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1 Einleitung

Der Zdlzyklus eukaryotischer Zellen unterliegt strengen regulativen Mechanismen.
Verénderungen, die diese strenge Regulation stéren, fuhren h&ufig zum unkontrollierten
Zdlwachstum bis hin zur Krebsentstehung oder zum Zelltod. Untersuchungen ergeben, dal
aggressive Tumoren mit einer hohen proliferativen Aktivitat der Tumorzellen korrelieren
(Rudolph et al., 1999). Aus dem Grunde erhdt die Proliferationsaktivitdt den Status eines
wichtigen Kriteriums bei der Einschatzung der Tumoraggressivitét. Fur die Wahl adaquater
Therapien ist es von herausragender Wichtigkeit, dal3 die proliferative Tumoraktivitét richtig
eingeschétzt wird. In diesem Zusammenhang bedient sich die moderne histopathol ogische
Diagnostik der Proteine, die zellzyklusabhangig reguliert werden und nur in bestimmten
Zdlzyklusphasen nachweisbar sind. Diese Proteine dienen as immunhistopathologische
Proliferationsmarker. Hierbel gerét aber auch die funktionelle Charakteriserung der
Proliferationsmarker immer mehr in den Vordergrund, well ihre Funktion in der Zdle

Ruckschllisse auf die regulativen Mechanismen im Zellzyklus erlauben konnte.

1.1  Zellzyklus eukaryotischer Zellen

Untersuchungen zum Zellzyklus eukaryotischer Zellen werden oft in Modelsystemen mit
immortalisierten Zelinien durchgeftihrt. Im Zuge solcher Experimente wurde festgestellt, daf3
eukaryotische Zellen, im Gegensatz zu Bakterien, ihre DNA nicht fortwahrend replizieren.
Vidmehr lassen sich die Wachstumsphasen einer eukaryotischen Zelle in relativ gut zu
trennende Zeitphasen des Zdllzyklus einteilen.

In der Synthesephase (S-Phase) findet die DNA-Replikation statt, und es wird ein
kontinuierlicher Anstieg des DNA-Gehaltes beobachtet. Im Gegensatz zu bakterieller DNA,
die von einem einzigen Startpunkt aus, dem Origin, repliziert wird, findet die Replikation
eukaryotischer Genome an multiplen Startpunkten statt, die in Abstdnden von 50 000 bis
200 000 Basenpaaren vorkommen (Huberman und Riggs, 1968). In der pramitotischen gap 2-
Phase (G2-Phase) ist die DNA-Replikation abgeschlossen und der DNA-Gehalt verdoppelt. In
dieser Phase werden DNA-Schéaden behoben. Die Mitose-Phase (M-Phase) wird in
Abhangigkeit vom Chromosomenstatus in Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase
und Telophase unterteilt. Die Mitose gipfelt in der Trennung der Schwesterchromatiden und
wird mit der Entstehung zweier Tochterzellen, der Zytokinese, beendet. Die Tochterzellen



treten in die gap 1-Phase (G1-Phase) ein, deren Dauer sehr unterschiedlich sein kann. In
schnell proliferierenden Zellen beléuft sie sich auf zwe bis zwanzig Stunden, in anderen
Zdlen wird diese Ruhephase manchmal auf Jahre ausgedehnt. In der G1-Phase geht die Zelle
ihren spezifischen Stoffwechselleistungen nach. Es konnen auch zdlulére Signale etabliert
werden, die weitere Mitosen verhindern, und so die G1-Phase extrem verlangern. Aus der G1-
Phase heraus kénnen die Zdlen in die Dauerruhephase, GO-Phase, Gibergehen.

1.1.1 Regulation des Zellzyklus

Nach unserer heutigen Vorstelung wird der Zelzyklus temporé und rédumlich von ener
Vidzahl von Mechanismen kontrolliert. An den so genannten Kontrollpunkten
(,checkpoints*) des Zellzyklus werden die Voraussetzungen fur den Eintritt der Zellein die
néchste Phase Uberprift. Der Ablauf des Zdlzyklus kann an diesen Kontrollpunkten solange
unterbrochen werden, bis die Bedingungen fir die nachste Phase erfillt sind (Elledge, 1996;
Russell, 1998). So wird beispielsweise sichergestellt, dal3 die Mitose erst nach der
Beendigung der DNA-Replikation und nach der Behebung von DNA-Schaden stattfindet.
Diese Regulation wird durch gezielte und zeitlich abgestimmte Synthese- und Abbauvorgénge
spezifischer Zdlzyklusregulatoren gewéhrleistet (Pines, 1999). Neben den Zyklinen und
zyklinabhéngigen Kinasen (Nigg, 1995) wurden Kinasen der Polo-Familie (Lane und Nigg,
1996), der aurora-Familie (Giet und Prigent, 1999) und der NIMA-Familie (De Souza et al.,
2000) entdeckt, die zellzyklusspezifisch exprimiert werden. Zusétzlich sind Proteinkinasen
bekannt, die in die Regulation der mitotischen Kontrollpunkte und des Austritts aus der
Mitose sowie der Zytokinese involviert sind. Die Regulation der Kinasenaktivitat und somit
des Zdlzyklus wird in erster Linie von posttrandationalen Mechanismen wie
Proteinphosphorylierung und Proteolyse bestimmt. Beide Prozesse beeinflussen sich
gegensaitig. Die Proteolyse wird durch Phosphorylierungen am Protein kontrolliert, wahrend
eine Vielzahl von mitotischen Kinasen durch Proteolyseprozesse herunterreguliert wird
(Nigg, 2001).

1.1.2 Schlusselproteineim Zellzyklus: zyklinabhangige Kinasen

Erste Hinweise auf die Regulation des Zelzyklus wurden durch Untersuchungen an

Hefemutanten gewonnen, die bel erhdhter Temperatur in G1-, S- oder G2/M-Phase arretierten
(Bartlett und Nurse, 1990; Kornberg und Baker, 1992). Als die entscheidenden Taktgeber des



Zellzyklus wurden Proteinkinasen beschrieben, die erst durch die Interaktion mit Zyklinen
aktiviert werden und die Progresson des Zdlzyklus durch Phosphorylierungen an
Ziedproteinen regulieren. Die Proteine wurden als zyklinabhangige Kinasen (,cyclin
dependent kinases®, CDK) bezeichnet. Zyklin A und B wurden bereits im Zuge der
Untersuchungen zur frihen Embryonalentwicklung von Muscheln und Seeigeln entdeckt
(Evans et a., 1983; Swenson et al., 1986).

In Schizosaccharomyces pombe-Mutanten wurden die cdc2-Kinase (Produkt des , cell division
cycle*-Gens 2) und die fir die G1-Phase spezifischen Zykline als SchlUsselproteine fir die
Passage des G1/S-Kontrollpunktes identifiziert. Die Interaktion zwischen cdc2-Kinase und
den G2-Phase-Zyklinen ermdglicht den Eintritt der Hefezellen in die Mitose. Es wurde
festgestellt, dal3 die cdc2-Kinase von S. pombe die Funktion des homologen Proteins CDC28
in  Saccharomycescerevisae (S cerevisae) ersetzen kann. Studien an weiteren
eukaryotischen cdc2-Homologen zeigten, dal? dieses Protein bis hin zu héheren Eukaryoten
einschliefdich des Menschen hochkonserviert ist. In Vertebratenzellen konnten mittlerweile
mehrere verschiedene CDK's charakterisiert werden (Sherr, 1993).

1.1.3 Regulation der zyklinabhangigen Kinasen

Zykline und CDKSs konnen in verschiedenen Kombinationen miteinander interagieren. Durch
diese Interaktionen entstehen Zyklin/CDK-Komplexe mit unterschiedlichen Aktivitéten. Die
Aktivitdt der Komplexe bestimmt die Einleitung, das Fortschreiten und die Beendigung
einzelner Zdlzyklusphasen (Morgan, 1997).

Phosphorylierungsstatus als regulativer Mechanismus: Untersuchungen an zahlreichen
Spezies, angefangen mit Schizosaccharomyces pombe und Xenopus laevis bis hin zum
Menschen zeigten, dal3 die Einleitung der Mitose durch eine exakte Steuerung des
Phosphorylierungsstatus eines einzigen homologen Enzyms, des , cell division cycle-Gens 2*
(cdc2 = CDK1) reguliert wird. In der G2-Phase assoziiert cdc2 mit Zyklin B zum noch
inaktiven ,, maturation promoting factor (MPF). In Metazoa wird diese Inaktivierung durch
die Phosphorylierung von Threonin 14 (T14) und Tyrosin 15 (Y15) des cdc2-Molekils
aufrechterhalten. Der MPF wird aktiviert, indem Threonin 161 des cdc2-Molekils durch die
CDK-aktivierende Kinase 1 (Cakl) phosphoryliert und T14 und Y15 durch die cdc25C-
Phosphatase  dephosphoryliert  werden (Nigg, 2001). Durch die anschlief3ende
Phosphorylierung von Zielproteinen wird eine Signalkaskade in Gang setzt, die den Ubergang



in die Mitose steuert. Beispielsweise werden nukledre Lamine, kinesinverwandte
Motorproteine, Kondensine und Komponenten der Golgi-Matrix phosphoryliert, wodurch
Prozesse wie der Abbau der Kernmembran, die Centrosomentrennung, der Spindelaufbau, die
Chromosomenkondensation und die Fragmentierung des Golgi-Apparates initiiert werden
(Nigg, 1995; Kimuraet al., 1998; Lowe et al., 1998; Andersen, 1999).

Zyklin/CDK-Inhibitoren: Der Status der enzymatischen Aktivitdt eines Zyklin/CDK-
Komplexes, der generell durch den flie3enden Wechsal zwischen Phosphorylierung und
Dephosphorylierung bestimmt wird, kann zusétzlich durch eine Reihe von CDK-Inhibitoren
moduliert werden (Peter und Herskowitz, 1994). In der Gl-Phase interagiert die
zyklinabhangige Kinase2 (CDK2) mit Zyklin E, wird hierdurch aktiviert und setzt eine
Kaskade in Gang, die normalerweise die Uberwindung des Kontrollpunktes G1/S einleitet. An
dieser Stelle kann der Zellzyklus gestoppt werden, wenn bestimmite inhibitorische Faktoren
zusammenkommen. Beispielsweise wird durch die Bindung von ,transformation growth
factor 3 (TGF-3) an Zelloberflachen-Rezeptoren eine zd luldre Signalkette etabliert, die unter
anderem zur Aktivierung des p27-Gens fuhrt (Berridge, 1993). Das Protein p27, ein CDK-
Inhibitor, bindet an den CDK2/Zyklin E-Komplex und hemmt damit den Ubergang in die S-
Phase (Sherr und Roberts, 1999). Wird p27 nicht aktiviert, dann interagiert CDK2 mit Zyklin
A, wodurch der Ubergang von der S-Phase in die G2-Phase eingeleitet wird. Schlieflich
assoziiert cdc2 mit Zyklin B, wird aktiviert und phosphoryliert ihre Zielproteine,

Spezfische Proteolyse: Ein welterer wichtiger Mechanismus der Zellzykluskontrolle ist der
phasenspezifisch gesteuerte proteolytische Abbau der Zykline Uber den Ubiquitinweg
(Glotzer et a., 1991). Uber die Ubiquitinierung der Zykline entscheidet oft ihr
Phosphorylierungsstatus (Skowyra et al., 1997).

1.2 Die Rolle der Motor- und mikrotubuliassoziierten Proteine in der Mitose

Im Zuge der Vorbereitung auf die Mitose findet eine Reihe von gravierenden Veranderungen
in der Zelle statt. Komponenten der Kernhtille werden in Vesikelin verpackt, das Chromatin
kondensiert. Die Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen wird von einer bipolaren
Struktur, dem Spindelapparat, vollzogen (Compton, 2000). Am Aufbau des Spindel apparates
snd zahlreiche Proteine betelligt. Faktoren wie die mikrotubuliassoziierten Proteine,

Proteinkinasen, Phosphatasen und Proteine der nukledren Matrix reichern sich an den



Centrosomen an (Mayor et al., 1999; Meraldi und Nigg, 2001). Die Aktivierung der Proteine
fuhrt zu einer drastischen Reorganisation der Interphasemikrotubuli, die fir den Aufbau der
mitotischen Spindel bendtigt werden (Hyman und Karsenti, 1996).

Spindelmikrotubuli  zeichnen sich durch eine hohe dynamische Ingtabilitét aus. ihre
Halbwertszeit liegt zwischen 60 und 90 Sekunden (Saxton et al., 1984; Scholey et al., 1984).
Die hohe Dynamik der mitotischen Mikrotubuli wird in erster Linie durch den Anstieg der
Depolymerisierungsrate an den Mikrotubulienden verursacht, welcher durch bestimmte
Proteinfaktoren, die Destabilisatoren, reguliert wird (Cassimeris, 1999). Als Gegenspider der
Destabilisatoren wirken andere mikrotubuliassoziierte Proteine (MAPSs) (Andersen, 2000).
Die Aktivitéat der MAPs wird in viden Fallen zellzyklusspezifisch reguliert. Das Xenopus-
MAP215 zum Beispiel erhoht die Polymerisierungsrate an den Plusenden der Mikrotubuli,
wobei seine Aktivitat durch die cdc2-abhangige Phosphorylierung moduliert wird (Gard und
Kirschner, 1987; Vasquez et al., 1994; Vasguez et al., 1999). Strukturelle MAPs wie tau,
MAP2 und MAP4 Sabiliseren die Mikrotubuli durch eine Reduktion der
Depolymerisierungsrate. Andere MAPs wiederum sind mal3geblich an der Aufrechterhaltung
der Spindelbipolaritét beteiligt.

Die Trennung der Schwesterchromatiden in der Metaphase wird vollzogen, indem die
Spindel pole durch Verlangerung der Polmikrotubuli an ihren Plusenden auseinander getrieben
werden. Zusitzlich wirken im Bereich der Uberlappung der Polmikrotubuli Motorproteine,
von welchen die antiparallelen Polmikrotubuli unter ATP-Verbrauch zusétzlich auseinander
geschoben werden. Grundsétzlich findet auch ein Transport zu den Spindelpolen statt, der
hauptsachlich von dem Motorprotein Dynein  betrieben wird. Zu den wichtigsten
Motorproteinen, die fur die Bewegungen der Mikrotubuli verantwortlich und letztlich an der
Chromatidentrennung beteiligt sind, gehéren Kinesin, kinesndhnliche Proteine und das

bereits erwahnte cytoplasmatische Dynein (Vernos und Karsenti, 1996).



1.3 Das Protein repp86

1.3.1 Dieldentifizierung von repp86

In der Medizin wird stets nach geeigneten Proliferationsmarkern gesucht, die verlassiche
Aussagen Uber die Tumoraggressivitdt erlauben. Zu diesem Zweck werden beispielsweise
immortalisierte Zellinien, wie die Hodgkin-Lymphom-Zdlinie L428 nach zdlzyklus-
assoziierten Proteinen durchmustert. Am Ingtitut fir Hamatopathologie in Kiel wurden zu
diesem Zweck welbliche BALB/C-Mause mit nukledren L428-Zelysaten immunisiert
(Heidebrecht et al., 1997b). Nach der Herstellung von Hybridomazellen wurden die
Antikorper enthaltenden Uberstande getestet. Ein aus dieser Versuchsreihe resultierender
monoklonaler Maus-Antikorper der Subklasse IgG1 (Ki-S2) war in Western blot-Farbungen
spezifisch fur en nukledres Antigen mit einem Molekulargewicht von ca. 100 kDa. Das
Protein  wurde aufgrund des Molekulargewichts zunéchst pl00 genannt. Eine
Proteinsequenzanalyse ergab, dal3 es sich bei pl00 um en bisher unbekanntes Protein
handelte, welches, wie immunhistochemische Untersuchungen an Gefrierschnitten und
Paraffinpréparaten zahlreicher humaner Gewebe zeigten, in den Nuklei einer bestimmten
Fraktion proliferierender Zellen zu detektieren war.

p100 wird nur in proliferierenden Zellen vom Zeitpunkt des G1/S-Ubergangs bis zum Ende
der Zytokinese exprimiert. Lokalisationsstudien mit p100 ergaben, dal3 das Protein wéhrend
der S und G2-Phase im Zelkern diffus verteilt vorliegt, wahrend mit dem Beginn der Mitose
eine gravierende Umorganisation der Proteinverteilung zu beobachten ist, die zu ener
strengen Kolokalisation mit der mitotischen Spindel und den Spindelpolen fuhrt (Abb. 1).

In L428-Zellen und Hela-Zelen wird p100 wéahrend der Mitose stark phosphoryliert. Nach
Beendigung der Zytokinese erfolgt eine schnelle Degradation. Die Halbwertszeit von p100
betragt 90 Minuten (Heidebrecht et al., 1997b).

Das p100-Gen ist auf Chromosom 20 im Bereich der Chromosomenbande 20g11.2 [okalisiert.
Es erhielt die Bezeichnung ,,chromosome 20 open reading fragment 1“ (C20orf1) und wurde
unter AF098158 in der GenBank-Datenbank hinterlegt (Zhang et al., 1999).

Northern blot-Analysen, die im Institut fir Hamatopathologie im Rahmen der Dissertation
von Dr. Rott durchgeftihrt wurden, sowie Ergebnisse der Untersuchungen anderer Gruppen an
Zdlinien verschiedener Lungenkarzinome zeigten, dal3 die pl00-mRNA aus ca. 3500
Ribonukleotiden besteht (Manda et al., 1999; Rott, 1999). Zusdtzlich wurde auch der



komplette kodierende Bereich von 2241 Nukleotiden identifiziert. Das Protein besteht aus 747
Aminosauren. Sein theoretisches Molekulargewicht (MG) wurde mit 85,7 kDa berechnet.

Mit der Feststellung des zellzyklusabhangigen Expressionsmusters von p100 und im Hinblick
auf das theoretische Molekulargewicht wurde das Protein in ,restrictedly expressed
proliferation-associated protein 86 kDa" (repp86) umbenannt. Andere Synonyme flr repp86
sind “differentially expressed in cancerous and noncancerous lung cells 2” (DIL-2) (Manda et
a., 1999) und “human targeting protein for (Xenopus) kinesin-like protein 2" (hTPX2)
(Wittmann et a., 2000).

Prophase Metaphase

Abbildung 1: repp86-L okalisation in L428-Zellen wahrend der Mitose. In der Prophase wird repp86 an den
Spindelpolen detektiert (gelb, Pfeile). In der Metaphase assoziiert repp86 mit dem Spindel apparat (gelb). repp86
wurde mit Ki-S2 und Cy3™-markiertem Ziege-anti-Maus-Antiserum nachgewiesen. Nukleinsduren (rot) wurden
mit Propidiumjodid geférbt (Heidebrecht et al., 1997b).

1.3.2 Zédlulére Proliferation und Tumoraggressivitat

In der Krebsdiagnostik wird kontinuierlich nach prognostisch zuverlassigen Kriterien gesucht.
Bel ener Vidzahl von Tumorarten erwiesen sich z.B. das klinische Tumorstadium, das
Patientenalter, der DNA-Ploidiestatus sowie der histopathologische Malignitatsgrad als
zuverléssige Prognosekriterien. Der schnelle  Fortschritt in der  Funktionsanalyse
zellzyklusassoziierter Proteine wie Zykline, zyklinabhangiger Kinasen und Kinaseinhibitoren
fuhrte zum besseren Verstdndnis der Mechanismen, die fur die Kontrolle der zelluléren



Proliferation verantwortlich sind (Marx, 1991; Hirama und Koeffler, 1995). Die prognostische
Relevanz der proliferativen Tumoraktivitdét wurde daraufhin in zahlreichen Studien
untersucht. Im algemeinen wird ein Tumor als weniger aggressiv eingestuft, wenn die
Proliferationsrate einen niedrigen Wert erreicht.

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Proliferationsrate bietet die Tatsache, dal3 zahlreiche
zellzyklusassoziierte Proteine spezifischen quantitativen Schwankungen in Abhangigkeit von
den Zdlzyklusphasen unterliegen. Solche Proteine werden im allgemeinen mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen und in der diagnostischen Histopathologie al's Proliferationsmarker
eingesetzt. Insbesondere bei Krebserkrankungen kénnen mit Proliferationsmarkern akkurate
Proliferationsindices berechnet werden, die auf die Geschwindigkeit des Tumorwachstums
schliessen lassen. Die Proliferationsindices konnen dann zur Erstellung genauerer Prognosen
hinzugezogen werden und fur die Wahl geeigneter Therapien ausschlaggebend sein. Im
diagnostischen Bereich fanden vor allem Topoisomerase-lla und das Ki-67-Antigen breite
Anwendung (Gerdes et al., 1984; Pileri et al., 1987; Hall et al., 1988; Brown und Gatter,
1990; Kreipe et al., 1993).

In  manchen Studien allerdings konnte keine enge Korredation zwischen der
Antigenexpression und der Grol3e der Wachstumsfraktion nachgewiesen werden (Quinn und
Wright, 1990; Scott et al., 1991). Eine haufige Fehlerquelle bei der Unterscheidung zwischen
langsam und schnell wachsenden Tumoren war die Uberschitzung des Anteils schnell
proliferierender Zellen (Morris et a., 1995). Die zdlzyklusassoziierten Topoisomerase-lla
und das Ki-67-Antigen werden in den Zdlzyklusphasen S, G2, M und G1 exprimiert (Gerdes
et a., 1991). Die Dauer der S, G2- und M-Phase ist in somatischen und entarteten Zellen
relativ konstant. Die Dauer der G1-Phase ist hingegen hoch variabd. In schnell wachsenden
Tumoren passieren Zellen in der Gl-Phase zlgig den Gl1/S-Restriktionspunkt und
proliferieren. Die Zdlen langsam wachsender Tumoren kénnen eine variabel lange Zeit in der
G1-Phase verwellen. Be der immunologischen Quantifizierung der Proliferationsaktivitat
eines Tumors stellen deshalb die in der G1-Phase exprimierten Proliferationsmarker den
grofdten Unsicherheitsfaktor dar, well Zellen mit langen und kurzen Gl1-Phasen nicht
unterscheidbar sind. Prognostische Aussagen, basierend auf der Unterscheidung zwischen
langsam und schndl wachsenden Tumoren, sind mit den Proliferationsmarkern
Topoisomerase-lla und Ki-67-Antigen demnach begrenzt moglich, weil die Proteine auch
wahrend der G1-Phase exprimiert werden. Ein idealer Proliferationsmarker wére ein Protein,
dessen Expression erst nach Beendigung der G1-Phase, also lediglich in den Zellzyklusphasen
S, G2 und M, stattfindet.
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1.3.3 repp86in der Tumordiagnostik

Mit der Identifizierung von repp86 erhielt die histopathologische Diagnostik ein genaueres
und aussagekraftigeres Werkzeug fur die Einschdtzung der Proliferationsaktivitét. repp86
wird im Unterschied zu Topoisomerase-lla und zum Ki-67-Antigen nicht wahrend der
gesamten G1-Phase sondern erst beim Ubergang von der G1- in die S-Phase bis zur
Vollendung der Zytokinese exprimiert (Heidebrecht et al., 1996; Heidebrecht et al., 1997b).
Die prognostische Relevanz von repp86 als immunologischer Proliferationsmarker wurde
unter anderem in ener Langzeitstudie mit 371 Féalen von lymphknotennegativen
Brusttumoren untersucht (Rudolph et al., 1999). Der Verlauf der Erkrankung wurde bel den
Patientinnen Uber einen durchschnittlichen Zeitraum von 95 Monaten aufgezeichnet. Die
Fraktion der S-Phase-Zelen wurde durchflul3zytometrisch bestimmt, wéhrend die
Tumorzelproliferation immunhistochemisch mittels der monoklonalen Antikorper Ki-S2
(anti-repp86) und Ki-S5 (anti-Ki-67-Antigen) gemessen wurde. Der prozentuale Antell der
Ki-S2- bzw. Ki-S5-positiven Zellen in der Tumorzell population wurde ermittelt. Diese Ki-S2-
und Ki-S5-bezogenen Markierungsindices wurden als prognostische Grof3en in Betracht
gezogen und miteinander verglichen. In Fallen, in denen die Ki-S2- und Ki-S5-Indices gut
Ubereinstimmten, konnte von extrem kurzen G1-Phasen der Tumorzellen, also von schnell
wachsenden aggressiven Tumoren mit schlechten Prognosen, ausgegangen werden. Bel einem
Ki-S5-Markierungsindex, der deutlich hoher ausfiel als der Ki-S2-Markierungsindex, konnte
hingegen von langen G1-Phasen der Tumorzellen, also von langsamer wachsenden Tumoren
mit besseren Prognosen, ausgegangen werden. Die Prognosen korrelierten gut mit den
Krankheitsverlaufen der Patientinnen. In  der Riskogruppe mit enem Ki-S2-
Markierungsindex von weniger als 10 % war die Uberlebensrate, statistisch gesehen, nicht
signifikant anders als bel gesunden Frauen entsprechenden Alters. Bei einem hoheren Ki-S2-
Markierungsindex stieg das Risiko des Ablebens unabhangig von der eingesetzten adjuvanten
Therapie um das Zwanzigfache. Die Studien zeigten, daf3 ein einzelner Faktor, der Ki-S2-
Index, zur Identifizierung einer Patientengruppe mit sehr guter Prognose beitragen kann, die
keine adjuvanten Therapien bendtigt (Rudolph et al., 1999).
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das Protein repp86, das im funktionellen Zusammenhang
mit dem Ablauf und der Steuerung des Zdlzyklus zu stehen scheint. Der Zusammenhang
zwischen repp86-Expression und Zelproliferation steht aul’er Frage. Die Besonderheit des
Proteins liegt in seinem Expressionsmuster: repp86 wird im Gegensatz zu vielen bekannten
zellzyklusassoziierten Proteinen nicht wahrend der gesamten Dauer der G1-Phase, sondern
erst beim Ubergang der Gl-Phase in die S-Phase exprimiert. Aus umfangreichen
histopathol ogischen Studien wurde ersichtlich, dal3 repp86 gerade aus diesem Grund als ein
sehr guter immunologischer Proliferationsmarker zur Identifizierung aggressiver Neoplasien
eingesetzt werden kann.

Das Zid dieser Arbeit ist die Untersuchung von Mechanismen, die fur die strenge Regulation
von repp86 im Zdlzyklus verantwortlich sind. Die wichtigsten Fragen in diesem
Zusammenhang sind:

1) Mit welchen Proteinen interagiert repp867?

2) Wie wird die Expression von repp86 reguliert?

Zur Klarung der ersten Fragestellung soll die Methode des Yeast Two-Hybrid-Systems
angewendet werden. Die erzielten Ergebnisse sollen dartiber hinaus mit anderen Methoden
abgesichert werden. Im weiteren Verlauf der Yeast Two-Hybrid-Studien sollen die an der
Interaktion beteiligten Proteindomanen ndher charakterisiert werden.

Promotoranalysen bei repp86 konnten Rickschliisse auf die Regulation der Expression
erlauben. Hierzu sollen enleitende Promotorexperimente mit Hilfe der Methode des

Luciferase Assays durchgefihrt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid Fa. Serva, Heidelberg, D
Agarose, Ultra Pure Fa. Gibco BRL

Aqua bidest. Fa. B. Braun Medical AG
BCIP/NBT Farbentwicklungssubstrat Fa. Promega, Madison, USA
Coomassie Brilliant Blue R250 Fa. Serva, Heidelberg, D
1,4-Dithiothreitol (DTT) Fa. Bio-Rad, Minchen, D
DO/-L/-T Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
DO/-L/-T/-HI-A Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
FCS Fa. Gibco BRL

IPTG Fa. Promega, Madison, USA
Minimal SD Agar Base Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
Minimal SD Base Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
Non Fat Dry Milk, Blotting

Grade Blocker Fa. Bio-Rad, Minchen, D
Trypton Fa. Difco Laboratories, Detroit, USA
X-a-Ga Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
YPD Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
YPD Agar Fa. Clontech, Paolo Alto, USA

Alle weiteren in dieser Arbeit genannten Chemikalien wurden von den Firmen Merck AG (Darmstadt, D) und
Sigma Aldrich (Heidelberg, D) bezogen.

2.2 Gerate

Blotting-Kammern Bio-Rad; MBP3000E 3000V Power Supply, Fa. IBI

DNA-Sequenzierer 310 Genetic Analyzer, Fa. PE Applied Biosystems, Welterstadt, D

Durchfluf3zytometrie FACSCalibur Analyzer, Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Elekirophorese Horizon 58, Horizon 11.14, Fa. Gibco BRL, Life Technologies
Gene Power Supply GPS 200/400, Fa. Amarsham Pharmacia Biotech,
Freiburg, D

Geldokumentation Gel Doc 2000, Quantity One Software, Version 4.2, Fa. Bio-Rad; Miinchen;
MP3-Land Camera, Fa. Polaroid, Cambridge, USA

Inkubatoren Schiittelthermostat 3022, GFL; Brutschrank B 5028, Fa. Heraeus, Hanau, D

Luminometer FB 12 Luminometer, Fa. Berthold Detection Systems, Pforzheim, D
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PCR-Cycler
pH-Meter
Photometer

Rihrer

DSPAGE
Shaker
Sonifikation
Thermomixer
Vortexer
Waagen
Wasser bader

Zentrifugen

2.3 Laborzubehor

Einmal pi petten
Erlenmeyer-Kolben
PCR-Reagiergefasse
Petrischalen
Pipetten, PreCision

PTC-200, Biozym; GeneAmp PCR System 9700, Fa. PE Applied Biosystems
f 72 pH Meter, Fa. Beckmann, Miinchen, D

Uvikon 860, Kontron, Fa. Eching, D;

SpecSmart 3000 ™, Fa. Bio-Rad, Miinchen, D

MR 2002, Fa. Heidolph, D

MAG-E, Fa. Gerhardt, Bonn, D

EI-9001-XCdl 11, Novex; Power-Pac 200, Fa. Bio-Rad, Minchen, D
Polymax 1040, Fa. Heidolph, D

Sonopuls GM70, Fa. Bandelin, D

Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf, Hamburg, D

Vortex Genie 2™, Fa. Bender & Hobein AG

1264 MP, 1265 MP, 1801, Fa. Sartorius, Géttingen, D

VC, Julabo; 3401, Fa. Kéttermann, Uetze-Hanigsen, D

Biofuge pico, Varifuge K, Fa. Heraeus; Hanau, D

Centrifuge 5402, Fa. Eppendorf, Hamburg, D;

J2-21, Fa. Beckmann, Minchen, D

Fa Sarstedt AG, Numbrecht, D
Fa. Schott

Fa. Sarstedt AG, Numbrecht, D
Fa. Greiner, Solingen, D

Fa. Biozym, Hess. Oldendorf, D

Pipettierhilfen, pipetus-Standard

Polystyrenreagenzglas, ohne

Verschlul mit Rundboden, 12x75 mm
Autoradiographiefilme, Kodak K Biomax MR, 18x24 cm
Réhrchen, 15 ml, 50 ml

Schikanenkolben

Sequenzierungsgefalile

Zdlkulturflaschen

Zdlkulturschalen, Falcon, Primaria

2.4 Labor-und Testkombinationen

BigDye Terminatior Cycle Sequencing Kit
Coomass e® Protein Assay Reagent Kit
CapSite™ cDNA Kit

Fa. Hirschmann, D

Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes
Fa. Kodak

Fa Sarstedt AG, Numbrecht, D

Fa. Merck AG, Darmstadt, D

Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Fa. Greiner, Solingen, D

Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes

Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt, D
Fa. Pierce, Rockford, USA
Fa. Eurogentec, Seraing, Belgien
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Dual-Luciferase® Assay System Fa. Promega, Madison, USA

DyeEx™ Spin Kit Fa. Qiagen, Hilden, D

E. Z. N. A. Plasmid Miniprep Kit I Fa. PegLab GmbH, Erlangen, D

Firgt Strand cDNA Synthesis Kit Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
GST Gene Fusion System Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Glutathion Sepharose 4B Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Microtubule Associated Protein (MAP)

Spin-Down Assay Kit Fa. Cytoskeleton, Denver, USA

NUPAGE™ 4-12 %Bis-Tris-Gel Fa. Invitrogen, Leek, Niederlande

NUPAGE™ MES SDS Running Buffer (20x) Fa. Invitrogen, Leek, Niederlande
Poly(A)Pure™ mRNA Isolation Kit Fa. Ambion inc., Cambridgeshire, Grof3britannien
Premade Human Lymph Node cDNA library Fa. Clontech, Paolo Alto, USA

RPN 2108 ECL ™ western blotting analysis system Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Qiagen® Maxi Prep Kit Fa. Qiagen, Hilden, D

QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Fa. Stratagene, La Jolla, USA

Taq DNA-Polymerase Kit Fa. Qiagen, Hilden, D

Yeast Two-Hybrid System 3 Fa. Clontech, Paolo Alto, USA

25 Enzyme

Alkalische Phosphatase, 1 U/l Fa. Boehringer Mannheim, D

Bam HI, 20 U/ul Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

DNasel, 2 U/l Fa. Ambion Inc., Cambridgeshire, Grof3britannien

Eco RI, 20 U/l Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

Hind 111, 20 U/ul Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D (Roy und Smith, 1973)
Lyticase, lyophilisiert Fa. SigmaAldrich, Heidelberg, D

Nco I, 10 U/ul Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

Pfu DNA-Polymerase, 3 U/l Fa. Stratagene, La Jolla, USA

PfuTurbo® DNA-Polymerase, 2,5 U/l Fa. Stratagene, La Jolla, USA

Protease Inhibitor Cocktail, 25x Fa. Roche, Mannheim, D

RNasin, 40 U/l Fa. Promega, Madison, USA

Sal 1, 20 U/l Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

Smal, 20 U/l Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D
T4-DNA-Ligase 1 U/ul Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

Xho I, 20 U/l Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D

Xma |, 20 U/l Fa. New England Biolabs, Schwalbach, D
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2.6  Antikorper

Cy3-Ziege-anti-Maus, polyklonal Fa. Amarsham Pharmacia
Biotech, Freiburg, D
FITC-Ziege-anti-Maus, polyklonal Fa. DAKO, Hamburg, D
Kaninchen-anti-HA-Epitop (polyklonal, 0,1 mg/ml) Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
Kaninchen-anti-Maus, polyklonal Fa. DAKO, Hamburg, D
Kaninchen-anti-Ziege-Meerrettich-Peroxidase (1gG, H+L; 0,8 mg/ml) Fa. Dianova, Hamburg, D
Ki-S2 (anti-repp86), Maus-1gG1 Ingt. fur Hamatopathol ogie
Maus-anti-c-Myc-Epitop (1gG1, 200 ug) Fa. Clontech, Paolo Alto, USA
Maus-anti-FLAG (1gG) Fa. Sigma Aldrich, Heidelberg
Ziege-anti-GST, polyklonal Fa. Amersham Biosciences
Ziege-anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase (1gG, H+L; 0,8 mg/ml) Fa. Dianova, Hamburg, D

2.7 Vektoren

Die Vektoren sind Bestandteil des Yeast Two-Hybrid-Systems 3 (Fa. Clontech, Paolo Alto, USA):
pPACT2, pCL1, pGADT7, pGADT7-Lam, pGADT7-T, pGBKT7, pGBKT7-53.

Die Vektoren sind Bestandteil des Dual-Luciferase® Assay System (Fa. Promega, Madison, USA):
pRL-CMV, pGL3 Basic, pGL3 Control.

Als Expressionsvektoren fanden Anwendung: pFLAG-CMV2 (Fa. Sigma Aldrich, Heidelberg, D)

pGEX-5X-1 (Fa. Amarsham Pharmacia Biotech, Freiburg, D)
und pRKS5 (Fa. BD Pharmingen, San Jose, USA)

2.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von Eurogentec und IB NAPS bezogen. In den Klonierungsoligonuklectiden
wurden die Restriktionsstellen unterstrichen. Der vom jeweiligen Expressionsvektor vorgegebene Leserahmen

sowie die Leserahmen der inserierten cDNAs wurden durch Zusammenfassung zu Nukl ectidtripl etts dargestelIt.

2.8.1 Klonierung von repp86-cDNA und repp86-Teilsequenzen in pGBKT7

repp86Ncol G 5-CAT ATG GCC ATG GAG CCG AAT TCC CG-3 (Nco I)
repp86Sall 5-AGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGAC-3 (Sal)
repplfor 5-GTCAC CCG GGT ATG TCA CAA GTT AAAAGCTCT T-3°  (Xmal)
reppl Ifor 5-GTCAC CCG GGT CAG CAA GCT ATT GTCACA CC-3 (Xmarl)
repplirev 5-CGATGGATCCGG TGT GAC AAT AGC TTG CTG-3 (Bam HI)
reppll1for 5-GTCAC CCG GGT TCC AAG AGA TGT GCC ACT CC-3 (Xmarl)
reppllirev 5-CGATGGATCC AGG AGT GGC ACA TCT CTT GG-3 (Bam HI)

reppl Vfor 5-GTCAC CCG GGT CAA CAT CCT AAGAACCAGGAG-3 (Xmal)
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repplVrev 5-CGATGGATCCCTCCTGGTT CTT AGGATGTTG-3 (Bam HI)

reppV/for 5'-GTCAC CCG GGC TTG CCC AAG AAA CCA CCT G-3' (Xma l)
reppVrev 5-CGATGGATCC C AGG TGG TTT CTT GGG CAA G-3' (Bam HI)
reppV|for 5'-GTCAC CCG GGA GTG CCC AAG TTC AAG GCA CT-3 (Xma l)
reppVIrev 5-CGATGGATCCAG TGC CTT GAA CTT GGG CAC-3' (Bam HI)
Coil NcoNeufor 5-CGTACC ATG GAG CTT TCT GGT TCT CTA GTT CAG-3  (Nco )
Coil Pstirev 5'-CAGCTCTGCAG TTA GCA GTG GAA TCG AGT GG-3 (Pst 1)

2.8.2 Klonierung von repp86-cDNA in pGADT7

GADreppXmalf 5-TTCCAC CCG GGT ATG TCA CAA GTT AAAAGCTC-3 (Xmarl)
GADreppBamH| 5-TCGATGGATCC TTA GCA GTG GAA TCG AGT GG-3 (Bam HI)

2.8.3 Klonierung von repp86 in pFLAG-CMV2
FLreppFOR 5-CTGTAAG CTT ATG TCA CAA GTT AAA AGC TC-3 (Hind 111)
FLreppREV 5-CATCGGATCC TTA GCA GTG GAA TCG AGT GG-3 (BamHI)

2.8.4 repp86-Sequenzierungs- und -PCR-Oligonukleotide

start1for 5-ATCTGAGGCGAGGCTAGG-3
startlrev 5-CCTAGCCTCGCCTCAGATC-3
start9for 5-GTCTGTAGGGCCAATCGGGA-3
startOrev 5-TCCCGATTGGCCCTACAGAC-3
start7for 5-CGATACTGAATGAGTCCCGC-3
start10for 5-AGCTGTTCCAGTGGACTCAC-3
start10rev 5-CGTGAGTCCACTGGAACAGCT-3
start11for 5-CTGAACCTTCAAGGGATAATG-3
start12for 5-CCATTTATTATGTGATTTTGGAC-3
PR1for 5-GCAGAGCACTCCGGTCTTTG-3
PR6for 5-CTTGGAGAGGTCCAGGATGC-3
RP6for 5-GACTCCTGGTCTCATGTGGT-3
ext2rev 5-GTCTCCCACTTAACGCAGAAG-3
297rev 5-ACCGTTATTAGCCGACAGC-3
600for 5-CATGGTTTGAGGAGAAGGCC-3
600rev 5-GGCCTTCTCCTCAAACCATG-3
700for 5-CCAGTTGACAACACTTACTAC-3
700rev 5-CTGCCTCTTTGTAGTAAGTGTTG-3
Afor 5-CAAGAAAAACTCCAGCCCAGC-3
Arev 5-GCTGGGCTGGAGTTTTTCTTG-3
Bfor 5-CAAGAGGTGGTGGAGATGCG-3
Dfor 5-GAGTGACTAAGGGATGTACC-3
Drev 5-GGTACATCCCTTAGTCACTC-3
Ffor 5-GCAAAAGTACAGCAGAGCTGG-3
Frev 5-CCAGCTCTGCTGTACTTTTGC-3
1250for 5-GAACAGAATTCGAATGCCCAC-3
1250rev 5-GTGGGCATTCGAATTCTGTTC-3
1750for 5-GCTGGCTACTGAGAAGAGAGC-3
1750rev 5-GCTCTCTTCTCAGTAGCCAGC-3
1950for 5-CCAGCCTCTGACTGTGCCTG-3
1950rev 5-CAGGCACAGTCAGAGGCTGG-3
Xrev 5-GGAAGTCAGAAGGAGGTACC-3

2.8.,5 Klonierung von repp86- Promotorbereichen in pGL3 Basic

PromSaclfor 5-TACCGAGCTCGGTTCAAGTGATTCTCCTGC-3 (Sacl)
PromXholrev 5-AGATCTCGAGCGAATGCACCAATCAGAGCG-3 (Xho'I)
Pro33919rev 5-TACAGAGCTCGAAGTGTAGTCTCCTGCGC-3 (Sacl)

Pro33061F 5-CGTAGAGCTCGAACTCATCGCCTCAAGTGATC-3 (Sacl)
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Pro33252F 5-CGTAGAGCTCTGGTCTCGTTATGATGTCTAC-3 (Sacl)

Pro33443F 5-CGTAGAGCTCGGACATGTTTGTTCAACTTCTC-3 (Sacl)
Pro33751F 5-CGTAGAGCTCCTTGGAGAGGTCCAGGATGC-3 (Sacl)
Pro33850F 5-CGTAGAGCTCCGGTCTTTGTAATAACGTACTC-3 (Sacl)
Pro33901F 5-GCTAGAGCTCGGCGCAGGAGACTACACTTC-3 (Sacl)
Pro33989R 5-CGATGAGCTCCTACAGACCGCAGCAATACC-3 (Sacl)
Pro33897R 5-CGTAGAGCTCCTGAGTCCACTGGAACAGCTC-3 (Sacl)

2.8.6 Klonierungvon SIAH2 in pFLAG-CMV2

SIAH2FLAGfor 5-ATGCA AAGCTT ATGAGC CGC CCGTCCTCCAC-3 (Hind 111)
SIAH2FLAGrev 5-ATCCGGGATCC TGG ACA ACA TGT AGA AAT AGT AAC-3 (BamHI)
FLsiahCforl 5-GTCA AAGCTT CACCTG GTG TGT AACCAATGZ (Hind 111)
FlsiahCrev 5-GATCGGATCC TCA TGG ACA ACA TGT AGA AAT AG-3 (BamHI)
FlsiahNrev 5-GATCGGATCC TCA CAG GTG CCC GGC CTG GCA CTG-3°  (BamHI)

2.8.7 Mutagenese von pFLAG-CMV2-SIAH2 (Stop Codon)

SiahMutFlagF 5-CATGTTGTCCATGATCCCGGGTGGC-3
SiahMutFlagR 5-GCCACCCGGGATCATGGACAACATG-3

2.8.8 Klonierungvon SIAH2 in pGEX-5X-1

SIAHIfor 5-ATGCAGG ATC CAGATG AGC CGC CCG TCCTCCAC-3 (BamHI)
SIAH972rev 5-ATCCGCTCGAG TGG ACA ACA TGT AGA AAT AGT AAC-3" (Xho)
GEXsahRev 5-GACTCTCGAG TCA TGG ACA ACA TGT AGA AAT AG-3 (Xho'l)

2.8.9 SIAH2-Sequenzierungsoligonukleotide
SIAHmitteRev 5 -GTGATGGCCAAAACATGACTG-3

2.8.10 Sequenzierungsoligonukleotide im Vektorbereich

pFLAG900for 5-AGTGAACCGTCAGAATTGATC-3
pFLAG1074rev 5-ACTGGAGTGGCAACTTCCAAG-3
SPGEXseq 5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3
3pGEXseq 5-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3
5Amplimer 5-CTATTCGATGATGAAGATACCCCAC-3
T7Seq 5-TAATACGACTCACTATAGGGC-3

pGL3 5-GCAAAATAGGCTGTCCCCAG-3

2.8.11 PCR-Oligonukleotide zur Amplifikation der Actin-cDNA

actF 5-ATGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3
actR 5-TGAATGATGAGCCTTCGTGCCC-3

2.9 GroRenstandards

Proteingrofienstandard fir SDS-PAGE:
MultiMark® Multi-Colored Standard: Myosin: 185 kDa; Phosphorylase B: 98 kDa;
Glutamindehydrogenase: 52 kDa; Karbonische Anhydrase: 31 kDa;, Myoglobin: 19 und 17
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kDa; Lysozym: 11 kDa; Aprotinin: 6 kDa; Insulin: 3 kDa in NUPAGE® Bis-Tris (MES)-
Gelen (Fa. Invitrogen, Leek, Niederlande).

