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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Grundlagen der Krebsentstehung

Krebs ist nach den Herzkreidauf Erkrankungen die héaufigste Todesursache in den
Industrieléandern. Die Krebsforschung dent dem Verstandnis der Wirkungsweise der daran
beteili gten Faktoren und damit einer effektiveren Diagnostik und Therapie. Zur Zeit sind Uber
100 verschiedene Krebsarten bekannt, von denen die meisten jedoch selten auftreten.

Die Ursache maligner Erkrankungen ist das klonae, unkontrollierte Wacdstum von
korpereigenen Zellen, das zumeist auf mehreren genetischen Defekten beruht. Krebszdlen
sind in der Lage, sich aus ihrem Verband zu 16sen und sich an anderen Stellen anzusiedeln
(Metastase). Im Gegensatz dazau verbleiben benigne Tumore an ihrem Entstehungsort.
Neoplasen werden je nach dem Gewebe ais dem sie entstanden sind in Karzinome
(Epithelzdlen), Sarkome (Bindegewebe, Blutgefalle) und Leukamien/Lymphome
(lymphatisches System) unterteilt.

Der Ausgangspunkt fir Neoplasien sind meistens drukturelle Veranderungen der DNA, die
Mutationen. Durch eine Reihe von Beobaditungen konrte die Erkenntnis, dal3 die
Entwicklung eines Tumors auf genetischen Defekten besiert, gestiitzt werden: @) bestimmte
humane Tumore werden nach den Mendelschen Gesetzen vererbt; b) zahlreiche Neoplasien
weisen ganz spezfische Verdnderungen des Chromosomensatzes auf (Sandberg, 198Q Y unis,
1983 Rowley, 1984); c) Patienten mit einem gestorten DNA-Reparatursystem sind zur
Tumorentwicklung pradisponiert (Cleaver, 1968 Ponder, 1980 und d) die mesten
Karzinogene (Ames, 1979 induzieren als Mutagene auch Verénderungen der DNA.

Die von den Mutationen betroffenen Tumorgene stellen positive und negative Regulatoren
des Zellwachstums, der Gewebedifferenzierung sowie des programmierten Zelltodes
(Apoptose) dar. Man unterteilt die bisher Uber 200 charakterisierten Tumorgene in zwel
Klassen. Onkogene kodieren fur strukturell veranderte oder fehiregulierte Proteine (,gain of
function”), deren tumorigenes Potential bereits von einem defekten Allel ausgehen kann
(dominante Tumorgene). Bei den rezessven Tumorsuppressor-Genen werden Neoplasien erst
duch zwei defekte Allele (rezessve Tumorgene) und damit Uber den Verlust des
funktionstiichtigen Proteins beginstigt (,lossof function”).

Die Charakterisierung eines potentiellen Tumorgens, das fur die Entstehung einer Subform
akuter lymphatischer Leukamien (ALL) pathogenetisch relevant ist, stellt die Grundlage der
vorgelegten Arbeit dar.
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1.1.1 Onkogene

1.1.1.1 Prinzipien der Identifikation von Onkogenen

Klonierung zellularer Aquivalente viraler Onkogene

Der erste Nachweis von Onkogenen ist Befunden der Tumorvirologie a1 verdanken. Die
Beobadhtung, dal3 eine Tumorinduktion durch Retroviren mdglich ist, fihrte a1 der
Entdedkung viraler Onkogene.

In dem aus Huhrersarkomen isolierten Rous Sarcoma Virus, konnte neben den Virus-
spezfischen Genen, v-src as erstes virades Onkogen identifiziert werden. Spétere
Untersuchungen ergaben, da diese aus Tumorviren isolierten v-onc (= viral) Gene,
zdluldren Ursprungs snd und von den Retroviren wahrend der Transduktion aus dem
Wirtsgenom aufgenommen wurden. Die v-onc Gene sind im Vergleich zu ihren zdluldren
Gegenstiicken, den c-onc (= cellular) Genen oder Proto-Onkogenen, strukturell verandert. In
der Folgezat ist es gelungen die Funktion von etwa 30, dieser evolutiondr hoch konservierten
c-onc Gene, zu charakterisieren. Ihre Beteiligung bei der Entstehung menschlicher Tumore

konnte fur einige dieser Gene belegt werden.

virales Onkogen Virusgamm Funktion
V-SIC Rous Sarcoma Virus Tyrosin-Kinase
v-abl Abelson Murine Leukemia Virus Tyrosin-Kinase
v-h-ras Harvey Rat Sarcoma Virus G-Protein
V-myc Avian Myclocytomatosis DNA-bindendes Protein

Tabelle 1. Beispiele retroviraler Onkogene

I nsertionsmutagenese

Eine weitere Moglichkeit der Tumorinduktion durch Retroviren, stellt die Insertion eines
Wildtyp-Virusgenoms in raumlicher Nadhe enes zdluldaren Proto-Onkogens dar. Dieser
Vorgang kann ebenfalls zu strukturellen Verdnderungen oder Fehlregulationen von Proto-
Onkogenen fuhren und damit eine Tumorentstehung ausldsen.

Ein Beispiel hierfir ist die Aktivierung der int-1 und int-2 Gene durch Integration des Mouse

Mammary Tumor Virus, dies fuhrt zur Bildung von Mammeakarzinomen in Mausen.

DNA-Transfektionsassays
Eine weitere Moglichkeit der Onkogen-ldentifizierung stellt der DNA-Transfektionsassay dar.

Dabei wird aus humanen Tumoren isolierte DNA in eine murine Fibroblasten-Zdllinie
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(NIH/3T3-Zellen) eingebradit. Bruchstiicke der humanen DNA integrieren in das Genom der
Rezpientenzdlen. Sollte hierbei ein aktiviertes Onkogen der humanen DNA transfiziert
worden sein, so kann dies zu morphologischen Verdnderungen der murinen Zellinie fuhren
(Shih et al., 1979. Es bildet sich ein sogenannter Focus. Durch Isolierung der humanen DNA
aus diesen Foci und mehrfach wiederholter Transfektion in NIH/3T3-Zellen findet eine
»Aufreinigung” des potentielen Onkogens gatt. Eine morphologische Auffdligkeit nach
Transfektion eines aktivierten Onkogens wird jedoch nicht immer beobadtet. Deshalb wird
in einer Variante des Transfektionsassays, dem sogenannten Tumorigenizitatsassay (Fasano et
a., 1984 Brown et a., 1984, die humane DNA in Begleitung des Neomycinresistenz-Gens
in die Zellen transfiziert. Die Selektion der stabilen Transfektanten wird mit dem Neomycin-
Analogon G418 duchgefuhrt. Anschlie3end werden die Zellklone in immundefiziente
Nacdktmause gespritzt. Dies fuhrt gegebenenfalls zur Ausbildung von Malignomen (Murray et
al., 1981). Die Aufreinigung der DNA aus diesen Tumoren tber mehrere Transfektionsrunden
ermoglicht den Nadweis des betreffenden Onkogens. Auf diese Weise wurden zahlreiche
Onkogene identifiziert. Ein Beispiel hierfur ist die Klonierung des humanen Onkogens h-ras,
das aus der DNA einer Blasentumor-Zéllinie isoliert wurde (Cooper et a., 1984 Weinberg,
1985 Barbadd, 1987. Einige der auf diese Weise isolierten Onkogene wurden richt in dem
Originatumor sondern erst im Rahmen der DNA-Transfektion aktiviert. Diese Gene besitzen
somit eine potentiele Bedeutung in der Tumorgenese. Das ret-Gen, das bei multiplen
Neoplasien Typ2A und Typ2B sowie dem Morbus Hirschsprung aktiviert ist, konnte priméar

durch einen solchen Transfektionsartefakt identifiziert werden.

Klonierung von Bruchpunktregionen tumor spezifischer Chromosomenanomalien

Cytogenetische  Untersuchungen zegen, dal3 in zahlreichen Tumoren rezproke
Trandokationen zweier Chromosomenabschnitte beobadhtet wurden. Die pathogenen Folgen
konnen dabei aus einer Fusion zweier Gene und somit der Bildung eines Fusionsproteins oder
aus einer Fehlregulation eines Gens durch trandozierte Regulatorelemente resultieren. Ein gut
charakterisiertes Beispiel stellt die Philadelphia-Trandokation (Nowell and Hungerford,
1960 zwischen den Chromosomen 9 und 22 t(9;22)(934,g11), dar. Diese kann in ca 95%
der CML- (chronisch myeloische Leukamie) und ca 30% der ALL-Patienten (akute
lymphatische Leukdamie) nadhgewiesen werden. Die Klonierung der Bruchpunktregion des
Philadelphia-Chromosoms ergab, dal? es hierbei zu einer Fusion zwischen den Proto-
Onkogenen ber und abl komnt. Bis heute wurden circa 130 chromosomale Trandokationen

molekular charakterisiert.
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1.1.1.2 Physiologische Bedeutung und pathogene Veranderungen der Proto-
Onkogene

Proteine, die durch Proto-Onkogene kodiert werden, nehmen eine wichtige Funktion in der
Signaliibertragung von Zellen ein. Ihr Wirkungsspektrum reicht von Wadstumsfaktoren, Uber
Rezetoren und intrazdluldre Signalmediatoren, bis hin zu nukle&en Transkriptionsfaktoren
und Zellzyklusregulatoren. Die strukturellen Verénderungen dieser Proto-Onkogene, kann zu
gualitativen Veranderungen der Proteinstruktur oder aber zu quantitativen Verénderungen
ihrer Expresson fuhren. Diese unterschiedlichen Ereignisse konnen wahrend der
Tumorprogresson synergistisch wirken. Beispiele fur Medanismen, die diese pathogenen
Veranderungen herbel fuhren kénnen, sind Punktmutationen (ras), Transokationen (bcr-abl),
Austausch von Regulatorsequenzen (myc) und Amplifikationen (n-myc). Diese sollen im
folgenden kurz beschrieben werden.

ras
RAS-Proteine (H-RAS, K-RAS, N-RAS) dédlen eine Familie von sogenannten kleinen
Guaninnucleotid-bindenden Proteinen dar. Sie sind Monomere, die Uber eine Farnesyl-Gruppe
in der Plasmamembran verankert werden. Wird RAS durch einen Rezeptor aktiviert, findet
ein Austausch des gebundenen GDP durch GTP statt. Diese &tive Form der RAS-Proteine
wird duch eine intrinsische GTPase Aktivitat reguliert, die wiederum durch GTPase
aktivierende Proteine (GAPs) verstéarkt wird. Die Spatung von GTP zu GDP und Phosphat
detiviert RAS-Proteine und ermoglicht somit eine kontrollierte, zdtlich begrenzte
Ubertragung eines Signals. RAS-vermittelte  Signalibertragungen nehmen  eine
Schlisselstellung in vielen wichtigen zdluléren Prozessen (Proliferation, Differenzierung)
ein.

Die haufigsten strukturellen Anderungen der ras-Onkogene stellen Punktmutationen dar, die
die intrinsische GTPase-Aktivitdt beanflusen. Es entstehen konstitutiv aktive RAS-Proteine,
deren Aktivitdt auch durch GAPs nicht mehr inhibierbar ist. Diese Punktmutationen finden
sich bevorzugt in den Codons 12, 13 wd 61 Ras-Mutationen stellen die haufigste
Onkogenverénderung menschlicher Tumore dar. So ist in Uber 90% aller Pankreaskarzinomen
eine Mutation im Codon 12 von k-ras zu beobaditen. Weiterhin weisen ungefahr 25% aller

AML-Patienten eine n-ras Onkogenaktivierung auf.
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ber-abl

ABL und BCR sind Proteinkinasen. ABL weist mit seinen typischen SH2/SH3-Doméanen und
seiner Tyrosinkinase-Aktivitét alle Merkmale e@nes Proteins der Phosphorylierungskaskade
auf. Nach Aktivierung des ABL-Proteins findet ein Ubergang in den Zellkern statt, wo es
mittels siner DNA-bindenden Doméne, die Expresson weiterer Gene wie myc und bcl-2
beanflufdt. BCR 183t sich in die Kategorie der Serin-, Threoninkinasen einordnen und kann
Uber seine SH2-bindende Doméne mit anderen Proteinen interagieren. Aktiviertes BCR
fungiert als GTPase-aktiverendes Protein der RAS-Familie.

Die Bildung des BCR-ABL Fusionsproteins, in der bereits genannten Philadelphia-
Trandokation, fuhrt zu einer Fixierung des tetrameren Fusionsproteins am Cytoskelett sowie
der Aktivierung der Tyrosinkinase von ABL. Dadurch wird eine Vielzahl von Signalkaskaden
dereguliert. Zudem ist die transkriptionelle Regulation des antiapoptotischen bcl-2-Gens
durch ABL nicht mehr moglich (Kurzrock et al., 1988.

myc
Die beiden wvorangegangenen Beispidle dokumentieren den EinfluR quaitativer
Veranderungen von Proto-Onkogenen auf die Tumorgenese. Anhand der Rolle von c-myc bei
Burkitt-Lymphomen soll die Auswirkung einer quantitativen Veranderung eines Proto-
Onkogens beschrieben werden.

MYC sellt einen Transkriptionsfaktor dar, der abhéngig vom jeweiligen Signal- und
Gewebskontext, unterschiedliche Zellprozese reguliert. Diese beinhalten Zellproliferation,
Differenzierung und Apoptose. Die Transkriptionsaktivitét von MY C basiert auf einem basic
Helix-Loop-Helix- und einem Leucin-Zipper-Motiv sowie N-terminalen Transaktivierungs-
doménen. MY C it nur in Form eines MY C-MAX Heterodimerkomplexes aktiv. MAX besitzt
jedoch keine Transaktivierungsdomane, somit ist MYC der entscheidende Regulator fir die
Zielgene.

In alen Burkitt-Lymphomen kommt es zu ener Aktivierung des myc-Gens. Diese
Aktivierung erfolgt durch Rekombination des myc-Locus auf Chromosom 8qg24 in
unmittelbarer Nahe enes Enhancers der Immunglobulingene der Chromosomen 14, 2 oder 22
(Rabhitts et al., 1983 Rabhitts and Boehm, 1991). Zudem wird das MY C-Protein nicht nur
Uberexprimiert, sondern zugleich durch Mutationen in der Transaktivierungsdoméane,

regulatorischen Einfliiseen entzogen (Bhatia € al., 1993.
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n-myc
Ein weiterer Prozess der die Expresgon eines Gens erhthen kann, ist die Genamplifikation,
welche man zumeist in fortgeschrittenen Tumorstadien findet und zur Tumorprogresson
beitrégt. Ein bekanntes Beispiel ist die Amplifikation des myc-verwandten n-myc Gens bei
Neuroblastomen. Das n-myc Gen wird am haufigsten in den weit fortgeschrittenen
Tumorstadien 111 und IV in mehreren hundert Kopien gefunden, welches mit einer schledchten
Prognose a@nhergeht (Kohl et al., 1983 1984).

Signalweg Onkogene

Wachstumsfaktoren Sis
EGF

Rezeptor | v

v Wachstumsfaktor- fms. erbB
extrazellular . Rezeptor ~ Rezeptoren
Plasma- l
membran GTP-bindende Proteine
intrazellular membranassoziierte ras,src

Rezeptor- G-Protein Proteinkinasen
Proteinkinase ¢
' cytoplasmatische
Proteinkinasen raf

Kern

Transkriptionsfaktoren myc, myb,
DNA-bindende Proteine fos, jun, erbA

Abbildung 1. Onkogenein der Signaltransduktion

1.1.2 Tumor suppressor-Gene

Vergleichbar mit den Onkogenen kodieren Tumorsuppressor-Gene fir Proteine, die wichtige
Funktionen in der Regulation der SignalUbertragung und des Zellzyklus ausiben. Im
Gegensatz zu den Onkogenen beruht ihre Funktion in der Inhibition Signal-Ubertragender
Ablaufe. Zu ihnen gehtren GTPase stimulierende Proteine, Proteinphosphatasen als
Gegenspieler der Proteinkinasen, Inhibitoren der Zellzyklus-aktivierenden Kinasen sowie
Transkriptionsfaktoren und deren Inhibitoren. Aufgrund deser negativ regulierenden
Eigenschaften ist eine Tumorgenese nur beim vollstandigen Verlust der Tumorsuppressor-

Funktion gegeben. Mutationen, die a1 desem Verlust fihren, sind Deletionen und
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Punktmutationen oder aberrante Interaktionen mit anderen Proteinen. Dies sll im folgenden

am Beispiel des p53-Gens dargelegt werden.

1.1.2.1 Physiologische Bedeutung und pathogene M echanismen von P53

Das Tumorsuppresorgen p53  kodiert fir einen Transkriptionsfaktor, der eine zentrae
Stellung in der Kontrolle des Zellzyklus einnmmt (Vogelstein and Kinzler, 1993. Das
Protein setzt sich aus 3 Funktionsdoménen zusammen: @) N-terminale Transaktivierungs-
doméne b) DNA-bindende Doméne und c¢) C-terminale Regulatordoméne. Die physiologische
Funktion von P53 besteht in dem Schutz der Zelle vor genomischem Stress wie DNA-
Schadigung durch UV-Strahlung, ionisierende Strahlung oder chemisch mutagene Substanzen
und andererseits der pathologischen Aktivierung von Onkogenen.

Die P53-Konzentration einer Zelle hangt von der Interaktion mit dem Protein des mdm2-Gens
ab. P53 aktiviert die Expresson von MDM2 (Fakharzadeh et al., 1991), das wiederum den
Ubiquitin-vermittelten P53-Abbau in Proteasomen induziert. Dieser Regelkreis zwischen P53
und MDM2 wird in folge @ner DNA-Schadigung duch Phosphorylierung von P53
unterbrochen. Dabel komnt es durch Anreicherung von P53 zur Expresson des Cyclin-
abhéngigen Kinase-Inhibitors P21. Dieser inaktiviert die Interaktion der Cycline D/E mit
Cyclin-abhéngigen-Kinasen (CDKs). Die Folge ist eine Arretierung des Zellzyklus in der G1-
Phase. Ein weiteres Zielgen mach der P53-Aktivierung ist 14-3-3 (Hermeking et al., 1997,
desen Protein phosphoryliertes CDC25 inaktiviert und damit die Zelle in der G2-Phase
arretiert. Durch den unterbrochenen Zellzyklus ist die Zelle in der Lage die DNA-Schadigung
zu beheben. Auf diese Weise wird verhindert das Mutationen in weiteren Zellteilungen
fortschreiten konnen. Ist eine DNA-Schadigung irreparabel, wird de betreffende Zelle durch
Apoptose (programmierter Zelltod) eliminiert. P53 (bt dabei als Repressor, durch Bindung an
das anti-apoptotische Gen bcl-2 und als Transkriptionsfaktor flr das pro-apoptotische bax-

Gen, wesentliche Kontrollfunktionen aus.

Mutationen des p53-Gens oder Veranderungen des P53-Gleichgewichts in der Zelle, werden
in humanen Neoplasien als haufigste Aberrationen eines Tumorsuppresors beobadtet. In
50% aler humanen Tumore werden Punktmutationen von p53 nachgewiesen. Dabel handelt

es sch vorwiegend um missense Mutationen. Genamplifikationen des Interaktionspartners
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MDM?2 haben den gesteigerten Abbau von P53 zur Folge. In jedem Fall kommt es zu einem

»lossof function, des Tumorsuppressors P53.

1.2 Zellen des spezifischen |mmunsystems

Zur Abwehr fremder Molekile (Antigene) verfligen Vertebraten Uber ein spezfisches
Immunsystem. Die nahezau unbegrenzte Anzahl von Antigenen erfordert dabel die Synthese
einer Vielzahl von Antikorpern, deren Viefalt hauptsadlich auf somatischer Rekombination
und Mutation beruht. Zwei Rezeptortypen des Immunsystems lasen sich unterscheiden: die
von B-Lymphocyten synthetisierten Immunglobuline (Ig) und de von T-Lymphocyten
gebildeten T-Zell-Rezegtoren (TCR). Die Immunglobuline werden von ausdifferenzierten B-
Lymphocyten (Plasmazdlen) ins Blut sezeniert (humorale Abwehr), wohingegen die T-Zéll-
Rezetoren membranstéandig durch Interaktion mit Molekilen des MHC-Komplexes (major
histocompatibility complex) die zdlulare Abwehr vermitteln. Die Immunglobuline setzen sich
aus zwe identischen schweren (heary, H) und zwei identischen leichten (light, L)
Polypeptidketten des k- oder A-Typs zusammen. Bel den T-Zell-Rezegtoren wird de a- mit
der B-Kette oder die y- mit der &-Kette a1 einem funktionellen Molekil kombiniert. Die
Erkennung von Antigenen erfolgt bei Immunglobulinen wie bei T-Zell-Rezgptoren durch den
aminoterminalen variablen (V) Bereich. Der konstante, am Carboxylende befindliche
Abschnitt (C), ist bei Ig und TCR fur die Effektorfunktion verantwortlich.

1.2.1 Genrekombination als Grundlage der spezifischen
| mmunantwort

Der variable Bereich, der die Speafitét der Antigenerkennung durch Ig oder TCR ausmadht,
wird durch die Rekombination von drei verschieden Gensegment-Typen gebildet. Ein V-
Element (variability) wird mit einem D- (diversity) und einem JElement (joining) zu einer
funktionstiichtigen Einheit des variablen Bereichs verbunden. Da die D-Elemente nur in den
Genloci von IgH, TCRB und TCR? enthalten sind, komnt es bei den Ubrigen Ig- und TCR-
Genen zu ener VJRekombination. Nach dem Rearangement der Gensegmente auf der
DNA-Ebene und der Transkription zur RNA, erfolgt die Prozesserung zur reifen mRNA.
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Dabei wird bel den Ig-Ketten am 5-Ende dne Lealersequenz angehangt, die den

transmembranen Transport des Proteins erleichtert.

5‘ 3
C,C;Cs C.C,

-H-I—H-I-II-H-I-/I-I-I-I-II-I-I-I-I-I-I—I-I-I-I-I-

D-J-Rekombination
L.V, L,V, L, -J, C,C;C,C, C,

-H-I—H-I-II-H-I-II'I'I-I'I'I'H—I'I'I'I'I-

V-DJ-Rekombination

v L, V1D2J1 J,-J, C.C;C, C,C,
DNA —HHHHHHHHE-
1 |
v Transkription,
L,V.D,J.Cs  RNA-Prozessierung
mRNA

+ ‘ Translation
Protein ;

Abbildung 2: Rekombination und Synthese der Immunglobulin schweren K ette (L =L eader sequenz,
V =V-Element, D = D-Element, J = J-Element, C = C-Element)

Die Rekombination der VDJElemente afolgt Uber die Rekombinations-Signal-Sequenzen
(RS9 am 5'- und 3-Ende der VD JElemente. Die RSS beinhalten eine Heptamer- und eine
Nonamersequenz, die entweder durch einen 12bp-Space (= one turn) oder durch einen 23bp-
Space (= two turn) getrennt sind. Die Heptamer- und Nonamersequenzen enthalten
Nukleotide, die fur den Rekombinationsprozess unerlddich sind. Die Rekombination folgt
dabel der Regel, dal3 nur Elemente mit 12bp Space mit Elementen, die anen 23bp Space
aufweisen, rekombinieren konnen, so dal? beispielsweise die Elemente fir die IgH-Kette nur
in der physikalischen Reihenfolge VDJ rearangiert werden kénnen. Der Vorgang der V(D)J
Rekombination wird duch die Proteine der Gene ragl/rag2 (Rekombination aktivierendes
Gen) und hmgl/hmg2 (high-mobility group protein) gesteuert. Dabei fungieren Komplexe aus
RAGYT/RAG2 und HMGL/HMG2 ds Endonuklessen, die genau zwischen RSS und den
kodierenden Gensegmenten schneiden (van Gent et al., 1997 Sawchuk et al., 1997 Kim and
Oettinger, 1998. Die RSS und de daawischen liegenden DNA-Bereiche werden als
ringformige, extrachromosomale DNA (,signa joint*) von der Zelle agebaut. Die beiden
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Enden der kodierenden Gensegmente bilden jeweils eine Haanadelstruktur. Die Proteine
KU70 wnd KUB8O0 bilden an den Haanadelstrukturen den KU-Komplex, der eine
Serin/Threoninkinase (DNA-PKcs) bindet. Dieser, als DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-
PK) fungierende Proteinkomplex, aktiviert verschiedene Proteine. Eine Endonuklease 6ff net
die Haanadelstrukturen symmetrisch oder unter Bildung eines Palindroms asymmetrisch.
AnschlieRend werden die anzdstrangigen DNA-Enden durch eine  DNA-Polymerase
aufgefillt. Die lymphocytenspezfische Terminale-desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) ist in
der Lage an die offenen DNA-Enden der beiden Gensegmente neue Nukleotide anzukoppeln.
Ebenso kénnen Nukleotide von den kodierenden Bereichen entfernt werden. Die Verbindung
beider Gensegmente afolgt abschlielfend durch einen Komplex aus XRCC4 und der DNA-
Ligase 4 (,,coding joint*).

notwendige Nukleotide RSS23
der Rekombination
l l Nonamer Heptamer
12 ’ 23
V CACAGTGNukleotide ACAAAAACC 1/ ACAAAAACC Nukleotide CACAGTG J

RAG1/RAG2

HMG1/HMG2
Ligase
KU70/KU80
DNA-PKcs .
CCTg 7GTC
V GGAC (TCAG J
Endonuklease, Polymerase, signal joint

Exonuklease, TdT ot

ccC CCATC

.
Vv GGACY GGTAG J

Palindrom freje

XRCC4 Nukleotide
Ligase4
CCTGCACCATC H N
\ GGACGTGGTAG J coding joint

Abbildung 3 VJ-Rekombination unter Bildung von , signal joint“ und ,, coding joint*

Neben der Vidfalt der Keimbahnsegmente, tragen die bereits erwahnten Deletionen und
Insertionen von Nukleotiden bei der Verkniipfung der Elemente sowie somatische Mutationen
in den rekombinierten Elementen, zu der Vielfat der Ig und TCR bel.

Die unterschiedlichen Immunglobulinklassen werden durch ein ,, Switching” der Cy-Elemente
unter Beibehaltung der rearangierten variablen Bereiche azielt. Dabei kann eine B-Zélle, die
as primare Immunantwort IgM oder IgD bildet, durch eine DNA-Rekombination zu einer

IgG, IgA oder IgE exprimierenden Zelle werden. Dies wird duch 5'-gelegene

1C
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Umschaltsequenzen (,,switch-Elemente”; Alt et al., 1987), an den C-Elementen ermdglicht.
Den Audoser zum Klasenwedsd stellt die Bindung von CD40, das von CD4'-T-

Helferzdlen exprimiert wird, an seinen Rezeptor dar.

