte kein LRP5L-Transkript in der Northernblot-
Analyse in 12 unterschiedlichen humanen RNA-Proben detektiert werden. Koharent mit den
Ergebnissen der RNAi-Experimente ist das Pseudogen demnach transkribiert, allerdings ist
die endogene Expression z. B. im Vergleich zur Aktin-Expression oder LRP5-Expression
sehr schwach. Inwiefern dieses relativ schwach exprimierte Pseudogen eine funktionelle
Rolle erfillt, ist derzeit ungeklart und bedarf weiterer Analysen. Ein regulatorischer
Mechanismus von LRP5 durch LRP5L konnte somit im Rahmen dieser Arbeit in vitro nicht
aufgezeigt werden. Die Expressionsanalysen ergaben, dass das Pseudogen in 7 gleichen
Geweben (Herz, Lunge, Niere, Dinndarm, Colon, Milz und Thymus) wie LRP5 exprimiert ist,
was wiederum auf einen moglichen regulatorischen oder funktionellen Zusammenhang
hindeuten kénnte.

Méglicherweise kdénnte sich die aufgestellte Hypothese anhand anderer Analyse-Methoden
bestatigen. In Anbetracht der zentralen Rolle von LRP5 im Knochenstoffwechsel wiirde die
Bestatigung LRP5L zu einem ausgezeichneten Kandidatengen fir Osteoporose bzw. die
Regulation der Knochendichte machen. Allerdings zeigen die bisherigen Assoziationsstudien
zu Osteoporose keine Verbindung zum LRP5L-Lokus auf Chromosom 22. Die hohe
Homologie von LRP5L zu LRP5 lieBe jedoch andererseits wiederum spekulieren, ob es sich
bei den mit Osteoporose assoziierten haufigen LRP5-SNPs nicht vielleicht um einzelne
LRP5L-spezifische DNA-Abschnitte bzw. Nukleotide handelt. Ein genauer Abgleich der mit
Osteoporose assoziierten LRP5-SNPs mit der Pseudogen-Sequenz auf Chromosom 22
kdénnte darlUber Aufschluss geben.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Durch positionelle Klonierung sollte das verantwortliche Gen fiir das in einer tlrkischen
Familie vorliegende Fehlbildungssyndrom, welches durch Augenfehlbildungen, eine
progressive Muskelatrophie und milde mentale Retardierung gekennzeichnet war,
identifiziert werden. Auf diese Weise konnte eine Compound-Heterozygotie fur zwei
neuartige Mutationen im Transmembranrezeptor LRP5 identifiziert werden, der als Co-
Rezeptor in der WNT/NDP-Signalkaskade fungiert und auch beim autosomal-rezessiv
erblichen Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom (OPPG-Syndrom) mutiert ist. Die erste
Mutation war eine heterozygote in-frame 18 bp-Deletion innerhalb eines fiir das LRP5-
Signalpeptid kodierenden CTG-Repeats, wodurch lediglich 3 anstatt 9 Leucine im
Signalpeptid des mutierten Allels (Mut;) vorlagen. Die zweite Mutation war eine
intragenische Deletion mit einer GroBe von ca. 8,2 kb. Diese fuhrte auf mRNA-Ebene zu
einer out-of-frame Deletion der Exons 14 bis 16 (Ex14_16del) mit einem praterminalen Stop
und folglich zu einem trunkierten Protein. Anhand von unabhé&ngigen funktionellen in vitro-
Analysen wurde der zelluldre Pathomechanismus beider mutierter LRP5-Proteine aufgeklart.
Es zeigte sich, dass beide mutierten LRP5-Rezeptoren stabil exprimiert wurden, aber einem
aberranten intrazellularen Transport unterlagen und nicht in die Plasmamembran gelangen
konnten, um Signale entlang des WNT/NDP-Signalweges zu transduzieren. Die
Signalpeptid-Mutation verhinderte vollstdndig den cotranslationalen Transport in das
Endoplasmatische Retikulum, so dass der Rezeptor ausschlieBlich im Cytoplasma lokalisiert
war. Das fir das OPPG-Syndrom untypische klinische Erscheinungsbild der untersuchten
Familie, d.h. das Vorliegen einer muskuldaren Atrophie bei Abwesenheit einer stark
ausgepragten Osteoporose, lasst sich méglicherweise zumindest zum Teil auf die neuartigen
LRP5-Mutationstypen zurlckfihren.

Im Rahmen der Genotypisierung von gesunden Kontroll-Individuen bestatigte sich, dass der
Leucin-Stretch des LRP5-Signalpeptides polymorph war, wobei ca. 90% aller Allele
9 Leucine im Signalpeptid aufwiesen. Funktionellen Analysen der bei Kontroll-Individuen
detektierten seltenen Signalpeptid-Varianten mit 6 bis 11 Leucinen ergaben, dass sowohl
eine Verlangerung als auch eine Verkirzung des Signalpeptids dazu flhrten, dass weniger
funktionsfahige Rezeptormolekille gebildet wurden. Ursache hierfir war, dass jeweils ein
steigender Anteil der Proteinsynthese nicht mehr im endoplasmatischen Retikulum, sondern
im Cytoplasma erfolgte. Ein Teil der LRP5-Molekile konnte somit nicht in die Zellmembran
gelangen. Damit konnte erstmals ein quantitativer Effekt eines hochvariablen
Sequenzelementes im Signalpeptid eines Proteins auf die Effektivitdt der Proteintranslation
experimentell demonstriert werden. Da genomweit durch eine bioinformatische Analyse fast
400 weitere humane Proteine identifiziert werden konnten, die Bereiche mit mindestens 5
Leucinen im Signalpeptid aufwiesen, kénnte dieser Mechanismus eine nicht unbedeutende

109



ZUSAMMENFASSUNG

Ursache fir die interindividuelle Variabilitdt der Proteintranslation und -expression darstellen
und somit auch fiir die Genese komplexgenetischer Erkrankungen relevant sein.