High M.W. Standard Mixture, 30-200 kDa: Proteingrdf3en: 205, 116, 97, 66, 45 und 29 kDa.
De Standard ist nicht vorgefarbt und wird nach der Auftrennung mit der Coomassie-
Farbel 6sung gefarbt.

DNA-Groflienstandard:
Smart Ladder™ : 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0 kbp (Fa.
Eurogentec, Seraing, Belgien).

2.10 Datenbanken und Computerprogramme

Zur Auswertung von DNA-Sequenzen wurden Such- und Analysenprogramme BLASTN und
BLASTX mit den Datenbanken Genbank, EST, EMBL und PDB abgeglichen.

Die Berechnung von isoelektrischen Punkten und theoretischen Molekulargewichten von
Proteinen und Peptiden wurde mit Peptide Mass durchgeftihrt.

Analysen der Aminosaurensequenz zur Identifizierung von Motiven und Doménen wurden
mit Profilescan, Cail, PairCoil, MultiCoil und PSORT durchgefihrt.

Zur ldentifikation potentieller Phosphorylierungsstellen  wurden die Programme
ScanPROSI TE und NetPhos verwendet.

Die Suche nach Erkennungssequenzen fir Transkriptionsfaktoren in DNA-Seguenzen wurde
mit Hilfe von Matlnspector V2.2 in der Datenbank TransFac durchgefiihrt. Programme und
Datenbanken sind unter folgenden Internetadressen zu finden:

BLAST www.nchi.nlm.nih.gov (Altschul et al., 1990)
ProfileScan www.isrec.ish-sib.ch

PSORT embnet.dkfz-heidel berg.de (Horton und Nakai, 1996)
Cailsv2.1 www.ch.embnet.org (Lupas et a., 1991)

Paircoil nightingale.lcs.mit.edu (Berger et ., 1995)
SwissProt Www.expasy.ch (Bairoch und Apweiler, 2000)
Peptide Mass  www.expasy.ch (Wilkins und Williams, 1997)
MultiCoil nightingale.lcs.mit.edu (Wolf et al., 1997)

Prosite www.imb-jena.de (Bairoch et a., 1997)
NetPhos www.chs.dtu.dk (Blom et al., 1999)

TransFac http://transfac.gbf.de (Quandt et al., 1995)
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2.11 Organismen

2.11.1 Bakterienstamme

BL21, Fa. Stratagene:

TOP10, Fa. Invitrogen:

TOP10F, Fa. Invitrogen:

XL1-Blue, Fa. Stratagene:

XL1Blue MR, Fa. Stratagene:

2.11.2 Hefestdmme

E.coli BF dcm ompT hsdS(rg mg ) gal

F mcrA D (mrr-hsdRMS-mcrBC) F80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl
araD139 D (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StF) endAl nupG

F{lacl® Tn10 (Tet™)} mcrA D(mrr-hsdRMS-merBC) F 80lacZDM 15
DlacX74 deoR recAl araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StF)
endAl nupG

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB
laclgZDM15 Tnl0 (TetM)]

D (mcrA)183 D(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac

S. cerevisiae AH109, Fa. Clontech: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4D, gal80D,

2.11.3 Zdlinien

LYS2: :GAL1yas GAL L ata-HIS3, GAL2 jas-GAL21a1a-ADE2,
URA3: :MEL1yasMEL 11ara-lacZz

L428 (Hodgkin-Lymphom; DSMZ: ACC 197)
Die Zdlinie wurde aus der pleuralen Effusion einer 37 Jahre alten Patientin mit Hodgkin-Lymphom im Jahre
1978 etabliert (Schaadt et a., 1980; Drexler et al., 1993). L428-Zdlen wachsen nicht adherent.

HEK 293 (auch 293; human embryonal kidney; DSMZ: ACC 305)
Die Zdlinie wurde aus dem primédren humanen embryonalen Nierengewebe durch Transformation mit dem

Adenovirus Typ 2 etabliert und als Riskogruppe 1 nach den Vorgaben der Zentralen Kommission fir
Biologische Sicherheit eingestuft. HEK-293 sind adherent wachsende fibroblastoide Zellen. Die Zellen wurden

freundlicherweise von PD S. Adam (Inst. fir Immunologie, Kid) zur Verfligung gestdlit.

COS7 (African green monkey kidney, DSMZ: ACC 60)
Die Zdlinie wurde aus CV-1 (Zdlinie von Cercopithecus agthiops) durch Transformation mit der Origin-
defekten Mutante von SV-40 etabliert und als Risikogruppe 1 nach den Vorgaben der Zentralen Kommission fur
Biologische Sicherheit (ZKBS) eingestuft. COS7-Zdlen sind fibroblastenghnliche Zellen, die adherent wachsen.
Die Zdlen wurden freundlicherweise von PD S. Adam (Inst. fir Immunologie, Kiel) zur Verfligung gestlit.
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2.12 Kulturmedien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders ausgewiesen, autoklaviert.

2.12.1 E. coli-Kulturmedien

LB Broth: LB Agar:
10,0 g NaCl LB Broth
10,0 g Trypton 18,0 g Agar

5,0 g Hefeextrakt
Ad 11 mit Aqua bidest., pH 7,0, autoklavieren. Nach der Abkuihlung auf 55°C erfolgte die Antibiotikazugabe:
100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin.

SOC:

20,0 g Trypton

5,0 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

Ad 970 ml mit Aqua bidest., autoklavieren, Nahrmedium wurde mit folgenden filtersterilisierten Losungen
supplementiert:

10 ml 1 M MgCl,

10ml 1 M MgSO,

10 ml 1 M Glukose

X-3-Gal-Stamml dsung (40 mg/ml): | PT G-Stamml dsung (100 mM):

400 mg X-R3-Gal 238 mg IPTG

10 ml DMF 10 ml Aqua bidest.

Die Stammldsung wird nicht autoklaviert, Die Stamml sung wurde sterilfiltriert und in Portionen
sondern aliquotiert und bei -20°C gelagert. zujel ml bei -20°C gelagert.

2.12.2 Hefekulturmedien
Selektierende Aminosauren wurden im Ein-Buchstaben-Code (s. 9.1.1) angegeben.

YPDA: YPDA Agar:
50,0g YPD 70,09 YPD Agar

Ad 11 mit Aqua bidest. auffullen, pH 6,5 mit 5 M NaOH einstellen. Nach dem Abkuhlen des Mediums auf 55°C
wurden 15 ml 0,2 % Adeninhemisulfat zugegeben (Endkonzentration 0,003 %).

SD-Medium/-W/-L (mittel sel ektiv): SD-Medium/-W/-L/-H/-Ade (hochseal ektiv):
26,70 g Minimal SD Base 26,70 g Minimal SD Base
0,64 g DO/-W/-L 0,60 g DO/-W/-L/-H/-Ade
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Ad 11 mit Aqua bidest. auffiillen, pH 5,8 mit 5 M NaOH einstellen.

SD-Agar/-W/-L (mittelselektiv):
46,70 g Minima SD Agar Base
0,64 g DO/-W/-L

SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal (hochselektiv)
46,70 g Minimal SD Base
0,60 g DO/-W/-L/-H/Ade

Ad 1| mit Aqua bidest. auffillen, pH 5,8 mit 5 M NaOH einstellen. Nach der Abkiihlung des Agarnéhrbodens
auf 55°C im Wasserbad wurde 1 ml 20 mg/ml X-a-Gal (hochsalektiv) zugegeben.

X-a-Gal-Stammlésung (20 mg/ml):

25,00 mg X-a-Gal

1,25 ml DMF

Die Stammlésung wurde bei —20°C gelagert.

2.13 Puffer und Lésungen

2.13.1 Hefetransformation

10x TE-Puffer:

100,0 mM Tris

10,0 mM EDTA

pH 7,5 mit HCl einstellen

PEGI/Lithiumacetat-L 6sung (10 ml):

1,0 ml 10x TE-Puffer, pH 7,5 (steril)

1,0 ml 10x Lithiumacetat-Ldsung, pH 7,5 (steril)
8,0 ml 50 % PEG-L6sung (steril)

Der Puffer wurde immer frisch vorbereitet.

2.13.2 Zéellkultur

10x PBS-Puffer:
0,010 M KH,PO,
0,100 M NaHPO,
1,370 M NaCl
0,027 M KCI

pH (10x) 7,0

Transformationspuffer: 1x TE/1x Lithiumacetat:
1,0 ml 1,0 M Lithiumacetat-L 6sung, pH 7,5 (steril)
1,0 ml 10x TE-Puffer, pH 7,5 (steril)

8,0 ml Aqua bidest. (steril)

Der Puffer wurde immer frisch vorbereitet.

50 % PEG-Stamml dsuna:

50,0 g PEG 3350

Ad 100 ml mit sterilem Aqua bidest.
Zum Lésen auf 50°C erwarmen.

2x HBS-Puffer (CasPO,-Transfektion):

16,40 g NaCl

11,90 g HEPES

0,21 g NaHPO,

Ad 11 mit Aqua bidest. auffillen, pH 7,17 mit 10 M NaOH
eingelen und sterilfiltrieren. Der Puffer wurdein
Kunststoffbehéltern aufbewahrt.
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Lysi spuffer zur Herstellung der Gesamtlysate aus HEK 293:

97,6 ml PBS
2,0ml Triton X
0,4ml 0,25 M EDTA

Der Puffer bleibt 5 Tage stabil, wenn er bel 4°C aufbewahrt wird. Unmittelbar vor der Zellyse wird Protease-

Inhibitorcocktail (Roche) hinzugefugt.

2.13.3 SDS-PAGE und Proteintransfer

2x Laemmli-Puffer:

1,51 g Tris

ad 50 ml mit Aqua bidest., pH auf 6,8 einstellen
20 ml 100 % Glycerin

ad 100 ml mit Aqua bidest.,

20 mg Bromphenolblau

6 g SDS

Vor Gebrauch wird DTT zugegeben.

Laufpuffer:
NUPAGE MES SDS Running Buffer (20x)

10x Wasch- und Entwicklungspuffer (TBS):
0,20 M Tris

1,37 M NaCl

pH auf 7,6 mit HCI einstellen.

2.13.4 Agarose-Gelelekrophorese

10x TBE-Puffer:
1,00 M Tris
0,90 M Borsdure
0,01 M EDTA
pH (10x) 8,4

Ethi diumbromid-Stamml 6sung: 0,5 mg/ml
Ethidiumbromid-Gelkonzentration: 0,5 pg/ml

6x SDS-Proteinprobenpuffer:
0,350 M Tris-HCI, pH 6,8
10,280 % SDS

36,000 % Glycerol

5,000 % b-Mercaptoethanol
0,012 % Bromphenolblau

Transferpuffer:

14,4 g Glycin

3,09 TRIZMA Base

Ad 11 mit Aqua bidest. auffillen.

1x Waschpuffer (TBST):

100,00 ml 10x TBS

0,05 % Tween-20

Ad 11 mit Aqua bidest. auffillen.

10x DNA-Gel el ektrophorese-Auftragspuffer
20,00 % Ficoll

1,00 % SDS

0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanal
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2.13.5 APAAP-Farbung

Entwicklungspuffer: Propandioll6sung:

8,7 g NaCl 21,000 g Propandiol

1,59 TrisHCI 0,025 g Levamisol

499 TrisBase Ad 11 Aqua bidest. auffillen, pH 9,7

Ad 11 mit Aqua bidest. auffillen, pH 7,4

Substratl dsung:
0,031 g Naphthol AS-Biphosphat in 375 pl Dimethylformamin

125,000 pl 5 % Neufuchsinin 2 N HCI, pH 8,8

Kerngegenfarbung:

0,50 % Kaliumaluminiumsulfat
0,10 % Hamatoxylin

0,10 % kristalline Zitronensaure
0,05 % Chloralhydrat

0,02 % Natriumjodat in H,O
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3 Methoden

3.1  Zellkultur

3.1.1 HEK293und COS7

HEK 293- und COS7-Zd len wurden zu 1 x 10° Zdllen in 20 ml DMEM mit 10 % FCSund je
50 pg/ml Streptomycin/Penicillin bei 37°C in 5 %iger CO,-Atmosphére drei Tage kultiviert.
Nach der Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit 20ml 1x PBS bei
Raumtemperatur (RT) gewaschen und mit 3 ml 0,5 % Trypsinlosung (37°C), gefolgt von
5 min Inkubation im Brutschrank, abgeldst. Nach Zugabe von 30 ml Kulturmedium wurden
die Zellen 5min be 300 g, (RT) zentrifugiert. Das ZdIprézipitat wurde in 30 ml DMEM
resuspendiert. Die Bestimmung der Zdlzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zéhlkammer,
wobei 100 gezahlte Zellen im GroRquadrat 1 x 10° Zellen/ml entsprachen. Die Zellsuspension
wurde nach Bedarf verdiinnt, so dai3 1 x 10° Zellen in 20 ml DMEM ausgesét wurden.

3.1.2 L428

L428-Zellen wurden zu 1 x 10° in 50 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS bei 37°C in 5 %iger CO,-
Atmosphére jewells 3 Tage kultiviert. Anschlief?end wurden die Zellen 5min be 300 g,
zentrifugiert, in 50 ml 1x PBS gewaschen, in 30 ml RPMI 1640 resuspendiert und gezéhlt
(Neubauer Zahlkammer). Nach der entsprechenden Verdinnung wurden die Zellen wieder zu
1 x 10°in 50 ml RPMI 1640 ausgesét.

3.1.3 Saccharomyces cerevisiae AH109

Der Hefessamm AH109 wurde aus der Glycerinkultur (Clontech) auf YPDA Agar
ausgestrichen. Einzelne Kolonien wurden in YPDA-Medium bei 30°C unter Schitteln
inkubiert. Transformierte Hefezellen wurden auf entsprechenden selektiven Substraten
ausgestrichen und in korrespondierenden Flissigmedien bei 30°C unter Schitteln kultiviert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.21 mRNA-Préparation

Das Poly(A)Pure mRNA Isolation Kit wurde von der Fa. Ambion bezogen. Das System
unterstiitzt eine effiziente Hybridiserung von Nukleinsduren (Thompson und Gillespie,
1987), so da? mRNA-Molekile aufgrund einer Poly(A)-Selektion angereichert werden
kénnen (Chirgwin et al., 1979). Die mRNA-Préparation aus 1x10” bis 1x10° L428-Zellen
erfolgte strikt nach dem Herstellerprotokoll. Nach der Bindung von mRNA an Oligo(dT)-
Cellulose wurden die Komplexe mit Puffern verschiedener Salzkonzentration mehrfach
gewaschen, um ribosomale RNA (rRNA) und unspezifisch gebundenes Material zu entfernen.
Die eluierte mRNA wurde anschlie?end mit 0,1 Volumen 5M Ammoniumacetat und 2,5
Volumen 100 % Ethanol prézipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 20 bis 50 pl DEPC-
H,O/EDTA resuspendiert. Die Konzentration der mRNA wurde photometrisch und die
Integritét gelel ektrophoretisch bestimmt. Nach der Portionierung wurde die mRNA bel —70°C
aufbewahrt.

3.2.2 Behandlung der mRNA mit DNase|

Zur Entfernung von DNA-Verunreinigungen aus mRNA-Proben wurden 20 pl RNA-L3sung
mit 5 pl DEPC-H,0, 2 pl 10x Transkriptionspuffer, 1 pl 40 U/ul RNasin, 1 yl 200 mM DTT
und 1yl 2 U/pl DNasel versetzt. RNasin und DTT wurden von Promega und Amersham
Pharmacia bezogen, die restlichen Komponenten wurden aus dem MaxiScript Kit der Fa
Ambion entnommen. Die Proben wurden 30 min bei 37°C inkubiert, mit 1 ul 0,5M EDTA
versetzt und 5min bel 95°C denaturiert. Nach Zugabe von 27 pul DEPC-H,O, 5yl 5M
Ammoniumacetat und 2 pl Glykogenldsung wurden die Proben gut gemischt und mit 165 pl
96 % Ethanol versetzt. Die RNA-Préazipitation wurde durch Inkubation bei —70°C fur 30 min
beschleunigt. Anschlief3end wurden die Proben 20 min bei 15000 g, und 4°C zentrifugiert.
Die Prézipitate wurden in 200 ul 70 % Ethanol gewaschen und in 20 ul DEPC-H,O

resuspendiert.
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3.2.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA aus mRNA erfolgte mit Hilfe des First-Strand cDNA Synthesis Kit
der Fa. Amersham Pharmacia Biotech (Okayama und Berg, 1982). Die reverse Transkription
wurde mit dem bifunktionellen Oligonukleotid Not 1-d(T):s und 100 bis 150 ng mRNA
durchgefiihrt. Die Reaktionsprodukte wurden mit TE-Puffer (pH 8,0) verdinnt und bei —20°C

gelagert.

3.24 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction“, PCR) wurde im allgemeinen
nach der Methodik von Saiki durchgefuhrt (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988). Die
Amplifikate wurden entweder direkt zur Auswertung der Experimente zur repp86-Regulation,
zum Transkriptionsstart oder fur die Subklonierung verwendet. Die Schmelztemperatur Tp,
der Oligonukleotide wurde nach der Formel T, = 4 x (G+C) + 2 x (A+T) - 5 abgeschétzt
(Suggs et a., 1981). Die Dauer des Elongationsschrittes bei 72°C war von der Lange des zu
synthetisierenden Produktes und der DNA-Polymerase abhangig.

3.24.1PCR zur repp86-Regulation

In den Experimenten zur repp86-Regulation (4.2) waren folgende PCR-Bedingungen
gegeben: Nach der Bestimmung der mRNA-Konzentration und der cDNA-Synthese aus je
20 pl mRNA-L6sung wurden 30,00; 3,00; 0,30 und 0,03 ng cDNA in der PCR eingesetzt. In
20 pl Volumen wurden 1 bis 2,4 ul ¢cDNA, 1 pl 10 pmol/ul Oligonukleotid startifor, 1 p
10 pmol/pl Oligonukleotid 297rev, 2 ul 10x PCR-Puffer, 0,5yl 10 mM dNTP-Mix, 0,3 ul
100 pg/ul BSA und 0,8 pl 5 U/l Tag-Polymerase pipettiert. Nach 2 min Initialdenaturierung
bel 95°C erfolgten 33 Temperaturzyklen (40s 94°C, 20s 55°C, 40s 72°C) mit finalem
Elongationsschritt von 72°C fur 5 min. In Paralldansétzen wurden Bereiche von b-Actin-
cDNA mit actinspezifischen Oligonukleotiden actF und actR mit der gleichen cDNA-
Verdinnungsreithe amplifiziert.

3.24.2PCR zum Transkriptionsstart

In der Initia-PCR zum repp86-Transkriptionsstart (4.7.2.1) wurden 2,0l sscDNA-
Bibliothek, 2,5 pul 10 uM 1RC-Oligonuklectid, 2,5 pl 5 pmol/ul 600rev-Oligonukleotid bzw.
Kontroll-Oligonukleotid 1, 5,0l 10x PCR-Puffer, 2,0 ul 50 % Glycerin, 1,0 ul 10 mM
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dNTP-Mix, 0,5 25 mM MgCl,, 0,3 il 10 mg/ml BSA, 0,5 ul 5 U/l Taq Polymerase und
34,7yl Aqua bidest. pipettiert. Die Ansdtze wurden 3min be 95°C denaturiert. Der
Temperaturzyklus (30 s 95°C, 20 s 54°C, 50 s 72°C) wurde 35x wiederholt. In der nested-
PCR (4.7.2.1) wurden die Produkte der Initial-PCR mit den inneren spezifischen
Oligonukleotiden unter gleichen Bedingungen reamplifiziert.

3.2.4.3PCR zur in vitro-Rekombination von DNA

Zur Subklonierung von DNA-Abschnitten in Vektoren wurde die Matrizen-DNA bei 95°C fur
2 min denaturiert. 5°-Bereiche der Klonierungsoligonuklecotide enthielten Schnittstellen fir
Restriktionsendonukleasen und wurden in Konzentrationen von 0,25 bis 0,5 pmol/ul Reaktion
eingesetzt. Nach zwel Temperaturzyklen von 30 bis 60 s 95°C, 30 s 50 bis 55°C und 1 bis
4 min 72°C erfolgten 30 bis 40 Temperaturzyklen mit erhohter Hybridis erungstemperatur
von 65 bis 68°C. Im finalen Elongationsschritt fir 5 bis 10 min bei 72°C wurde ene
vollsténdige Polymerisierung der Produkte angestrebt. Die Proben wurden nach der erfolgten
PCR auf 4°C gekiihlt. Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde zur Uberprifung der Produktlange
stetsin der Agarosegel e ektrophorese aufgetrennt und visualisiert.

3.25 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde mittels UV-Spektrometer bestimmt. Hierbei
wurde die Nukleinsdure 1:100 in Wasser verdinnt. Als Referenz diente Wasser oder der in
Wasser entsprechend verdiunnte Losungspuffer. Eine bel der Welenldnge | = 260 nm
gemessene OD-Einheit (OD2s0) entspricht einer dsDNA-Konzentration von 50 pg/ml oder
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml (Sambrook et al., 1989). Mit Hilfe des Quotienten
OD260/OD2gp Wurde eine Aussage Uber den Verunreinigungsgrad der Nukleinsduren mit
Proteinen und Phenolen getroffen. Die DNA- bzw. RNA-L6sung wurde als rein angesehen,
wenn der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 lag.

3.2.6 in vitro-Rekombination von DNA

Die in vitro-Rekombination von DNA beschrankte sich im wesentlichen auf die Erzeugung
von Vektorkonstrukten, die im Zuge der Experimente zum Yeast Two-Hybrid System, zur
Koimmunprézipitation und fir die Promotorstudien engesetzt wurden. Detaillierte
Informationen zur Herstellung einzelner Konstrukte wurden in den entsprechenden Kapiteln
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der Ergebnisse zusammengestellt. Vektorkarten sind im Anhang zu finden. Die verwendeten
Oligonuklectide sind unter 2.8 aufgeftihrt.

3.2.6.1 Enzymatische Restriktion der PCR-Produkte und Vektor-DNA

Der Restriktionsverdau wurde in einem Gesamtvolumen von 100 pl unter Zugabe von 10 pl
10x Restriktionspuffer, 60 U Restriktionsendonuklease(n), 10 mg/ml BSA in einer End-
konzentration von 100 pg/ml und Aqua bidest. fir 3 h bei 37°C durchgefthrt. In separaten
Ansdtzen wurden unter gleichen Bedingungen 5 bis 7 pug Vektor-DNA fir 2 h geschnitten.
Ansdize mit den PCR-Produkten wurden nach dem abgeschlossenen Verdau mit 100 pl Aqua
bidest. auf 200 pl Gesamtvolumen aufgefullt.

3.2.6.2 Dephosphorylierung der geschnittenen Vektor-DNA

Nach 2 h Restriktionsreaktion wurden die Ansétze mit der Vektor-DNA mit 11 pl 10 x CIP-
Puffer und 1,2 ul 1 U/pl Alkalische Phosphatase versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von weiteren 1,2 pyl 1 U/ul Alkalische Phosphatase wurden die Proben erneut
30 min bei 37°C inkubiert und mit 86,6 pl Aqua bidest. auf 200 ul aufgefullt.

3.2.6.3 Phenolextraktion und Ethanolpréazipitation der DNA

Ansdize mit verdauten PCR-Produkten und Vektoren wurden mit 200 pl
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) aufgefullt und kréftig gemischt. Wahrend der
folgenden Zentrifugation fur 15 min be 15000 g, erfolgte die Phasentrennung. Die obere
wal¥rige Phase wurde umpipettiert, mit 20yl 3M Ammoniumacetat und 600 pl 100 %
Ethanol gemischt und 30 min bei —70°C inkubiert. Die Ansétze wurden 15 min bel 15000 g
und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Die ausgefallene DNA wurde mit 600 pul 70 %
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 20 bis 40 pl Aqua bidest. gel6st. Die Integritét der
DNA und die Vollstandigkeit des Verdaus wurden in der Gelelektrophorese verifiziert. Nach
der Konzentrationsbestimmung (3.2.5) wurden Ligationsansétze vorbereitet.

3.2.6.4Ligation von DNA mit T4 DNA-Ligase
Im allgemeinen wurden DNA-Molekile mit kohasiven Uberhangenden Enden (,, sticky ends®)

ligiert. Die einzusetzenden DNA-Stoffmengen wurden mit der Formel

10 A ng Vektor x B kbp Insert
C kbp Vektor
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so errechnet, daf die zu klonierende DNA im 10fachen molaren Uberschuf? im Vergleich zur
Vektor-DNA eingesetzt wurde. Es wurden generell 60 bis 80 ng Vektor-DNA pro Ansatz
verwendet. Die Ligation der kompatiblen koh&siven Enden erfolgte in 10 pl Gesamtvolumen
und wurde bei 4°C Uber Nacht oder 2h bei RT inkubiert. Wenn lediglich ene
Restriktionsendonuklease im Klonierungsprotokoll verwendet wurde, wurde die Mischung
aus Vektor- und Insert-DNA zuerst 5 min bel 45°C inkubiert, um bereits hybridisierte DNA
zu schmelzen und damit die Ligationseffizienz zu erhéhen. Nach 2 min Inkubation auf Eis
wurden Ligationspuffer und Ligase nach Vorgaben des Herstelers (Fa. Boehringer
Ingelheim) hinzugefugt. Nach der abgeschlossenen Ligationsreaktion wurden die Ansétze bis
zur weiteren Verarbeitung (3.2.8) bei —20°C eingefroren.

3.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse von PCR- und Restriktionsprodukten wurde durch Elektrophorese in 0,8 bis
1,2 % TBE-Agarosegelen mit 5 ng/ml Ethidiumbromid durchgeftihrt (McDonell et al., 1977;
Southern, 1979a; Southern, 1979b). Die Probe wurde 1/10 mit dem 10x DNA-Auftragspuffer
gemischt. Als GroRen- und Mengenstandard wurden 5 ul Smart Ladder (Fa. Eurogentec)
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 6 V/cm Gel. Die Detektion und Dokumentation
erfolgten in der Geldokumentationsanlage GelDoc (Fa. Bio-Rad).

3.2.8 Transformation der Plasmid-DNA in E. coli

Fur Transformationen wurden Epicurian Coli XL1Blue Supercompetent cells (Fa. Stratagene)
und E. coli TOP10 (Fa. Invitrogen) verwendet. Die Transformationen wurden nach den
Vorgaben der Hersteller durchgeftihrt. Generell wurden 50 ng Plasmid oder 7,5 bis 10 pl
Ligationsansatz verwendet. 100 pl der Ligationstransformanten bzw. 250 pl Transformations-
volumen aus der Yeast Two-Hybrid-Transformation wurden auf LB-Agar plattiert, die mit
100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin versetzt waren.

Nachdem die LB-Agarplatten bei 37°C tber Nacht inkubiert worden waren, wurden jeweils
dre bis zwolf Bakterienkolonien in je 6 ml LB-Medium (versetzt mit 100 pg/ml Ampicillin
oder 50 pg/ml Kanamycin) Uberimpft und Gber Nacht bei 37°C und unter Schiitteln vermehrt.
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3.2.9 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Fragmente, die in der PCR mit der Thermus aquaticus-DNA-Polymerase amplifiziert
waren, wurden im Verfahren der TOPO TA™-Klonierung (Fa. Invitrogen) in den Vektor
pCR2.1 (Vektorkarte in 9.2.5) ligiert und in E.coli TOP10 transformiert. Die Methode beruht
auf der nicht-matrizenabhangigen terminalen Transferaseaktivitét der Tag-Polymerase, die
einzelne Desoxyadenosine an die 3"-Enden der PCR-Produkte addiert. Die Produkte werden
in den linearisierten Vektor pCR2.1 mit T-Uberhangen ligiert. In der Ligation wurden 2 bis
4 ul PCR-Reaktion eingesetzt. Die Transformation wurde nach den VVorgaben des Herstellers
durchgefthrt.

3.2.10 Plasmidpréaparation ausE. coli im Mini-M al3stab

6 m LB-Medium mit 50-100 pg/ml Antibiotikum wurden mit einer separat wachsenden
Kolonie inokuliert und 16 h bei 37°C und unter Schitteln inkubiert. Aus der Kultur wurden
300 yI entnommen, mit 125 pul 87 % wal¥iger Glycerinlosung versetzt und bel —80°C
eingefroren. Der Rest der Bakterienkultur wurde fur die Plasmidisolation verwendet.

Die Plasmidpraparation (E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit |1, Fa. PegLab) nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) wurde entsprechend der Instruktionen des
Herstellers durchgefiihrt. Nach der Elution der Plasmide mit 50 bis 70 pl TrissHCI (pH 8,0)
wurde die DNA-Konzentration gemessen.

3.2.11 Plasmidpréaparation aus E. coli im Maxi-M al3stab

2,5ml LB-Medium mit 50-100 pg/ml Antibiotikum wurden mit einer separat wachsenden
Kolonie inokuliert und 7 h be 37°C und 160 rpm inkubiert. Anschliefiend wurden 100 bis
250 ml LB-Medium mit 50-100 pg/ml Antibiotikum mit 1 bis 2,5 ml der Vorkultur inokuliert
und 16 h bel 37°C und unter Schitteln inkubiert. Die Plasmidpraparation (Qiagen® Plasmid
Maxiprep Kit, Fa. Qiagen) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse wurde entsprechend der
Instruktionen des Herstellers durchgefiihrt. Nach der Losung des DNA-Prézipitates in 200 bis
500 pl Tris-HCI (pH 8,0) oder in Aqua bidest. (Plasmid-DNA fur Transfektionen) wurde die
DNA-Konzentration gemessen.
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3.2.12 Préparation von ,, bacterial artificial chromosome® (BAC) ausE. coli

Die Praparation von BAC aus E. coli wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Hilfe
des Qiagen® Plasmid Maxiprep Kit (Fa. Qiagen) mit veréandertem Protokoll durchgefiihrt. Da
die BAC-DNA im algemeinen in geringer Kopienzahl in der Zelle vorhanden ist, wurde sie
wie ,very low copy”“-DNA behandelt und aus insgesamt 500 ml Bakterienkultur isoliert. Die
Veranderung des Maxiprep-Protokolls bestand darin, dal3 das klare Bakterienlysat Uber einen
Papierfilter auf die Anionenaustauschersdule geladen wurde. Der Schritt sollte
Verunreinigungen mit bakterieller chromosomaler DNA minimieren. Die zweite Modifikation
betraf die Elution der BAC-DNA von der Saule. Hierbe wurde mit dem auf 60°C
aufgewarmten Elutionspuffer euiert. Die mit 2,5 Volumina Isopropanol prézipitierte BAC-
DNA wurdein 100 ul TE (pH 8,0) gel 6st.

3.2.13 Kontrollverdau der Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen

Die Kontrollrestriktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10l mit 300 bis 600 ng
Konstrukt, (je) 6 U Restriktionsendonuklease(n) und, wenn notwendig, mit 0,1 mg/ml BSA
im entsprechenden Restriktionspuffer angesetzt. Die Reaktion wurde 1,5 h bel 37°C inkubiert,
im 1 % TBE-Agarosegel der Grol3e nach aufgetrennt und visualisiert.

3.2.14 Sequenzierung der DNA

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxynukleotidmethode durchgefuhrt (Sanger et al.,
1977). Zu sequenzierende PCR-Produkte wurden generell zuerst subkloniert. Je 500 bis
800 ng Plasmid-DNA wurden mit 1,0 pl 10 pmol/pl vektorspezifischer oder insertspezifischer
Oligonukleotide, 4 ul Reaktionspuffer Premix (Fa. PE Applied Biosystems) und 12 pl Aqua
bidest. auf ein Gesamtvolumen von 22 pl gebracht. Das Sequenzierungsprogramm mit der
Initialdenaturierung bei 96°C fur 1 min und 30 Temperaturzyklen (30 s 96°C; 20 s 50-55°C; 4
min 60°C) wurde mit der Kiihlung der Proben auf 4°C abgeschlossen. Nach der Aufreinigung
der Sequenzierungsresktionen via DyeEx® Spin Saulen (Fa Qiagen) wurden 15 pl
Saulendurchflufd mit 10 pl Aqua bidest. verdinnt, 2 min be 95°C denaturiert und auf Eis
gekuhlt. Die Auftrennung und Detektion der Produkte wurde kapillarelektrophoretisch im
ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Faa PE Applied Biosystems) unter Standard-
bedingungen durchgefihrt.
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3.2.15 Gerichtete M utagenese rekombinanter DNA

Die gerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QuickChange® Ste-
Directed Mutagenesis Kits (Fa. Stratagene) durchgefihrt (Braman et al., 1996). Die Methode
basert auf der Amplifikation doppelstrangiger Plasmid-DNA mit Hilfe von synthetischen
Oligonukleotiden, welche die gewtinschte Mutation enthalten. Die Reaktion wird mit hoher
Fidelitdt von der Pfu-Polymerase katalysiert. Die parentale Plasmid-DNA wird aus Bakterien
isoliert und ist somit methyliert. Nach der PCR wird der gesamte Ansaiz mit der for
methylierte und hemimethylierte DNA spezifischen Endonuklease Dpn | inkubiert, die fur
den Verdau parentaler DNA eingesetzt wird. Die amplifizierte Plasmid-DNA ist nicht

methyliert und wird in E. coli transformiert und amplifiziert.
3.2.16 Bestimmung des Titersund Amplifikation der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek

Die Lymphknoten-cDNA-Bibliothek wurde in E. coli BNN132 als Glycerinkultur von der Fa.
Clontech bezogen. Die Bibliothek enthielt nach Herstellerangaben 3,5 x 10° unabhéngige
Klone im Plasmid pACT2. Die Bestimmung des Titers wurde gemal3 dem Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt. Ein Aliquot der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek wurde auf Eis
aufgetaut und gemischt. 1 pl des Aliquots wurde in 1 ml LB-Medium Uberfthrt (Verdinnung
A, 1:10%. 1l Verdiinnung A wurde anschlielend in 1 ml LB-Medium Uberfithrt und gut
gemischt (Verdiinnung B, 1:10°).
1y Verdinnung A wurde in 50 pl LB-Medium aufgenommen und auf LB Agar mit
100 pg/ml Ampicillin plattiert. Ebenso wurden 50 und 100 pl Verdinnung B auf LB Agar mit
100 pg/ml Ampicillin plattiert. Die Platten wurden 36 h bei 30°C inkubiert und die Kolonien
gezahlt. Fir Verdinnung A wurde der Titer mit der Formel

X Kolonien x10° x 10° = Y KBE/m
errechnet. Fir Verdiinnung B galt:

[X Kolonien/plattiertes Volumen]x 10 * x 10% x 10° = Y KBE/ml.
Nach der Titerbestimmung wurde die dreifache Menge der unabhéngigen Klone aso
3x 3,5 x 10° = 1,05 x 10’ unabhéngige Klone auf LB Agar/Ampicillin auf 150 mm-Platten zu
je 35000 KBE/Platte plattiert. Nach 36 h Inkubation bei 30°C wurden die Kolonien im LB-
Medium mit 25% Glycerin aufgenommen und gesammelt. Aus einem Dritte der
Bakterienernte wurden Plasmide (Qiagen®Maxi Prep Kit, Fa. Qiagen) isoliert, der Rest
wurde portioniert und bis zur weiteren Verwendung bel —70°C aufbewahrt.
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3.2.17 Transformation von S. cerevisae AH109 mit Plasmid-DNA

Die Transformationen wurden gemal3 der vom Hersteller empfohlenen Methode durchgeftihrt
(Gietz et a., 1992). Saccharomyces cerevisae AH109 wurde aus der Glycerinkultur auf
YPDA-Agar ausgestrichen und 3 Tage bel 30°C inkubiert. Einzelne Hefekolonien wurden in
50 ml YPDA-Medium bei 30°C und unter Schitteln Uber Nacht kultiviert. Ein Teil der
Ubernachtkultur wurde in 300 ml YPDA uberfuihrt, so dai die ODego (1 ml) bei 0,2+/-0,1 lag,
und bel gleichen Bedingungen weiter inkubiert, bis die ODggo (1 ml) 0,5+/-0,1 betrug. Die
Zdlen wurden auf 50 ml-Rohrchen verteilt und be 500 g, 7 min be RT zentrifugiert.
Anschlie?end wurden die Zdlen in 100 ml TE-Puffer (pH 7,5) gewaschen und in 1 ml
1x TE/1x Lithiumacetat resuspendiert.

Fur die Transformationen wurden Plasmide des Yeast Two-Hybrid Systems 3 (Fa. Clontech)
verwendet: pGBKT7-Insert, pGBKT7-53 (Kontrollvektor), pGADT7-Insert, pGADT7-T
(Kontrallvektor), pCL3 (Kontrollvektor) und pGBKT7-Lam (Kontrollvektor).

Bel Transformationen einzelner Plasmide wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. In
Kotransformationen wurden 200 ng , Koder“-Konstrukt (pGBKT7-Insert) und 100 ng
Interaktor-Konstrukt eingesetzt. Als Trégermaterial dienten 0,1 mg denaturierte Heringhoden-
DNA. 300 pul der transformierten Hefen wurden auf entsprechenden selektiven Substraten
plattiert und 3 bis5 Tage bei 30°C inkubiert.