1.3 Leukamie

Leukdmien stellen maligne Neoplasen der Lymphopoese dar. Bei der normalen
Lymphocytenreifung im Knochenmark und im Thymus entstehen aus den pluripotenten
Stamnedlen ausdifferenzierte B- oder T-Zellen. Der ausdifferenzierte Zustand der
Leukocyten wird bei der Leukamie nicht erreicht. Vielmehr werden nicht differenzierte
Entwicklungsdadien klonal vermehrt. Diese undifferenzierten Zellen proliferieren
unkontrolliert und tben keine Funktion in der Immunantwort aus.

Leukamien werden unterteilt in:

1. Akute lymphatische Leukamie (ALL)

2. Akute myeloische Leukamie (AML)

3. Chronisch lymphatische Leukamie (CLL)
4. Chronisch myeloische Leukamie (CML)

Neben der Eintellung der Leukdmien anhand des klinischen Verlaufs, der Zellmorphologie
und cytochemischer Merkmale, werden immunologische Methoden zur weiteren
Differenzierung eingesetzt. Der Einsatz monoklonaler Antikdrper ermdglicht dabei die
Identifizierung der Differenzierungsgsadien leukamischer Zellen mittels membranstandiger
sowie oytoplasmatischer Antigene. So wird das Protein CD10 (CALL) in Pr&PréB-Zellen
erstmals identifiziert, wohingegen kaum eine Expresson in friihen B-Zellen und gar keine
Expresgon in reifen B-Zellen festzustellen ist. Die Immunogenotypisierung der Ig- und TCR-
Rearangements gellt ene asdtzliche Moglichkeit zur Charakteriserung  des
Differenzierungsstadiums  leukémischer Zellen dar. So kann leispielsweise @n
Rearangement der TCR(B- und TCRy-Gene, ohne IgH-Rekombination trotz gleichzatiger

Expresgon von B-Zell- und T-Zell-Markern, eine T-Zell-Leukamie identifizieren.

11
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1.3.1 Chromosomale Trandokationen im Rahmen der
L eukamieentstehung

Spezfische dromosomale Trandokationen besitzen pathogenetische Relevanz bel
Neoplasien des Immunsystems. Dabel erfolgt eine Onkogenaktivierung (z.B. myc) Uber die
Trandokationen regulatorischer Elemente der Ig-Loci bei Burkitt-Lymphomen oder es kommt

zur Bildung eines chiméren Fusionsgens wie ber-abl bei der CML.

A B
E_P[* P[> P> P
Ig- oder TCR-Gen Proto-Onkogen Gen 1 Gen 2
N e ¥ o K
Onkogen Fusionsgen

Abbildung 4: A: Aktivierung eines Proto-Onkogens Uiber einen Enhancer (E) eines Ig- oder TCR-Gens;
B: Bildung eines Fusionsproteins aus zwei verschiedenen Genen mit neuen Eigenschaften (P = Promotor)

Viele Trandokationen der Ig- und TCR-Loci lasen sich auf fehlerhafte V(D)J
Rekombinationen zurtckfihren. In den RSS den fur die Rekombination unerl&fdlichen
Signalsequenzen, treten Nukleotide auf, die in @hnlicher Folge auch im Ubrigen Genom zu
finden sind. Solche kryptischen Sequenzen kdnnen durch fehlerhafte Nutzung zur aberranten
Rekombination wahrend der Lymphopoese fuihren und dadurch maligne Erkrankungen des
lymphatischen Systems ausl6sen.

So werden beispielsweise bei der ALL Regulatorsequenzen der 1G- und TCR-Loci haufig in
den Bereich von Homeoboxgenen, deren Proteine ds Transkriptionsfaktoren fungieren,
trandoziert (Hayashi and Scott, 1990 Dubé € a., 1991 Hatano et a., 1991, Kennedy et a.,
1991 Lu et a., 199]). Auf diese Weise bedingt das in normalen T-Zellen nicht exprimierte
hox11 die Entstehung einer T-Zell Leukamie (Salvati et al., 1995.

Der Medhanismus des ,Class svitching” bel der Rekombination von Cy-Elementen stellt
einen weiteren Angriffsort dar. Auch durch Fehler in diesem Rekombinationsprozess kénnen
Trandokationen entstehen (Kingzette @ al., 1998.

12
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1.4 Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma

Eukaryontische Zellen sind duch eine Kompartimentierung in Zellorganellen charakterisiert.
Daau gehoren die Zellmembran, das Cytoplasma, die Mitochondrien, der Golgi-Apparat, das
Endoplasmatische Retikulum (ER) und der Zellkern. Diese Kompartimentierung erméglicht
u.a. die gezelte Kontrolle der transkriptionellen/trandationellen Regulation, die Stabilitéat des
Genoms und die Prozesserung von pra&mRNA im Zellkern.

Der Zelkern ist vom Cytoplasma durch die Kernmembran getrennt. Diese wird duch eine
Doppelli pidschicht gebildet, die mit Kernporenkomplexen (NPCs = nuclea pore complexes)
durchsetzt ist. Die NPCs regulieren den Transport von Makromolekilen, wie Proteinen,
tRNA, rRNA sowie mRNA zwischen dem Zelkern und dem Cytoplasma. Ribosomale
Proteine werden beispielsweise nach dem Import in den Kern mit rRNA zu funktionsfahigen
Ribosomen verbunden und letztlich wieder in das Cytoplasma exportiert.

Proteine des Transportsystems zwischen Zellkern und Cytoplasma sind an der Ubertragung
von Signalen in der Zelle beteiligt. Die Fehlregulation von Proteinen des Kerntransportes
durch chromosomale Trandokation kann einen erheblichen Einflul auf Zellwadhstum und

Zéelldiff erenzierung austiben.

1.4.1 Mechanismen des nuklearen Transportes

Die ca 30005000 Kernporenkomplexe in einer humanen proliferierenden Zelle bestehen aus
ca 50100 verschiedenen Proteinen, den sogenannten Nucleoporinen. Diese besitzen
charakteristische AA-Sequenzen und strukturelle Doméanen, die ds Interaktions- sowie ds
Andockstellen fir Kerntransportfaktoren dienen.

Grolere Substrate (= 20-30kDa) werden wvon diesen Kerntransportfaktoren anhand
spezfischer Signale (NLS = nuclea locdizaion signal; NES = nuclea export signal) erkannt
und aktiv durch die Kernporenkomplexe transportiert. Vier Schlisslproteine, die in dem
NLS/NES-vermittelten aktiven Transport involviert sind, konnten hisher charakterisiert
werden: Importina (Adam and Adam, 1994 Gorlich et a., 1994); Importin3 (Adam and
Adam, 1994 Chi et a., 1995 Imamoto et al., 199%; Gorlich et a., 199%; Radu et al.,
1995); RAN (Melchior et a., 1993; Moore and Blobel, 1993 und der Kerntransportfaktor
NTF2 (Moore and Blobel, 1994 Paschal and Gerace 1995.

13
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Der aktive Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma findet weitgehend duch eine
Superfamilie von Transportrezeptoren statt, die ene ImportinB &hnliche N-terminale
RanGTP-bindende Doméane besitzen (Fornerod et a., 1997; Gorlich et al., 1997. In

Abhéngigkeit der vermittelten Transportrichtung werden Importine und Exportine

unterschieden.
Cytoplasma K er npor enkomplex Zellkern
Import Importin + Substrat— Importin-Substrat-Komplex — Importin-RanGTP
Substrat
RanGTP RanGDP 4_' RanGDP/NTF2 4_' RanGTP
RanGDP+ P, |P
Export Exportin <«4— Exportin-Substrat RanGTP- <€— Exportin + Substrat
Substrat Komplex + RanGTP
RanGDP
Pi

Tabelle 2: Aktiver RanGTP/GDP-ver mittelter Transport zwischen Cytoplasma und Zellkern

Im einfachsten Fall werden Substrate direkt durch den Transportrezeptor erkannt und durch
den Kernporenkomplex transportiert. Direkt Uber das NLS an das Substrat bindende
Importine werden als dimerer Komplex durch den NPC trandoziert und anschlief3end im Kern
durch Bindung von RanGTP von diesem abgelost (Chi et a., 1996 Gorlich et al., 199&,
|zaurradlde d@ al., 1997. Der ImportinrRanGTP-Komplex verlddt den Kern wieder und
disoziiert im Cytoplasma. Umgekehrt bilden Exportine @nen trimeren Komplex aus Substrat

und RanGTP im Zellkern, der im Cytoplasma in seine Bestandteil e disoziiert.

Der durch Adaptermolekile vermittelte Transport von Substraten ist der zwelte,
kompliziertere Ran-vermittelte Transportmedhanismus. Der am besten untersuchte Adapter
Importina bindet sein Substrat Uber das NLS und deichzdtig den Transportrezeptor
Importinf im Cytoplasma. Importin3 vermittelt die Bindung an, sowie den Transport durch
den NPC (Gorlich et al., 1996, Weis et al., 1996@) in den Kern.

Eine besondere Bedeutung bei Kernimport- und -exportprozessen féllt dem Protein RAN zu,
das in einer GDP- und einer GTP-gebundenen Form vorkommt (Bischoff and Ponstingl,
1991b; Divas et a., 199Q Melchior et al., 1993 Moore and Blobel, 1993. Der Ubergang
von RanGDP zu RanGTP wird duch den rukleden Austauschfaktor RCCL (Bischoff and
Ponstingl, 1991a; Ohtsubo et a., 1987 im Zelkern vermittelt, die Hydrolyse von RanGTP zu
RanGDP wird duch das RanGT Pase-aktivierende Protein RanGAPL (Bischoff et al., 19949
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und das Ran-bindende Protein RanBP1 (Beddow et al., 1995 Bischoff et al., 199%; Coutavas

et al., 1993 im Cytoplasma vorgenommen.

Cytoplasma Zellkern
RanGTP
@ NanGTP
RANBP1+ ! m
RANGAP s
=0 o
+Pi =
\_.Q o
GDP
RanGTP
[RCCl]
Ran \1ro NTF2 RaN  <— RancTP
GDP GDP  +GTP
-GDP
RanGTP
Ran
GDP ( =
RanBP1+ RanGTP 3
+Pi anGAP ' k’@ o
o
RanGTP
Cé
LSubstra oﬁﬁ
&=
C%

Abbildung 5: RanGT P-ver mittelter Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma
durch Importine und Exportine

Die Entdedkung der als basisch charakterisierten Signalsequenzen NLS/NES, bestétigten die
Vermutung, dal’3 diesem Transport von Proteinen ein einheitlicher Medanismus zugrunde
liegt (Dingwall and Laskey, 1991). Die air Zeit ca 20 bekannten Kerntransportrezegptoren der
ImportinB-Superfamilie besitzen einige Gemeinsamkeiten. Diese sind de Importinf3-N-
terminale Bindungsdoméne, die &nliche Groéfe von ca 90-130kDa und ein saurer
isoelektrischer Punkt von ca 4.6-5.9 (Fornerod et a., 1997; Gorlich et al., 1997. Eine

weitere Gemeinsamkeit dieser Proteinfamilie ist die hohe evolutiondre Konservierung von der

Hefe S. cerevisiae bis zum Menschen.
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1.5 Voraussetzungen und Ziele

Von unserer Arbeitsgruppe wurden vier ALL-Patienten identifiziert, die e@ne rezproke
Trandokation t(5;14)(g34,q11) (Whitlock et al., 1994 aufwiesen. Jewells zwei der Féle
wurden als pré&-B-ALL bzw. T-ALL klassfiziert.

Chr5 Chr.14 t(5;14)(q34;q11)

15.2
p 14 —
13.2 — =
— 12 11 2 f— e —————— — S 14q11.2
12 o

21 24 2
32 2

< 5434

W LWWLWLWWLWININ
U1 LWL W
N N DWW

Abbildung 6: Trandokation t(5;14)(q34;911) bei Patienten mit ALL

In alen vier Féllen konnte en illegitimes TCRs-Rearangement festgestellt werden. Die
Klonierung und Sequenzierung zweier t(5;14)-Bruchpunkte identifizierte die Briche auf
14911 telomerwérts von Ds2. Zur Identifizierung kodierender DNA-Abschnitte auf
Chromosom 5g34 wurde mittels genomischer P1-Klone, ein Exon-Trapping durchgefiihrt.
Dabei wurden flnf Exone identifiziert, die durch eine EST-Datenbanksuche a1 einem cDNA-
Fragment von 1181bp zusammengestellt werden konnten. Eine dNA-Datenbanksuche
konnte dieses Fragment keinem bisher charakterisierten Gen zuordnen. Weiterhin wurde in
Bruchpunktndhe die pseudogene Variante von ubh-1 identifiziert, das fir den pathogenen
Medhanismus in ALL ausgeschlossen werden konnte (Hansen-Hagge d al., 1998.

Ausgehend von diesen Daten wurden fir die vorgelegte Arbeit folgende Ziele formuliert.
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Mittels RNA/DNA-analytischer Methoden soll das Expressonsmuster des auf Chromosom
5034 identifizierten Gens aufgededkt werden. Anhand der daraus resultierenden Daten und
dem bereits erstellten cDNA-Fragment soll die komplette dNA kloniert werden. Die exakte
Lagebezehung deses Gens zu den klonierten Bruchpunkten zweier ALL -Patienten mit einer
t(5;14) ist das zweite wesentliche Zidl dieser Doktorarbeit. Parallel dazu sollen Analysen der
gewonnen cDNA und des Proteins ine Funktion sowie seine potentielle Rolle bel der ALL -

Entstehung abkléren helfen.
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2. Material und M ethoden

2.1 Material
2.1.1 Bakterien (E. coli)

BL21:
BM25.38:

C600.
NM522
XL1blue:
XL2blue:

Y1090

(DE3), pLyseE, F, ompT, (rg-mg), (IDE3), Cnm'

SUPE44 thi A(lac-proAB) [F* traD36 poAB' lacl9%Z AM15] Aimm434 (Kan)P1
(Cam’) hsdR (rk12-Mk12-)

el 14 (McrA") supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21

SUpE thi-1 A(lac-proAB) A(merB-hsdSM)5 (rk- mk-) [F proAB lacl“ZAM15)]

recAl endAl gyrA96thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F proAB lac’ZAM15Tn10
(Tet)]®

MRF": A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mir)173 endAl supE44 thi recAl gyrA96
relAl lac/F proAB lac®ZAM15 Tn1Q(Tet") Amy Cam 2

D(lac)U169 A(lon) AraD139 strA supF merA trpC22:: Tn1Q(Tet")[ pMC9 Amp' Tet']
mcrB hsdR

2.1.2 Bakteriophagen

Agtll
AtriplEx2

2.1.3 Eukaryontische Zellinien

Zdlinie Zdltyp Zdlinie Zdltyp
ACCA42 Adenoid cycstisches Karzinom Nam-6: akute lymphatische Leukamie
CTV-1. akute myeloische Leukamie NB-4. akute promyelozytére Leukamie
DAUDI: Burkitt Lymphom RAJI: Burkitt Lymphom
HEL: Erythroleukdmie RCA: Myelom nonozytére Leukamie
HeLa Cervikal Karzinom REH: B-Zdl Vorlaufer Leukédmie
HT-29: Kolon Adenokarzinom Sup-T13: T-Zel Lymphom
K-562 Chronisch myeloische Leukdmie T-24. Blasenkarzinom
Karpas-299 T-Zell Lymphom THP-1: Akute monozytische Leukamie
Kasumi-1: akute myeloische Leukamie U-937: Myeloisch monozytére Leukamie
KG-37: akute myeloische Leukamie
KMS-12. Multiples Myelom
KOPN: B-Zell Vorlaufer Leukamie Santli che Zelli nien wurden urs
MCF-7: Adenokarzinom der Brust vonHerrn Dr. Hans G. DreXer
ML-2: akute myelomonozytére Leukamie vom DSMZ in Braurschweig
Molt-4: T-Zell Leukamie ur Verfigung gstellt.
Mono-Mac-1: akute monozytére Leukamie
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2.1.4 Plasmide

1. pMOS-Vektor (Amersham Pharmada)
2. pT7T3-Vektor (Amersham Pharmada)
3. pUC18-Vektor (Amersham Pharmada)
4. pUC19-Vektor (Amersham Pharmada)
5. pUC57-Vektor (MBI Fermentas)

6. TOPO-Vektor (Invitrogen)

2.1.5 Enzyme

Restriktionsenzyme:
Die Redtriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche/Boehringer Mannheim, Amersham
Pharmada, New England Biolabs und MBI bezogen.
Ligase: T4-Ligase (New England Biolabs, MBI)
Polymerasen: 1. T7-Polymerase (Amersham Pharmada)
2. Tag-Polymerase (PerkinElmer,Roche/Boehringer Mannheim)

3. Pwo-Polymerase (Roche/Boehringer Mannheim)
4. KlenTag-Polymerase (Clonted)

Phosphatase: Calf Intestine Phosphatase CIP (Roche/Boehringer Mannheim)
Reverse Transkriptase: Superscript Reverse Transkriptase (GIBCO/Life Technologies)

DNase und RNase: 1. RNase H (Merck)
2. DNase | (Merck)

Proteinase: Proteinase K (Merck)

2.1.6 Nukleotide
20mM dNTP s eat (Amersham Pharmada)

Die Nukleotidsequenzen wvon Oligonukleotiden (Primer) wurden nach Bedarf selbst
zusammengestellt und von den Firmen MWG Biotedch, Amersham Pharmada und Interadiva

synthetisiert.
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2.1.7 Sequenzierprimer fur Plasmide und Lambda-Phagen

2.1.7.1 Plasmid-Primer

1. M13forward-Primer:5-GTAAAA CGACGGCCAGT-3
(MBI Fermentas, Amersham Pharmada)

2. M13reverse-Primer: 5-CAGGAAA CAGCTATGAC-3
(MBI Fermentas, Amersham Pharmada)

3. T7-Primer:

5-TAATACGACTCACTAT-3

(Amersham Pharmada)

2.1.7.2 Lambda-Primer

Sense:

Agtll forward: 5-ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG-3
Agtll-5: 5-GCCATCGCCATCTGCTGCACGCG-3°
Antisense:

Agtllreverse: 5-GTCTGGTTGACCATTACCATCGC-3

Agtl1-3": 5-CTGTGGTCTGGTTGACCATTACC-3

2.1.7.3 Genspezifische ranBP17-Primer

Die aufgelisteten Primer sind in 5" — 3'-Orientierung dargestellt.

Sense-Primer

M3Dfor:
Testisl4for:
Sond50(Cor:
LD1for-700
H98%or:
Gl1ifor:
Matefor:
LD2for-700:
Hito210s:
Hito306s:
D3-1for:
Hito597s:
Hito665s:
Hito707s:
Hexlo:

5 BamHit:
LD3for-700:
Hito1071s:
Hex?2o:

GCAGAGTTTGGCTGAATTGGAAGTG
GTCAGCCGAGTCAGTCCTTTACCTG
GATTATTCTAGACCTTCAGCAAAA CACAGG
CTTCCACCACTACTATCTCAG
TAACTCTGTGGCAAAGGATGGTAGCATCTG
GCATCTGTTCCTTTTGTGAAATCAACTGAACCCC
CAGATGACAACCACGTTCTAGAGACG
CTGGGEAAGATATGAGCCTG
CTAAATGACCTTTCTGTTGG
CCCITTTCTTGGCATCAGTG
GTACCCAACGTACCTTC

GTACCCAACG
CTCCCATCTTGAAACTTATGG
CCCAGCGTTTGAATTTTGATG
GTAATCAGATCCTGTCCCITGGGAGCCTC
TTTGACAATGTACTCCAGGC
CTGTCAGTGTCCCACAGTGAC
CATCATCAACTTAGAGCCTC
CTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTT
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Hex3o:
Hex4o:
Hito1311s:
Hito1476s:
Hex6o0:
LD4for-700:
Hito960s:
4300or:
Hito125%:
Hito1615:

Material und Methoden

CAGTTGTCTCCTCCAGCTGCTGTG
CATTTTATGCAGCAAAA CCCAGATGTCC
GATGTCTGTCCTCATGAAC
GTGCTTCAGAAACCTAATGG
CCTGTCCGTCAAGAACAGAGACAG
CTCAGGACAGTGATGTTGGCTAG
CAAAGGATGTGTTTTCAGTCTTTCT
GCTGTGAGCATTTAGAACGAGCC
GAAGCACTACAGAGCATCCCACAGG
AGATTTTCAGAGGATGAGAAATAGCTGGITTC

Alle mit Hito gekenrnzechneten Primer sind mit dem Farbstoff Cy5 fur die Sequenzierung auf

dem ALF-Expressmarkiert.

Antisense-Primer :

300rev:
Testisl4rev:
M3Drev:
LD5rev-800
Sond95Qev:
LD4rev-800
H98%ev:
Materev4:
Materevs:
Hito232r:
3-1rev:
Materevl:
LD3rev-800
Materev2:
Hito596:
D3-1rev:
Hito647:
Hito685:
Hex1r:
Hito854r:
Hex2r:
Hex3r:
LD2rev-800
Hex4r:
Hito1369:
Hito1535:
Mux4r:
3'EcoRIHit:
LD1rev-800
350Qev:
Mux3r:
Mux2r:
Mux1r:

CATAACACTTCCAATTCAGCCAAACT
CAGGTAAAGGACTGACTCGGCTGAC
GCAGTGTTCCACAGTACCCTGGAG
GTCTTTGAGAGAAGTATCACG
CCCAGTGCTGTAGGCTAGTAATGG
GGCCTTCGTGATTTCTGG
CTGCTGACCGTGCACAACTGCTCCAAC
GACTTCTGACATACGAGCATATACCT
CGTCTCTAGAACGTGGTITGTCATCTG
CCAACAGAAAGGTCATTTAG
AGTGTTCACTCGTGTGGITTTTTAGCAT
GGTTGTTCGACACCTGAAGTCGCTGAGAC
TCACCCAGATCTACCATCAG
CTCTTGCCAGCCGCGATCAACATACGC
TCCAGTCAAACAGCATGGTG
GAAGGTACGTTGGGTAC
CATACCACCGTTCAACAGC
CAATAAGTTTCAAGATGGGAG
GAGGCTCCCAAGGGACAGGATCTGATTAC
ATGCCCITGATGTTCATTGG
AAGAGTAGTGAGTCCCICTGAGATAG
CACAGCAGCTGGAGGAGACAACTG
CTATGTGCTTGAAGAGGTAGGTG
GGACATCTGGGITTTGCTGCATAAAATG
ATACTGACCACTGGTTCCG
GCAACGCCTCTCTTGACGGA
CAACGCCTCTGCCACATCTCTTCTGA
TCAGCTCATCATGTCGAGACTG
GGTGCAAACCTGGITTATTACG
CACACTTAGGTGCAAACCTGG
CCTTGACTGCACAACCATAAACTAGT
ATGGAGGCAGAGGACTGGGTGCTGGC
AGATTACAACAGGAGCCTGTGGATTT

21



Material und Methoden

2.1.7.4 Primer fur die Genomanalyse

PAC1for:
PAC2for:

PAC11rev6b:
PAC11for7hb:

PAC6rev:
PACTfor:
TUR3rev:
PACbrev:

PAC4revb:

PACo6for:
TUF1rev:
PACA4rev:

PAC5forb:

PAC3rev:

PAC3bfor:

PAC5for:
PACAfor:
PAC2rev:.
PAClrev:
PAC3for:

GATCGGTTTGGCTGTAAGTATGTG
CGTGCCTGGCTTCCTAGGTATTT
CAGAGTGAGACTCCATCTC
CCAATGATTATCCGGGAGCG
ATTGCAGTGAGCCGAGATCACTG
AGGCTAAGGCAGGAGAATTGCTTGAG
GTAATTCCAGCACTTTAGGAGGC
AGCACTTTGGAAGGCCCAAGT
GTGGCTCACACCTGTAATCCC
CTTAAACATGTTGTGATATAGCTAATG
GAATTGCAGTAGCAGGTATTCC
TGGGCAACAGAGCGAGACTGTCTC
ATATAGGACAGCCATCCTAAC
CGACATGGATGGAACTGGAGAAG
CTTCTCCAGTTCCATCCATGTCG
ATTCCCAAGCCTCCTGGITCCTG
GCATTTATTGCTATAAACTTCCTT
GGGCAAATGACATGAATAGAC
GGAACAGAATAGAGAGCCCAG
GTGTCCTTGTCTGATATTGGTACC

2.1.8 DNA- und RNA-Gr6lRenmarker

DNA:

RNA:

1. 100bp-Leiter

2. AxHindlll -Marker

3. Moleaular Weight Marker-XV
4. Molealar Weight Marker-VII

RNA-Moleaular-Weight-Marker-11

(Amersham Pharmada)
(Amersham Pharmada)
(Roche/Boehringer Mannheim)
(Roche/Boehringer Mannheim)

(Roche/Boehringer Mannheim)

2.1.9 Immunglobuline

Primare Antikorper:

Sekundére Antikorper: 1. Anti-Kaninchen aus Ziege:

1. Anti-Hit aus Kaninchen (mit Peptid RDVAEALRSDGNTEP

von RanBP17 immunisiert und Uber Peptidsaule aufgereinigt):

Dr. J. Pineda, Antikorper-Service, Berlin
Santa Cruz SC-138

Biorad 1706515
Biorad 1706516

2. Anti-GST aus Maus:

2. Anti-Maus aus Ziege:
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2.1.10 Proteingr 63enmar ker

1. Sigma: 190-108-89-77-61-41-36 kDa
2. Biorad: 190-108-84-67-55-39-35 kDa

2.1.11 Flussge Nahr medien fur Bakterien

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 1L

2XYT-Medium: 16 g Trypton
10 g Hefeextrakt
1 g NaCl
ad 1L

NZY*-Medium: 10 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat)
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 1L

nach dem Autoklavieren wurde a1 einer Endkonzentration hinzugegeben:

80 mM MqgCl,
80 mM MgSO,
0.04 %  Glukose sterilfiltriert (w/v)

TB-Medium: 12 g Trypton
24 g Hefeextrakt
ad 1L
17 mM KH,PO,
72 MM K;HPO,
04 % Glycerin (viv)

2.1.12 Nahrplatten

LB-Platten: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
14 g Agar oder Agarose
ad 1L

Additive: 100 pg/ml Ampicillin
50 pg/ml Kanamycin-Sulfat
15 pg/ml Tetracyclin
34 pg/ml Chloramphenicol
10 MM MgSO,
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Top-Agar/-Agarose: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
7 g Agar/Agarose
ad 1L

Additiv: 10 mM MgSO,

2.1.13 Antibiotika

Stocklésungen:

100mg/ml Ampicillin (Sigma)
100mg/ml Kanamycin-Sulfat (Roche/Boehringer Mannheim)
15mg/ml Tetracyclinin 70% (v/v) EtOH (Sigma)

34mg/ml Chloramphenicol in 100% (v/v) EtOH (Roche/Boehringer Mannheim)

2.1.14 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Sigma, AppliChem, J.T.