Ein weiterer Teil dieser Doktorarbeit bestand darin, den molekulargenetischen und zellularen
Pathomechanismus bei einer zweiten konsanguinen tirkischen Familie aufzuklaren, in der
zwei Betroffene ein typisches Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom aufwiesen. Es konnte in
dieser Familie eine pathogene homozygote LRP5-Mutation identifiziert werden, die innerhalb
der Familie mit dem Phanotyp co-segregierte. In Kontroll-Individuen war diese nicht
nachweisbar. Es handelte sich hierbei um einen homozygoten Basenaustausch an Position
+4 der Donor Splice Site in Intron 7. Durch Analysen an Patienten-RNA wurde
nachgewiesen, dass infolge dieses Basenaustausches statt der urspriinglichen Splice Site
eine 63 bp 3'-gelegene kryptische Splice Site verwendet wurde. Auf Proteinebene hatte dies
eine in frame-Insertion von 21 zusatzlichen Aminosduren zur Folge. Funktionelle in vitro-
Analysen dieses mutierten LRPS5-Proteins ergaben, dass es einem aberranten
intrazellularem Transport unterlag und folglich ebenfalls nicht mehr in der Lage war, Signale
entlang der WNT/NDP-Signalkaskade zu transduzieren.

Da im humanen Genom ein exprimiertes und prozessiertes Pseudogen fur LRP5 annotiert
ist, wurde des Weiteren experimentell Gberprift, ob LRP5 durch einen auf RNA-Interferenz
beruhenden Mechanismus vom seinem Pseudogen LRP5L reguliert wird. Die bis dato
unbekannte Struktur, GréBe und Orientierung des LRP5L-Transkriptes wurde zunachst mit
Hilfe von Datenbank-Analysen und RACE-PCR-Experimenten aufgeklart. Demnach besteht
das LRP5L-Pseudogen aus sieben Exons, die insgesamt 1740 bp umfassen. Der gréBte
offene Leserahmen betragt 756 bp. Mittels Expressiopnsanalysen wurde gezeigt, das LRP5L
in den Geweben Herz, Lunge, Niere, Dinndarm, Colon, Milz, Thymus, Leukozyten und
Pankreas unterschiedlich relativ stark exprimiert wird. Die Hypothese einer trans-Regulation
von LRP5 durch sein Pseudogen konnte weder mit Hilfe eines Luciferase Reporter Assays
(mittels Co-Transfektion von Expressionskonstrukten far LRP5L und LRP5) noch durch
RNAi-Analysen (anhand von Zellinien mit endogener LRP5L- und LRP5- Expression) in vitro
bestatigt werden.
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5 ABSTRACT

For identification of the gene responsible for the combination of blindness, progessive
muscle atrophy and mild mental retardation observed in a Turkish family, a positional cloning
approach was carried out. Compound heterozygosity for two novel types of mutation were
detected in the transmembrane receptor LRP5, a co-receptor of the WNT/NDP signaling
cascade. Mutations in LRP5 underlie autosomal recessive osteoporosis pseudoglioma
syndrome (OPPG). One mutation was an in-frame deletion of 18 bp within the signal peptide
coding for a CTG-repeat, which removed 6 out of 9 consecutive leucine residues of the LRP5
signal peptide (Muts ). The second mutation due to nonhomologous recombination between
Alu repeat sequences resulted in the deletion of exons 14 to 16. This presumably leads to
the production of a nonfunctional, truncated, and frameshifted polypeptide, if expressed.
Different independent functional in vitro assays resulted in the elucidation of the underlying
pathomechanisms for both mutations. The mutant proteins were stably expressed but
underwent aberrant intracellular transport. This impaired the ability of WNT/NDP signal
transduction for both mutant receptors due to not reaching the plasmamembrane. The signal
peptide mutation abolished the entry of the polypeptide into the endoplasmic reticulum (ER),
therefore retaining the mutant protein in the cytoplasm. The uncharacteristic features for
OPPG, notably muscular atrophy without severe osteoporosis, may be attributable to the
novel types of mutation.

Genotyping of control individuals confirmed that the length of the LRP5 signal peptide poly-
leucine repeat is polymorphic in the general population and 90% of the detected alleles
contained 9 leucines. Importantly, independent in vitro assays demonstrated that
enlargement or reduction of the 9 leucine stretch quantitatively affected receptor processing
and signal transduction. This was due to partial retention of the proteins in the cytoplasm and
resulted in a decreased amount of functional receptor in the plasma membrane. Therefore, it
could be for the first time experimentally demonstrated that variability of a signal peptide
element has a quantitative effect on protein translation efficiency. Due to identification
through a genome-wide search of nearly 400 human proteins that contain at least five
consecutive leucine repeats within their signal peptide, this polymorphism may be
physiologically relevant in vivo. It possibly constitutes a source of interindividual variability of
protein translation and expression which might be relevant for complex diseases.

A further part of this PhD thesis included the clarification of the molecular and cellular
pathomechanism of a second Turkish family affected by typical OPPG syndrome. One new
pathogenic homozygous mutation in LRP5 was identified that co-segregated perfectly with
the phenotype among the family and was absent in control individuals. This mutation was a
single base substitution at position +4 of the donor splice site in intron 7. Analysis of patient’s
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RNA showed that this change leads to a preference of a 63 bp 3'-located cryptic splice site
instead of the original splice site resulting in a in frame insertion of 21 amino acids.
Functional in vitro analysis of this mutant receptor demonstrated an impaired intracellular
transport of the protein which abolished signal transduction through the WNT/NDP signaling
pathway.

