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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Das SGTA-Protein ist evolutionar konserviert und wird ubiquitdr exprimiert. Wie seine Isoform
SGTB bindet es an das Chaperon HSP70/HSC70 und beeinflusst dessen Proteinfaltungsfunktion.
SGTA ist essenziell fiir die Zellteilung von Tumorzellen und kénnte ein ,synthetic lethal target* der
Krebstherapie darstellen. Zudem ist SGTA ein zellularer Interaktionspartner des NS1-Proteins der
autonomen Parvoviren. Durch die Untersuchung von Mausgeweben, humanen Kulturzellen sowie
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) aus wildtyp und SGTA und —-B doppelknockout Mausen
wurden in dieser Arbeit SGTA und —B funktional verglichen und initiale Experimente zur
Validierung von SGTA als Zielmolekdl fir die Krebstherapie durchgefiihrt. Darliber hinaus wurde
untersucht, ob SGTA einen Beitrag zum parvoviralen Lebenszyklus leistet.

Ein wichtiges Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit ist, dass SGTB auch in nicht-neuronalen
humanen Tumor- bzw. transformierten Zelllinien (HelLa, 293T und NBK) sowie in primaren
Huvec-Zellen nachweisbar war, und somit nicht — wie urspriinglich bei Tobaben et al. (2003)
postuliert — als eine ausschlielllich neuronale Isoform von SGTA zu betrachten ist. Wahrend die
Verringerung der SGTA-Menge durch den Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA zur Arretierung
von Tumorzellen in der Mitose und nachfolgendem Zelltod fiihrt (Winnefeld et al., 2004), wurde
bei siRNA-vermittelter Verringerung der SGTB-Menge in HelLaH2A-Zellen sowie in den
neuronalen Tumor-Zelllinien NCH82 und U373 kein Effekt beobachtet; die Anwesenheit von
SGTB ist daher wohl nicht essenziell fiir das Uberleben dieser Zellen. Auch gab es keine
Hinweise darauf, dass SGTB in der Lage ist, SGTA funktionell zu ersetzen, denn in U373-Zellen
erzeugte die Verringerung der SGTA-Menge bei unverandert hoher und fir die Zelllinie regularer
SGTB-Menge den typischen ,SGTA-Depletions Phanotyp“. Die stabile Uberexpression eines
Proteins (muthSGTA), welches so konzipiert wurde, dass es dieselbe Aminosauresequenz wie
endogenes SGTA aufweist, konnte den SGTA-Depletions-Phanotyp nicht ,heilen®. Dafiir kdnnten
einer oder mehrere Unterschiede in der mRNA-Sequenz zwischen endogenem SGTA versus
muthSGTA verantwortlich sein, wie z.B. abweichende Codonverwendung und fehlende 5°- und
3 -untranslatierte Bereiche. Diese Unterschiede kénnten moglicherweise eine abweichende ko-
oder posttranslationale Modifikation oder Lokalisation der beiden Proteine zur Folge haben und
Ursache fiir die beobachtete fehlende Funktionalitadt von muthSGTA sein.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigten klar, dass primare und immortalisierte MEFs in
der Lage sind, ohne SGTA und —B zu Uberleben und sich zu teilen. Wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs zeigten keine erkennbaren Abweichungen in Bezug auf
Zellzyklusverteilung, Wachstumsrate sowie Empfindlichkeit gegeniiber Nocodazol. Die
Untersuchung der Genexpression von wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs in Microarray-
Analysen und die anschlieRende Uberpriifung der Ergebnisse durch quantitative Reverse-
Trankriptase-PCR ergab, dass keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression zwischen
SGTA und -B wildtyp und doppelknockout MEFs nachweisbar waren, die konsistent sowohl
primare als auch 3T3MEFs betrafen.

In Bezug auf die Vermehrung des Parvovirus MVM zeigte sich, dass nach Infektion eine bis zu
10-fach gréRere Virusmenge aus wildtyp 3T3MEFs gewonnen werden konnte verglichen mit der
Ausbeute aus SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs. Auch konnten in wildtyp 3T3MEFs durch
Western Blot-Analyse deutlich grolkere Mengen der viralen Proteine NS1 und VP sowie im
Southern Blot eine gréflere Menge des Virus-Genoms und der replikativen Virus-DNA-Formen
nachgewiesen werden als in doppelknockout 3T3MEFs. Damit wurde zum ersten Mal gezeigt,
dass SGTA einen klaren Beitrag zum parvoviralen Lebenszyklus leistet.

Wenn Tumorzellen in vitro SGTA entzogen wird, sterben diese Zellen. Die Hypothese, dass
3T3MEFs aus SGTA und —-B doppelknockout Mausen, die exogenes SV40-Large-T-Antigen
exprimieren, weniger gut maligne transformierbar sind und in der Folge weniger Kolonien in
Weichagar bilden als SV40-Large-T-Antigen-exprimierende wildtyp 3T3MEFs, konnte nicht
bestatigt werden, denn nur bei doppelknockout 3T3MEFs wurde Kolonienbildung in Weichagar
beobachtet. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass einerseits SGTA exprimierende
Tumorzellen bei experimentellem Entzug von SGTA nicht mehr lebensfahig sein konnen,
wahrend immortalisierte primare Zellen, die weder SGTA noch —B exprimieren, dennoch eine
maligne Transformation durchlaufen kénnen.



Summary

SUMMARY

The SGTA protein is evolutionary conserved and ubiquitously expressed. Like its isoform
SGTB, it binds to the chaperone HSP70/HSC70 and influences its protein folding ability.
SGTA is essential for cell division in tumor cells and may represent a ,synthetic lethal target*
for cancer therapy. Moreover, SGTA is a cellular interaction partner of the autonomous
parvovirus NS1 protein. The thesis presented here aimed at comparing SGTA and -B
functionally through analysis of mouse tissues, human cell lines as well as mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) from wildtype and SGTA and —B double knockout mice. In addition, initial
experiments for the validation of SGTA as a target for cancer therapy were conducted.
Finally, it was examined if SGTA contributes to the parvoviral life cycle.

An important finding of my thesis is that SGTB was detectable in non-neuronal human tumor
or transformed cell lines (HeLa, 293T and NBK) and in primary Huvec cells, and can
therefore not be considered — as postulated by Tobaben et al. (2003) — as an exclusively
neuronal isoform of SGTA. Whereas the depletion of SGTA through application of sgtA-
specific siRNA leads to arrest in mitosis and subsequent cell death in tumor cells (Winnefeld
et al., 2004), no effect was observed by the depletion of SGTB in HeLaH2A cells or in the
neuronal tumor cell lines NCH82 and U373. Thus, the presence of SGTB is apparently not
essential for the survival of these cells. Moreover, there is no evidence that SGTB is able to
functionally replace SGTA, since SGTA depletion caused the typical ,SGTA depletion
phenotype” in U373 cells in the presence of unchanged and naturally high levels of
endogenous SGTB. The stable overexpression of a protein (muthSGTA) which was drafted
as to have the same amino acid sequence as endogenous SGTA couldn’t rescue the SGTA
depletion phenotype. This might be ascribed to one or more differences in the mRNA
sequence between endogenous SGTA versus muthSGTA, like for example different codon
usage and absent 5°- and 3 -untranslated regions. These differences might possibly lead to a
different co- or posttranslational modification or localization of both proteins, which might be
a cause for the observed lack of functionality of the muthSGTA protein.

The results obtained in my thesis clearly showed that primary and immortalized MEFs are
able to survive and proliferate without SGTA and —-B. Wildtype and SGTA and —-B double
knockout MEFs displayed no differences concerning their cell cycle, division rate and
sensitivity towards nocodazole. Gene expression analysis of wildtype and double knockout
3T3MEFs by microarray-analyses and subsequent verification of the results by quantitative
Reverse Transcriptase PCR revealed no significant differences consistently observable in
both primary and 3T3MEFs.

Concerning multiplication of parvovirus MVM, it was shown that after infection, up to 10-fold
higher amounts of virus were obtained from wildtype 3T3MEFs compared to double knockout
3T3MEFs. In addition, considerably higher amounts of the viral NS1 and VP proteins were
detected in wildtype than in double knockout 3T3MEFs by western blot, and also higher
amounts of virus genome and replicative viral DNA-forms were detectable by southern blot
analysis. Thus, it was shown for the first time that SGTA clearly contributes to the parvoviral
life cycle.

Tumor cells deprived of SGTA in vitro undergo cell death. The hypothesis that 3T3MEFs
from SGTA and —B double knockout mice which express exogeneous SV40-Large-T-Antigen
can only undergo malignant transformation with lower efficiency than SV40-Large-T-Antigen
expressing wildtype 3T3MEFs and therefore form fewer colonies in soft agar could not be
confirmed, because colony formation in soft agar was only observed for double knockout
3T3MEFs. Taken together, the results obtained show that on the one hand, SGTA
expressing tumor cells can die when deprived of SGTA experimentally, whereas
immortalized primary cells that express neither SGTA nor SGTB can nevertheless
experience malignant transformation.
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A Adenin

C Cytosin
G Guanin
T Thymidin
U Uracil
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1 EINLEITUNG

1.1 Das SGTA-Protein

Das SGTA-Protein, dessen Funktion in dieser Arbeit analysiert werden sollte, wurde
1998 in einem Two-Hybrid-Screen als zellularer Interaktionspartner des
regulatorischen Nichtstrukturproteins NS1 der autonomen Parvoviren entdeckt
(Cziepluch et al., 1998). Nach parvoviraler Infektion akkumuliert SGTA zusammen
mit NS1 in subnukledren Strukturen, in denen die virale Replikation erfolgt, den
sogenannten APAR-bodies (autonomous parvovirus-associated replication bodies),
(Cziepluch et al., 2000; Bashir et al., 2001); jedoch ist die Funktion von SGTA im
Lebenszyklus autonomer Parvoviren bislang unbekannt.

Bei SGTA handelt es sich um ein evolutionar konserviertes Protein, da ein Vergleich
der DNA- und Aminosaure-Sequenz von SGTA mit verschiedenen o6ffentlichen DNA-
bzw. Protein-Datenbanken zeigte, dass SGTA-Homologe auch in anderen
Organismen, wie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans, nachgewiesen werden
konnen (Kordes et al., 1998). Das humane SGTA-Gen ist auf Chromosom 19
lokalisiert und setzt sich aus 10 Exons und 11 Introns zusammen. Es wird in eine 2,2
kb grolle mRNA transkribiert, deren 3’-Ende eine relativ grof3e, nicht-kodierende
Region beinhaltet; der kodierende Bereich umfasst 942 bp (Kordes et al., 1998). Das
humane SGTA-Protein besteht aus 313 Aminosauren, hat ein apparentes
Molekulargewicht von 36-39 kDa (Cziepluch et al., 1998; Kordes et al., 1998) und
weist eine ubiquitare Prasenz auf; es konnte bislang in den Rattengeweben Herz,
Hirn, Milz, Lunge, Leber, Muskel, Niere und Hoden nachgewiesen werden (Tobaben
et al., 2003). SGTA zeigt eine leichte Anreicherung der Aminosaure Glutamin am C-
Terminus (hier sind 13 von 50 Aminosauren Glutamine); die Funktion dieses
Bereiches ist aber gegenwartig unbekannt. Insgesamt weist die Aminosauresequenz
von SGTA 18 potenzielle Modifikationsstellen auf: eine N-Glycosylierungs-, acht
Myristylierungs- und neun Phosphorylierungs-Konsensussequenzen. Bei den
potenziellen Phosphorylierungsstellen handelt es sich um eine Tyrosinkinase-
Phosphorylierungsstelle, zwei Proteinkinase C- und sechs Casein-Kinase 2-
Phosphorylierungsstellen (Kordes, 1997). Nach eindimensionaler

gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlieBender Immunblot-Analyse lassen
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sich drei SGTA-Proteinbanden (36, 38 und 39 kDa) nachweisen (Cziepluch et al.,
1998). Eine Prainkubation von Gesamtzellextrakten mit alkalischer Phosphatase aus
Kalberserum zeigte, dass die beiden hoher molekularen SGTA-Formen
phosphoryliert vorliegen (Kordes, 1997).