Baker und Amersham Pharmacia bezogen.

2.1.15Kits

Klonierungen:

pMOSBIue T-Vector-Kit (Amersham Pharmacia)
T-Cloning Kit (MBI Fermentas)
TOPO Cloning Kit (Invitrogen)

Sequenzierungen:

1. AutoRead Sequencing Kit (27-1690-04/Amersham Pharmacia) — ALF-Express
2. Thermo Sequenase™ Cy™5 Dye Terminator Kit

(27-2682-01/Amersham Pharmacia) — ALF-Express
3. Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP
(RPN 2438/Amersham Pharmacia) — LICOR

Plasmid-Aufreinigung:

1. Qiawell 8 Plasmid Kit (Qiagen)

2. Qiaprep 8 Miniprep Kit (Qiagen)

3. Nucleobond Maxi Kit (Macherey und Nagel)
4. GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Pharmacia)

5. Concert Nucleic Acid Purification System (GIBCO/Life Technologies)
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DNA-Markierung:
T"QuickPrime Kit

Fragmentisolierung:

1. Qiakx Il Gd Extraction Kit

2. QiaQuick PCR Puirification Kit
PCR:

1. RACE-Kit

2. Marathon-Ready™ cDNA Kit

3. Advantage™cDNA PCR Kit

4. Expand™Long Template PCR System
RNA-Aufreinigung:

1. Oligotex Direct mRNA Mini Kit

2. Oligotex mRNA Midi Kit
Protein-Detektion:

ECL-Western Blotting detection reagents

2.1.16 cDNA-Bibliotheken

(Amersham Pharmacia)

(Qiagen)
(Qiagen)

(GIBCO/Life Technologies)

(Clontech)
(Clontech)

(Roche/Boehringer Mannheim)

(Qiagen)
(Qiagen)

(Amersham Pharmacia)

1. Human Tedtis: oligo dT und random synthetisiert (Clontech)
2. Human Tedtis: oligo dT synthetisiert (GIBCOlLife
Technologies)
3. Human Tedtis: oligo dT und random synthetisiert,
mit LD-PCR amplifiziert (Clontech)
4. Human Testis: Marathon-Ready ™ cDNA (Clontech)
5. Maus Tedtis: oligo dT und random synthetisiert (Clontech)
6. HeLa oligodT und random synthetisiert (Clontech)
7. Fibroblasten: oligo dT und random synthetisiert (Clontech)
8. Human foetal Leber: oligo dT und random synthetisiert (Clontech)
9. Human Pankreas.  oligo dT synthetisiert (Clontech)

2.1.17 Poly-A"-Northern Blots

Human Multiple Tissue Northern Blotsvon Clontech :

1. 7760-1H
2. 7759-1 H2
3. 7767-1 H3

Mouse Multiple Tissue Northern Blot von Clontech:

7762-1 M

HL3024b

10426-013

HL5503u
7414-1
ML1020b
HL5013b
HL1166b
HL1064b
HL4049AH
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2.1.18 Laborgerate
Sequenziergerate:  Alf-Expressund Alf-Expresdl (Amersham Pharmada)
LICOR-420(E-2 (MWG)
Thermocycler: PTC-200 (MJ RESEARCH)
Zentrifugen: MicroMax (IEC)
Sepatech Varifuge 3.0R (Heraeus)
Kuhlzentrifuge 541R (Eppendorf)
Sorval RC-5B (Dupont Instruments)
Sorval OTD 55B (Dupont Instruments)
Photometer: Ultrospec2000 (Amersham Pharmada)
Elektroporator
und K lvetten: E. coli Pulser (BioRad)
Amm K lvetten 748040 (Biozym)
Wassgerbéader: 1086 (GFL)
DC1 (Hake)
Diverse Geréte: Thermomixer 5436 (Eppendorf)
pH-Meter Delta 320 (Mettler)
Orbital Shaker (Forma Scientific)
Brutschranke (WTB Binder)
Heizrohrer MR 3002 (Heidolph)
UV-Stratalinker (Stratagene)
Curix 60 Entwickler (Agfa)
CertoClav CV-EL 10 (Kelomat)

2.1.19 Puffer und L 6sungen

2.1.19.1 Proteinpuffer

SDS-PAGE-Puffer (5x):

Western Blot-Puffer (10x):

0.125 M Tris
1.25 M Glycin
05 % SDS(viv)

386 mM Glycin
0479 M Tris
0.037 %  SDS (v/v)

Western Blot-Puffer (1x): 500 ml  10x Puffer

1L Methanol
ad 5L
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Ponceau S-Farbeldsung:

0.2

Coomassie Blau-Féarbeltsung: 0.25

50
10
40

% (w/v) Ponceau S
% (v/v) Trichloressgsaure
in H>,O

% (w/v) Coomasse-Brilli ant-Blau R250

% (v/v) Methanol
% (v/v) Esdgsdure
% (v/v) H,O

Entfarbeldsung fur SDS-Polyacrylamid-Protein-Gele:

Abschmelzpuffer
fur Western Blot:

TBS/T-Puffer:

Protein (4x SDS-Puffer)

NET/G-Puffer:

2.1.19.2 DNA-Puffer

DNA-

Dephosphorylierungspuffer:

Resuspensionspuffer:
(far Plasmid-DNA)

Lysepuffer:

50
40
10

2
01
62.5

10
0.15
0.2

0.2
8
0.4
40
01

0.15

50
0.05
0.025

50
01
100

% (v/v) Methanol
% (v/v) Esdgsdure
% (v/v) HO

% (w/v) SDS
M B-Mercaptoethanol
mM Tris/HCl pH 6.8

mM Tris/HCl pH 7.4
M NaCl
% (v/v) Tween-20

M TrigHCl pH 6.8

% (w/v) SDS

% (w/v) Bromphenolblau

% (v/v) Glycein

M DTT (frisch zugegeben)

M NaCl

mM EDTA

mM Tris/HCl pH 7.5
% (v/v) Triton X-100

% (w/v) Gelatine

mM Tris/HCl pH 8.0

mM MgCl,
mM ZnCl,
mM Tris

M EDTA pH 8.0
ng/ml RNaseH

M NaOH
% (w/v) SDS
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Neutralisationspuffer:

2XT SSPuffer:

TE-Puffer:

10x L adepuffer:

10x Lambda-Puffer:

GYT fur Elektroporation:

10xTBE:

TENS-Puffer:

TES-Puffer:

Denaturierungs-Puffer:

Neutralisierungs-Puffer:

Abschmelzlésung far
DNA-Filter:

3 M Kdiumacdat pH 4.8

01 M MgCl,
20 % (w/v) PEG 3350
in LB-Medium

10 mM TrigHCl pH 8.0
0.1 mM EDTA

0.25 % (w/v) Bromphenolblau
25 % (v/v) Glycerin

150 mM EDTA
1 % (w/v) SDS

1M NaCl
0.1 M MgSO.
0.35 M TrisHCl pH 7.5

0.25 % (w/v) Trypton
0.125 % (w/v) Hefeextrakt
10 % (v/v) Glycein

10 M Tris
0.83 M Borsaure
10 mM EDTA

10 mM  TrigHCl pH 8.0
1 mM  EDTA

0.1 M NaOH

0.5 % (wiv) SDS

0.1 M Tris’HCI pH 8.0
0.1 M EDTA
0.3 % (wi/v) SDS

05 M NaOH

pH > 130

15 M NaCl

05 M TrigHCl pH 7.0
3 M NaCl

0.1 x SC

1 % (w/v) SDS
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2.1.19.3 RNA-Puffer

GIT zur RNA-Isolierung: 4 M Guanidinthiocyanat
25 mM Natrium-Citrat pH 7.0
0.5 % (w/v) N-Lauroylsarcosin

01 M B-Mercaptoethanol
10x RNA-Laufpuffer: 05 M HEPES
(mit NaOH ad pH 7.0) 1 mM EDTA

50 mM NaAceat

RNA-Probenpuffer: 1x HEPES
50 % (v/v) Formamid (deionisiert)
7.4 % (v/v) Formaldehyd

5x RNA-Ladepuffer: 0.4 % (w/v) Bromphenolblau/Xylencyanol
50 % (v/v) Glycerin
01 M NaH,PO, pH 7.0

1x RNA-Laufpuffer: 50 mM HEPES

1 mM EDTA

5 mM Natriumacdat pH 7.0
Abschmelzlésung fur
RNA-Filter: 10 mM Tris

1 mM EDTA
1 % (w/v) SDS
80 % (v/v) Formamid

2.1.19.4 Hybridisierungspuffer

20xSSC: 3 M NaCl

03 M Natriumcitrat
Waschldsungen fur Southern und Northern Blots (3x, 1x, 0,3x und 0.1xWaschlésung) wurden
aus den entsprechenden Verdinnungen aus 20xSSC und SDS (jewells 0.1%

Endkonzentration), hergestellt.

Waschlosung 1fur Express-Hybridisierung: 2 X SC
0.05 % (w/v) SDS
Waschldsung 2fur Express-Hybridisierung: 0.1 x SC
0.1 % (w/v) SDS
Hybridisierungslosung: 1 x Denhardts-L 6sung (100x: 2% (w/v) Ficoll-400,
2% (W/v) BSA, 2% (w/v) Polyvinylpyrolidon 360)
100 g Dextransulfat

50 mg Sam-DNA (ad 1)
1 % (w/v) SDS
3 X SC
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2.2 M ethoden
2.2.1 PCR

2.2.1.1 PCR mit Tag-Polymerase

Zur Synthese von DNA-Sonden wurde die PCR-Tedhnk (Mullis et al., 1986 mit der
thermostabilen Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Saiki et a., 1988 angewendet.

Ansatz:
Menge Reagenz Volumen
PCR-Puffer
10x (Perkin-Elmer) Sul
20mM eat dNTP's 0.5l
10pmol/ul Primer A 1-2ul
10pmol/ul Primer B 1-2ul
AmpliTag DNA-
5U/ul Polymerase 0.5l
10-500 ng Template-DNA Xl
Xl H,0 ad 5Qul

(die Voluminawurden fir 100Qul erhdht, wenn eine Isolierung des Amplifikates notwendig

war)
Zyklus-Programm:
Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
2-3min. 94-96°C 1x
15-30sek. 94-96°C
30-45sek. 54-65°C 20-40x
1-2min. 72°C
7min. 72°C 1x
00 4°C -

Die Maoglichkeit einer Fehlpaarung der Primer mit der Template-DNA wurde durch Ansetzen
der Redktion auf Eis reduziert. Der gesamte Redktionsansatz wurde daraufhin in die auf
Denaturierungstemperatur vorgeheizte PCR-Maschine gestellt (, vereinfachter Heil3start"). Bel
der Amplifikation aus cDNA-Bibliotheken wurden zehn Zyklen mit einer Temperatur von
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5-10°C Uber der Primer-Schmelztemparatur begonnen und anschlief3end mit der optimalen
Primer-Schmelztemperatur fortgefahren.
Die Speifitét der PCR-Redaktionen lief? sich durch diese Verfahrensweise verbessern.

2.2.1.2RT-PCR

Die Expresson von Genen in Geweben oder Zélli nien wurde mittels RT-PCR untersucht. Die
RNA wird dabei mit dem Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und
anschlieRend das erwiinschte Fragment mittels PCR amplifiziert (Sambrook et al., 1989
Ausgangsmaterial:

total RNA (5-20ug) oder polyA™-RNA (2-15ug)

Ansatz:
RNA 11 pl
+100pmol/pl Random Hexamere und 100pmol/ul
oligo dT oder genspezifischer 100pmol/ul Primer 1 pl
10min. 70°C
1min. Eis
5 X Reverse Transkriptase-Puffer 4 ul
01 M DTT 2 Ml
20 mM dNTP 'seadh 0.5 ul
250 U/l RNase-Inhibitor 1l
200 U/l Superscript Reverse Transkriptase 1
1-2h 37°C
5min. 95°C

1-2ul der cDNA-Re&ktion wurden fir die darauffolgende PCR (siehe oben) eingesetzt. Die

angereicherte MNA wurde entweder kloniert oder direkt in einer Sequenzreektion eingesetzt.

2.2.1.3 5-RACE-PCR

Die RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) stellt eine Methode dar, bei der cDNA-
Fragmente awischen einer bekannten und einer unbekannten Sequenz amplifiziert werden
konren. Bel der 5-RACE wird de mRNA mittels eines genspezfischen Primers in cDNA
umgeschrieben und anschlieRend ein  homopolymeres dCTP-Fragment an das 3'-Ende
angehangt. Nach der Aufreinigung der PCR-Fragmente eafolgt die Amplifizierung der
unbekannten cDNA-Sequenz durch einen genspezfischen und einen polyG-Primer. Zur
Amplifizierung unbekannter 5 -cDNA-Bereiche wurde die RACE-Tedhnik mittels Marathon-
Ready ™cDNA Kit (Clontech) und RACE-Kit (GIBCO/Life Techrologies) eingesetzt.
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2.2.1.4 Long Distance PCR

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten Uber 2kb wurde mit dem Enzymgemisch Tag- und
Pwo-Polymerase von Roche/Boehringer Mannheim (Expand™ Long Template PCR System)
durchgefuihrt. Die Mischung beider Enzyme emoglicht die Amplifizierung von sehr langen
DNA-Sticken. AuRerdem wird duch die 5'-3-Proofreading-Funktion der Pwo-Polymerase

eine hohe Genauigkeit erzielt.

Mix1:
Menge Reagenz Volumen
20mM dNTP'seadh 1ul
10pmol/ul Primer A 1.5ul
10pmol/ul Primer B 1.5ul
50-750ng Template DNA Xl
- H,0 xul ad 5Qul
Mix2:
Menge Reagenz Volumen
LongDistance
- Puffer 10ul
(15mM MgCl,)
Tag/Pwo-
3.5U/ul Enzymmix 0.75ul
- H.O 39.25ul
Zyklus-Programm:
: Anzahl der
Zeait Temperatur Zyklen
3-5min. 94-96°C 1x
15-30sek. 94-96°C
30-45sek. 58-68°C 20-40 Zyklen
>-8min 68°C oder 72°
' +5sek./Zyklus
1min. 68°C oder 72°C 1x
00 4°C
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2.2.2 DNA-Verdau

Der Restriktionsverdau von DNA wurde aur Analyse in 20-30ul, zur Praparation in 50-200ul
Ansédtzen durchgefiihrt.

In der Regel wurden dabei 1ug DNA mit 1-10U Enzym 1-4h bei 37°C in dem vom Hersteller
angegebenen Retionspuffer inkubiert (Smal bel 25°C). Die Restriktion von cDNA-Klonen
in A-DNA wurde UN durchgefiihrt, um eine vollstandige Restriktion zu gewahrleisten.

2.2.3 DNA-5-Dephosphorylierung

Die 5'-Dephosphorylierung wurde engesetzt, um das Religieren von Vektor-DNA-Enden zu

verhindern, wenn dieser mit nur einem Restriktionsenzym behandelt worden war.

50ul-Reé&ktion: 20 mM  TrigHCl pH 8.0
1 mM MgCl,
1 mM ZnCl,
10100 ng Vektor-DNA
01 U CIP
30 min. 37°C
01 U CIP

30 min. 56°C
10 mM EDTA
10 min. 75°C (Inaktivierung)

Die dephosphorylierten Vektoren wurden anschlieRend mittels Phenol/Chloroform

aufgereinigt und mittels Ethanol prazpitiert.

2.2.4 Ligation

Die kovalente Verbindung zweier kohesiver (Uberlappender) oder zweier Blunt-End (glatter)
DNA-Sticke wurde in einem Verhdtnis von 0.1pM (Vektor) zu 0.3pM (Insert) DNA

durchgefihrt.
Ansatz x Vektor
x I nsert
2 u T4 DNA-Ligase-Puffer
1 T4-Ligase (400V)
x H,0 ad 2Qul

Der Reektionsansatz wurde UN bei 16°C (kohesiv) oder RT (Blunt-End) inkubiert.
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2.2.5 Bakterientransfor mation

Die Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA wurde nach dem Protokoll von Chung
et al. (1989 sowie mittels Elektroporation ausgefihrt.

1. TSS-Transformation:

10ml einer logarithmisch wadsenden Bakterienkultur (ODegoo: 0.4-0.8) wurden 5min. bel
40009 abzentrifugiert und in 500ul eiskaltem LB-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden
durch Zugabe von 45Qul eiskaltem TSSund 5QuI DM SO kompetent gemadht.

Zu 1-10ul (ca 10-100ng) DNA wurden 200ul der kompetenten Bakterien gegeben und 30
60min. auf Eis inkubiert. Der ganze Ansatz wurde danach ohne weitere Inkubation auf die
entsprechenden LB-Selektionsplatten ausgestrichen und UN bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.

2. Elektroporation:

Eine logarithmisch wacdhsende Bakterienkultur wurde nach 30mindtiger Inkubation auf Eis
15min. bel 40009 abzentrifugiert und anschlie3end 2x mit dem halben Volumen 10%igem,
eiskaltem Glyceain gewaschen. Das Pelet wurde aschliefend in 0.2% des
Ausgangsvolumens mit eiskaltem GYT resuspendiert.

Zu 4Qul der Bakterien wurden 10-100ng DNA zugegeben und vorsichtig gemischt.

Die DNA wurde durch einen Puls von 1.8kV in die Bakterien eingebradcht. Nach Zugabe von
1ml LB-Medium wurden die Zellen 1h bei 37°C geschiittelt.

Von diesem Ansatz wurden 100ul auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen und UN bei 37°C

im Brutschrank inkubiert.

2.2.6 DNA-Isolierung

1. Plasmide:

Die DNA-Plasmidaufreinigung wurde mit den angegebenen Kits durchgefiihrt.

Die Minipgparation von Plasmiden wurde aiRerdem nach einer Methode von Sheibani und
Frazer (1997 durchgefihrt.

Die Mini- und Maxipréparation von PAC-DNA wurde mittels Phenol/Chloroform-Extraktion
durchgefihrt.
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2. \-DNA:

Zur Aufreinigung von A-DNA wurde @ne Methode mit Zinkchlorid als Prazpitationsagenz
verwendet (Santos, 1991). Diese Methode gewéhrleistete a@ne hohe Ausbeute an DNA, die
sich alerdings nur schledht verdauen l&3t (Neumann and Schairer, 1993. Aus diesem Grund
wurde eéne modifizierte Methode nach Su et a. (1998 verwendet.

Dabei wurden 50ml LB/10mM MgSO4/10% (w/v) Maltose mit 300ul einer Y1090~ UNK
angeimpft und bis zu einer ODgoo: Von 0.5-0.9 bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde dann mit
100-300ul eines Phagenlysates (ca 10°-10"pfu/ml) von einem einzigen Klon angeimpft und
bei 39°C 3-16h inkubiert. Nach Erreichen einer deutlichen Lyse wurde die Kultur 10min. bei
4000g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 37°C mit DNasel (10ug/ml) fir 30min. und
anschlieRend 5min. bei 37°C mit Zinkchlorid (40mM) inkubiert. Der Ansatz wurde bei 40009
fur 5min. abzentrifugiert und danach in 70Qul TENS-Puffer pro Millili ter Ausgangsvolumen
resuspendiert. Zusétzlich wurde ProteinaseK hinzugefigt (100ug/ml) und de ganze Regktion
bei 65°C inkubiert. Es folgten zwei Phenol/Chloroformextraktionen.

Der Uberstand wurde schliefllich mit 0.7fachem Volumen Isopropanol prazpitiert, mit 70%
EtOH gewaschen. Das DNA-Pellet wurde in 100-300ul 10mM Tris pH 8.0 resuspendiert.

3. PAC-DNA:

Die Isolierung von PAC-DNA erfolgte mittels einer alkalischen Lyse, anschlieRender
Phenolextraktion und abschlie3ender Ethanol-Prazpitation.

Dabei wurden 10ml UNK 15min. bei 4000gabzentrifugiert und das Bakterienpellet in 18Qul
Puffer 1 (50mM Glukose, 25mM TrigHCl pH 8.0, 10mM EDTA) resuspendiert. Nach
Zugabe von Lysozym (2mg/ml) wurde der Ansatz 5min. auf Eis inkubiert und anschlief3end
400ul Puffer 2 (0.2M NaOH, 1% (w/v) SDS) hinzugegeben. Die Re&tion wurde 5min. auf
Eis inkubiert und danach mit 300ul Puffer 3 versetzt. Nach 15mindtiger Inkubation auf Eis
wurde der Ansatz bei 12000gfir 15min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 48Qul
100%igem lIsopropanol versetzt und 10min. bei 12000g zentrifugiert. Das Pellet wurde in
200ul 10mM Tris pH 8.0 resuspendiert und 6ul 5M NaCl zugegeben. Es folgten zwel
Phenol/Chloroform-Extraktionen.

Der wasgige Uberstand wurde mit 2.5fachem Volumen 100% EtOH prazpitiert, das
resultierende Pellet mit 70% EtOH gewaschen und schliefdlich in 50-100Qul 10mM Tris pH 8.0
und 1ul RNaseH (10mg/ml) resuspendiert. Der Ansatz wurde 30-60min. bei 37°C inkubiert.
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2.2.7 RNA-Isolierung

DNA-Sequenzen, die fir Gene kodieren, dienen as Template fir eine grol®e Anzahl von
RNA-Molekilen, die tRNA, rRNA und mRNA beinhalten. Die Mehrheit der RNA-Molekile
in einer Zelle wird dabei durch tRNA und rRNA gestellt. Die in dem Trandationsproze as
Template dienende MRNA stellt nur 1-5% der Gesamt-RNA einer Zelle dar.

Die Methoden der Phenol/Chloroform-, TRIzOL- und Casiumchlorid-Aufreinigung denten
der Praparation der Tota-RNA, die wenn ritig mittels Oligotex"-mRNA-Kit von Qiagen,
weiter aufgereinigt wurde.

Einige mRNA's wurden direkt aus dem Gewebe oder den eukaryontischen Zellen mittels
Oligotex™-Dired-mRNA-Kit aufgereinigt.

Die mittels dieser Methoden aufgereinigten RNA's wurden fur den Northern Blot, RT-PCR
oder cDNA-Synthese engesetzt.

1. Phenol/Chloroform-Aufreinigung:

Zur Isolierung von Tota-RNA aus Zellinien wurde @ne Methode nach Chomczynski und
Sachi (1987 Uber Phenol/Chloroformextraktion gewéhlt, die @ne Denaturierung mit
Guaninisothiocyanat mit anschlief3ender Phenol/Chloroform-Extraktion der RNA beinhaltet.
Dazu wurde au 50Qul in GIT aufgenommenen Zellen 50ul 3M Natriumadetat (pH 4.0), 500ul
Phenol sowie 100ul Chloroform/lsoamylalkohol (49:1) zugegeben.

Nacdh gutem Durchmischen des Ansatzes erfolgte @ne Inkubation von mindestens 15min. auf
Eis. Nadh 30minitigem abzentrifugieren bei 12000g ud 4°C wurde der Uberstand
abgenommen und mit 50Qul Isopropanol 1-18h bel -20°C praazpitiert. Das durch 20mindtige
Zentrifugation bel 12000 md 4°C erhaltene Pelet wurde in 30Qul GIT und 40Qul
| sopropanol aufgenommen und 1-4h bei -20°C praapitiert und 30min. bei 4°C zentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 1ml 70%igem EtOH gewaschen und schliefdlich in DEPC-H,O

resuspendiert.

2. TRizoL ™-Aufreiniguna:

Die Aufreingung von Total-RNA aus Geweben erfolgte durch das TRizoL™-Reagenz von
GIBCO/Life Tednologies. Dabei wurden 50-100mg Gewebe mit 1ml TRIZOL-Reagenz
versetzt und durch pipettieren oder Uber eine Spritze homogenisiert. Der Ansatz wurde 5min.
bei Raumtemperatur inkubiert und darauf mit 0.2ml Chloroform pro 1ml TRIZOL versetzt.

Nach gutem Durchmischen und Inkubation fur 2-3min. bei Raumtemperatur, wurde der ganze
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Ansatz bei 4°C und 12000gfur 15min. zentrifugiert. Die obere wasgige Phase wurde fir die
weitere RNA-Isolierung eingesetzt. Aus der Interphase und der unteren organischen Phase
wurde die genomische DNA und das Protein isoliert.

Die wasgige Phase mit der RNA wurde mit 0.5ml Isopropanol pro 1ml TRIzOL vermischt.
Nacd Inkubation bei Raumtemperatur fir 10min. wurde die Lésung bei 4°C und 12000gfir
10min. zentrifugiert. Das RNA-Pdlet wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach dem
Trocknen bei RT in 10-50ul DEPC-H,0 bei 60°C fir 10min. gelost.

3. Casumchlorid-Aufreinigung:

Zur Gewinnung von Total-RNA aus Zellen und Geweben wurde die Aufreinigung Uber ein
Casiumchloridkissen erreicht.

50-100mg Gewebe bzw. 5-10x10° eukaryontische Zellen wurden dabei in 6ml 4M GIT und
0.1M B-Mercgptoethanol (frisch zugegeben) mit einer Spritze homogenisiert.

Die lysierten Zelen wurden auf 4.25ml eines 5.7M Casumchloridkisens in einem
Zentrifugenrohrchen pipettiert und nétigenfalls mit 4M GIT/0.1M [B-Mercgptoethanol auf
11ml aufgefullt.

Der Ansatz wurde daraufhin mit dem Swingout-Rotor von Sorval AH629 bei 24000 pm fir
16-20h bei 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das aus der Zentrifugation resultierende
Pellet wurde in 800ul TES-Puffer aufgenommen.

Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der Uberstand mit EtOH 30min. bei —20°C
prazpitiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach dem Trocknen
bei RT in 200-400ul DEPC-H,0 resuspendiert.

4. MRNA-Aufreinigung mittels Oligotex™-mRNA-K its:
Die Aufreinigung von mRNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte durch die Oligotex™-
MRNA-Kits von Qiagen. Diese Methode basiert auf der Tatsache, dald die meisten

eukaryontischen mRNA-Molekile an 3-Ende mit einem Homopolymer von 20-250
Adenosinnukleotiden enden. Die Isolierung deser polyA*-RNA-Molekiile kann durch
Hybridisierung deser polyA*-Schwanze an oligo dT-Primer, die wiederum an Latex-
Kiugelchen gebunden sind, erfolgen. Diese unter Hochsalzbedingungen an die Latex-
Kugelchen gebundene mRNA, kann rach Entfernung der tRNA und rRNA unter
Niedrigsalzbedingungen von den Kigelchen wieder disoziieren. Samtliche Protokollschritte
und Voluminaangaben wurden nach den Protokollen von Qiagen durchgeftihrt.
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2.2.8 DNA-Fragmentisolierung

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten, die durch PCR oder Restriktionsverdau hergestellt
worden waren, wurde der QiaEx Il Gel Extradion Kit und de Aufreinigung mittels
MikroSpin-Zentrifugenfilter von Roth verwendet. Bei beiden Anwendungen werden die
DNA-Fragmente Uber Agarose-Gelelektrophorese vorgereinigt und aus dem Gel
ausgeschnitten. Bel der Reinigung mit QiaEx Il wurde nach dem vorgegebenen Protokoll
vorgegangen.