3.2.18 Transformation der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek in S. cerevisae AH109

Die Transformation im Bibliothekmal3stab wurde sequenziell und gemdl dem Hersteller-
protokoll (Fa. Clontech) durchgefiihrt (Gietz et al., 1992). S. cerevisae AH109 wurde zuerst
mit dem pGBKT7-repp86-Konstrukt im Kleinmalistab transformiert (3.2.14). Einzelne
Kolonien wurden in 50 ml SD/-W (W = Tryptophan, Ein-Buchstaben-Code; s. 9.1.1)
Uberfiihrt und Gber Nacht bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Ein Teil der Ubernachtkultur
wurde in 11 SD/-W Uberfuhrt, so daf3 die ODggo (1 ml) bei 0,2+/-0,1 lag und unter gleichen
Bedingungen weiter inkubiert, bis die ODgyo (1 ml) 0,5+/-0,1 betrug. Die Hefekultur wurde
anschlieffend 10 min bel 500 g, zentrifugiert, mit insgesamt 250 ml TE-Puffer (pH 7,5)
gewaschen und in 8 ml 1x TE/1x Lithiumacetat resuspendiert.

0,7mg pACT2-Bibliothek sowie 20 mg Heringhoden-DNA als Tragermaterial wurden
miteinander gemischt. Die DNA-Mischung wurde in 8 ml Suspension kompetenter Hefezellen
Uberfuhrt und gemischt. Nach Zugabe von 60 ml PEG/1x TE/1x Lithiumacetat-Puffer wurde
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erneut gemischt und 30 min bel 30°C und unter Schiitteln inkubiert. Nach Zugabe von 7 mi
DMSO wurde der Transformationsansatz vorsichtig geschwenkt und 15 min ba 42°C
inkubiert. Nachdem der Ansatz 5 min auf Eis abgekihlt war, wurde das Transformations-
volumen auf 50 ml-Réhrchen vertellt und 10 min bei 500 g, und RT zentrifugiert. Die
Zdlprézipitate wurden vereinigt und in 10 ml TE (pH 7,5) resuspendiert.

Die Transformanten wurden auf Substraten mit hoher Stringenz (SD-Agar/-W/-L/-H/-
Ade/+X-a-Gal) plattiert. Die Aminosdauren snd im Ein-Buchstaben-Code (W, L, H)
angegeben (s. 9.1.1). Als Postive wurden Hefekolonien ausgewahlt, die auf dem
hochselektiven Substrat aufgrund der a -Galaktosidaseaktivitét blau gefarbt waren und einen
blauen Hof in der Agarschicht ausgebildet hatten.

3.2.19 Kontrollen im Yeast Two-Hybrid-System

Als Positivkontrolle fur eine Interaktion wurden die Konstrukte pGBKT7-53 und pGADT7-T,
die ua fur die miteinander interagierenden Proteine Maus-p53(72.350 und SV40 large T-
antigena-7og) kodieren, in AH109 im kleinen Maf3stab kotransformiert (Li und Fields, 1993;
Iwabuchi et al., 1993). Als Negativkontrolle wurden pGBKT7-Lam, welches fur das humane
Lamin Ces.230) kodiert, und das pACT2-Bibliothekkonstrukt des Interaktors kotransformiert.
Da Lamin C kaum mit anderen Proteinen interagiert oder Komplexe bildet, eignet es sich
besonders gut als eine interne Negativkontrolle im Yeast Two-Hybrid-System (Bartel et al.,
1993; Ye und Worman, 1995).

3.2.20 Plasmidisolierung aus S. cerevisiae AH109

Die auf mittel- oder hochselektiven Substraten gewachsenen Hefekolonien wurden in 3 ml
Sel ektivmedium tberfihrt und Gber Nacht bei 30°C und unter Schiitteln inkubiert. Aus 0,5 mi
der Ubernachtkultur wurde eine Glycerin-Stammkultur angelegt. 1 ml der Ubernachtkultur
wurde 5 s bel 15000 g, abzentrifugiert, in 70 ul TE-Puffer (pH 7,5) resuspendiert, mit 20 pl
5U/ul Lyticase versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert (Ling et al., 1995). Nach Zugabe von
20 pul 20 % SDS wurde der Ansatz 1 min gemischt und fir 1 h oder tber Nacht bei —20°C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die Probe erneut gemischt, mit 160 pl TE (pH 7,0)
und 300 pl Phenol:Chloroform:1soamylalkohol (25:24:1, pH 7,5-8,0) aufgefullt und 3 min
gemischt. Nach 15 min Zentrifugation bei 15000 g, (RT) wurde die obere wél¥rige Phase in
ein neues Reaktionsgeféald Uberfuhrt, mit 16 ul 10 M Ammoniumacetat und 750 yl 96 %
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Ethanol versetzt und 1 h bel —70°C oder Uber Nacht bei —20°C gelagert. Nach dem Auftauen
und nach 15 min Zentrifugation bei 15000 g, und RT wurde das DNA-Prézipitat mit 800 pl
70 % Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 15 pl Aqua bidest. gel 6st.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Koimmunprézipitation von Proteinen

3.3.1.1 Aussaat der HEK 293-Z€llen

HEK 293-Zellen wurden zu 1 x 10° Zellen in 50 ml DMEM, 10% FCS und je 50 pg/ml
Streptomycin und Penicillin ausgesét. Nach 3 Tagen Inkubation bel 37°C in 5 %iger CO»-
Atmosphére wurde das Kulturmedium verworfen, die Zellen wurden mit 40 ml PBS
gewaschen und mit 7 ml 0,05 % Trypsinlésung behandelt. Nach Zugabe von 40 ml DMEM
wurde die Zellsuspension in ein 50 ml-Réhrchen tberfiihrt und 5 min bei 300 g, zentrifugiert.
Das Zdlpréazipitat wurde in 30 ml DMEM resuspendiert. Nach der Bestimmung der Zellzahl
in der Neubauer Zahlkammer wurden 1x 10° Zelen pro 10 cm-Kulturschale in 10 ml
DMEM, 10 % FCS und 50 pg/ml Streptomycin und Penicillin ausgesét und 24 h inkubiert.

3.3.1.2Transente Kalziumphosphattransfektion von HEK 293-Zellen

Die Transfektionen wurden nach der Kalziumphosphatprézipitationsmethode durchgefihrt
(Graham und van der Eb, 1973; Wigler et al., 1978). Fir die Kotransfektion von 1 x 10°
HEK293-Zdlen wurde die Mischung aus je 3 ug pRK5-repp86 (zur Verfligung gestellt von
PD. S. Adam, Inst. fur Immunologie, Kidl), 3 ug enes der pFLAG-CMV2-S AH2-Konstrukte
und 50 pl 2,5 M CaCl,-L6sung in insgesamt 0,5 ml waldriger Lésung in 0,5 ml 2x HBS-Puffer
(pH 7,17) vorsichtig unter Schiitteln (Vortex Genie 2, Stufe 3, Fa. Heidolph) getréufelt und
tropfenweise in die Zdlkultur gegeben. Als Negativkontrollen wurden je 3 ug pRKS5 und
pPFLAG-CMV2 kotransformiert. Die Zdlkulturen wurden anschlie3end 24 h ba 37°C in
5 %iger CO,-Atmosphére inkubiert und danach lysiert. Die Transfektionsbedingungen galten
auch fur COS7-Zdlen, diein Doppel fluoreszenzfarbungen engesetzt wurden (3.4.4).

3.3.1.3Antikorperbindung an Protein A-Sepharose

1 ml Protein A-Sepharose-Beads wurden dremal mit 1 ml PBS gewaschen, in 1 ml PBS
aufgenommen und mit 100w 1,8 mg/ml Kaninchen-anti-Maus 1gG +IgM 1h auf Eis
geschiittelt. Nach dem anschlief?enden dreimaligen Waschen in je 500 pl PBS wurden die
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Komplexe aus Protein A-Sepharose und dem Primérantikdrper in 1 ml PBS aufgenommen.
300 pl der Komplexe wurden anschlief3end mit 20 pl 1 pg/pl anti-FLAG-Antikorper 1 h auf
Eis unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (5 s, 15000 g,) wurden die Komplexe
dreimal mit PBS gewaschen und der Versuchsanordnung entsprechend auf 1,5 mi-
Reaktionsgefalie verteilt.

3.3.1.4Herstellung der Gesamtlysate aus HEK -293

Kontrollzellen und transfizierte Zellen wurden von den 10 cm-Kulturschalen unter Zugabe
von 100 pl Proteaseinhibitor mechanisch abgel6st, zweimal in 50 ml PBS gewaschen und
gezahlt. 1x10° Zellen wurden in 1 ml Lysispuffer mit Proteaseinhibitor resuspendiert und
30 min auf Eisinkubiert. Nach der anschlief3enden kurzen Zentrifugation (5 s, 15000 gn, 4°C)
wurden die Lysate in neue Reaktionsgefalle pipettiert. Das Lysat wurde mit 100 pl Protein A-
Sepharose, die vorher mit PBS gewaschen wurde, 30 min auf Eis inkubiert, um die an Protein
A-Sepharose unspezifisch bindenden Proteine durch diesen Reinigungsschritt zu entfernen.
Nach kurzem Abzentrifugieren (5s, 15000 g,, 4°C) wurde das Lysat mit 100 pl frischer
Protein A-Sepharose inkubiert und anschlief3end in ein neues Reaktionsgefal? pipettiert.

3.3.1.5Koprazipitation der Interaktoren

Protein A-Sepharose-Antikorperkomplexe (3.3.1.3) wurden 1h mit den jeweligen
aufgereinigten Zellysaten auf Eis unter Schitteln inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren
wurden die Protein A-Sepharoseprézipitate zweimal mit 500 ul PBS gewaschen, in 300 bis
400 W 2x Laemmli-Puffer resuspendiert und 5min bei 95°C inkubiert. Durch die
Zentrifugation der Proben bei 14000 g, fir 5 min wurde Protein A-Sepharose prazipitiert. Der
Uberstand mit den Antikorper-Proteinkomplexen wurde in neue Reaktionsgefaiie tiberfinrt.

3.3.2 Herstellung von Proteinextrakten aus AH109

Einzelne Hefekolonien wurden in 3 ml Vollmedium (YPDA) oder Selektivmedium tberfihrt
und bei 30°C unter Schiitteln tber Nacht inkubiert. Ein Teil der Ubernachtkultur wurde in
50 ml des entsprechenden Mediums Uberfuhrt, so dald die ODgyo (1 ml) bei 0,2+/-0,1 lag. Nach
2 bis 5h Inkubation be 30°C unter Schitteln wurde die Zelsuspension (ODeggo (1 ml) =
0,5+/-,1) bel 500 g » und 4°C zentrifugiert, mit 30 ml PBS (4°C) gewaschen und in 1,5 ml
Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Je nach Zdlzahl wurde das Zelprézipitat in 50 bis 100 pl
eiskaltem PBS/Protease-Inhibitorcocktail resuspendiert und mit 20 bis 40 pl 6x SDS-Protein-
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Auftragspuffer vermischt. Die Zelsuspensionen wurden auf Eis gestellt und nacheinander
drei Sonifikationsschritten von je 7 Impulsen unterzogen. Nach kurzem Mischen wurden die
Proben 5 min bei 100°C im Wasserbad gekocht, 5 min bei 15000 g, und 4°C zentrifugiert und
sofort in der SDS-PAGE aufgetragen oder zur Aufbewahrung bei —20°C eingefroren.

3.3.3 Messung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Coomassie® Protein Assay Reagent
(CPAR) der Fa. Pierce verwendet (Bradford, 1976). Coomassie ,, Brilliant Blue* G 250 bindet
an Proteine, wodurch das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm
verschoben wird. Eine Kalibrierungskurve wurde mit in Aqua bidest. geléstem BSA in
Konzentrationen von 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 und 2,00 mg/ml erstellt. Je 5 pl
Proteinextrakt wurden in 1 ml CPAR pipettiert und bel 595 nm im Photometer (SpecSmart
3000 ™, Fa. Eppendorf) gemessen.

3.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970) wurde in 7,5-bis
15 % oder 4 bis 12 % Gelen durchgefihrt.

Gekochte Proteinkoprézipitate wurden in 7,5-15 % (oder 10-20 %) SDS-Polyacrylamidgelen
bel 100V eektrophoretisch aufgetrennt. Fir das Trenngel wurden 7,50 ml (6,25 ml) Aqua
bidest., 3,75 ml 1,5M Tris-HCI-Puffer (pH 8,8), 3,75 ml (5,00 ml) Acrylamid-Bisacrylamid
(40 %), 50 Wl 10 % APS, 150 pl 10 % SDS und 7 yl TEMED pipettiert. Fir das Sammelgel
wurden 6,10 ml Aqua bidest., 2,50 ml 1,5M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8), 1,30 ml Acrylamid,
62 ul 10 % APS, 100 pl 10 % SDS und 10 pl TEMED verwendet. Nach der Auftrennung
wurden die Proteine bei 40V und 4°C Uber Nacht im Nass-Transferverfahren auf ene
Nitrozellulosemembran Ubertragen.

15 bis 30 pl des unter denaturierenden Bedingungen gekochten Proteinextraktes aus AH109
wurden in 4-12 % SDS-PAGE-Fertiggelen (10x10 cm) bei 100 V mit NUPAGE MES SDS als
Laufpuffer aufgetrennt. Die Proteine wurden tUber Nacht bei 4°C und 6 Watt auf eine 8 x 8 cm
Nitrozel lulosemembran transferiert.
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3.3.5 Immunmarkierung und Detektion von Koimmunprazipitaten auf
Nitrozellulosemembranen

Die Nitrozellulosemembran wurde 1 h in 20 ml TBST mit 3% ECL™ blockiert, dreimal
10 min in 20 ml TBST gewaschen und anschlieRend 2 h mit 30 ml Ki-S2-Uberstand oder
20 ml TBST mit 1 pg/ml anti-FLAG-Antikorper bel RT inkubiert. Die Antikorperlésungen
wurden vor dem Einsatz 30 min mit 1 ml 2,5 g/50 ml ECL ™-Blocker inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen mit je 20 ml TBST wurde die Nitrozellulosemembran 1 h mit 30 ml
3,5 pg/ml  Kaninchen-anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase inkubiert. Auch diese Antikorper-
Losung wurde zuvor mit 1 ml ECL™-Blocker gemischt (s.0.). Anschlie3end wurde die
Nitrozellulose-membran zweimal mit 20 ml TBST und einmal mit 20 ml TBS gewaschen. Die
Membran wurde 1 min in die Entwicklungslésung getaucht. In dieser Reaktion wird das
Luminol, ein zyklisches Diacylhydrazid, unter Einwirkung von Wasserstoffperoxid und
Peroxidase oxidiert (Whitehead et al., 1979). Die Lichtemission dieser Reaktion erreicht ihr
Maximum be der Wdlenldnge von 428 nm und wurde durch Belichtung enes
Autoradiographiefilms detektiert.

3.3.6 Immunmarkierung und Detektion der Fusionsproteine des Yeast Two-Hybrid
Systems auf Nitrozellulosemembranen

Die Membran wurde dreimal 7 min in 10 ml TBST gewaschen, 1 h in TBST mit 3% BSA
blockiert und dreimal 7 min in 10 ml TBST gewaschen.

Alle vom pGBKT7-Konstrukt exprimierten Fusionsproteine wurden mit Maus-anti-c-Myc
(IgG1) als priméarem Antikorper markiert. Die Nitrozellulosemembran wurde 2 h in 20 ml
TBST mit 0,5 pg/ml Maus-anti-c-Myc (Maus 1gG1) inkubiert. Vollstandige und N-terminale
repp86-Peptide konnten z.T. mit Ki-S2 markiert werden. Nach dreimaligem Waschen mit
10 ml TBST fur 7 min wurde die Membran 1 h in TBST mit 20 ml 10 pg/ml Kaninchen-anti-
Maus inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 10 ml TBST erfolgte eine einstindige
Inkubation in 20 ml TBST mit 2 pg/ml Ziege-anti-Kaninchen-Meerrettichperoxidase.

pPACT2- und pGADT/7-exprimierte Fusionsproteéine wurden mit Kaninchen-anti-
Hamagglutininepitop (HA, polyklonal) als primarem Antikorper markiert. Die Nitrozellulose-
membran wurde 3 h in 20 ml TBST mit 0,8 pg/ml Kaninchen-anti-HA (polyklonal) inkubiert,
dreimal 7 min mit 10 ml TBST gewaschen und 1 h in 20 ml TBST mit 8 pg/ml Ziege-anti-
Kaninchen-Meerrettichperoxidase inkubiert.
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Die Membran wurde anschliefiend zweimal in 10 ml TBST und einma in 20 ml TBS
gewaschen. Die Entwicklungslésung wurde immer frisch zubereitet. Hierzu wurden zuerst
60 mg 4-Chloro-1-naphthol in 20 ml eiskaltem Methanol gelGst und in 100 ml TBS (RT)
Uberfuhrt. Dann wurden schnell 60 pl 30 % H2O. hinzugegeben. Nach kurzem Schwenken
wurde die Entwicklungslésung auf die Membranen verteilt. Die Entwicklungsreaktion fand
im Dunkeln statt und wurde durch Sptilen im Leitungswasser gestoppt.

3.3.7 Mikrotubuli-Bindungsassay

Die vollstandige kodierende repp86-cDNA bzw. repp86so1-747-CDNA wurden in pGEX-6P-1
bzw. in pGEX-5X-1 (Amersham Biosciences) kloniert und in E. coli BL21 (Stratagene) als
Glutathion-S-Transferase-Fusionen  (GST) zur Expresson gebracht. Die Uber
Glutathionsepharose gereinigten Fusionsproteine wurden eluiert und bel —20°C aufbewahrt.
Die bakterielle Expression wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.
L428-Kernlysate mit endogenem repp86 bzw. die oben beschriebenen GST-repp86-
Fusionsproteine wurden fur 30 min bel RT mit taxolstabiliserten Mikrotubuli nach dem
Herstellerprotokoll inkubiert (Cytoskeleton Inc., Denver, USA). Als Negativkontrolle wurden
repp86-Proteine in Ansétzen ohne Mikrotubuli getestet. Nach 40 min Zentrifugation bel
100000 g, und bei RT wurde der Uberstand verworfen, wahrend die prézipitierten Proteine
5 min bel 95°C im Proteinauftragspuffer gekocht wurden. Die Auftrennung erfolgteim 7,5 bis
15 % SDS-Gd (3.4.5). Die Detektion im Western blot erfolgte mit Ki-S2 und polyklonalem
anti-GST-Serum nach der unter 3.3.5 beschriebener Prozedur.

Die Quantifizierung des kosedimentierten repp86 erfolgte mittels der Auswertungssoftware
»quantity one* Verson 4.2 (Geldokumentationsanlage Gel Doc 2000, Fa. Bio-Rad). Der
Hintergrund wurde hierbel als 0 % definiert, wéhrend die Quantitat der repp86-Kontrollen
gleich 100 % gesetzt wurde. Das mit den Mikrotubuli kosedimentierte endogene repp86 bzw.

die GST-Fusionen wurden in Reation zu diesen standariserten Grofien bestimmit.
3.3.8 Dualer Luciferase Assay
3.3.8.1 Aussaat von HEK 293-Zellen

HEK293 wurden am ersten Tag des Experiments zu je 5x10* per well in 12-well-
Kulturschalen in 1 ml D-MEM, 10 % FCS und je 50 pg/ml Streptomycin und Penicillin
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ausgesat. Bis zur Transfektion wurden die Zellen 24 h bet 37°C in 5 %iger CO,-Atmosphére
inkubiert.

3.3.8.2Transente Transfektion von HEK 293-Zellen nach der Kalziumphosphat-
prézipitationsmethode

Nach 24 h Inkubation bel 37°C in 5%iger CO,-Atmosphére wurden die Transfektions-
mischungen vorbereitet. In 15 ml-Roéhrchen wurden je 500 pl 2x HBS-Puffer (pH 7,17)
vorgelegt. In 1,5 ml-Reaktionsgefallen wurden als Kontrolle fur die minimale
Promotoraktivitét 150 ng pGL3 Control (= 85,7 fmol) zusammen mit 100 ng pRL-CMV mit
Agqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 450 pl gebracht. Ebenso wurden je 85,7 fmol der zu
transfizierenden Promotorkonstrukte und je 100 ng pRL-CMV mit Aqua bidest. auf en
Endvolumen von 450 ul gebracht. In die DNA-Mischungen wurden je 50pul 25M
Calciumchlorid pipettiert. Die Transfektionsmischungen wurden unter standigem Schiitteln
(Vortex Genie, Stufe 3) tropfenweise in 500 ul 2x HBS-Puffer pipettiert. Davon wurden je
100 pl pro well zur Transfektion von HEK293 eingesetzt. Alle Ansdtze wurden in dreifacher
Ausfihrung angefertigt. Nach der Transfektion wurden die Zellen 24 h bei 37°C in 5 %iger
CO,-Atmosphére inkubiert.

3.3.8.3Herstellung von Zellysaten aus HEK 293

HEK 293 wurden 24 h nach der Transfektion in 1 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit
je 250 pl Passive Lysis Buffer (PLB) lysiert. Nach 15 min Inkubation bei RT unter Schiitteln
wurden die Lysate in 1,5 ml-Reaktionsgefél3e Uberfihrt und 30s bel 15000 g, und 4°C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue GefaRe Uberfiihrt und zur Bestimmung der
Luciferaseaktivitat hinzugezogen.

3.3.8.4Bestimmung der Luciferaseaktivitat

Der FB 12 Luminometer (Berthold Detection Systems) wurde auf 3 s Mefdverzégerung und
10s Melizeit eingestelt. 100 pl Luciferase Assay Reagent Il (LARII) wurden in
Polystyrenreagenzglaser von Falcon vorgelegt. In das Reagenz wurden 20 pl Proteinextrakt
pipettiert, gemischt und sofort gemessen. Nach der Messung wurden 100 pl Stop & Glo®
Reagent hinzugefiigt. Der Ansatz wurde kurz gemischt und erneut gemessen.
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3.4 Immunzytologische Methoden

3.4.1 Fertigung von AH109-Paraffinschnitten

Zur Fertigung der Paraffinschnitte wurden Hefezellen wie unter 3.1.3 inkubiert. 1 x 10° Zellen
wurden in PBS gewaschen, und das Zdlprézipitat wurde in 40 ml PBS mit 4%
Paraformaldehyd tiber Nacht fixiert. Nach dem Abzentrifugieren des Uberstandes wurden die
Hefezellen automatisert in ener aufsteigenden Ethanolreihe schrittweise entwassert
(vergéllter Ethanol; 1x 67,2 %, 2x 92,16 % und 3x 96 %). Nach der Einbettung in Paraffin
wurden am Rollenmikrotom 5 bis 7 um-Schnitte angefertigt, die auf mit 3-Aminopropyl-
triethoxysilan beschichtete Objekttrager aufgebracht wurden. Nach 24 h Trocknung bei 37°C
wurde eine Entparaffinierung in Xylol fur 15 min durchgefihrt. Nach der Rehydrierung in
absteigender Ethanolreihe (vergdlter Ethanol; 3x 96 %, 2x 92,16 % und 1x 67,2 %) wurden
die Prgparatein 0,01 M Zitratlésung (pH 6,0) im Dampfdrucktopf fir 2,4 min gekocht, um die
Denaturierung und Freilegung der Epitope zu gewéahrleisten (Shi et al., 2001). Die Praparate
wurden mit Leitungswasser gewaschen und in 1x TBS-Puffer aufbewahrt, bis eine APAAP-
Farbung (3.4.3) durchgefihrt wurde.

3.4.2 Fertigung von Zytozentrifugenpré&paraten

Fir die Fertigung der Zytozentrifugenpréparate wurden 1x10° bis 5x10° HEK293-Zellen
bendtigt. Die Zdlen wurden zweima in PBS gewaschen und in 1 ml 10 % BSA/PBS
aufgenommen. Es wurden je 100 pl der Zelsuspension in Zytozentifugenaufsitze pipettiert.
Diese wurden durch 5 min Zentrifugieren bei 120 g, auf unbeschichtete Objekttrager
aufgebracht und Uber Nacht bel RT getrocknet. Nach der Fixierung im Aceton fir 10 min
wurden die Préparate kurz luftgetrocknet und nach der APAAP-Methode (3.4.3) geférht.

3.4.3 APAAP-Farbung von Paraffinschnitten und Zytozentrifugenpraparaten

Die Methode der APAAP-Farbung (Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase)
beruht auf dem Nachweis eines Immunkomplexes (Cordell et a., 1984). Das Antigen wird
vom priméren Antikorper erkannt. Der sekundére Antikorper, auch Brickenantikorper
genannt, verbindet den Antigenkomplex mit dem Enzym-anti-Enzym-Komplex (Alk.
Phosphatase-anti-Alk. Phosphatase).
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Die Praparate wurden 1 h bai RT im Ki-S2-Uberstand (Maus 1gG1) oder mit einem anderen
priméren Maus-Antikorper inkubiert und dreimal in 1x TBS (pH 7,5) gewaschen. Der
Brickenantikorper Kaninchen-anti-Maus (Fa. DAKO) wurde 1:25 in 10 % Humanserum/TBS
verdinnt. Nach 30 min Inkubation der Praparate mit dem Antikorper wurde erneut dreimal in
TBS gewaschen. Die Prgparate wurden anschlie?end 30 min mit dem APAAP-Komplex
inkubiert, der 1:50 in 10% Humanserum/TBS verdinnt war. Die beiden letzten
Inkubati onsschritte wurden nach Bedarf zweimal wiederholt, um die Intensitdt der Farbung zu
erhGhen.

Die Alkalische Phosphatase-Reaktion erfolgte durch 20 min Inkubation der Praparate in einer
Mischung aus 44 ml Entwicklungspuffer, 155ml 0,2M Propandiolpuffer, 25 mg
Natriumnitrat (ad 312 ml Aqua bidest.) und Substratldsung. In der Entwicklungsreaktion
katalysiert die Alkalische Phosphatase des APAAP-Komplexes die Hydrolyse des Substrates
Naphthol AS-Biphosphat zu Phosphaten und Phenolkomponenten. Letztere reagieren mit
farblosen Diazoniumsalzen (Chromogene) des Neufuchsins zu unlgdlichen Azofarbstoffen.
Nachdem die gewinschte Intensitdt der Farbung erreicht war, wurde die Reaktion mit
Leitungswasser gestoppt. Die Kerngegenfarbung wurde fir 1 bis 5min mit saurem
Hamealaun und das Nachblauen im Leitungswasser durchgefiihrt. Die Praparate wurden dann
schrittweise in ener aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert (1x 67,2 %, 2x 92,16 % und 3x
96 % vergdllter Ethanal). Das Eindeckeln der Pr&parate wurde maschinell durchgefihrt.

3.4.4 Zelzyklusanalysen mittels DurchfluRzytometrie

1 x 10° HEK 293- oder COST7-Zéellen wurden mit 5 pg pRK5 (Kontrollzellen) oder 5 pug pRK5-
repp86 transient transfiziert (s. auch 3.3.1.2). HEK293- oder COS7-Zdlen wurden nach der
jeweiligen Inkubationszeit in PBS mit 1% Trypsin und 1 mM EDTA abgelGst und mit PBS
gewaschen. Nach 30 min Fixierung in 50 % Ethanol bei 4°C wurden die Zellen 1 h mit 30 ml
Ki-S2-Uberstand bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen
mit dem Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiertem Ziege-anti-Maus-Antiserum (1:100, Fa.
DAKO) inkubiert, zweima mit kaltem PBS gewaschen und in 0,1 ml PBS mit 40 pg/mi
RNase A resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bel RT wurden die Zdlen mit 0,5 ml
Farbelosung (0,5 mg/ml Propidiumjodid in PBS und 5mM EDTA) inkubiert.
Zdlzyklusanalysen wurden mittels Durchfluf3zytometrie mit dem FACSCalibur Analyzer (Fa.
Becton Dickinson) durchgefthrt.
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4 Ergebnisse

Analysen humaner Zdlen im , fluorescence-activated cell sorting”-Verfahren (FACS) zeigen,
dal3 das humane ,restrictedly expressed proliferation-associated protein 86 kDa* (repp86)
zellzyklusabhangig reguliert wird. Der Nachwels von repp86 erfolgt mit dem repp86-
spezifischen Maus-1gG1-Antikorper Ki-S2 (, Kid*“-S2). Die Expression von repp86 beginnt
beim Ubergang der G1-Phase in die S-Phase des Zdlzyklus. In den Phasen S und G2 liegt
repp86 diffus vertellt im Nukleoplasma vor. Mit beginnender Mitose erfolgt ene
zielgerichtete Reorganisation der repp86-Vertellung. In der Prophase ist repp86 mit den
Spindel polen und spéter in der Meta- und Anaphase mit dem Spindelapparat assoziiert. In der
Telophase wird weniger repp86 an der Spindel und mehr im Bereich des Telungsringes
nachgewiesen. Nach Abschlul® der Zytokinese und in der nachfolgenden G1-Phase ist repp86
nicht mehr nachweisbar (Heidebrecht et al., 1997a, 1997b). Aufgrund der strengen
Kolokalisation mit den Mikrotubuli kénnte repp86 eine Rolle im Auf- und Abbau sowie in
der Spindeldynamik spielen. Die genaue Funktion von repp86 in diesen Prozessen ist noch
ungeklart. In der Tumordiagnostik erwies sich repp86 aufgrund seiner spezifischen
Expression in definierten Zdlzyklusphasen als ein hervorragender Proliferationsmarker, der
im Unterschied zu anderen bekannten Markern nicht wahrend der gesamten Dauer der G1-
Phase exprimiert wird. Eine strenge Korrelation zwischen hoher repp86-Expresson und
Tumoraggressivitdt wurde in Langzeitstudien hinreichend belegt (Heidebrecht et al., 1997b;
Rudolph et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, die Rolle von repp86 in der
Mitose sowie die Mechanismen seiner Regulation aufzukl&ren.

4.1 Hinweise auf repp86-Doméanen und Motive

Fur das Verstandnis von funktionalen Mechanismen sowie von Interaktionen eines Proteins
bel regulativen Prozessen sind tiefergehende Kenntnisse der molekularen  Struktur
unerlddlich. Aufgrund der Erfahrung aus unzéhligen Analysen des Aufbaus von Proteinen
gdingt es mitteds komplexer Rechnerprogramme, die in der Aminosiuresequenz
(Primérstruktur) verborgene Strukturinformation zu interpretieren. Funktionalitdten und
raumliche Anordnung einzelner Proteinteile bis hin zum Gesamtprotein lassen sich so bis zu
einem gewissen Grad vorhersagen. Bei dem Einsatiz und der Interpretation dieser



rechnergesteuerten Analysen ist jedoch Zuriickhaltung angebracht, da die erhaltenen
Ergebnisse lediglich die Wahrscheinlichkeit einer Proteinstruktur oder eines Proteinverhaltens
geben konnen. Fir die Planung von verifizierenden Experimenten am Protein sind diese
rechnergestiitzten Prognosen jedoch ene unschétzbare Hilfe, da die in  der
Aminosiuresequenz enthaltene Information ansonsten nur noch schwer fallbar wéare. Im
folgenden werden die wichtigsten Informationen Uber Doménen und Motive, die sich aus der
Primérstruktur von repp86 ableiten liefRen, abschnittsweise vorgestellt. Die zugehdrigen
Internetadressen  sind unter 2.10 aufgelistet. Die in diessr Arbeit aufgeflhrten
Aminosauresequenzen werden im Ein-Buchstaben-Code (s. 9.1.1) und in Fettschrift
dargestellt. Fir eine beliebig austauschbare Aminosdure wird der Buchstabe X verwendet.
Sollten an einer Aminosaureposition des Proteins zwei definierte Aminosauren austauschbar
sein, so werden beide Aminosduren in runde Klammern gesetzt und durch einen Schrégstrich
getrennt.

Der kodierende mRNA-Bereich von repp86 besteht aus 2241 Ribonukleotiden, die insgesamt
fur 747 Aminosduren kodieren (Heidebrecht et al., 1997b). Die vollstdndige
Aminosduresegquenz sowie die hier im Abschnitt gemachten funktionellen und strukturellen
Voraussagen von repp86 finden sich im Anhang unter 9.1.2. und in schematischer Form in
Abb. 2.

Voraussagen des Analysenprogramms PSORT Uber die Lokaliserung von repp86 in
Zellkompartimenten: Die repp86-Lokalisierung wird zu 95,7 % dem Zelkern zugeordnet.
4 nuklegre Lokalisationssignale (NLS) in der Aminosauresequenz von repp86 unterstiitzen
diese Annahme. Dieses Analyseergebnis steht im volligen Einklang mit der Tatsache, daf3
endogen exprimiertes repp86 ausschliedlich im Nukleoplasma von S und G2-Phase-Zellen
detektiert wird.

Voraussagen der Analysenprogramms ScanProsite und NetPhos 2.0 dber mdgliche
Phosphorylierungsstellen von repp86: Aus der Aminosauresequenz von repp86 lassen sich 28
mogliche Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinasen wie die cAMP- und cGMP-abhangige
Proteinkinase, Proteinkinase C, Caseinkinase Il und Tyrosinkinase ableiten. Dartber hinaus
enthdlt repp86 einige potentielle Phosphorylierungsstellen fir cdc2-Kinase mit der
Konsensussequenz (S/T)PX(K/R) und fir die ,mitogen activated protein kinase" (MAPK)
mit der Konsensussequenz PX(S/T)P. Weiterhin werden sdmtliche Serin-, Threonin- und

Tyrosinpositionen von repp86 als mogliche Phosphorylierungspositionen ausgewiesen. Diese
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theoretischen Analyseergebnisse werden durch Untersuchungen gestiitzt, in welchen en
verstérkter Phosphorylierungsstatus von repp86 insbesondere in der Mitose nachgewiesen
wurde (Heidebrecht et al., 1997b).

Voraussagen der Analysenprogramme PSORT, PlotStructure und Profilescan Uber mdgliche
Sekundarstrukturen von repp86: Zwischen Aminosdure 52 und 59 konnte die Konsensus-
Sequenz (A/G)XXXXGK (S/T) fur das so genannte P-Loop-Motiv gefunden werden, an
welchem ATP oder GTP gebunden werden konnen (Walker et al., 1982). Das vermeintliche
repp86-P-Loop hat die Sequenz GGLFQGKT. Im allgemeinen ist diese Region in
zahlreichen ATP- oder GTP-bindenden Proteinen glycinreich, schlief3t mit einem Serin oder
einem Threonin ab und bildet typischerweise eine flexible Schlaufe zwischen einer a-Helix
und einem b-Faltblatt des Proteins. Diese benachbarten Sekundarstrukturen konnten mit dem
Programm PlotSructure bestétigt werden, welches nach einem Algorithmus von Chou-
Fasman ene a-Helix zwischen Aminosdure 34 bis 46 und ein b-Faltblatt zwischen
Aminosaure 66 bis 72 wahrscheinlich macht. Die Schlaufe (P-Loop) interagiert mit einer der
Phosphatgruppen im Nukleotid (Saraste et al., 1990). Einige der bekannten Proteine mit
einem P-Loop-Motiv sind beispielsweise schwere Ketten des Kinesins und des Myosins,
kinesinghnliche Proteine, Dynamine, dynaminghnliche Proteine, DNA- und RNA-Helikasen

und GTP-bindende Proteine der Ras-Familie.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des repp86-Proteins mit theoretisch abgeleiteten Doméanen und
Motiven (siehe Text). Das Protein besteht aus 747 Aminosduren. Es enthalt ein P-Loop-Motiv, zwei potentielle
coiled coil-Doméanen und 4 nukledre Lokalisationssignale (NLS). Potentielle Phosphorylierungsstellen wurden
alsfarbige Symbole oder a's einfache Striche dargestel It (siehe Legende der Abbildung).
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Voraussagen der Analysenprogramme Coils, PairCoil und MultiCoil tGber mogliche coiled
coil-Srukturen von repp86: Mit dem Programm Coil wurden zwei mogliche coiled coil-
Domanen in den Aminosaurebereichen 207 bis 239 (Wahrscheinlichkeit 87 %) und 660 bis
716 (Wahrscheinlichkeit 100 %) ermittelt. Coiled coils sind so genannte Super-
Sekundéarstrukturen, die in der Organisationshierarchie eines Proteins zwischen der Sekundar-
und der Tertiarstruktur anzusiedeln sind. Zwe bis finf a-Helices konnen sich parallel oder
antiparalel aneinander lagern, um die coiled coil-Struktur zu bilden. Die coiled coil-
Strukturen kodnnen zwischen mehreren Proteinmolekilen gleichen oder unterschiedlichen
Typus miteinander interagieren, so dald die Mdoglichkeit zur Bildung von Homo- oder
Heterodimeren gegeben ist. Die Sequenzanalyse mit dem Programm PairCoil ergab, dal3 in
den mit Coils vorausgesagten Domanen die Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von
zweistrangigen coiled coils bel ca. 40 % fur Aminosduren 207 bis 239 und weiterhin bei
100 % fur Aminosauren 661 bis 716 liegt. Das MultiCoil-Programm erlaubte Voraussagen
Uber zwei- und dreistrangige coiled coils. Die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung eines
Trimeres sank in beiden in Frage kommenden Doméanen auf weniger als 15%. Die
Wahrscheinlichkeit der  Ausbildung ener dimeren coiled coil-Struktur  blieb  im
Aminosaurenbereich von 663 bis 716 sehr hoch und lag bei 79 % (Abb. 2).

Die hier beschriebenen rechnergesteuerten Analysen bestétigen die bisherigen Beobachtungen
hinsichtlich der nuklegren Lokaliserung und des Phosphorylierungspotentials bzw. -status
von repp86. Darliber hinaus geben insbesondere die Vorschlége fir Sekundérstrukturen in
repp86 Anlald zur Hoffnung, potentielle Doméanen zu identifizieren, durch welche die hier zu

untersuchenden Protein-Protein-Interaktionen vermittelt werden konnen (4.4; 4.5).

4.2 Die Regulation von repp86 erfolgt auf Transkriptionsebene

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Expression von repp86 auf der Ebene der
Transkription oder der Trandation reguliert wird. Die Expresson von repp86 findet
ausschliefdich in proliferierenden Zdlen statt. Es wurde unter anderem demonstriert, daf3
frisch préparierte periphere Blutlymphozyten zu eéinem sehr geringen Prozentsatz (weniger als
1 %) repp86 exprimieren. In dieser Zdlfraktion sind aso weniger als 1% der Zellen
proliferativ aktiv. Wird diese Zdlfraktion mit dem Mitogen Phythamagglutinin (PHA)
stimuliert, so wird auch die repp86-Expression in ca. 40 % der Zdlen induziert. Nach der
Auftrennung der PHA-stimulierten Zellen nach Zellzyklusstatus wird deutlich, dal3 lediglich
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Zellen in der S, G2- und M-Phase repp86-positiv sind. Zellen in der GO- und G1-Phase sind
hingegen repp86-negativ (Heidebrecht et al., 1997a; Heidebrecht et al., 1997b). Zur Klérung
der Regulationsfrage wurden PCR-Experimente durchgefuhrt, die das Vorhandensein oder
das Fehlen von repp86-mRNA in nicht-proliferierenden, also in repp86-negativen Zellen
zeigen sollten.

Experimentelle Durchfihrung: Im experimentellen Ansatz wurden zuerst Granulozyten- und
Lymphozytenfraktionen aus dem Blut gesunder Spender getrennt (Boyum, 1968). Die aus den
nicht-proliferierenden Granulozyten und nicht-aktivierten Lymphozyten isolierte RNA wurde
mit DNase | behandelt. Als Positivkontrolle fir repp86-mRNA wurde in derselben
I solierungsprozedur RNA aus den schnell proliferierenden L428-Zellen (Hodgkin-Lymphom)
gewonnen und mit DNase | behandelt. Nach der Bestimmung der RNA-Konzentration und
der cDNA-Synthese wurden 30; 3; 0,3 bzw. 0,03 ng cDNA in der PCR eingesetzt (3.2.4.1). In
Paralldansdtzen wurde ein Bereich der b-Actin-cDNA mit actinspezifischen Oligo-
nukleotiden mit der gleichen cDNA-Verdinnungsrethe amplifiziert, um die Qualitét der zur
cDNA-Synthese benutzten RNA zu Uberprifen. Die erwarteten ProduktgrofRen waren 292
Basenpaare (repp86-spezifisch) und 100 Basenpaare (actinspezifisch).

Integritat der RNA: Die RNA-Prdparationen wurden geeektrophoretisch unter nicht-
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die RNA-LGsungen enthielten die intakten 28 S
und 18 S ribosomalen RNAs (rRNA). Von diesem Ergebnis wurde auf die Integritdt der
mMRNA geschlossen (Abb. 3, mRNA).

Ergebnisse der PCR: Die Ergebnisse der PCR zeigten, dal3 repp86-mRNA lediglich in den
proliferativ aktiven L428-Zellen vorhanden war (Abb. 3, PCR: L428). Das Fehlen von
repp86-Amplifikaten in Granulozyten- und Lymphozytenansétzen zeigte, dal3in diesen Zellen
keine repp86-mRNA transkribiert wurde. Die Regulation von repp86 ist somit auf der
transkriptionellen Ebene anzunehmen (Abb. 3, PCR: Granulozyten und PCR: Lymphozyten).