Als funktionelle Domane wurde bei SGTA bislang einzig die TPR-Doméane
identifiziert, die sich im Zentrum der Polypeptidkette befindet und aus drei TPR
(tetratricopeptid-repeat)-Motiven zusammengesetzt ist (Cziepluch et al., 1998). Ein
TPR-Motiv besteht aus zwei antiparallelen a-Helices und umfasst 34 Aminosauren,
von denen acht in Bezug auf Ladung, Grofde und Abstand zueinander konserviert
sind (Sikorski et al., 1990). Benachbarte TPR-Motive sind parallel angeordnet (Das et
al., 1998; Scheufler et al., 2000). Durch die gleichférmige raumliche Anordnung der
a-Helices bildet sich eine superhelikale Struktur (Das et al., 1998), deren Furche ein
mdglicher Bindungsort von Zielproteinen ist (Scheufler et al., 2000). Die TPR-
Anordnung erlaubt jedoch auch andere Maoglichkeiten der Ligandenbindung
(Ubersicht bei Andrade et al., 2001). In der Regel setzen sich TPR-Doménen aus 3
bis 16 Motiven zusammen (Ubersicht bei Groves und Barford, 1999).

In vitro-Experimente zeigten, dass SGTA Uber seine TPR-Domane und Bereiche des
C-Terminus mit dem Chaperon HSC70 (heat shock cognate protein 70) interagiert
(Liu et al.,, 1999). Diese Interaktion konnte in vivo durch praparative Co-
Immunoprazipitationsexperimente mit Flag-SGTA in Hela-Zellen bestatigt und
darlUber hinaus gezeigt werden, dass auch HSP70 (heat shock protein 70) in vivo mit
SGTA interagiert (Winnefeld et al.,, 2006). Aufgrund seiner Interaktion mit HSC70
wird vermutet, dass SGTA als Co-Chaperon agiert, indem es die Chaperon-Aktivitat
von HSC70 reguliert. Hefezellen, denen SGTA fehlt, weisen eine 50-fache
Verringerung bei der Erholung von einem Hitzeschock im Vergleich zu nativen
Hefezellen auf (Angeletti et al., 2002). In neuronalen Zellen, die in Bezug auf die
Analyse der Funktion von SGTA das am besten untersuchte System darstellen,
wurde ein Komplex aus SGTA, HSC70 und dem J-Domanen-Protein CSPa (cysteine
string protein a) identifiziert, fir den eine Chaperon-Aktivitat in vitro nachgewiesen
werden konnte und der an der Vesikel-vermittelten synaptischen Signaltransduktion
beteiligt zu sein scheint (Tobaben et al., 2001). Auf molekularer Ebene wirkt dieser
Komplex mdglicherweise als Guanosinnukleotid-Austauschfaktor, wobei HSC70 und
SGTA die Konformation von CSPa beeinflussen, das seinerseits den Austausch von

GDP zu GTP in der Gas-Untereinheit von G-Proteinen stimuliert (Natochin et al.,
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2005). Neuere Ergebnisse zeigen, dass der CSPa-HSC70-SGTA-Komplex als
Chaperon eines synaptischen SNARE-Proteins, SNAP-25, wirkt: CSPa-HSC70-
SGTA bindet direkt an SNAP-25, verhindert dadurch dessen Aggregation, ermdglicht
die SNARE-Komplex-Bildung und damit die Fusion synaptischer Vesikel mit der
prasynaptischen Plasmamembran (Sharma et al., 2011). AulRer mit HSP70/HSC70
interagiert SGTA Uber seine TPR-Doméane auch mit dem ubiquitaren Chaperon
HSP90, sowohl mit der konstitutiv exprimierten Isoform HSP90 (Yin et al., 2006) als
auch mit dem unter Stressbedingungen exprimierten HSP90a (Liou et al., 2005); die
Interaktion von SGTA mit HSP90 scheint jedoch schwacher zu sein als die mit
HSP70/HSC70 (Angeletti et al., 2002). Die Fahigkeit von SGTA, verschiedene
Rezeptormolekile wie den Wachstumshormon-Rezeptor (Growth Hormone
Receptor, GHR), den Androgen-Rezeptor (Androgen Receptor, AR) oder den
Blutplattchen-Wachstumsfaktor a (Platelet-Derived Growth Factor Receptor aq,
PDGFRa) zu stabilisieren und somit die durch sie vermittelten Signalwege zu
kontrollieren (Schantl et al., 2003; Buchanan et al., 2007; Moritz et al, 2010) kdnnte
also mit seiner Co-Chaperon-Funktion fur HSP70 und HSP90 assoziiert sein. Die
Bindung an die oben genannten Rezeptormolekile erfolgt direkt Uber Aminosauren
im SGTA-Protein und nicht indirekt tUber die Bindung von SGTA an HSP70 oder
HSP9O0 (Schantl et al.,, 2003; Buchanan et al., 2007; Moritz et al, 2010), jedoch
konnte das z.T. als Dimer vorliegende SGTA-Protein (Tobaben et al., 2003) diese
Chaperone in den jeweiligen Rezeptor-Komplex hinzuziehen und dadurch die
Stabilisierung oder korrekte Faltung der Rezeptoren bewirken. In einem Modell der
funktionellen Aktivierung oder Reifung von Steroidhormonrezeptoren wird postuliert,
dass diese (neu synthetisierten oder missgefalteten) Molekile zunachst mit HSP70
und dessen J-Domanen-Co-Chaperon HSP40 interagieren und dann durch ein TPR-
enthaltendes Protein wie HOP (Hsp/Hsp90 Organizing Protein) — das gleichzeitig
sowohl HSP70 als auch HSP90 binden kann — an HSP90 ,ubergeben® werden;
HSP90 bewirkt anschliefend durch ATP-Hydrolyse die Faltung bzw. Aktivierung des
Rezeptors (Johnson und Toft, 1994).

Ergebnisse unserer Gruppe zeigen, dass SGTA essenziell fur die Zellteilung in
Tumorzellen ist: Die experimentelle Verringerung der SGTA-Menge durch den
Einsatz von siRNA (,knockdown®) fuhrte in allen getesteten Tumorzelllinien (HelLa,
NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2), in denen der knockdown effektiv war, zu einer

Arretierung der Zellen in der Mitose aufgrund misslokalisierter Chromosomen an den
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Spindelpolen und nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus (,SGTA-
Depletions-Phanotyp®) (Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroffentliche
Ergebnisse). Daruber hinaus deuten das Mitose-spezifische
Phosphorylierungsmuster von SGTA und seine Lokalisation an den Spindelpolen
(Prometa- und Metaphase), an der zentralen Spindel (Anaphase) und im Mittelkérper
(Telophase und frUhe G1-Phase) darauf hin, dass dieses Protein eine direkte oder
indirekte Rolle bei der Zellteilung spielt (Winnefeld et al., 2004). Durch praparative
Co-Immunoprazipitationsexperimente wurde gezeigt, dass SGTA mit den Proteinen
HSP70, HSC70 sowie dem BAG-Domanen-Protein BAG6 sowohl in der Interphase
als auch in der Prometaphase der Mitose assoziiert. Stabile Dimere, die entweder
aus SGTA und HSP70/HSC70 oder aus SGTA und BAGG6 bestehen, konnten mithilfe
von Succhrose-Dichtegradienten nachgewiesen werden (Winnefeld et al., 2006). Co-
Immunoprazipitationsexperimente mit SGTA-Polypeptiden mit Flag-tag, denen
entweder das C-terminale Ende (NTPR) oder das N-terminale Ende (TPRC) fehlte,
zeigten, dass BAG6 und HSP70/HSC70 uUberlappende aber unterschiedliche
Bindungsstellen innerhalb des SGTA-Proteins haben. BAG6 bendtigt die TPR-
Domane und die N-terminale Region, um an SGTA zu binden, wahrend flir eine
Bindung von HSP70 und HSC70 an SGTA aul’er der TPR-Domane die C-terminale
Domane essenziell ist (Winnefeld et al., 2006). Die experimentelle Verringerung der
BAG6- bzw. HSP70-Menge ruft einen Phanotyp hervor (Winnefeld et al., 2006;
Rohde et al., 2005), der demjenigen sehr ahnlich ist, welcher bei Verringerung der
SGTA-Menge beobachtet wird (siehe oben). Daher kann spekuliert werden, dass
SGTA und BAG6 essenzielle Komponenten eines Protein-Netzwerkes darstellen,
das HSP70-Funktionen reguliert, die fur verschiedenste zellulare Prozesse -
darunter Zellteilung und Apoptose — bendétigt werden.

Die Tatsache, dass ein siRNA-vermittelter SGTA-knockdown in Tumorzellen zum
Tod in der Mitose fuhrt (Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroffentliche
Ergebnisse), wahrend SGTA-knockout-Mause lebensfahig sind und — auller einer
verminderten Fertilitdt bei mannlichen Mausen - keinen auffalligen Phanotyp
aufweisen, legt die Vermutung nahe, dass der beobachtete, durch die Verringerung
der SGTA-Menge hervorgerufene Zelltod in der Mitose spezifisch fur Tumorzellen ist.
Basierend auf dieser Vermutung wurde postuliert, dass SGTA ein synthetic lethal

target der Krebstherapie darstellen kdnnte (siehe 1.4).
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1.1.1 Das SGTB-Protein

Im Rattengehirn konnte eine SGTA-Isoform, SGTB, identifiziert werden, deren
Aminosauresequenz zu 60 % mit der von SGTA identisch ist (Tobaben et al., 2003).
Die cDNA-Sequenz des SGTB-Gens, das auf Chromosom 5 lokalisiert ist, stimmt zu
52 % mit der des SGTA-Gens Uberein (Tobaben et al., 2003). Die fur den SGTA-
knockdown verwendeten siRNA-Sequenzen, die mit unabhangigen Regionen in der
SGTA-kodierenden mRNA hybridisieren kdnnen, wurden mit den SGTB-kodierenden
MRNA-Sequenzen verglichen. Dabei zeigte sich, dass keine der SGTA-spezifischen
siRNA-Sequenzen eine hinreichend grol’e Homologie zu der Sequenz der SGTB-
kodierenden mRNA aufweist, um wirksam zu sein (Winnefeld et al., 2004 und
unveroffentliche Daten). Das SGTB-Protein wird hauptsachlich im Gehirn
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass SGTB — wie SGTA — mit den
Proteinen HSC70 und CSPa interagiert, was die Vermutung nahelegt, dass SGTB
als Co-Chaperon eine Rolle in der neuronalen Signaltransduktion spielen konnte
(Tobaben et al., 2003).