Die Reinigung mittels MikroSpin-Saulen wurde wie folgt durchgefihrt:

Das ausgeschnittene Gelstiick wurde durch die Filtereinheit 30min. abzentrifugiert. Die so
erhaltene DNA-Suspension wurde 1-2x einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen. Die
DNA im Uberstand wurde mittels Ethanol oder Isopropanol prazpitiert und mit 70% EtOH
gewaschen und in 10-30ul TE-Puffer resuspendiert. Die gereinigte DNA wurde daraufhin in
einem Agarose-Gel Uberprift.

2.2.9 Agar ose-Gelelektrophor ese

Zur Visudisierung, Auftrennung und Préparation von Nukleinsduren wurde die Agarose-
Gelelektrophorese verwendet (McDonell et al., 1977 Southern, 1979.

DNA:
Gelansatz :
0.3-2.0 % (w/v) Agarose (40kb-100bp DNA-Fragmente)
1 x TBE
0.5 pg/ml  Ethidiumbromid
Spannung: 30-130 V

Elektrophoresepuffer: 1x TBE

Der DNA (0.1-5ug) wurde 5x DNA-Ladepuffer zugegeben.

RNA:
Bel der Geéeektrophorese fir RNA wurden die Losungen mit 0.1% DEPC

(Endkonzentration) behandelt. Durch kovalente Bindung von DEPC an RNasen, werden diese
inaktiv (Fedorcsak et a., 1969. Dabel wird DEPC in Lésung gebradcht und Uber Nadt bel
37°C inkubiert. Durch Autoklavieren wurde das DEPC inaktiviert.

Gelansatz :
1 % (w/v) Agarose
1 x HEPES (50mM HEPES, 1mM EDTA, 5mM
Natriumaceat pH 7.0)
7.4 % (v/v) Formaldehyd

38



Material und Methoden

Spannung: 80-100v
Elektrophoresepuffer: 1 X HEPES (50mM HEPES, 1mM EDTA, 5mM
Natriumaceat pH 7.0)
7.4 % (v/v) Formaldehyd

Die aus Gewebe oder Zellen gewonnene RNA wurde nach Einkonzentrierung in der Speed-
Vac in 20ul Probenpuffer resuspendiert und 10min. bei 68°C denaturiert. Anschlief3end
wurden 1ul Ethidiumbromid (1mg/ml) und 5ul 5x RNA-Probenpuffer zugegeben.

2.2.10 Southern Blotting

Die Ubertragung von DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran wurde mittels
kapillarem Transfer (Southern, 1975 in einem Hochsalzpuffer (Khandjian, 1987
durchgefuihrt. Das Agarosegel wurde vor dem Transfer je 1hin:

Denaturierungspuffer
Neutralisierungspuffer
kurz in 3x SSC inkubiert.

Nadch Durchfeuchtung von Nylonfilter und Whatman-Papier wurde folgender Aufbau
durchgefihrt:
3 X Whatman3MM in 20x SSC-Reservoir
1 x Agarosegel
1 x Nylonmembran (Hybond-XL)
4 X Whatman3MM
cm Papiertticher (trocken)
Glasplatte
ca 800 g Gewichte
Bottingzeit: 16-18h

Die Nylonmembran wurde nach dem Transfer 2h bei 80°C gebadken und unter UV-Strahlung

ca 10

geaosdinkt. Die DNA wurde dadurch irreversibel an die Nylonmembran kovalent gebunden.

2.2.11 Northern Blotting

Die Ubertragung von RNA aus einem denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel (Lehrach et
a., 1977 auf eine Nylonmembran wurde &uivalent zum Southern Blotting nach Alwine &
a. (1977 durchgefthrt. Samtliche Lésungen wurden dabei mit DEPC behandelt.

Vor dem Transfer wurde das Gel wie folgt behandelt:

30min. inH,O (3x gewedhselt)
40min. in 20x SSC  (1x gewedhselt)
20min. in 10x ST (1x gewedhselt)
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Der Blot-Aufbau, die Blot-Zeit und de Bindung an die Nylonmembran wurden dem Southern
Blot entsprechend durchgefiihrt.

2.2.12 Screening von cDNA-Bibliotheken

2.2.12.1 Bakteriophagenbibliotheken

Die verwendeten Bibliotheken hetten die Bakteriophagen Agtll und AtriplEx2 als Vektoren,
die sich wiederum in dem E. coli Stdmmen Y109Q" und XL1 als Wirt vermehren. Die
verwendeten Bibliotheken wiesen eine Anzahl von 1.0-5.0x10° unabhéngigen Klonen auf.
Fur eine efolgreiche Infektion mit Agtll und AtriplEx2 wurden logarithmisch wadsende
Bakterienkulturen (Y109Q~ fur Agtll und XL1-Blue fur AtriplEx2) in LB-Medium mit 10mM
MgSO, und 0.2% (w/v) Maltose verwendet. Bei einer optischen Dichte von 2 wurden die
Bakterien in der Halfte Ihres Ausgangvolumens mit 10mM MgSO, resuspendiert. Je nach
Phagentiter wurden 1-100ul Bakteriophagen dabei 15min. mit 1ml (fir 24x24cm Platten) oder
200ul (fir 90mm Platten) Bakterien bei 37°C inkubiert. Fir 90mm LB-Platten tew. 24x24cm
Platten wurden 3ml bzw. 25ml auf 48°C erwarmte Top-Agarose (+10mM MgSO,) zu der
Phagensuspension hinzugefiigt und auf 37°C erwarmte L B-Platten gegeben.
Zur Ausplattierung der korrekten Anzahl von Phagenklonen wurde aerst eine
Titerbestimmung der verwendeten Bibliothek auf 90mm L B-Platten durchgefihrt.
Dazu wurden 2-10ul des Bibliothekenstocks 1:100 in 1x-Lambdapuffer verdinnt. Diese
Verdinnung wurde nochmals in 1x-Lambdapuffer 1:1000 verdinnt. Von dieser 1:100000
Verdinnung wurden 0, 5, 10 und 2Qul mit 10Qul jeweils 1x Lambdapuffer sowie 20Qul einer
Bakterien-UNK 15min. bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Suspension mit 3ml
45°C warmem Top-Agar/10mM MgSO, vermischt und auf 90mm LB-Platten vertellt. Nach
einer Zeit von 4-6h wurden die Phagenplagues schtbar und ermdglichten eine Berechnung
des Phagentiters nach der folgenden Gleichung:

Anzahl der Plagues x Verdinnungsfaktor x 10°ul/mi

ul der plattierten Phagenverdinnung = piu/ml

Durch diese Berechnung konnten auf sedhs 24x24cm LB-Platten 350000 400000du/Platte
sehr genau ausplattiert werden.

Nach einer Inkubation von ca 4-6h bei 37°C fur Agtll und bei 41°C fiur AtriplEx2 war eine
eindeutige Plaguebildung sichtbar. Durch Lagerung bei 4°C Uber Nadt wurde ane feste Ver-

40



Material und Methoden

bindung der Top-Agaroseschicht mit dem Agar gewéhrleistet.

Die Phagenplagues wurden am folgenden Tag zweima pro Platte auf Nylonmembranen
Ubertragen. Dabei wurden die Membranen 5min. auf den Bibliotheksplatten belasen. Fir eine
gpétere Orientierung der Filter bzw. der Autoradiogramme wurden diese mit einer Kanile bis
in den Agar asymmetrisch mehrmals durchstochen. Die daraufhin abgezogenen Filter
wurden wie folgt behandelt: 5min. Denaturierungspuffer- 5min. Neutralisierungspuffer- 5min.
3xSC. Die Phagenhillle wird duch diese Behandlung zerstort und weggewaschen. Die
cDNA wird denaturiert und bleibt am Filter haften.

Die aif die Nylonmembranen tbertragene DNA wurde durch UV-Bestrahlung in einem UV-
Crosdinker und durch darauffolgendes Badken bei 80°C fir 2h kovalent gebunden.

Nach der Hybridisierung der Filter und der Exponierung der Rontgenfilme bei -80°C, konnten
die positiven Signale mittels der von den Nylonmembranen Ubertragenen Markierungen den
jeweili gen Platten korrekt zugeordnet werden.

Die aif dem Rontgenfilm as shwarze Punkte sichtbaren Klone konnten dadurch mit dem
breiten Ende aner Pasteurpipette aus den LB-Agarplatten ausgestochen werden. Es erfolgte
die Elution der Phagen aus diesem Agarstiick durch Inkubation in 1ml (Agtll) oder 35Qul
1xLambdapuffer (AtriplEx2) bei 37°C/225pm fir 3h oder bei RT/225pm UN. Die duierten
Phagenuspensionen wurden 1:100 verdinnt und davon 1-10ul fur das 1. Rescreening nach der
gleichen Vorgehensweise wie bei der Titerbestimmung ausplattiert. Die Ubertragung der
Plagues wurde dafir nur einmal auf runde 82mm Nylonfilter (Hybond RPN 825)
vorgenommen. Nad der Hybridisierung und Exposition wurden die positiven Signale auf die
Agarplatten Ubertragen und de Phagen mit dem breiten Ende éner Pasteurpipette
ausgestochen. Dieses Verfahren wurde insgesamt dreimal wiederholt bis ein einziger positiver
Phagenklon gepickt werden konnte. Die DNA dieses Klones wurde isoliert und sein cDNA-
Insert mittels Restriktionsverdau oder PCR in einen Plasmidvektor kloniert und duch

Sequenzierung analysiert.

2.2.12.2 Bakterienbibliotheken

Der verwendeten humanen Testishibliothek von GIBCO/Life Tednologies diente das
Plasmid pCMV-SFORT als Vektor, das sch in dem E. coli-Stamm DH12S™ vermehrt. Die
Bibliothek hatte éne Anzahl von 1x10" unabhéngigen Klonen.
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Die Titerbestimmung wurde auf 90mm LB/Ampicilli n-Platten durchgeftihrt. Dazu wurden 2yl
des Bibliothekenstocks 1:250000 verdinnt und davon O, 1, 10 wnd 2Qul mit 200ul LB-
Medium auf LB/Amp-Selektionsplatten ausgestrichen. Nad einer Inkubation bei 37°C flr ca
8-10h wurden die Kolonien sichtbar und konnten gezélt werden. Die Berechnung des Titers
erfolgte wie bei den Bakteriophagenhibliotheken.

Mit ener Koloniendichte von 200000-300.00Ccfu/Platte wurde auf sieben 24x24cm
LB/Ampicilli n-Platten, die mit einer Nylonmembran bededt waren, ausplattiert. Fir eine
gleichmaige Vertellung der Bakterien auf der Platte wurden 15ml flissges LB/Ampicilli n
hinzugefligt, so dal3 sich die Suspension sofort auf der ganzen Platte verteilt hat. Die Platten
wurden bei 37°C ca 8-10h oder bei 30°C UN inkubiert, bis die Kolonien gerade sichtbar
wurden. Die Kolonien wurden daraufhin auf zwei Nylonmembran pro Platte repliziert, die
wiederum auf LB/Ampicilli n-Platten gelegt wurden. Die Membranen wurden nach der
Markierung mit einer Kanile von den Platten abgezmogen und wie bel den
Bakteriophagenmembranen beschrieben, entsprechend behandelt. Die |, Tochterplatten”
wurden ca 1h bei 37°C inkubiert, bis die Kolonien deutlich sichtbar wurden.

Die Hybridiserung, Exponierung und Rescreenings erfolgten entsprechend  der
Vorgehensweise bei Bakteriophagen. Flr die Rescreenings wurden die Bakterien mittels einer
Impfdse von den Platten geschabt und in 1ml LB-Medium aufgenommen. Diese wurden nach
der 1:100 Verdinnung in LB-Medium mit 1, 5 und 1Qul auf 90mm LB/Amp-Platten mit
Nylonfiltern ausplattiert und erneut hybridisiert. Nach drei Runden von Rescreenings konrte
eine a@nzedne Kolonie gepickt werden, von der die DNA isoliert und drekt sequenziert

werden konnte.

2.2.12.3 Konvertierung von AtriplEx2 in ptriplEx2

Der Bakteriophage AtriplEx2 flankiert Uber zwel loxP-Erkennungssequenzen fir die Cre-
Rekombinase das Plasmid ptriplEx2. Dieses Plasmid kann durch den E. coli-Stamm BM25.8
bei einer Temperatur von 31°C durch die Cre-Rekombinase freigesetzt werden. Die
Aufreinigung von Phagen-DNA entféllt dadurch.

Der Stamm BM25.8 wurde in LB/10mM MgSO, bei 31°C und 150pm UN geschiittelt. Nach
der Zugabe von 10mM MgSO, Endkonzentration wurden 15Qul einer AtriplEx2-
Phagensuspension zu 20Qul kompetenter BM25.8 gegeben. Es folgte ane Inkubation fir
30min. bei 31°C und nach Zugabe von 400ul LB eine Inkubation fur 1h bei 31°C/225pm.
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Von der infizierten Zelsuspenson wurden 1-10ul zu 20Qul LB-Medium gegeben, auf
L B/Amp-Platten ausgestrichen und UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Nadch ener Plasmid-DNA-Aufreinigung und einem Restriktionsverdau folgte die

Sequenzierung.

2.2.13 Radioaktive Hybridisierung

Die Hybridiserung von Southerr/Northern Blots swie von auf Nylonmembranen
Ubertragenen cDNA-BiIbliotheken wurde in Anlehnung nach einem Protokoll von Denhardt
(1966 bzw. Gill espie und Spiegelman (1965 durchgefihrt. Zur radioaktiven Markierung von
DNA-Sonden wurde 3P in Form von a-*PdCTP (10mCi/ml; spezfische Aktivitét
3000Ci/mmol) verwendet. Die @ngesetzten DNA-Sonden hetten eine Lange von 200-1500p.
Je nach Gréle und Art der zu hybridiserenden Membran wurden 1-15ng Sonde/ml
Hybridisierungsdésung verwendet. Die Southern und Northern Blots wurden mit sonifizierter
Salm- oder Buffy-Coat-DNA, cDNA-Membranen mit sonifizierter E. coli-DNA (jewells 0.5-
1.5uQ), 3-6h bei 63°C prahybridisiert.

Radioaktives M arkieren und Reinigen von DNA
X ul DNA
x ul HyO ad 30-39ul
10 min. 95°C
+10 pl  Reagent Mix (""QuickPrime Kit) — Eis
+1-2 pl  T7-Polymerase (8-10U/ul)
+1-10 pl  a-**PdCTP
gesamt 50 pl Reéktion

15 min. 37°C

Die radioaktiv markierte Sonde wurde Uber eine Sephadex G50-Saule von nicht eingebauter
Radioaktivitéat gereinigt.

Direkt vor der Zugabe in die Hybridisierungddsung erfolgte die Denaturierung der markierten
Sonde fur 10min. bei 95°C und anschlieRender Inkubation auf Eis.

Hybridiserung

Die radioaktiv markierte Sonde wurde aur Prdhybridiserungsddsung gegeben, nachdem die
Membranen entfernt wurden. Durch langsames Schwenken der Hybridisierungdésung wurde
eine gleichméidige Vertellung der Sonde gewéhrleistet. Anschlief3end wurden die Membranen
unter Aushlul® von Luftblasen zu der radioaktiven Losung gegeben. Die Hybridisierung
wurde 16-20h bei 63°C durchgefihrt.
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Waschen

Die Membranen wurden drema fir 20-30min. mit 3x Waschlésung und je nach
verbleibender Radioaktivitét auf den Membranen, dreimal mit 1x, 0.3x, 0.1x Waschlésung bei
63°C gewaschen.

Nacdh Einschweifen der Membranen in Schlauchfolie efolgte @ne Exposition mit 10fach
verstarkenden Hyperscreens von 1-14 Tagen auf Kodak DS oder XA-R bel -80°C.

2.2.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA Sequenzanalyse wurde auf der Basis der Didesoxymethode nach Sanger (1977
durchgefuihrt. Diese Methode basiert auf der Tatsache, dal3 ein Didesoxynukleotid, dem die
freile OH-Gruppe an 3'-Ende fehit, in einer DNA-Kettenverlangerungsresktion zum Abbruch
fuhrt. Die durch die Enzyme T7-Polymerase und Sequenase vermittelte
Kettenverlangerungsreektion  wird in die Schritte  Primer-Anneding/DNA-Extension/
Kettenabbruch und Stop-Reétion unterteilt. Der an das DNA-Template gebundene Primer
wird duch das Enzym und Desoxynukleotide verléangert. Durch das richtige Verhdtnis von
Didesoxynukleotiden zu Desoxynukleotiden wird gewéhrleistet, dal3 DNA-Fragmente in
einem Bereich von ca 30-150Mp entstehen, die sich in der Lange um nur eine Base
unterscheiden. Die Farbstoffe Cy5 (AutoRead-Kit und Dye-Terminator fur ALF-Expresg
oder IRD700'800 (Thermo-Sequenase-Kit fur LICOR) werden in die entstandenen DNA-
Fragmente integriert. Treffen diese DNA-Fragmente durch die dektrophoretische
Auftrennung mittels eines Acrylamidgels auf den Laser des Sequenziergerdtes, wird der
entsprechende Farbstoff zur Fuoreszenzemittierung angeregt, die an den Computer
weitergeleitet wird. Die zatliche Abfolge der auf den Laser treffenden Fragmente eméglicht
die Bestimmung der korrekten Basenabfolge in einem DNA-Molekil. Die Sequenzierung von
Plasmid-, PAC- und A-DNA wurde mit den angegebenen Kits und den damit verbundenen
Protokollen durchgeftihrt.

2.2.14.1 Sequenzreaktion fur LICOR

Die Sequenzierung auf dem LICOR-420(E-2 erfolgte ausschliefdich durch eine Cycle-
Sequencing-Re&tion mit Thermo-Sequenase. Daftir wurden Oligonukleotide verwendet, die
mit den fluoreszierenden Farbstoffen IRD700 oder IRD800 markiert waren. Die Besonderheit

des LICOR besteht in der Detektierung zweier verschiedener Wellenlangen in der gleichen
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Spur, so dal3 in einem Redtionsgefdld zwel verschiedene Sequenzredktionen mit den

Farbstoffen IRD700 wnd IRD800 eingesetzt werden konnten und somit der Durchsatz

verdoppelt wurde.

DNA/Primer-Mix: X ul DNA (100ng/1kb)
1 ul Primer A
1 ul PrimerB
3 i DMSO

X ul HOad 21ul
Von dem DNA/Primer-Mix wurden jeweils 4.5ul zu 15pl der A-/C-/G- und T-

Terminationsmixe gegeben.
Sequenzierprogramm:

Zeit Temperatur Zyklenzahl
2min. 95°C 1x
15sek. 95°C
30sek xC 2535x

" | (Tmdes Primers)
90sek. 65°C
) 4°C

Nacd der Re&ktion wurden 6pl Stoppufer zugegeben, die DNA 3min. bei 70°C denaturiert
und anschlief3end 1-2ul auf das Sequenziergel aufgetragen.

2.2.14.2 Sequenzreaktion fur AL F-Express

Die Sequenzierung auf dem ALF-Express wurde vorwiegend mit unmarkierten Primern
durchgefiihrt, die st in der Sequenzreaktion mit dem Farbstoff Cy5 markiert wurden.

Ansatz:
DNA-Denaturierung: 8 ul  DNA (4-6uQ)

2 pl - Primer (10pm/ul)

1 yl NaOH (1M)

5 min. 65°C - 5min 37°C
Primer-Annealing: 1 ul HCl (1IM)

2 pl Anneding-Puffer
1 pl Labeling-Mix (10mM Cy5-dATP, je ImM dCTP, dGTP, dTTP)
2 pl - T7-Polymerase (8U/ul; 1:1 mit H,O verdinnt)

5 min. 37°C

1 pl Extensions-Puffer

3

i DMSO

Kettenverlangerung:

Jeweils 4.5ul der Reaktion wurden zu 25ul der A-/C-/G- und T-Terminationsmixe gegeben.
Nach einer Inkubation von 5min. bei 37°C wurde die Re&ktion mit 5ul Stopldsung beendet.
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Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 80°C fur 3min.. Daraufhin wurden 5-6ul auf das Gel
aufgetragen.

Sequenzierung von PAC-DNA

Aufgrund der GrofRe von PAC-DNA (-250ko) wurde diese ausschliefdlich mit dem Dye-
Terminations-Kit Uber ein Cycle-Sequencing Protokoll sequenziert.

4 x Nukleotid-Mixe: 4 pl dNTP (A/C/Gund T)

2 pl
14 ul
2 pl

Cy5-ddNTP
H,0
EDTA (0.55mM)

Die so angesetzten Nukleotidmixe waren fir zehn Sequenzresktionen ausgelegt. Jeweils 2yl
dieser Mixe wurden auf die PCR-Gefél3e verteilt.

DNA/Primer-Mix:1-20.5u1 PAC-DNA (5-7uQ)
2 pl Primer
3.5 ul Red&ktion-Puffer
0-195 pl HO
1 pl Thermo-Sequenase

Jeweils 6l dieses Ansatzes wurde a1 den A-/C-/G- und T-Terminationmixen gegeben.

Sequenzierprogramm:

Zeit Temperatur Zyklenzahl
2min. 95°C 1x
30sek. 95°C
30sek. 3°C unter Tm des 3540x
90sek. 72°C

00 4C

Nadch der Sequenzierung wurde jede Redktion mit 7.5M Ammonium-Aceat und 2ul
Glycogen gefallt und danach mit 70% EtOH gewaschen. Nadh Resuspension in 8ul Stop-
Losung wurden 4yl auf ein 0.3mm ALF-Gel aufgetragen.

Gel fur ALF (0.5mm):
29 ¢
88 ml

Harnstoff

Hydrolink Long-Ranger Gell6sung (FMC) oder Page Plus
Concentrate (Amresco) jewells 40%
(Acrylamid:Bisaaylamid, 19:1)

ad 60 ml H)O
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Unter Zugabe von einem Tedoffel Amberlite IRN-150L (Amersham Pharmada) wurde der
Ansatz 30min. langsam gerihrt. Der deionisierte Gelansatz wurde mit 12ml 10xTBE und 8ml
H,O mittels Vakuum durch einen 45um Nylonfilter filtriert und entgast. Nadch Zugabe von
300ul 10% APSund 3Qul TEMED wurde die Losung Uber eine 50-60ml Spritze avischen die
zwel Glasplatten gegeben und fir mindestens 90min. bei Raumtemperatur polymerisiert. Fr
0.3mm Gele wurden 60ml Gelldsung angesetzt. Desweiteren wurde ReproGel™LongRead
von Amersham/Pharmada verwendet, das nach Mischen der beiden Komponenten, Uber
Bestrahlung mit UV-Licht innerhalb von 10-12min. polymerisiert. Die Laufbedingungen fir
ein 25cm langes und 0.3 oder 0.5mmdickes ALF-Gel waren:

1500 V
60 mA
25 W
55 °C
700900 min.
Gel fur LICOR (0.2mm):

252 g Harnstoff
4.5 ml Hydrolink Long-Ranger Gell 6sung
(40%; Acrylamid:Bisaaylamid, 19:1)
6 ml 10xTBE

ad 60 ml H,O
Der Ansatz wurde fir 15-20min. gertihrt und daraufhin ca 5-10min. entgast. Nadch Zugabe
von 400ul 10% (w/v) APSund 4Qul TEMED wurde der Ansatz mit Hilfe @ner 60ml Spritze
zwischen die beiden Platten injiziet und mindestens 60min. bei Raumtemperatur
polymerisiert. Die Laufbedingungen fir ein 66cm langes und 0.2mm dickes LICOR-Gel
waren bei 30 Frames:

3000 V
30 mA
75 W
45 °C

2.2.15Induktion eines GST-Fusionspr oteins

Die Induktion eines GST-RanBP17-Fusionsproteins mit dem Plasmid pGEX-2T wurde in
dem Bakterienssamm BL21 duchgefihrt, in welchem der Proteinabbau duch die nicht
exprimierten lon-/pron-Proteasen deutlich reduziert ist. Die pGEX-Plasmide beinhalten vor
der Poly-linkerregion die Sequenz fur die Glutathion-S-Transferase (Smith and Johnson,

47



Material und Methoden

1988. Diese wird zusammen mit einer im richtigen Leserahmen klonierten cDNA, nach
Induktion mit IPTG, in E. coli als GST-Fusionsprotein exprimiert und kann durch Bindung an
Glutathion-Sepharose aufgereinigt werden.

Hierzu wurden BL21-Zellen mit einem GST-cDNA-Hybridplasmid transformiert. 1/10 einer
UNK wurde in 2xYT/2% Glukose/Ampicillin verdinrt und ca 2h bei 37°C inkubiert. Die
Induktion der Proteinsynthese wurde danach mit 0.5-1mM PTG und Inkubation von 3-5h bei
37°C ereicht. Die Bakterien wurden 2min. abzentrifugiert und in 50-10Qul 1x SDS-
Probenpuffer resuspendiert. Die Anayse efolgte nach 10min. bei 95°C auf einem SDS-
PAGE.

2.2.16 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche Proteingelelektrophorese wurde nach einem Protokoll von Laemmli
(1970 durchgefuhrt. In der diskontinuierlichen Gelelektrophorese werden Proteine in einem
Sammelgel, das 5% Acrylamid enthielt, zu einer Bande konzentriert. In dem Trenngel, das
10% Acrylamid enthielt, werden die Proteine aufgrund ihrer molekularen Grofe aufgetrennt.
Zwei verschiedene Gelgrofien wurden verwendet: Hoefer 18x16cm und Biorad 1x8cm. Die
groReren Hoefer-Gele wurden fir den Western-Blot weiter verwendet.

Zusammensetzung fur ein 1.5mm dickes Hoefer-Gel:

Trenngel: 75 ml 40% (v/v) Acrylamid (29:1)
75 ml  1.5M TrispH 8.8
150 pl - 20% (w/v)  SDS
30 I 10% (wiv)  APS
18 ul TEMED
14.38 ml H.O

nach der Polymerisation fir 20-30min. wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen

Sammelgel: 1.95 ml  40% (v/v) Acrylamid:Bisaaylamid (29:1)
2 m 1M TrispH 6.8
80 pl  20% (w/v)  SDS
160 pl  10% (wiv)  APS
16 ul TEMED
11.65 ml H.O

Fur die kleineren 1.0mm Biorad-Gele wurde 1/10 der oben genannten Volumina verwendet.
Die Elektrophorese wurde bei 56V UN oder bei 180V ca 2h durchgefiihrt. Die Proteine
wurden durch 20mindtige Inkubation in Coomasseblau-Farbelésung und ca 30min. in
Entfarberlosung (dreimal gewedselt) sichtbar gemadht.