Die Kontroll-PCR mit actinspezifischen Oligonuklectiden zeigte, dal3 in jedem Probenansatz
geniigend cDNA zur Synthese haufig vorkommender mRNA-Molekile vorhanden war
(Abb. 3, untere Geldarstellungen). Der Einsatz der cDNA-Verdinnungsreihe in der PCR
(30,0; 3,0; 0,3 und 0,03 ng) zeigte aulRerdem, dal? die repp86-mRNA offensichtlich nur in
geringen Mengen in der Zele vorhanden ist. Erst 30 ng cDNA waren fir ein deutliches
Amplifikationssignal ausreichend, wahrend die Produktmenge in Ansdtzen mit 3, 0,3 und
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0,03 ng cDNA so gering war, dal3 sie in der Gel el ektrophorese nicht detektiert werden konnte
(Abb. 3, PCR: L428).

MRNA PCR: L428

SL G L L428 30 3 03 003 s

PCR: Granulozyten PCR: Lymphozyten

30 3 03 00 sL 30 3 03 0,08 sL
-04
-0,2
-0,2

Abbildung 3: mRNA-Gelelektrophorese und PCR zur Amplifikation von repp86-cDNA aus L428,
Granulozyten und Lymphozyten. (MRNA) Im 2% TBE-Agarosegel wurden je 2 ul der RNA-LAsung
aufgetragen: (G) aus 1 x 10° Granulozyten, 66,7 ng/pl, (L) aus 1 x 10° Lymphozyten, 130,1 ng/pl, (L428) aus
2,5x 10" L428-Zellen, 119,0 ng/ul. (PCR) Auftrag von je 10 ul Produkt aus den PCR-Ansitzen mit der L428-,
Granulozyten- und Lymphozyten-cDNA mit 30, 3, 0,3 und 0,03ng cDNA als Matrize. repp86-Amplifikat
(292 bp) wurde lediglich im PCR-Ansatz mit 30ng L428-cDNA nachgewiesen. Granulozyten- und
Lymphozytenproben waren repp86-negativ. Untere Geldarstellungen: b -Actinamplifikate bel 100 bp. (SL) 5
Grofenstandard Smart Ladder ™.
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4.3 repp86-Uberexpression verursacht eine Arretierung von HEK293-Zellen
in der G2- und M-Phase des Zellzyklus

Im Hinblick auf die Kolokalisation von repp86 mit dem Spindelapparat (Heidebrecht et al.,
1997b) wurde en Einflul? von repp86 auf die Zdlteilung vermutet. Im folgenden sollte
untersucht werden, ob eine repp86-Uberexpression Aufschluld dariiber geben kann, ob und
wel che Mechanismen der Zdlteilung betroffen sind.

Experimentelle Durchfiihrung: Die fur repp86 kodierende cDNA wurde in den eukaryotischen
Expressionsvektor pRK5 kloniert (pRK5-repp86). HEK293-Zdlen wurden mit pRKS5 ohne
Insert (Kontrollzellen) oder mit pRK5-repp86 transient trandfiziert (3.4.4) und 24, 48 oder
72 h inkubiert. Die Zellen wurden zu den gegebenen Zeitpunkten geerntet. Immunzyto-
chemische Farbungen der Zytozentrifugenpraparate (3.4.2) zeigten, dal3 ca. 50 % der pRK5-
repp86-transfizierten HEK293-Zellen eine starke repp86-Uberexpression  aufwiesen.
Aufgrund der hohen Transfektionseffizienz konnten verladiche Analysen des Zellzyklus
durchgeftihrt werden.

Zellzyklusanalysen: Die Anaysen wurden mittels Durchflul3zytometrie (3.4.4) im
FACSCalibur Analyzer durchgefuhrt (Abb. 4). Mittels der DNA-Farbung mit Propidiumjodid
konnte der DNA-Gehalt der Zellen bestimmt werden. repp86 wurde mit Ki-S2 markiert und
Uber den FITC-gekoppelten polyklonalen Sekundarantikorper Ziege-anti-Maus nachgewiesen.
Uber die Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurde die Korrelation zwischen dem DNA-Gehalt
und der repp86-Uberexpression erstellt. Bei den Zelzyklusanalysen wurden auf der einen
Seite die mit dem insertfreien pRK5-Vektor transfizierten Kontrollzellen, die lediglich
endogenes repp86 exprimierten, ausgewertet (Abb. 4, pRK5). Auf der anderen Seite wurde
die Zdlzyklusanalyse mit pRK5-repp86-transfizierten Zelen, also mit repp86-
Uberexprimierenden Zellen, durchgefiihrt (Abb. 4, repp86). In dieser Zellpopulation waren
ca 50% der Zdlen transfiziert (Ergebnis der Immunzytochemie), so dal} sie aus ener
Mischung transfizierter und nicht-transfizierter Zellen bestand. Da die repp86—Expression in
nicht-transfizierten HEK293-Zellen nur schwach ist, konnte se in der durchfluf3
zytometrischen Auswertung vernachléssigt werden. Hier wurde sowohl die Zellgesamtheit
(Abb. 4, repp86 [ale Zdlen]) als auch der Antell der repp86-exprimierenden Zellen (Abb. 4,
repp86 [transfizierte Zellen]) gesondert ausgewertet.
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Der Effekt der G2/M-Phasenarretierung: Die durchfluf3zytometrische Auswertung ergab, daf
repp86-Uberexprimierende Zellen bereits 24 h nach der Transfektion eine signifikante
Arretierung in der G2/M-Phase’ des Zdlzyklus im Vergleich zu den pRK5-transfizierten
Kontrollzellen zeigten (Abb. 4). Lediglich 13% der repp86-Uberexprimierenden Zellen
befanden sich in der G1-Phase des Zdlzyklus (Kontrolle: 41 %). Die S-Phase wurde in 30 %
der repp86-uberexprimierenden Zellen nachgewiesen (Kontrolle: 28 %). Rund 54,5 % der
repp86-lUberexprimierenden Zellen befanden sich in der G2/M-Phase (Kontrolle: 29 %).

pRK5 repp86  repp86

(alle Zellen) ' | (transfizierte Zellen)
‘ G2
= GEm =En =2 24 h
41 28 28 1 a2 M 13 30 548 2
G1
G1
=2n sﬁmﬂ =in <2n Gam >2n <2n  G1 G2M >2n 48 h
. w
(%] 1 45 2 H/ 1 1 30 24 36 9 0.5 6 14585 23

<Zn | Gam  =In Ew ‘*Eﬂ <n Gl QoM =2
n E =i 72 h
| 7 KT

25 47 28 2( 2.5 15 11 1 ™

Abbildung 4: Zellzyklusanalyse der repp86-Uberexprimierenden HEK-293-Zellen. pRK5: HEK293-Zd len
wurden als Kontrolle mit dem insertfreien Vektor pRK5 transfiziert; repp86 [alle Zellen]: FACS-Anayse des
Zdlzyklusstatus in der gesamten Zdlernte; repp86 [transfizierte Zellen]: FACS-Analyse des Zdlzyklusstatus in
repp86-uberexprimierenden Zellen. Von oben nach unten: Zeitpunkt der Analyse nach 24, 48 und 72 h nach
Transfektion. Uber den jeweiligen Diagrammbereichen wurden die Zellzyklusphasen G1, S und G2/M vermerkt.
<2n und >2n: DNA-Gehalt; formal = 2n in der Prophase der Mitose. Unter den Diagrammen ist die prozentuale
Auftellung der Zellen auf die Zelzyklusphasen, bezogen auf die untersuchte Zellgesamtheit, zu finden.

Nach 48 h wurden die Verdnderungen im Status des Zellzyklus deutlicher. Nur noch 6 % der
repp86-lberexprimierenden Zellen befanden sich in der G1-Phase (Kontrolle: 45 %). Der

1 G2/M-Phase: In durchfluRzytometrischen Analysen sind Zellen in G2 und M wegen des gleichen DNA-Gehalts
nicht unterscheidbar.
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Antell der S-Phase-Zdlen (14,5 %) ging im Vergleich zum Wert der 24 h-Inkubation (30 %)
deutlich zurick. Der Antell der in der G2-/M-Phase arretierten Zelen erreichte 56 %
(Kontralle nach 48 h: 26 %). Nach 72 h war die repp86-uberexprimierende Zelpopulation im
Vergleich zu der analysierten Gesamtzellzahl deutlich dezimiert (Abb. 4, repp86 [transfizierte
Zdlen], 72 h), was auf ein Absterben der Zdlen hindeutet. Der nicht-transfizierte Zelanteil
stellte die Hauptmasse der Uberlebenden Zellen dar (Abb. 4, repp86 [alle Zdlen)).

Der Effekt der Polyploidie: Der Prozentsatz polyploider Zellen (DNA-Gehalt > 2n) unter den
repp86-Uberexprimierenden Zelen wuchs kontinuierlich mit der fortschreitenden Inkubations-
zeit (Abb. 4, repp86 [transfizierte Zellen]). 24 h nach der Transfektion waren 2 % der Zellen
polyploid (Kontrolle: 1 %). Nach 48 h lag der Zdlanteil mit erhthtem DNA-Gehalt bereits bel
23 % (Kontrallzdllen: 1 %), wéahrend nach 72 h fast ein Drittel (71 %) der noch |ebenden
Zelen polyploid war (Kontrolle: 2,5 %).

Aus dem Zdlzyklusstatus der Kontrollzellen wurde ersichtlich, dal3 die Transfektion mit dem
insertfreien Vektor pRKS5 das natirliche Zelwachstum nicht negativ beeinflut. Die
Veranderungen im Zelzyklus der repp86-Uberexprimierenden Zellen gehen also auf das
Uberschiissige repp86 zurlick. Die Ergebnisse der Untersuchung lassen vermuten, dal3 die
G2/M-Phasenarretierung der Zellen eine direkte Folge der repp86-Uberexpression ist. Die
daraus resultierende Polyploidie deutet darauf hin, dald eine korrekte Verteilung der
Chromosomen nicht mehr gewahrleistet ist.

Um die Morphologie der repp86-tberexprimierenden Zellen zu studieren, wurden COS7-
Zélen, die eine bessere Morphologie in der Doppedimmunfluoreszenzfarbung als HEK293-
Zdlen aufweisen, mit pRK5-repp86 transent transfiziert (3.4.4). Nach 72 h Inkubation mit
dem Ki-S2-Uberstand wurde repp86 mittels fluoreszenzmarkiertem sekundéren Antikorper
(FITC-Ziege-anti-Maus, Abb. 5 (B), griin) nachgewiesen. Die DNA wurde mit Propidium-
jodid gefarbt (Abb. 5 (A), rot).

repp86-Uberexprimierende COS7-Zdlen wiesen deutliche Veranderungen in der Morphologie
der Zelkerne auf. Wahrend die DNA in nicht-transfizierten Zelen in runden und
unauffélligen Zellkernen organisiert war (Abb. 5 (C) rot fluoreszierende Zellkerne), wiesen
repp86-Uberexprimierende Zellen (Abb. 5 (C), gelb) lappenartige bis multiple Kernstrukturen
auf, die auf Stérungen bei der Chromosomenverteilung hinweisen. Diese Stérungen konnten
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eine Erklarung fur die Arretierung von HEK293-Z€llen in der M-Phase des Zdl lzyklus sowie
fur das vermehrte Auftreten von Zellen mit erhéhtem DNA-Gehalt sein.

A

Abbildung 5: Doppelimmunfluoreszenzfarbung der repp86-uberexprimierenden COS7-Zellen. (A) COS/-
Zdlkerne, DNA-Farbung mit Propidiumjodid (rot); (B) repp86-1mmunfluoreszenzfarbung mit Ki-S2-Uberstand
und FITC-markiertem Ziege-anti-Maus-Antiserum (griin); (C) Farbungen aus (A) und (B) zusammengel egt;

Bereiche der Rot/Griin-Uberlagerung sind gelb. repp86-liberexprimierende Zellen zeigen eine verdnderte
Zdlkernmorphologie.
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4.4 Humanes repp86 kosedimentiert mit Mikrotubuli in vitro

Die zu beobachtende Kolokalisation von repp86 und den Mikrotubuli des Spindel apparates in
Doppeimmunfluoreszenzexperimenten lieferte erste Hinweise, dal3 repp86 mdglicherweise
mit den Mikrotubuli interagiert (Heidebrecht et al., 1997b). Um diese Vermutung zu
verifizieren, wurde ein Mikrotubuli-Bindungsassay (3.3.7) durchgefiihrt.

Erlauterung des Verfahrens: Die Versuchsanordnung beginnt mit der in vitro-Polymerisation
von Tubulin. Die daraus resultierenden Mikrotubuli werden mit einem Kandidatenprotein
inkubiert. Findet ene Interaktion statt, dann kommt es wéhrend enes Ultra
zentrifugationsschrittes zur Kosedimentation beider Proteine. Im anderen Fall kann davon

ausgegangen werden, dal? eine Interaktion nicht wahrscheinlich ist.

Experimentelle Durchfuhrung: L428-Kernlysate mit endogenem repp86, aufgereinigtes GST-
repp86° und GST-repp86(sor7a7> Wurden mit taxolstabilisierten Mikrotubuli inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden die oben beschriebenen aufgereinigten Proteine ohne Mikrotubuli
inkubiert. Die sedimentierten Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen im
Proteinauftragspuffer gekocht und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Endogenes repp86 und
GST-repp86(1-747y Wurden in Western blots mit Ki-S2 nachgewiesen. Fur die Western blot-
Férbung von GST-repp86sni1-747) konnte der Antikdrper Ki-S2 nicht verwendet werden, weil
das Ki-S2-Epitop im N-terminalen Bereich von repp86 liegt. Deshalb wurde GST-repp86(so1-
7a7y mit dem polyklonalen Ziege-anti-GST-Serum geférbt. Zur Kontrolle der Protein-
expression wurden folgende Zellysate im Western blot geférbt: i) L428-Zellysat als repp86-
Kontrolle (Abb. 6 (A) ,repp86") und ii) bakterielles Zellysat aus GST-repp86so1-747)-
Uberexprimierenden BL21-Zellen (Abb.6 (B) , GST-repp86(s01-747)”)-

Ergebnisse der Kosedimentation: Die densitometrische Auswertung ergab, dal’ 45 % des
endogenen repp86 und 75 % des rekombinanten GST-repp86 an die in vitro polymerisierten
Mikrotubuli gebunden waren (Abb. 6). Ebenso kosedimentierten tiber 35 % des C-terminalen
rekombinanten repp86-Bereichs (GST-repp86o01-747) mMit den Mikrotubuli. Als Negativ-
kontrolle wurden repp86 und die rekombinanten repp86-Proteine in Abwesenheit von in vitro

2 GST-repp86: rekombinantes Protein, bestehend aus Glutathion-S-Transferase (GST)- und repp86-Sequenz
dGsT -repp86s01-747): Diein den Klammern aufgefiihrten Zahlen stehen in dieser Arbeit fur die exprimierten
Aminosauren des betreffenden Proteins.
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polymerisierten Mikrotubuli ultrazentrifugiert. In den Proteinprézipitaten wurden weder

repp86 noch rekombinante repp86-V arianten nachgewi esen.
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Abbildung 6: Mikrotubuli-Bindungsassay. Endogenes repp86 (A) und bakteriell exprimiertes GST-repp86 (A)
bzw. GST-repp86oi-747y (B) wurden mit und ohne taxolstabilisierte Mikrotubuli (MT) inkubiert und
ultrazentrifugiert. (A) Postivkontrolle: endogenes ,repp86" im Kernlysat von L428; ,S. repp86+MT*:
kosedimentiertes endogenes repp86 aus L428 nach Inkubation mit MT; ,,S: GST-repp86+MT*: kosedimentiertes
GST-repp86 nach Inkubation mit MT; ,S. GST-repp86 ochne MT*: GST-repp86 wurde ohne MT nicht
sedimentiert. (B) Positivkontrolle: ,, GST-repp86so1-747)° aus Bakterienlysat; ,,S: GST-repp86so1-7an+MT":
kosedimentiertes repp86so1.747y Nach Inkubation mit MT; ,S: GST-repp86o-747y ohne MT": bakteriell
exprimiertes repp86(so1-747) Sedimentierte nicht ohne MT. Grolenstandard war High M. W. Standard Mixture.

Die Kosedimentationsergebnisse wiesen also auf eine direkte Interaktion zwischen repp86
und den Mikrotubuli in vitro hin. Mit der Kosedimentation des rekombinanten GST-
repp86(so1-747) erfolgte eine Einengung des moglichen mit Mikrotubuli interagierenden
repp86-Bereiches auf die Aminosduren 601 bis 747. Es wird vermutet, dald die in diesem
Bereich postulierte coiled coil-Doméne die Interaktion zwischen repp86 und den Mikrotubuli

vermitteln konnte.
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4.5 Identifizierung von SIAH2 als Interaktionspartner von repp86 im Yeast
Two-Hybrid-Experiment

In Experimenten des Yeast Two-Hybrid-Systems sollten potentielle Bindungs- bzw.

Interaktionspartner von repp86 identifiziert werden.

Prinzip und Besonderheiten der Methode: Die Yeast Two-Hybrid-Methode dient im
wesentlichen der Detektion relativ schwacher und transienter Protein-Protein-Interaktionen,
die in biochemischen Systemen nicht immer nachgewiesen werden kénnen (Guarente, 1993;
Estojak et al., 1995). Untersuchungen haben gezeigt, da® mit dem GAL4-System (s.u.)
Proteininteraktionen mit Dissoziationskonstanten von und Uber Kq = 70 uM nachgewiesen
werden kénnen (Yang et al., 1995).

Promotoren verschiedener Hefestdmme, insbesondere die der Strukturgene, bestehen in der
Mehrheit der Félle zumindest aus einer Konsensus-TATA-Box (Minimalpromotor), die nicht
nur den Transskriptionsstart sondern auch das Ausmal? der basalen Expression bestimmt. Die
Aktivitét des Minimalpromotors wird durch cis-Elemente in der DNA-Sequenz beeinflufit, zu
denen Binde- und Interaktionsstellen fur Transkriptionsfaktoren und andere trans-wirkende
regulatorische Proteine zéhlen. Von einem cis-Element, dem UAS (,upstream activating
sequence”) wird beim Entwurf der Reportergenregulation im rekombinanten Hefestamm
AH109 Gebrauch gemacht. Das cis-Element wird von spezifischen Transkriptionsfaktoren
erkannt und verstarkt die Transkription der stromabwarts liegenden TATA-Regionen (Guthrie
und Fink, 1991; Hedot, 1992; Stargell und Struhl, 1996; Pringle et al., 1997).

In vivo und in Anwesenheit von Galaktose bindet das trans-wirkende Protein GAL4 an
GAL4-responsive UAS-Sequenzen und aktiviert die Transkription von Genen, die in den
Galaktosemetabolismus involviert sind. GAL4 besteht im wesentlichen aus zwei
funktionellen Doménen. Die DNA-Bindedoméne erkennt die spezifischen UAS-Sequenzen,
wahrend die Aktivierungsdomane mit Komponenten des RNA-Polymerase |1-Komplexes
interagiert und damit die Transkription initiiert. Die Aktivierung der Transkription findet auch
dann statt, wenn die Doméanen auf zwei verschiedenen Fusionsproteinen lokalisert sind,
solange beide Fusionsteile miteinander interagieren und dadurch ene réumliche N&he
zwischen den GAL4-Doménen schaffen. Jede Domane fur sich ist jedoch nicht befahigt,
Gentranskription zu aktivieren (Brent und Ptashne, 1985; Ma und Ptashne, 1988).
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Yeast Two-Hybrid System 3 (Fa. Clontech): Der Testorganismus Saccharomyces cerevisiae
AH109 ist auxotroph fur Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin. AH109 exprimiert kein
funktionelles GAL4 und kein GAL80, so dal3 die Reportergene HIS3, ADE2, MEL1 und lacZ,
die unter der Kontrolle der GAL4-responsiven UAS-Sequenzen stehen, nicht endogen
aktiviert werden konnen.

In der experimentellen Durchfihrung wird das ,, Koderprotein® repp86 als Fusion mit der
GAL4-DNA-Bindedoméane (GAL4-BD) und dem c-Myc-Epitop aus dem Expressionsvektor
pGBKT7 exprimiert. Der Vektor trégt u.a. einen Autotrophiemarker fir Tryptophan
(Tryptophansalektion) und das Kanamycin-Resistenzgen fur die Selektion in E. coli. Das
exprimierte Fusionsprotein enthélt ein nukleéres Lokalisationssignal, das im pGBKT7-Vektor
vor dem Gen fir GAL4-BD kodiert wird und den Transport des Fusionsproteins in den
Zdlkern reguliert. Weitere Eigenschaften von pGBKT7 konnen aus der Vektorkarte
entnommen werden (9.2.2).

Der gesuchte Interaktionspartner wird aus dem cDNA-Bibliothekvektor pACT2 as Fusion mit
der GAL4-Aktivierungsdomane (GAL4-AD) und mit dem Hamagglutininepitop exprimiert.
Der Vektor trégt den Autotrophiemarker fur Leucin (Leucinseektion) und das (3
Lactamasegen fur die Ampicillinselektion in E. coli. Weitere Eigenschaften von pACT2
konnen aus der Vektorkarte entnommen werden (9.2.1).

Werden beide Konstrukte in AH109 exprimiert und interagieren das , Koder-“ und das
Bibliotheksprotein miteinander, so verbinden sich beide GAL4-Doménen zum funktionellen
Regulatorprotein, welches mit den GAL4-spezifischen UAS interagiert und die Reportergene
aktiviert. Die Selektion der Positiven erfolgt auf Substraten mit hoher Stringenz sowohl Gber
die rekongtituierte Autotrophie fir Adenin und Histidin als auch Uber die Blauféarbung der
Kolonien und der umgebenden Agarschichten aufgrund der Expression von a-Galaktosidase
(Abb. 7).
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Abbildung 7. Schematische Darstellung des Yeast Two-Hybrid-Systems in S. cerevisae AH109. Die
Expressionsvektoren pGBKT7 und pACT2 mit den jeweiligen cDNA-Inhalten werden in AH109 sequenziell oder
simultan transformiert. GAL4-DNA-Bindedoméne (GAL4-BD), das c-Myc-Epitop (nicht eingezei chnet) und das
» Koderprotein® werden als ein Fusionsprotein vom Vektor pGBKT7 exprimiert. Vom Vektor pACT2 werden das
nukledre Lokalisationssignal (nicht engezeichnet), die GAL4-Aktivierungsdoméne (GAL4-AD), das
Hamagglutininepitop (nicht eingezeichnet) und ein zufélliges Protein aus der cDNA-Bibliothek exprimiert. Im
Fale ener Interaktion zwischen dem , Kdderprotein® und dem Bibliothekprotein kommt es zu einer
Rekongtitution eines funktionellen GAL4-Regulators infolge der Interaktion zwischen GAL4-BD und GAL4-
AD. Der Proteinkomplex bindet mittels GAL4-BD/AD an GAL4-UAS, wodurch die Reportergene lacZ, MEL1,
ADE2 und HIS3 aktiviert werden. Die Sedektion der positiven Klone erfolgt Uber Adenin- und
Histidinautotrophie sowie tiber die a-Galaktosidaseaktivitét. Schema verdndert nach Fa. Clontech.

45.1 Titerbestimmung und Amplifikation der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek

In der unter 3.2.16 beschriebenen Prozedur wurde der Titer der Lymphknoten-cDNA-
Bibliothek in pACT2 in E.coli BNN132 mit 1,88x10°KBE*ml bestimmt. Die
BibliothekgroRe belief sich auf 3,5 x 10° unabhéngige Klone. Auf Empfehlung des Herstellers
sollte die dreifache Menge an unabhangigen Klonen (1,05 x 107) amplifiziert werden, um
sicherzustellen, dal3 die vollstandige Bibliothek durchmustert wird.

Dasin der Amplifikation enzusetzende Bibliothekvolumen ergab sich aus der Berechnung:
1,05 x 10’ [KBE] / 1,88 x 10° [KBE/mI] = 5,6 .
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Nach der Berticksichtigung des Klonverlustes von ca. 15 % beim Auftauen der Bibliothek
wurden letztlich 6,5pul der Bibliothek auf 300 Platten mit 15cm Durchmesser zu je
35000 KBE/P atte amplifiziert. Insgesamt wurden 1,35 mg pACT2-Konstrukte isoliert.

4.5.2 repp86 wirkt wachstumshemmend in AH109

Mit Hilfe der Yeast Two-Hybrid-Methode sollten Interaktionspartner von repp86 identifiziert
werden. Als,, Koderprotein® wurde hierbel zuerst das gesamte repp86-Protein verwendet. Der
kodierende Bereich von repp86 mit der Lénge von 2241 Basenpaaren wurde aus dem Vektor
pPGEX-6P-1 (zur Verfugung gestellt von Dr. M. Pollmann, Inst. fir Hamatopathologie, Kiel)
ausgeschnitten und in den Vektor pGBKTY7 kloniert.

Manche , Koderproteing® verfiigen Uber intrinsische DNA-Bindungseigenschaften, die fur
eine autonome Aktivierung der Reportergene verantwortlich sein konnen. Um diese
Maoglichkeit auszuschlief3en, wurde S. cerevisiae AH109 in der Anfangsphase des Yeast Two-
Hybrid-Experiments alein mit pGBKT7-repp86 (Tryptophan-Autotrophie) transformiert
(3.2.17). Die Transformanten wurden auf Substraten mit niedriger (SD-Agar/-W/+X-a-Ga
und SD-Agar/-W/-L) und hoher Stringenz (SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal)’ plattiert. Auf
den Substratkombinationen SD-Agar/-W/-L und SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal erfolgte
kein Wachstum. repp86 verursachte also keine autonome Aktivierung der Reportergene. Auf
dem niedrigselektiven Substrat (SD-Agar/-W/+X-a-Gal, Tryptophan-Autotrophie) fiel auf,
dafd sich die einzelnen Kolonien in Grof3e (@ 0,2 bis 3,0 mm) und Pigmentierung (weil3 und
braunlich) unterschieden. Laut Hersteller (Fa. Clontech) sind lediglich 1 bis 2% der
plattierten Kolonien weild und klein (@ < 1 mm). Dieser veranderte Phanotyp der Kolonien ist
auf spontane Mutationen zurtickzuftihren, die zum Verlust der Mitochondrienfunktion fihren.
Der Prozentsatz kleiner weil3er und leicht pigmentierter Kolonien auf dem Testsubstrat war

aber deutlich hoher (ca. 30 %), was auf eine Unregelmaldigkeit im Experiment hinwies.

In insgesamt 6 Western blots mit je 10 representativen AH109-Kolonien konnte die
Expression von GAL4-BD-repp86 weder mit dem anti-c-Myc-Antikérper noch mit dem
repp86-spezifischen Antikorper Ki-S2 nachgewiesen werden. Zur schnelleren Durch-
musterung einer groferen Anzahl von Kolonien wurde anschlief3end die Technik der APAAP-

* KBE = Kolonie-bildende Einheiten
® SD-Agar/-W/-L/-H/-Adel+X-a-Gal: salektives Agarsubstrat ohne bestimmte Aminoséuren, diein dieser Arbeit
stetsim Ein-Buchstaben-Code (s. 9.1.1) angegeben werden.
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Farbung eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden pGBKT7-repp86-transformierte AH109-Zellen
in Flussigkulturen (SD/-W) vermehrt. Aus den Zellen wurden Paraffinpréaparate erstellt, die
mit dem repp86-spezifischen Antikorper Ki-S2 gefarbt wurden. Bel der Durchmusterung
wurde schlieffdlich ein AH109-Transformant identifiziert, bel dem die APAAP-Farbung des
Paraffinschnittes mit dem Antikérper Ki-S2 ein positives Signal (GAL4-BD-repp86*) ergab
(Abb. 8).

25§

Abbildung 8: Expression von GAL4-BD-repp86* in AH109. Aus AH109-Kulturen wurden Paraffinschnitte
angefertigt, die mit Ki-S2 und im APAAP-Verfahren geférbt wurden. (A + B) AH109 mit GAL4-BD-repp86*.
GAL4-BD-repp86* wird aufgrund des nukleéren Lokalisationssignals vorwiegend im Zellkern akkumuliert (rot
gefarbte Zellen). Blau geférbte Zellen sind nicht angeschnittene Zellen, die den priméren Antikérper Ki-S2 nicht
aufgenommen haben. (C) Untransformierte AH109-Zellen al's Negativkontrolle.

Der GAL4-BD-repp86*-positive AH109-Klon wurde in Flussgkultur in SD/-W vermehrt.
Nach der Plasmidisolierung und Plasmidamplifikation in E. coli XL1 Blue wurde dasisolierte
pGBKT7-repp86-Konstrukt sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dald das Konstrukt eine
Deletion von zwei Nuklectiden in der repp86-Sequenz beinhaltete, woraus eine Verschiebung
des Leserasters und die Entstehung eines neuen Stopcodons TAA resultierten (Abb. 9 (A)),
obwohl die Sequenzierung des zur Hefetransformation benutzen pGBKT7-repp86-
Konstruktes die Richtigkeit der repp86-Sequenz bestdtigte. Die Sequenzierung des
Originalkonstruktes wurde wiederholt. Es wurden keine Sequenzfehler identifiziert. Das in
AH109 exprimierte Teilstick von repp86 bestand aus 293 korrekten N-terminalen
Aminosauren, auf welche vier veranderte Aminosauren infolge der Leserahmenverschiebung
folgten (GAL4-BD-repp86* = GAL4-BD-repp86(1-203+4)). Aus dem GAL4-BD-repp86 1-203+4)-
exprimierenden Hefeklon wurden anschlief3end Proteinextrakte angefertigt. Die Expression
der verkirzten Variante von repp86 wurde in der Western blot-Farbung mittels Ki-S2, dessen
Epitop im N-terminalen Bereich von repp86 liegt, nachgewiesen (Abb. 9 (B)).
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Abbildung 9: Veranderung desrepp86-L eserahmensin pGBK T 7-repp86;.203+4) aufgrund der Deletion von
zwei Nukleotiden und Nachweis der Expression in AH109. (Al). Ausschnitt aus der korrekten repp86-
Nukleotidsequenz mit den korrespondierenden Aminosduren 291 bis 300 im Ein-Buchstaben-Code. TC:
Nukleotide, die im Konstrukt pGBKT7-repp86(:-203:4) (A2) fehlen. Die Leserahmenverschiebung resultiert in der
Expression von 293 N-terminalen repp86-Aminosduren und vier verénderten Aminosduren (grau unterlegt) und
in der Entstehung eines neuen Stopcodons TAA. (B) Western blot-Farbung mit anti-c-Myc; ST: Proteingrofzen-
Standard MultiMark® Multi-Colored Standard; repp86(; 20s+4): Immunnachweis der Expression von GAL4-BD-
repp86(1203+s, AH109. Proteinextrakt aus untransformiertem AH109 as Negativkontrolle; K: p53:
Immunnachweis von GAL4-BD- p5372-300) bei 54,8 kDain AH109, transformiert mit pGBKT7-53 und pGADT7-
T, (*) GAL4—BD-repp86(1_293+4) bei 55,5 kDa.

Der isolierte AH109-Klon exprimierte also eine durch Deletion zuféllig entstandene verkiirzte
Version von repp86, in der die 454 C-terminalen Aminosduren fehlten. Auf der anderen Seite
wurden keine Hefekolonien isoliert, die das gesamte repp86-Protein exprimierten.
Kontrolltransformationen mit dem insertfreien Vektor pGBKT7 zeigten, dal3 die Hefezellen
normal wuchsen und daf3 die Expression der kodierten Peptide (GAL4-BD und c-Myc-Epitop)
nicht unterbunden war. Der Vorgang der Transformation war also nicht die Ursache der
Wachstumshemmung. Aus den Versuchsergebnissen (veranderte Morphologie der Kolonien
und negative Western blots) wurde geschlossen, dal’ das Uberexprimierte vol Istandige repp86-
Protein eine Wachstumshemmung der Hefezellen verursachte. Die verkirzte Version GAL4-
BD-repp861-203+4y Wurde in AH109 exprimiert und wirkte sich nicht wachstumshemmend aus.
Unter diesem Aspekt konnten die fehlenden 454 C-terminalen Aminosauren eine Doméne
beinhalten, die fur die Wachstumshemmung verantwortlich war. Im Hinblick auf die
Tatsache, da? S cerevisae AH109 zumindest den N-terminalen Bereich von repp86
exprimierte und dabei keine Wachstumshemmung aufwies, wurde das in Abbildung 9 (2)
dargestellte Konstrukt bei der Durchmusterung der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek
verwendet, um Interaktionspartner fir den N-terminalen Bereich von repp86 zu finden.
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45.3 GAL4-BD-repp861-293+4) interagiert mit SIAH2-Bibliothekkonstrukt

Durchmusterung der Lymphknoten-cDNA-Bibliothek: Der AH109-Klon mit dem repp86-
Konstrukt pGBKT7-repp(i-203+4y Wurde in Fussgkultur in SD/-W vermehrt, mit 0,7 mg
PACT2-Lymphknoten-cDNA-Bibliothek transformiert und auf Substraten mit hoher Stringenz
plattiert (3.2.18). Insgesamt wurden 200 Klone als vorerst positiv klassifiziert. Nach der
Erstellung von Dauerkulturen erfolgte die unter 3.2.20 beschriebene Prozedur der
Plasmidisolierung, Transformation und Amplifikation in E. coli XL1 Blue (3.2.8; 3.2.10),
Plasmidverdau mit EcoRV und Xho!l (3.2.13) und Sequenzierung (3.2.14). DNA-
Sequenzvergleiche mit den Datenbankeintréggen wurden mit dem Programm BLAST
durchgefthrt (Altschul et al., 1997).

Unter insgesamt 82 sequenzierten pACT2-Konstrukten wurden acht Klone mit der
unvollstdndigen cDNA-Seguenz von ,,seven in absentia Drosophila homolog 2* (SIAH2) mit
der Lénge von ca. 1900 Nukleotiden gefunden, die alle im korrekten Leserahmen inseriert
waren. Die Sequenzanalyse ergab, dal3 diese pACT2-S AH2-Konstrukte fur die C-terminalen
SIAH2-Aminosauren 99 bis 324 kodierten (pACT2-S AH2(g9.304) Und das Stopcodon TGA
enthieten. SIAH2 wurde als ein Protein, das zur Familie der RING-Finger-Proteine gehort
und die Aktivitat einer E3-Ubiquitinligase (5.2.1, 5.2.2) besitzt, charakterisert (Hu et al.,
1997a). Die mogliche Interaktion zwischen repp86 und SIAH2 wird in der vorliegenden
Arbeit zum ersten Mal beschrieben. Die RING-Finger-Doméne wird in SIAH2 von den
Aminosduren 78 bis 115 gebildet und war in den Konstrukten der Lymphknotenbibliothek
nicht vollstdndig enthalten. Die Doméne und der darauf folgende C-terminale Bereich von
SIAH2 sind in Drosophila, in M. musculus und im Menschen hochkonserviert (diskutiert in
5.5.1).

Zur Verifizierung des Interaktionsergebnisses zwischen GAL4-BD-repp86 und GAL4-AD-
SIAH2 wurden pACT2-SIAH2(g9.304) UNd pGBKT7-repp86(1-293+4) in AH109 Kkotransformiert
und auf Substraten mit niedriger und mit hoher Stringenz plattiert. Die Transformanten
zeigten beim Wachstum auf dem Substrat mit hoher Stringenz eine eindeutige starke
Blauférbung, die auch in den umgebenden Agarschichten vorhanden war (Abb. 10 (A) und
(B)). Das Ergebnis zeigte, dal? die Reportergene aktiviert wurden, was auf eine Interaktion der
beiden Fusionsproteine hindeutete. Als Positivkontrolle wurden pGBKT7-53 und pGADT7-T,
die fur Fusionen der GAL4-Doméanen mit den miteinander interagierenden Proteinen Maus-
P53(72-3090) und SV 40 large T-antigensa-7os) kodieren, kotransformiert (Abb. 10 (C)).
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Positive Hefekolonien wurden im hochselektiven Flissigmedium (SD/-W/-L/-H/-Ade)
vermehrt. Nach dem Aufschlul? der Hefezellen und der Proteinextraktion wurden die
exprimierten Fusionsproteine mit dem monoklonalen Maus-anti-c-Myc-Antikérper und dem
polyklonalen Kaninchen-anti-HA-Serum als Primérantikorper markiert (Abb. 10 (D) und (E)).
In der Western blot-Farbung wurde die Expression beider Fusionsproteine in AH109
eindeutig nachgewiesen, wodurch eine Interaktion in Hefen bestétigt worden ist.
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Abbildung 10: Interaktion von GAL4-BD-repp86(i.203+49 Mit GALA4-AD-SIAHZ2ge324) in S. cerevisae
AH109. AH109 wurde mit pGBKT7-repp86(;.293+4y Und PACT2-SIAH2gq.304) Kotransformiert und (A) auf SD-
Agar/-W/-L und (B) auf SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal plattiert. Als Positivkontrolle fir eine Interaktion in
AH109 wurden pGBKT7-53 und pGADTY7-T kotransformiert (C), und auf SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Ga
plattiert. Proteinextrakte aus den oben genannten Transformanten und untransformierten AH109-Zellen wurden
im 4-12% SDS-Fertiggel aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Der Nachwels der
Expression der Fusionsproteine erfolgte mit dem monoklonalen anti-c-Myc-Antikorper (D) und mit dem
polyklonalen anti-HA-Antikorper (E). MG: GAL4-BD-repp86(1-203+4) bei 55,5 kDa, GAL4-BD-p53 bei ca. 54,8
kDa in (D); GAL4-AD-SIAHZgg.324) bei 43,6 kDa und GAL4-AD-large T-antigen bel 90,4 kDa (*) in (E).
AH109 in (D) und (E): Negativkontrolle aus untransformierten AH109-Hefen; ST: MultiMark® Multi-Colored
Sandard.
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4.5.4 DieExpression desvollstandigen GAL4-BD-repp86 in AH109 ist méglich, wenn
GAL4-AD-SIAH2(99.304) koexprimiert wird

Im Hinblick auf die Funktion von SIAH2 als E3-Ubiquitinligase sollte die Frage geklart
werden, ob die Interaktion zwischen GAL4-AD-SIAH2(99.324) Und dem vollsténdigen repp86-
Fusionsprotein die wachstumshemmende Wirkung von repp86 in AH109 aufheben kann. Die
Konstrukte pGBKT7-repp86 und pACT2-SIAH2(g9.324) Wurden in AH109 kotransformiert und
auf Substraten mit mittlerer (SD-Agar/-W/-L) und hoher Stringenz (SD-Agar/-W/-L/-H/-
Ade/+X-a-Gal) plattiert. AH109-Transformanten wuchsen auf beiden Substraten, wobel die
Kolonien keine auffalligen Abweichungen vom erwarteten Phanotyp zeigten. Offensichtlich
wurde die wachstumshemmende Wirkung von repp86 durch die Kotransformation
aufgehoben. Das Wachstum auf dem Substrat mit hoher Stringenz setzte eine Aktivierung der
Reportergene voraus, die nur bei einer Interaktion zwischen GAL4-BD-repp86 und GAL4-
AD-SIAH2(g9.324) stattfinden kann. Im folgenden sollte tberprift werden, ob das vollsténdige
repp86-Fusionsprotein und nicht nur eine zuféllig entstandene verkirzte Variante von repp86
(wie unter 4.5.2 beschrieben) in AH109 exprimiert wurde.
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Abbildung 11: Korrelation der Expression von GAL4-BD-repp86 mit der Expression des SIAH2gg 304
Fusionsproteins in AH109. (A) Western blot von drei representativen AH109-Klonen mit dem repp86-
spezifischen Antikérper Ki-S2. Die Hefeklone exprimieren das gesamte GAL4-BD-repp86 (1 bis 3) mit dem
theoretischen Molekulargewicht von 107,6 kDa. (B) Western blot gleicher Proteinextrakte mit dem Antikorper
Kaninchen-anti-HA zeigt, dal3 die Hefeklone das Fusionsprotein GAL4-AD-SIAH2(g9.324) (1 bis 3) mit dem
theoretischen Molekulargewicht von 43,6 kDa exprimieren. AH109: Negativkontrolle, untransformierter
AH109; K: L428-Kernlysat als Positivkontrolle fir den Western blot mit Ki-S2; L428-Zdllen exprimierten keine
Hamagglutininepitopein (B); ST: ProteingréRenstandard: MultiMark® Multi-Colored Standard.
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Proteinextrakte aus dre ausgewsdhlten pGBKT7-repp86- und pACT2-SAH2(99-324)-
transformierten AH109-Klonen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. In Western blots mit Ki-S2 bzw. anti-Hamagglutinin
wurde die Expression sowohl von GAL4-BD-repp86 in voller Lange als auch von GAL4-AD-
SIAH2 99304y Nachgewiesen (Abb. 11 (A) und (B)).

Zusammenfassend wurde in den hbisher durchgefihrten Yeast-Two-Hybrid-Experimenten
zundchst festgestellt, dal? die pGBKT7-repp86-transformierten AH109-Zellen kein
vollsténdiges Fusionsprotein exprimieren. Die durch ene Nukleotiddeletion zuféllig
entstandene verkirzte repp86-Version (GAL4-BD-repp86(i-203+4) Ohne den C-terminalen
Bereich wurde hingegen exprimiert. In diesem Zusammenhang scheint der C-terminale
Bereich von repp86 eine Funktion in AH109 zu besitzen, die das Wachstum der Zellen
negativ beeinflufdt. Diese Wirkung scheint gemindert oder gar aufgehoben zu sein, wenn
GAL4-BD-repp86 und der C-terminale Bereich des Interaktionspartners SIAH2 (GAL4-AD-
SIAH2(99.304)) ZUsAMMeN exprimiert werden.