Due to the occurrence of an expressed and processed pseudogene (LRP5L) of LRPS
annotated in the human genome, RNA interference (RNAi)-experiments were performed to
investigate a presumable regulatory effect of LRP5L on LRP5. Based on in silico and RACE
analysis the yet unknown pseudogene structure, size and transcript orientation were
elucidated. LRP5L consists of 7 exons with 1740 bp in size and a biggest open reading
frame of 756 bp. Expression analysis showed different expression levels of LRP5L in 9 out of
12 examined human cDNAs, namely heart, lung, kidney, small intestine, colon, spleen,
thymus, leucocytes and pancreas. Neither a luciferase reporter assay (with co-transfection of
vectors coding for LRP5L and LRP5 cDNA) nor RNAI analysis (in cell lines with endogenous
LRP5L and LRP5 expression) confirmed the hypothesis of trans-regulation of LRP5 by its
pseudogene LRP5L.
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Karyogramm einer gesunden Translokationstragerin aus der tirkischen Familie #1
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Abb. 7.1: Karyogramm einer gesunden Translokationstréagerin (VI:10) aus der tirkischen Familie #1 mit dem
Karyotyp: 46,XX, t(6;19)(p11;p13). Die Chromosomen 6 und 19 sind zusatzlich vergrdBert dargestellt. Links ist
jeweils das Translokationschromosom, rechts das normale homologe Chromosom dargestellt. GTG-Banderung.
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Tab. 7.1: Tabellarische Ubersicht aller verwendeten Primer zur genomischen PCR-Amplifikation und
Sequenzierung der Kandidatengene WNT, FGF3, FGF4, FGF19, DRAP1, FZD4 und HTATIP. Angegeben ist die
jeweilige Forward- und Reverse-Primer-Sequenz in 5 —3’-Richtung. Die Primer wurden von der Firma Metabion
bezogen. Die Amplifikation dieser Exons erfolgte mit der ReadyMixTMREDTaq®-Po/ymerase in einer Touchdown-
PCR (Kapitel 2.14.2 und 2.14.3).

Gen-Exon Forward-Pri!ner-Sequenz Reverse- Pri.mer-Sequenz
5'-3'-Richtung 5'-3'-Richtung

WNT11-Ex1 TGCAGGCGGAGGACTTCGG GCGCTTCCATTGTGGTCCAC
WNT11-Ex2 AGTCCATTGAGGGAAAGGC ATGCCTGAATTCCTTCACCC
WNT11-Ex3 GAAGGTGGAGGACCTCTGAC TGCGAGGCACATCAGGTGTG
WNT11-Ex4 TGAGAGCACCCAGCCATGG TGTGCGTGACCCTGAGCTG
WNT11-Ex5 TGGGAGTCATGGGGTGTTG GCAGAGCTCCATGGAGTGTC
FGF3-Ex1 AAGCCGGAGTCAGCATCTC GGAGGCAGACGGTCTTTTC
FGF3-Ex2 CCTGAACTTCCACTCACTCC GCATTCTACTGCCCACATC
FGF3-Ex3 TGGACCGAACAGCCTCACAG AGAGTCAAGAGGCTGCCAC
FGF4-Ex1 CGCACTGCTCCTCAGAGTC GGTCTCAGAGTGTGACTGAG
FGF4-Ex2 GGCAAGCTAATCTGAGCTAG AGAAGCCACGAGCCTGCTAG
FGF4-Ex3 CCTGTGTGGGTCTTGACAC TTCTCCACTGTTGCACCAG
FGF19-Ex1 ATCTAGGGCCACGACCATC ATCCTAACGTCCAGGTGCC
FGF19-Ex2 AGAAGCACAGGCTTGTGGAC AACCCTGGATTCGAACCAG
FGF19-Ex3 AACGTCCATGTGGACCCGTG CACGCTGCAGGTACCACAG
DRAP1-Ex1 TCTTAACCGGCGGCGCTAG GCATGATCTTCTTGATCCGC
DRAP1-Ex2 ATGCCCCTTCCTCCCCCAG GAGCGTCAAGGAGAACTCCG
DRAP1-Ex3 CATCATCTGTATCCTGCCGG TCTGTGGCCTTGCTGGTGTC
DRAP1-Ex4 GGCTCCAGCCTGACATCTG AAGGTACAGTCCATCTGCCC
DRAP1-Ex5 CAGGGCCTGGCATACAGTG ATGAGAGCTGGCCTCCTGC
DRAP1-Ex6 GGGTCTACTGCTGTCCATGA CTGCCACAATCAACAAGACC
DRAP1-Ex7 CATGGATCTGGAGGGTGGTG CAGCTCTACCTTCTCTCCTC
FZD4-Ex1 TCGTCGCCGCATCACACTCC TTGGCATGGGCTCTGCAAAG
FZD4-Ex2.a AACTCAGCTTTGTGGGAGC ATGGCCCAGGCTGCAATGTG
FZD4-Ex2.B CCTGTTCTCATCCAAGAAGG TGACGGGGGTCACTTAATTG
HTATIP-Ex1 CGCGGTGTCTCTCAAAGGTC TCTCGGAGCAGCTAAGAGCC
HTATIP-Ex2 AGTGCTGGAGCTTAGGGATC TTTAGGTCCAGCCGCTCATG
HTATIP-Ex3 AGCGTGAAGGACATCAGTGG GATGAAGTCAGGGTGAGAGG
HTATIP-Ex4 GCTAGTCCTGTGTCCTTCAG ACCTCCACCTTCCGTTTCTG
HTATIP-Ex5 GCAATTCCAGGGACCTTG GGGATGGCTGTGAAATGAGC
HTATIP-Ex6 GGTGAGTTCCCCAAACCATC ACACTAGCTCTGCCCACCAC
HTATIP-Ex7 GTGTCCTGCTGAGCTGTCTC GTCGTAGGTCACACTTGGTC
HTATIP-Ex8 TACGGCCGTAGTCTCAAGTG TGGACTGATCTGCTGGCTTG
HTATIP-Ex9 CAGTGAAGCTCCTGGTTGAC GGATGCAGGCCACATTGTAG
HTATIP-Ex10 TCGTGGGCTACTTCTCCAAG GCCAGGGTTGAGAATCACAG
HTATIP-Ex11 TGCTCAGCGCACGGAAAGAG CACAGGTCAGGTTCCCTGAG
HTATIP-Ex12 GGTACATGGCATGGCTTGTC TGGGTTCAGCAGGTGGTCAG
HTATIP-Ex13 ACTACAAGGTAGGGAGGCAG GCTTTGTGGGAGCTGCAGTG
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Tab. 7.2.1: Tabellarische Ubersicht aller verwendeten Primer zur genomischen PCR-Amplifikation und Sequenzierung von LRP5. Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz
in 5'—3'-Richtung, Primerlange in bp, der prozentuale GC-Anteil, die Schmelztemeratur nach dem Hersteller (Metabion) und Annealingtemperatur und die GréBe des PCR-
Produktes. Abweichungen vom Standard-Protokoll sind gekennzeichnet und in der FuBnote erlautert.