48



Material und Methoden

2.2.17 Western Blotting

Die Ubertragung von Proteinen aus einem Polyaaylamidgel auf eine Nitrocdlulosemembran
(Protran von Schleicher und Schuell Nr.BA79), auch as Immunoblotting bekannt, wurde
nach einem Protokoll von Towbin et al. (1979 und Burnette (1981 durchgeftihrt. Dafir
wurde en NalRblotsystem von Hoefer eingesetzt, bei dem in 2h bei 100V und 90G1000mMA,
die Proteine auf die Membran transferiert wurden.

Die Proteine auf der Nitrocdlulose wurden anschlief3end 30sek. in Ponceaurot-Farbeldsung
gefarbt. Durch weitere 30sek. in H,O wurde die nichtspezfische Farbung der Membran
wieder weggewaschen. Die Blockierung der Nitrocdlulosemebran erfolgte UN bei 4°C in 5%
(w/v) BSA oder 7% (w/v) Milchpulver jewells in TBS/T oder in NET/G-Puffer. Die
Inkubation mit dem Priméarantikdrper wurde 2h bel 4°C in dem entsprechenden Blocking-
Reagenz mit einer Konzentration von 0.5-10ug/ml durchgefihrt. Nadh 3x 10min. waschen
mit TBS/T wurde die Membran mit dem entsprechenden Sekundarantikorper (200ng/ml) Y-
1h bei RT inkubiert. Es folgte wieder 3x 10min. waschen. Die Detektion von Proteinen
erfolgte Uber die ar den Sekundéarantikorper gekoppelte Horse-Reddish-Peroxidase und dem

ECL-System von Amersham Pharmada auf Rontgenfilm.
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3. Ergebnisse

3.1 Expressons-Analysen

3.1.1 Klonierung eines 2kb grof3en cDNA-Fragmentes aus einer
humanen foetalen L eber cDNA-Bibliothek

Der erste Schritt dieser Doktorarbeit bestand in der Expressons-Analyse des auf Chromosom
5034 identifizierten Gens. Dazu sollte die aus Exonen und ESTs zusammengestellte dMNA
von 1181bp durch eine tatsadhlich exprimierte Sequenz bestétigt werden.

Durch Screenen einer humanen foetalen Leber cDNA-Bibliothek, mit einem aus dem
vorangegangenen Exon-Trapping-Experiment isolierten Exon (s. 1.5), konnte én ca 2kb

grof¥er Klon isoliert werden.

5 N
23 242 25 26 27 g8 PPYASION
C T [ T[] A
ORF (293AA) 1181bp
=Si | Qi I
22 23 24a 25 26 27 g My YASigna polyA-Signa
3 I | B
ORF (306AA) 2040bp
- -
Hex1lo Hex4r
ORF
100bp O
H O 3-utr

Abbildung 7: Sequenzierung eines 2kb-Klones aus einer humanen foetalen Leber cDNA-
Bibliothek. A: Durch Exon-Trapping und EST-Datenbanksuche emittelte dNA.
B: 2kb Klon und PCR-Primer (Hex1o/Hex4r) zur Sondenherstellung.

Die Sequenzanalyse egab eine Lange von 204(p, in der die Uber Exon-Trapping bestimmten
funf Exone enthalten waren. Durch die spétere Klonierung eines vollsténdigen Transkriptes
im Rahmen dieser Arbeit, konrte die Abfolge und Anzahl der Exone emittelt werden. Diese
Abfolge wird den folgenden Abbildungen bereits zugrunde gelegt.

Die bekannte dNA-Sequenz von 118lbp konnte durch den 2kb cDNA-Klon um 38bp in 5'-,
und um 821bp in 3'-Richtung erweitert werden. Am aulersten 3'-Ende wurde, neben dem
Polyadenylierungssgnal am Ende des 1181bp-Fragmentes, ein weiteres Polyadenylierungs-
signal mit anschlief3endem PolyA-Schwanz emittelt. Dies deutete schon frih auf die Existenz
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aternativ gespleifiter 3'-Enden hin. Der ORF konnte insgesamt nur geringfligig von 293AA
auf 306AA erweitert werden.

Durch die Primer Hex1lo und Hex4r wurde die 513op gof¥e Sonde 513 mittels PCR
hergestellt und in den T-Vektor pMOS-Blue kloniert. Die durch einen EcoRI/Sall-
Restriktionsverdau (Polylinkerschnittstellen) aufgereinigte dNA-Sonde wurde fir weitere
cDNA-Screanings und zur Northern Blot Analyse @ngesetzt.

3.1.2 Northern Blot Analysen

3.1.2.1 Northern Blot Analyse ver schiedener humaner Gewebe mit der
Sonde 513

Weitere dDNA-Screeningexperimente unter Nutzung von cDNA-Bibliotheken aus humaner
foetaler Leber, humanen Fibroblasten und der Zellinie Hel a, identifizierten keine weiteren
Klone. Die Northern Blot Analyse von verschiedenen humanen Geweben sollte das oder die
Gewebe eamitteln, in denen das unbekannte Gen am stérksten exprimiert wird. Das
anschlieRende dNA-Screening der  betreffenden Gewebe solite dann die dfiziente
Klonierung der vollsténdigen cDNA ermdglichen.

Zur Hybridisierung von drei verschieden humanen polyA*-Northern Blots verschiedener
Gewebe, wurde die mittels PCR generierte Sonde 513 verwendet. Diese Sonde beinhaltet die
Exone 23/24b/25 und liegt somit im Bereich des ORF. Zur Uberprifung der RNA-Mengen,
die von den einzdnen Geweben aufgetragen wurden, erfolgte anschlieRend eine
Kontrollhybridisierung mit einer Sonde fur das Haushaltsgen B-Actin.

Das gérkste Signdl ist in Testisgewebe a1 sehen. Man erkennt zwei Transkripte von ca 2.0kb
und ca 4.2kb. Das 4.2kb Transkript ist ebenfalls in der Bauchspeicheldriise und in deutlich
geringerem Mal3e in Schilddrise, Gebarmutter und Lunge nachweisbar (Abb.8A/B). Auch in
der Luftréhre und der Nebenniere sind sehr schwadche Signale dieses Transkriptes zu
erkenren. Bei der Bauchspeicheldriise finden sich zwei weitere Transkripte von 7.5kb und
10.0kb.

Aufgrund der hohen Expresson in Testis und Pankress, sollten cDNA-Screeningexperimente
von diesen Geweben die vollstandige Klonierung deses Gens erméglichen. Parallel hierzu
wurden 25 Leukamie- bzw. Neoplasiezdlinien durch PCR mit den Primern Hexlo/Hex2r
(Exon 23-24a: 367p) auf die Expresson dieses Gens hin untersucht. Bei den Zellinien Hel a,
HT-29, K-562 MCF-7, THP-1 und Nalim-6 konnte das 367bp grof3e Fragment amplifiziert
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werden. Durch eine anschlief3ende Northern Blot Analyse sollte festgestellt werden, ob das
Expresgonsmuster in den positiven Tumor-Zellinien der Expresson in humanem Testis- und

Pankreasgewebe entspricht.

H1 H2
2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8
» ' . M ] M . M . . . . @ . - a
kb kb
95. <« 10.0kb 0.5k
4.4 .
4 4.2kb
440 < 4.2kb
2.4 = )
.
135 <« 2.0kb
1.35
L ]
2.4 ) 2.4. )
. .- <«[BActin M <[B-Actin
1.35 1.35

Abbildung 8A/B: Humane Northern BlotsH1 und H2 mit der Sonde 513 hybridisiert.

H1: H2:
1. Herz 5. Leber 1. Milz 5. Eierstock
2. Hirn 6. Skdettmuskel 2. Thymus 6. DUnndarm
3. Gebdrmutter 7. Niere 3. Prostata 7. Dickdarm (Mukosa)
4. Lunge 8. Bauchspeicheldriise 4, Tegtis 8. Peripheres Blut (Leukocyten)
H3
1 23 4 567
L] T B g9y
kb
9.5.
75«
4.4 - <4.2kb
2.4 - Abbildung 8C: Humaner Northern
Blot H3 von Clontech mit der Sonde
1.35 513 hybridisiert.
1. Magen
2. Schilddriise
2.4 . < [BActin| 3. Rickenmark
4. Lymphknoten
5. Luftréhre
1.3% 6. Nebenniere
7. Knochenmark
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3.1.2.2 Northern Blot Analyse von humanem Testis und der
L euk&miezelli nie Nalm-6

Das cDNA-Screening einer humanen Testis Bibliothek erméglichte die Erweiterung der
cDNA in 5'-Richtung bis zum Exon 14a sowie die Generierung der neuen Sonde 230 (Abb.9).
Diese Sonde diente der vergleichenden Northern Blot Analyse avischen Testisgewebe und

den oben genannten positiven Tumor-Zelli nien.

l4a 15 16 17 18

$ 2

< >
50bp 230bp

=

Abbildung 9 Sonde 230mit den Exonen 1517

Im humanen Testisgewebe und der praB-ALL Zellinie Nalm-6 ist eine Expresson von vier
Transkripten zu erkennen (Abb.10). Die Expressonsgérke bel Testis ist dabei ca 2-3mal
hoher als bei Nalm-6. Die Grof¥en der Transkripte entsprechen den beiden Transkripten in
Testis und den drel Transkripten in Pankreas (4.2kb, 7.5kb, 10.0kb), die von der Sonde 513
erkannt werden. Die in der Sonde 513 enthaltenen Exone werden wie ais den fehlenden
Hybridisierungsggnalen in Abhildung 8A/B abzuleiten ist, in den beiden Transkripten von
7.5kb und 100kb nicht exprimiert.

kb
10.0kb >

| - 238
2.0kb - 4 . Abbildung 1Q Testis und Nalm-6

— 1.9 |Northern Blot mit Sonde 23C
w= 1.6 |hybridisert.

1. Nam-6

2. Testis

3. RNA-Marker 11
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3.1.2.3 Northern Blot Analyse eines AL L -Patienten mit einer t(5;14)

Die bei vier ALL-Patienten identifizierte t(5;14)(q34,q11) legte die Vermutung nahe, dal} das
in der Bruchpunktndhe lokaliserte Gen durch Fehlregulation onkogene Potenz entfatete.
Durch die Northern Blot Analyse anes Patienten mit einer t(5;14) sollte Gberprift werden, ob
eine Aktivierung des auf Chromosom 5034 glegenen Gens fir die Entstehung der Leukamie
ursadilich ist. Eine dweichende, fehlende oder zusétzliche Bande sowie @ne ehthte oder
erniedrigte Expresson wéare én wichtiger Hinweis in diese Richtung.

Die polyA™-RNA wurde ais dem Knochenmark eines t(5;14)-positiven Patienten isoliert
(Patient 3), welches uns von Dr. Stephen W. Morris (St. Jude Childrens Reseach Hospital,
Memphis, TN, USA) zur Verfligung gestellt wurde. Als Kontrolle wurde die polyA™-RNA
von humanem Testisgewebe und den Leukdmiezdlinien Nalm-6 sowie KMS12 eingesetzt.
Die Menge der aufgetragenen RNA wurde anschlie3end durch eine Kontrollhybridisierung
mit einer Sonde des Haushaltsgens GAPDH (Glyceraldehyd-3-phophatdehydrogenase)

kontrolli ert.

ca. 10kb p»
< ca. 7.5kb

< ca. 4.2kb
& dca. 2.0kb

Abbildung 11:

Northern Blot Analyse eines ALL-
Patienten mit t(5;14) mittels der
Sonde 230 und GAPDH

1. KMS12 (ca. 1.2ug polyA™-RNA)
2. Nalm-6 (ca. 1.2ug polyA™-RNA)
3. Tedtis (ca. 10ug Total-RNA)

4. ALL-Patient (ca. 1.2ug polyA™-RNA)

% < GAPDH

Die Hybridisierung von Nam-6 und Testisgewebe zegte das bekannte Expressonsmuster mit
vier Transkripten. KMS12 exprimiert dagegen die vier Transkripte in einem anderen
Verhdltnis. Dabei wird das 2.0kb Transkript am starksten exprimiert. Nach dieser Exposition
von einem Tag war beim Patienten nur sehr schwach die 7.5 und 2.0kb-Banden zu erkennen.
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Durch eine Exposition von vierzehn Tagen (Abb.11, Spur 4) konnte man die drei stérksten
Signale (2.0/4.2/7.5kb) auf der gleichen Hohe wie bei den Kontrollen erkennen. Die oberste
10kb-Bande ist aufgrund ihres geringen Expressonsniveaus nur sehr schwad zu sehen. Das
Expresgonsmuster scheint dem von Nam-6 und humanem Testisgewebe au entsprechen. Die
geringere Signalstérke beim Patienten ist mit der deutlich geringeren RNA-Menge sowie
deren schlechter Qualitét zu erklaren, wie die GAPDH-Hybridisierung zegt. Eine eéndeutige
Aussage Uber eine Fehiregulation des Gens auf Chromosom 5034 a3t sich anhand deses

Northern Blots jedoch nicht machen.

3.2. cDNA-Analysen
3.2.1 Screening humaner Testis cODNA-Bibliotheken

Nachdem durch die Northern Blot Analyse festgestellt worden war, da das Gen auf
Chromosom 5034 in Testisgewebe exprimiert wird, wurde eéne humane Testisbibliothek
gescreent. Daau wurde, wie fur die Northern Blot Analyse, die Sonde 513 (Exone 23-25)
eingesetzt. Die dDNA-Inserts der positiven Phagen-Klone wurden entweder mittels PCR

amplifiziert oder durch Restriktions-Verdau isoliert.

Ll _~2799bp
~==1953bp | [ 3300bpP>
~— 497bp

. =C22300 | Abbildung 12B: EcoRI-Restriktions-
== 497bp | verdau positiver Phagen-Klone

Abbildung 12A: PCR positiver Phagen-Klone

Die Abb.12A zdgt ein Agarosegel der mittels PCR amplifizierten Inserts, deren Grél2en von
ca 100bp his ca 2800p reichen. Durch einen EcoRI-Verdau konnte a@n Insert mit der Grole
von ca 330@p isoliert werden (Abb.12B, Spalte 3). Nadch Klonierung in die entsprechenden
Plasmide afolgte die Sequenzanalyse. Auf diese Weise konnten 34 Klone analysiert werden,

die ane deutliche Erweiterung in 5°-Orientierung der cDNA erbrachte.
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100bp
=

E ORF (L046AA) ] lpo'yA'Sig”a'e o
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2040bp
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513bp-Sonde

4290bp

Abbildung 13 Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek mit der Sonde 513 A: Bekannte
cDNA; B: Erweiterte dNA durch das Screenigexperiment.

Die bekannte dNA mit einer Grole von 204Mp und einem ORF von 306AA (Abb.13A),
konnte anhand der erhatenen Klone auf 429Mp mit einem ORF von 1046AA erweitert
werden (Abb.13B). Ein Startcodon wurde nicht identifiziert.

3.2.2 5-RACE-PCR zur Klonierung des Startcodons

Da trotz wiederholtem Screening von cDNA-Bibliotheken ein Startcodon rnicht gefunden
werden konrte, wurde ene 5 -RACE-PCR von humaner Testis cDNA durchgefihrt. Dafir

wurde humane Testis Einzdstrang cDNA aus 1.5ug Total-RNA durch den genspezfischen

5 -Primer M3Drev synthetisiert.

ca. 250bp»

An die gewonnene énzdstrangige dNA wurden am 3'-
Ende homopolymere Adaptersequenzen aus dCTP
angehangt. Anschlielend wurde e@ne PCR mit einem
Adapterprimer  und  dem  genspezfischen  Primer
Testisl4rev durchgefiihrt.

Auf diese Weise konnte @n ca 250bp gofles cDNA-
Fragment amplifiziert werden, das in den TOPO T-Vektor
kloniert wurde (Abb.14).

Abbildung 14 EcoRI-Restriktions
verdau von TOPO mit 250bp RACE-
Fragment

Die Sequenzierung des 5-RACE-Fragmentes zdgte, dal3 es das Startcodon mit einer

typischen Kozak-Konsensussequenz beinhaltet (Kozak, 1987). Die von Kozak am haufigsten
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gefundene Sequenz um ein Startcodon in Eukaryonten lautet GCCACC ATG G. Das
Startcodon lag nur 11bp in 5°-Richtung von der bisher bekannten cDNA-Sequenz entfernt
(Abb.15).

Somit konnte @ne komplette dMNA-Sequenz vom Startcodon bis zum polyA-Schwanz durch
das RACE-Fragment erstellt werden.

5 TGCTGGGAAG ATG G 3
250bp RACE
: ORF (1050AA) ] p| O'VA'S'gna'el
4301bp
100bp
H

Abbildung 15 Vervallstandigung der cODNA-Sequenz durch ein 250p RACE-Fragment mit
einem signifikanten K ozak-Startcodon.

3.2.3 Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek von
Clontedch

Die von Clontech 1999 auf den Markt gebradite humane Testis cDNA-Bibliothek Large-
Insert, hat laut Hersteller eine Insertgrof3e von ca 3.5kb im Durchschnitt. Da diese Bibliothek
laut Hersteller Transkripte mit einer Grolée bis zu 7.5kb besitzen soll, schien sie das gedgnete
Mittel zur Auffindung von Klonen mit einem voll sténdigen ORF-.

Die Hybridisierung erfolgte mit der Sonde 427 (Exone 1-3), die 11bp in 3'-Orientierung vom
Startcodon entfernt liegt. Die Wahrscheinlichkeit, damit ein vollstandiges Transkript zu
erhalten, solite sehr hoch sein. Nach der Hybridisierung konnten 15 positive Klone isoliert
werden, die in dem Bakterienssamm BM25.8 von Phagenvektoren in Plasmidvektoren
uberfihrt wurden. Vierzehn der Klone besal3en eine Grof3e von ca 3.6kb, ein Klon hette ane
Grole von ca 4.3kb. Die Sequenzierung wurde mittels Vektor- und genspezfischer Primer
durchgefihrt.

Zwei von den identifizierten Klonen weisen durch eine Insertion des neu identifizierten Exon
9 (120bp) einen ORF von 1088AA auf. Dieser reprasentiert das zur Zeit grofde von diesem
Gen kodierte Protein (Abb.16).
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5 .
| ORF (1050AA) ] polyA-Signale A
4301bp
I
427bp-Sonde
ORF (1088AA) polyA-Signal
3628hbp
120bp
100bp Exon 9

=

Abbildung 16 Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek mit der Sonde 427 (Exone 1-3).
A: Bekannte Sequenz
B: Zwei Kl one mit zusétzlicher 118op-Sequenz und einem ORF von 1088A\A

Durch Computer-gestiitzte BLAST-Homologievergleiche von genomischen Datenbanken mit
samtlichen cDNA-Sequenzen konrte die Exonstruktur dieses Gens ermittelt werden (Abb.17).

1 9 14a 24225 28 I/pmyA'Signal\;
i HINIINIEEEEINIIEEINIE e |
4463bp
polyA-Signal
14b/e [[[] 24b
100bp 1ac/d/e [T L] orF
H 14cle ] [] utr

Abbildung 17 Exonstruktur von ranBP17 (ORF= Open Reading Frame, UTR= Untrandated Region).

Die BLAST Homologiesuche egab, dal3 das langste gefundene Transkript mit 443%p und
einem ORF von 1088AA aus 28 Exonen besteht. Zu beaditen ist dabei, da3 zwel
Polyadenylierungsignale in Exon 28 fir zwel unterschiedlich lange 3'-Enden verantwortlich
sind. Bei einem sogenannten ,read-through” entsteht das léangere Transkript von 443%p, bei
der Erkennung des ersten Polyadenylierungssgnals entsteht ein Transkript von 3628yp. Beide
haben den gleichen ORF von 1088AA. Die restlichen 13 Klone stellen Splei3varianten dar,
die sich beziglich Exon 9, hinter Exon 14a, hinter Exon 24a und Exon 25 wnterscheiden.
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Exon 24b sellt ein drittes 3'-Ende mit einem Polyadenylierungssgnal und einem PolyA-
Schwanz. Der ORF wird duch die Exone 14b und 14c, in denen sich jewells ein Stopcodon
befindet, auf 536-579AA verkirzt.

Tabelle 3 stellt die Kombinationen der Spleil3varianten zusammen:

Exon 14 Exon 24
Exon 9 (kurzes 3'- Exon 25 bp/AA
b/c/d/e
Ende)
Klon 1 + - - - 42721033
Klon 2 - 14c - + 4437536
Klon 3 + 14c/e - + 4616576
Klon 4 + 14c - + 4557576
Klon 5 + 14b/c - + 4637580
Klon 6 + 14c - - 4390576
Klon 7 - 14c/d/e + + 3645536
Klon 8 + - - + 44631088
Bekannte
Sequenz = = o + 43071050

Tabelle 3: Spleilvarianten von 8 verschiedenen Kl onen aus einer humanen Testis
cDNA-Bibliothek von Clontedch (Large Insert) und der bekannten ranBP17-Sequenz.

Die Analyse des von diesem Gen kodierten Proteins soswie éne BLAST-Genbanksuche egab,
dal’ es sch um ein paralel zu unseren Analysen entdedktes Gen handelte (Kutay et a., 2000,
welches durch die Bindung an das G-Protein RAN den Export von Substraten aus dem
Zellkern vermittelt.

3.2.4 cDNA-Sequenzen desranBP17-Gens

Durch die Sequenzierung der ranBP17-cDNA-Klone konnte die Basen- und AA-Abfolge
bestimmt werden.

START 1 2
cDNA 1 GCCGCCTCCTGGGAAGATGGECGCTGCACT TCCA%GT TTGECTGAATTGGAAGTIGTTATG 60
AA 1 Met Al aLeuH sPhed niSer LeuAl ad uLeud uVal LeuCys 15

61 TACTCATCTCTACATAGGGACTGATCTTACACAAAGAATAGAGGCTGAGAAAGCACTCTT 120
16 ThrHi sLeuTyrll ed yThr AspLeuThr d nArgl | ed uAl a@ uLysAl aLeuLeu 35

121 GGAACTTATTGACAGTCCAGAATGICTCAGCAAGTGTCAACTTTTATTAGAACAAGGAAC 180
36 d uLeull eAspSer Prod uCysLeuSer LysCysd nLeuLeuLeud ud nd yThr 55
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2 3
181 ]ECATCCT ATGCTCAGCTCCTTGCAGCAACATGTCTTTCAAAACTTGTCAGCCGAGICAG 240
56 hr Ser Tyr Al ad nLeuLeuAl aAl aThr CysLeuSer LysLeuVal Ser ArgVal Ser 75
3 4
241 TCCTTTACCTGT TGAGCAGAGGATGGACATCAGAAACTACATTCTGAATTACGTGGCATC 300
76 ProlLeuProVal d ud nArghet Aspl | eAr gAsnTyr | | eLeuAsnTyr Val Al aSer 95

301 ACAGCCCAAGCTGGCTCCCTTTGTCATCCAAGCTCTTATTCAAGTCATTGCTAAAATCAC 360
96 d nProlLysLeuAl aProPheVal Il ed nAl aLeull ed nVal I | eAl aLysl | eThr 115

361 TAAGTTGCGGTGGTTTGAGGT TCAGAAAGACCAATTTGTCTTCAGAGAAATTATTCCTGA 420
116 LyslLeud yTr pPhed uVal d nLysAspd nPheVal PheArgd ul | el | eAl aAsp 135

4 5
421 TGTGAAGAAGTTTCT CCX% ACTGTGGAACACTGCATAATAGGAGTAATAATCCTTTC 480
136 Val LysLysPheLeud n@ yThrVal @ uHi sCysllelledyValllelleLeuSer 155

5 6
481 TGAATTGACTCAGGAAATGAACCT %: TGATTATTCTAGACCTTCAGCAAAACACAGGAA 540
156 d uLeuThrd nd uMet AsnLeuVal AspTyr Ser Ar gPr oSer Al aLysHi sArgLys 175

541 AATAGCTACCTCATTTCGTGATACTTCTCTCAAAGACGTTTTAGTGCTAGCATGCTCTCT 600

176 11 eAl aThr Ser PheAr gAspThr Ser LeuLysAspVal LeuVal LeuAl aCysSerLeu 195
6 7

601 TTTAAAAGAGGTGTTTGCCAAACCTTTAAATCTTCAGGATCAATGTCAGCAAAATCTGGT 660

196 LeulLysd uVal PheAl aLysProlLeuAsnLeud nAspd nCysd nd nAsnLeuval 215

661 AATGCAGGTCTTGAAACTGGTCCTTAACTGCCTTAACTTTGACTTCATTGGCAGITCAGC 720

216 Met d nVal LeuLysLeuVal LeuAsnCysLeuAsnPheAspPhel | ed ySer Ser Al a 235
7 8

721 AGATGAATCTGCAGATGATCTTTGCACGGT GCAGAT TCCAACAACT TGGAGAA TTT 780

236 Aspd uSer Al aAspAspLeuCysThrVal d nl | eProThr Thr Tr pArgThr 11 ePhe 255

781 CCTGGAACCAGAAACATTGGATCTTTTCTTCAATTTGTATCATTCACTTCCACCACTACT 840

256 Leud uProd uThr LeuAspLeuPhePheAsnLeuTyr H sSer LeuPr oProLeulLeu 275
8 9

841 ATCTCAGIT CTTTCATGTTTAGT TCAGT TTGCTTCGACAAGAAGGTCCTTATTTAA 900

276 Ser d nLeuAl aLeuSer CysLeuVal d nPheAl aSer Thr Ar gAr gSer LeuPheAsn 295

901 CAGTCCTGAACGTGCCAAGTACCTTGGTAATTTAATTAAGCGAGTAAAAAGGATACTTGA 960
296 Ser Prod uArgAl aLysTyr Leud yAsnLeul | eLysd yVal LysArgll eLeud u 315

9 10
961 AAACCCT C:\% TTGTCTGATCCAGGTAATTATCATGAATTTTGTCGATTTTTGECTCG 1020
316 AsnProd nid yLeuSer AspProd yAsnTyr H sd uPheCysAr gPheLeuAl aArg 335