455 GAL4-BD-repp86 interagiert mit GAL4-AD-SIAH2in AH109

Im folgenden sollte die Frage geklért werden, ob das vollstéandige SIAH2-Protein die gleiche
mindernde Wirkung bezlglich der postulierten Wachstumshemmung auf das repp86-
Fusionsprotein nach der Transformation in AH109 entfaltet.

Experimentelle Durchfiihrung: Der komplette kodierende Bereich der SIAH2-cDNA wurdein
den Vektor pGADT7 (pGADT7-SIAH2) kloniert. Als Matrize zur Herstellung der SIAH2-
cDNA-Amplifikate in der PCR wurde das Konstrukt IMAGp 998P24184 (RZPD, Berlin)
verwendet. Das hergestellte pGADT7-SIAH2-Konstrukt wurde zur Kontrolle sequenziert und
wies keine Sequenzfehler auf. pGBKT7-repp86 und pGADT7-SAH2 wurden in S cerevisiae
AH109 kotransformiert und auf Substraten mit mittlerer und hoher Stringenz plattiert
(Abb. 12). Auf dem Substrat mit hoher Stringenz (SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal)
wuchsen blaue AH109-Kolonien, die keine Abweichungen vom erwarteten Phéanotyp
aufwiesen. Die umgebenden Agarschichten wiesen ebenfalls eine Blaufarbung auf (Abb.
12 (2)). Das Ergebnis deutete eine Interaktion beider Fusionsproteine an.

Reportergenkontrolle: Parallel zu der oben beschriebenen Transformation wurde AH109 mit
pGADT/7-SIAH2 dlen transformiert und auf den Substraten SD-Agar/-L/+X-a-Gal
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(Plasmidselektion) und SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal (Reportergenaktivierung) plattiert.
In dieser Kontrolltransformation wurde kein Wachstum auf dem hochselektiven Substrat
beobachtet. Hefekolonien auf dem Substrat SD-Agar/-L/+X-a-Gal (Plasmidselektion) waren
normal pigmentiert und zeigten keine a-Gal aktos daseaktivitét. Die Reportergene wurden also
durch das SIAH2-Fusionsprotein nicht autonom aktiviert (Abb. 12 (3)).

Abbildung 12: Transformation von AH109 mit pGBKT7-repp86 und pGADT7-SIAH2. (1) Transformanten
auf Platten mit mittlerer Stringenz (SD-Agar/-W/-L) und (2) hoher Stringenz (SD-Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-
Gal). Das Fehlen der braunlichen Pigmentierung in (1) weist auf die Aktivierung der Reportergene hin. Auf dem
hochselektiven Substrat (2) zeigten die Transformanten eine ausgepragte a -Gal aktos daseaktivitét (Blaufarbung).
(3) AH109-Transformanten mit pGADT/-SIAH2 auf dem Substrat SD-Agar/-L/+X-a-Gal zeigen keine
Blaufarbung. Reportergene werden von GAL4-AD-SIAH2 nicht autonom aktiviert.

Expression der Interaktionspartner: Zwei der pGBKT7-repp86- und pGADT7-SIAH2-
transformierten Hefeklone wurden im hochsdektiven Flussigmedium vermehrt. Die
Expression der Fusionsproteine GAL4-BD-repp86 und GAL4-AD-SIAH2 in AH109 nach der
Kotransformation wurde im Western blot bestétigt (Abb. 13 (A1) und (B1)).

Kontrolltransformanten: Neben der oben beschriebenen Transformation wurde AH109
wiederholt mit dem pGBKT7-repp86 und dem Bibliothekkonstrukt pACT2-SAH2(g9-324)
kotransformiert, um die Ergebnisse des Vorversuchs (4.5.4) zu bestétigen. Auch hier wurden
zwei Klone im hochsdlektiven Flussigmedium vermehrt. Der Nachweis der Expression der
Fusionsproteine erfolgte ebenfalls im Western blot (Abb. 13 (A2) und (B2)).

In beiden SDS-Gelen wurden gleiche Volumina (25 pl) der jewelligen Proteinextrakte
aufgetragen. Die Expression von GAL4-BD-repp86 war schwacher als die Expression der
SIAH2-Fusionsproteine. Die Versuchsergebnisse zeigten, dal3 GAL4-BD-repp86 sowohl mit
dem Fusionsprotein GAL4-AD-SIAH2 als auch mit GAL4-AD-SIAH299.324) in S. cerevisiae
AH109 interagiert und dal3 die wachstumshemmende Wirkung des vollsténdigen repp86 auf
den Hefestamm durch die Interaktion aufgehoben zu sein scheint.
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Abbildung 13: Western blot zum Nachweis der Expression von GAL4-BD-repp86, GAL4-AD-SIAH2 und
GALA4-SIAHZ299.324) in S. cerevisiae. In (A) erfolgte der Nachweis von GAL4-BD-repp86 mit Ki-S2. In (B)
wurden die rekombinanten SIAH2-Proteine mit dem anti-HA-Antikorper markiert. Zwel ausgewdahlte Hefeklone
exprimierten GAL-BD-repp86 (A1) in voller Lange [(*) bei 107,6 kDa] und GAL4-AD-SIAH2 (B1) [55,3 kDd].
Zwei Kontrollklone exprimierten ebenfalls GAL-BD-repp86 (A2) in voller Lénge [(*) bel 107,6 kDa] und
GAL4-AD-SIAHZg9.324) [(B2) bei 43,6 kDa]. Als Positivkontrolle dienten die mit pGBKT7-p53 und pGADTY/-
large T-Antigen transformierten AH109-Zdllen [, K: p53" bei 54,8 kDa und ,, K: large T-AG" bel 90,4 kD4]. In
(B) ist die Expresson von GAL4-AD-large T-Antigen schwach ausgeprégt (**). Negativkontrolle:
untransformierte AH109-Zellen [AH109]. (ST): ProteingroRenstandard: MultiMark® Multi-Colored Sandard.

4.5.6 Bestimmung der interagierenden Doméanen von repp86 und SIAH2

Aus den unter 4.5.3 und 4.5.5 beschriebenen Experimenten mit dem Konstrukt pGBKT7-
repp86(1-293+4) QiNg hervor, dald die Fusionsproteine GAL4-AD-SIAH2 und GAL4-AD-
SIAH2(99.304y mit dem N-terminalen Bereich von repp86 interagieren. In weiteren
Experimenten sollte der N-terminale repp86-Bereich weiter eingeengt werden. Aul3erdem
sollte gepriift werden, ob diein den Analysen bisher nicht untersuchten C-terminalen repp86-
Tellbereiche eine Interaktion mit dem SIAH2-Fusionsprotein zeigen.

Es wurden pGBKT7-repp86-Konstrukte hergestellt, die fur N-terminale und C-terminale
Bereiche von repp86 kodierten. In Tabellel wurde eine Ubersicht der Konstrukte mit
Nukleotid- und Aminosaureangaben sowie den korrespondierenden theoretischen Molekular-
gewichten zusammengestellt. In folgenden Experimenten wurden die in Tabele?2
aufgefuhrten repp86-Konstrukte zusammen mit pACT2-S AH2(g9.304) 0der pGADT7-SAH2 in
AH109 transformiert, um den interagierenden Bereich von repp86 einzugrenzen bzw. um
andere Bereiche von der Interaktion auszuschlief?en (Abb. 14 (A)). Zuséizlich wurde eine
Reihe von Kontrolltransformationen durchgeftihrt.
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Tabelle 1: Klonierungsiibersicht der repp86-Teilsequenzen in pGBKT7. Die angegebenen Nukleotidzahlen
stehen im direkten Bezug zum repp86-Trandationsstartpunkt (AUG). In der dritten Spalte wurden die
korrespondierenden Aminosauren angegeben Die Molekulargewichte (MG) der Fusionsproteine, die aus repp86-
Teilsequenz, GAL4-BD, c-Myc-Epitop und einem Tel der ,multiple cloning site” bestehen, wurden in kDa
angegeben. In den letzten Spalten wurden die verwendeten PCR-Oligonukleotide und die enthaltenen

Restriktionsstellen vermerkt.

repp86- repp86- MG Restriktions PCR-

Konstrukt Nuklecotide AS (kDa) stellen Oligonuklectide
pGBKT7-repp86 (1-423) 1-1270 1-423 69,8 Xma |/ BamHI repplfor/reppVrev
pGBKT7-repp86 (1-276) 1-828 1-276 53,2 Xma | / BamHI repplfor/reppl Vrev
pGBKT7-repp86 (1-148) 1-444 1-148 38,3 Xma | / BamHI repplfor/repplllrev
pGBKT7-repp86 (67-276) 199-828 67-276 45,9 Xma |/ BamHI repplIfor/reppl Vrev
pGBKT7-repp86 (143-423) 425-1270 143-423 53,9 Xma |/ BamHI reppl|Ifor/reppVrev
pGBKT7-repp86 (270-559) 808-1677 270-559 55,0 Xmal / Pst| reppl Vfor/Coil Pstlrev
pPGBKT7-repp86 (418-559) 1251-1677 418-559 37,9 Xmal / Pst | reppVfor/Coil Pstirev
pGBKT7-repp86 (563-747) 1687-2244 563-747 42,9 Xmal / Pst| reppVIfor/Coil Pstlrev
pGBKT7-repp86 (651-747) 1951-2244 651-747 32,3 Nco | / Pst | CoilNcol NeuFor/Coil Pstlrev

Experimentelle Kontrollen: Die in Tabelle 2 aufgefiihrten repp86-Teilkonstrukte wurden
alen in S cerevisiae transformiert. Die alleinige Transformation der repp86-Teilkonstrukte
diente der Uberpriifung ihrer eventuellen autoaktivierenden Eigenschaften, welche die
mittelselektiven  und
hochsdektiven Substraten erfolgte kein  Zellwachstum, so da3 ene autonome

Ergebnisse der SIAH2-Interaktion verfaschen wirden. Auf

Reporteraktivierung durch die repp86-Fusionen ausgeschl ossen werden konnte.

Als weitere Kontrolle wurden die Konstrukte pGADT7-SIAH2 und pGADT7-S AH2(99-324)
zusammen mit dem insertfreien Vektor pGBKT7 in AH109 kotransformiert. Der insertfreie
pGBKT7-Vektor kodiert fur die Aminosduren der GAL4-DNA-Bindedoméne, des c-Myc-
Epitops und des Bereichs der ,,multiple cloning site“. Diese Kontrolltransformation sollte
zeigen, ob die GAL4-DNA-Bindedomane alein ausreicht, um mit GAL4-AD-SIAH2 positive
Signale im Yeast Two-Hybrid-System zu ergeben. Fur beide SIAH2-Konstrukte wurde kein
Wachstum auf hochselektivem Substrat festgestellt. Das Ergebnis bedeutete, dal3 die
Reportergene nicht aktiviert wurden, weil keine Interaktion zwischen den SIAHZ2-
Fusionsproteinen und der GAL4-DNA-Bindedomaéne stattgefunden hatte.

Zusatzlich wurden SIAH2-Fusionsproteine auf die Interaktion mit dem Fusionsprotein GAL4-
BD-Lamin C untersucht und ergaben keine Interaktion. Die Expression von Lamin C und
GAL4-DNA-Bindedoméane wurde in SIAH2-kotransformierten Hefen mittelselektivem
Medium (SD/-W/-L) im Western blot nachgewiesen (Abb. 14 (B)).

Ergebnisse der Interaktionsstudien: Die Interaktionen zwischen GAL4-BD-repp86i-203+4)
bzw. GAL4-BD-repp86 und GAL4-AD-SIAH2(g9.324) bzw. GAL4-AD-SIAH2 wurden bereits
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beschrieben (4.5.3; 4.5.4 und 4.5.5). Die Fusionsproteine GAL4-BD-repp86(1-423), -repp86(1-
276), und -repp86(:1-14) interagierten mit den Fusionsproteinen GAL4-AD-SIAH2(g9.304) UNd
GAL4-AD-SIAH2 in AH109, wéhrend alle anderen repp86-Teilbereiche keine Interaktion mit
den SIAH2-Fusionsproteinen zeigten. Der kleinste interagierende Bereich von repp86 bestand
aus den Aminosduren 1 bis 148 (GAL4-BD-repp86(1-145). Das unmittelbar Uberlappende
Konstrukt pGBKT7-repp86s7-276) zeigte keine Interaktion mit den SIAH2-Fusionsproteinen.
Mit diesem Konstrukt gelang die Einengung des fir die Interaktion mit SIAH2 notwendigen
repp86-Bereiches auf die Aminosauren 1 bis 67 (Abb. 14 (A)).

Mit Ausnahme von GAL4-BD-repp8670ss9) und GAL4-BD-repp86(ses.7a7y Wurde die
Expression aller anderen repp86-Fus onsprotei ne nachgewiesen (Abb. 14(B)). Die Expression
der beiden mit SIAH2-Fusionen interagierenden repp86-Fusionsproteinen GAL4-BD-repp86
und GAL4-BD-repp86(1-203+4) Wurde bereits unter 4.5.3, 4.5.4 und 4.5.5 beschrieben.
Hefetransformanten mit den Konstrukten pGBKT7-repp86270.559) Und pGBKT7-repp86(s63-747),
kotransfiziert mit den jeweiligen SIAH2-Konstrukten, wuchsen auf dem mittelselektiven
Substrat SD Agar/-W/-L (Plasmidselektion), waren jedoch auf dem hochselektiven Substrat
SD Agar/-W/-L/-H/-Ade/+X-a-Gal nicht wachstumsfahig. Je funf Transformantenkolonien
vom mittelselektiven Substrat wurden im mittelselektiven Flissigmedium (SD/-W/-L)
vermehrt. Die Expression der Fusionsproteine konnte im Western blot nicht nachgewiesen
werden, so dal3 davon ausgegangen werden mufdte, dal? eine plasmidunabhéngige Selektion in
der Hefekultur stattgefunden hatte. Moglicherweise sind die repp86-Bereiche, die von den
Konstrukten abgedeckt werden, fir die wachstumshemmende Wirkung des gesamten repp86-
Proteins auf AH109 verantwortlich. Im Falle einer Interaktion dieser beiden repp86-Bereiche
mit SIAH2 mifte sich der Effekt ener teilweise oder ganzlich aufgehobenen
Wachstumshemmung manifestieren, der flr das vollstdndige repp86-Fusionsprotein
beobachtet wurde (4.5.5). Da dieser Effekt nicht auftritt, kann davon ausgegangen werden,
dal3 SIAH2-Fusionsproteine weder mit GAL4-BD-repp86.705s9) noch mit GAL4-BD-
repp86ses-747) interagierten. Der aleinige Interaktionsbereich mit GAL4-AD-SIAH2 in der
repp86-Sequenz wirde demnach die Aminosduren 1 bis 67 enschlielfen. Alle anderen
Bereiche interagieren nicht mit GAL4-AD-SIAH2.
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Abbildung 14: Bestimmung des Bindungshereiches von repp86 bei der Interaktion mit den SIAH2-
Fusiongproteinen im Yeast Two-Hybrid. In (A) wurden GAL4-BD-repp86-Teilproteine mit der zugehdrigen
AS-Bezeichnung dargestellt, die mit GAL4-AD-SIAHZgg.324) 0der GAL4-AD-SIAH2 auf eine Interaktion hin
untersucht worden sind. Interagierende repp86-Fusionsproteine sind as graue Boxen dargestellt. Zusétzlich
wurden die Interaktionen mit (+)-Zeichen unter den SIAH2-Bezeichnungen vermerkt. Entsprechend wurde das
Fehlen einer Interaktion mit (-)-Zeichen angedeutet. Mit (?) vermerkte Proteinpaare ergaben im Yeast Two-
Hybrid keine Interaktion, aber die Expression der rekombinanten repp86-Proteine war im Western blot nicht
nachweisbar. Im oberen Bereich der Abbildung wurde ein Mal3stab fur die repp86-Aminosiuren eingefugt. In
(B) wurden Western blots der einzelnen repp86-Fusionsproteine und der Kontrollen zusammengestellt. (ST)
ProteingréRenstandard: MultiMark® Multi-Colored Sandard.

Die Fusionsproteine GAL4-BD-repp86(143-423y und GAL4-BD-repp86(418559) haben jedes fur
sich keine wachstumshemmende Wirkung, obwohl sie beide zusammengenommen den
Bereich von GAL4-BD-repp86(270.5509) abdecken. Moglicherweise befindet sich die fur die
postulierte Wachstumshemmung verantwortliche Doméne im Bereich der Uberlappung der
Nachbarkonstrukte.
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4.6 Interaktion von repp86 und SIAHZ2 in transfizierten HEK293-Zellen

Dieim Yeast Two-Hybrid-Experiment erzielten Ergebnisse lieferten Hinweise auf eine direkte
Interaktion zwischen repp86 und der E3-Ubiquitinligase SIAH2. Die Interaktion schien die
wachstumshemmende Wirkung von repp86 in Hefezellen aufzuheben. Die Ergebnisse sollten
in  Koimmunprazipitationsexperimenten verifiziert werden. Die Technik der Koimmun-
préazipitation wird zum Nachwels von Protein-Protein-Wechsdwirkungen eingesetzt. Aus
einer Losung, die neben dem Antigen auch das mit dem Antigen interagierende Protein
enthadlt, werden mit Hilfe des antigenspezifischen Antikérpers Interaktionskomplexe beider
Proteine Uber die Affinitét des Antikorpers zu dem an Sepharose gebundenen Protein A
prazipitiert. Die enzelnen Komponenten des Komplexes werden im Western blot
nachgewiesen. Die experimentelle Ausfiihrung wurde unter 3.3.1 beschrieben.

Konstruktherstellung: Der kodierende Bereich der repp86-cDNA wurde in den Expressions-
vektor pRKS kloniert (PD S. Adam, Inst. fir Immunologie, Kid). SIAH2-cDNAS wurden in
den Expressionsvektor pFLAG-CMV2 kloniert. Zur Herstellung aller SIAH2-Konstrukte
wurden die zu inserierenden Bereiche mittels PCR amplifiziert. Als Matrize diente hierzu der
Klon IMAGp998P24184 (Deutsches Ressourcenzentrum fur Genomforschung GmbH, RZPD,
Berlin), der die gesamte kodierende humane SIAH2-cDNA enthiet. Mit dem Konstrukt
pFLAG-CMV2-SIAH2 wurde eine Mutagenese (3.2.15) zur Einfuhrung eines Stopcodons
stromabwarts des letzten kodierenden Nukleotidtriplets mit Hilfe des QuickChange® Ste-
Directed Mutagenesis Kits von Stratagene durchgefuihrt (Kunkel, 1985; Taylor et al., 1985;
Vandeyar et al., 1988). Der Klonierungsvorgang wurde unter 3.2.6 beschrieben. In Tabelle 2
wurde die Klonierungsiibersicht der SIAH2-(Teil)Sequenzen wiedergegeben.

Tabelle 2: Klonierungsiibersicht der SIAH2-(Teil)Sequenzen in pFLAG-CMV2. Zwei SIAH2-Konstrukte
beginnen mit dem ersten kodierenden Nukleotid der SIAH2-cDNA.. Die angegebenen Nukleotidzahlen stehen im
direkten Bezug zum SIAH2-Trandationsstartpunkt. In der dritten Spalte wurden die korrespondierenden
Aminosduren angegeben. Molekulargewichte (MG) der Fusionsproteine (SIAH2-(Teil)Sequenzen und FLAG-
Epitop) wurden in kDa angegeben. Weiterhin wurden die in den PCR-Oligonukleotiden enthaltenen
Restriktionsstellen angegeben. QuickChange: Mutagenese-Verfahren von Stratagene, Erléuterung im Text.

pFLAG-CMV2- SIAH2- SIAH2- MG Restriktions PCR-
Konstrukt Nukleotide AS (kDa) stellen Oligonuklectide
1-972 Hindl11/BamHI SIAH2FLAGfor/SIAH2FLAGrev
SIAH2 1-972+Stop 1-324 35,90 QuickChange SIAHMutFlagF/SIAHMutFlagR
SIAH2 (99-324) 292-975 99-324 26,36 Hindl11/BamHI FLsiahCfor/FLs ahCrev
SIAH2 (1-99) 1-297+Stop 1-99 10,86 Hindl11/BamHI SIAH2FLAGfor/FLsiahNrev
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4.6.1 Koimmunprazipitation von repp86 und FLAG-SIAH2

HEK?293-Zdlen wurden mit pRK5-repp86- und pFLAG-CMV2-SAH2 oder mit insertfreien
Vektorkontrollen pRK5 und pFLAG-CMV2 transfiziert (3.3.1.2). Nach 24 h wurden Zellysate
angefertigt. Das in HEK 293 Uberexprimierte repp86 wurde im Western blot mit dem repp86-
spezifischen Antikorper Ki-S2 nachgewiesen. SIAH2 wurde in HEK293 as en
Fusionsprotein mit dem kinstlichen Peptid FLAG exprimiert und im Western blot mit dem
anti-FLAG-Antikorper nachgewiesen.

Experimentelle Zellysat-Kontrollen: Zur allgemeinen Kontrolle ener erfolgreichen
Expresson der Proteine wurden Gesamtzellysate ohne vorige Koimmunprézipitation im
Western blot untersucht. Mit dem Zdlysat aus L428-Zellen (Abb. 15 (Al)) wurde die
endogene Expression von repp86 in L428-Zelen zur Kontrolle der Ki-S2-Spezifitét
nachgewiesen. Die mit insertfreien Vektorkontrollen pRKS und pFLAG-CMV2 trandfizierten
HEK?293-Zdllen exprimierten endogenes repp86 von ca. 100 kDa (Abb. 15 (A4)). Im Lysat
der mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-SAH2 transfizierten HEK293-Zellen wurde die
Expression von repp86 (Abb. 15 (A5); ca. 100 kDa) und FLAG-SIAH2 (Abb. 15 (C5);
35,9 kDa) nachgewiesen. Die mit pFLAG-CMV2-S AH2 allein transfizierten HEK293-Zellen
exprimierten FLAG-SIAH2 (Abb. 15 (C6); 359kDa). Zur Kontrolle wurde eine
Western blot-Membran ohne Ki-S2 und nur mit dem sekundéren Antikorper Kaninchen-anti-
Maus inkubiert, um nachzuweisen, dal3 der sekundére Antikorper keine Epitope unspezifisch
erkennt.

Koimmunpréazpitation: Mit dem Lysat der mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-SIAH2
kotransfizierten HEK293-Zellen wurden Koimmunprazipitationsexperimente durchgefihrt
(3.3.1). Im ersten Schritt wurde der Antikorper Kaninchen-anti-Maus (IgG + IgM) an
Protein A-Sepharose gebunden. Danach wurde an den Primérantikorper der sekundare Maus-
anti-FLAG-Antikorper gekoppelt (3.3.1.3). Die Sepharose-Antikorper-Komplexe wurden mit
dem Zdlysat aus HEK293-Zdlen, die mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-SAH2
transfiziert waren, inkubiert. Mittels des sekundéren Antikérpers (Maus-anti-FLAG) sollte
FLAG-SIAH2 aus dem Lysat prazipitiert werden. Im Falle einer Interaktion zwischen repp86
und FLAG-SIAH2 mifte auch repp86 im Proteinprézipitat nachzuweisen sein. Die so
inkubierten Protein A-Sepharose-Proteinkomplexe wurden gewaschen, unter denaturierenden
Bedingungen im Probenpuffer gekocht und in der SDS-PAGE der Grol3e nach aufgetrennt.
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De Nachwels der prazipitierten Proteine erfolgte im Western blot (Abb. 15 (A3)). Im
Koimmunprazipitat konnte repp86 eindeutig identifiziert werden (Abb. 15 (A3), Pfeil).
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Abbildung 15: Western blots der Koimmunprézipitation von repp86 und FLAG-SIAH2 aus
Uberexprimierenden HEK 293-Zellen mit dem anti-FLAG-Antikorper. Western blot (A) wurde mit dem
repp86-spezifischen Maus-Antikérper  Ki-S2  durchgefihrt. (B) wurde zum Ausschlul®  unspezifischer
Proteinerkennung lediglich mit dem sekundéren anti-Maus-Antikorper inkubiert. Western blot (C) wurde mit
Maus-anti-FLAG durchgefiihrt. (1) L428-Lysat als Positivkontrolle fir repp86-Expression (ca. 100 kDa); (2)
Koimmunprézipitat aus HEK293, transfiziert mit pRK5 und pFLAG-CMV2 ohne Insert, kein repp86. (3)
Koimmunprézipitat repp86 aus HEK 293, transfiziert mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-SAH2. (4) Lysat aus
HEK?293, transfiziert mit pRK5 und pFLAG-CMV2 ohne Insert; (5) Lysat aus HEK293, transfiziert mit pRK5-
repp86 und pFLAG-CMV2-SAH2; (6) Lysat aus HEK293, transfiziert mit pFLAG-CMV2-SIAH2. Als
GroRenstandard wurde High M. W. Standard Mixture verwendet. repp86 bei 100 kDa, FLAG-SIAH2 bei 36 kDa
und 1gG-schwere Kette bei ca. 50 kDa.

Um sicherzugehen, dal3 repp86 nicht unter der Mitwirkung des FLAG-Peptides
kopréazipitierte, wurde eine Koimmunprazipitationskontrolle durchgefthrt. Die Protein A-
Sepharose-Antikorper-Komplexe wurden mit dem Zellysat von HEK293-Zdllen inkubiert, die
kein FLAG-SIAH2 sondern nur das alleinige FLAG-Epitop exprimierten. Die Zellen waren
zuvor mit den insertfreien Vektoren pRK5S und pFLAG-CMV2 transfiziert worden. Bei der
Inkubation wurde das FLAG-Peptid (ca. 3 kDa) an den Antikérper-Komplex gebunden. In der
Western blot-Detektion mit Ki-S2 konnte kein repp86-Prazipitat nachgewiesen werden
(Abb. 15 (A2)). Daraus wurde geschlossen, daf3 keine unspezifische Interaktion zwischen
endogenem repp86 und dem FLAG-Epitop stattfindet.

Die Koimmunpré&zipitation von repp86 mit dem FLAG-spezifischen Antikorper war nur unter
Vermittlung von FLAG-SIAH2 moglich. Das Ergebnis zeigte, dal3 Proteinkomplexe aus
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repp86 und FLAG-SIAH2 in HEK293-Zdllen vorhanden waren, was auf eine Interaktion von
repp86 mit SIAH2 schlief3en 18(%.

4.6.2 Koprazpitation von repp86 und FLAG-SIAH2(1.99) bzw. FLAG-SI AH 2(99.324

In folgenden Experimenten sollte festgestellt werden, ob der C-terminale SIAH2-Bereich, der
eine positive Reaktion mit repp86 im Yeast Two-Hybrid ergab (SIAHZ2(g9.324), ZU einer
Koprazipitation von repp86 fuhrt. Zusatzlich sollte auch der N-terminale Bereich von SIAH2
(SIAH2(1.99)) untersucht werden.

Die Konstrukte pFLAG-CMV2-SAH299.324y und pFLAG-CMV2-SAH2(1.999 wurden
zusammen mit pRK5-repp86 in HEK293-Zdllen transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion geerntet und lysiert.

Experimentelle Zellysat-Kontrollen: Ein Teil der Zellysate wurde, wie im vorigen Experiment
(4.6.1), direkt in der SDS-PAGE aufgetrennt, um die Expression der Proteine zu bestétigen.
L428-Kontrollzellen exprimierten endogenes repp86 (Abb. 16 (Al); ca. 100 kDa). Ebenso
zeigten die mit insertfreien Vektoren pRK5 und pFLAG-CMV2 transfizierten HEK293 eine
endogene repp86-Expression (Abb. 16 (A4)). Die mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-
S AH2(1.q9 transfizierten HEK293-Zellen exprimierten sowohl repp86 als auch FLAG-
SIAH2(1.99) (Abb. 16 (A5) und (C5)). Das Lysat wurde spéater in Koimmunprézipitations-
experimenten eingesetzt. Ebenso exprimierten die mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-
SIAH2g9.324) transfizierten HEK293-Zellen die Proteine repp86 und FLAG-SIAHZ299.324)
(Abb. 16 (A6) und (C6)). Das Zdlysat wurde ebenfalls in Koimmunprézipitations-
experimenten eingesetzt.

Koimmunpréazpitation: Mit Lysaten der HEK293-Zdlen, die mit pRK5-repp86 und pFLAG-
CMV2-S AH2(1.999 bzw. mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-SIAH2(99324) Kotransfiziert
waren, wurden Koimmunprazipitationsexperimente durchgefihrt. Die Inkubation der
Antikorper-Komplexe mit den Lysaten wurde analog zu dem vorigen Versuch durchgefuhrt
(4.6.1). Mittels des sekundaren Antikorpers (Maus-anti-FLAG) sollte FLAG-SIAH2(1.99) bzw.
FLAG-SIAH299.324) aus dem Lysat prézipitiert werden. Im Falle einer Interaktion mit repp86
mufite auch repp86 in den Proteinprazipitaten nachzuweisen sein. Nach der Inkubation mit
den Lysaten wurden die Protein A-Sepharose-Proteinkomplexe gewaschen, unter
denaturierenden Bedingungen im Probenpuffer gekocht und in der SDS-PAGE der Grolde
nach aufgetrennt. Der Nachweis der prazipitierten Proteine erfolgte im Western blot
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(Abb. 16 (A2) und (A3)). In beiden Koimmunprazipitaten konnte repp86 endeutig
identifiziert werden.
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Abbildung 16: Western blots der Koimmunpréazipitation von repp86, FLAG-SIAH2;.q9 und FLAG-
SIAH299.324) aUs Uberexprimierenden HEK 293-Zellen mit dem Maus-anti-FL AG-Antikor per. Western blot
(A) wurde mit dem repp86-spezifischen Maus-Ki-S2-Antikdrper durchgefuhrt. (B) wurde zum Ausschiul
unspezifischer Proteinerkennung lediglich mit dem sekundéren anti-Maus-Antikdrper inkubiert und entwickelt.
Western blot (C) wurde mit Maus-anti-FLAG durchgefiihrt. (1) L428-Lysat als Positivkontrolle fir repp86;
(2) Koimmunprézipitat repp86 aus dem HEK293-Lysat, Zellen waren mit pRK5-repp86 und pFLAG-CMV2-
SIAH2;.q) transfiziert; (3) Koimmunprézipitat repp86 aus dem HEK293-Lysat, Zellen waren mit pRK5-repp86
und pFLAG-CMV2-SIAH2(g9.34) transfiziert; (4) HEK293-Lysat, Zellen waren mit den insertfreien pRKS und
pFLAG-CMV2 transfiziert; endogenes repp86 bei ca. 100 kDa; (5) HEK293-Lysat, Zellen waren mit pRK5-
repp86 und pFLAG-CMV2-SAHZ2 1. transfiziert; (6) HEK293-Lysat, Zellen waren mit pRK5-repp86 und
PFLAG-CMV2-SIAH2 g9.324) trandfiziert. repp86 bel ca. 100 kDa (A); FLAG-SIAHZ(;.q9) bei 10,9 kDa (C5);
FLAG-SIAH2(g9.324) bei 26,4 kDa (C6). Als Grolienstandard wurde High M. W. Standard Mixture verwendet.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dal3 repp86 mit FLAG-SIAH2, FLAG-SIAH2(99.324) und
FLAG-SIAHZ2(1.09) koprézipitiert. Mit dem alleinigen FLAG-Epitop konnte repp86 nicht
prézipitiert werden. Die Negativkontrolle deutet auf eine Interaktion von repp86 mit SIAH2 in
Zdlen hin. Mit der Interaktion der beiden erstgenannten rekombinanten SIAH2-Proteine
wurden die Ergebnisse der Untersuchungen im Yeast Two-Hybrid-System bestétigt. Die C-
terminale SIAH2-Doméne (AS 99-324) scheint den N-Terminus von repp86 spezifisch zu
erkennen. Im Yeast Two-Hybrid-System zeigte diese Domane eine positive Reaktion mit dem
rekombinanten GAL4-BD-repp86 und mit dem N-terminalen repp86-Bereich. Die
Koprézipitation von repp86 und FLAG-SIAH2(199 deutete darauf hin, dald auch im N-
terminalen Bereich von SIAH2 en Erkennungs- bzw. Bindungsmotiv fur repp86 enthalten

sain konnte.
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4.7 Die Transkriptionsinitiationsstelle von repp86

Der repp86-Transkriptionsstart ist noch nicht bekannt. In den folgenden Experimenten sollte
die Transkriptionsinitiationsstelle von repp86 bestimmt werden. Durch die Identifizierung des
5’-Endes der repp86-mRNA kann die ungefahre Lage der Promotorregion in der genomischen
DNA-Sequenz eingeschatzt werden. Experimente zur Ermittlung des fur die repp86-
Expression essentiellen Promotorbereiches werden in Kapitel 4.8 beschrieben.

4.7.1 Organisation desrepp86-Gens

Zur Beschaffung der vollsténdigen genomischen Sequenz von repp86 wurden samtliche
NCBI-Gendatenbanken mit den bidang bekannten repp86-mRNA-Sequenzen (AL027467 fir
C20orf2, AB024704 fur fls353, AF098158 fir reppl00) durchsucht. Einige der
aufgefundenen Sequenzen waren offensichtlich unvollstéandig (z.B. AF244547 fur Homo
sapiens TPX2) und variierten zumeist in ihrer Lange am 5-Ende. Das ,bacterial artificial
chromosom® (BAC) RPCI11-243J16 hingegen enthielt einen Teilbereich des humanen
Chromosoms 20 (ca. 167 kbp), welches auch fur repp86 kodierte. Der Klon (gi 8217646;
AL160175 in GenBank) wurde vom Sanger Centre, Grof3britannien, bezogen (Frengen et al.,
1999). Da die DNA-Sequenz des Klons zum Zetpunkt der Datenbankrecherchen aus
ungeordneten Stiicken bestand, wurden Kontrollsequenzierungen des 5-Bereiches des
repp86-Gens durchgefihrt, die zeigten, dal3 die in der Datenbank enthaltene repp86-DNA-
Sequenz richtig dargestellt war.

Die langste bekannte mRNA-Sequenz (AF098158) mit 3151 Ribonukleotiden (zuziglich des
Poly(A)-Schwanzes) wurde mit der BAC-Sequenz im NCBI-Modus BLAST Two Sequences
verglichen. Die Sequenzdaten zeigten, dal3 das repp86-Gen aus mindestens 18 Exonen
besteht, die durch Introne sehr unterschiedlicher Lénge voneinander getrennt sind (Abb. 17).
Das langste Intron (Nr. 2) besteht aus 14,7 kbp. Der Trandationsstartpunkt (AUG) befindet
sich im Exon 3 und wird von Sequenzen flankiert, die mit der Konsensusinitiationssequenz
von Kozak relativ gut Ubereinstimmen (Kozak, 1987). Die 5'-,untrandatierte’ Region hétte
demnach die Lénge von 471 Ribonukleotiden. Im Exon 18, stromabwérts des Stopcodons
TAA, befindet sich das Polyadenylierungssignal AATAAA.
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Abbildung 17: Schematische Ubersicht des repp86-Gens. Das repp86-Gen ist in 18 Exone aufgeteilt.
Kodierende Exone sind als graue Boxen, 5'- und 3"-untrand atierte Bereiche als transparente Boxen dargestdllt.
Im letzten Exon (Nr. 18) befindet sich das Stopcodon TAA und das Polyadenylierungssignal AATAAA. Die
Langenverhdtnisse der Exone und Introne wurden originalgetreu dargestellt. Die zwel groften Introne wurden
verkiirzt dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist ihre Lange in Kilobasenpaaren (kbp) angegeben.

De Transkriptionsstart von repp86 wird in der 5'-,untrandatierten” Region stromaufwarts
von Exon 1 vermutet, wobei die genaue Stelle der Transkriptionsinitiation noch unbekannt ist.
Da die repp86-mRNA AF098158 in 5'-Richtung unvollstédndig sein kann, darf das erste 5'-
Ribonukleotid nicht ohne weiteres dem Transkriptionsstart gleichgesetzt werden. Zur

Auffindung der Transkriptionsstartstelle waren weiterfihrende Untersuchungen notwendig.

4.7.2 CapSite™-Verfahren zur Ermittlung desrepp86-Transkriptionsstartes

Die grobe Lokaliserung des Genpromotors erfolgt zunéchst Uber die Bestimmung der
Transkriptionsstartstelle. Zu diesem Zweck wurde das CapSite™-cDNA-Kit von der Fa
Eurogentec verwendet.

Erlauterung des Verfahrens: Eukaryotische zelluldre mRNA enthdlt eine 5-terminale 7-
Methylguanosin-Struktur (m’GpppN-Struktur), die eine entscheidende Rolle im Aufbau der
ribosomalen Trandationsmaschinerie spielt und die mMRNA-Vorlaufer vor 5 -Exonukleasen
schiitzt (Furuichi et a., 1975). Das Vorhandensein der m’GpppN-Struktur wird be der
Herstellung der CapSite™ 5°-Terminus-cDNA (Fa. Eurogentec) ausgenutzt, die ihrerseits zur
Bestimmung des genauen 5-Terminus also der Transkriptionsstartsstelle eingesetzt wird
(Abb. 18). Die Technik schlief}t eine initiale Dephosphorylierung der m’GpppN-Struktur und
ihre Pyrophosphorolyse mit Hilfe der Nukle nsaurepyrophosphatase aus der Tabakpflanze ein
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(Shinshi et al., 1976). Im nachfolgenden Schritt wird an die ,gestutzte mMRNA ein
spezifisches Oligoribonukleotid mittels RNA-Ligase ligiert (Furuichi und Shatkin, 1989). Die
Ligation des Oligoribonukleotides erfolgt nur an solchen mRNA-Molekilen, die mit der
modifizierten m’GpppN-Struktur bestiickt sind, also nur an vollstandigen Transkripten.
Bereits unvollstandige bzw. z.T. degradierte mRNASs ohne die m’GpppN-Struktur werden mit
dem Oligoribonukleotid nicht ligiert. Mit der so modifizierten mRNA wird eine reverse
Transkription mit anschliefendem RNA-Verdau durchgefihrt. Die daraus resultierende
»Single strand copy cDNA"* (sscDNA) wird gereinigt. In diesem Schritt werden sscDNA-
Molekile mit dem ligierten Oligonukleotid, also mit vollstdndigen 3-Enden spezifisch
selektiert und angereichert. Das 3-Ende der sscDNA it hierbei mit dem Transkriptionsstart
gleichbedeutend.

r:: Poly(a) RNA B

D ephosphorylierung (CIP)

m GpppNpNp 77~ (A)n

l Pyrophosphorolyse (TAP)

PNpPNp 7'~ (A)n

Oligoribonukleotid &——
Ligation (RHA-Ligase)

== pNpNp 7'~ (A)n
Reverse Transhkription
Y
— pNpHNp > (AN

l Reinigqung
CapSite cDNA

Abbildung 18: Schematische Darstellung der CapSiteecDNA™-Synthese. Nach der mRNA-Isolierung wird
diese dephosphoryliert. Nachdem die Dephosphorolyse des 7-Methylguanosins erfolgt ist, wird ein
Oligoribonuklectid ligiert, das nach der reversen Transkription und anschlief3ender Reinigung der sscDNA als
Matrize fur nunmehr Transkriptionsstart-spezifische Oligonukleotide dient. Schema aus dem CapSite™-
Protokoll von der Fa. Eurogentec enthommen.

In PCR-Experimenten wird die sscDNA, deren 3'-Ende bestimmt werden soll, spezifisch
amplifiziert. Die Amplifikation erfolgt mit Hilfe des 3"-spezifischen Oligonukleotides 1RC
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und eines genspezifischen Oligonuklectides (Initial-PCR). Oft wird eine nested-PCR zur
Reamplifikation seltener cDNA durchgefiihrt. Dazu wird der nach innen versetzte 3'-
spezifische Oligonukleotid 2RC und ein nach innen versetztes genspezifisches Oligonukleotid
eingesetzt. 1RC und 2RC sowie die sscDNA sind Bestandteile des CapSite-PCR™-Kits der
Fa Eurogentec. Im Kit sind auf3erdem Kontroll-Oligonukleotide K1 und K2 enthalten, die zur
Amplifikation von b-Actin-cDNA e ngesetzt werden.

Die nested-PCR-Produkte werden anschlieffend in Plasmide kloniert, die in E. coli
amplifiziert werden. Durch diesen zusétzlichen Schritt wird eine zur Sequenzierung sicher
ausreichende Ausgangsmenge an DNA bereitgestellt. An die bekannte Sequenz des am 5'-
Ende der mRNA hybridisierten Oligonukleotids muf3 dann die gesuchte Transkriptions-

initiationsstelle des Gentranskriptes grenzen.