LRP5-ex1-F ATG GAG CCC GAG TGA GCG C ™ 74_59010 251 bp
LRP5-ex1-R CGC TCC CAACTC GCC AAGTC AccuTaq

3 LRP5-ex3-F TAG GGC AAG TTC ACT GTC TG 20 50 % 57,3°C 62 337 bp
LRP5-ex3-R2 CAG AGA AGA GTC TGT AGG CC 20 55 % 59,4°C
LRP5-ex5-F3 TGA GGC CGA TGT TTG GGC AG 20 60 % 62,5°C
TD 68-59°C 420 bp
5 LRP5-ex5-R4 GTT TGC CGA GGT TCC TTC TG 20 55 % 60,5°C AccuTaq'
LRP5-ex5-R2 CCA AGT GGA TCA TTT CGA ACG 21 50 % 57,9°C 441 bp

LRP5-ex7-F GCC AGC ATC TAC TGA CAC TG TD 68-59°C 454 bp
LRP5-ex7-R2 ATA GCA GAG CAC AGG CAC CC AccuTaq

0 LRP5-ex9-F GCA TTC ATT GTG TGG CTT GG 20 50 % 57,3°C TD 68-59°C 451 bp
LRP5-ex9-R2 GTC TGA AGC CTT TGA GGC AG 20 55 % 59,4°C AccuTaq

11 LRP5-ex11-F AGC TGA AGA GGT GGG GAC AG 20 60 % 61,4°C 64.55°C 386 bp
LRP5-ex11-R2b GTT GGG GAA CTT GCA GGC CAC A 22 59 % 60,3°C

' Abweichend vom Standard-PCR-Protokoll wurde hier die accuTaq® von Sigma anstelle der ReadyMixTMREDTaq®-Polymerase (Sigma) verwendet
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Tab. 7.2.2: Tabellarische Ubersicht aller verwendeten Primer zur genomischen PCR-Amplifikation und Sequenzierung von LRP5. Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz
in 5'—3’-Richtung, Primerlange in bp, der prozentuale GC-Anteil, die Schmelz- und Annealingtemperatur und die GréBe des PCR-Produktes. Abweichungen vom Standard-
Protokoll sind gekennzeichnet und in der FuBnote erlautert.

LRP5-ex13-F b

ATA GCG CAC CCC CAA GAG AC

20

60 %

61,4°C

LRP5-ex13-R

LRP5-ex15-F-NEW

GGG TCA TAC CCT GTG ACT AC

GCT CAC ATT CTGAGG TTC TGG G

20

22

55 %

54,5 %

59,4°C

64,0°C

LRP5-ex15-R-NEW

CCT ACA GCT GTC AGT GTG AG

20

55 %

60,5°C

62°C

TD 68-59°C

523 bp

590 bp

LRP5-ex17F

TCC AGG CTG TGG TTC TGA GG

20

60 %

61,4°C

LRP5-ex17R

LRP5-ex19F

TGG AAA CTG GAT GCC ACA GG

TTG CTG TGC CCT GCATGG TG

20

20

55 %

60 %

54,9°C

61,4°C

LRP5-ex19R

GCC TGA GTC TCC CACACAG

63 %

61,0°C

62°C

62°C

375 bp

365 bp

21

23

LRP5-ex21-NEU-F

AGG AGG TAC CAT GTG TCT CC

20

55 %

60,5°C

LRP5-ex21-NEU-R

LRP5-ex23-NEU-F

GGT GCA GGC GGC TAT CGA TG

TTA GAG GCA GCC TTG CCA GG

20

20

65 %

60 %

64,6°C

62,5°C

LRP5-ex23-NEU-R

AGC TCA GGG ATG CAT CCC AG

20

60 %

62,5°C

TD 68-59°C
AccuTaq'

TD 68-59°C
AccuTaq'

680 bp

900 bp

! Abweichend vom Standard-PCR-Protokoll wurde hier die accuTag® von Sigma anstelle der ReadyMix ™REDTaq®-Polymerase (Sigma) verwendet
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Tab. 7.3: Tabellarische Ubersicht der verwendeten LRP5-Primer a) zur Genotypisierung des CTG-Repeats in
Exon 1 der turkischen Familie #1 sowie von Kontroll-Individuen (Kapitel 2.21 und 3.1.3; Tab.3.2); b) der Analyse
des nicht annotierten Basenaustausches in Intron 13 bei Kontroll-Individuen (Kapitel 3.1.3); ¢) der
Bruchpunktbestimmung der genomischen Deletion (Kapitel 3.1.5); d) zur Amplifikation des Junction Fragmentes
der genomischen Deletion (Kapitel 3.1.5) und e) zur RT-PCR der Ex14_16del mit Patienten-RNA (RNA-Analysen;
Kapitel 3.1.6). Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz in 5’—3'-Richtung. Die Primer wurden von der Firma
Metabion bezogen. Die Amplifikationen erfolgten mit der FfeadyMixTMFfEDTaq®-Polymerase in einer Touchdown-
PCR bei a) 74-65°C; b) 64-55°C; c¢) 68-59°C, d) 64-55°C und e) 65-56 °C (Kapitel 2.14.2, 2.14.3 und 2.16).