1.2 Chaperone

Chaperone — zum Beispiel die mit SGTA und -B interagierenden Proteine HSP70
und HSC70 — sind Proteine, die durch transiente Bindung an andere Proteine (im
weiteren Verlauf als ,Klient-Proteine” bezeichnet) deren Faltung oder Entfaltung
bewirken bzw. den Zusammenbau oder den Abbau von makromolekularen
Komplexen fordern. Chaperone erreichen dies ohne stereospezifische Information
Uber die Strukturen ihrer Klient-Proteine und kdnnen trotz der Vielfaltigkeit ihrer
Handlungsmechanismen miteinander kooperieren und sich gegenseitig ersetzen.
Falsch gefaltete Proteine sind schadlich fur die Zelle bzw. den Organismus, nicht nur
aufgrund des Funktionsverlustes der missgefalteten Proteine, sondern vor allem
durch die Toxizitat von Proteinaggregaten. Chaperone sind reichlich im Cytosol, dem
endoplasmatischen Retikulum, den Mitochondrien und (in Pflanzen) den
Chloroplasten vorhanden. Die am besten untersuchten Chaperone sind die
Hitzeschockproteine (Heat Shock Proteins, HSPs), eine hochkonservierte Familie
von molekularen Chaperonen, von denen einige durch subletale zellulare Stressoren
wie Temperaturerhdhung, Sauerstoffmangel und oxidative Schaden induziert werden

(Young et al., 2004). Die Transkription von induzierbaren HSPs wird durch
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Hitzeschockfaktoren (Heat Shock Factors, HSFs) reguliert, von denen HSF1 der
wichtigste ist (Xiao et al., 1999): Als Antwort auf Stress wird HSF1 aus seinem
Komplex mit HSP90 und HSP70 entlassen, bildet Trimere, wird in den Zellkern
transportiert und bindet an Hitzeschockelemente in den Promotoren der
Hitzeschockgene (Zou et al., 1998; Ali et al., 1998; Voellmy und Boellmann, 2007).
HSPs werden gemal} ihres Molekulargewichtes klassifiziert; in Saugetieren gibt es
funf verschiedene Familien: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 und kleine HSPs
(small HSPs) (Sreedhar et al., 2004; Daugaard et al., 2007; Liberek et al., 2008).
Jede Familie besteht aus mehreren Isoformen, die sich in ihrer subzellularen
Lokalisation unterscheiden koénnen. Die HSP90-Familie zum Beispiel umfasst
HSP90a und HSP90B in Zytoplasma und Zellkern, GRP94 im endoplasmatischen
Retikulum und TRAP1 in den Mitochondrien (Sreedhar et al., 2004). Dartber hinaus
konnen die verschiedenen Mitglieder jeder HSP-Familie entweder konstitutiv
exprimiert oder als Antwort auf Stimuli induziert werden. Beispiele dafur in der
HSP70-Familie sind die konstitutiv exprimierte Haupt-lsoform im Zytoplasma,
HSC70, und HSP72, das als Antwort auf Stress stark induziert wird (Daugaard et al.,
2007; Tavaria et al., 1996).

Sowohl konstitutive als auch induzierbare HSPs haben mehrere Funktionen: (1) die
Faltung entstehender Proteine, (2) die Verhinderung der Bildung von Protein-
Aggregaten, (3) die Unterstutzung der Faltung denaturierter Proteine in ihre korrekte
Konformation bzw. die Erleichterung der Degradation von irreparabel geschadigten
Proteinen, (4) die Abstimmung des Zusammenbaus bzw. Abbaus von
Proteinkomplexen und (5) die Mithilfe bei der Translokation von Proteinen durch
Zellmembranen (Hartl und Hayer-Hartl, 2002; Young et al., 2004). Zusatzlich zu der
Ausflhrung ihrer eigenen einzigartigen und unabhangigen Rollen in der Zelle kénnen
einige Funktionen der HSPs die Zusammenarbeit mit anderen HSP-Familien
erfordern. HSP90 z.B. arbeitet mit HSP70 zusammen, um Klient-Proteine zu
rekrutieren (Dittmar und Pratt, 1997; Morishima et al., 2000).

1.2.1 Molekulare Wirkungsweise von HSPs

Die molekulare Wirkungsweise von HSPs wurde besonders intensiv bei den Familien

HSP60, -70 und -90 untersucht. Mit Ausnahme der kleinen HSPs, die

Adenosintriphosphat (ATP)-unabhangig sind (Jakob et al, 1993), ist die

Funktionsweise aller anderen HSPs durch die Bindung und Hydrolyse von ATP
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gekennzeichnet, wodurch Konformationsanderungen im HSP-Molekul ausgelost

werden.

1.2.1.1 HSP70-Familie

Wie bei den Chaperoninen (HSP60-Familie) wird auch bei HSP70 und seiner
konstitutiven Form HSC70 die Bindung und Freisetzung von Klient-Proteinen durch
einen ATPase-Zyklus kontrolliert, der hier die Kooperation mit Co-Chaperonen (siehe
Abschnitt 1.2.2) erfordert. HSP70 und HSC70 bestehen aus zwei Domanen, einer N-
terminalen ATPase-Domane (oder Nukleotidbindungs-Doméane, NBD) und einer C-
terminalen Substratbindungs-Doméane (SBD) (Flaherty et al., 1990; Zhu et al., 1996).
Eine spezielle Verbindung zwischen den Domanen (inter-domain linker) ist fur die
ATP-getriebene allosterische Interaktion von NBD und SBD verantwortlich: Im ATP-
gebundenen Zustand bindet der linker an den hydrophoben Spalt zwischen den
NBD-Subdomanen 1a und 2a, wodurch Konformationsdnderungen in beiden
Domaénen induziert werden, die bewirken, dass ATP-Bindung die Bindung von
Substrat (Klient-Protein) schwacht und Substrat-Bindung die ATPase-Aktivitat
stimuliert. Im ADP-gebundenen oder leeren Zustand ist der linker ungeordnet und die
zwei Domanen agieren unabhangig voneinander (Vogel et al., 2006; Swain et al.,
2007). Ein ungefaltetes oder teilweise gefaltetes Klient-Protein bindet also an ein
HSP70- oder HSC70-Molekul im ATP-Zustand; die anschlieBende Hydrolyse von
ATP zu ADP stabilisiert die Bindung von HSP70/HSC70 an das Klient-Protein (Hartl
und Hayer-Hartl, 2002; Young et al, 2004; Mayer und Bukau, 2005). Durch die
Freisetzung von ADP und die erneute Bindung von ATP an HSP70/HSC70 wird das
Klient-Protein schliel3lich entlassen und erhalt die Mdglichkeit, sich in seine native
Konformation zu falten. Falls die Faltung noch nicht vollstandig ist, kann das Klient-
Protein erneut an HSP70/HSC70 binden, so dass wiederholte Zyklen von Klient-
Protein-Bindung und -Freisetzung stattfinden. Eine schematische Darstellung des
ATPase-Zyklus von HSP70 zeigt Abb. 1-1. Die biologischen Aufgaben von
Mitgliedern der HSP70-Familie sind breit gefachert, sie werden sowohl bei der
Faltung entstehender Proteine, der Faltung oder Entfaltung zum Zwecke der
Translokation oder nach Disaggregation, dem Signalisieren eines Hitzeschocks und

als Motor fur die Translokation bendtigt (Bukau et al., 2006).
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HSP40 und andere
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Abb. 1-1 Schematische Darstellung des ATPase-Zyklus von HSP70. NBD: Nukleotidbindungs-
Domane, SBD: Substratbindungs-Domane; weitere Erklarungen siehe Abschnitt 1.2.1.1. Abbildung
verandert nach Young, 2010.

1.2.1.2 HSP90-Familie

HSP90-Chaperone greifen — im Gegensatz zu den Mitgliedern der HSP70-Familie —
erst in einem spaten Stadium der Proteinfaltung ein und werden flur die
Stabilisierung, Aktivierung und den Zusammenbau einer Reihe von Klient-Proteinen
bendtigt (Csermely et al., 1998; Pearl et al., 2008; Pratt et al., 2008), die bei der
Signalgebung und anderen Funktionen beteiligt sind (Pearl et al., 2006). Eine
genomische Analyse offenbart Aufgaben fur HSP90 beim sekretorischen Weg, dem
zellularen Transport, dem Zellzyklus und der Zellteilung (McClellan et al., 2007).
Medikamente wie das Geldanamycin-Derivat 17-AAG, die die Funktion von HSP90
spezifisch hemmen, haben Anti-Tumor-Aktivitat (Hostein et al., 2001), und viele
Klient-Proteine sind Kinasen, die an der Zellproliferation beteiligt sind (Whitesell und
Lindquist, 2005); diese Umstande machen HSP90 zu einem attraktiven Zielmolekdil
fur die Krebstherapie. HSP90 arbeitet als Dimer und fungiert als molekulare
JKlammer‘ zusammen mit verschiedenen Co-Chaperonen in Form eines
dynamischen Multichaperon-Komplexes (Prodromou et al., 2000). Die konservierte
Struktur von HSP90 besteht aus der N-terminalen ATP-Bindungsdomane, der Mittel-

Domane, die eine amphipatische, Klient-Protein-bindende Schleife enthalt, und der
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C-terminalen Dimerisierungs-Domane (Csermely et al., 1998; Pearl et al., 2006). Die
N-terminale Domane und die Mittel-Doméane werden durch einen geladenen,
ungeordneten linker verbunden; das aullerste C-terminale Ende weist ein MEEVD-
Motiv auf, welches eine Bindungsstelle fur TPR-Domanen darstellt, die in
verschiedenen Co-Chaperonen vorkommen (siehe Abschnitt 1.2.2.2) (Pratt et al.,
2004; D Andrea und Regan, 2003). Wahrend die C-terminale Domane fur die
konstitutive Dimerisierung von HSP90 sorgt, erfahrt die N-terminale Doméne eine
vorubergehende, durch ATP-Bindung ausgeldste Dimerisierung (Chadli et al., 2000;
Prodromou et al., 2000). Die Bindung eines Klient-Proteins an HSP90 erfordert die
Zusammenarbeit mit HSP70, dessen Co-Chaperon HSP40 und HOP: Der Komplex
aus Klient-Protein, HSP70 und HSP40 bindet Uber die TPR-Domane von HOP an
den HSP90-Dimer in der offenen, ADP-gebundenen Form (Dittmar und Pratt, 1997;
Morishima et al., 2000). Durch den Austausch von ADP durch ATP erfolgt die
Dimerisierung der N-terminalen Domanen von HSP90, das nun in einer
geschlossenen Konformation vorliegt (Chadli et al., 2000; Prodromou et al., 2000).
HSP70/HSP40/HOP dissoziiert von HSP90 ab und erlaubt dadurch die Interaktion
mit anderen Co-Chaperonen, so dass sich der sogenannte ,reife* Komplex bilden
kann. In diesem reifen Stadium ermdglicht HSP90 die Aktivierung von Klient-
Proteinen, denn die Blockierung der Bildung des reifen Komplexes durch
Geldanamycin  verhindert die Produktion von gefalteten Klient-Proteinen
(Blagosklonny et al., 1995; Chavany et al., 1996; Schulte et al., 1997; An et al., 1997,
Bamberger et al., 1997; Chen et al., 1997; Dasgupta und Momand, 1997; Hartmann
et al., 1997; Segnitz und Gehring, 1997; Uma et al., 1997; Whitesell et al., 1997;
Garcia-Cardena et al., 1998). Die Hydrolyse von ATP fuhrt HSP90 in die offene
Konformation mit dissoziierten N-terminalen Domanen zurlck, und das Klient-Protein
wird freigesetzt (Panaretou et al., 1998). Abb. 1-2 zeigt eine schematische
Darstellung des ATPase-Zyklus von HSP90. Die ATPase-Aktivitat ist fur die Funktion
von HSP90 in Hefe essenziell (Panaretou et al., 1998), was vermuten lasst, dass das
Offnen und SchlieRen der HSP90-,Klammer“ eng mit der Faltung oder Aktivierung
seiner Klient-Proteine verbunden ist. Es ist jedoch noch weitgehend unbekannt, wie
diese Konformationsanderungen an die Faltung einer groRen Zahl von strukturell

nicht verwandten Klient-Proteinen gekoppelt sind.
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Klient-Protein Klient-Protein

Abb. 1-2 Schematische Darstellung des ATPase-Zyklus von HSP90. N: N-terminale Doméane von
HSP90; M: Mittel-Domane; C: C-terminale Domane; AHA1, p23 und CDC37: HSP90-Co-Chaperone;
weitere Erklarungen siehe Abschnitt 1.2.1.2. Abbildung verandert nach Mahalingam et al., 2009.