Initial-PCR: In der Initial-PCR wurden 2,0 ul sscDNA-Hel a-Bibliothek aus dem CapSite
cDNA™-Kit (Fa. Eurogentec) als Matrize zur Amplifikation des 3"-Bereiches der repp86-
cDNA mit dem 3"-spezifischen Oligonukleotid 1RC und dem repp86-spezifischen aufleren
Oligonukleotid 600rev eingesetzt. Die engesetzte cDNA-Menge entsprach 5ng
Poly(A)'RNA. Als Positivkontrolle wurde 1 pl sscDNA-Bibliothek mit dem 3’-spezifischen
aufleren 1RC-Oligonukleotid und dem auf3eren Kontroll-Oligonukleotid 1 (K1) amplifiziert.
Als Negativkontrollen wurden Ansétze ohne sscDNA-Bibliothek mit 1RC und 600rev bzw.
mit 1RC und dem Kontroll-Oligonukleotid 1 (K1) ,,amplifiziert“. Die Produktausbeute der
Proben- und Kontrollansdtze war nicht ausreichend, um in der Gelelektrophorese visualisiert
zu werden. Die Produkte wurden in einer nested-PCR reamplifiziert (s.u.).

Nested-PCR: Von der Initial-PCR wurden 5 ul bzw. 10 pl in der nachfolgenden nested-PCR
reeamplifiziert. 5l des Produktes 1RC/600rev wurden mit dem inneren 3'-spezifischen
Oligonukleotid 2RC und dem inneren repp86-spezifischen Oligonukleotid 297rev
(Abb. 19 (3); nested-Produkt 2RC/297rev) amplifiziert. Eine analoge PCR wurde ebenfalls
mit 10 pl des Produktes durchgefiihrt (Abb. 19 (4)). Weitere 5 ul des Produktes wurden mit
dem inneren 3’-spezifischen Oligonukleotid 2RC und dem inneren repp86-spezifischen
Oligonukleotid RACElrev (Abb. 19 (6); nested-Produkt 2RC/RACE1rev) amplifiziert. Als
Positivkontrolle wurden 5 und 10 pl des Kontrollansatzes aus der Initial-PCR mit 2RC und
dem inneren Kontroll-Oligonukleotid 2 (K2) amplifiziert (Abb. 19 (5) und (7); Produkt
2RC/K2). Als Negativkontrollen wurden die zwei Proben der Initial-PCR ohne sscDNA mit



79

2RC und 297rev (Abb. 19 (1); kein Produkt) sowie mit 2RC und K2 (Abb. 19 (2); kein
Produkt) ,amplifiziert”.

kB

1,0-

0,6-
0,4-

0,2-

Abbildung 19: Produkte der CapSite™-nested-PCR. Je 5 il Produkt der nested-PCR wurden aufgetragen. In
Klammern werden gtets die in der Initial-PCR eingesetzten Oligonukleotide angegeben. (1) Negativkontrolle 1:
Reamplifikation von 5l Initia-PCR ohne sscDNA (1RC/600rev) wurde mit 2RC/297rev durchgefiihrt;
(2) Negativkontrolle 2: Reamplifikation von 5 pl Initial-PCR ohne sscDNA (1RC/K1) wurde mit 2RC und K2
durchgefihrt; (3) und (4) 5 bzw. 10 pl Initial-PCR mit sscDNA (1RC/600rev) wurden mit 2RC und 297rev
amplifiziert; (6) 5l Initial-PCR mit sscDNA (1RC/600rev) wurden mit 2RC und RACElrev amplifiziert; (5)
und (7) Positivkontrolle: 5 und 10 pl Initial-PCR mit sscDNA (1RC/K1) wurden mit 2RC und K2 amplifiziert;
(SL) Smart Ladder™, GréfRRenstandard.

Klonierung der nested-Produkte in E. coli: Je 4 pyl der nested-PCR-Produkte 1RC/297rev
(Abb. 19 (3) und (4)) und 2RC/RACE1rev (Abb. 19 (6)) wurden in den Vektor pCR2.1 ligiert
und in E. coli TOP10F transformiert (3.2.9). Die durch blau/wel (3-Sel ektion gekennzeichneten
positiven Kolonien wurden im ampicillinhaltigen LB-Medium vermehrt. Plasmide wurden
mit Eco RI geschnitten (3.2.13) und im 1 %-TBE-Agarosegd visualisiert (Abb. 20).
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Abbildung 20: Enzymatischer Restriktion der TOPO TA-CapSite™-Konstrukte. pCR2.1-Konstrukte
wurden mit EcoRI geschnitten. Je 5 pl der Restriktionsreaktion wurden aufgetragen. (A) Drei Konstrukte aus der
Transformation des nested-PCR-Produktes Nr. 3 (2RC/297rev); (B) Drel Konstrukte aus der Transformation des
nested-PCR-Produktes Nr. 4 (2RC/297rev); (C) Vier Kongrukte aus der Transformation des nested-PCR-
Produktes Nr. 6 (2RC/RACELrev); Insertsin 2 und 4 undeutlich. Vektor pCR2.1: 3,9 kbp; (SL) Smart Ladder ™,
GroRenstandard. Die klonierten PCR-Fragmente haben eine Lénge von ca. 420 Nukleotiden.
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Dieinserierten PCR-Produkte 2RC/297rev (Abb. 20 (A 1-3) und (B 1-3)) und 2RC/RACE1rev
(Abb. 20 (C1) und (3)) waren von gleicher Lange (s.u). Zwei der Konstrukte mit dem
2RC/RACElrev-Insert (Abb. 20 (C2) und (4)) enthielten offensichtlich Inserts geringerer

Lange (s.u.), wie die Auswertung der nachfolgenden Sequenzierung zeigte.

4.7.3 Ergebnisseder CapSite™-PCR

Die Restriktionsreaktion der subklonierten CapSite™-Produkte (4.7.2) deutete an, dal3
mindestens zwei potentielle Stellen als Transkriptionsinitiationspunkte in Frage kommen. Die
genaue Lange der subklonierten CapSite™-Produkte sowie die genaue Position der gesuchten

Nukleotide des Transkriptionsstarts wurde mittels Sequenzierung bestimmt.

Sequenzierung der subklonierten CapSite™-Produkte: In der Sequenzierungsreaktion wurden
300 ng pCR2.1-Konstrukt mit 1 pl Sequenzierungsoligonukleotid M13(-20)rev eingesetzt.
Nach 30 Zyklen wurde die Reaktion tber DyeEx™ Spin-Sdulen gereinigt, 1:2 mit Aqua
bidest. verdinnt, denaturiert und unter Standardbedingungen sequenziert.

Ergebnisse der Sequenzierung: Die Sequenzen der pCR2.1-Konstrukte 2RC/297rev
(Abb. 20 (A1-3) und (B1-3)) und 2RC/RACElrev (Abb. 20 (C1) und (C3)) waren repp86-
spezifisch und wiesen dasselbe Nukleotid als die vermeintliche Transkriptionsinitiationsstelle
aus. Als Beispid wurde in Abb. 21 der relevante Sequenzbereich aus dem Konstrukt pCR2.1-
2RC/297rev (Abb. 20 (A3)) aufgefuhrt. Das in Frage kommende Nukleotid (Adenin: A) an
Position 91 im Sequenzierungsbericht wurde mit ,,+1* markiert.

PCR2.1 | 2RC 1 5 reppss
1

CGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCT TGTACGCCACAGCGTATGATGCGTAAATTCGACTAGGCT GCCT
50 &0 70 80 ] 130

Mh‘a“ Mlmu , Ull“lmﬂdl ,‘,t.“l.thlhh ;“, ““l“ |

Abbildung 21: Ausschnitt aus der Sequenz des CapSite™-Produktes 2RC/297rev nach der Klonierungin
pCR2.1. Die Sequenzierung des Konstruktes pCR2.1-2RC/297rev (Abb. 20 (A3)) wurde mit M13(-20)rev
durchgefiihrt. Die vermeintliche Transkriptionsinitiationsstelle wurde mit +1 markiert und befindet sich an
Position 91. ,2RC" bezeichnet das Oligonukleotid 2RC, das wéhrend der Herstellung der CapSite™-sscDNA an
das 5'-Ende ligiert wurde (Schema der sscDNA-Herstellung: s. Abb. 18).

GG
1
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Die Sequenzierung der Konstrukte pCR2.1-2RC/RACE1L (Abb. 20 (C2) und (C4)) ergab, dal3
en 30 Stdlen stromabwérts positioniertes Nukleotid als maogliche Transkriptions-
initiationsstelle in Frage kommt. In Abb. 22 wurde der relevante Sequenzbereich aus dem
Konstrukt pCR2.1-2RC/RACE1 (Abb. 20(C4)) as Beispie aufgefihrt. Unter dem
Sequenzbereich wurde die Sequenz des Komplementarstranges hinzugefligt, die dem Anfang
der repp86-mRNA entspricht. Der alternative Transkriptionsstart befindet sich in dieser
Abbildung an Position 405 (Adenin: A).

+1

o' -repp86 I 2RC pCR2.1

R

v

GACTCATTCAGTATCGTTGEA TCATACGC TGTGGCATA dhAG GGG GAATTCT GCAGA TA
320 400
CTGAGT AAGT CATAG CAAS

410 420 430 440

Abbildung 22: Ausschnitt aus der Sequenz des CapSite™-PCR-Produktes 2RC/RACElrev nach der
Klonierung in pCR2.1. Die Sequenzierung des pCR2.1-Konstruktes wurde mit M13(-20)rev durchgefuhrt. Die
vermeintliche alternative Transkriptionsinitiationsstelle wurde mit +1 markiert und befindet sich an Position 405.
»2RC" bezeichnet das Oligonukleotid 2RC, das wahrend der Herstellung der CapSite™-sscDNA an das 5'-Ende
ligiert wurde (Schema der sscDNA-Herstellung: s. Abb. 18).

Mit der Bestimmung der vermeintlichen Transkriptionsinitiationsstellen (Abb. 21 und 22)
konnte die repp86-mRNA um 78 (Abb. 23 (1b)) bzw. 48 Nuklecotide (Abb. 23 (1a)) im 5'-
Bereich erganzt werden. Zwei Grinde sprachen jedoch dagegen, diese Stellen als die
tatsachlichen Transkriptionsstartpunkte zu betrachten:

1. Northern blot-Analysen des repp86-Transkriptes aus den Arbeiten von Rott (Rott, 1999)
und Manda et al. (1999) berichteten von einem einzigen Transkript in der Grol3enordnung von
3400 bis 3500 Basen. Nach Addition der 78 bzw. 48 Nukleotide zu der langsten bisher
bekannten mMRNA (3151) ergab sich fur das Transkript eine Gesamtlange von 3229 bzw. 3199
Nukleotiden. Das Transkript wére demnach zu kurz, so daf? die vermeintliche Transkriptions-
startstelle keine Relevanz hétte.

2. In der EST-Datenbank (,,expressed sequence tags‘) im NCBI-Blastn-Modus wurde der
EST-Klon BE888044 identifiziert, der den 5-Bereich der repp86-cDNA aus der humanen
Uterustumorzellinie NIH MGC 71 enthielt. Der Klon wurde vom Deutschen Ressourcen-
zentrum fur Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin) bezogen und zur Verifizierung der
Ergebnisse der CapSite™-PCR sequenziert. Die Sequenzanalyse ergab, dal? der cDNA-Klon



82

die komplette bisher bekannte repp86-cDNA mit einem Insert von ca. 200 Nukleotiden aus
dem Bereich des Intron 2 enthielt. Mdglicherweise wurde bei der Konstruktion des cDNA-
Klons eine nicht vollstandig prozessierte repp86-mRNA-Spezies bearbeitet, was aber fir die
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes irrelevant wére. Das erste 5-Nukleotid des
cDNA-Inserts lag 139 Nukleotide vor dem &ul3eren in der CapSite™-PCR bestimmten
Transkriptionsstartpunkt (Abb. 23 (+1c)).

+1 AF098158 AUG UAA

A a3

CapSite

Poi

+1b +1a AUG UAA
5 LA
AUG UGA
+c ~_ / BE888044 AUG UAA
3 it /T
14 747
Introninsert 100 bp

Abbildung 23: Erkenntnisse zum repp86-Transkriptionsstart. Die ,reppl00*-mRNA (AF098158) mit der
Lange von 3151 Nuklectiden wurde mit der CapSite™-PCR-Methode um 78 bzw. 48 Nukleotide in 5'-Richtung
verlangert (+1b und +14). Mit der Identifizierung des EST-Klones BE888044 wurde das repp86-Transkript um
weitere 139 Nukleotide in 5'-Richtung vervollstandigt (+1c). Damit wurde der 5'-, untrandatierte* Bereich von
repp86 auf insgesamt 668 Ribonukleotide verléngert. Der fur 747 repp86-Aminosiuren kodierende Bereich
wurde als eine graue unterbrochene Box dargestellt. Das fir 14 Aminosduren kodierende ,upstream open
reading frame" (UORF) wurde a's eine graue Box dargestellt.

Weitere Sequenzanalysen ergaben, dal 42 Nukleotide stromabwarts von dem vermeintlichen
in Abb. 21 dargestellten Transkriptionsstart ein so genanntes ,,upstream open reading frame*
(UORF) fur 14 Aminosduren kodiert und von dem Stopcodon UGA beendet wird (Abb.
23/+1c). Die abgeleitete Peptidsequenz (9.1.3) zeigte keine Ubereinstimmung mit anderen
bekannten Peptid- oder Proteinsequenzen.

Unter der Berticksichtigung der Sequenzanalysen des EST-Klones BE888044 betrug die
Gesamtlange des repp86-Transkriptes nunmehr 3368 Ribonuklectide. Die Identifizierung
dieses neuen Transkriptionsstartkandidaten wurde jedoch lediglich als Anndherung an den
Transkriptionsstart betrachtet. In PCR-Experimenten mit L428-cDNA wurde die Umgebung
der Stelle néher untersucht (4.7.4).
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4.7.4 PCR zur Eingrenzung desrepp86-Transkriptionsstartes

Mit der Identifizierung des EST-Klons BE888044 und der Auffindung einer neuen weiter
stromaufwarts gelegenen Kandidatenstelle fir den repp86-Transkriptionsstart wurden die
Ergebnisse der CapSite™-Experimente in Frage gestellt. Mittels der PCR-Experimente sollte
die neue Kandidatenstelle verifiziert werden.

Experimentelle Durchfuhrung: In der Umgebung der neuen Kandidatenstelle BE888044 fur
den Transkriptionsstart wurden anhand der genomischen repp86-Sequenz (BAC RPCI11-
243J16) PCR-Oligonuklectide herausgesucht, die in der PCR zum Einsatz kamen. Als
Matrize diente hierbei die Gesamt-cDNA, die aus der Poly(A)-RNA der L428-Zellen
synthetisiert wurde.

Parallel zu der cDNA-PCR wurden PCR-Synthesen mit dem genomischen repp86-BAC-Klon
als Qualitétskontrolle der Oligonukleotide durchgefihrt. In Abb. 24 (A) wurden die
Hybridisierungsstellen der Oligonukleotide in Relation zum Startpunktkandidaten (+1)
dargestellt. Alle Oligonukleotide waren 20 bis 21 Basen lang. Die angegebenen
Hybridisierungsstellen beziehen sich auf die zum ersten 5"-Nukleotid komplementére Position
in der cODNA bzw. in der genomischen Sequenz.

Kontrolle der cDNA-Qualitat: Um eine Verunreinigung der cDNA mit genomischer DNA
ausschlief?en zu konnen, wurde eine PCR mit den Oligonukleotiden RP6 und ext2rev
durchgefuihrt. RP6 hybridisiert im Bereich von Intron 2 des repp86-Gens und ergibt in der
PCR mit ext2rev, der im Exon 3 hybridisert, eén Produkt von 340 Basenpaaren mit
genomischer repp86-DNA als Matrize. Da die mRNA nach dem Prozessieren keine Introne
enthélt, kann das Intron 2-spezifische Oligonukleotid RP6 mit der cDNA nicht hybridisieren
und ergibt kein Produkt mit ext2rev. Ein solches Produkt war in der PCR-Reaktion mit der
L428-cDNA tatsachlich nicht vorhanden, so dal? eine Verunreinigung mit genomischer DNA
ausgeschl ossen werden konnte (Abb. 24 (B1) 7).

Bestatigung der Kandidatenstelle BE888044 als ene gute Anndherung an den
Transkriptionsstart: Die nachfolgende PCR-Analyse zeigte, dal3 der tatsachliche repp86-
Transkriptionsstart in der unmittelbaren Umgebung des ersten Nukleotides im EST-Klon
BE888044 liegt.
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Die Oligonuklectide start1Ofor, start9for, start7for und startlfor hybridisierten mit der
repp86-cDNA und ergaben mit 297rev definierte Produkte erwarteter Lange (Abb. 24 (B1)
34,5,6). Das Vorhandensein der Produkte bedeutete, da3 ale oben genannten
Oligonukleotide im Bereich des repp86-Transkriptes liegen.

Das Oligonukleotid start10for tberlappte die Kandidatenstelle im 3"-Bereich um lediglich 3
Nukleotide (Hybridisierungsbereich von —18 bis +3). Die beobachtete hohe Quantitét des
Produktes start10for/297rev (Abb. 24 (B1) 3 und (Cl1) 4) deutete darauf hin, dal3 der
tatsachliche Uberlappungsbereich von start10for und der Kandidatenstelle etwas langer sein
mufdte. Das Ergebnis zeigte, dal’3 die endgiltige Transkriptionsstartstelle wohl weiter
stromaufwaérts jedoch nicht ganzlich auf3erhalb der von start10for abgedeckten Region liegt.
Zu dieser Uberzeugung fiihrte wiederum die Beobachtung, da? mit den Oligonukleotiden
PR1for und PR6for keine Amplifikate mit 297rev entstanden (Abb. 24 (C1) 2 und 3). Die
Amplifikation der genomischen BAC-DNA mit 297rev und den Oligonukleotiden PR1for und
PR6for war hingegen erfolgreich (Abb. 24 (C2) 2 und 3). Dieses Ergebnis zeigt, dal} die
Hybridisierungssequenzen von PR1for und PR6for im repp86-Transkript nicht mehr enthalten
sind. Die Hybridiserungssequenzen von startlOfor und PR1for sind um lediglich 19
Nukleotide voneinander getrennt, so dald der Transkritpionsstart nur noch innerhalb dieser
Sequenz liegen kann.

Die weiter stromaufwérts hybridiserenden Oligonukleotide startl2for und startllfor
(Hybridiserung an Positionen -473 bzw. —218) ergaben ebenfalls keine Produkte mit 297rev
(Abb. 24 (B1) 1 und 2). Das Ergebnis zeigte, da? die komplementéaren Sequenzen von
start12for und startllfor im repp86-Transkript nicht enthalten sind, so dal3 keine Produkte
mit 297rev entstehen konnen. Im PCR-Ansatz hingegen, in dem die genomische BAC-
repp86-DNA als Matrize verwendet wurde, entstanden mit alen oben aufgdisteten
Oligonukleotiden Produkte erwarteter Lénge (Abb. 24 (B2) 1 bis 6). Alle verwendeten
Oligonukleotide eigneten sich also sehr gut, um gewinschte repp86-Bereiche zu

amplifizieren.
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Abbildung 24: PCR zur Eingrenzung des Transkriptionsstartes. (A) Ausschnitt aus dem repp86-Gen im
Bereich des Transkriptionsstartes bezogen auf das erste Nukleotid (+1) im EST-Klon BES888044. Der ,,upstream
open reading frame* (UORF) liegt bei +181. In der Abbildung wurden die Bezeichnungen der RT-PCR-
Oligonuklectide und ihre Hybridisierungsstellen D) angegeben. (B1) RT-PCR mit L428-cDNA as Matrize; (1)
start12for/297rev, (2) startllifor/297rev, (3) startlOfor/297rev, (4) start9for/297rev, (5) start7for/297rev, (6)
startlfor/297rev, (7) RP6for/ext2rev; (B2) wie in B1 mit dem genomischen BAC-Klon RPCI11-243J16 as
Matrize; (C1) RT-PCR mit L428-cDNA als Matrize, (1) startlfor/297rev, (2) PR1/297rev, (3) PR6/297rev, (4)
start10for/297rev; (C2) Oligonuklectidpaare wie in C1 PCR mit dem genomischen BAC-Klon RPCI11-243J16
als Matrize.

Zur besseren Orientierung wurde das erste Nukleotid des EST-Klons BE888044 in allen
nachfolgenden Experimenten mit +1 bezeichnet. Die Ergebnisse zeigten, dal3 die neue
Kandidatenstelle in der unmittelbaren Umgebung des Transkriptionsstartes von repp86 liegt.
Von dieser Stelle ausgehend, wurden die stromaufwérts gelegenen Nukleotide als der am
meisten wahrscheinliche Promotorbereich betrachtet. In weiteren Experimenten sollte der

essentielle Bereich des repp86-Promotors eingegrenzt werden.
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4.8 Eingrenzung des fir die repp86-Expression essentiellen
Promotorbereiches

4.8.1 Ubersicht desrepp86-Promotorbereiches

Zur Detektion in Frage kommender Erkennungs- und Bindestellen fur trans-wirkende
Elemente wurde die Sequenz des BAC-Klones RPCI11-243J16 mit der Datenbank Transfac
im  Matlnspector V2.2-Programm  abgeglichen. In Abb.25 wurden mogliche
Erkennungsstellen  fir zahlreiche Transkriptionsfaktoren eingetragen, die in der
Datenbanksuche Werte von 1,0 fir die Kernregion der Bindestelle und 1,0 bis 0,91 fir die
Ahnlichkeit der Bindestellenmatrix aufwiesen. Im Bereich von —1002 bis —714 und von —416
bis —189 wurden zwe Cytidin/Guanosin-Dinukleotidinseln (CpG-Insaln) identifiziert
(Abb. 25).
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Abbildung 25: Schematische Ubersicht des repp86-Promotorbereiches. Es wurden insgesamt 23 mégliche
Erkennungsstellen flr Transkriptionsfaktoren (D) und zwel im Bereich des Promotors liegende CpG-Inseln
(dick markierte Linien) gefunden. Zur besseren Orientierung wurde der vor dem repp86-Leserahmen liegende
»upstream open reading frame" (UORF) eingezeichnet. Der Langenmal3stab betragt 100 Nukleotide. (+1) bezieht
sich auf das erste Nukleotid des EST-Klons BE888044. Tabelarisch wurden die Bezeichnungen der
Transkriptionsfaktoren in Relation zu (+1) mit den dazugehtrigen Werten fur die Matrixéhnlichkeit der
Bindestellen aufgefiihrt. In allen Fallen betrugen die Werte fir die Ahnlichkeit der Kernregion 1,0.
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4.8.2 Promotoranalysen im Luciferase Assay

Untersuchungen zur Funktionalitdt eines Promotors sowie die Bestimmung eines
Minimalpromotors werden im allgemeinen zuerst mit Hilfe von einfachen genetischen
Reportersystemen durchgeftihrt, die eine grobe Eingrenzung der essentiellen Bereiche
ermdglichen. 5'-DNA-Abschnitte werden vor besondere Reportergene kloniert und in Zellen
trandfiziert, in denen eine indirekte Quantifizierung der Promotoraktivitédt Uber die Expression
des Reportergens oder Uber die Aktivitét des Reporterproduktes stattfindet.

Zur Eingrenzung des Minimalpromotors von repp86 wurde das Dual-Luciferase® Assay
System (Fa. Promega) verwendet. Als Reportergene fungierten hierbel die Luciferasen von
Photinus pyralis und Renilla reniformis. Zwischen der Photinus- und der Renilla-Luciferase
besteht ein Analogiee und kein Homologieverhdltnis, was sich sowohl in der
Aminosduresequenz  und  Sekundérstruktur  als auch in der Substratspezifitdét und
Biolumineszenzeigenschaften bemerkbar macht. Aufgrund dieser Eigenschaften erlaubt das
Dual-Luciferase® Reporter System eine sequenzielle Messung der Biolumineszenz beider
Luciferasen aus einem Probenansatz.

Vektoren im Luciferase Assay: In den Experimenten zum repp86-Promotor wurden drei
unterschiedliche Vektoren verwendet: pGL3 Basic, pGL3 Control (Vektorkarten unter 9.2.6
und 9.2.7) und pRL-CMV.

Der Vektor pGL3 Basic kodiert fir das Photinus pyralis-Luciferasegen und besitzt selbst
keine endogene Promotoraktivitdt. Der insertfreie, promotorlose Vektor pGL3 Basic eignet
sich deshalb fur die Bestimmung der autogenen Expression des Reportergens Photinus-
Luciferase.

Die zu untersuchenden Promotorbereiche von repp86 wurden in den Vektor pGL3 Basic vor
das Photinus pyralis-Luciferasegen kloniert. Da pGL3 Basic selbst keine endogene Promotor-
aktivitét besitzt, konnte die Transkription des Photinus-Luciferasegens nur durch die Insertion
aktivierender repp86-Promotor-DNA erfolgen. Die zu klonierenden Promotorbereiche von
repp86 wurden mittels PCR synthetisiert. Als Matrize diente hierbei das BAC-Konstrukt
RPCI11-243J16, das die gesamte genomische Sequenz von repp86 enthalt.

Der Kontrollvektor pGL3 Control kodiert ebenfalls fir die Photinus pyralis-Luciferase und
enthdlt im Unterschied zu pGL3 Basic einen dem Reportergen vorgeschalteten SV40-
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Minimalpromotor. Der Vektor wurde in den Experimenten as Mal3 fir die Basalaktivitét
eines Minimal promotors eingesetzt.

Mit jedem repp86-Promotorkonstrukt sowie mit jedem Kontrollansatz wurde ein zusétzlicher
Vektor, pRL-CMYV, kotransfiziert. pRL-CMV kodiert fur die Renilla reniformis-Luciferase und
enthdlt den ,, CMV immediate-early enhancer/promoter”, der flr eine strenge kongtitutive
Expression des Reportergens sorgt. Der Vektor wurde als interne Kontrolle fir die
Transfektionseffizienz eingesetzt.

Die oben beschriebenen Vektoren und Konstrukte wurden mittels der Kalziumphosphat-
prézipitationsmethode in HEK293-Zdlen transent transfiziert (3.3.8). 24h nach der
Transfektion wurden Gesamtzellysate hergestellt, die zur Bestimmung der Protein-
konzentration und zur Messung der Biolumineszenzwerte beider Luciferasen dienten.

Auswertung der Mef3daten: Die Auswertung wurde vorgenommen, indem die Werte fir die
relative Photinus- und Renilla-Luciferaseaktivitdt zunéchst durch die Proteinkonzentration der
zugehorigen Probe dividiert wurden. Von den so standarisierten Photinus-Werten der repp86-
Promotorkonstrukte wurden die standarisierten Werte fir Autoaktivitét des promotorfreien
pGL3 Basic subtrahiert. Mittelwerte dieser Daten wurden dann als prozentuale Anteile der
standarisierten Biolumineszenzwerte der Renilla-Luciferase ausgedriickt. Die Aktivitdt des
» CMV immediate-early enhancer/promoter” im pRL-CMV war ca. hundertfach stérker alsdie
Aktivitéat des SV40-Promotorsim pGL3 Control-Vektor. Die Aktivitdten der 1angsten repp86-
Konstrukte waren im Bereich der Aktivitdt des pGL3 Control-Minimal promotors anzusiedeln.
Dementsprechend waren die standariserten Werte der Photinus-Luciferaseaktivitdt dieser
Konstrukte, bezogen auf 100 % der Renilla-Werte, nicht hoher als 2.

Ergebnisse des Luciferase Assays. Die Expressonsaktivitdt des Kontrollvektors
pGL3 Control mit dem SV40-Minimalpromotor betrug 1,13 standarisierte Lichteinheiten pro
Sekunde (RLUY/s).

Der langste in pGL3 Basic klonierte Promotorabschnitt Uberspannte die Region —967/+143
des repp86-Gens und hatte eine Luciferaseaktivitét von 1,24 RLU/s (Abb. 26). Dieser Wert
lag im Bereich der Luciferaseaktivitdt von pGL3 Control (s.0.). Der Promotorabschnitt
enthidt eine mit Matlnspector V2.2 detektierte potentielle Bindestelle fir das TATA-Box
bindende Protein (TBP). In TATA-haltigen Promotoren der Vertebraten befindet sich die
TATA-Box-Konsensussequenz ca. 30 Nukleotide stromaufwarts vom Transkriptions-
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startpunkt, also in Position —30. Im Falle von repp86 wurde der im EST-Klon BE888044
angendherte Transkriptionsstart durch PCR-Experimente bestétigt (4.8) und wirde sich
515 Nukleotide stromabwarts von der vermeintlichen TATA-Box befinden. Aufgrund der
grof3en Entfernung wére die Relevanz der vorgeschlagenen TATA-Konsensussequenz fir die
Regulation der repp86-Expression fraglich. Dal3 die TATA-Box-Konsensussequenz nicht
funktiondll ist, wurde beim Vergleich der Promotorkonstrukte —967/+143 und —146/+143
deutlich. Im ersten Konstrukt war die TATA-Box, die an Position -515 liegt, enthalten,
wahrend sie im Konstrukt —146/+143 nicht mehr vorhanden war. Das langere TATA-Box-
enthaltende Konstrukt —967/+143 hatte eine Luciferaseaktivitdt von 1,24 RLU/s. Die
Luciferaseaktivitdt des kirzeren Konstruktes ohne TATA-Box lag bel 1,6 RLU/s und war
damit sogar hoherer als die Aktivitat des langeren Konstruktes (Abb. 26 (B)). Beim
Subtrahieren einer funktionellen TATA-Box wére jedoch ein gegenteiliges Ergebnis zu
erwarten, namlich eine Verringerung der Luciferaseaktivitat. Das Ergebnis zeigte, dal3 die
TATA-Box keine Relevanz fur die Regulation der repp86-Expression besitzt. Die
Moglichkeit eines alternativen Transkriptionsstartes war wenig wahrscheinlich, da in
Northern blot-Experimenten von Rott (Rott, 1999) und Manda et a. (1999) von einem
einzigen repp86-Transkript berichtet wurde.

Signifikente reppds £ romotorabscnitie Luciferaseaktivitit [RLU/S ]
"'_ _“‘ 5L3 Canérol 111
- v ——+82 = o3z
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BENT = +a7 S m 128
-4 f—————+ 143 [ = IED
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Abbildung 26: Eingrenzung des Promotorbereiches von repp86, Minimalpromotor. Links wurden einige
signifikante Bereiche des repp86-Promotors dargestellt, die in den Vektor pGL3 Basic kloniert waren. Zur
besseren Orientierung wurde unten der genomische repp86-Bereich mit dem Transkriptionsstartpunkt (+1)
eingezeichnet. CpG-Insan sind als schwarze Linien markiert. Die korrespondierenden Werte fur die
Luciferaseaktivitét wurden rechts dargestellt. RLU/s = ,relative light units per second”; relative Lichteinheiten
pro Sekunde.
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In weiteren Experimenten wurde der Promotorabschnitt —146/+143 vom 3'-Ende her um 51
Nukleotide (Konstrukt —146/+92) bzw. 121 Nuklectide (Konstrukt —146/+22) verkirzt. Das
Promotorkonstrukt —146/+92 hatte eine Aktivitét von 1,29 RLU/s, die etwas geringer war als
die von —146/+143 (1,60 RLU/s). Im Gegensatz dazu wirkte sich die Verkirzung des DNA-
Abschnitts um 121 Nukleotide negativ auf die Promotoreigenschaften aus. die gesamte
Promotoraktivitat ging im Konstrukt —146/+22 verloren. Ein &hnlicher Effekt wurde in den
Experimenten mit den Konstrukten —967/+143 und —976/+22 beobachtet. Hierbel war die
Aktivitét von —967/+143 (1,24 RLU/s) durch die Verkirzung des 3'-Bereiches auf —967/+22
vollsténdig reduziert (-0,01).

Zusammengenommen zeigten die Ergebnisse, dal3 die essentiellen Komponenten des repp86-
Promotors im Bereich von +22 bis +92 enthalten sind. Unabhangig von der Lange des 5'-
Bereiches fuhrte die Reduktion des 3'-Abschnittes bis zum Nukleotid +22 in allen
Konstrukten zur vollsténdigen Einbul3e der Promotoraktivitéat. Im Bereich +22/+92 wurden
durch das Auswerteprogramm Matlnspector V2.2 Erkennungsstellen fir die Transkriptions-
faktoren c-ETS-1 (+65) und NRF2 (+65) vorgeschlagen. Die minimale Promotoraktivitéat des
Bereiches +22/+92 scheint durch Seqguenzen im Bereich —147 bis +22 und +92 bis —143
verstérkt zu werden. In diesen Bereichen befinden sich potentielle Bindestellen fir DeltaEF1
(-81) und LYF1 (-74) bzw. GFI1 (+119) und NF-Y (+126) (Abb. 25).

Das Protein c-ETS-1 (,chicken E26 transformation specific*), auch p54 genannt, ist en
humanes Protoonkogen und kann als Repressor und als Aktivator der Genexpression wirken.
NRF2, ,nuclear respiratory factor 2 (M00108 in TransFac) ist ein Aktivator der Expression
der Cytochromoxidase (Virbasius et al., 1993). DeltaEF1 (,delta-cristallin/E2-box factor 1%)
ist ein transkriptionaler Repressor in G. gallus, der die E2-Box-vermittelte Genaktivierung
hemmt (Sekido et al., 1994). Sein humaner Homolog wird ,Atplal regulatory element
binding factor 6" (AREBG6, P37275 in SnissProt) genannt. LYFL (,lymphoid transcription
factor 1%, Q13422 in Swissprot), auch IKAROS oder 1K1 genannt, gehort zur Familie der
C2H2-Zinkfingerproteine (Nietfeld und Meyerhans, 1996). GFI1 (,growth factor
independence 1) ist ein Transkriptionsfaktor, der mit hoher Wahrscheinlichkeit in die
Aktivierung von Genen, diein G1/S-Phase des Zellzyklus in T-Zellen aktiviert und exprimiert
werden, involviert ist (Roberts und Cowell, 1997).

NFY, ( = CBF, ,CCAAT-binding factor, P25208 SnissProt) ist ein Transkriptionsfaktor in
Saugetieren und bindet an das CCAAT-Motiv einer Viezahl von Genen. Die Relevanz des
Faktors fur die Regulation des repp86-Gens sollte bereits jetzt in Frage gestellt werden. Unter
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der Berlicksichtigung des ermittelten repp86-Transkriptionsstartes befénde sich die CCAAT-
Konsensussequenz stromabwaérts der Transkriptionsinitiationsstelle (Position +126). In alen
bekannten Publikationen wird jedoch berichtet, daf3 funktionelle CCAAT-Boxen 50 bis 130
Nukleotide stromaufwérts vom Transkriptionsstart positioniert sind. Am Beispiel von zwei
Konstrukten konnte auf3erdem gezeigt werden, dald dieser Bereich fir die Regulation der
Genexpression nicht signifikant sein kann. Die CCAAT-haltige Region —146/+143 hatte eine
Promotoraktivitdt von 1,60 RLU/s, wadhrend die CCAAT-lose Region —146/+92 mit
1,29 RLU/s nicht signifikant kleiner war. Beim Verlust einer funktionellen CCAAT-Box wére
en grolRerer Unterschied in den Aktivitdten zu erwarten. Die Ausfihrung gilt auch fur den
Transkriptionsfaktor GLI1, dessen Bindeposition bei +119 |age.

In Anbetracht der ermittelten essentiellen Promotorregion von +22 bis +92, kénnten die zwel
Transkriptionsfaktoren ¢-ETS-1 und NRF2 fir die Aktivierung des repp86-Gens von
besonderer Wichtigkeit sein. Dies mufde in weiterfihrenden Experimenten geklart werden.
Die Funktion einzelner Transkriptionsfaktoren wird in 5.6.4 ausfuhrlicher diskutiert.
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5 Diskussion

5.1 Einordnung von repp86 in den Ablauf des Zellzyklus

Untersuchungen an ruhenden peripheren Blutlymphozyten zeigen, dald in weniger als 1%
dieser Zellen repp86-Expression stattfindet (Heidebrecht et al., 1997b). Nach der Stimulation
mit dem Mitogen Phyth&magglutinin wird nach drei Tagen die Expression von repp86 in ca.
40 % der Zdlen induziert. Doppelimmunfluoreszenzférbungen intakter proliferierender Zellen
zeigen die subzdlulére Verteilung von repp86. In S und G2-Phase-Zellen ist repp86 diffus
im Zellkern vertellt; in Prophase-Zellen wird eine repp86-Lokalisation an den Spindelpolen
beobachtet, wahrend es in der Metaphase zu einer Assoziation mit den Mikrotubuli kommt.
Weitere Untersuchungen zeigen, dal3 repp86 nicht mit dem Interphase-Tubulin kolokalisiert
(Heidebrecht et al., 2003). Zdlzyklusanalysen im ,fluorescence-activated cell sorting®-
Verfahren (FACS) mit Ki-S2 zeigen, dai repp86 vom Ubergang G1/S bis zum Ende der
Mitose exprimiert wird. Diese Erkenntnisse geben Anlald zu der Vermutung, daf3 die
zellzyklusabhéngige Expression von repp86 und seine mdgliche Interaktion mit der Spindel
im Zusammenhang mit dem Aufbau und der Dynamik des Spindel apparates stehen.

5.2 Kontrolle der repp86-Expression auf der Ebene der Transkription

Die Expresson von Genen wird bel den Eukaryoten vorwiegend auf der Ebene der
Transkription kontrolliert. Die meisten Eukaryotengene sind inaktiv, bis sie durch die
Einwirkung von Aktivatoren spezifisch eingeschaltet werden. Erst nach der Genaktivierung
und dem Aufbau des Transkriptionsinitiationskomplexes kann das Primartranskript
synthetisiert werden. Das Primartranskript der Eukaryoten wird prozessiert, und das Produkt,
die messenger-RNA (mRNA), dient als Informationstrdger in der Proteinbiosynthese. Das
Vorhandensaein einer mRNA-Spezies in der Zelle bedeutet also, dald das fur sie kodierende
Gen zuvor aktiviert wurde,

Nicht-proliferierende Zellen exprimieren kein repp86 (Heidebrecht et al., 1997b). Erfolgt die
repp86-Regulation auf der Ebene der Transkription, sollte keine repp86-mRNA in nicht-
proliferierenden Zellen detektierbar sein. Dies wurde in PCR-Experimenten mit der cDNA
nicht-proliferierender Granulozyten und nicht-aktivierter Lymphozyten Uberprift. In diesen
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PCR-Experimenten wurden keine repp86-spezifischen Amplifikate nachgewiesen. Das
negative Ergebnis bedeutete, dal3 in den Zellen keine repp86-mRNA transkribiert wurde.
Offensichtlich ist das Gen fur repp86 in ruhenden Zelen inaktiv, und die Kontrolle der
Expression erfolgt somit auf der Ebene der Transkription.

Die Ergebnisse der PCR mit der cDNA ruhender Granulozyten und Lymphozyten wurden
durch zwel Positivkontrollen abgesichert. In der PCR mit actinspezifischen Oligonukleotiden
wurden aus der Gesamt-cDNA der Granulozyten, der Lymphozyten und der L428-Zellen
Actin-DNA-Fragmente erwarteter Lange amplifiziert. Actin ist ein ubiquitéres Protein, dessen
MRNA in jeder Zellzyklusphase transkribiert wird. Deshalb kann die Actin-mRNA alsinterne
Kontrolle fur die Integritét der Gesamt-mRNA eingesetzt werden. Das Vorhandensein der
Actinamplifikate in allen PCR-Proben zeigte, dal3 die cDNA in allen drei Versuchsansatzen
(Granulozyten, Lymphozyten, L428) intakt war. Wére also in den ruhenden Zelen
(Granulozyten und Lymphozyten) repp86-mRNA vorhanden, mufdten repp86-spezifische
Amplifikate nachzuweisen sein. Das negative Versuchsergebnis bedeutet also, daf in
ruhenden Zellen keine repp86-mRNA transkribiert wird.

In der zweiten Positivkontrolle wurden aus 30 ng Gesamt-cDNA der proliferierenden L428-
Zdlen spezifische repp86-DNA-Fragmente amplifiziert. Mit dem Ergebnis wurde bestétigt,
da3 die Amplifikation repp86-spezifischer Sequenzen mit den PCR-Oligonukleotiden
startlfor und 297rev prinzipiel moglich ist, solange die entsprechende Matrize (repp86-
cDNA) vorhanden ist. In PCR-Ansdtzen mit 3 ng, 0,3 ng und 0,03 ng L428-Gesamt-cDNA
war die Konzentration der repp86-spezifischen Amplifikate so gering, daf3 die PCR-Produkte
in der Agarosegel e ektrophorese nicht detektiert werden konnten. Das Ergebnis deutet darauf
hin, dal3 die repp86-mRNA in reativ kleinen Mengen in der Zelle vorhanden ist.