Zweck Primer-Name Primer-Sequenz 5'-3'-Richtung
a) Analyse des CTG- LRP5-Ex1F-FAM ATGGAGCCCGAGTGAGCGC
Repeats in Exon 1 LRP5-Ex1R-Polym. CGCTCCCAACTCGCCAAGTC

, LRP5-ex13-SNP-F CCATCGACTATGACCCACTG
b) Analyse des nicht
annotierten Basen- LRP5-ex13-SNP-F2 CCAAGGCGCTCCTCTTGCTGGTTTCCAGGCTACTG
austausches in Intron 13

LRP5-ex13-SNP-R2 TCACAGTCTCGGGGTTCCAC

¢) Bruchpunktbestimmung | LPR5-ex13-Fb ATAGCGCACCCCCAAGAGAC
der genomischen Deletion || prs 47R TGGAAACTGGATGCCACAGG
d) Amplifikation des LRP5-IVT13-7-Neuf GTGAGGAAAAGGCGTGTTTGTGGTG
Junction Fragmentes der
genomischen Deletion LRP5cDNA-17R CCCTTGGCAATACAGATGTG
e) RT-PCR der MUT-EX14-16-F3 TCTGCCATCAGTCGGATGATCCCGG
Ex14_16del mit Patienten-
RNA MUT-EX14-16-R2-R3 | TGTGACGTGGTTCCGGTCGTAGAGG

Tab. 7.4: Tabellarische Ubersicht der verwendeten LRP5-Primer zur PCR-Mutagenese und Generierung von
LRP5-Expressionskonstrukten (Kapitel 2.25, Tab.2.17). Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz in 5 —3'-
Richtung. Die Primer wurden von der Firma Metabion bezogen. Die Amplifikation erfolgte mit der accuTaq®-
Polymerase in einer Standard-PCR bei einer Annealingtemperatur von 68°C (Kapitel 2.14.2 und 2.14.3).

Konstruktname Primername Primer-Sequenz 5'-3'-Richtung
LRP5-D13-F1 CAAATGGGCGGTAGGCGTGTAC
LRP5-D13-R1 GTCCTGCCAGAAGAGCACCTTC
Del-Mut2-F GCGCTGTGCGGCTGCCCGGCCC

A2oT Pkt-Mut1-F GCCCGGCCCCCACCGCGGCCTCGCCGCTCC
Pkt-Mut1-R GAGGCCGCGGTGGGGGCCGGGCAGCCGC

Mut 3-erAllelR GGGGCCGGGCAGCCGCACAGCGC

3L CAGCAGCAGCGGCCACGGCGGCC
5 Leu 6-or-Alol-R GGGCCGGGCAGCCGCACAGCGCCAG
CAGCAGCAGCAGCAGCGGCCACGG CGG
L 7 or-AlllR GGGCCGGGCAGCCGCACAGCGCCAGCAG
eu er-Alle CAGCAGCAGCAGCAGCGGCCACGGCGG
8 Lo 8-orAllelR GGGCCGGGCAGCCGCACAGCGCCAGCAG
u CAGCAGCAGCAGCAGCAGCGGCCACGGCGG
10 Lew 10-er-AlelR GGGCCGGGCAGCCGCACAGCGCCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGGCCACGGCGG
1L 1-orAleLR GGGCCGGGCAGCCGCACAGCGCCAGCAGCAG
eu er-Alle CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGGCCACGGCGG

£t 41646l MUT-EX14-16-F3 TCTGCCATCAGTCGGATGATCCCGG
MUT-EX14-16-R2-R3 TGTGACGTGGTTCCGGTCGTAGAGG

o 528 V528ins21 LRP5-cDNA-Ex5-F GTGTGCAGCTGCAGGACAAC
LRP5-cDNA-Ex10-R1 GGTAGTCAAGGCCAAACTCC

132



ANHANG

Tab. 7.5:

Tabellarische Ubersicht der

verwendeten cDNA-Primer

zur Sequenzierung der

LRP5-

Expressionskonstrukte (Kapitel 2.20). Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz in 5 —3’-Richtung. Die Primer
wurden von der Firma Metabion bezogen.

Primername Primer-Sequenz 5'-3'-Richtung Primername Primer-Sequenz 5'-3'-Richtung
T7 TAATACGACTCACTATAGGG LRP5-cDNA-R2-c AAGGATGGTCAGGCCCAGAG
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG LRP5-cDNA-F3 ATCAACGTCCACAGGCTGAG
LRP5-cDNA-F1 ATGGAGCCCGAGTGAGCGCG LRP5-cDNA-R3 CAAAGTTCTCCCAGCCCTGC
LRP5-cDNA-R1 | TGGTCTCGAGGGAGATCCTG LRP5-cDNA-F3-b TCTACAGCCGGACACTGTTC
LRP5-cDNA-F1-c | AGCCCGAGTGAGCGCGGCGC | | LRP5-cDNA-R3-b CCCACCCCATCACAGTTCAC
LRP5-cDNA-R1-c | AAGTCCAGGGCTGAGGCCTC LRP5-cDNA-Ex2-F | CAGAGACCAACCGCATCGAG
LRP5-cDNA-F2 | TACTGGGGAGACGCCAAGAC LRP5-cDNA-Ex4-F | ACACTCTGTACTGGACAGAC
LRP5-cDNA-R2 | GCTTGCCAAGGATGGTCAGG LRP5-cDNA-Ex5-F | GTGTGCAGCTGCAGGACAAC
LRP5-cDNA-F2-b | GGAGTTTGGCCTTGACTACC LRP5-cDNA-Ex8-R | CAGTCCAGTAGATGAAGTCC
LRP5-cDNA-R2-b | GGGTCCAGGGTGTAGTGTGA LRP5-cDNA-Ex18-R | GTGGCACATGCAAACTGGTC
LRP5-cDNA-F2-a | CGCCAAGACAGACAAGATCG LRP5-cDNA-Ex18-F | GTCAGTGTGTGGACCTGCG