1.2.2 Co-Chaperone

Sowohl die Mitglieder der HSP70- als auch die der HSP90-Familie erflllen ihre
zahlreichen Funktionen nicht alleine, sondern in Zusammenarbeit mit einer Reihe
von sogenannten Co-Chaperonen. Co-Chaperone sind Nicht-Klient-Bindungspartner
von HSP90 oder HSP70, und kdnnen grob als Proteine definiert werden, die bei der
Funktion anderer Chaperone beteiligt sind (Caplan, 2003). Einige Co-Chaperone
weisen selbst Chaperon-Aktivitat auf. Sie binden an Klient-Proteine und verhindern
dadurch deren Aggregation; diese Co-Chaperone kénnen also gleichzeitig an HSP70
oder HSP90 und Klient-Proteine binden. Andere Co-Chaperone interagieren nicht mit
Klient-Proteinen, sondern erfullen eine regulatorische Rolle, indem sie die Nukleotid-
Bindung oder -Hydrolyse katalysieren oder HSP90 und HSP70 physisch verbinden.
Die Aufgabe von Co-Chaperonen ist es also, die Spezifitat einer Chaperon-Reaktion
zu vermitteln, indem sie das Klient-Protein auswahlen, es HSP70 oder HSP90
prasentieren und dann den Zyklus von Klient-Bindung und -Freisetzung so
koordinieren, dass die Faltung von Polypeptiden oder die Demontage von Proteinen
erleichtert wird (Caplan, 2003); einzelne Co-Chaperone kdnnen manche oder alle
dieser Aufgaben erfullen. Obwohl in Saugetieren wahrscheinlich tber 100
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verschiedenen Co-Chaperone vorkommen, fallen die meisten in eine von zwei
verschiedenen Klassen, die auf der Grundlage ihrer Domanen-Struktur definiert
wurden. Diese Domanen sind die ,J“-Domane, die in den HSP40-Co-Chaperonen
von HSP70 gefunden wird, und die TPR-Domane, die in mit HSP70 und HSP90
interagierenden Co-Chaperonen vorkommt. Darlber hinaus bendtigt HSP70 zur
Vollendung seines ATPase-Zykluses sogenannte Nukleotid-Austausch-Faktoren
(nucleotide exchange factors, NEFs), die die Freisetzung von ADP katalysieren.

1.2.2.1 J-Domanen-Co-Chaperone

J-Doméanen-Proteine sind eine grolke Klasse von HSP70-assoziierten Co-
Chaperonen; es gibt 6 von diesen Proteinen bei E. coli, ungefahr 20 bei S. cerevisiae
und etwa 40 bei Menschen (Qiu et al., 2006; Vos et al., 2008). Diese Proteine sind
durch eine konservierte, etwa 70 Aminosauren lange J-Domane gekennzeichnet, die
nach dem Grundungsmitglied dieser Protein-Klasse, DNAJ von E. coli, benannt ist.
Die Hauptaufgabe dieser Domane ist es, die an sich geringe ATPase-Aktivitat von
HSP70 zu stimulieren (Russell et al., 1999; Greene et al., 1998); die Schlussel-
Region, die fur diesen Prozess bendtigt wird, ist ein unveranderliches Histidin-Prolin-
Asparaginsaure-(HPD)-Motiv, das sich in einer Schleife zwischen Helix 2 und 3 der J-
Domane befindet (Genevaux et al.,, 2002; Wall et al., 1994; Huang et al., 1999).
Interaktionen zwischen der J-Domane und der NBD von HSP70 stimulieren die
ATPase-Aktivitat ungefahr 5- bis 10-fach (Chang et al., 2008; Gassler et al., 1998),
was zu einer verstarkten Affinitat zum Klient-Protein fuhrt. Zusatzlich zu der J-
Domane, die sich normalerweise am N-Terminus befindet, enthalten die Mitglieder
dieser Co-Chaperon-Familie eine gro3e Zahl verschiedener Domanen an ihrem C-
Terminus; auf der Grundlage dieser C-terminalen Domane werden die J-Domanen-
Proteine in drei verschiedene Klassen (I, Il und Ill) eingeteilt (Szabo et al., 1996;
Acebron et al., 2008; Cheetham und Caplan, 1998).

1.2.2.2 TPR-Domanen-Co-Chaperone

TPR-Domanen-Co-Chaperone werden sowohl fur die Funktion von HSP70 als auch
von HSP90 bendtigt. Diese Co-Chaperone enthalten eine sogannnte TPR-Doméane
(siehe Abschnitt 1.1) und binden Uber diese Doméane an ein konserviertes, aus vier

Aminosauren bestehendes Motiv (EEVD), das sich am C-Terminus von HSP70 und
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HSP90 befindet (Scheufler, 2000). TPR-Domanen-Co-Chaperone sind in der Lage,
die ATPase-Aktivitat von HSP70 und HSP90 zu beeinflussen: Das Hefe-Homolog
von HOP, genannt STI, hemmt zum Beispiel die ATPase-Aktivitat von Hefe-HSP9O0 in
vitro, indem es — zusatzlich zu seiner Interaktion mit dem EEVD-Motiv der C-
terminalen Domane — mit Bereichen der N-terminalen Nukleotid-Bindungsdomane
von HSP90 interagiert (Prodromou et al., 1999); im Gegensatz dazu wird die
ATPase-Aktivitat des Hefe-Homologs von HSP70, SSA1, durch Interaktion mit STI
stimuliert (Wegele et al., 2003). Neben ihrer Fahigkeit, an HSP70 bzw. HSP90 zu
binden und deren ATP-Hydrolyse zu regulieren, Uben die verschiedenen TPR-
Domanen-Co-Chaperone mithilfe ihrer anderen Domanen eine groRe Zahl
zusatzlicher Funktionen aus. HOP beispielsweise hat zwei TPR-Domanen und
vermittelt die Assoziation zwischen HSP70 und HSP90 (Chen und Smith, 1998). Die
von HOP vermittelte Ubertragung von Klient-Proteinen zwischen diesen beiden
wichtigsten Chaperon-Netzwerken wird als entscheidend flr bestimmte Funktionen
wie etwa die Signalgebung uber Hormonrezeptoren des Zellkerns angesehen (Pratt
et al., 2006; Wegele at al, 2006). CHIP (Carboxyl terminus of HSP70-interacting
Protein) ist ein TPR-Domanen-Protein, das die durch J-Domanen stimulierte
ATPase-Aktivitat von HSP70 inhibiert und eine U-Box-Domane enthalt, die eine E3-
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat besitzt. Es wurde gezeigt, dass CHIP dadurch in der Lage
ist, Klient-Proteine von HSP70 zu ubiquitinieren und sie zum Proteasom umzuleiten
(Ballinger et al., 1999; Connell et al., 2001; Meacham et al., 2001; Jiang et al., 2001).
CHIP fungiert daher als Chaperon-assoziierte Qualitatskontrolle, die Klient-Proteine
fur den Abbau markieren kann.

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine SGTA und SGTB weisen ebenfalls eine
TPR-Domane auf (Cziepluch et al., 1998; Tobaben et al., 2003) und interagieren
uber diese mit HSP70/HSC70 (Liu et al., 1999; Winnefeld et al, 2006; Tobaben et al.,
2003); fur SGTA wurde darUber hinaus eine Interaktion mit HSP90 nachgewiesen
(Angeletti et al, 2002; Liou et al., 2005; Yin et al., 2006). Es wird angenommen, dass
SGTA und -B als Co-Chaperone von HSP70/HSC70 (und HSP90 im Fall von SGTA
fungieren (siehe Abschnitt 1.1).

1.2.2.3 NEF-Co-Chaperone

Zur Vollendung des ATPase-Zykluses von HSP70 werden sogenannte Nukleotid-

Austauschfaktoren (NEFs) bendtigt, die die Freisetzung von ADP durch ihre
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Interaktion mit der Nukleotidbindungs-Domane von HSP70 beschleunigen. Die NEFs
von HSP70 werden in vier verschiedene, evolutionar nicht verwandte Familien
eingeteilt, die jeweils nach charakteristischen Mitgliedern benannt sind: GRPE,
BAG1, HSP110 und HSPBP1. Wie J-Domanen-Proteine besitzen diese Co-
Chaperone aulder ihrer Funktion als NEF separate, spezifische Fahigkeiten und /
oder interagieren mit anderen zellularen Pfaden, um HSP70 fur eine Vielzahl von
Aufgaben zu rekrutieren. BAG1 beispielsweise, der Namensgeber der NEF-Familie
der BAG-Proteine (zu der auch das mit SGTA interagierende BAG6 (siehe 1.2.2.3.1)
gehort), besitzt auller der BAG-Domane noch eine Ubiquitin-ahnliche Doméane
(Ubiquitin-like domain, UBL), Uber die das Protein mit dem Proteasom interagieren
und die Degradation von HSP70-Klient-Proteinen stimulieren kann (Demand et al.,
2001).

1.2.2.3.1 Das BAG6-Protein

Durch Co-Immunoprazipitationsexperimente wurde gezeigt, dass SGTA in vivo
sowohl in der Interphase als auch in der Prometaphase der Mitose mit dem BAG-
Domanen-Protein BAGG6 interagiert (Winnefeld et al., 2006). BAGG6 ist ein Mitglied der
BAG (Bcl-2-associated athanogene)-Protein-Familie, einer evolutionar konservierten
Familie multifunktioneller Proteine, die das Zelliberleben férdern. Sie sind durch eine
gemeinsame konservierte Region gekennzeichnet, die sich nahe dem C-Terminus
befindet und BAG-Domane genannt wird. Diese Domane enthalt 110-124
Aminosauren (Briknarova et al., 2001; Sondermann et al., 2001) und besteht aus drei
antiparallelen a-Helices, von denen jede ca. 30-40 Aminosauren umfasst. Bei BAG1
interagieren die ersten beiden Helices mit der Serin/Threonin-Kinase Raf1 (Song et
al., 2001); Uber die zweite und dritte Helix findet bei fast allen Mitgliedern der BAG-
Familie eine Interaktion mit der ATPase-Domane von HSP70/HSC70 statt
(Sondermann et al., 2001; Takayama und Reed, 2001). Aufgrund ihrer Interaktion mit
den Chaperonen HSP70/HSC70 werden die BAG-Proteine als Co-Chaperone
bezeichnet; einige Mitglieder der BAG-Familie beeinflussen die
Substratfaltungsfunktion dieser Chaperone positiv (Hohfeld und Jentsch, 1997,
Stuart et al., 1998), andere negativ (Bimston et al., 1998; Thress et al., 2001). Die
Mitglieder der BAG-Protein-Familie sind an zahlreichen zellularen Prozessen
beteiligt, darunter Zelliberleben (Stressantwort), Proliferation, Differenzierung,

Migration und Apoptose (Uberblick bei Takayama und Reed, 2001; Doong et al.,
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2002). In Bezug auf Krebs und eine mdgliche Krebstherapie (siehe Abschnitt 1.4.3)
ist von Interesse, dass manche BAG-Proteine bei bestimmten Krebsarten wie Brust-
oder Pankreaskrebs Uberexprimiert werden (Takayama et al., 1998; Brimmell et al.,
1999; Ozawa et al., 2000).

Das BAG6-Protein ist das grof3te der beim Menschen bislang bekannten 6 BAG-
Proteine. Es besteht aus 1.154 Aminosauren und enthalt aul3er einer C-terminalen
BAG-Domane und einer unmittelbar davor befindlichen Kernlokalisationssequenz
(nuclear localization sequence, NLS) eine Prolin-reiche Region und eine UBL-
Domane am N-Terminus (Baneriji et al., 1990; Manchen und Hubberstey, 2001). Das
BAG6-kodierende Gen, welches auf Chromosom 6 lokalisiert ist, wurde ursprtinglich
als eines der Gene identifiziert, die sich im menschlichen MHC (major
histocompatibility complex) befinden (Spies et al., 1989; Banerji et al., 1990); daher
ist BAG6 auch unter dem Namen Bat-3 (HLA-B-associated transcript-3) bekannt.
Eine weitere Bezeichnung fur BAGG6, die haufig Verwendung fand, ist Scythe (Thress
et al., 1998).