1021 TTTAAAGACAAATTATCAGCTGGGAGAATTAGI TATGGTGAAGGAATATCCTGAAGITAT 1080

336 LeuLysThr AsnTyrd nLeud yd uLeuVal Met Val Lysd uTyrProd uVal Il e 355
10 11

1081 TAGATTGATTGCTAATTTTACCATTACTAGCCTACAJCACTGGGAATTTGCTCCTAACAG 1140

356 ArglLeul | eAl aAsnPheThrl | eThr Ser Leud nHi sTr pd uPheAl aPr oAsnSer 375

1141 TGTITCATTATTTATTAACTCTGTGGCAAAGGATGGTAGCATCTGTTCCTTTTGTGAAATC 1200
376 Val Hi sTyr LeuLeuThr LeuTr pd nAr ghet Val Al aSer Val ProPheVal LysSer 395

1201 AACTGAACCCCACCTATTAGACACTTATGCACCAGAAATCACGAAGGCCTTTATCACTTC 1260
396 Thrd uProHi sLeuLeuAspThr Tyr Al aProd ul | eThr LysAl aPhel | eThr Ser 415

11 12
1261 TCGGTTGGACTCTGTTGCCATAGITGT GA%GATCACT TAGATGATCCACTGGATGATAC 1320
416 ArglLeuAspSer Val Al al | eVal Val ArigAspH sLeuAspAspProLeuAspAspThr 435

1321 TGCCACTGTGITTCAGCAGT TGGAGCAGT TGTGCACGGT CAGCAGATGTGAATATGAAAA 1380
436 Al aThr Val Phed@ nd nLeud ud nLeuCysThr Val Ser ArgCysd uTyrd uLys 455
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1381 GACATGTGCTCTTCTTGIGCAGTTATTCGACCAAAATGCACAGAATTACCAAAAACTTCT 1440

456 Thr CysAl aLeulLeuVal A nLeuPheAspd nAsnAl ad nAsnTyrd nLysLeulLeu 475
12 13

1441 GCATCCATATTCTGGTGTAACTGTI GGACATCACCATTCAGGAAGGACGTCTTGCATGECT 1500

476 HisProTyrSerd yVal ThrVal Aspl | eThrl | ed nd ud yArgLeuAl aTrplLeu 495

1501 GGTATACTTAGITGGGACAGT TGTAGGAGGAAGATTAACATATACCAGTACAGATGAGCA 1560

496 Val TyrLeuVal @ yThr Val Val d yd yArgLeuThr Tyr Thr Ser Thr Aspd uH s 515
13 1l4a

1561 TGATGCTATGGATGGAGAATTATCCTGTCAAGITTTTCAGCTTATATCTTTAATGGATAC 1620

516 AspAl aMet Aspd yd ulLeuSer CysArgVal Phed nLeul | eSer LeuMet AspThr 535

1621 CGGATTGCCTCGATGITGTAATGAGAAAATAGAGCTTGCAATTCTGTGGTTCTTGGATCA 1680
536 d yLeuProArgCysCysAsnd uLysl | ed uLeuAl al | eLeuTr pPheLeuAspd n 555

1l4a 15
1681 GITTCGTAAAACATATGITGGTGATCAACTTCAAAGAACCT CAAA%: ATATGCTCGTAT 1740
556 PheArgLysThr Tyr Val G yAspd nLeud nAr gThr Ser LysMal Tyr Al aArgMet 575

15 16
1741 GTCAGAAGTCTTAGGAATAACAGATGACAACCACGT TCTAGAGACGT TCATGACAAAAAi| 1800
576 Serd uVal Leud yl | eThr AspAspAsnHi sVal Leud uThr PheMet Thr Lysl | 595

1801 TGTTACAAACCTTAAATACTGGGGAAGATATGAGCCTGTAATTTCAAGGACTCTTCAGIT 1860
596 Val Thr AsnLeuLysTyr Trpd yArgTyr d uProVal | | eSer ArgThr Leud nPhe 615

16 17
1861 CCTAAATGACCTTTCTGT T%! TATATCCTTTTAAAAAAACTTGTGAAGATAGATCCTGT 1920
616 LeuAsnAsplLeuSerVal G lyTyrl | eLeuLeuLysLyslLeuVal Lysl | eAspAl avVal 635
17 18
1921 GAAATTCATGCTAAAAAACCACAJGAGTGAACACTTCCCTTTTCTTGGCATCAGTGACAA 1980
636 LysPheMet LeuLysAsnH sThr Ser d uH sPheProPheLeud yl | eSer AspAsn 655

1981 TCATAGTCTCAGCGACTTCAGGTGTCGAACAACCTTCTACACAGCGCTCACTCGCCTTCT 2040

656 Hi sSer LeuSer AspPheAr gCysAr gThr Thr PheTyr Thr Al aLeuThr ArgLeulLeu 675
18 19

2041 GATGGTAGATCT GAAGATGAGGATGAATTTGAGAATTTCATGCTGCCTCTTACAGT 2100

676 Met Val AspLeud yd uAspd uAspd uPhed uAsnPheMet LeuProLeuThr Val 695

19 20
2101 TGCTTTTGAAACAGTATTACAAATATTCAACAACAACTTTAAACAAGAAGATGT AAA% 2160
696 Al aPhed uThr Val Leud nl | ePheAsnAsnAsnPhelLysd nd uAspVal Lyslarg 715

2161 TATGITGATCGGGCTGECAAGAGATCTTCGAGGGATTGCCTTTGCACTGAACACAAAGAC 2220
716 Met Leul | ed yLeuAl aAr gAspLeuAr gd yl | eAl aPheAl aLeuAsnThr LysThr 735

20 21
2221 CAGCTACACCATGCTGTTTGACTGGMF:ACCCAACGTACCTTCCCCTTCTTCAGAATGC 2280
736 Ser Tyr Thr Met LeuPheAspTr pMek Tyr ProThr Tyr LeuPr oLeuLeud nAsnAl a 755

2281 TGTTGAACGGT GGTATGGAGAGCCAACATGTACAACTCCCATCTTGAAACTTATGGCAGA 2340
756 Val A uArgTr pTyrd yd uProThr CysThr Thr Prol | eLeuLysLeuMet Alad u 775
21 22
2341 ACTTATGCAAAACAGATCCCAGCGTTTGAATTTTGATGTATCATCTCCTAATGGAATTCT 2400
776 LeuMet d nAsnArigSer G nAr gLeuAsnPheAspVal Ser Ser ProAsnd yl | eLeu 795
22 23
2401 TCTCTTCAGAGAAGCTAGTAAAATGGTTTGCACTTATAGTAATCAGATCCTGTCCCTTGG 2460
796 LeuPheAr gd uAl aSer LysMet Val CysThr Tyrd yAsnd nl | eLeuSerLeudy 815

2461 GAGCCTCTCAAAAGATCAGATTTATCCAATGAAACTCAAGGGCATCTCCATCTGCTATTC 2520
816 SerlLeuSerLysAspd nll eTyr ProMet LysLeuLysd yl | eSer| | eCysTyrSer 835

2521 AGCTCTCAAGTCTGCCTTGTGIGGAAATTATGTCAGCTTTGBCGTCTTCAAGTTGTATGG 2580
836 Al aLeuLysSer Al aLeuCysd yAsnTyr Val Ser Phed yVal PheLysLeuTyrdy 855
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2581 GGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGGCTTTTGTCAAAATGCTGCTGTCAGIGTCCCA 2640
856 AspAsnHi sPheAspAsnVal Leud nAl aPheVal LysMet LeuLeuSer Val SerH s 875

23 24a
2641 CAGTGACT TGC?’@TACCGGAAACT GAGCCAGTCTTATTATCCACTCCTGGAATGICT 2700
876 Ser AsplLeulLeuld nTyr ArgLysLeuSer d nSer Tyr Tyr ProLeuLeud uCysLeu 895

2701 CACTCAGGACCATATGAGCTTCATCATCAACTTAGAGCCTCCTGTACTCATGTATGITCT 2760
896 Thrd nAspHi sMet Ser Phel | el | eAsnLeud uPr oProVal LeuMet Tyr Val Leu 915

24a 25
2761 CACATCTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTT'GZ‘EACAGTTGTCTCCTCCAGCTGCTGTAC 2820
916 ThrSerlleSerd ud yLeuThr Thr LeuAspThr Val Val Ser Ser Ser CysCysThr 935

2821 CAGTTTAGACTACATCGTCACCTACCTCTTCAAGCACATAGCAAAAGAGGGCAAGAAGCC 2880
936 SerLeuAspTyrll eVal Thr Tyr LeuPheLysHi sl | eAl aLysd ud yLysLysPro 955

2881 ACTTCGATGCAGAGAGGCTACCCAGGCTGGTCAGAGACTATTACATTTTATGCAGCAAAA 2940

956 LeuArgCysArgd uAl aThrd nAl ad yd nArgLeuLeuH sPheMet A nd nAsn 975
25 26

2941 CCCAGATGTCCTGCAGCAGATGATGTCTGICCTCATGAACACCATTGTCTTTGAAGACTG 3000

976 ProAspVal Leud nd nMet Met Ser Val LeuMet AsnThr | | eVal Phed uAspCys 995

26 27
3001 TC(I;AACCAGT(I;TCAGTATCCA(XI:CTCTCCT(XXXI:TCATCCT(I:TCAATGAGAAqiA 3060
996 ArgAsnd nTr pSer Val Ser Ar gProLeuLeud yLeul | eLeuLeuAsnd uLysiTyr 1015

3061 TTTCAGTGAACTGAGAGCAAGTTTGATAAACAGCCAGCCCCTCCCCAAGCAGGAGGTCCT 3120
1016 PheSer d uLeuAr gAl aSer Leul | eAsnSer d nProLeuProlLysd nd uVal Leu 1035

3121 TGCCCAGTGCTTCAGAAACCTAAT GGAAGGAGT GGAGCAGAACCTGTCCGTCAAGAACAG 3180
1036 Al ad nCysPheAr gAsnLeuMet d ud yVal A ud nAsnLeuSer Val LysAsnAr g 1055

27 28
3181 AGACA¥: TCACCCAAAATCTGTCTGTATTCAGAAGAGATGTGBCAGAGGCGTTGCGCAG 3240
1056 AspArigPheThr d nAsnLeuSer Val PheAr gAr gAspVal Al ad uAl aLeuAr gSer 1075
STOP
3241 TGATGGCAACACTGAACCATGCAGTCTCGACATGATGAGCTGACCCGACTTTTCTGACCA 3300
1076 Aspd yAsnThr d uPr oCysSer LeuAspMet Met Ser 1088
3301 TGTGCGGAGCAGCCTTTATCAAGAGACT CCTGAAGGTCTGGGTCTCAGGACAGTGATGIT 3360
3361 GGCTAGCCCAGGGGAATGTATTTTTCAAAACATACAAGCAACAGCAAAAGCCCTAACTTC 3420

3421 TTATACGTCTAGCCTAATTATAAGAATTTCTAACAGTACCAGTGTAAATTCAGICTTTTC 3480

3481 TCTGAAAAGCAAAGCATGTGITTTCAGTICTTTCTATCAAATATTATCTTTGITCTCCTAA 3540
1. Pol yadenyl i erungssi gnal
3541 TGCTCTGAAAGGATGTAGAAACAATATTTAACCAAAGAACGTAATAAACCAGGTTTGCAC 3600
3601 CTAAGTGTGTACTAGITTATGGTTCTGCAGTCAAGGTTGTCAATTTGTTGGAGATGCAGC 3660
3661 CTTCACCATGGATCCTGGATTGAGACGAATGCCATTGGAACCTGITAAATGAGTAGITTG 3720
3721 TTATGTGICTGGAAGAAGCAGCGT TAGGGACT TTGGGECTGT GAGCATTTAGAACGAGCCT 3780
3781 GGAAGCACTACAGAGCATCCCACAGGACCACACGCAGGBCCTCCCTGCCTCAGCTGCATCT 3840
3841 GATAAAGTTGAGAGACAGTAACACAATTAAATGACTTAGAAACAATGTTTGCTTTTCACT 3900
3901 GGCATAAATCTGAAGTGGTTCAGTCTAGAAGAATTAAGCTGTGCAATTACTGCCTGCAGA 3960
3961 GATATTTCTTCAGGAGGAGTCATGTAGCCCCAGT CAGAAGT TCTGGEGTGGTGCCAGCACC 4020

4021 CAGICCTCTGCCTCCATTTAATTTTTAAGAGAAGGT GAAGGTAACTATTAGAATATAATA 4080
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4081 TTTGAAGCAGCTCTGCCTTCTTAGGGCTACCCAAAACAGT TCTAGGTGCTAAAATTCAGA 4140
4141 TTTTCAGAGGATGAGAAATAGCTGGT TTCCAACTCTCCACAAAAACTCTTATTACTGTTG 4200
4201 GGACTTGGGATTCTGACTTACCCCAAACCCAGAACATGAAGAAGACCTTTACAGITTGIG 4260
4261 CTCTACTGITACTAGGCTATTAATTTGAGATCGTCCACTGTCAAGTGTTTTACTATCTCA 4320
4321 CTGCTGITTTTATGATTCAGECTTATAACAAATATTGTATCCTTTATTTCTGATAAGACA 4380

2. Pol yadenyl i erungssi gnal
4381 TGAAAGGTTGGCCTTACTGITGAACAATAAGTAAATCCACAGGCTCCTGTTGTAATCTCA 4440

4441 AAAAAAAAAAAAAACCGGAATTC 4463

Abbildung 18 cDNA- und AA-Sequenz desranBP17-Gens mit dem langsten ORF von 1088AA;
Pfeilmarkierungen = Exongrenzen.

Die unter Abbildung 18 drgestellte dDNA-Sequenz hat einen ORF von 1088AA. Sie
représentiert das bisher grof@e von RanBP17 beschriebene Protein. Die Spleil3varianten der
Exone 14b-e und 24 verkirzen das Protein erheblich (Abb.19).

l4a 14b
cDNA1702 TGATCAACTTCAAAGAACCTCAAA GITCCTGGAGACTGTATACTACTCAATTAAAA 1761
AA 563 Aspd nLeud nArgThr Ser Lysld uVval Al ad yAspCysl | eLeuLeuAsnEnd 580

1762 AAGTAAACCAAGAAAAGAGGAAGAAGGGAGAGATGCGATCTGAGAATCAGAGGATCAAAC 1821

1822 ACAGGAGAGAGGCTAAGGGAAGCT CTCGGATAACAGCTGTGCCTCAGGCCTTGAGAGCAA 1881
14b l4c
1882 CCAGT TCAAACTGGAGCAGATGGAAGAAGACAGACATCTTCCTGTGAAGGECTTGTGECA 1941

1942 AACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACGATCTGATTCATCATCATCTGAAC 2001
l4c 15
2002 CAGGGATCACAGTCTAAGGTCCAGGTATATGCTCGTATGI CAGAAGTCTTAGGAATAACA 2061

1l4a 1l4c

cDNA1678 TCAGTTTCGTAAAACATATGITGGTGATCAACT TCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACAT 1737
AA 555 d nPheArgLysThr TyrVal d yAspd nLeud nArgThr Ser LyslLysThr Aspll e 574

1738 CTTCCTGTGAAGGGECTTGTGGCAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACG 1797

575 PhelLeuEnd 576
14c 15

1798 ATCTGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGT CTAAGGTCCAGGTATATGCTCGTA 1857

3.

14a 14c
CcDNA1681 GITTCGTAAAACATATGT TGGTGATCAACT TCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACATCTT 1740
AA 556 PheArgLysThr TyrVal A yAspd nLeud nArgThr Ser LyslLysThr Aspl | ePhe 575

1741 CCTGTGAAGGGCT TGTGECAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACGATC 1800
576 LeuEnd
1l4c 14d
1801 TGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGICTAAGGT GECCTTGCGTGGECTCCC 1860

1861 CAGCGCCAGTATCCCTTGCTTTACTGAATAGATGTGTTTAAGCAAGTTGECTTTGAAACA 1920

63



Ergebnisse

1921 AGITTCTCCTATGIGAATTGCATTTTCTGGT TGACACCCATTACAAAATTGGAAATGCAT 1980

14d GC(E—} 1l4e

1981 TTCCATGGAAAATCTCCTAT GT TGTACGCCTGAGGAGT GATGTACCCAGAGT TCC 2040
1l4e 15

2041 AGAGAAGECTTGGAAAATAGI TAAGGTATATGCTCGTATGTCAGAAGTCTTAGGAATAAC 2100

4.

14a 14c
cDNA1678 TCAGITTCGTAAAACATATGT TGGTGATCAACT TCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACAT 1737
AA 555 d nPheArgLysThr TyrVal d yAspd nLeud nArgThr Ser LysLysThr Aspll e 574

1738 CTTCCTGIGAAGGGECTTGTGGCAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACG 1797

575 PhelLeuEnd 576
1l4c 14e
1798 ATCTGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGICTAAGGTCCAGGTTGTACGCCTGA 1857
14e 15

1858 GGAGTGATGIACCCAGAGT TCCAGAGAAGGCTTGGAAAATAGT TAAGGTATATGCTCGTA 1917

5.

24a 25
CcDNA2761 CACATCTATCTCAGAGGCGACTCACTACTCTTAGTAAGGATCATAGAGGACATTGTITTCCA 2820
AA 916 ThrSerlleSerd ud yLeuThr Thr Leud yLysAspH sArgd yH sCysPheH s 935

2821 TAGGAAAAACTTGATTATGGGCTTTTAATGTATGTGATTATTGAGACTATCATCCTACAA 2880
936 ArgLysAsnLeul | eMet d yPheEnd 943

2881 AGGGECGAAAAGATATTGTGAACCCAAACT GAAAGATTATAATTATTACTTGCAAGTGGGA 2940
2941 AAAATGTATTTCTTCATATTTTGATACATAGTCAGTITATGITTTAATCAGCTTTACTGAG 3000

3. Pol yadenyl i er ungssi gnal
3001 GTATAATTTACATACAATAAAATTCAGT GACTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3060

Abbildung 19 Sequenzen der SpleiRvarianten zwischen Exon 14a Exon 15 und nach Exon 24a

Die hinter Exon 14a insertierenden Exone 14b und 14c beinhalten jeweils ein Stopcodon, so
dai’ die resultierenden Proteine 573 und 576AA grof3 sind. Das hinter Exon 24a insertierende
Exon 24b, das ein Stopcodon und ein Polyadenylierungsignal besitzt, fihrt zu einem Protein

mit einer Lange von 943AA .

3.3 Genomische Analysen des humanen ranBP17

3.3.1 Exon-Intron-Struktur

Die Untersuchung der 28 Exone und der SpleiRvarianten von ranBP17 ergab, dal die
Ubergange von Intron-Exon-Intron weitgehend mit den SpleilRregeln tbereinstimmen (Tab.4).
Diese lauten, da3 am 5-Ende enes Introns die Basenfolge ...GT... und am 3'-Ende die
Basenfolge ...AG... zu finden sind (Brethnach and Chambon, 1981, Sharp, 1987 Kramer,
1996.
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splice-donor -site

splice-acceptor -site

exonl

intron 1

" ...TCCAGgtcagtgtgc... 16815bp ..ttctttgaagAGTTT ... exon 2
exon 2 intron 2
147bp ...GAACAgtaagtattt... 3637bp . ttctttacagGCATC... exon 3
exon 3 intron 3
91bp ...CATCAgtaagtggct... 10647bp .ttetttgtagGAAAC... exon 4
exon 4 intron 4
167bp ...TCCAGgtaagaagtc... 3497bp ...ttctccaaagGGTAC... exon5
exon 5 intron 5
66bp ...ACCT Ggtaagcgagc... 13543bp .tatcttttagGTTGA... exon 6
exon 6 intron 6
105bp ...AAGAGgtaagttatt... 1719bp ...CltttttcagGTGTT... exon7
exon 7 intron 7
1660p ..AACAAgtaagaaaaa. .. 25280p . ttttttccagTTTTC... exon 8
exon 8 intron 8
74bp ..AGTTAgtaagtaaaa... 22520p ...gtattttttagGCACT.... exon 9
exon 9 intron 9
1200p ...CTCAGqgtatttatgaag... 21290p ...CataatttagGGTTT... exon 10
exon 10 intron 10
1470p ...TACAGgtaggtasaa. .. 580bp ..ttetttgtagCACTG... exon 11
exon1l intron 11
1730p ...GTGAGgtattcaaaa... 474200p ...gtgtttgcagAGATC... exon 12
exon 12 intron 12
194bp ...GGAAGgtcagtasac... 474200p ...tctatattagGACGT ... exon 13
ei(ggblps ...TGTCGgtaagtaaga... |ntrc37n 13 ...cttcatgaagAGTTT... exon 14a
exon l4a CAAAGgtacgtttct intron 14 CtittaccagGAAGT exon 14b
136bp gtacgtttct... 14683bp ...Cttttaccag
exon 14b intron 15
?
181bp ...GGAAGgtcatagtgt... L ?AAGAC... exon 14c
exon 14c intron 16
118bp TCCAG?....ccoovune. ” ...tttceectagGCCTT... exon 14d
exon 14d intron 17
160bp ...GCCCAgtaagtttag... 29130p ..toctttttagGTTGT ... exon 14e
e"ggb?e .. TTAAGgtgagtiggg... intron 18 .ttaalgcagGTATT.. exon 15
eon 15 AAAAT gtgagttctt intron 19 ttcatattagTGTTA exon 16
74bp gtgagttctt... 1003bp ag
e’;ol':);e .GTTGGatatecttt... Intron 20 .CltctattacTTATA... exon 17
exon 17 intron 21
64bp ...ACACGgtaagtctta... 91bp ...CtttcattagAGTGA... exon 18
exon 18 intron 22
1090p ...TCTGGgtaaggttaa... 16236bp ...tctctgatagGTGAA... exon 19
exon 19 intron 23
104bp ..TAAAGgtggatttgt... 5759p ...ccactgacagCGTAT... exon 20
exon 20 intron 24
89bp ...TGGATgtatccttat... 8015bp ...CttataaaagGTACC... exon 21
exon 21 intron 25
1080p ...AACAGgtaagcagtg... 8017bp ...tatttcttagATCCC... exon 22
exon 22 intron 26
83bp ...TTATGgtgagtgtcc... 19090bp ..tcctgaaaagGTAAT ... exon 23
exon 23 intron 27
215bp ...TGCTAgtaagcaatc... 15430p ..totgttgtagCAATA... exon 24a
exon 24a exon 24b
139hp ..TCTTGgtaaggatca... Obp -
exon 24b intron 28
242bp - " ..atttgtacagATACA... exon 25
eon25 .. AGCAGgtactgatgg... intron 29 . fatCttctagATGAT . exon 26
167bp ?
exon 26 intron 30
99bp ..AGAAGgtgagtgtga... 1904bp ...ctcccatcagTATTT... exon 27
exon 27 intron 31 exon 28
1286p ...GACAGgtgagcattt... 2743p ...ClttctgcagGTTCA... 1253p

Tabelle 4: Exon-Intron-Struktur desranBP17-Gens
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Die Ermittlung der Exon-Introntibergange, die Exonenanzahl, sowie die Grélienbestimmung
von 18 Introns wurde durch die Sequenz von neun BAC-Klonen erméglicht, die von dem
DOE Joint Genome Ingtitute (Walnut Creek, CA, USA) im Rahmen des Human-Genom-

Projektes Chromosom 5 teilweise sequenziert wurden (Tab. 5).

BAC-Nummer EMBL -Zugangsnummer

CTC-45518 AC008514
CIT9785KB_45.16 AC010306
CITB-H1_203718 AC010362
CTD-2154H6 AC010406
CTD-224B15 AC010454

CTB-33LB AC0106574
CIT-HSRC_37620 AC018753
CTD-212004 AC008815
CTB-77B1 AC021077

Tabelle 5: Klon- und Zugangsnummern von neun BAC-K lonen mit
genomischen Anteil von ranBP17.

3.3.2 Lokalisation desranBP17-Gens auf Chromosom 5

Die bisherige Lokaliserung des ranBP17-Gens beruhte auf einer In-situ-Hybridiserung des
pseudo-ubh-1-Gens auf Chromosom 5934 das innerhalb eines Introns von ranBP17 liegt.

Durch eine Radiations-Hybridkarte, die Uber STS-Marker (,Sequenced Tagged Sites*) von
somatischen Zellhybriden erstellt wird, konnte die Lokalisation auf Chromosom 5q34
bestétigt werden (Abb.20). Den Ausgangspunkt solcher Radiations-Hybridkarten stellen
somatische Zellhybriden aus Nager-DNA als Vektor und einzdnen Bruchstiicken eines zu
analyserenden humanen Chromosoms dar. Je nach Grose der humanen Bruchstiicke
beinhalten ca 80-100 deser Zelhybriden ein komplettes Chromosom. Die as den
Zellhybriden isolierte DNA dient zur Bestimmung der Absténde avischen STS-Markern, also
exprimierter DNA-Sequenzen, die nur einmal auf diesem Chromosom vorkommen. Da die
STS-Marker eine Grése von ca 100-500p nicht Ubersteigt, kénnen diese mittels PCR
einfach amplifiziert werden. Auf diese Weise wird jeder Zellhybrid nach mehreren hundert,
auf dem ganzen Chromosom vertellten STS-Markern gescreat. Dabei werden STS-Marker,
die in unmittelbarer Nahe liegen, mit hoher Wahrscheinlichkeit immer auf einem

chromosomalen Bruchstiick gefunden. Je weiter die STS-Marker voneinander entfernt sind
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um so geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dal3 sie auf einem Bruchstiick gefunden werden.
Dieses Experiment wird mehrfach mit neu hergestellten Zellhybriden durchgefiihrt. Dies wird
solange wiederholt bis jeder STS-Marker zu einem anderen STS-Marker gekoppelt ist. Die
Vielzehl und de Vertellung der STS-Marker auf dem ganzen Chromosom erméglicht so die

Erstellung einer Chromosomenkarte.

RH Karte GenetischeGen Zytogenetisches
Gb4 G3 Karte Dichte Ideogram

STS A005L27
von ranBP17

B Abbildung 20:

% Lokalisation des ranBP17-Gens
22 auf Chromosom 5034 mittels
STSMarker auf einer Radia-
tions-Hybridkarte

Durch ranBP17 homologe ESTs konnte én STS-Marker gefunden werden, der auf
Chromosom 534 lokalisiert ist (Abb.20). Der gefundene STS-Marker AO0S.27 wurde von
den Ingtituten Genethon und Sanger Centre adsellt. Genethon hat dabei ein
Zellhybridspektrum mit einer groferen Insertlange gescreent und nennt die eastellte
Hybridkarte GB4. Die von dem Sanger-Ingtitut erstellte G3-Hybridkarte hat ein

Zellhybridspektrum mit einer kleineren Insertlange.