LRP5-cDNA-R2-a | GTAGAGGTTCTTGCCCATCC LRP5-cDNA-Ex19-R | TCGGAGCCGTCGATACAGTC
LRP5-cDNA-F2-c | CTGTATGCACAACAACGGGC LRP5-cDNA-Ex21-F | GTCCATGATGAGCTCCGTGA

Tab. 7.6: Tabellarische Ubersicht der verwendeten Primer zur Genotypisierung von Signalpeptid-CTG-Repeats
18 verschiedener Gene (Kapitel 2.21, 2.34 und 3.2.3). Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz in 5 —3'-
Richtung. Die Forward-Primer waren FAM fluoreszenz-markiert. Die Primer wurden von der Firma Metabion
bezogen. Die Amplifikationen erfolgten mit der accuTaq®-Po/ymerase in einer Touchdown-PCR bei 65-56 °C.

Gen Forward-Primer-Sequenz in 5'-3'-Richtung | Reverse- Primer-Sequenz in 5'-3'-Richtung
PPGB AGTCAACAGCCCCTCTGCT TGAGGTAGCCGGAGTACTGG
SHBG CAGTGCCCCTGTTTCCTTTA GTGGGGAGAACAGGTCTCAG
ADAM33 AGCTCTGAGCAGAACCCATC TCACAGCTATGGGCTGGAG
FUCA2 ACACTCCCCAGTGGATGAAG AGCCTGCAGAGAGGACAGC
TIP39 GATCTTCCGTCCCCTTTCTC CCCTTTCTGGTTCTCCACAG
PCSK9 TGAACTTCAGCTCCTGCACA AGCACCAGCTCCTCGTAGTC
CELSR2 GGGAGCTGGGAGAGATGC GGTGTAGAGCCAGAGGTTCG
DCHS1 CTGATGTCGCCAATCAGTGT TTGTCATGCAGAAGGAGCTG
NOTCH4 TGGGTCTGACCACTGAGACA CAGGAAACAGCTCAGACGTG
TNCR5 AACGCCCCCAACTAATTCAT CGCTGTCCGGTGCTGAAG
CD93 TTCTGGTTGCAGTGGTTCTG CCTCAGCCTTTGTGTCCTTC
STRC CATCCCCAGTTCTGCTCACT GTGTCAGTGGAGCCTCAGGT
SLC27A5 GTGCTGGCAGGAGGGTTAGT TGAGCCTGAACACTCCACAG
EIF2AK3(R/F1)| CAGCGTCCTCCACAGTCAC TAGCACGTCCTTGCCTTCTT
NMU AGCCAAGTGAAGTCCCAGAA AGATGCTGCGAACAGAGAGC
SEMA7A CTTTCCAGACGGCGAAGAT CTCAGTCTCGGCTGATTGC
GDF10 CCGCTGGAGATCCCTGTC CCTTCCTCCTCCTGGACTTC
LHCGR AGGAGTAGGGAGGGAAGGTG ATGAAGCAGCGGTTCTCG
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Tab. 7.7: Tabellarische Ubersicht der verwendeten LRP5L-Pseudogen-Primer a) zur RACE-PCR (Kapitel 2.15
und 3.4.1.2), b) Amplifikation und Klonierung in den pcDNA3.1-V5/His-Expressionsvektor (Kapitel 2.23 und 3.4.3)
und ¢) zur Sequenzierung der RACE-PCR- und Klonierungsprodukte (Kapitel 2.20). Angegeben ist die jeweilige
Primer-Sequenz in 5—3'-Richtung. Die Primer wurden von der Firma Metabion bezogen. Die RACE-PCRs
erfolgten mit der accuTaq®-Polymerase in einer Touchdown-PCR bei 74-59°C bzw. einer Two-Step-PCR bei
68°C und 66°C. Die Amplifikationen zur Klonierung erfolgten mit der FfeadyMixTMFfEDTaq®-Polymerase in einer
Standard-PCR bei 62°C.

Zweck Primer-Name Primer-Sequenz 5'-3'-Richtung

LRP5L-GSP-F1 | TGTCGATGAGACGAAGAGGCAGACC
a) RACE-PCR Bestimmung des LRP5L-GSP-F2 | GCACCACAGCATCAAGCGGGTACAC
3'cDNA-Endes LRP5L-GSP-F3 | CAAAGCTGTGAACGTGGACAAGGTCG
LRP5L-GSP-F4 | TGCAGCCACCTGTGCTTCTTCACGC
LRP5L-GSP-R1 | CCAGCGGCCGGACGGGCTG

a) RACE-PCR Bestimmung des LRP5L-GSP-R2 | TGGGTGCTGTCGTCCATCCCCA

5'cDNA-Endes LRP5L-GSP-R3 | CCAGTAGAGCTTCTTCTCCC
LRP5L-GSP-R4 | GCACGTCAGCCAGTCCATCCAGTG

b) Amplifikation der LRP5L-full- LRP5L-RACE-1F | GTGGAGCCCGAGTGAGCGCGGCGCCA

length-cDNA zur Klonierung LRP5L-KI-1R GAAATAGGCTTGCTCATATTTAATTAGC

b) Amplifikation der LRP5L-ORF- | LRP5L-KI-5Fb ATGGAGGGCCACGTCTACTGGAC

cDNA zur Klonierung LRP5L-KI-5R GCAGTTCCAGGCCCTAGATG

CN264451-1F GAAGATGCAGGGACACGCGCGAGG
CN264451-1R CCAGCGGCCGGACGGGCTG

BE396696-1F GAGGAGCCGCCGCAGCCGCCGCCGCCGCGCTG
BE396696-6R ATTGGTCCGTCTACCGGGCCAGCAGCAGG
CN274774-5F AGAGGGGGTTTTTGAGACTAGAAT
CN274774-5R GCAGGTGGATGAGGGGAGAGCCTA
BC139736-3F TACATGTACTGGGCAGATTGGGGTG
BC139736-3Fb TACATGTACTGGGCAGAT