5.3 Effekte der Uberexpression von repp86 in S. cerevisiae und HEK293-

Zellen

Im Rahmen der Untersuchungen zu Protein-Protein-Wechselwirkungen von repp86 im Yeast
Two-Hybrid-System (4.5) wurde festgestellt, dal3 Gberexprimiertes repp86 in voller Lange
eine wachstumshemmende Wirkung in S. cerevisiae AH109 hat (4.5.2). Eine durch Deletion
von zwel Nukleotiden zuféllig entstandene verkirzte repp86-Variante (GAL4-BD-repp86(:-
203+4)) WUrde in S. cerevisiae exprimiert und wirkte nicht wachstumshemmend (4.5.2; Abb. 8
und Abb. 9). Der in dieser repp86-V ariante fehlende repp86-Bereich (AS 294 bis 747) kdnnte
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deshalb fir den Effekt der Wachstumshemmung in S. cerevisiae verantwortlich sein. In
diesem Proteinbereich wird mit hoher Wahrscheinlichkeit eine coiled coil-Domane
ausgebildet, die in der Etablierung von Protein-Protein-Wechse wirkungen eine Rolle spidlt.
Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, daf3 diese coiled coil-
Doméne an der Interaktion mit Mikrotubuli in vitro beteiligt ist (Mikrotubuli-Bindungsassay
unter 4.4). Ob und in wie weit repp86 bzw. seine postulierte C-terminale coiled coil-Domane
mit der Knospung der Hefezellen interferieren, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden,
well bis dato kein repp86-Homolog in S. cerevisiae identifiziert wurde.

Der Effekt der Wachstumshemmung bzw. der G2/M-Phasenarretierung wurde aul3erdem in
Experimenten mit transfizierten HEK293- und COS7-Zellen beobachtet, die repp86
Uberexprimierten (4.3, Abb. 4 und 5). Durchfluf3zytometrische Analysen der Zellzyklusphasen
zeigten, daRR eine repp86-Uberexpression zur Akkumulation von transfizierten HEK293-
Zdlen in der G2/M-Phase fulhrt. Der Prozentsatz der arretierten HEK293-Zellen wuchs in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit nach der Transfektion. Nach 24 h war der Prozentsatz
der G2/M-arretierten Zellen bereits fast doppelt so hoch wie der Prozentsatz der in G2/M-
befindlichen Kontrollzellen. Die trandfizierten Zellen waren nicht befdhigt, Mitosen
durchzuftihren und in die G1-Phase Giberzugehen. 48 h nach der Transfektion waren lediglich
6 % der transfizierten Zellen in der G1-Phase, wéhrend sich 45 % der Kontrollzellen in dieser
Phase befanden.

Neben der G2/M-Phasenarretierung wurde eine zunehmende Polyploidie der transfizierten
Zelen festgestellt. 48 h nach der Transfektion zeichneten sich 23% der repp86-
Uberexprimierenden Zellen durch eine ausgepragte Polyploidie aus (DNA-Gehalt > 2n). Mit
der Polyploidie ging ein Absterben der transfizierten Zellen einher. Kontrollzellen zeigten
hingegen ein normales Wachstumsverhalten. Nach 72 h waren bereits 71 % der tiberlebenden
repp86-tberexprimierenden HEK293-Zellen polyploid.

Aus friheren Experimenten (Heidebrecht et al., 1997b) war bekannt, dal} endogen
exprimiertes repp86 wahrend der Mitose stark phosphoryliert wird und mit der mitotischen
Spindel kolokalisiert. Im Gegensatz zum endogenen repp86 wird das in HEK293-Zellen
Uberexprimierte repp86 nur ineffizient phosphoryliert (Dr. Heidebrecht, pers. Mitteilung). Die
Phosphorylierung konnte daher eine Rolle in der repp86-Lokalisierung spiden und seine
spezifische Funktion am Spindelapparat vermitteln. Eine erhohte Konzentration des
Uberexprimierten und nicht effizient phosphorylierten repp86 konnte in HEK293-Zellen
Verdnderungen in der Spindeldynamik hervorrufen und damit fur den Effekt der G2/M-



95

Phasenarretierung und der Polyploidie verantwortlich sein. Die Morphologie der repp86-
Uberexprimierenden Zellen wurde daraufhin in COS7-Zelen studiert.

In Doppeimmunfluoreszenzfarbungen der repp86-Uberexprimierenden COS7-Zellen (4.3)
wurden 72 h nach der Transfektion mit pRK5-repp86 mif3gebildete, |appenartige, polymorphe
Zdlkerne beobachtet. Anscheinend waren die Mechanismen der Spindelorganisation und
damit der Chromosomenverteilung gestort, was im Einklang mit der beobachteten Polyploidie
der HEK293-Zdllen stiinde. Dieses Ergebnis korreliert mit der Beobachtung von Wittmann et
al. (2000), daf3 ein UberschuR des repp86-Homologs TPX2 in Xenopus (,, targeting protein for
Xenopus kinesin-like protein 2*) zur Ausbildung monopolarer Spinde strukturen mit abnorm
vergroflerten Polen in mitotischen Xenopus-Eiextrakten fihrt. TPX2 zeigt das gleiche
zellzyklusabhéngige Vertellungsmuster in Xenopus-Eiern wie repp86 in humanen Zdlen
(Wittmann et al., 1998). Wéahrend der Mitose wird TPX2, &hnlich wie repp86, stark
phosphoryliert (Heidebrecht et al., 1997b; Wittmann et al., 2000). Weiterhin wurde berichtet,
daf’ die Spindelpollokalisierung von TPX2 mit der Aktivitét des Dynein-Dynactin-Komplexes
eng verknupft ist. Mit der Entfernung von TPX2 aus mitotischen Xenopus-Eiextrakten mittels
eines TPX2-spezifischen Antikorpers zeichnen sich gravierende Veranderungen des
Spindelapparates ab. Es entstehen bipolare Spindelstrukturen mit deformierten Spindelpolen
und erhohter Mikrotubulidichte (Wittmann et al., 2000). Experimente von Gruss et al. (2002)
zeigten, dald TPX2 und repp86 (humanes TPX2) echte funktionelle Homologe sind (Gruss et
al., 2002). Endogen exprimiertes repp86 wird fur die Ausbildung normaler Spinde-
morphologie und fir die Aufrechterhaltung der Spindelpolintegritdt bendtigt (Garrett et al.,
2002).

Im Hinblick auf die strenge Kolokalisation zwischen repp86 und den Mikrotubuli in intakten
Zdlen und im Zusammenhang mit der Interaktion zwischen repp86 und den Mikrotubuli in
vitro (diskutiert unter 5.4) liegt die Vermutung nahe, daRR repp86-Uberexpression den
kritischen Schritt der Chromatidentrennung durch saine Interaktion mit den
Spindelmikrotubuli  beeintrachtigt. Mdoglicherweise wird die Mikrotubulidynamik und
Moatilitét durch die Interaktion mit Uberschiissigem repp86 beeinflufd. Dadurch kénnte die
gesamte Funktionalitidt des Spindelapparates nicht mehr gegeben sein. Uber die genauen
Mechanismen, die zur Beentrachtigung der Spinddfunktion fuhren, kann zur Zet nur
spekuliert werden, weil die genaue Funktion von repp86 noch nicht bekannt ist. Aus
Publikationen ist allerdings bekannt, dal3 die Funktion einer ganzen Reihe von Mikrotubuli-
destabilisierenden bzw. -stabiliserenden Proteinen Uber die zellzyklusphasenspezifische
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Phosphorylierung reguliert wird. Dazu gehdren z.B. die strukturellen mikrotubuliassoziierten
Proteine (MAPs) Stathmin/Opl8 (Andersen et al., 2000) und tau (Cross et al., 2000).
Auffalligerweise wird repp86 in der Mitose stark phosphoryliert, was auf einen analogen
Zusammenhang mit den strukturellen MAPs hindeutet und fur die repp86-Funktion essentiell
sein konnte. Interessanterweise wird das in HEK293-Uberexprimierte repp86 nicht effizient
phosphoryliert (Dr. Heidebrecht, pers. Mittellung), so dal3 seine Funktion beeintréchtigt sein
und zu dem beschriebenen Effekt der Spindelfehlfunktion flihren kdnnte.

In S. cerevisiae wurde bis dato kein repp86-Homolog gefunden, so dal? keine Aussagen tber
eine mogliche Korreation des wachstumshemmenden Effektes in humanen und Hefezellen
getroffen werden kénnen.

Im Zusammenhang mit dem Effekt der repp86-abhangigen Wachstumshemmung in Hefen ist
die Wirkung des koexprimierten SIAH2 (4.5.4; 4.5.5) interessant. Die Interaktion zwischen
dem N-terminalen repp86-Bereich und dem C-terminalen Bereich von SIAH2 schien die
Wachstumshemmung abzuschwéchen oder sogar zu diminieren. Der auf der Interaktion
beruhende Effekt wird in Kapitel 5.5 ausfuhrlich diskutiert.

5.4 repp86 ist ein mikrotubuliassoziiertes Protein

Die Ergebnisse der repp86-Uberexpression in HEK293- und COS7-Zellen deuten auf eine
Funktion von repp86 als strukturelles mikrotubuliassoziiertes Protein (MAP) hin, obwohl
repp86 keine Sequenzhomologien mit anderen MAPs aufweist und keine bekannten
Mikrotubuli-Bindemotive enthélt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde demonstriert, dald repp86 zusammen mit in vitro
polymerisierten Mikrotubuli im Proteinsediment nachzuweisen ist. Es wurden 45 % des in
den L428-Zelen endogen exprimierten repp86 detektiert. 75 % des bakteriell exprimierten
Fusionsproteins GST-repp86(1-747) wurden kosedimentiert, wahrend die C-terminale Variante
GST-reppeoi-7a7y Mit 35 % der eingesetzten Proteinmenge im Sediment vertreten war. Das
Fusionsprotein GST-repp86(s01-747) enthélt eine C-terminale coiled coil-Struktur (s.u.), dieene
Interaktion mit den Mikrotubuli vermitteln kénnte.

Fur repp86 werden zwel potentielle coiled coil-Regionen postuliert (4.1). Fir die N-terminal
gelegene coiled coil-Struktur (AS 207 bis 239) wurde eine Wahrscheinlichkeit von 87 %

errechnet, wahrend der Wahrscheinlichkeitswert fur die C-terminale coiled coil-Struktur (AS
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660 bis 716) bei 100 % liegt. Coiled coils, so genannte Super-Sekundarstrukturen, sind
bekanntlich an der Etablierung von Protein-Protein-Wechsawirkungen beteiligt, die in der
Entstehung von Proteinhomodimeren und Proteinheterodimeren eine Rolle spielen (Benson et
al., 2001). Zdlzyklusanalysen und morphologische Studien der repp86-uberexprimierenden
HEK293- und COS7-Zdlen (4.3) wiesen auf eine direkte Beteilligung von repp86 in der
Steuerung des Spinde aufbaus und der Spindelfunktion hin (diskutiert unter 5.3).

Die Mikrotubulidynamik wird in vivo durch zahlreiche mikrotubuliassoziierte Proteine
(MAPs) reguliert, die in zwe Hauptgruppen unterteilt werden: stabiliserende und
destabiliserende MAPs. Zu den bekanntesten Mikrotubulistabilisatoren gehéren innerhalb der
Mammalia die zwel neuronal exprimierten tau und MAP2 sowie das in alen nicht-neuronalen
Zdlen vorkommende MAPA4. In alen dre Proteinen ist die Mikrotubuli-Bindedoméane C-
terminal lokalisert (Valiron et al., 2001). Wie das Mikrotubuli-Bindungsassay-Experiment
zeigte, bindet der C-Terminus von repp86 (AS 601-747) an in vitro polymerisierte
Mikrotubuli. Im Proteinsediment wurden 35 % des eingesetzten rekombinanten repp86-C-
Terminus nachgewiesen. Das gesamte rekombinante repp86-Protein GST-repp86(1.747) zeigte
allerdings eine hohere Bindungsaffinitdt an Mikrotubuli: im Proteinsediment waren 75 % des
im Experiment eingesetzten Proteins wiederzufinden. Die N-terminal postulierte, jedoch
weniger wahrscheinliche coiled coil-Doméane, sowie das weiter N-terminal gelegenen P-l1oop-
Motiv konnten sowohl in die Mikrotubulibindung als auch in Interaktionen mit anderen
Proteinen involviert sein. Die Unterschiede in der Bindungsaffinitdt des endogen exprimierten
repp86 (45 % im Kosediment) und des bakteriell exprimierten GST-repp86(1-747) (75 % im
Kosediment) an Mikrotubuli in vitro konnten sich as Folge unterschiedlichen
Phosphorylierungsstatus ergeben haben.

Die Kosedimentation des bakteriell exprimierten repp86 und den in vitro polymerisierten
Mikrotubuli deutet darauf hin, daf3 zwischen beiden Proteinen eine direkte Interaktion ohne
die Vermittlung eines anderen humanen Proteins stattfindet.

In den letzten Jahren haben sich die Hinweise auf die Zugehorigkeit von repp86 zu der grofden
Familie der mikrotubuliassoziierten Proteine weiter  verdichtet. In  zahlreichen
Untersuchungen wurde eine Korrelation zwischen repp86 und bekannten mikrotubuli-
assoziierten bzw. mit anderen zellzyklusregulierten Proteinen bestétigt (s.u.).

Das funktionelle Homolog von repp86 in Xenopus, das ,targeting protein for Xenopus
kinesin-like protein 2 (TPX2), interagiert mit dem ,, Xenopus kinesin-like protein 2* (Xklp2)
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(Boleti et al., 1996). XkIp2 ist ein kinesindghnliches Protein mit einer N-terminalen
Motordomane. Das Protein ist an den Minusenden der Spindelmikrotubuli und an den
Spindelpolen lokalisiert und spidlt eine wichtige Rolle bei der Centrosomentrennung. Aul3er
der Aktivitdt des Dynein-Dynactin-Komplexes wird die Aktivitdt von TPX2 fir die
Lokalisierung von Xkip2 an den Spindel polen bendtigt (Wittmann et al., 1998).

Das humane Xklp2-Homolog, das ,human kinesin-like protein 2* (Hklp2) wurde bereits
identifiziert (Sueishi et al., 2000). Die Interaktion zwischen repp86 und HkIp2 wurde in
Kopréazipitationsexperimenten bestétigt (Heidebrecht et al., 2003). In der Metaphase
kolokalisieren beide Proteine im Bereich der Spindelpole und der Spindd. In der Interphase
sind die Proteine unabhangig voneinander verteilt. Die Experimente zeigen, dal? repp86 und
Hklp2, wie die Xenopus-Homologe TPX2 und Xklp2, wéahrend der Mitose miteinander
assoziiert sind und moglicherwei se eine analoge Funktion besitzen.

Im Zuge der Untersuchungen zur TPX2-Funktion fanden Gruss et al. (2001) heraus, dal3
TPX2 unter der Vermittlung der ,small GTPase Ran“, die seine Dissoziation von den
nukledren Importfaktoren Importin a und Importin 3 katalysiert, reguliert wird (Gruss et al.,
2001). Im Hinblick auf die hohe strukturelle und funktionelle Homologie zwischen repp86
und TPX2 kénnte der Mechanismus des nukledren Transportes auch fir repp86 gelten.

Die Position von repp86 im mitotischen Netzwerk gewann an Komplexitét, nachdem bekannt
wurde, dal3 die Aurora-A-Kinase, eine Serin/Threonin-Proteinkinase aus der Familie der
Aurora/lplip-Kinasen, unter Vermittlung von repp86 an die Spindel dirigiert wird. repp86
wird von Aurora-A phosphoryliert, aber die Interaktion beider Proteine ist von der
Kinaseaktivitdt unabhangig (Kufer et al., 2002). Wéhrend der Mitose wird repp86 stark
phosphoryliert. Am Anfang der Mitose beginnt auch die Umverteilung von repp86 an die
Spindelpole, spédter in der Metaphase wird repp86 auch im gesamten Bereich der
Spindelmikrotubuli  nachgewiesen. Interessanterweise  ereichen die Protein- und
Aktivitatspeaks von Aurora-A ihre Hohepunkte beim Ubergang der G2- in die M-Phase des
Zdlzyklus (Giet und Prigent, 1999; Bischoff und Plowman, 1999). Es erscheint plausibel, daf?
repp86 als ein Substrat von Aurora-A gerade in G2 und M phosphoryliert wird, was fir seine
Umverteilung und Funktion entscheidend sein konnte. An dieser Stelle sollten die potentiellen
Phosphorylierungsstellen fir die Mitose-einleitende cdc2-Kinase und die ,,mitogen activated
protein kinase” (MAPK) in der repp86-Primarsequenz nicht auf3er Acht gelassen werden
(4.1). Der hohe Konservierungsgrad dieser potentiellen Phosphorylierungsstellen in repp86-
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Homologen von X. laevis, M. musculus und D. rerio untersireicht die hohe funktionele
Relevanz. Wittmann et a. zeigten, dal3 mindestens eine der cdc2-Stellen und ale MAPK-
Stellen im repp86-Homolog in Xenopus (TPX2) phosphoryliert werden (Wittmann et al.,
2000). Differentielle Phoshorylierung konnte also mit spezifischen Funktionen von repp86 als
strukturelles MAP im Zusammenhang stehen. Welche Faktoren fir die Lokalisierung von
repp86 am Spindel apparat zusitzlich notwendig sind, ist noch unbekannt.

Aurora-Kinasen spielen eine Rolle in der Centrosomentrennung (Glover et al., 1995) sowie
bel der Regulation der Chromosomenverteilung und der Zytokinese (Bischoff und Plowman,
1999). Aurora-Kinasen kolokaliseren mit den Centrosomen, den Spindelpolen und den
Spindemikrotubuli (Giet und Prigent, 1999). Fiur die Aurora-Kinasen wird auch eine Rollein
der Tumorgenese impliziert. Uberexpression von Aurora-A filhrte zur neoplastischen
Transformation von NIH-3T3-Zellen (Zhou et al., 1998). Tatsachlich wird Aurora-A in vidlen
Tumoren Uberexprimiert (Bischoff et al., 1998). In diesem Zusammenhang ist es interessant,
da? AuroraA im Genlokus 20013.2-13.3 kodiert wird, der in Dickdarm-, Brust- und
Magentumoren oft amplifiziert vorliegt (Sen et al., 1997). Im Hinblick auf die direkt
benachbarten Genloci von repp86 (20g11.2) und Topoisomerase | (20g12-g13.1) konnte
vermutet werden, dal? die Gene zu einem in der Tumorgenese wichtigen Amplikon gehéren.

Die ektopische Expression von Aurora-A fuhrt zur Centrosomamplifikation und Aneuploidie
in Sdugetierzellen in Kultur (Bischoff et al., 1998; Meraldi et a., 2002). Der Mechanismus
der Wirkung ist alerdings noch ungeklart. Mit diesen Auswirkungen von dereguliert
exprimierter Aurora-A-Kinase konnte erkléart werden, warum die im Rahmen dieser Arbeit
vorgenommenen Versuche, die Interaktion von repp86 und Aurora-A im Yeast Two-Hybrid-
System nachzuweisen, gescheitert sind. Transformationen von Hefen mit pGBKT7-Aurora-A
oder pGADT/-Aurora-A blieben ergebnidos, well kein Hefewachstum stattfand. In
S cerevisiae wird ein Homolog von Aurora-A (das Protein Ipllp) exprimiert, welches das
einzigein dieser Spezies bekannte Mitglied der Aurora-Familie reprasentiert. Da ale Aurora-
Kinasen hochkonservierte C-terminale katalytische Domanen besitzen, ist eine Substitution
der Ipllp-Aktivitdt durch das humane Aurora-A vorstellbar. In diesem Falle konnte die
Uberexpression von Aurora-A in Hefezellen fur ahnliche Effekte sorgen (Centrosom-
amplifikation und Aneuploidie), die aus den Sdugetierzellen in Kultur bekannt sind.

In Abbildung 27 wurden die bereits bekannten und postulierten Interaktionen von repp86 mit
anderen Proteinen im hypothetischen Modell wiedergegeben:
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Abbildung 27. Hypothetisches Modell wahrscheinlicher repp86-Wechsewirkungen mit proliferations
assoziierten Proteinen. Nuklefrer repp86-Transport erfolgt wahrscheinlich unter der Vermittlung des
Importinsystems (a und R). Vor bzw. wahrend der Mitose wird repp86 durch Aurora-A und moglicherweise
durch MAPK und ZyklinB/cdc2 phosphoryliert. In der Mitose interagiert repp86 mit Spindelpolen und direkt mit
Mikrotubuli (MT). Unter Vermittlung des Dynein/Dynactin-Komplexes und repp86 wird das Motorprotein
Hklp2 an die Minusenden der MTs trangportiert. In Anaphase und Telophase erfolgt die Ubiquitinierung von
repp86 durch SIAH2 und mdglicher Abbau im Proteasom (diskutiert unter 5.5). Differentielle Phosphorylierung
konnte die Bindungsaffinitdten von repp86 an Proteine bestimmen und seine Ubiquitinierung bedingen.
Literatur: (1) Gruss et a., 2001; (2) Kufer et a., 2002; (3) Wittmann et a., 2000; (4) Heidebrecht et al., 1997b;
(5) vorliegende Arbeit; (6) Wittmann et al., 1998; (7) Heidebrecht et al., 2003; (8) Garrett et al., 2002; (9) Gruss
et a., 2002.
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Aufgrund der funktionellen Homologie von repp86 und TPX2 (Gruss et al., 2002) wurden
einige funktionele Aspekte des TPX2 auf repp86 Ubertragen. Zur Erstellung des
hypothetischen Modells wurden Informationen aus den in Abbildung 27 aufgefiihrten

Literaturquellen hinzugezogen.

5.5 Interaktion von repp86 mit SIAH2 in S. cerevisiae und HEK293-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen repp86 und der humanen RING-
Finger-E3-Ubiquitinligase ,, seven in absentia Drosophila homolog 2* (SIAH2) im Yeast Two-
Hybrid-System und in Koimmunprézipitationsexperimenten im humanen System
nachgewiesen (4.5.3,4.5.4, 4.6.1, 4.6.2).

Nach dem heutigen Wissensstand werden E3-Ubiquitinligasen in HECT-Domanenenzyme
(,,homologous to E6-AP C terminus*) und in vier Klassen der RING-Finger-Enzyme unterteilt
(Jackson et al., 2000). Zu den RING-Finger-E3-Ligasen gehéren der ,, anaphase-promoting
complex“(APC), der ,Skpl-cullin-F box protein ligase complex® (SCF-Komplex) und der
»von Hippel-Lindau-Elongin B-Elongin C complex (VBC) sowie ,single polypeptide” RING-
Finger E3-Enzyme (Saurin et al., 1996).

SIAH2 gehort zur Klasse der ,,single polypeptide® RING-Finger-E3-Enzyme.

Die Proteolyse spezifischer regulatorischer Proteine wie Zykline, Zyklin/Kinase-Inhibitoren,
Motorproteine, transkriptionaler Regulatoren und Membranrezeptoren spielt eine wichtige
Rolle in einer Vidfalt zellularer Prozesse wie Zellzyklusprogression, Signaltransduktion und
Metabolismuskontrolle (Ciechanover, 1994; Hochstrasser, 1995). Uber die Ubiquitinierung
der Zykline entscheidet oft ihr Phosphorylierungsstatus (Skowyra et al., 1997).

In eukaryotischen Zellen werden die meisten instabilen Proteine durch die Konjugation von
multiplen Ubiquitinmolekilen fur den proteolytischen Abbauprozeld markiert (Wilkinson et
al., 1980; Hershko und Ciechanover, 1992; Hochstrasser, 1996). Nach der Konjugation
werden die Substrate entfaltet und zu kleinen Peptiden abgebaut (Hershko et al., 1980;
Baumeister et al., 1998). Dies geschieht gewohnlich im 26 S-Proteasom, einer komplex
gebauten ATP-getriebenen Protease mit multiplen katalytischen Zentren (Hough et al., 1986),
die in @nlicher Ausfihrung in Eubakterien, Archaebakterien (Maupin-Furlow und Ferry,
1995) und Eukaryoten vorhanden ist (Ciechanover und Schwartz, 1994). Die Bindung
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einzelner Ubiquitinmolekiile an Zielproteine geschieht in Eukaryoten unter der Vermittiung
von drel Enzymklassen:

1) Ubiquitin wird unter ATP-Verbrauch Uber eine energiereiche Thioesterbindung an ein
Cystein des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms (E1) gebunden.

2) Im néchsten Schritt erfolgt der Transfer des aktivierten Ubiquitins an ein Ubiquitin-
konjugierendes Enzym (,,ubiquitin conjugating enzyme" = Ubc oder E2) Uber eine zweite
energiereiche Thioesterbindung. Diese Enzymklasse katalysiert den Ubiquitintransfer auf das
Substratprotein.

3) In viden Fallen wird die Aktivitdt einer Ubiquitinligase oder eines Ubiquitinligase-
Komplexes (E3; s0.) fur die Substratubiquitinierung benétigt. Uber die jeweilige
Zusammenstellung der E2- und E3-Komponenten entscheidet oft ihr Phosphorylierungsstatus
(Maniatis, 1999). Die Halbwertszeit eines Proteins ist im hohen Mal3e von seinem N-
terminalen  Aminosdurerest abhéngig: stark destabiliserend wirkende Arginin- und
Leucinreste begiinstigen eine schnelle Ubiquitinierung, wahrend Methionin- und Prolinreste
stabilisierend wirken. E3-Ubiquitinligasen erkennen N-terminale Aminosdurereste (Tobias et
al., 1991) und sind kritisch fur eine substratspezifische Ubiquitinierung (Lorick et a., 1999).

55.1 DieFamilieder SIAH-Proteine

Das Drosophila-Homolog, ,seven in absentia® (sina), spielt eine kritische Rolle in der
Determination des Photorezeptors R7 (Carthew und Rubin, 1990). sina besteht aus 314
Aminosauren mit einer N-terminalen cysteinreichen Domane, der so genannten C3HC,- oder
RING-Zink-Finger-Domane (Saurin et al., 1996). Drei hochkonservierte sina-Homologe
wurden in M. musculus identifiziert: Siah-1A, Siah-1B und Siah-2 (Della et al., 1993). Die
humanen Homologe SIAH1 und SIAH2 zeigen eine sehr hohe Aminosduresequenzahnlichkeit
von 96 bis 99 % zu den Maus-Proteinen und sind untereinander zu 77 % identisch (Nemani et
al., 1996). Die 270 C-terminalen Aminosiuren von sina und den humanen SIAH-Homologen
sind zu 85 % identisch (Della et al., 1993; Hu et al., 1997). Aus einigen Publikationen geht
hervor, dal3 sina und die SIAH-Proteine in die Ubiquitinierung von einigen spezifischen
Proteinsubstraten involviert sind. Die ubiquitinierende Funktion wird in SIAH1 durch die N-
terminale RING-Doméne vermittelt, wahrend die C-terminalen Sequenzen die Substrat-
bindung regulieren (Hu und Fearon, 1999). Die humanen SIAH-Proteine binden an Ubiquitin-
konjugierende Enzyme (Hu et al., 1997).
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Die p53-induzierbaren SIAH-Proteine wirken als negative Regulatoren der Zellproliferation.
In SIAH1-transfizierten GM701-Fibroblasten kommt es zur Wachstumshemmung, wobel die
Zdlen nicht apoptotisch werden (Matsuzawa et al., 1998). In humanen Zellen werden die
Proteine ,deleted in colorectal cancer* (DCC), ,nuclear corepressor® (NCoR) und
,BOB.1/OBF.1 coactivator® unter der Vermittiung der SIAH-Proteine ubiquitiniert und
proteasomal degradiert (Boehm et al., 2001).

5.5.2 Ubiquitinierung von repp86 durch SIAH2

Im Hefesystem verursachte Uberexprimiertes vollstdndiges repp86 zunachst ene
Wachstumshemmung (4.5.2). Da die Hefen den N-terminalen Bereich von repp86 (repp86:-
203+4)) €Xprimierten und keine nachteiligen Effekte auf das Zellwachstum beobachtet wurden,
liegt die Vermutung nahe, dal3 der C-terminale coiled coil-enthaltende repp86-Bereich fir die
Wachstumshemmung entscheidend ist. Dieses Ergebnis korreliert in gewisser Weise mit den
Effekten, die sich in repp86-uberexprimierenden HEK293- und COS7-Zdlen manifestierten
(4.3; diskutiert in 5.3). Aufgrund der Ergebnisse wurde eine direkte Interaktion zwischen
repp86 und den mitotischen Mikrotubuli in humanen Zelen postuliert, die letztlich mit dem
korrekten Ablauf der Kernteilung interferierte. Uber die Frage, ob die Wachstumshemmung in
Hefen auf einer repp86-abhangigen Storung des Knospungsprozesses beruht, kann an dieser
Stelle nur spekuliert werden.

Die repp86-abhéangige Wachstumshemmung in S cerevisiae wurde jedenfalls durch die
Koexpression des C-terminalen SIAH2 (4.5.4) bzw. des vollstdndigen SIAH2 (4.5.5)
aufgehoben. In einigen Publikationen wurden Interaktionen zwischen SIAH1 oder SIAH2 mit
anderen Substraten untersucht, wobei die C-terminale SIAH-Domaéne stets fir die Interaktion
mit dem Substratprotein verantwortlich war (Hu et al., 1997; Boehm et al., 2001). Die in
dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse der Hefeexperiments korrelierten mit den
veroffentlichten Beobachtungen: in die Interaktion waren die N-terminae repp86-Doméne
(repp86 = Substrat) und die C-terminale-SIAH2-Doméne involviert. Die Ergebnisse der
Koimmunprazipitation (4.6) bestétigten ebenfalls die Beteiligung der genannten Doméanen an
der Interaktion. Die Kopréazipitation des N-terminalen SIAH2-Bereiches mit repp86 muf3 noch
in weiteren Experimenten verifiziert werden, um aufzukldren, ob N-terminale SIAH2-
Aminosduren im Falle von repp86 an der Substraterkennung ebenfalls beteiligt sein kénnten.
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Esist unbekannt, ob repp86 unter der Vermittlung von SIAH2 in Hefezellen ubiquitiniert und
zum Teil degradiert wurde. Obwohl noch kein repp86-Homolog in der Hefezelle identifiziert
wurde, scheint eine Ubiquitinierung von repp86 durch SIAH2 im Hefesystem nicht
ausgeschlossen. Die Hefezelle verfugt Gber Proteasomkomplexe, die sich strukturell und
funktionell von denen der hoheren Eukaryoten kaum unterscheiden. In Hefen wurden neben
Ubiquitin auch weitere Komponenten der ubiquitinabhdngigen Proteolyse, d.h. Ubiquitin-
aktivierende und Ubiquitin-konjugierende Enzyme, identifiziert, die grof®e Homologien mit
Proteinen der htheren Eukaryoten haben. In Publikationen gibt es Hinweise darauf, daf3
einige Komponenten des Ubiquitinierungssystems unter verschiedenen Spezies sogar
ausgetauscht werden konnen (Hu et al., 1997b):

i) Innerhalb der Eukaryoten ist Ubiquitin hochkonserviert: das Hefe-Ubiquitin unterscheidet
sch von dem des Menschen nur in 3 von insgesamt 76 Aminosauren. Der hohe
Konservierungsgrad macht deutlich, dal3 nahezu ale Ubiquitinaminosduren fir die
Ubertragung auf Substratproteine essentiell sind. Das Hefe-Ubiquitin und das humane
Ubiquitin sind in ihrer Funktion austauschbar. Hu et al. (1997b) fanden mittels des Yeast Two-
Hybrid-Systems heraus, dal3 die humanen SIAH1 und SIAH2 mit dem Protein , deleted in
colorectal cancer® (DCC) interagieren. DCC ist en Transmembranprotein von 1447
Aminosduren mit einer cytoplasmatischen Doméane von 325 Aminosduren (Hedrick et al.,
1994). Die cytoplasmatische Domane von DCC, das Hefe-Ubiquitin und humanes SIAH2
wurden in COS1-Zellen koexprimiert. Das aus Zdlysaten immunprézipitierte Hefe-Ubiquitin
war an das humane DCC kovalent gebunden (Hu et al., 1997b). Das Experiment
demonstrierte, dald das Hefe-Ubiquitin anstelle des humanen Ubiquitins im proteol ytischen
System eines hoheren Eukaryoten eingesetzt werden kann. Zudem wurde deutlich, dal3
humanes SIAH2 das Hefe-Ubiquitin zur Ubiquitinierung eines humanen Substrates
verwenden kann. Unter diesem Aspekt wére eine SIAH2-vermittelte Ubertragung des Hefe-
Ubiquitins auf repp86 vorstellbar.

ii) Im Yeast Two Hybrid-System interagiert SIAH2 mit dem humanen Ubiquitin-
konjugierenden Enzym 9 (Ubc9), von welchem es ein Homolog in der Hefe gibt (Hu et al.,
1997b).

Die Substratbindedoméane von SIAH2 ist im C-terminalen Proteinbereich (140 C-terminale
Aminosduren) anzusiedeln, wahrend die RING-Finger-Doméne (Aminosauren 78 bis 115 in
SIAH2) die Ubertragung der Ubiquitine katalysiert (Hu et al., 1997b; Boehm et al., 2001). In
dieser Arbeit interagierte der C-terminale SIAH2-Bereich (Aminosauren 99-324) mit den N-
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terminalen repp86-Aminosauren 1 bis 67 und sorgte fir die Aufhebung der
Wachstumshemmung in S. cerevisiae, obwohl die RING-Finger-Doméne im rekombinanten
SIAH2-Protein (AS 99-324) um 21 N-terminale Aminosduren reduziert war. Es ist fraglich,
ob eine Ubiquitinierung mit dieser unvollstandigen RING-Finger-Domane durchgefiihrt
werden kann. Wenn keine SIAH2-vermittelte Ubiquitinierung von repp86 in der Hefe
stattfindet, konnte allein die Komplexbildung zwischen SIAHZ2(g9.304y UNd repp86 fur die
Aufhebung der repp86-abhéngigen Wachstumshemmung gesorgt haben. Hu et al. (1997b)
zeigten beispielsweise, dald humane SIAH2-Mutanten ohne aminoterminale Sequenzen (ohne
RING-Finger-Domaéne) trotzdem stabile Komplexe mit dem SIAH-Substrat DCC bilden, ohne
die Degradation des Substrates auszulésen (Hu et al., 1997b).

Die ubiquitinabhéngige Proteolyse von repp86 unter der Vermittlung von SIAH2 in humanen
Zdlen konnte in weiteren Experimenten durch eine gezielte Inhibition der Proteasomfunktion
in intakten Zelen mittddls MG132, eines sehr wirksamen Proteasominhibitors, verifiziert
werden. Eine direkte repp86/SIAH2-1nteraktion mifdte durch in vitro-Ubiquitinierungsassays
mit gereinigten Komponenten des Ubiquitinierungssystems nachgewiesen werden.

5.6 Regulation des repp86-Gens

5.6.1 Transkriptionsstart von repp86

Die grobe Lokalisierung des Genpromotors in einer bekannten Gensequenz kann durch die
Bestimmung der Transkriptionsinitiationsstelle vorgenommen werden. Im repp86-Gen war
die Position des Transkriptionsstartes nicht bekannt. In erster Linie wurden die in der
Genbank-Datenbank eingetragenen mRNA-Sequenzen von repp86 mit dem genomischen
BAC-Klon RPCI11-243J16 abgeglichen (4.7). Die langste eingetragene Sequenz war
AF098158, doch es konnte nicht von ihrer Vollsténdigkeit ausgegangen werden. Der
Transkriptionsstart sollte demnach mittels CapSite-PCR™ bestimmt werden (4.7.2; 4.7.3).
Die Sequenz der AF098158-mRNA konnte um 48 bzw. 78 Nukleotide in 5'-Richtung ergéanzt
werden. Mit der Auffindung des EST-Klons BE888044, der eine langere mRNA-Sequenz in
5-Richtung enthielt, wurden auch diese Ergebnisse in Frage gestellt. Durch Kontroll-PCR-
Experimente mit repp86-spezifischen Oligonukleotiden wurde der tatsachliche repp86-
Transkriptionsstart schétzungsweise bis auf 19 Nukleotide angendhert. Die Ergebnisse

wurden wegen ihrer Komplexitdt bereits im Ergebniskapited 4.7.4 erlautert. Unter
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Berlicksichtigung des neuen angendherten repp86-Transkriptionsstarts betrug die Lange des
anndhernd vollstandigen repp86-Transkriptes 3368 Ribonukleotide (s. 9.1.2). Die 5'-
Luntrandatierte* Region umschlief3t 688 Ribonukleotide, in denen en ,upstream open
reading frame® (UORF) kodiert wird. Mit der Bestimmung des ungeféhren repp86-
Transkriptionsstartes  konnte die wahrscheinliche repp86-Promotorsequenz  eingegrenzt
werden, so dal3 anschlief3end einleitende Experimente zur Promotoraktivitat durchgefihrt
werden konnten (diskutiert in 5.6.4).

5.6.2 CpG-Insaln im repp86-Promotor

Im Bereich —1002 und —189 des repp86-Promotors wurden zwei potentielle CpG-Inseln
identifiziert (4.8). Die Transkription des repp86-Gens in vivo konnte daher durch DNA-
Methylierung kontrolliert werden.

Bel den CpG-Insen handdt es sich um Abschnitte von einigen Hundert Basenpaaren, in
denen Cytidin/Guanosin-Dinukleotide (CpG) zehnmal haufiger als in anderen Genom-
abschnitten vorkommen. In diesen Abschnitten kénnen Cytidinreste im Vertebratengenom
durch DNA-Methyltransferasen noch wahrend der DNA-Replikation methyliert werden.
CpG-Methylierungen ergeben Muster, die gen- und gewebsspezifisch sind. Gene kdnnen
durch die DNA-Methylierung inaktiviert werden (Razin und Riggs, 1980; Razin und Szyf,
1984). Eine eindeutige Korreation zwischen hormoninduzierter DNA-Demethylierung und
darauffolgender Genaktivierung wurde am Beispie des Vitdlogeningens im Huhn
nachgewiesen (Saluz et al., 1986). Es wurde postuliert, dal3 methylierte Erkennungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren von diesen mit einer geringeren Effektivitat oder gar nicht gebunden
werden, so dal’ eine Hemmung der Expression betroffener Gene erreicht wird (Comb und
Goodman, 1990; Prendergast und Ziff, 1991). Bei einigen Transkriptionsfaktoren hingegen,
z.B. Spl, ist die DNA-Methylierung fur die DNA-Bindung irrelevant (Harrington et al.,
1988). Daraufhin wurde die Existenz von Proteinen postuliert, die methylierte DNA
spezifisch erkennen, daran binden, und so die Bindung von Transkriptionsfaktoren
verhindern. Die Theorie wurde bestétigt, als eine ganze Familie von Proteinen mit einem
Motiv zur Erkennung methylierter DNA identifiziert wurde (Huang et al., 1984; Nan et al.,
1997; Cross et al., 1997).

Im Angesicht der dtrikten zellzyklusgebundenen repp86-Expression ware eine zyklische
Demethylierung des repp86-Promotorbereiches Vorraussetzung fir die Proteinexpression.
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Das Problem der reversiblen DNA-Methylierung wurde mit der Isolation einer echten
Demethylaseaktivitéat aus der humanen Zellinie A549 (,non small cell lung carcinoma“)
gelost (Ramchandani et al., 1999). Das 5-Methylcytosin wird spezifisch an den CpG-
Dinukleotiden demethyliert. Das Enzym ist prozessiv (Cervoni et al., 1999). Entgegen der
friheren Uberzeugung wurde gezeigt, daR die DNA-Methylierung wie alle anderen
bi ol ogi schen Prozesse (Phosphorylierung, Acetylierung, Glykosylierung) reversibel ist, so daf3
Gene, die durch Methylierung inaktiviert wurden, gezielt wieder reaktiviert werden kénnen.

Die genaktivierende DNA-Demethylierung kénnte also einen wichtigen Aspekt im Hinblick
auf die Regulation der repp86-Expression darstelen. Aus den PCR-Experimenten (4.2) ging
hervor, dal3 die Regulation der Expression von repp86 auf der Transkriptionsebene ablauft.
Einige der Promotorkonstrukte, die in den Experimenten zur Bestimmung des essentiellen
Promotorbereiches (4.7.3) verwendet wurden, enthielten CpG-Insein. Die DNA in diesem
Bereich war nicht methyliert. Die Frage nach dem Methylierungsstatus des repp86-Gens in
vivo konnte in Southern blot-Experimenten mit genomischer DNA aus repp86-positiven und
repp86-negativen Zellen geklart werden. Manche Restriktionsendonukleasen erkennen und
schneiden Stellen in der DNA, die CpG-Dinukleotide enthalten. Von enigen Endonukleasen
(Hpall, Not I, Xho I) ist bekannt, dai? die CpG-Methylierung innerhalb der Erkennungs- bzw.
Schnittstelle die Restriktion blockiert. Ein  Restriktionsexperiment mit  kombinierten
Endonukleasen ergdbe also in Abhangigkeit vom Methylierungsstatus unterschiedliche DNA-
Muster, die im Southern blot mittels genspezifischer DNA-Sonden detektiert werden kénnen
(Kelleher und Raleigh, 1991; Kladde und Simpson, 1996).

DNA-Methylierungen konnen auferdem mittels der Bisulfit-Konversion der  DNA
nachgewiesen werden. Alle nicht methylierten Cytidine werden in Thymine konvertiert,
wahrend methyliertes Cytidin unverandert bleibt. Die konvertierte DNA wird sequenziert und
mit der nicht konvertierten DNA-Sequenz verglichen (Santourlidis et a., 2002).