Wie fast alle Mitglieder der BAG-Protein-Familie interagiert auch BAG6 Uber seine
BAG-Domane mit der ATPase-Domane der Chaperone HSP70 und HSC70 (Thress
et al., 1999). BAG6 scheint die Chaperon-Funktion negativ zu regulieren, denn es
wurde gezeigt, dass BAG6 die Chaperon-vermittelte Faltung denaturierter -
Galaktosidase inhibiert, und dass dieser inhibitorische Effekt abhangig von der BAG-
Domane ist (Thress et al., 2001). Neuere Ergebnisse zeigen, dass BAG6 die
Degradation von HSP70 verhindert und fur die Akkumulation von HSP70 nach einem
Hitzeschock bendtigt wird; sobald sich groRere Mengen an HSP70 angesammelt
haben sorgt es im Gegenzug fur die Degradation von BAG6 und verhindert dadurch
eine anhaltende Akkumulation von HSP70 (Corduan et al., 2009).

Verschiedene Ergebnisse weisen darauf hin, dass BAG6 an der Regulation der
Apoptose beteiligt sein konnte: (i) BAG6-knockout-Mause sterben embryonal oder
perinatal und zeigen schwere Defekte der Lungen, der Nieren und des Gehirns, die
in allen Fallen mit abnormaler Apoptose und Proliferation verbunden waren (Desmots
et al.,, 2005). (ii) Es wurde gezeigt, dass das Xenopus-Homolog von BAG6 mit
Reaper, einem zentralen Apoptose-Regulator in Drosophila melanogaster,
interagiert, und dass diese Interaktion fur die durch Reaper induzierte Apoptose in
Xenopus-Zellextrakten notwendig ist (Thress et al., 1998). (iii)) BAG6 interagiert mit

der Histon-Acetyltransferase p300 und bewirkt dadurch, dass diese an das p53-
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Protein binden und es acetylieren kann (Sasaki et al., 2007). Durch die Acetylierung
wird p53 stabilisiert (Li et al., 2002); auferdem wird dadurch seine
sequenzspezifische DNA-Bindung reguliert und seine transkriptionale Aktivitat
verstarkt (Gu und Roeder, 1997; Sakaguchi et al., 1998; Luo et al.,, 2004). In
Abwesenheit von BAG6 kann p300 nicht mit dem p53-Protein interagieren und es
acetylieren, wodurch die Induktion der Zielgene von p53 wie p27 und Puma stark
beeintrachtigt ist.

Da BAGG6 Uuber seine UBL-Domane mit Xrpn10c, einer Untereinheit des 26S-
Proteasoms von Xenopus, interagiert, wird spekuliert, dass BAG6 an der
Qualitatskontrolle von Proteinen beteiligt sein kdnnte, indem es als ,Adapter”
zwischen Proteasom und dem HSP70/HSC70-Chaperon-System fungiert und
Chaperon-gebundene Substrate an das Proteasom liefert (Kikukawa et al., 2005).
Durch praparative Co-Immunoprazipitationsexperimente mit Flag-SGTA wurde BAG6
als in vivo-Interaktionspartner von SGTA identifiziert (Winnefeld et al., 2006). Zuvor
war Dbereits in einem Two-Hybrid-Screen SGTA als moglicher in vitro-
Interaktionspartner von BAG6 identifiziert worden. Aufgrund einer Verwechslung war
jedoch ein falscher Proteinname (SGT1) und damit ein anderes Protein als Partner
fur BAG6 angegeben worden (Lehner et al., 2004 und personliche Mitteilung C.M.
Sanderson). Bei diesem Two-Hybrid-Screen wurde der N-terminale Bereich von
BAG6 (AS 1-96) als ,Koder” (baif) verwendet (Lehner et al., 2004). Daher ist
anzunehmen, dass dieser Bereich von BAG6 fur die Interaktion mit SGTA
hinreichend ist. Die experimentelle Verringerung der BAG6-Menge durch den Einsatz
von siRNA ruft in HeLa-Zellen einen Phanotyp hervor, der demjenigen sehr ahnlich
ist, welcher bei Verringerung der SGTA-Menge beobachtet wird: Es kommt zu einer
Arretierung der Zellen in der Mitose aufgrund misslokalisierter Chromosomen an den
Spindelpolen und nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus (Winnefeld
et al., 2006). BAG6 scheint also — vermutlich Uber seine Interaktion mit SGTA — an
der Regulation der Zellteilung beteiligt zu sein; der BAG6-SGTA-Komplex konnte,
direkt oder indirekt und mdglicherweise im Zusammenspiel mit HSP70, fur die
korrekte Anordnung der Chromosomen von den Spindelpolen zur Metaphaseplatte
verantwortlich sein. Die Interaktion von SGTA und BAGG6 stellt daher einen

moglichen Angriffspunkt fur die Krebstherapie dar, wie unter 1.4.3 erlautert wird.
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1.3 Autonome Parvoviren

Autonome Parvoviren (parvus = klein) gehoren zu den kleinsten bekannten Viren. Sie
besitzen ein lineares, einzelstrangiges, ca. 5000 bp langes DNA-Genom mit
palindromischen Sequenzabschnitten an den Genomenden, die als ITR-Regionen
(inverted terminal repeats) bezeichnet werden (Astell et al., 1983; Rhode und
Paradiso, 1983) und sekundare Haarnadelstrukturen bilden. Das Genom wird von
einem ikosaedrischen, nicht umhillten Kapsid eingeschlossen, das einen
Durchmesser von ca. 25 nm hat und aus 60 Untereinheiten der Strukturproteine VP1,
VP2 und VP3 besteht (Tattersall, 2006; Agbandje-McKenna et al, 1998). Zu den
autonomen Parvoviren zahlen die Mitglieder der Gattungen Parvovirus, Erythrovirus,
Amdovirus und Bocavirus; sie erhielten diese Bezeichnung aufgrund ihrer Fahigkeit,
in permissiven Zellen autonom, d.h. ohne die Funktion eines Helfervirus, zu
replizieren; jedoch bendtigen sie zellulare, S-Phase-spezifische Faktoren fur ihre
Replikation (Rommelare und Cornelis, 2001). Das ,Minute Virus of Mice* (MVM), das
in dieser Arbeit zur Infektion von MEFs (mouse embryonic fibroblasts) verwendet
wurde, gehdrt zur Gattung Parvovirus und gilt als gut untersuchter Prototyp dieser
Gattung; an diesem Modellvirus wurden die meisten molekularbiologischen
Vorgange bei der Transkription und Replikation geklart. Als Tierpathogen spielt
dieses Virus keine Rolle; es existieren mehrere Stamme, die jedoch uUberwiegend

asymptomatische Infektionen bei erwachsenen Mausen verursachen.

1.3.1 Lebenszyklus Autonomer Parvoviren

Die Parvovirus-Infektion beginnt mit der Erkennung eines spezifischen Rezeptors an
der Oberflache der Wirtszelle; die verschiedenen Parvoviren binden jeweils an
unterschiedliche Zielstrukturen auf der Zelloberflache. MVM und H-1PV verwenden
die Sialylsauregruppen von Glykoproteinen, die ubiquitar auf Zellen vorhanden sind,
als Interaktionspartner (Cotmore und Tattersall, 1987). Nach der Adsorption werden
die Viruspartikel von den Zellen vermutlich Uber rezeptorvermittelte Endocytose
aufgenommen; hdchstwahrscheinlich erfolgt dies Uber clathrin-coated pits, clathrin-
coated vesicles und Dynamin, einem Bestandteil der intrazellularen Filamente (Linser
et al., 1977; Parker und Parrish, 1997; Duan et al, 1999; Parker und Parrish, 2000).
AnschlieBend werden die Viruspartikel Uber spate Endosomen zu perinuklearen

vesikularen Kompartimenten transportiert; es wird angenommen, dass das
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Mikrotubuli-Netzwerk eine wichtige Rolle beim zellularen Transport von Viruspartikeln
spielt, da es - im Gegensatz zu den Aktinflamenten und anderen
Zytoskelletelementen — bei der parvoviralen Infektion geschitzt wird (Nuesch et al.,
2005). Bei der Freisetzung des viralen Genoms aus dem Kapsid spielt die
endosomale Ansauerung eine entscheidenden Rolle, da durch sie strukturelle
Modifikationen von Kapsidproteinen induziert werden, die fur den Zugang zum
Zellkern notig sind (Mani et al., 2006). Der Mechanismus des Viruseintritts in den
Zellkern ist weitgehend ungeklart, vermutlich ist hierfur jedoch die mit dem
Strukturprotein VP1 assoziierte Phospholipase A2-Aktivitat von Bedeutung (Zadori et
al.,, 2001). Im Zellkern der Wirtszelle akkumulieren die parvoviralen Genome;
Genexpression und Replikation des parvoviralen Genoms sind stark von zellularen
Faktoren abhangig und beginnen daher erst mit Eintritt der Wirtszelle in die S-Phase
des Zellzyklus (Ward und Dadachanji, 1978; Wolter et al, 1980; Cotmore und
Tattersall, 1987; Bashir et al., 2000). Im Gegensatz zu DNA-Tumorviren sind
Parvoviren nicht in der Lage, in ruhenden Zellen die S-Phase zu induzieren. Die
parvovirale Replikation beginnt mit einem Prozess, der als Konversion bezeichnet
wird und streng von der Aktivitat des zellularen Cyclin A-CDK2-Komplexes abhangig
ist, der wahrend der S-Phase stark exprimiert wird (Bashir et al, 2000); dabei wird die
virale einzelstrangige DNA in eine monomere, doppelstrangige replikative Form
(mRF) dberfuhrt. Diese dient dann als Vorlage (template) flr die virale mRNA-
Synthese durch die zellulare RNA-Polymerase || (Rommelaere und Cornelis, 2001).
Es wurde gezeigt, dass der zellulare Transkriptionfaktor E2F an der Genexpression
vom P4-Promotor von MVM beteiligt ist, und dass die Aktivierung von P4 durch E2F
in der frihen S-Phase ein limitierender Faktor fur die Parvovirus-Produktion der
Wirtszelle ist (Deleu et al., 1999). Die viralen mRNAs werden gecappt, teilweise
gespleildt, polyadenyliert und im Zytoplasma translatiert. Die NS-Proteine werden,
wie auch die Kapsid-Proteine, nach der Translation mittels der in ihrer
Aminosauresequenz vorhandenen Transportsignale in den Zellkern transportiert, wo
die NS-Proteine fur die DNA-Replikation und die Induktion der Transkription der
Strukturproteingene bendtigt werden. Im Verlauf der Replikation, die bei autonomen
Parvoviren in abgrenzbaren Kernbereichen, den sogenannten APAR-bodies
(autonomous parvovirus-associated replication bodies) stattfindet (Cziepluch et al.,
2000; Bashir et al., 2001), entsteht aus der oben beschriebenen doppelstrangigen

replikativen Form ein  Replikationsintermediat, das zwei Genome in
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Doppelstrangkonfiguration umfasst (dimere replikative Form, dRF); es kdnnen auch
tetramere oder hoher konkatemere RF-Spezies auftreten (Cotmore und Tattersall,
1987). Durch die sequenzspezifische Endonuklease-Aktivitat des NS1-Proteins
werden die Konkatemere geschnitten, so dass (bei dimeren Formen) zwei mRF-
Molekule entstehen. Der letzte Schritt der Replikation beinhaltet die Synthese viraler
Einzelstrang-DNA, die in vorgeformte leere Kapside eingeschlossen wird (Muller und
Siegl, 1983); das an die neu synthetisierte Einzelstrang-DNA gebundene NS1-
Protein verbleibt nach dem Zusammenbau des Kapsids an der AulRenseite der
infektiosen Viruspartikel (Cotmore und Tattersall, 1989). Die Virionen werden
schliel3lich durch Lyse freigesetzt (Cotmore und Tattersall, 1987), was zum Tod der
Wirtszelle fahrt.