BC139736-3Fc TGGGGATGGACGACAGCACCCA

c) Sequenzierung von LRP5L BC139736-3R CTGCGTTTTCGCTATTTGGT

BC139736-4F GCAGAAGGTGGTGAAGGGCAGCCTG
BC139736-4R GCACGTCAGCCAGTCCATCCAGTG
BC139736-6F GAGCCAAGGAGGTCCTGCTGCTGGCCCGGTA
BC139736-6R GCATGCTGGATGTCGTCCAG

BC139736-7F CCTCACGTACTGGATAGACTGG

BC139736-7R ACGCGCAGCTCCTGCCTGTCCAG
BC139736-8F GATGAGACGAAGAGGCAGACCCTCCTGA
BC139736-8R TGATGCTGTGGTGCTGCCAGGCG
BC139736-9R TGACGCCGAGAGCAGGATGGCCACA

Tab. 7.8: Tabellarische Ubersicht der verwendeten Primer zur Expressionsanalyse von LRP5L mit Hilfe des Multi
Tissue cDNA-Panels (Kapitel 2.22.1 und 3.4.2.1) und zur Amplifikation der Northernblot-Sonden fur LRP5L, -
Aktin sowie LRP5 (Kapitel 2.22.2 und 3.4.2.2). Angegeben ist die jeweilige Primer-Sequenz in 5’—3’-Richtung.
Die Primer wurden von der Firma Metabion bezogen. Die Amplifikationen erfolgten mit der ReadyMixTMREDTaq®-
Polymerase in einer Standard-PCR bei 62°C.

Primername Forward-Primer-Sequenz Reverse- Primer-Sequenz
LRP5L-MTN-1F u. R* tGGACAACATGGAGGCtGCaCt TGCtGGATGTCGTCCAQCTG
B-AKTIN-F u. R AACGGCTCCGGCATGTGCAA CTCAAACATGATCTGGGTCATCTT
LRP5-NB-Sonde-F u. R | ATCAACGTCCACAGGCTGAG TGGAAACTGGATGCCACAGG

* Kleinbuchstaben in der Primersequenz unterscheiden sich von Basenpaaren von LRP5
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Vektorkarten

Konstrukte LRP5-WT-Full length-mycHis
Vektor pcDNA3.1-myc/His (5.5 kb) (Invitrogen)
Insert human LRP5-WT-Full-length (5 kb)

Klonierungsstelle EcoRl/ EcoRV

Resistenz Ampicillin
CMV promoter
bla promoter CMV forward primer
Amp(R) T7 primer
Hindmm (903)
BamHI (s21)
pUC origin T7 promoter
ECORI (944)
SV40 pA
LRP5-WT-
Fuli-length
in pcDNA3.1
Neo(R) 10,5 kb Bsu3el (2932)

Xho1 (2082)

$V40 early promoter [_\S
1 origin /f/_/
BGHpA
BGH reverse primer
6xHis
c-myc epitope
RO (5884)

BamHI (3308)

LRP5-WT-Full-length

LRP5AC-WT-myc-His
pcDNA3.1-myc/His (5.5 kb)
human LRP5AC-WT (4.1 kb)
EcoRl/ Apal

Ampicillin

CMV promoter

bla promoter CMV forward primer

Amp(R) T7 primer
Hindlll (903)
BamHI (921)
pUC origin T7 promoter
EcoRl(944)
\\f BSIWI(1130)
SV40 pA LRP5-WT-
I truncated
in pcDNA3.1

9,6 kb

Neo(R]A

N,
o

S$V40 early promoter

Bsuz6l (2057)

“hol (3007)

LRP5-WT-truncated

BamEl(3333)

f1 erigin
BGH pA

BGH reverse primer

BxHis
c-myc epitope

TOPflash (TCF Reporter Plasmid)
(TK-luciferase reporter)

5.5kb

Catalog # 21-170

Lot # 27752

Product Description:  Transfection grade T-cell
factor (TCF) reporter plasmid containing two sets (with
the second set in the reverse orientation) of three
copies of the TCF binding site (wild type) upstream of
the Thymidine Kinase (TK) minimal promoter and
Luciferase open reading frame. FOPflash (Catalog #
21-169) containing mutated TCF binding sites is also
available as a negative control.

TOPFLASH

(wt TCF binding sites)

Formulation: 5pg affinity purified DNA eluted and
packaged aseptically in 50ul of 10mM Tris-HCI, pH
8.0, 1ImM EDTA. Frozen solution.

Storage and Stability: Stable for 2 years at -20°C
from date of shipment.

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO
5523 bp

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TOPO® Cloning site: 953-954

V5 epitope: bases 1020-1061

Polyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
f1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 1865-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3039-3277
pUC origin: bases 3709-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

13

2223 BamH |

SV40 late
poly(A) PRL-TK
Bglii1
1974 Xbalr 1 Vector g
(4045bp)
Riue HSV TK
) 7 Promoter
romoter
[5)
2 ) Hind 11l 760 H
g (1040) C3p45 17 e 1024 E

Figure 1. The pRL-TK Vector circle map and sequence reference points.