3.33 Lage des ranBPl17-Gens zum Bruchpunkt der
t(5;14)(q34;q11)

Zur Abklérung der Lage des ranBP17-Gens zum Bruchpunkt der t(5;14)(g34,g11) von Patient
1, wurden adhtzehn erschiedene PAC-Klone mittels PCR analysiert. Die Klone wurden aus
der humanen PAC-Bibliothek RPCI1,3-5 von dem Resourcenzentrum des deutschen

Humangenomprojekts in Berlin bezogen, die mittels PCR auf pseudo-ubh-1 gescreent wurde.
Die Position von pseudo-ubh-1 in der Nahe des t(5;14)-Bruchpunktes war bekannt. Durch
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PCR mit ranBP17-spezfischen Primern sollte festgestellt werden auf welchem dieser PAC-
Klone das ranBP17-Gen liegt (Abb.21).

Das Primerpaa hito5925/hito685 aus Exon 22 (A) ergibt ein Amplifikat von ca 90bp, das
Primerpaa hito1071s/hito1141r aus den Exonen 24a/25 (B) ergibt ein Amplifikat von ca
70bp. AuRRer den Klonenin Spurl7 und 18wurden alle Ansétze doppelt durchgefihrt.

1. A15623
2. A10544
3.L09543
A 4. F19963
5. G231028
6. F23523
7.009874
B 8. 124616
9.B17610
10. 1041149
11 A031119

12. P061091
soop — [ * | o

14, C17922
15. B19894
B 16. A11822
17. 119827
18. P09988

70bp —»

Abbildung 21: PCR von PAC-Klonen mittels ranBP17-spezifischer Primer aus
der humanen Bibliothek RPCI1,3-5. A: hito5925hito685 B: hitol071hito1141r

Fur das Primerpaa A sind €f, fir das Primerpaa B sind zehn Klone positiv. Finf Klone sind
fur beide Primerpaae negativ und wurden fir die Folgeversuche nicht mehr verwendet. Die
verbleibenden Klone tragen pseudo-ubh-1 und zumindest teilweise ranBP17.

Als nadhstes muidte geklart werden, welche Klone auch die Region in unmittelbarer Nahe des
Bruchpunktes in sich tragen. Durch Sequenzierung eines PAC-Klones, der beide Marker
(Bruchpunktregion von Chromosom 5g34 und Exon 25) in sich tragt, kann man die Lage des
ranBP17-Gens zum t(5;14)-Bruchpunkt 1 festlegen. Von sedhs verschiedenen PAC-Klonen

wurden mit je drei Primerpaaen eine PCR durchgefihrt:

1. M3Dfor/Testisldrev: 271bp (5 -trandatierte Region von ranBP17)
2. Hex3o/Hex4rev: 1560p  (3'-trandatierte Region von ranBP17)
3. Dan 650/Dan1090: 46Qp  (direkt am t(5;14)-Bruchpunkt )

Fiur die PCR mit 35 Zyklen wurden je 1ug Template DNA eingesetzt. Die
Annedingtemperatur betrug 56'C.

Als einziger von den getesteten PAC-Klonen konnte in B17610 @s ranBP17-spezfische 3'-
Fragment und das 460bp lange Bruchpunktfragment nachgewiesen werden. Das 271bp lange
5-Fragment von ranBP17 liegt nicht auf diesem Klon. Dieser Klon wurde aur Bestimmung

der Lage von ranBP17 zum Bruchpunkt mittels Sequenzierung eingesetzt (Abb.22).
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: & Abbildung 22:

S ' PCR von PAC-Klon B17610 mit
- <460bp drei verschiedenen Primer -

paaren

<« 156bp |1. M3Dfor/Testisl4rev

2. Hex3o/Hex4r

3. Dan650for/Dan1090r ev

3.3.4 Sequenzier ung des PAC-Klons B17610 von Chromosom 5

Von zwei der vier ALL-Patienten mit einer t(5;14) (Whitlock et al., 1994 konnte der
Bruchpunkt Kloniert und sequenziert werden (Hansen-Hagge € al., 1998. Mit Hilfe dieser
Sequenzen, eines PCR-positiven PAC-Klones swie genomischer Sequenzen aus der
Gendatenbank, konnte die Lage des ranBP17-Gens zu desen beiden Bruchpunkten bestimmt
werden.

Mit dem Klon B17610wurde ene Primerwalking-Sequenzierung mit den Bruchpunktprimern
von Patient 1 Dan650/Dan109Q (genomisch von Chromosom 5) und den genspezfischen
Primern Hex3o/Hex4r (Exon 25) durchgefihrt. Insgesamt konnten so 6.5kb sequenziert
werden. Das 3.8kb grof3e pseudo-ubh-1 konnte durch die Sequenzierung in einer Entfernung
von 2903p vom Bruchpunkt gefunden werden. Dadurch wurde éne genomische Sequenz
von ca 10kb gebildet. Durch eine genomische BLAST-Suche mit diesem 10kb-Fragment,
konnte der BAC-Klon CIT9785KB _439.16 (AC01030§ von Chromosom 5 identifiziert
werden. Dieser Klon wird im Rahmen des Humangenomprojekts vom DOE Joint Genome
Ingtiute (Walnut Creek, Kalifornien, USA) sequenziert. Der noch rnicht komplett sequenzierte
Klon wird in durchsequenzierte Contigs unterteilt. In einem Contig dieses Klons von 19107p
konnten pseudo-ubh-1, die Bruchpunktregion 1 und das Exon 25 von ranBP17 gefunden und
in Relation gesetzt werden (Abb.23).
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Exon23 Exon24a Exon25 Exon26
| ‘ pseudo-ubh-1 ‘
Zentromer Telomer
Bruchpunkt 1
1kb
[ o |

Abbildung 23: L okalisation des Bruchpunktes 1 bei einem AL L-Patienten auf Chromosom 534 mit
einer t(5;14) (934,9g11) zu dem ranBP17-Exon 25 und pseudo-ubh-1, durch Sequenzierung von PAC
B1760 und BAC-Contig CIT978SKB_45L 16.

Durch die Trandokation t(5;14) beim Patienten 1 bricht das ranBP17-Gen im Intron zwischen
Exon 24a und Exon 25 auseinander. Die Exone 1-24a sowie pseudo-ubh-1 verbleiben auf
Chromosom 5q34 wéhrend de Exone 25-28 zum Chromosom 14q11in unmittelbare Néhe
der Ds2-Region des T-Zellrezeptors trandozieren. Rezprok dazu, wird der chromosomale
14g1tAntel ab der Js1-Region an das Chromosom 5034 in die Néhe von Exon24a
trandoziert.

Die Lagebestimmung des Bruchpunktes eines zweiten Patienten zum ranBP17-Gen, konrte
durch eine BLAST-Homologiesuche mit der Bruchpunktregion und dem Exon 28 bestimmt
werden. Der BAC-Klon CTD-2249B15 (AC010454 beinhaltet in einem durchsequenzierten
Contig das Exon 28 wnd den Bruchpunkt von Chromosom 5 dieses Patienten. Das ranBP17-
Gen wird dabel nicht wie bei Patient 1 im ORF auseinandergebrochen, sondern verbleibt von
Exon 1-28 auf Chromosom 5g34 Der Bruchpunkt 2 liegt 803p in 3'-Richtung von Exon 28
entfernt (Abb.24).

hox1112
Exon25 Exon26 Exon27 Exon28 Exonl
polyA-Signal
Bruchpunkt 2
1kb
Zentromer =l Telomer

Abbildung 24: Lokalisation des Bruchpunktes bei Patient 2 mit einer ALL und t(5;14)(q34;911) zu Exon
28 von ranBP17.
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In diesem Contig konnte eienfalls das Exon 1 des Homeobox-Gens hox1112 (Gonzdes
Sarmiento, 1998 AJ223799 identifiziert werden. Dieses liegt auf der anderen Seite des
Bruchpunktes 1212op telomerwarts entfernt.

Aus den genomischen Sequenzierungen, genomischen BLAST-Homologievergleichen und
den Bruchpunktsequenzen der beiden Patienten konnten die exakten Orientierungen von
ranBP17, hox1112 und dem TCR;s im Rahmen der rezproken t(5;14) Trandokation bel beiden
Patienten bestimmt werden (Abb.25).

Chromosom Chromosom derivatives derivatives
5034 14q11 5034 14q11
5 5 5 5
ranBP17 TCR ranBP17 TCR
Exon 1 'D61 Exonl D&L
l D& l ranéPN
Exon 24a
Exon 24a D33 reziproke Exon25
Bruchp.1=—p» N | -
Exon25 Jal Exon28 l
Translokation A Exon28
E 28 %
xon D&2
Bruchp.2—>l J& D& hox1112
Exonl
hox1112 OEnh,| Jol
Exonl Jo2
J&3
OEnh.
3 3 3 3

Abbildung 25: Trandozierte Exone von ranBP17, hox1112 und Dg/Js-Regionen des TCR; bel
zwei reziproken t(5;14) Trandokationen.

3.4 Western Blot Analysen
3.3.1 Induktion eines GST/RanBP17-Fusionspr oteins

Ein polyklonaler RanBP17-spezfischer Antikdrper wurde mittels des carboxyterminalen AA -
Peptids C-RDVAEALRSDGNTEP (AA 11141128 in Kaninchen hergestellt.

Zur Andyse der Funktionsfahigkeit dieses Anti-RanBP17-Peptidantikdrpers wurden die
letzten, im 3 -ORF liegenden 710bp der ranBP17-cDNA-Sequenz, in einen induzierbaren
Prokaryonten-Expressonsvektor kloniert. Dazi wurde mittels PCR ein cDNA-Fragment
amplifiziert, dal3 am auRBersten 3'-Ende des ORF liegt. Durch einen Sense-Primer mit einer
BamHI-Schnittstelle und einen Antisense-Primer mit einer EcoRI-Schnittstelle konnte das
710bp gole Amplifikat in den GST-Vektor pGEX-2T Uber BamHI/EcoRI kloniert werden.
Die Transformation erfolgte dabei in den Protease-defizienten E. coli-Stamm BL21. Nach der
Induktion des GST/RanBP17-Fusionsproteins mittels 0.7mM PTG, wurden 10ul der
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Bakterienkultur nach Denaturierung fur 5min. bei 95°C auf ein 10%-SDS-Polyaaylamidgel

aufgetragen.
1 2 3
kDa
190
108 p—
89 _—
77
61 GST- P ==
Fusionsprotein
(52kDa) -
41
36
il

Abbildung 26: PAGE einer GST-Fusionsprotein
Bakterienkultur 1. Marker 2. Induzierte Kultur
3. Nicht-induzierte Kultur

Nadch Anfarbung der Proteine mit Coomasde-Blau konnte man bei der induzierten
Bakterienkultur eine deutliche Bande bei 52kDa ekennen (Abb.26). Bel der nicht-induzierten
Kultur sind nur die Bakterienproteine a1 sehen. Die 52kDa Bande stellt das GST-
Fusionsprotein dar, das sch aus dem 27kDa GST-Protein und dem 25kDa RanBP17-Peptid

zusammensetzt. Die efolgreiche Induktion mittels IPTG war damit nachgewiesen.

3.4.2 Western Blot eines GST/RanBP17-Fusionsproteins

Der polyklonale Peptid-Antikorper fir RanBP17 wurde auch mittels Western Blot Gberprift.
Dazu wurden zwei Bakterienkulturen, die das RanBP17/GST-Plasmid mit einem IPTG-
induzierbarem Promotor in sich tragen verwendet. Durch Induktion mittels IPTG sollte a@ne
Kultur das Fusionsprotein synthetisieren. Die aveite Bakterienkultur wurde ds Kontrolle
nicht induziert. Im Western Blot sollte der RanBP17-Antikorper bel der induzierten Kultur
ein 52kDa grof¥es Protein erkennen. Die nicht induzierte Kultur sollte kein Ergebnis liefern.
Die Kontrollféarbung mit dem nonoklonalen Anti-GST-Antikorper sollte durch Erkennung
des GST-Antell s des Fusionsproteins, das gleiche Ergebnis liefern. Hier sollte ebenfalls das
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52kDa grol¥e Signa, alerdings durch Bindung an den GST-Antell, zu erkennen sein. Fir
beide Antikdrper wurden die gleichen Konzentrationen und Inkubationszaten eingesetzt.

Bel der Anti-RanBP17-Farbung ist das Fusionsprotein mit 0.5ul der induzierten
Bakterienkultur als eine definierte Bande au sehen (Abb.27). Eine Hintergrundsférbung von
Bakterien-Proteinen ist erst beim doppelten Volumen (1.0ul) zu erkennen. Die Anti-GST-
Farbung zeigt dagegen, aufgrund einer geringeren Speafitét, keinen wesentlichen Unterschied
in der Anfarbung bei 0.5pl und 10pl des Anti-GST-Antikorpers. Dieser farbt auch bel einer
geringer aufgetragenen Menge andere Proteine an. Spezfischer ist der RanBP17-Antikorper,
der bei geringerer Menge nur RanBP17 erkennt. Die nicht induzierte Kultur zegt bei der
10fach aufgetragenen Menge mit beiden Antikdrpern eine spezfische und unspezfische

Anférbung. Dies erfolgt aufgrund einer Induktor-unabhéngigen Transkription des IPTG-
Promotors.

-

Abbildung 27 Western Blot einer
452kDap “ induzierten und nicht-induzierten GST/
RanBP17-Bakterienkultur mit Anti-
RanBP17 und Anti-GST-Antikor per.

1. Anti-RanBP17 (0.5ul) -induziert-

2. Anti-RanBP17 (1.0ul) -induziert-

3. Anti-RanBP17 (10ul) -nicht-induziert-

4. Anti-GST (0.5u) -induziert-
5. Anti-GST (2.0u) -induziert-
6. Anti-GST (20ul) -nicht-induziert-
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3.5 Southern Blot Analyse ar evolutionaren
Konservierung desranBP17-Gens

Zur Uberprifung der evolutiondren Konservierung des ranBP17-Gens wurde én genomischer
Zoo-Blot mit der Sonde 513 (Exon 23-25) hybridisiert (Abb.28).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
- o = ® oo ® a o

Abbildung 28

Genomischer Zoo-Blot mit der Sonde
513von ranBP17 hybridisiert.

1. Mensch 6. Rind

2. Affe 7. Kaninchen

3. Ratte 8. Huhn

4, Maus 9. Hefe

5. Hund

Nadch Expostion von 7 Tagen wurde sichtbar, dal3 das ranBP17-Gen his zum Huhn
konserviert ist. Mdglicherweise ist die DNA-Sequenz der eingesetzten Sonde auf dem Affen-
Genom nicht enthalten oder weicht so stark ab, dal3 keine Hybridiserung stattfindet. Eine
Gen-Datenbanksuche mit dem humanen ranBP17 zeigte a@ne Konservierung des Gens his
zum Fadenwurm C. elegans. Das ¢35a5.8-Gen von C. elegans ist mit 41% zu dem humanen
ranBP17 homolog.
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3.6 Analysen des murinen ranBP17-Gens

3.6.1 RT-PCR Analyse ver schiedener muriner Gewebe

Aufgrund der im Zoo Blot nachgewiesenen hohen evolutiondren Konservierung der ranBP17-
Sequenz lag ein Vergleich der ranBP17-Expresson zwischen Maus und Mensch nehe. Daau
wurden aus zehn verschiedenen murinen Geweben die Total-RNA isoliert und anschlief3end
jeweils 20ug in cDNA umgeschrieben. Von jeder cDNA wurden 5% in eine PCR mit den
humanen Primern Hex1o und Hex4r eingesetzt. Diese Primer ermdglichen die Amplifikation
eines 513op langen Fragmentes aus humaner TestiscDNA. Die humanen Primer sollten
aufgrund des hohen Konservierungsgrades in der Lage sein das murine ranBP17-Homolog zu

amplifizieren.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

< 513bp

Abbildung 29: RT-PCR ver schiedener muriner Gewebe

1. 10(op-Leiter4. Leber 7. Ovar 10. Niere 13. 10Cbp-Leiter
2. Blase 5. Hirn 8. Schilddriise 11. Lunge
3. Milz 6. Herz 9. Magen 12. H,0O

Das aus der Hirn-cDNA erhaltene Amplifikat (Abb.29) wurde in den Vektor pMOS/Blue
kloniert und anschlief3end sequenziert. Ein Vergleich des ebenfals 513op langen murinen
PCR-Produktes mit der humanen cDNA-Sequenz ergab einen Homologie von 90% (Abb.30).

I(_;: Hex 1o Exon 23

Mensch AATCAGATCCTGTCCCTT@EA&:C%TCAAAAGATCAGATTTATCCAATGAAACTCA
(2439) | LELEVEEEEEerer e er terer teerer Perrer e e e ey
Maus GAAATCAGATCCTGTCTCTTGGAAGT CTCTCCAAAGATAAGATTTATCCAATGAAACTCA
(2496)

AGGGCATCTCCATCTGCTATTCAGCTCTCAAGT CTGCCTTGT GT GGAAATTATGT CAGCT

LECEEEEE e e e e e e |
AGGGCATCTCCATCTGCTACTCAGCTCTCAAGT CTGCAT TGT GTGGAAAT TATGTCAGCT

TTGGECGTCTTCAAGT TGTATGGGGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGECTTTTGICA

LUCEEEEE e e e e e e et e T
TTGGCGTCTTCAAGT TGTATGGGGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGGCCTTTGTCA
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Exon 24a
AAATGCTGCTGT CAGT GTCCCACAGTGACTTGCT TACCGGAAACTGAGCCAGICTT

LUCTEEEE e e e e Ceee e T |
AAATGCTGCT T TCAGT GTCTCACAGT GACT TGCT GCAATACCGGAAGCT GAGCCAGTCTT

ATTATCCACTCCTGGAATGT CTCACT CAGGACCATATGAGCTTCATCATCAACTTAGAGC

AR A R AR AR AN AR RN R AR nn
ACT ATCCACT GCTGGAATGT CTCACCCAGGACCACATGAGCT TCATCACCAACT TGGAGC

? Exon 25
CTCCTGTACTCATGTATGI TCTCACATCTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTTGATACAG

LOCEEEE P e L e e e e e e i e
CTCCTGTGCTCCTGTACGT TCTCACAT CTCTCT CAGAGGGACT CACCACACT TGACACAG

TTGICTCCTCCAGCTGCTGTACCAGI TTAGACTACATCGT CACCTACCTCTTCAAGCACA

e e et e e e PR T
TGGTCTCCTCCAGCTGCTGTACAAGT TTAGACTACATGGT CACCTATCTCTTCAAGCACA

TAGCAAAAGAGGGCAAGAAGCCACT TCGAT GCAGAGAGGCTACCCAGGECTGGTCAGAGAC

RN AR RN R R R A RN A RAAAERARAN AR
TAGCAAAAGAAGGGAAGAAGCCACT TCGAAGCAGAGAGGCTATGCAGGCTGGT CAGAGAC

Hex4r
TATTACATTTTATGCAGCAAAACCCAGATGTCC Mensch
LTEEr et terrr ey | (2951)
TGTTACATTTTATGCAACAAAACCCAGATGITC Maus

(3008)

Abbildung 30 Homologie @ner Uber die humanen Primer Hex1o/Hex4r amplifizierten
murinen Sonde a1 der humanen Sequenz

3.6.2 Screening einer murinen Testis cODNA-Bibliothek

Zur weiteren Uberpriifung der Homologie avischen humanem und murinem ranBP17-Gen
wurde ane murine Testis cDNA-Bibliothek mit der murinen Sonde 513 hybridisiert. Drei
ranBP17-positive Klone mit den Insertgrofen 768op, 923p und 60Mdp konnten ermittelt
werden.

Die Sequenzanalyse egab, dal die beiden erstgenannten Klone ene Homologie von ca 88%
zu dem humanen Gen in diesem Abschnitt aufweisen. Der 3. Klon deutete mit einer
Homologie von ca 65% zum humanen ranBP17 daraufhin, da3 es Unterschiede in der
Konservierung bestimmter Abschnitte dieses Gens gibt oder aber, da es ein zu ranBP17
homologes Gen gibt.
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3.6.3 Northern Blot Analyse ver schiedener muriner Gewebe

Zur Untersuchung des Expressonsmusters bei der Maus wurde én polyA*-Northern Blot mit
der murinen Sonde 513 hybridisiert. Nach einer sehr kurzen Expositionszeit von 6h wurden
zwel starke Signale bei ca 4.4kb und ca 6-7kb und weiterhin zwel schwade Signale bei ca
9.5kb und 24kb in Testis schtbar (Abb.31).

1 2 3 4 5 6 7 8
& & " - - - - -
kb
9.5 <ca. 9.5kb
7.5 =
<«ca. 6-7kb
4.4 . dca. 4.4 kb
24 <4ca. 2.4kb
Abbildung 31: Muriner Nor-
thern Blot mit der murinen
1.35= Sonde 513 hybridisiert .
1. Herz
2. Hirn
24% 3. Milz
4. Lunge
“ . - <4GAPDH 5. Leber
1.35. 6. Skeettmuske
7. Niere
8. Tedtis

Eine Erhdhung der Expositionszet lief? die schwaderen Signae deutlicher hervortreten. Die
homologe Sonde 513 erkannte in humanem Testisgewebe nur zwel Transkripte, die murine
Sonde hybridisiert dagegen mit vier Transkripten. Auffalig ist, dal3 in der Maus wie beim

Menschen vier ranBP17 Transkripte exprimiert werden.

3.7 ldentifizierung des ranBP17 homologen Gens ranBP16

Wahrend der Klonierung des humanen ranBP17-Gens konnten durch ene EST-
Datenbanksuche mehrere ESTs identifiziert werden, die a@ne ca 65%ige Homologie ai
ranBP17 aufwiesen. Dies deutete auf die Existenz @nes ranBP17 verwandten Gens hin.
Anhand der gefundenen ESTs konnte én kleines cDNA-Fragment erstellt werden, das zur

Klonierung deses Gens durch cDNA-Screening dienen sollte. Im Laufe der Screening-
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Experimente wurde in der EMBL-Datenbank eine d™DNA-Sequenz verdffentlicht, die bis auf
ein 54(p langes Fragment, 100% identisch mit der von uns klonierten Sequenz ist
(KIAAO745 Acc.Nr. AB018288 Nagase d a., 1998. Anhand einer Radiations-Hybridkarte
konnten wir das humane Gen auf Chromosom 8pl11-12 lokalisieren. Nach Beendigung der
Klonierung dieses Gens konnten wir durch eine Gendatenbanksuche die komplette dNA mit
dem 540bp-Fragment und einem Startcodon finden (ranBP16, Acc. Nr. Af064729. Weiterhin
konnten wir das murine ranBP16 klonieren, dessen Protein eine 66.1%ige Homologie au dem

humanen RanBP17 aufweist.

3.8 Homologievergleich des RanBP17-Proteins

Ein Protein, das von niederen Organismen his zum Menschen konserviert ist, deutet auf seine
wichtige Funktion hin (Tab.6). Die Analyse der Motif- und Domanenstruktur sollte néheren
Aufschlufd Gber die bisher nicht charakterisierte Funktion von RanBP17 und RanBP16 geben.

Homol og;gjpril;manan M olekular gewicht
1. Murines RanBP17 93.8% 124kDa
2. Humanes RanBP16 66.8% 123kDa
3. Murines RanBP16 66.1% 123kDa
4. C35A5.8 (C. elegans) 39.1% 127KDa

Tabelle 6: Homologievergleich derAA-Sequenzen von finf homologen Proteinen

Mit dem Alignment-Programm ClustalW wurden die finf Aminosauresequenzen gegeniber
gestellt und nach der Stérke der Homologie unterschiedlich mit Farben unterlegt (Abb.32).

Hum.RanBP17
Murin.RanBP17
Hum.RanBP16
Murin.RanBP16

1

Importin-beta N-terminale Doméne

Hum.RanBP17
Murin.RanBP17
Hum.RanBP16
Murin.RanBP16
C35A5.8
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901
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Abbildung 32 Protein-Homologievergleich

Die Analyse der dargestellten AA-Sequenzen mit den Computer-Programmen Foldclass und
Pepstats ermoglichte die Bestimmung der Anzahl und Art der Sekundarstruktur-Doménen,
sowie den isoelektischen Punkt und den Anteil der verschieden AA-Gruppen (Tab.7). Die
Anzahl und de Art der Doménen eines Proteins 1a3t eine Abschdtzung bzw. Voraussage tber
die vier Superklassen der Sekundarstruktur durch apha-Helices und beta-Faltblattstrukturen
zu (1. = dpha; 2. = beta; 3. = dpha*beta in einer Doméne; 4. = dpha und beta in

verschiedenen Doménen). Die Einteilung in die verschiedenen Protein-Klassen wird durch die
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AA-Sequenz bedingte Art und Anzahl der Domanen bestimmt (Pascarella and Argos, 1992
RecZo and Bohr, 1994 RecZo et al., 1994).

Anzahl der Superklase Isoelektrischer
Domanen P Punkt
Humanes
RanBp17 10 beta 6.40
Murines
RanBP17 9 beta 6.53
Humanes
RanBP16 9 beta 6.27
Murines
RanBP16 11 beta 6.23
C35A5.8 12 beta 5.19
Tabelle 7: Einteilung des RanBP17-Proteins und seinen Homologen iber AA-Sequenz und
Domaénen

Das zu 391% homologe C. elegans Protein C35A5.8 weicht in der Klase und dem
isoelektrischen Punkt als Einziges in dieser Gruppe @was ab.

Eine weitere Datenbanksuche mit den fUnf Proteinsequenzen wurde mit dem Programm
ProfileScan durchgefihrt. Dabei wurde die PROSITE-Datenbank durchsucht, die sich aus
Proteinfamilien und Doménen zusammensetzt. Diese Datenbank basiert auf der Tatsadhe, daid
sich die meisten Proteine aifgrund von Sequenzéhnlichkeiten in eine begrenzte Anzahl von
Proteinfamilien einordnen lassen. Die die Proteinfamilien kennzechnenden evolutiondr
konservierten Doménen ermdglichen die Einordnung eines neuen Proteins in eine solche
Familie.