1.3.2 Das NS1-Protein

Das Genom der autonomen Parvoviren kodiert flr 2zwei regulatorische
Nichtstrukturproteine, NS1 und NS2, die essenziell fur den viralen Lebenszyklus sind
(Cotmore und Tattersall, 1987). NS1 und NS2 sind Phoshoproteine und entstehen
durch alternatives Spleifden aus derselben pra-mRNA; sie unterscheiden sich nur in
ihrem C-Terminus, wahrend die ersten 84 Aminosauren identisch sind (Cotmore und
Tattersall, 1986). Das grof3e Nichtstrukturprotein der Parvoviren, NS1, hat ein
Molekulargewicht von 83 kDa und ist allein ausreichend flr den zytotoxischen Effekt
der Parvoviren auf infizierte Zellen (Caillet-Fauquet et al., 1990; Corbau et al., 2000).
NS1 besitzt eine Vielzahl enzymatischer und regulatorischer Aktivitaten und spielt
eine essenzielle Rolle im Lebenszyklus autonomer Parvoviren. Neben seiner
Funktion bei der viralen DNA-Replikation, bei der es als sequenzspezifische
Endonuklease und ATP-abhangige Helikase fungiert, reguliert NS1 die virale
Genexpression, indem es seinen eigenen P4-Promotor sowie den P38-Promotor
aktiviert, der die Transkription der Kapsidgene kontrolliert (Rhode, 1985; Cotmore et
al., 2007). Daruber hinaus beeinflusst NS1 auch heterologe virale und zellulare
Promotoren; es aktiviert oder reprimiert sie in Wechselwirkung mit Zellfaktoren
(Legendre und Rommelaere, 1994; Vanacker et al., 1996). NS1 wird an zahlreichen
Positionen durch die zellulare Proteinkinase C phosphoryliert, wodurch seine
replikativen und zytotoxischen Funktionen moduliert werden (Corbau et al., 2000;
Nuesch et al., 2003). Bei der ektopischen Expression von NS1 verschiedener
Parvoviren wurden in unterschiedlichen Zellsystemen zytostatische und zytotoxische
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Effekte beobachtet: Die ektopische Expression von NS1 des Parvovirus B19
beispielsweise induziert in erythroiden Vorlauferzellen und Leberzellen die
Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase und Apoptose (Moffatt et al., 1998; Morita
et al., 2003). Auf ahnliche Weise wurde gezeigt, dass das Rep78-Protein von AAV-2
zur Arretierung des Zellzyklus in der S-Phase und p53-abhangiger-Apoptose flhrt
(Saudan et al., 2000; Schmidt et al., 2000). Ratten-Fibroblasten-Zelllinien, die NS1
von MVM stabil unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors exprimieren,
arretieren in der G1-. S- und G2-Phase des Zellzyklus ohne sichtbare Zeichen von
Apoptose (Op de Beeck et al., 2001). Vor allem die Unterbrechung des Zellzyklus in
der G2-Phase scheint durch die Fahigkeit des NS1-Proteins verursacht zu sein, die
Synthese des zellularen Proteins p21 zu induzieren, das als Inhibitor der Cyclin A-
abhangigen Kinase wirkt (Op de Beeck et al., 2001). Die Expression von MVM NS1
wird auch mit der Induktion von DNA-Einzelstrang-Brichen, der Blockierung der
zellularen DNA-Replikation (Op de Beeck und Caillet-Fauquet, 1997) und
strukturellen Veranderungen des Zytoskellets (Nuesch et al., 2005) in Verbindung
gebracht. Neuere Ergebnisse zeigen, dass die NS1-Expression zur Akkumulation
von Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species, ROS) flihrt, die DNA-

Einzelstrangbriiche und Apoptose bewirken (Hristov et al., 2010).
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1.4 SGTA: ein potenzielles synthetic lethal target

1.4.1 Das Konzept der synthetic lethality in der
Krebstherapie

In den letzten Jahren wurde dem aus der klassischen Genetik stammenden Konzept
der ,synthetic lethality” in der Krebsforschung eine grole Aufmerksamkeit zuteil. In
der Genetik werden zwei Gene als ,synthetisch letal“ bezeichnet, wenn die Mutation
eines der beiden Gene mit dem Leben vereinbar ist, die Mutation beider Gene jedoch
zum Tod fahrt. In Abb. 1-3 sind schematisch die Genotypen und der Phanotyp einer

synthetisch letalen Gen-Gen-Beziehung am Beispiel zweier Gene A und B

dargestellt.
Gen A Gen B Phiinotyp
Ey— Abb. 1-3 Synthetisch letale Interaktion zweier
A B lebensfahig Gene. Zwei Gene werden als ,synthetisch letal
bezeichnet, wenn die Mutation eines der beiden
A b lebensfihig Gene mit dem Leben vereinbar ist, die Mutation
beider Gene jedoch zum Tod fihrt. A, B: Wildtyp-
: Gen; a, b: mutiertes Gen.
a B lebensfihig en, & b-mutiertes en
a b letal

Bezogen auf die Krebstherapie ertffnet dieses Konzept neue Mdglichkeiten zur
Entwicklung von krebsspezifischen zytotoxischen Agenzien: Die Inhibition eines
Genproduktes, dessen Gen synthetisch letal zu einer oder mehrerer fur die
Krebsentstehung relevanten Mutationen ist, sollte theoretisch nur Krebszellen toéten,
normale Zellen jedoch verschonen. Gene, auf die die oben genannte Beschreibung
zutrifft, werden als ,synthetic lethal targets® der Krebstherapie bezeichnet (Kaelin,
2005). Epigenetische und genetische Veranderungen in Krebszellen sowie
Anderungen in ihrer Umgebung kénnen das Wachstum der Krebszellen — im
Gegensatz zu dem normaler Zellen — von der Funktion bestimmter Molekile
(synthetic lethal targets) abhangig werden lassen (Weinstein und Joe; 2006;
Whitesell et al., 2003) und dadurch die Moglichkeit schaffen, die Krebszellen durch
die Inhibition dieser Molekiile spezifisch zu téten. Unter anderem haben Krebszellen
einen erhdhten Bedarf an Chaperonen, da viele Onkoproteine nur mit Chaperon-Hilfe

ihre korrekte Faltung einnehmen. Es konnte gezeigt werden, dass mutierte
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Onkoproteine wie zum Beispiel BRAF (B1-Homolog des murinen v-Raf) und EGFR
(epidermal growth factor receptor, epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) einen
erhohten Bedarf fur die HSP90-Proteinfaltungsfunktion aufweisen (Isaacs et al.,
2003; Workman, 2004; Neckers und Neckers, 2005). DarUber hinaus bendtigen
verschiedene Steroidhormonrezeptoren die Interaktion mit HSP90 und assoziierten
Co-Chaperonen fur ihre Aktivierung bzw. Reifung (Johnson und Toft, 1994),
beispielsweise fuhrt die Inhibition von HSP90 zur proteasomalen Degradation des
Ostrogen-Rezeptors (Whitesell et al., 2005), der durch die Regulation von die
Zellproliferation férdernden Genen eine Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs
spielt (Sommer und Fuqua, 2001). HSP90-Inhibitoren wie das halbsynthetische
Geldanamycin-Analogon 17-AAG blockieren die ATPase-Aktivitat von HSP90 (Roe
et al., 1999) und induzieren sowohl die Arretierung des Zellzyklus als auch Apoptose
in Krebszellen (Hostein et al., 2001); klinische Studien zeigen darlber hinaus eine
vielversprechende Aktivitat von 17-AAG bei der Behandlung von Krebspatienten in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Solit et al., 2007). Auch Co-Chaperone von
HSP90 wie AHA1 und CDC37 werden zunehmend als mogliche Zielmolekule fur die
Krebstherapie angesehen und unter diesem Aspekt erforscht (Harst et al.,, 2005;
Gray et al., 2007; Holmes et al., 2008; Pearl et al., 2008; Zhang et al., 2008; Smith et
al., 2009). Daruber hinaus zeigen neuere Ergebnisse, dass die gleichzeitige, siRNA-
vermittelte Reduktion von HSC70 und HSP72 ebenfalls zur Inhibition von HSP90
fuhrt, und dass die dabei beobachteten antiproliferativen und apoptotischen Effekte
die des pharmokologischen HSP90-Inhibitors 17-AAG weit Ubertreffen (Powers et al.,
2008). Durch die Ansammlung mutierter oder falsch gefalteter Proteine konnten
Krebszellen fiir ihr Uberleben in hoherem MaRe von proteasomalen Funktionen
abhangig sein als normale Zellen (Goldberg, 2003). Der Proteasomen-Inhibitor
Bortezomib wird vom Menschen gut toleriert und wurde flr die Behandlung des
multiplen Myeloms zugelassen (Rajkumar et al., 2005); weitere Proteasomen-
Inhibitoren befinden sich in verschiedenen Phasen klinischer Studien (Ubersicht bei
Bedford et al., 2011).

Diese und weitere Beispiele zeigen, dass synthetic lethal targets vielversprechende
Ansatze bei der Behandlung von Krebserkrankungen ermdoglichen. Mittlerweile
stehen sogenannte ,synthetic lethal screens® zur Verfigung, die die ldentifizierung
von synthetisch letalen Interaktionen in menschlichen Zellen durch den Einsatz von
RNA-Interferenz-Bibliotheken ermoglichen (Ngo et al., 2006; Berns et al., 2004).
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1.4.2 SGTA als mogliches synthetic lethal target

Das humane small glutamine-rich TPR-containing protein A (SGTA) ist ein nukleo-
zytoplasmatisches Protein, dessen mRNA ubiquitar exprimiert wird (Cziepluch et al.,
1998) und das in allen analysierten menschlichen Zelllinien gefunden wurde
(Winnefeld et al.,, 2004). Ergebnisse, die in unserer Arbeitsgruppe erzielt wurden,
legen nahe, dass SGTA ein synthetic lethal target der Krebstherapie darstellen
konnte: Die siRNA-vermittelte Reduktion der SGTA-Menge flihrte in allen getesteten
Tumorzelllinien (HeLa, NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2), in denen der knockdown
effektiv war, zu einer Arretierung der Zellen in der Mitose und nachfolgend zum
Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus (Winnefeld et al., 2004; Cziepluch,
unveroffentliche Ergebnisse). Die Tatsache, dass SGTA-knockout-Mause, die wir von
Dr. Bernd Stahl (Institut fur Molekularbiologie und Tumorforschung, Marburg)
erhielten, lebensfahig sind und — aul3er einer verminderten Fertilitat bei Mannchen
(Cziepluch, persodnliche Kommunikation) — keinen auffalligen Phanotyp aufweisen,
legt die Vermutung nahe, dass der beobachtete, durch die Verringerung der SGTA-
Menge hervorgerufene Zelltod in der Mitose spezifisch fur Tumorzellen ist.