Sequence reference points:

HSV-TK promoter 7-759
Chimeric intron 826-962
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +2) 1006-1024
T7 RNA polymerase transcription initiation site 1023
Rluc reporter gene 1034-1969
5V40 late polyadenylation signal 2011-2212
p-lactamase (Amp) coding region 2359-3219

Note: -"-, position of intron; Rluc, cDNA encoding the Renilln luciferase
enzyme; Ampr, gene conferring ampicillin resistance in E. coli; ori, origin of
plasmid replication in E. coli. Arrows within the Riirc and Amp* gene indicate
the direction of transcription.
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WI-9er-allel

SignalP-NN result:

3er-Allel

SignalP-NN result:
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e | % | 1
H f i Bo ]
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, i . 7|
Measure Position Value Cutoff signal peptide? Measure Bositlom ‘Value Cutofls sigial peptide)
max. C 32 0.885 0.32  YES Mz o S llagal s ks
Mane ¥ 32 0.835 0.33 YES max. Y 26 0.647 0::33 YES
max. § 20 0.998 0.87 YES max. S ) U:049, 061 HO
mean S 1-31 0.886 0.48 YES mean S 1-25 0.603 0.48 YES
D 1-31  0.860 0.43  YES e feesi Hlie2ss ladd RS
fer-Allel Ter-Allel
SignalP-NH result: SignalP-NN result:
Seanalt- N pcact el B b emnar L fromne SignalP-IiN prediction (suk netuorksdt Sequence
o | pys ! 1
w6 A
e | ws | ]
w0
MEAGPPGPPUPLLLLALALCGEPAP AR ASPLLLE AHRRDVRLVDAGGYELESTIVVSGLEDAMAYDF QR o
. A : A § MEARPPGPFIP LLLLLLLALCGEPAPA ARSPLLL FRNRRDVRL YBRGGYE LESTIVYS GLEDARAYDF
Measure Position Values <Cutoff signal peptide?
max. C 23 0.971 0.32 YES Measure Position Value cutoff signal peptide?
maz. ¥ 29 0.843  0.33  YES max. C 30 0.961 0.32  YES
max. S 20 0.986  0.87  YES max. ¥ a0 0.858  0.33  YES
mean S 1-28 0.858 0.48 YES max. S 19 0.994 0.87 YES
D 1-28 0.854 0.43 YES mean S 1-29 0.876 0.48 YES
D 1-29 0.867 0.43 YES
Ger-Allel
loer-allel
SignalP-NN result:
SignalP-NN result:
" |
. ool |
: ol
wel
Measure Position Value Cutoff signal peptide?
maz., a1 0.923 0.32 YES Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. Y 31 0.848 0.33 vES max. C 33 0.8374 0.32 TES
max. S 20 0.997 0.87 YES max. Y 33 0.833 0.33 TES
mean s 1-30 0.882 0.48  YES LEES B el etk S gt a o]
D 1-30 0.865 0. 43 RS mean S 1-32 0.389 0.48 YES
D 1-32 0.861 0.43 TES

Abb. 7.2.1: In silico Analyse der LRP5-Signalpeptid-Varianten mit 9, 3, 6, 7, 8, und 10 Leucinen im Signalpeptid.
Der N-Terminus mit den ersten 40 Aminoséuren des LRP5-Wildtyp-Allels (WTgL) bzw. der anderen Allel-Varianten
wurde anhand der Datenbank SignalP_3.0 Server www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ in silico analysiert. Der
angegebene S-Score, der jede einzelne Aminosaure als Teil eines Signalpeptids einordnet, fallt bei der mutierten
Signalpeptid-Sequenz (Muts) unter den Schwellenwert von 0,5. Sowohl der C-Score als auch der Y-Score geben

die Positio
Abschwéach

n zur Signalpeptid-Abspaltung an.
ung des S-Scores.

136

Bei den anderen Varianten zeigt sich eine quantitative



ANHANG

ller-Allel Punkt-Mutation — A29T

SignalP-HNN result: SignalP-NN result:
Signatpom pred

o 10 o 0 ) 50 m 7al

Measure Position Value Cutoff signal peptide?
Measure Position Value <Cutoff signal peptide?

max. C 3z 0.855 0.3z YES

max. C 24 0.862 0.3z YES wax. ¥ ke 0.814 0.33 vES

max. ¥ 34 0.830 0:33 YES axi 8 20 0.998 0.87 YES

max. S 20 0.999 0.87 YES miiil g 1-31 0.880 0.48 YES

mean S 1-33 0.892 0.48 YES D 1-31 0.347 0. 43 vES
il 1733 0.861 0.43 YES

Abb. 7.2.2: In silico Analyse des LRP5-Signalpeptid-Varianten mit 11 Leucinen im Signalpeptid sowie der A29T-
Mutante. Der N-Terminus mit den ersten 40 Aminosduren LRP5-Signalpeptid-Varianten wurde anhand der
Datenbank SignalP_3.0 Server www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ in silico analysiert. Der angegebene S-Score,
der jede einzelne Aminosaure als Teil eines Signalpeptids einordnet, ist im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 7.2.1)
etwas geringer. Sowohl der C-Score als auch der Y-Score geben die Position zur Signalpeptid-Abspaltung an.

Tab. 7.9: Tabellarische Zusammenfassung der von der Firma Qiagen validierten (LRP5) bzw. selbst
designten (LRP5L) siRNAs und der dazugehdrigen verwendeten Primer zur quantitativen RT-PCR (Kapitel 2.17
und 3.4.6).

LRP5 siRNA-Sequenz
LRP5-siRNA (Ex13) TCGGATGATCCCGGACGACCA
Primer Primer-Sequenz RT-PCR-Produkt
LRP5-siRNA-F 5-ACAAGACTAGCGGCCGGAAC-3’

- 120 bp (Ex12)
LRP5-siRNA-R 5-CTGTATGCACAACAACGGGC-3’
LRP5L siRNA-Sequenz
LRP5L-siRNA CGATCAGTGTCGATGAGACGA
Primer Primer-Sequenz* RT-PCR-Produkt
LRP5L-siRNA-F 5'-ACAAGATCGAGGcgatcagtgtc-3’ 132 b
LRP5L-siRNA-R 5-tGATGCTGtGGIGCTGCCAGgCg-3’ P

* Basen in Kleinbuchstaben in der Primersequenz unterscheiden sich an der Postion von LRP5

...........

Abb. 7.3: Schmelzkurvenanalysen der quantitativen RT-PCR fiir LRP5 und LRP5L (Kapitel 2.17).
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