AulRer bei C. elegans konnte bei den Proteinen eine Importin@ N-terminale Doméane gefunden
werden. Diese Doméne ist bei den humanen und murinen RanBP17-Sequenzen 68AA, bel
dem humanen und murinen RanBP16-Protein 69AA lang. Diese konservierte Region, die die
Bindung an RanGTP an der Kernmembran vermittelt, weist auf die Zugehorigkeit zu den
Kernrezeptorproteinen der Importinf-Superfamilie hin. Das Programm PROSITE weist den
erkannten Doméanen in einer zu analysierenden AA-Sequenz d@nen Wert zu, der nach einem
Algorithmus von Sibbald und Argos (1990 berechnet wird. Dieser Wert stellt die Homologie
zu bekannten Doménen in der Datenbank dar. Die Werte der analysierten AA-Sequenzen zu
der ImportinB-Doméane wird aus der Homologie a1 den in der Datenbank befindlichen
Doménen gebildet. Dabei werden nicht nur identische AA sondern auch verwandte AA
berticksichtigt. Die Signifikanz flr die ImportinB-Doméne beginnt bel einem Wert von 10.0.
So besitzt das Importinf-Protein beispielsweise énen Wert von 24.0. Fir das humane
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RanBP17-Protein liegt dieser Wert bei 8.1 sowie bei 8.4 fir das murine RanBP17. Diese
Analyse deutet auf eine, wenn auch entferntere Zugehdrigkeit dieser beiden Proteine au der

I mportinB-Superfamilie hin

3.8.1 Homologievergleich von RanBP17 zu CRM 1

Durch  einen  Proteindomédnenvergleich wvon RanBP17 mit den  bekannten
Kerntransportrezeptoren der ImportinB-Familie, ergibt sich die grofde Homologie mit dem

Exportin CRM 1 (chromosome region maintenance, Adachi and Y anagida, 1989 Tab.8).

Position in RanBP17 Doméne Position in CRM 1
30 - 95 | mportin-beta N-term nal donain 46 - 112
- Serum anyloid A protein 569 - 583
360 - 363 N-gl ycosylation site 262 - 265
641 - 644 N-gl ycosylation site 321 - 324
655 - 658 N-gl ycosylation site 485 - 488
779 - 782 N-gl ycosyl ation site 727 - 730
1049 - 1052 N- gl ycosyl ation site -
1061 - 1064 N- gl ycosyl ation site -
i cAMP/ cGVWP- dependent protein ki nase
phosphoryl ation site 752 - 755
25 - 27 Protein ki nase C phosphorylation site 20 - 22
170 - 172 Protein ki nase C phosphorylation site 264 - 266
179 - 181 Protein ki nase C phosphorylation site 472 - 474
184 - 186 Protein ki nase C phosphorylation site 477 - 479
250 - 252 Protein ki nase C phosphorylation site 490 - 492
288 - 290 Protein ki nase C phosphorylation site 684 - 686
414 - 416 Protein ki nase C phosphorylation site 747 - 749
523 - 525 Protein ki nase C phosphorylation site 750 - 752
568 - 570 Protein ki nase C phosphorylation site 755 - 757
781 - 783 Protein ki nase C phosphorylation site 885 - 887
1051 - 1053 Protei n ki nase C phosphorylation site -

7 - 10 Casein kinase Il phosphorylation site 61 - 64
179 - 182 Casein kinase Il phosphorylation site 65 - 68
184 - 187 Casein kinase Il phosphorylation site 113 - 116
233 - 236 Casein kinase Il phosphorylation site 118 - 121
238 - 241 Casein kinase Il phosphorylation site 277 - 280
415 - 418 Casein kinase Il phosphorylation site 346 - 349
449 - 452 Casein kinase Il phosphorylation site 358 - 361
486 - 489 Casein kinase Il phosphorylation site 465 - 468
510 - 513 Casein kinase Il phosphorylation site 632 - 635
531 - 534 Casein kinase Il phosphorylation site 648 - 651
657 - 660 Casein kinase Il phosphorylation site -

874 - 877 Casein kinase Il phosphorylation site -
917 - 920 Casein kinase Il phosphorylation site -
923 - 926 Casein kinase Il phosphorylation site -
935 - 938 Casein kinase Il phosphorylation site -

- Tyrosi ne ki nase phosphorylation site 455 - 463
21 - 26 N-nyristoylation site 155 - 160
500 - 505 N-nyristoylation site 273 - 278
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536 -
651 -
726 -
829 -
843 -
1045 -
951 -

272 -

541
656
731
834
848
1050
954
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N-nyri stoyl ati on
N-nyri stoyl ati on
N-nyri stoyl ati on
N-nyri stoyl ati on
N-nyri stoyl ati on
N-nyri stoyl ati on

site
site
site
site
site
site

Am dation site

Prokaryotic nmenbrane |ipoprotein

lipid attachnent

site

486 -
502 -
812 -
965 -

491
507
817
970

Tabelle 8: Vergleich der AA-Doménen von RanBP17 und CRM 1

CRM1 vermittelt Uber die Bindung an RanGTP den Transport einer Vielzahl von Substraten

mit NES-Doméne (,nuclea export signal“) aus dem Kern in das Cytoplasma (Fornerod et a
1997a). Durch den Export von Proteinen wie CyclinB, HOG1 MAPK (Ferrigno et al., 1998,
MAPKAP Kinase 2 (Engel et a., 1998, NFAT (Kehlenbach et a., 1998 oder AP-1 (Kuge ¢

a., 1998 Yanet al., 1998, bt CRM1 eine bedeutende Funktion im Zellzyklus aus.
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4. Diskusson

An der von unserer Arbeitsgruppe beschriebenen t(5;14)(g34,911) bei Patienten mit B- und T-
Zel ALL sind der TCRs auf Chromosom 14 wund ein his dahin unbekanntes Gen auf
Chromosom 5q34 betelligt (Whitlock et a., 1994. In der vorliegenden Arbeit wird de
Klonierung und Charakteriserung des wahrscheinlich involvierten Gens von Chromosom 5
sowie seine Lage a1 den Bruchpunkten bei zwei ALL-Patienten analysiert. Dieses Gen,

ranBP17 genanrt, kodiert fir einen Kerntransportrezeptor.

4.1 Alternative Spleil3formen desranBP17-Gens

Die mittels Exon-Trapping und EST-Analyse zausammengesetzte dNA-Sequenz stellte den
Ausgangspunkt zur Klonierung des in Bruchpunktnéhe gelegenen Gens dar. Die Klonierung
eines 4.4kb groflen Transkriptes erfolgte durch Screening von cDNA-Bibliotheken und 5'-
RACE-PCR. Die Vollstandigkeit dieses Transkriptes belegen der Trandationsdart in einer
typischen Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1987, die Polyadenylierungstelle mit dem
anschlieBenden polyA-Schwanz und de Ubereinstimmung mit dem Hybridisierungsmuster
der Northern Blot Analyse. Ein internes Polyadenylierungssgnal fuhrt zu Bildung eines
kirzeren, 3.6kb grofRen Transkriptes von dem die Synthese des 1088AA grofen Proteins
unbednfluf3t ist.

Multiple Signale im Northern Blot und alternative 3'-Enden deuten auf aternative
Spleil3prozesse hin. Die Klonierungsergebnisse bestétigten diese Vermutung und ergaben eine
unterschiedliche Einbezehung der Exone 9, 14b-e, 24b sowie 25. Das alternative Spleil3en
kann die Kodierungskapaztét eines Gens durch Hinzufligen oder Weglassen von Exonen um
ein Viefades erhthen. Die ais alternativ gespleilften mRNAS resultierenden Proteine
besitzen haufig eine &nliche, seltener eine vollig neue Funktion. Alternatives Spleif3en ist auf
verschiedene Regulationsmechanismen  zurtickzufihren. So  kann durch  verschiedene
Faktoren die komplementdre Basenpaaung zwischen dem snRNP/U1-Komplex, einem fir
das SpleiRen der pr&mRNA esentielen RNA-Proteinkomplex, an den 5'-SpleiRstellen im
Intron bedanflusg werden. AulRerdem kann durch Bindung von SR-Proteinen, einer grof¥en
Familie mit aternierenden Arginindoméanen, an den snRNP/U1-Komplex weniger favorisierte
Exone gespleilt werden. Die Blockierung von SpleiRstellen durch Liganden stellt einen
dritten Medhanismus alternativer SpleiRprodukte dar. So bestimmt beispielsweise das tra-Gen
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bei D. melanogaster durch Blockierung einer Splei3stelle mittels des SXL-Proteins das
Geschledht (McKeown, 1992. Interessant ist das Auftreten von aternativ gespleifiten
Transkripten des ranBP17-Gens durch verschiedene Kombinationen der Exone 14b-e. Die
Exone 14b und 14 fuhren ein Stop-Codon ein und verkirzen dadurch den ORF.
Bemerkenswert ist auch das Variationsgektrum von SpleiRvarianten mit den Exonen 14b-e in
der Clontech-Bibliothek (,Large Insert“-cDNA) im Gegensatz zu nur einer SpleilRvariante
(Exon 14c) in der zuvor analysierten GIBCO/Life Tednologies cDNA-Bibliothek. Einen
Hinweis zur Aufklarung deser Sequenzvariationen kann ein Blick auf den Ursprung dieser
Bibliotheken geben. So wurde die dDNA der GIBCO-Bibliothek aus der RNA einer
60jahrigen Person synthetisiert, wohingegen die d™NA der Clontech-Bibliothek aus einem
RNA-Poadl von 24 Personen im Alter von 25-64 Jahren gebildet wurde. Eine dtersbedingte
Bevorzugung bestimmter Spleil3varianten von ranBP17 konnte die Ursache der verschiedenen
SpleilRvarianten in der Clontedh-Bibliothek sein.

Die identifizierten Spleivarianten mit den Exonen 14b-e, die ene deutliche Verkirzung des
jeweiligen Proteins zur Folge haben, deuten auf eine regulatorische Funktion hin. So konnten
fur den Transkriptionsfaktor CREB (CAMP response dement binding protein; Habener et al.,
1995 zwei verkirzte Isoformen identifiziert werden, die aischliefdich in Testisgewebe
gefunden wurden (Daniel and Habener, 1998. Die avei verkirzten Isoformen kommen durch
das dternative SpleiRen mit den Exonen W und Y zustande, die jeweils ein Stopcodon in den
ORF einfihren. Die beiden sogenannten Repressor-CREB Isoformen inhibieren in den
Keimzdlen die Funktion des Transkriptionsfaktors CREB.

RanBP17 kdnnte mit den Exonen 14b und 14c eénem dhnlichen Medanismus unterliegen und

seine Funktion in der Zelle selbst regulieren.

4.2 1(5;14) bei ALL und Deregulation der biologischen Funktion
des RanBP17-Proteins

Da die Genbanksuche mittels der klonierten cDNA eine signifikante Homologie au dem
humanen Ran-bindenden Protein 16 (Acc. No. AF064729 aufdedte, wurde das auf
Chromosom 5034 glegene Gen ranBP17 genannt (Kutay et al., 2000. Die mittels
Computeranalyse emittelte N-terminale Ran-Bindungsdoméane unterstreicht seine Funktion

in rukle&en Transportprozessen.
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RAN ist eine mit RAS-verwandte GTPase, die in einer GDP- und einer GTP-gebundenen
Form variiert (Bischoff and Ponstingl, 1991b). Die Beobaditung, da3 RAN an rukle&en
Transportprozesen beteiligt ist, fihrte a1 der Entdedkung der Ran-bindenden Proteine
(RanBP). Diese sind nach Bindung an RAN Uber eine N-terminale Doméne fir den Import
und Export zahlreicher C-terminal gebundener Substrate verantwortlich (Chi et al., 1996 Arts
et al., 1998. Von den Proteinen CAN und NUP98, die Bestandteil des Kernporenkomplexes
sind und an rukleden Transportprozesen beteiligt sind, konnte @ne Beteiligung bei der
Entstehung von Leukdmie nach chromosomalen Tranglokationen gezegt werden. Das
Onkogen can/nup214 (nucleoporin214) wird im Rahmen der t(6;9)(p23q34) durch die Gene
dek oder set fehlreguliert (van Lindern et al., 1992. Fusionen, des auf Chromosom 11p15
gelegenen Nucleoporins NUP98 mit HOXA9, HOXD13, DDX10 uwnd PMX1 sind bei ALL-
oder AML-Patienten mit den Trandokationen t(7;11)(p15pl5, t(2;11)(q35plH),
inv(11)(p15922 und t(1;11)(g23p15 nachgewiesen worden (Borrow et a., 1996 Hussey et
a., 1999.

Die im RanBP17-Protein identifizierte  ImportinB-Doméne  sowie die  N-
Glykosylierungstellen, PKC-/CKII-Phosphorylierungsdellen und N-Myristolierungstellen
werden in  dhnlicher  Anzahl und Vertelung in  dem  exportierenden
Kerntransportrezeptorprotein CRM1 (Fornerod et al., 1997) gefunden. In der Familie der
ImportinB-Kerntransportrezeptoren zegt RanBP17 damit die hochste Homologie a1 CRM1
und koénnte somit ebenfalls flr den Export von Substraten verantwortlich sein.

Die N-Glykosylierungstellen und N-Myristolierungsgellen von RanBP17 und CRM1 weisen
auf die Asziation beider Proteine mit Kompartimentmembranen hin. Dabel wirkt sich die
Glykosylierung eines Proteins auf seine Ausrichtung innerhalb einer Membran aus. Die
hydrophilen Zuckerreste lassen das Protein an diesen Stellen auf der MembranauRenseite, der
wasgigen Phase eascheinen. Die Uber das Enzym N-Myristyol-Transferase (NMT)
angekoppelte Fettsaure Myristat (Towler et al., 1987 findet sich bei membranstéandigen und
cytosolischen Proteinen wieder. Beide Modifizierungsdellen stehen in Einklang mit dem
cytosoli schen sowie dem membransténdigen Charakter von rukle&en Transportrezeptoren.
Eine Funktion von PKC-Phosphorylierungsgellen liegt in der Degradierung bzw. in der
Konformationsanderung von NLS/NES-Inhibitoren. Inhibitoren maskieren die NLS/NES-
Doméne von Proteinsubstraten und verhindern somit deren Transport in kew. aus dem Kern.
Im Gegensatz daau konnen phosphorylierte Substrate durch Bindung an einen
Kerntransportrezeptor transportiert werden. So konrte fir den Transkriptionsfaktor NF-kB
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(Schmitz and Baeuerle, 1991 Lenardo and Baltimore, 1989 die Demaskierung des an die
NLS-Doméne-bindenden inhibitorischen Faktors IkB Uber Phosphorylierung duch die PKC
gezagt werden (DiazMe et al., 1994). Die Rolle von PKC-Phosphorylierungsdellen fir
Kerntransportrezeptoren konnte zawvar bisher noch rnicht belegt werden, stinden aber in
Einklang mit einer Regulation dieser Proteine tber inhibitorische Faktoren.

Die Bindung eines Kerntransportrezeptors wie RanBP17 an den NPC, an seine Substrate und
Transport-vermittelnde  Adapterproteine, konnte durch Inhibitoren an den PKC-
Phosphorylierungsgellen wesentlich bednflut werden. Ein verkirztes RanBP17-Protein
infolge der t(5;14), dem die Substratbindungsdelle fehlt, konnte a@nen wesentlichen Einflul3
auf nuklede Transportprozesse ausiiben. So wirde én erhdht exprimiertes RanBP17 zuviel
Substrat transportieren und damit zdluldre Prozese, die diese Substrate vermitteln,
wesentlich beanflussen.

Ein Beispiel fur einen solchen Pathomedhanismus liefert NOTCHL. Das eine NLS-Doméne
tragende NOTCHL1 (Artavanis-Tsakonas et al., 1995 del Amo et al., 1993 Gallahan and
Callahan, 1997, fuhrt infolge ener t(7;9) zur ALL-Entstehung (Ellisen et al., 1991). Das
Fehlen der im C-terminden Bereich von NOTCH1 lokaliserten CKII- und PKC-
Phosphorylierungsgellen resultiert in einem bevorzugten Transport von NOTCH1 in den
Kern. Dort fihrt es Uber weitere Protein-Protein-Interaktionen u.a mit dem
Transkriptionsfaktor HES-1 (Jarriault et al., 1995 Tamura € al., 1995 Kopan et al., 1994
zur Zelltransformation.

Die fehlende Passage des verkirzten RanBP17 kdnnte somit dessen Lokalisation auf einer der
beiden Kompartimentseiten favoriseren und dort erhoht auftreten lassen. Aufgrund der
erhdhten RanBP17 Menge wirde dann eine Wedselwirkung mit Proteinen anderer

Signalwege und Regelmedanismen, Einflussauf die Zell diff erenzierung nehmen.

4.3 Rolle des TCRs-Enhancers bei der t(5;14)

In der vorliegenden Arbeit konnte @n Bruchpunkt der t(5;14) in der kodierenden Region, ein
zweiter in unmittelbarer 3'-N&he von ranBP17 ermittelt werden. In beiden Falen wird das
TCRs-Gen und sein Enhancer in die Ndhe a1 ranBP17 trandoziert. Die Untersuchungen der
Patientenbruchpunkte fuhrte auRerdem zu der Identifizierung des 3° von ranBP17 gelegenen
Homeoboxgens hox1112 (Delgado et al. 1998 auf Chromosom 5q34 Dieses wird infolge der

rezproken t(5;14) zum Chromosom 14q11trandoziert. Homeoboxgene bilden eine
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evolutiondr stark konservierte Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Beteiligung an der
humanen und murinen Leukdmogenese vielfach beschrieben worden ist (Borrow et a., 1996
Nakamura @ a., 1996. So konnte beispielsweise die Deregulation von hox11l an der
t(10;14)(q24,911) und der t(7;10)(q35q24) bei Patienten mit T-ALL gezeagt werden (Lu et
al., 1991 Hatano et a., 1991, Kennedy et a., 1992, Dube « d., 1997).

Die wichtige Frage war welches der beiden Gene, ranBP17 oder hox1112, ursadhlich fur die
Leukdmieantstehung bei t(5;14) positiven ALL-Patienten ist. Northern Blot Experimente
sollten Aufschlul3 dartiber geben. Da von den Patienten 1 und 2 kein Zellmaterial mehr
vorhanden war, wurde én dritter t(5;14) ALL-Patient mittels Northern Blot untersucht. Die
Hybridisierung mit einer hox11l2-Sonde zegte bei dem Patienten 3 keine Signale. Dieser
Befund spricht gegen eine Betelligung deses Gens an der Leukdmogenese bel t(5;14) ALL-
Patienten. Im Gegensatz daau konnten bei der ranBP17-Hybridisierung Signale identifiziert
werden. Aufgrund der geringen und schlecdhten mRNA-Qualitdét konnte dlerdings keine
eindeutige Aussage aim Muster und zur Stérke der ranBP17-Expresson gemadt werden.
Die Madoglichkeit, dal3 das erhebliche Hintergrundsdgna ein abweichendes oder erhdhtes
Transkriptmuster Uberdeckt, ist gegeben. Ferner kann die Expresson des von der
Trandokation betroffenen ranBP17-Allels durch das Wildtyp-Allel Uberdedt werden. Die
Trandokation der Enhance von TCRys an das funktionstlichtige ranBP17 weisen, in
Analogie mit vielen anderen Féllen bel denen ein TCR- oder Ig-Enhancer ein anderes Gen
aktiviert, auf die Beteiligung von ranBP17 an der Leukdmieentstehung hin (Abb.33). Der
TCRy5-Lokus beinhaltet mit den Promotoren der beiden V-Regionen, den beiden Enhancer-
Elemente a/d, Silencer-Elementen und dem TEA-Promotor der J,-Region, regulatorische
Elemente der Genexpresson. Enhancer-Elemente sind dabei in der Lage unabhéngig von
ihrer Orientierung, die von den orientierungsabhéngigen Promotoren initiierte Transkription,
um ein Vidfades zu erhéhen (Dillon et al., 1993.

Ein weiterer Beleg fur ein fehlreguliertes ranBP17 konnte die identifizierte Expresson in der
Zellinie Nalm-6 sein. Diese Zellinie wurde von Leukamiezdlen eines Patienten mit pr&-B-
ALL (Minowada ¢ al., 1978 Hurwitz & al., 1979 abgeleitet und zedgt eine t(5;12)(q332;
p132). Durch FISH-Analysen konnte gezegt werden, dald3 weder der Transkriptionsfaktor
ETV6/TEL (Baers et a., 1996 auf Chromosom 12, noch die B-Untereinheit des PDGF-
Rezegotors auf Chromosom 5g33(Golub et al., 1994 an der Pathogenese beteili gt sein kénnen
(Wlodarska d al., 1997). Die beteili gten Gene und de Auswirkungen dieser Trandokation
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konnten hisher nicht aufgeklart werden. Die Mdglichkeit einer Betelligung des ranBP17-Gens
an der Chromosomenaberration in Nalm-6 erscheint durchaus gegeben.

Chromosom 14q11.2

Zentromer Telomer
Va's und Vd's Dds JOs COVA TEA Ja’'s

— o

Ed Ea

ranBP17 (Chromosom 5q34)
Bruchp.1l: exon 1-24b
Bruchp.2: exon 1-28

Abbildung 33 Trandgokation destelomeren Anteilsvon Chromosom 14911 mit den
Enhancern des TCR, und TCRs an Chromosom 534 (E = Enhancer, TEA = T-early-a).

4.4 Evolutionare Konservierung

Hybridisierungen von genomischen Southern Blots verschiedener Spezes, sogenannten Zoo
Blots, lassen Rickschlisse auf die Konservierung eines Gens in der Evolution zu.

Auf diese Weise konnten wir die Konservierung des ranBP17-Gens vom Menschen bis zum
Huhn rachweisen. Ein weiterer Hinweis auf die hohe evolutiondre Konservierung von
ranBP17 ist die 41%ige Homologie von ranBP17 zu dem C. elegans Gen ¢35a5.8. Das
dhnliche Expresgonsmuster in der Maus wie der fast identische offene Leserahmen in
dieser Spezes unterstreicht die hohe Konservierung von ranBP17. Die evolutiondre
Konservierung des ranBP17-Gens weist auf desen essntielle Bedeutung im nukle&en

Kerntrangport hin.
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4.5. Ausblick

Die Lokalisation von ranBP17 in unmittelbarer Ndhe der Bruchpunkte bei zwei ALL-
Patienten mit einer t(5;14) Trandokation, &Rt auf eine Fehlregulation von ranBP17 als
onkogen wirkendes Kandidaten-Gen schlief3en. Fir den Nacdhweis einer Fehlregulation
koénnten Northern Blot Analysen von weiteren Patienten Aufschlul? geben.

Eine andere Tedchnik stellt die Western Blot Analyse mit, aus t(5;14) positiven Patienten,
isoliertem Protein dar. Die Tatsadhe, dal3 die Proteinmenge auch von der Stabilitét der mRNA
eines Gens abhangt, &3t die Western Blot Analyse ds guten Nachwelis einer fehlregulierten
Trandation zu.

Neben diesen Nadweismethoden ist die Klonierung weiterer Bruchpunkte von ALL-
Patienten mit einer t(5;14)(q34,q11) fur die Kléarung der Rolle des ranBP17-Gens in der
Leukdmogenese relevant.

Andere Analysen sollten das Wildtyp-ranBP17 Gen und seine Funktion untersuchen. Das zur
ImportinB-Superfamilie gehtrige RanBP17 (bt wahrscheinlich, aufgrund seiner Homologie
zu CRM1, eine Funktion als exportierender Kerntransportrezeptor aus. Interessant wéare neben
dem Nadweis von RanBP17 als Exportin auch die Charakteriserung der von RanBP17
transportierten Substrate. Die Identifizierung deser Substrate und ihrer Bindungsgellen durch
z.B. das Two-Hybrid-Verfahren und Proteinbindungsdudien, lieRe Rickschlisse auf die
Bedeutung von RanBPl7 in der Zelle und damit eventuell auf die Bedeutung eines
fehlregulierten ranBP17-Gens zu. Ferner konnte man mittels Knock-out bzw. Knock-in
Méusen die Bedeutung von RanBPl17 fir den gesamten Organismus ermitteln. Das
ausgeschaltete Gen bei dem Knock-out Modell kénnte klaren helfen, ob die Expresson von
ranBP17 in Testis tatsadilich esentiel fir dieses Gewebe ist, da wdahrend der
Spermatogenese viele Gene angeschaltet werden (Eddy and O Brien, 1998. Transgene und
anschlieRende Knock-in Mause, bel denen man das ranBP17-Gen gewebsgezfisch
exprimiert, konnten dagegen die Funktion von RanBP17 bei der Leukamogenese naher
beleuchten.
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5. Zusammenfassung

Die Lokalisation von ranBP17 im Bruchpunktbereich t(5;14)(934,q11) bel zwei ALL-
Patienten wurde mittels genomischer Sequenzierung isolierter, ranBP17-positiver PAC-Klone
und genomischer BLAST-Homologiesuche amittelt. Dabei bricht ranBP17 beim ersten
Patienten zwischen den Exonen 24a-25 auseinander, wohingegen bei dem Patienten 2 der
Bruch 803Mp hinter dem 3'-Ende dieses Gens gattfindet und ranBP17 komplett auf dem
Chromosom 5q34 verbleibt. In beiden Falen werden von Chromosom 14ql11 de TCRys-
Enhancer in die Nahe von ranBP17 trandoziert. In einer Entfernung von 924zbp vom
auRRersten 3'-Ende von ranBP17 konnte durch eine BLAST-Homologiesuche das Exon 1 von
hox1112, einem Homeoboxgen, identifiziert werden. Dieses Gen wird durch die t(5;14) bel
beiden ALL-Patienten an das TCR-Ds3-Element von Chromosom 14qlltrandoziert. Da bei
beiden Bruchpunktereigniseen die Enhancer des TCRys-Locus an das funktionstiichtige
ranBP17 trandoziert werden, ist von einer Beteiligung deses Gens an der ALL-Entstehung
auszugehen.

Das Expressonsmuster von ranBP17 in humanem Testiss und Pankreasgewebe zegte vier
Transkripte von 2.0, 4.2, 7.5 und 100kb. Die hohe evolutionére Konservierung von ranBP17
konnte mittels eines genomischen Southern Blots bis zum Huhn kelegt und mittels einer
Gendatenbanksuche durch die 41%ige Homologie aum C. elegans Gen ¢35a5.8 erganzt
werden. Mittels einer 5-RACE-PCR mit humaner Testis cDNA konnte das Startcodon von
ranBP17, das in einer typischen Kozak-Konsensussequenz liegt, ermittelt werden. Weitere
cDNA-Screaningexperimente fuhrten zur Klonierung mehrerer Transkripte des ranBP17-
Gens. Das Transkript mit dem léngsten ORF besitzt eine Grofe von 4301bp und kodiert fur
ein 1088AA grofles Protein. Durch eine genomische BLAST-Homologiesuche konrnte die
komplette Exonstruktur und der grofde Tel der Intronstruktur von ranBP17 aufgededkt
werden. Neben den 28 Exonen von ranBP17 konnten dadurch die Exone 9, 14a-e, 24ab
sowie das Exon 25 as Module fur aternative Spleil3prozesse emittelt werden, die a1 einer
Verklrzung des resultierenden Proteins flhren.

Die Computer-gestiitzte Proteinanalyse und de Sequenz-Homologie a1 dem Ran-bindenden

Protein 16, ordnet RanBP17 in die Proteinfamilie der Importin3 Kerntransportrezeptoren ein.
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