Eine mégliche Erklarung, warum SGTA firr die Teilung (bzw. das Uberleben) von
Tumorzellen wichtiger ist als flr die normaler Zellen, konnte durch Studien mit HeLa-
Zellen, die ein Histon 2A-YFP-Fusionsprotein exprimieren, gefunden werden. Diese
Zellen erlauben eine einfache Beobachtung von mitotischen Chromosomen in der in
vivo-Mikroskopie. Studien zeigten, dass in diesen Zellen eine mittelmaRig oder stark
reduzierte SGTA-Menge misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen zur
Folge hatte. Bei Anwesenheit von SGTA treten ebenfalls misslokalisierte
Chromosomen auf, jedoch werden sie stets sehr schnell ,gerettet® und korrekt in der
Metaphaseplatte angeordnet. In SGTA-knockdown-Zellen dagegen verbleiben die
misslokalisierten Chromosomen in der Nahe der Spindelpole und verursachen die
Arretierung der Zellen in der Mitose und den darauffolgenden Zelltod (Winnefeld et
al., 2006). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass SGTA direkt oder indirekt fur die
korrekte  Positionierung der Chromosomen von den Spindelpolen zur
Metaphaseplatte bendtigt wird. Aufgrund von tumorspezifischen, genetischen
Veranderungen ist die Mitose in Tumorzellen oft weniger stringent reguliert und
daher fehleranfalliger als bei normalen, nicht transformierten Zellen (Kops et al.,
2005). Zusammen konnte dies dazu fuhren, dass sich teilende Tumorzellen far ihr

Uberleben ,abhangiger‘ von SGTA sind als normale Zellen.
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1.4.3 Moglichkeiten der Inhibition der SGTA-Funktion

Um SGTA als Zielmolekdl fir die Krebstherapie etablieren zu kénnen, muss ein Weg
gefunden werden, seine Funktion zu inhibieren. SGTA besitzt keine enzymatische
Funktion, die als Ziel fur eine therapeutische Intervention genutzt werden konnte.
Jedoch konnte SGTA durch die Unterbrechung von Protein-Protein-Interaktionen, die
essenziell fir seine Funktion sind, inhibiert werden. Protein-Protein-Interaktionen
wurden friher aufgrund der grof3en Interaktionsoberflachen, die daran beteiligt sind,
als wenig geeignete Ziele angesehen. Diese Einschatzung musste jedoch, zumindest
teilweise, revidiert werden, da in letzter Zeit einige Erfolge bei der Identifizierung von
~Ssmall-molecule“-Inhibitoren (definitionsgemal Moleklle mit einem Molekulargewicht
< 500 Da) krebsrelevanter Protein-Protein-Interaktionen berichtet wurden (Ubersicht
bei Fry und Vassilev, 2005). Ein Beispiel ist die Entwicklung von small-molecule-
Inhibitoren der p53/mdm2-Interaktion, der sog. ,Nutlins®, die die (Re)Aktivierung des
Tumorsupressors p53 bewirken und mittlerweile in fortgeschrittenen praklinischen
bzw. klinischen Phase |- und Phase |I-Studien getestet werden (Vassilev et al., 2004;
Saddler et al., 2008; Shangary und Wang, 2009).

Unter den verschiedenen Proteinen, mit denen SGTA interagiert, sind BAG6 (Bat-3 /
Scythe) und HSC70 mit Hinblick auf eine Krebstherapie am interessantesten, da
bekannt ist, dass diese Proteine wichtig fur die Lebensfahigkeit von Tumorzellen
sind. Abb. 1-4 veranschaulicht die Interaktionsdomanen von SGTA, BAG6 und
HSC70.

v Drug target \ 4
: 9 g SGTA
m vivoe
N UBL BAG C N ITPR &
Bag_ﬁ 1 vivo }I.” -
s} IMVILFO

——Liu et al., 1999 I
= Thress er al_, 2001
= Tobaben er al., 2001 —
— Winnefeld er al., 2006 N  ATPase Substrat [CTD |
== (. Sanderson pers. comm.

G. Meyer pers. comm.

Hsc70

Abb. 1-4 Karte der Interaktionsdomdnen von SGTA, BAG6 und HSC70 (verdndert nach
Winnefeld, 2006).
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BAG6, das zur BAG-Protein-Familie gehort (Townsend et al., 2005) ist ein Co-
Chaperon und ein Apoptose-Regulator. Es besteht aus 1.154 Aminosauren; fur die
Interaktion mit SGTA sind offenbar jedoch die ersten N-terminalen 96 Aminosauren
ausreichend (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.)
(Lehner et al., 2004; Koliner, 2007). Mehrere Grinde sprechen flr eine
therapeutische Intervention durch die Inhibition der SGTA-BAGG6-Interaktion: Die
Reduktion der BAG6-Menge mithilfe der RNA-Interferenz-Methode fuhrt — ebenso
wie die Verringerung der SGTA-Menge — zur Arretierung von Hela-Zellen in der
Mitose aufgrund misslokalisierter Chromosomen, gefolgt vom Tod der Zellen
(Winnefeld et al., 2006). Darliber hinaus konnte unsere Arbeitsgruppe durch Co-
Immunoprazipitationsexperimente mit Flag-SGTA in HelLa-Zellen zeigen, dass ein
bedeutender Anteil des zellularen BAG6 mit SGTA interagiert, wahrend nur ein
kleiner Bruchteil von HSC70 an SGTA bindet (Winnefeld et al., 2006). Aufgrund
dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass SGTA und BAG6 am selben
Prozess, moglicherweise — direkt oder indirekt — der korrekten Positionierung von
Chromosomen von den Spindelpolen zur Metaphaseplatte, beteiligt sind, und dass
sie einen Komplex bilden, um diese Funktion zu erflllen. Eine Inhibition des SGTA-
BAG6-Komplexes sollte also — zumindest theoretisch — zum Tod von Tumorzellen in
der Mitose fuhren, normale Zellen jedoch, wie die Existenz der SGTA-knockout-
Mause vermuten Iasst, nicht beeintrachtigen. Neuere Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe untermauern diese Hypothese: In einem Hochdurchsatz-in vitro-
Reaktionsansatz zur Identifizierung von Inhibitoren der SGTA-BAG6-Komplexbildung
auf der Basis der AlphaScreen™-Methode (Kollner, 2007) wurden ,small molecule®-
Kandidaten identifiziert, die mdglicherweise die Bildung des SGTA-BAG6-Komplexes
inhibierten und bei HelLa-Zellen den charakteristischen SGTA-Depletions-Phanotyp
bewirkten (Cziepluch, unveréffentliche Ergebnisse).

Auch die Inhibition der SGTA-HSP70/HSC70-Interaktion konnte einen moglichen
Ansatzpunkt fur eine Krebstherapie darstellen: SGTA interagiert Uber seine TPR-
Domane und Bereiche des C-Terminus mit den Chaperonen HSC70 (Liu et al., 1999)
und HSP70 (Winnefeld et al., 2006) und verstarkt deren ATPase-Aktivitat, was zu
einer effizienteren Faltung von Klient-Proteinen fuhrt (Tobaben et al., 2001). HSP70
besitzt zahlreiche anti-apoptotische Funktionen (Garrido et al., 2006; Schmitt et al.,
2007) und wird in Zellen und Geweben einer gro3en Zahl verschiedener Krebsarten
Uberexprimiert (Santarosa et al., 1997; Nanbu et al., 1998; Trieb et al., 1998; Uozaki
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et al., 2000). Die siRNA-vermittelte Reduktion der HSP70- bzw. HSC70-
Proteinmenge fuhrt in HelLa-Zellen zu einer Verringerung der Zellzahl und einer
abgerundeten Zellmorphologie (Rhode et al., 2005); dariber hinaus hat die
Verringerung der HSP70-Proteinmenge durch den Einsatz von HSP70-spezifischer
siRNA — ebenso wie die Reduktion der SGTA-Proteinmenge — eine Anreicherung
von Zellen in der G,/M-Phase des Zellzyklus zur Folge (Rhode et al., 2005). Es ist
daher theoretisch moglich, dass der bei SGTA-knockdown beobachtete Phanotyp
zumindest teilweise durch die indirekte Beeintrachtigung der Funktion von
HSP70/HSC70 zustande kommt, und daher eine Inhibition des SGTA-
HSP70/HSC70-Komplexes den Tod von Tumorzellen bewirken kdnnte.
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2 ZIELSETZUNG

Das SGTA-Protein, dessen siRNA-vermittelte Verringerung in allen getesteten
humanen Tumorzelllinien, in denen der knockdown effektiv war, zu einer Arretierung
in der Mitose und nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus flhrte
(Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroffentliche Ergebnisse), ist evolutionar
konserviert (Kordes et al., 1998) und wird ubiquitar exprimiert (Tobaben et al., 2003).
Von seiner im Rattengehirn identifizierten Isoform SGTB, die auf Protein- und DNA-
Ebene grofe Ahnlichkeit mit SGTA aufweist (Tobaben et al., 2003), war bislang nur
bekannt, dass sie hauptsachlich im Gehirn nachgewiesen werden kann und in
neuronalen Zellen ebenso wie SGTA einen stabilen Komplex mit HSC70 und CSPa
bildet (Tobaben et al., 2003). In dieser Arbeit sollten daher Funktion und Expression

von SGTA und —B untersucht und verglichen werden.

i. Dafur wurde zunachst untersucht, in welchen Mausgeweben und humanen
Kulturzellen das SGTB-Protein nachgewiesen werden kann und welche
Auswirkungen eine Verringerung der SGTB-Proteinmenge in humanen Zellen
hat; in einem ,Rescue-Experiment sollte dariber hinaus Uberprift werden, ob
SGTB in der Lage ist, SGTA funktionell zu ersetzen.

ii. Durch den Vergleich von mouse embryonic fibroblasts (MEFs) von wildtyp
und SGTA und -B doppelknockout Mausen bezlglich ihrer
Zellzyklusverteilung und Wachstumsrate, Empfindlichkeit gegenuber
Nocodazol, Genexpression und Parvovirus-Produktion sollte ein besseres
Verstandnis der Funktion von SGTA und -B gewonnen sowie untersucht

werden, ob SGTA zum parvoviralen Lebenszyklus beitragt.
iii. Als ein Schritt zur Validierung von SGTA als Zielmolekul fur die Krebstherapie

wurde das Wachstum von SV40-Large-T-Antigen-exprimierenden SGTA und
—B wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs in Softagar analysiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Reagenz Hersteller
Acrylamid-Mix national diagnostics
ADP Roche
Agarose GE Healthcare
Ammoniumpersulfat (APS) BioRad
Ampicillin Stratagene
Bradford-Reagenz BioRad

Buffer P1, P2, P3, QBT, QC, QF Qiagen

CASY® ton Innovatis AG
DMEM High Glucose AMIMED
dNTP-Mix Fermentas
Essigsaure Riedel-de Haén

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerol

Glycin

Imidazol
Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG)
Ligase-Puffer

Lipofectamin LTX- und Plus-Reagenz
B-Mercaptoethanol

Methanol

Magnesiumchlorid (fur PCR)
Natriumbicarbonat
Natriumchlorid

Neutralrotlosung
Ni-NTA-Agarose

Nocodazol

Acros organics
J.T. Baker
Gerbu

Sigma

MP

NEB
Invitrogen
Sigma
Riedel-de Haén
Invitrogen
Sigma

Sigma

Sigma

Qiagen

Sigma
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Reagenz Hersteller
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin Sigma
(TEMED)

Noble Agar US Biological
Nonidet® P40 (NP40) Sigma
Oligofectamin-Reagenz Invitrogen
PCR-Puffer Invitrogen
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat Sigma
(Tween 20)

Propidiumiodid Sigma
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma
Triton-X-100 AppliChem

Western Lightning™ Chemiluminescence
Reagent Plus; Oxidizing Reagent
Western Lightning™ Chemiluminescence
Reagent Plus; Enhanced Luminol

Reagent

3.1.2 Sonstige Materialien

PerkinElmer™ Life Sciences

PerkinEImer™ Life Sciences

Material Bezeichnung / Format Hersteller
Autoradiographie-Film BioMax MS Film Kodak
CellcountergefaRe mit CASY® cups Innovatis AG
Deckel

Chemilumineszenz-Film Hyperfilm GE Healthcare

Dialyse-Rahmen

Eppendorfreaktionsgefalle
Falconrohrchen
Filterpapier

Frischhaltefolie

Slide-A-Lyzer® Dialysis
Cassette;