5.6.3 DieBedeutung der , upstream open reading frames* (UORFs) fur die Regulation
der Trandation

Untersuchungen zum repp86-Transkriptionsstart  fuhrten zur Identifizierung enes
stromaufwarts gelegenen AUG-Codons in der 5'-Transkriptregion von repp86. Der
nachfolgende Abschnitt kodiert fir weitere 13 Aminoséduren und wird mit dem Stopcodon
UGA beendet (Sequenz unter 9.1.2; 9.1.3). Der uORF liegt im gleichen Leserahmen wie das
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»Hauptprodukt® repp86. Unabhéngig von der Regulation der repp86-Expression auf der
Transkriptionsebene (4.2) konnte das Vorhandensein eines UORFs auf eine zusétzliche
Regulation auf der Trandationsebene hindeuten. Ob der uORF im repp86-Gen in humanen
Zdlen alerdings trandatiert wird, wurde noch nicht nachgewiesen.

Die ,upstream AUG codons‘ (UAUGs) kommen in weniger als 10 % der eukaryotischen
MRNAs vor (Kozak, 1987). In der Gruppe der Gene mit UAUGs befinden sich auffallend
viedle Onkogene und Proteine, die in die Kontrolle der Zdlproliferation und der
ZdIdifferenzierung involviert sind (Kozak, 1991; Morris, 1995).

Ob ein UORF trandatiert wird, hangt davon ab, ob sein uUAUG-Codon von der ribosomalen
40S-Untereinheit und den assoziierten Initiationsfaktoren erkannt wird. Dabei spielen solche
Parameter wie die Nukleotidumgebung des uUAUGs, die Entfernung des uAUGs vom 5'-Ende
der mRNA und die Struktur der mRNA eine wichtige Rolle.

Die Nukleotidumgebung des repp86-uAUGs lautet AUACUGAAUGA?®. Die Sequenz weicht
von der Vertebraten-Konsensussequenz GCC*/cCCAUGG fir die Umgebung der
Trandationsinitiation bel Vertebraten deutlich ab (Kozak, 1981; Kozak, 1984). Die zwei am
meisten konservierten Nukleotide in der Konsensussequenz sind das A in Position —3 und das
G in Postion +4, ausgehend vom A des AUG-Initiationscodons. Mutationsanalysen von
Kozak zeigten, dal3 diese zwei Positionen den starksten Einflufd auf die Initiationseffizienz
ausiiben. Deshalb kann ein potentielles Initiationscodon bereits durch den Vergleich der
beiden hochkonservierten Positionen as ,, schwach® oder ,stark® klassifiziert werden. Unter
diesem Aspekt konnte der repp86-uAUG als ,, schwaches* Trand ationsstartcodon klassifiziert
werden, das nicht sehr effizient oder gar nicht erkannt wird, weil die hochkonservierten A und
G durch andere Nukleotide ersetzt sind. Die Nukleotidumgebung des repp86-AUGs lautet
AGACAAUGU. In dieser Sequenz stimmt das hochkonservierte A an Position —3 und das C
an Position —2 mit der Vertebraten-Konsensussequenz tberein. Das hochkonservierte G an
Position +4 ist in der repp86-Sequenz durch ein U ersetzt. Die Nukleotidsequenz der AUG-
Umgebung von repp86 zeigt also insgesamt eine bessere Ubereingtimmung mit  der
Konsensussequenz als die des uAUG.

Wird ein UORF trandatiert, dann ergeben sich fir das Ribosom folgende Moglichkeiten
(Morrisund Geballe, 2000):

® AUACUGAAUGA: A = Adenin, U = Uracil, C = Cytosin, G = Guanin. Translationsstartcodon: fett gedruckt.
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i) Das 80S-Ribosom dissoziiert von der mRNA und stromabwaérts gelegene AUGs werden
nicht trandatiert.

i) Nach der uORF-Trandation reinitiiert das 40S-Ribosom am AUG des ,Hauptcistrons®, so
daf3 die Genexpression nicht negativ beainfluf3t wird.

iii) Das 80S-Ribosom ,,stockt“ wahrend der Elongation oder der Termination auf der UORF-
MRNA und errichtet eine trandationale Blockade. Fur das , Stocken* des Ribosoms sind in
den bekannten Fallen die uORF-Sequenzeigenschaften verantwortlich. In diesem Fall wird
das ,Hauptcistron* gar nicht oder ineffizient trandatiert.

Diese viden Alternativen zeigen, da3 uORFs eine Mdglichkeit zur Modulation der
Trandationseffizienz stromabwarts gelegener ,, Hauptcistrone* darstellen.

Die intercistronische Distanz zwischen dem repp86-uORF und dem repp86-ORF betragt 462
Nukleotide. Es ist bekannt, dal} die Renitiationseffizienz eines Ribosoms nach der
Trandation eines UORFs mal3geblich durch die Eigenschaften der mRNA beeinfluf3t wird.

Wird zum Beispid die vorhandene intercistronische Distanz um 50 bis 80 Nuklectide
verlangert, so konnen die inhibitorischen Effekte eines UORFs auf die Trandation des
»Hauptcistrons® in einigen Fallen erheblich reduziert oder sogar eiminiert werden (Cao und
Geballe, 1995). Expressionsexperimente mit verléngerten oder verkirzten intercistronischen

Sequenzen konnten die oben genannten Mdglichkeiten beziiglich repp86 klaren.

UORFs konnen auf3erdem die Genexpression beeinflussen, indem sie durch ihr Vorhandensein
die Stabilitét der mRNA veréndern. Einige der uORF-enthaltenden mRNAS |Gsen den so
genannten ,,nonsense-mediated decay pathway” aus, einen Mechanismus, der zum gezielten
Abbau von Transkripten mit 5 -proximalen nonsense-Mutationen dient (Ruiz-Echevarria und
Peltz, 2000).

Es ist noch nicht gekléart, ob der Mechanismus der modulierenden uORF-Trandation im
Zusammenhang mit der Expression von repp86 eine Rolle spielt. Zuerst muf3d untersucht
werden, ob der UORF in humanen Zelen Uberhaupt trandatiert wird. Eine Klonierung der
Promotor- und uORF-Sequenz vor ein bekanntes Epitop und Expression in humanen Zellen
wirde Antworten auf diese Frage liefern. Wird der uORF trandatiert, sollte als nachstes die
Frage geklart werden, ob die Trandation des uORFs negative oder positive Auswirkungen auf
die Trandationseffizienz des repp86-Cistrons hat. Zur Klérung dieser Frage konnte die
gesamte repp86-cDNA mit einer Punktmutation im uAUG in humane Zdlen transfiziert
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werden, um festzustellen, ob sich die Trandationseffizienz von repp86 im Vergleich zur
Transfektion mit nicht-mutierter UAUG-DNA verandert.

5.6.4 Bindestelen fur Transkriptionsfaktoren in der Umgebung der
Transkriptionsinitiationsstelle von repp86

Im Bereich des Promotorabschnittes +22/+92 (4.7.3), der sich als essentiell fr die Expression
des Reportergens Photinus-Luciferase erwies, wurden mit Hilfe der software Matlnspector
V2.2 potentielle Erkennungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren c-ETS-1 (+65) und NRF2
(+65) identifiziert (Abb. 25). Eine verstarkende Funktion in der Promotoraktivitat konnten die
Transkriptionsfaktoren deltaEF1 (-81) und LY F1 (-74) austiben.

Das Protein c-ETS-1 (,,chicken E26 transformation specific*, P14921 in SwissProt), auch p54
genannt, ist ein humanes Protoonkogen. Isoformen des Proteins konnen durch alternatives
Spleifen (c-ETS1 und c-ETS2) entstehen. Der Transkriptionsfaktor kann auf3erdem
differentiell phosphoryliert werden. Die Expression von c-ETS-1 it in ruhenden humanen T-
Lymphozyten hochreguliert und nimmt mit der T-Zdlaktivierung sehr stark ab. Die
Expresson von c-ETS-2 in ruhenden T-Lymphozyten ist hingegen nicht nachweisbar,
wahrend sie nach der T-Zdlaktivierung induziert wird. Aufgrund der Ergebnisse wurde
postuliert, da3 c-ETS-2 mit der Zdlproliferation assoziiert, wahrend c-ETS-1 mit der
Ruhephase der Zdllen verbunden ist. Das Protein ist fir Transformationen von Erythroblasten
und Fibroblasten verantwortlich. Die Korrelation von Interferon und c-ETS-1 konnte in die
Pathogenese monozytérer Leuk&mien involviert sein (Nunn et al., 1983; Reddy und Rao,
1988; Watson et al., 1988; Werner et a., 1995).

NRF2, ,nuclear respiratory factor 2* (M00108 in TransFac), wurde bisher in Cercopithecus
aethiops und Rattus norvegicus identifiziert und gehdrt aufgrund der Homologie der
Bindungssequenz zu der ETS-Klasse der Transkriptionsfaktoren (Virbasius et al., 1993). Der
Faktor ist notwendig bel der Aktivierung des Adenovirus-E4-Gens.

DetaEF1 (,delta-cristallin/E2-box factor 1) ist ein transkriptionaler Repressor in G. gallus,
der die E2-Box-vermittelte Genaktivierung hemmt (Sekido et al., 1994). Sein humanes
Homolog wird ,, Atplal regulatory element binding factor 6* (AREB6, P37275 in SwissProt)
genannt. Das Protein gehdrt zu den Zinkfinger- und Homéodoménenfaktoren. AREB6 wird in
Herz- und Skelettmuskulatur sowie in T-Lymphozyten exprimiert (Watanabe et al., 1993). Es
fehlt in Leber, Milz und Bauchspeichedrise. AREB6 inhibiert die Expression des
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Interleukin 2-Gens und die Aktivitét des Genenhancers der schweren Immunglobulinkette
(Williams et al., 1991). AREBG6 kann in verschiedenen Konformationen an DNA binden und
dadurch Genaktivierung oder Genrepression bewirken. Die Repressorwirkung wird aul3erdem
durch Interaktion der AREBG6-Repressordoméne mit dem ,negative cofactor 2“ (NC2)
etabliert (Ikeda und Kawakami, 1995; Ikeda et al., 1998).

LYF1 (,lymphoid transcription factor 1“, Q13422 in Swissprot), auch IKAROS oder 1K1
genannt, gehdrt zur Familie der C2H2-Zinkfingerproteine (Nietfeld und Meyerhans, 1996).
Das Protein ist im Nukleus lokalisiert und spielt eine wichtige Rollein der Spezifizierung und
Reifung von T-Lymphozyten. LYF-1 wird in Thymus, Milz, peripheren Blutleukozyten und
Lymphknoten exprimiert. Eine schwéchere Expression von LY F-1 wird im Knochenmark und
im DUnndarm beobachtet (Molnar et al., 1996). Das Protein interagiert mit einem kritischen
Element im Promotor der terminalen Desoxynukleotidyltransferase sowie mit Promotoren
anderer Gene, die wahrend der frihen Entwicklungsstadien von B- und T-Lymphozyten
exprimiert werden. Es wurde gezeigt, dal3 LYF-1 an den Enhancer im Gen fir CD3°delta
bindet und das Gen hierdurch aktiviert. AulRerdem wurde nachgewiesen, dal3 auch das Gen fir
CD8-alpha durch die Bindung von LYF-1 an den im letzten Intron liegenden Enhancer
(delta A-Element) aktiviert wird (Hambor et al., 1993). Der Abgleich in Blast Two Sequences
zwischen der genomischen repp86-Sequenz im BAC RPCI11-243J16 und der CD8-alpha-
Enhancer-Konsensussequenz ergab, dal3 die 29 Nukleotide lange Enhancersequenz gleich
zweimal im repp86-Intron 2 vorkommt und keine Abweichung in der Nukleotidabfolge
enthdlt. Zusdtzlich wurde in Position —2596/-2569 der um ein 5-terminales Nukleotid
verkirzte Enhancerkonsensus identifiziert. Bei der in der N&he des Transkriptionsstartes
detektierten Enhancerkonsensussequenz (Position —74/-45) lag der Wert fur die
Matrixahnlichkeit bei 0,963 (max. Wert = 1).

Die Rolle der hier aufgefihrten in Frage kommenden Transkriptionsfaktoren in der
Regulation der repp86-Expresson mufld noch untersucht werden. Hierbei konnten sich
Methoden wie ,DNase | protection assay” und , Band shift assay” als niitzlich erweisen.
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6 Zusammenfassungen

6.1 Zusammenfassung

Mit Hilfe des im Ingtitut fir Hamatopathologie in Kid erstellten monoklonalen Antikorpers
Ki-S2 (1gG1) wurde das Protein ,restrictedly expressed proliferation-associated protein
86 kDa“ (repp86) entdeckt. Die Expression von repp86 wird zellzyklusspezifisch reguliert.
Das Protein ist ab dem Ubergang der G1- in die S-Phase des Zdlzyklus bis zum Ende der
Zytokinese nachweisbar. In der S und G2-Phase ist repp86 diffus im Zellkern verteilt. In der
Mitose wird repp86 stark phosphoryliert und kolokalisiert den Spindelpolen und dem
Spindelapparat. In der repp86-Primérsequenz sind mehr als 40 potentielle Phosphorylierungs-
stellen vorhanden, die bekannten Konsensussequenzen fur verschiedene Proteinkinasen u.a.
cdc2-Kinase und MAP-Kinase entsprechen. repp86 ist ein Substrat der Serin/Threonin-

Proteinkinase Aurora-A.

Die Ergebnisse der hier prasentierten Arbeit geben neue Informationen hinsichtlich der
Regulation der repp86-Expression, der Wechsalwirkungen mit anderen Proteinen und zum
essentiellen Bereich des repp86-Promotors.

In ruhenden, nicht proliferierenden Zellen, wie Granulozyten oder nicht-aktivierten
Lymphozyten, wird keine repp86-mRNA transkribiert. Die Regulation der repp86-Expression
in ruhenden Zelen erfolgt also auf der Transkriptionsebene. Uberexpression von repp86 in
der humanen Zelinie HEK293 fihrt zur Arretierung der Zellen in der G2/M-Phase des
Zdlzyklus. Die Zelen werden polyploid und sterben ab. repp86-tberexprimierende COS7-
Zdlen weisen deformierte bis multiple Kernstrukturen auf. Die Beobachtungen deuten auf
eine repp86-abhangige Stérung bei der Chromosomenverteilung hin. repp86 ist en
mikrotubuliassoziiertes Protein (MAP). Es interagiert mit in vitro polymerisierten
Mikrotubuli, wobel die postulierte C-terminale coiled coil-Doméne von repp86 fur die
Interaktion verantwortlich sein kénnte. In S, cerevisiae wirkt Uberexprimiertes repp86 in
voller Lange wachstumshemmend. Fir diesen Effekt ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der C-
terminale repp86-Bereich (AS 294-747), der die coiled coil-Domane enthdlt, verantwortlich.
Die repp86-abhangige Wachstumshemmung wird durch die Koexpression der Ubiquitinligase
SIAH2 aufgehoben bzw. bedeutend abgeschwécht. Hierbel interagiert der N-terminale
Bereich von repp86 (AS 1 bis 67) mit dem C-terminalen SIAH2 Bereich (AS 99 bis 324).
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Beide Proteine wurden aus transfizierten HEK293-Zdlen koimmunprézipitiert. Diese mit
zwei unabhangigen Methoden dargestellte Interaktion deutet auf ene spezifische
Ubiquitinierung von repp86 durch SIAH2 und den Abbau im Proteasom in vivo hin, was den
schnellen Abbau von repp86 nach dem Abschlul? der Zytokinese erklaren wirde.

In PCR-Experimenten wurde die Umgebung des Transkriptionsstartes von repp86 naher
charakterisert. Die repp86-mRNA hat die Lange von 3368 Ribonukleotiden. Im
Promotorbereich von repp86 befinden sich zwei potentielle CpG-Insaln, die fur die repp86-
Regulation auf der trankriptionellen Ebene verantwortlich sein koénnten. Zwischen dem 5'-
Ende der repp86-mRNA und dem repp86-Trandationsstart liegen 687 Ribonukleotide. In
dieser Sequenz wurde ein ,,upstream open reading frame* (UORF) identifiziert, der fir eine
Modulation der repp86-Trandation verantwortlich sein kénnte.

Der repp86-Promotorbereich +22/+92 erwies sich als essentidl fur die Expression des
Reportergens  Photinus-Luciferase. In  diesem DNA-Abschnitt wurden potentielle
Erkennungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren c-ETS-1 und NRF2 identifiziert.

6.2 Summary

The “restrictedly expressed proliferation-associated protein 86 kDa” (repp86) was identified
in Western blots with Ki-S2, a monoclonal 1gG1l antibody raised by immunizing female
BALB/C mice with nuclear L428 lysates (Institute of Hematopathology, University of Kiel).
Amino acid sequence comparison revealed at that time no sequence homologies with already
described proteins. The expression of repp86 is specifically regulated in a cell cycle-
dependent manner. repp86 is exclusively expressed in proliferating cells from the transition
GL/S until the end of cytokinesis. During mitos's, repp86 becomes highly phosphorylated and
associates with the spindle poles and the spindle apparatus. In S and G2, repp86 is diffusely
distributed throughout the cell nucleus. More than 40 potential phosphorylation sites are
included in its primary sequence, which resemble well known consensus sequences for
different protein kinases, e.g. cdc2 kinase and MAP kinase. repp86 is a substrate of the
serinelthreonine protein kinase Aurora-A.

The results of the presented work yielded new information concerning the regulation of the
expression of repp86, protein interactions, and the essential promoter part of repp86.

In quiescent granulocytes or non-activated lymphocytes, the repp86-mRNA is not transcribed.
Therefore, the regulation of repp86-expression in quiescent cells occurs at the transcriptional
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level. repp86-overexpressing human HEK 293 cells undergo cell cycle arrest in G2/M-phase
and become polyploid. repp86-transfected COS7 cells become multinucleated and contain
malformed polymorphous nuclei. These observations point to a repp86-dependent disturbance
of chromosome segregation. repp86 interacts with in vitro polymerized microtubules. Thus,
repp86 is likely to be a microtubule associated protein (MAP). The interaction could be
mediated by the postulated C-terminal coiled coil domain of repp86. Full length repp86-
expression in S. cerevisiae causes growth arrest. Yeast Two-Hybrid experiments additionally
revealed that the C-terminal repp86 area containing the coiled coil domain (aa 294-747) is
very likely to cause this growth inhibition. The repp86-dependent growth arrest is neutralized
or mainly diminished as a result of SIAH2-coexpression. The C-terminal part of the ubiquitin
ligase SIAH2 (aa 99-324) interacts with the N-Terminus of repp86 (aa 1-67). Both proteins
coimmunopreci pitate from lysates of transfected HEK293 cells. Thisinteraction, found in two
independent methods, points to a specific repp86-ubiquitination by SIAH2, which probably
targets repp86 for proteasomal degradation. Proteasomal targeting would explain the rapid
degradation of repp86 after cytokiness.

In PCR experiments the transcription initiation site of repp86 was closdly characterized. The
repp86-transcript has a length of 3368 ribonuclectides. The repp86-promoter includes two
potential CpG idands, that could regulate repp86-expression at the transcriptional level. The
5-transcript leader consists of 687 ribonucleotides. In this sequence an “upstream open
reading frame” (UORF) was identified. The uORF codes for 14 amino acids and matches the
repp86-reading frame. If trandated, the uUORF could modulate the trandation of repp86-
MRNA.

The repp86 promoter area +22/+92 was the smallest promoter fragment essential for the
expression of the reporter gene Photinus-luciferase. The promoter region includes potential
recognition sites for the transcription factors c-ETS-1, and NRF2.
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lat.: Saccharomyces cerevisiae, Béckerhefe

engl.: SKpl-cullin-F box protein ligase complex
engl.: minimal synthetic dropout medium

engl.: sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecyl sulfat
engl.: seven in absentia Drosophila homolog 2
siehe oben

Optimalmedium in Bakterienkultur

Synthese-Phase des Zdlzyklus

lat.: Schizosaccharomyces pombe, Spalthefe

engl.: single strand copy DNA

siehe unten

Thymin

Tabelle

Thermus aquaticus DNA-Polymerase

engl.: Tris-buffered saline

engl.: Tris-buffered saline Tween-20
TrigEDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

engl.: transformation growth factor 13

engl: targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2
Trig hydroxymethyl]aminomethan

Trig hydroxymethyl]aminomethan

engl.: unit, Einheit

unter anderem

engl.: ubiquitin conjugating enzyme

ultraviolettes Licht

Volt

engl.: von Hippel-Lindau-Elongin B-Elongin C complex
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a -D-gal actopyranosid
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-13-D-gal actopyranosid
vollwertiges Hefemedium

vollwertiges Hefemedium mit 0,003 % Adeninhemisulfat
Zentrale Kommission fir Biologische Sicherheit
zum Tell
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9

9.1

Anhang

Proteintbersicht

9.1.1 Der genetische Standardcode

uuu ucu UAU uGuU

uucC Phe (F) |UCC UAC Tyr (Y) |UGC Cys(C)
UUA UCA UAA UGA Stop
UuG Leu (L) |UCG Ser (S |UAG Stop UGG Trp (W)
Cuu CCcu CAU CcGu

CcucC CCC CAC His(H) |CGC

CUA CCA CAA CGA

CUG Leu (L) |CCG Pro(P) |CAG Gln (Q) |CGG Arg (R)
AUU ACU AAU AGU

AUC ACC AAC Asn (N) [AGC Ser (9
AUA lle(l) |ACA AAA AGA

AUG Met (M) | ACG Thr (T) |AAG Lys(K) |AGG Arg (R)
GuuU GCU GAU GGU

GuC GCC GAC Asp (D) | GGC

GUA GCA GAA GGA

GUG va (V) | GCG Ala(A) |GAG Glu (E) |GGG Gly (G)
Symbole fir Aminosauren:

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Agparagin
D Asp Agparaginsdure P Pro Prolin

E Glu Glutaminsdure Q Gln Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin Vv va valin

K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
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9.1.2

61
121
181

241
301
361
421
481
541
601
661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

repp86: cODNA, Aminosauresequenz und Motive

CGCAGGCGCA
CTTCTGACTT
CCGGCGCTCT

GGAGACTACA
CCGGTATTGC
GATTGGTGCA

CI'TCCCAGGA ACTCCGGGCC GCGITGITCG CTGGTACCTC
TGCGGTCTGT AGGGCCAATC GGGAGCCTGG AATTGCTTTC
TTCGACTAGG CTGCCTGGGT TCAAAATTTC AACGATACTG

AATGAGTCCC GCGGCGGGTT

GGCTCGCGCT TCGITGICAG ATCTGAGGCG AGGCTAGGTG

M S P A AG
AGCCGT GGGA
AACGGCTGAA
AGGCGGTTGC
CCACGCTTCT

AGAAAAGAGG
GTTCACCTTC
GGTGCTCGGT
CTTGGCGACA
AAGAGTTGCG GGAGGCTGTC
GATTTCAGAA AAGGGGTGAA
AGACTGATTA AACCACAGAA
CCTGCTCTTC TGCGTTAAGT

TGCCCCCTCG GATTTCATCA
D A P S D F |

AGATTCATGG TTTGAGGAGA
I D & W F E E

TGGAGGGCTT TTTCAGGGCA
TGGL F QG

CACACCTTTG AAACCAGITG
v [T P L { P V

GGAACAATCC ATTCCGTCAA
VEQS | P S

AAAAACTCCA GCCCAGCCTC
RK T* P A Q P

ACAGAAAGAA AAGCATCATG
E Q K E K H H

CGATGAAATT CTACCCTCTA
I D E | L P 8

AGAAGGCAGT GCTCATCAAG
EEGS AHDQ

GGGTAGACAT ACTGTGCCTT
K GR H T V P

GGAGCAAGAG CTGGAGAAGA
EEQE L EK

GAATGAAGAA TTCAAGAAAC
K N E E F K K

GAGCCAGGTC ACCAAATCAG
VS QV T K &

TCCTAAGAAC CAGGAGGAAT
H P KN QEE

TTCATCTCCT GCCCGAGTGA

PUSTE PR AR V

AGGAAAGAAA AGAACATTTG
Q GK K RTF

TGAAGACTTC CATAAACGAA
V E D F H K R

TAACCTGTTA CCCTCCAAAT
I N L L P S K

ACTGCAAACC AAACACCGTG
V1 QT KHR R

WL AL RCOQ I Stop

GAGCAGCTAG GGCGCGGGTC TCCCTCCTCC CGGAGTTTGG
CAGCCCCTAG CGCCGTTCGC GOCOGCTAGGC CTGGCTTCTG
CGCCGCCTAG GOGGGGCAGG GTGCGAGCAG GGGCTTCGGG
GGATTTTGCT GTGAAGTCCG TCCGGGAAAC GGAGGAAAAA
GGCTAATAAC GGTTCTTGAT ACATATTTGC CAGACTTCAA
AGAGAAGATT GCAACTTTGA GTCAGACCTS TAGGCCTGAT
GGTGACCTGC TGAGAAAAGT GGTACAAATA CTGGGAAAAA
GGGAGACAAT GTCACAAGTT AAAAGCTCTT ATTCCTATGA
M S Q V K S S Y S VY

ATTTTTCATC CTTGGATGAT GAAGGAGATA CTCAAAACAT
N F S S L DD E GD T QN

AGGCCAATTT GGAGAATAAG TTACTGGGGA AGAATGGAAC
K AN L ENK L L G KNG

AAACTCCTTT GAGAAAGGCT AATCTTCAGC AAGCTATTGT

KEP LAKA NLQ QA .|

ACAACACTTA CTACAAAGAG GCAGAAAAAG AAAATCTTGT
D N T Y Y*YK E A E K E N L

ATGCTTGTTC TTCCCTGGAA GTTGAGGCAG CCATATCAAG

NAC S SLE VEA AI &

AGAGAAGATC TCTTAGGCTT TCTGCTCAGA AGGATTTGGA
QRR SBIR L S A Q KDL

TAAAAATGAA AGCCAAGAGA TGTGCCACTC CTGTAATCAT
vV K M K A KR CAT P VI

AGAAAATGAA AGITTCTAAC AACAAAAAGA AGCCAGAGGA
KK M KV S N NKK K P E

ATACTGCTGA AAAGAATGCA TCTTCCCCAG AGAAAGCCAA

D TA EKNA P EKA

GTATGCCACC TGCAAAGCAG AAGITTCTAA AAAGTACTGA

CMP PAKG OQ KFL K ST
GTATGAAAAT GCAGCAAGAG GTGGTGGA® TGCGGAAAAA
SOMWK M Q Q E V V E MR K
TTGCTCTGGC TGGAATAGGG CAACCTGTGA AGAAATCAGT
L AL AGI G QFPV KK S
TTGACTTCCA CTTCCGCACA GATGAGCGAA TCAAACAACA
VDF HFRT DER | KO
ATAAGGAAGT GAACTTTACA TCTGAACTAC GAAAGCATCC
Y K E VNFT S EL RKH

CTAAGGGATG TACCATTGTT AAGCCTTTCA ACCTGTCCCA
™K G C T 1 VvV K P F N L S

ATGAAACAGT TTCTACATAT GTGCCCCTTG CACAGCAAGT
DET VSTY VPL AQOQ

CCCCTAACAG ATATCATTTG AGGAGCAAGA AGGATGATAT
T P N R Y H L R & K K D D

CTTCTGTGAC CAAGATTTGC AGAGACCCAC AGACTCCTGT
S SV TKI C RDP QTP

CACGGGCTGT GACCTGCAAA AGTACAGCAG AGCTGGAGGC
AARA VIEECK ST A EL E
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1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

TGAGGAGCTC
A E E L

ACTTGAAGGT
I L E G

TGCCTTTGAT
I G F D

GGATGAACAC
E D E H

GGGTGITCCT
vV G V P

GAAGAACAGA
L K N R

AAAAGCTCAA
I K A Q

AACTGTGGAA
R T V E

GGAGAAGAAA
K E K K

GCCTCATTTT
L P HF

ACCTTTCTGC
E P F C

GCTGGAAGAA
QL EE

CGTCATCTCT

T V I &

GAGAAATTGC
E K L

GGGCCCATCT
G P |

TTGGAAATTG
L E |

TTTGAATTTC
F E F

GAAAAGAAGG
E K K

ATTCGAATGC
I R M

CCTGTGCCAC
PV P

ATATGCCCTT
I C P

ATAAAAGAAC
I K E

GACACCATTA
D T 1

TTGGAGACTG
L E T

GAACTGAGAC
E L R

CAGGAGCCCT
Q E P

TTCTGGTTCT CTAGTTCAGG
L SGS L VQ

GCAGGAGCTG GAGAAGAGAA
R QE L E KR

AACAATACAA ATTCAAAGCA CGTGAACTTG ATCCCAGAAT
Q QY KFKA REL DPR

TGCCCAAGAA ACCACCTGTG AAACCACCCA CCGAGCCTAT
L PK KPPV KPP TEP

AGAAAAGAAT CCAGGAGCGA GAATCAAAGA AGAAAACAGA
E KR I Q ER ESK KK T

ATTCCAGACC TTGCCCTACT AAGATTTTGGAAGATGITGT
HS R P CPT K I L E D V

TACTTCCAAT CACCGTCCCC AAGTCACCAG CCTTTGCATT
vV L P I T VP K SP A F A

CCACCAAAGA AGATGAGGAA GAGGACGAAC CGGTAGTGAT
p 1™ K E DEE EDE PV YV

ATTATGGGGT GCCTTTTAAG CCCCAAATCC CAGAGGCAAG
HY G V P F K P QI P E A

TCTCCTTTGA TTCTCGAGAC AAAGAACGTC AGTTACAGAA
F SF DSRD KER QL Q

TGCAGAAAGG GGAGGTGCCC AAGTTCAAGG CACTTCCCTT
L QK GE VP KFK AL P

ACCTGCCAGA GAAGAAGGTA AAGAATGTGA CCCAGATTGA
N L P E K KV KNV T QI

ACAGAAGAGG TETCTGAAG GCACAGACTT GGAAGCACCA
DRR GALK A QT WKMH

AGCAGAAAGA AGCAGCTTGT TTCAAGGCTC GTCCAAACAC
Q QK EAAC F KA RPN

TTGTTCCCAA GAAAGAGAAG AAATCAGTTG CTGAGGGCCT
F VvV P K K E K K SV A E G
AACCTTTTCA GCTGGCTACT GAGAAGAGAG CCAAAGAGCG

EPF QL AT E K R A K E

TGGCTGAGGT AGAAGCCCAG AAAGCCCAGC AGTTGGAGGA
M AE VEAQ KAOQ QL E

GGCCAGACTA CAGGAGGAAG
EARL QEE

AGCAGAAAAA AGAGGAGCTG GCCAGGCTAC GGBAGAACT
E Q K KEEL A RL R R E

GGTGCATAAG GCAAATCCAA
LV HK A NP

GCCTCTGACT GTGCCTGTAT
QP L T V PV

GITGAGCTGCG GATACCGCCC
TTGCTTTGTC ATTGGGCATG
GAGAAAGCAT ACTTGACAAC
CTAAGGCTAA TAATGAGATG
CCTTTAAACC ATCAGCCGGC
GTGTCAGCAC AGTGTAATCT
TTTTTTTAAA AATTTTAACC
AAAAAAAA

TACGCAAGTA CCAGGGTCTG GAGATAAAGT CAAGTGACCA
I R K Y Q G L E I K S S D

CTCCCAAATT CTCCACTCGA TTCCACTGCT AAACTCAGCT
SS$ P K F TR F H C stop

GGCAATGGGA CCTGCTCTTA ACCTCAAACC TAGGACCGTC
GAGAGAACCC ATTTCTCCAG ACTTTRCCT ACCCGTGCCT
TGTGGACTCC AGTTTTGITG AGAATTGTTT TCTTACATTA
TAACTCATGA ATGTCTCGAT TAGACTCCAT GTAGITACTT
CTTTTATATG GGTCTTCACT CTGACTAGAA TTTAGICTCT
CTATTGCTAT TGCCCCTTAC GACTCTCACC CTCTCCCCAC
AGAAAATAAA GATAGTTAAA TCCTGGAAAA AAAAAAAAAA

Legende:
ATG
SSLDD

S K K

UORF
repp86-Trandationsstart
Casainkinase I

Proteinkinase C
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KKKT CAMP- und cGM P-abhhéngige Proteinkinase
KPVDNTY Y* Tyrosinkinase

S T*, Y* Serin-, Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierungsstellen, p>0,7
TPL K cdc2-Kinase (ST P X K/R)

PV SP MAP-Kinase (P X SIT P)

QLAT.. coiled coil-Doméne, PairCoil p = 100 %

+.RQEL.. “intermediate filament protein motif’ (ProfileScan, lsrec)
GGLFQGKT P-Loop

PEKKVKN Nukleéres Lokalisationssignal

KSTEEQELEK potentielle PEST-Sequenz (score 9,94 bel RUNPEST)

9.1.3 uORF, cDNA und Aminosauresequenz

ATG AGT CCC GCG GCG GGI' TGG CTC GCG CTT CGI TGT CAG ATC TGA
M S P A A G W L A L R C Q I Stop

9.1.4 SIAH2: Aminosiuresequenz

1 MBRPSSTGPS ANKPCSKQPP PQPOHTPSPA APPAAATI SA AGPGSSAVPA AAAVI SGPGG

RING-Finger-Doméne
61 GGGAGPVSPQ HHELTSLFEC PVCFDYVLPP | LQCQAGHLY CNQCRQKLSC CPTCRGALTP
121 SI RNLAMEKV ASAVLFPCKY ATTGCSLTLH HTEKPEHEDI CEYRPYSCPC PGASCKQGS
181 LEAVMSHLMH AHKSI TTLQG EDI VFLATDI NLPGAVDWM MQSCFGHHFM LVLEKQEKYE
241 GHQQFFAI VL LI GTRKQAEN FAYRLELNGN RRRLTWEATP RSI HDGVAAA | MNSDCLVFD
301 TAI AHLFADN GNLG NVTI'S TCCP
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9.2 Vektorkarten

9.2.1 pACT2: Vektor mit der humanen Lymphknotenbibliothek (Fa. Clontech)

Nde |
Nde |
(735]

e

MCS
(5087—4931)
*Bal Il
HA epitope
p.'"u'dle |
Sfil
Ncol
Smal
Xmal
BamH |
EcoR 1
Sac|
Xho |
*Balll

Nde |
5131)

Hind |11
{5497)

Clal
(2626)

AL4 AD

.

Hind 1l
(4739)

Not |14183)
Not| (4345)

; ; MATCHMAKER 5 AD LD-Inzen
E1E5 GALL AD Sequencing F"nmer= SR i Scre ening Amplimer

_E&_T_;'-‘AEE ACT ACA ATG GAT GAT GTATAT AACTAT CTATTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA

55 » GALY HA epitope
AD Tyr Pro Tyr Asp Wal Pro Asp Tyr Ala
BAC CCA AAA AAA GﬂG ATCTGTATG GCT TAE CCATAC GATGTT CCA Lufl.T T,'i".C GCT AGCTTG

Bglll*
I Sl ST0P
GGT GGTCAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GRG ATC CGA ATT CGA GCT CGA GAB ATC TAT GA
Nde | Neol iﬂ_ﬂﬁ |I|" BamH| EcoR | Sac Xhal gﬁ" I
447 ma

. SOF ste
ATCG TAGATACTGAAAAACCCCG CAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTC

MATCHMAKER 3 4D LD-
Insert-5 creening Amplimer
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9.2.2 pGBKT7: Vektor mit der ,, Koderprotein® -cDNA (Fa. Clontech)

Hind Il
(B544] . p
ADHL

GAL4

pGBKT7 T8 a0
1.3kb

plC
ori

& c-Myc epitope tag

MATCHMAKER &' DMA-BD Vectar

1185 Insert Scraaning Amplimer > GALY DNA-Binding Domain

TCATCG GAAGAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAGTTG ACT GTATL@ CCG GAA TTT
a.a.
147

1212 T7 Sequencing Primar
*  T7Promater L = N
GTAATACGA CTC ACT ATA GGG CGA GCL GCC ATC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG

START

in vim

c-Myc Epitope Tag

1231
CAT ATG GCC ATG GAG GCC GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA GCT GCA GCG GCC GCA [BACTAGCATAACTCT

Ndel Ncol Sfil  EcoRl spa) BamHl Sall Pstl bl

1342 Xmal
. T7 Terminator
TTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGE GCGCGCTTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGLGAATTTCTTATGATIT
STOP
|orf3)
1420

;lTGfl ATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAA
= ' DNA-BD Sequencing Primer

al

e}
MATCHMAKER 2' DNA-BD Vactor
Insert Screaning Amplimer
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9.2.3 pGADT7: Vektor mit der Interaktor-cDNA (Fa. Clontech)

Hind 111
[1480)

Amp"

Hind [l
{2240)

= HA epitope tag

|o5c. MATCHMAKERS AD LD-Insert Serasning Amplimer GALY T teencings iar
e Activation Domain T7 Promotar

ET,l TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAL G-'lG ATC TTT AAT ACG ACT

a5 Bylll
ITE—I S-TKQET HA Epitope Tag
CACTATAGG GCG AGE GCC GCC ATG GAG TAC CCATAC GAC GTA CCA GATTAC GET

Neo |

1963

CAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAA TTC CAC CCG GGT GGG CAT CGA TAC GGG ATC CAT
Ndel Neal Sl EcoRl  Smal/ Clal BamH |

Xmal
2026 STOP
E,'Gfl GCT CGA GCT GCA GATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTC

al
Sacl Xhol  Fstl S MATCHMAKER 3 AD LD-Insert Scrasning Amplimer
2081

AAQT GTGCATCGTGCACCATCT
K 3 AD Sequencing Primer
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9.24 pFLAG-CMV2: Expressionsvektor in Koimmunprazipitationsexperimenten (Fa

Sigma Aldrich)

NeTerminal
pFLAG-CMV

Sall

Multiple Cloning Site (pFLAG-CMV-1* and pFLAG-CMV-2)

EmR v l xba 1 BanH I

FLAG Paptide Saquence
Not1 Ewﬂ 1

Mot Asp—Tyr—Lys—Asp—Asp—Asp—Asp—Lys +
IE‘AT.R QAT CTa AI TCQ GTA :!r:A #r: aac TFI' ABA E*!A TOC

[AT8] eAC TAC AAA @AC GAT mum*ﬂcn a:*a acc acu|n1'1'm

GC | TAT CTA

I:AT BAT CTAQ CTL! AGA T4T CCT AE*! CC CA

TAC CT4 ATA TTT CTG CTA CTAd CT@ TTC G+ cac CI!G cac TTA 4!
*For pRLAG-CMV-1 the Met-oreprotrypsin coding sequence precedes the FLAG coding sequence.

Hird 111
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9.25 pCR1.2-TOPO: Subklonierung von PCR-Fragmenten (Fa. I nvitrogen)

facZo AT G i i ” "
M13 Reverse Primer | .v-f.'nld 1l ln | Sac| BI..nHI S;lael
CAG GAL ACA GCT ATE ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA COZ AGC TCS GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC T TAC TAR TGC G3T TCG ARC CAT GGC TOS AGC CTA GGT GAT

BS'l.'X I EcoR | Ec\i:)l-"\ |
GTA ACG GCC GCC AGT STE CTG GELI—\ TTC GCC CTTERIN- M Nregons GO GAR TTC TGC
CAT TG OGG CGG TCR CRC GRC CTT AAG COGG (GREN TTC CCG CTT RAG RCG

EcOR ¥ BaCI Mol Xro| e | Xta | Ape |
AGA TAT OCA TCA CAC TEG CCG CCE CTC GAG CAT GCA TCT AGR QGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA QQT AGT @TQ ACC @CC QGC QAC CTC QTA CGT AGA TCT CCC GQC TTA AGC |GGC ATA
Y

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
LOT GAG TCOG TAT TR ART TCR(CTE GCC GTC GTT TTA ORA COST CGT GAC TGS GAR RAC
TCL CTC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGG CAG CAL AAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2,1-TOPO®
3931 nucleotides
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9.2.6 pGL3Basic: Luciferase Assay (Fa. Promega)

¥ Synthetic poly(A) signal /
Amp' lranscriptional pause site
{for background reduction)
- o |
H ori Sac |
Mlies |
fhe |
-Bazi Emal
(4818bp) Hg?d I
MNeol
Sal | Tie+
BamH | Nar |
SV40 late poly(A) signal G
(for luc+ reporter)
Hpal =
Xba | =
9.2.7 pGL3 Control: Luciferase Assay (Fa. Promega)
""""-‘.,_ :
Synthetic poly(A) signal
Amp' transcriptional pause site
i {for background reduction)
Kpn | g
i1 GN Sac | 11
M | 15
ol gne I 21
B nal 25
. % |2
E Batll 36
2448 | Sal | (5256bp)
2442 | BamH | SY40 Fromoler
nd Il 245
SW40 Enhancer igkod s
i Neo | 278
Mar 1 313

5Y40 late poly(A) signal
{for fuc+ raporter)
Hpa | 2024

Xbal 1934

ardTvAwD gi
ATVAwA gif

ar