0,5 - 3 ml Capacity

1,5 mlund 2 ml

15 ml und 50 ml
Blotting Paper

Saran
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Material

Bezeichnung / Format

Hersteller

Gewebe-
Homogenisierungs-Gefalie
Handschuhe
Neubauerzahlkammer

Nitrozellulosemembran

Lysing Matrix D-Tubes

Gentle Ski® classic
Neubauer
Protran® Nitrocellulose

Transfer Membrane

MP Biomedicals

Meditrade®
Brand
Schleicher & Schuell

BioScience

Nylonmembran Hybond ™-N-Membran GE Healthcare
Parafilm Parafilm “M”™® Pechiney Plastic
Packaging
Pipettenspitzen Ultratip Greiner
Polypropylensaulen 1 ml Qiagen
Trockenmilchpulver Milchpulver (Blotting grade) | Roth®
Zellkulturschalen 6, 10 und 15 cm Sarstedt
6-well-Platten Nunc
3.1.3 Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
Blot-Apparatur Trans-Blot-Apparatur BioRad
Brutschrank Modell 3862 Forma Scientific
Bunsenbrenner Fireboy Tecnomara
CASY® Zellzahl-Apparatur | CASY® Cell Counter + Innovatis AG

Durchflusszytometer
Elektronikrthrer
Elektroporations-Gerat
Eppendorfreaktionsgefal’-
Schuttler

Feinwaage
Gefrierschrank
Geltrockner

Gewebe-Homogenisator

Analyser, Modell TTC
FACScan

IKAMAG® Reo

E.coli Pulser

Thermomixer comfort

2002 MPI
- 85 °C Ultra Low Freezer
Gel dryer; Model 583

Precellys 24 tissue
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Imaging System flr
Agarose-Gele
Klhlschrank
Lichtmikroskop
Mikrowelle
Mini-Vertikale
Elektrophoresekammer
Mini-Zentrifuge

NanoDrop®-Photometer

PCR-Gerat
pH-Meter
Photometer

Pipetten
Pipettierhilfe

,Roller*

(fur Falconréhrchen)
Schuttler

Spannungsgerate

Sterile Werkbank
Thermoblock
Tischzentrifuge
UV-Platte
UV-Crosslinker
Vertikale
Elektrophoresehalterung
Vertikale

Elektrophoresekammer

homogenizer
ImageMaster® VDS

+4°C

Wiloverts

Microwave & Girill
Mini-PROTEAN® 3 Cell

PicoFuge™
ND-1000

PTC-200

PB-11

Ultrospec 3100 pro
2/20/200 /1000 pl
pipetus®-akku

RM 5

A5
Celloshaker
Rockomat
EPS 301

E 863

Typ B3
neoBlock Il

Biofuge freesco
UV Stratalinker™ 1800
Protean®| xicell

Protean®Il xicell
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Bosch

Hund Wetzlar
Severin
BioRad

Stratagene

PeQlab Biotechnologie
GmbH

MJ Research
Sartorius

GE Healthcare

Gilson

Hirschmann

CAT / Assistent

Heidolph
Renner
Tecnomara
GE Healthcare
Consort
Labotect
NeolLab
Heraeus
Konrad Benda

Stratagene

BioRad

BioRad
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Vertikaler Rotor

(far
Eppendorfreaktionsgefalie)
Vortex-Gerat

Waage

Wasserbad

Zentrifuge

Mixing Rotor Variospeed

VF2

Basic

UC/8A

U3/7A

ZK380

Sorvall RC5B und RC5C
5810R

3.1.4 EDV-Programme

Bezeichnung

Hersteller

Renner

Janke & Kunkel
Sartorius
Julabo

Julabo

Hermle

DuPont
Eppendorf

AxioVision (Version 4.8.1)
Cell Quest (Version 5.2.1)
EndNote (Version X4)

Geneious (Version 5.1.6)

Genome Studio (Version 2009.1)

3.1.5 Kulturzellen

3.1.5.1 Zelllinien

Bezeichnung

Zeiss

llumina

Beschreibung

Becton Dickinson
Thomson Reuters
Biomatters Ltd.

Referenz

3T3MEFs

HEK 293

HEK 293T

Murine embryonale
Epithelzelllinie(n)

Humane E1A-
immortalisierte embryonale
Nierenepithelzelllinie

Humane E1A-
immortalisierte embryonale
Nierenepithelzelllinie;
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Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

HelLa

HelLa-H2A-YFP

NBK

NCH82

U373 MG

3.1.5.2 Primarzellen

Bezeichnung

stabile Expression des
SV40 Large-T-Antigens.

Humane zervikale
Adenokarzinomzellinie

HeLa-Zelllinie mit stabil
integriertem h2A-yfp-
Fusionsgen,;

aufgrund der Expression
des Histon-2A-YFP (yellow
fluorescent protein)-
Proteins lasst sich das
Chromation in vivo
fluoreszenzmikroskopisch
nachweisen

Humane embryonale
Nierenepithelzelllinie; SV40
transformiert

Humane Glioblastoma-
Zelllinie

Humane Glioblastoma-
Astrocytoma-Zelllinie

Beschreibung

Gey et al., 1952

Knoch, 2002

Knoch, 2002
Toth et al., 2004

Shein und Enders, 1962

Herold-Mende et al., 1999

Pontén und Mcintyre, 1968

Referenz

Huvec

MEFs

Humane Nabelschnur-
Endothelzellen

Murine embryonale
Epithelzellen
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3.1.6 Bakterienstam

Stamm

me

Merkmale

Referenz

E.coli Sure

E.coli DH5a

e14” (McrA") A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)171 sbcC recB
recJ umuC::Tn5(kan” uvrC
supE44 lac gyrA96 relA1 thi-1
endA1 [F" proAB lacl®Z AM15
Tn10 (tet")]

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA
glinV44 ®80 A(lacZ)M15
gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-
1 hsdR17

3.1.7 Medien und Zusatze

3.1.71 Zellkultur-Med

ien und -Zusatze

Greener et. al, 1990
(Stratagene)

Meselson und Yuan,
1968

Medium / Zusatz Hersteller
DMEM Zellkultur-Medium Sigma
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

FBS (Fetal Bovine Serum), Gold PAA

L-Glutamin

MEM Zellkulturmedium
(Modified Eagle’s Medium)
2x MEM Zellkultur-Medium
OPTI-MEM®| + GlutaMAX ™|
Penicillin-Streptomycin
Trypsin-EDTA

Gibco / Invitrogen

Sigma

Gibco / Invitrogen
Gibco / Invitrogen
Gibco / Invitrogen

Gibco / Invitrogen

3.1.7.2 Medien und Zusatze fiir die Bakterienkultur

Reagenz Hersteller
Bacto-Agar Difco
Bacto-Hefeextrakt Difco
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Reagenz Hersteller
Bacto-Trypton Difco
Ampicillin Sigma

3.1.8 Molekularbiologische Reagenziensatze

Kit

Hersteller

ECL (enhanced chemiluminescence)

GE Healthcare

GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis | Invitrogen
System

Qiagen DNeasy™ Blood and Tissue Kit | Qiagen
Qiagen Plasmid™ Maxi Kit Qiagen
Qiagen Plasmid™ Mini Kit Qiagen
Qiagen RNeasy™ Mini Kit Qiagen
QIAquick™ Gel extraction Kit Qiagen
QIAquick™ PCR purification Kit Qiagen
3.1.9 GroRenstandards

Bezeichnung Hersteller
Page Ruler™ Fermentas
Smart-Ladder Eurogentec
3.1.10 Enzyme

Enzym Hersteller
Proteinase K Roche
Restriktionsenzyme Roche / NEB
RNase A Roche Diagnostics
T4-DNA-Ligase Roche
Tag-DNA-Polymerase Invitrogen
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3.1.11 Antikorper und Antiseren

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper und Antiseren erkennen humane

Proteine. In eckigen Klammern ist angegeben, wie die jeweiligen Antikorper und

Antiseren flr Immunblot-Analysen (IB) und Immunfluoreszenzmikroskopische

Untersuchungen (IF) verdinnt wurden.

Primare Beschreibung / Hersteller
Antikorper
anti-Actin Monoklonaler Maus-Antikorper gegen Muskel-Actin (HUC1-1

anti-HSC70/HSP70

anti-hSGTA

anti-nSGTB

anti NS1 (Sp8)
anti-Phospho-
Histon H3

anti-rSGTA

anti-SV40-LT-Ag

anti-a-Tubulin

anti y-Tubulin

von MP Biomedicals) [IB 1:5.000].

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen die Chaperone HSC70
und HSP70 (SPA-820 von Stressgen). [IB 1:1.000]

Kaninchen-Antiserum gegen humanes SGTA. Das Antiserum
wurde von Dr. Celina Cziepluch und Annabel Grewenig
(Infektion und Krebs, DKFZ) hergestellt und Uber eine
Sepharosesaule, an der rekombinantes SGTA kovalent
gekoppelt war, aufgereinigt. [IB 1:1.000]

Kaninchen-Antiserum gegen humanes SGTB. Das Antiserum
wurde von Julia Kéllner und Annabel Grewenig (Infektion und
Krebs, DKFZ) hergestellt und Uber eine Sepharosesaule, an der
rekombinantes SGTB kovalent gekoppelt war, aufgereinigt. [IB
1:500]

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das parvovirale NS1-
Protein (Laborbestand). [IB 1:4.000].

Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen Phospho-Histon H3
(Ser10) (von Millipore). [IF 1:600]

Kaninchen-Antiserum gegen Ratten-SGTA. Das Antiserum
wurde von Dr. Celina Cziepluch und Annabel Grewenig
(Infektion und Krebs, DKFZ) hergestellt und Uber eine
Sepharosesaule, an der rekombinantes SGTA kovalent
gekoppelt war, aufgereinigt. [IB 1:1000].

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen SV40-T-Antigen (PAb416
von Abcam). [IB 1:100].

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen a-Tubulin (DM 1A von
Sigma). [IB 1:10000, IF 1:500]

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen y-Tubulin (GTU-88 von
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Primare Beschreibung / Hersteller

Antikorper

Sigma). [IF 1:2500]

anti VP Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen das parvovirale VP-
Peptid (Laborbestand) [IB 1:4.000].

Sekundare Antikorper Hersteller
Ziege-anti Kaninchen IgG, Alexa 488-konjugiert Invitrogen
[IF 1:500]

Ziege-anti-Kaninchen IgG, Meerrettichperoxidase konjugiert Dianova
[IB 1:10.000]

Ziege-anti-Maus 1gG, Meerrettichperoxidase konjugiert Dianova
[IB 1:10.000]

Ziege-anti-Maus 1gG, Cy3-konjugiert Dianova
[IF 1:100]

3.1.12 Oligonukleotide

3.1.12.1 DNA-Oligonukleotide

Alle DNA-Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon bezogen.

Oligonukleotide fiir die Verifizierung der U373-Zelllinien (pIRESneo, pIRES-A,
pPIRES-B) durch PCR:

- Primer NCBI A1: 5 TGG AAAATT TTG AGG CAG CAG TCC ACT 3°
- Primer NCBI A2: 5 TGG GCG TCC GAC TCC GGA TC 3°

- Primer NCBI neo1: 5 CGG CGG CTG CATACGCTT GA 3

- Primer NCBI neo2: 5 ACG AGG AAGCGG TCAGCCCAZ

- Primer NCBI B1: 5 AGCACCTGG TTTATG CAGTTATTC GT 3’
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- Primer NCBI B2: 5" AGG AAT GCTCTTCAGCGC TGC T 3’
- Primer NCBI B3: 5" CAA GCA CCT GGT TTATGC AGT TAT TCG 3’
- Primer NCBI B4: 5 GAATGC TCT TCAGCG CTGCTG C 3’

Oligonukleotide zur Konstruktion des pIRESneo3-muthSGTA-Plasmids:
- Primer A1: 5" GCT GAATTC AAG ATG GAC AAC 3’
- Primer A2: 5" GCT GCG GCC GCT CAC TCC TGC TGG 3’

Oligonukleotide zur Konstruktion des pIRESneo3-hSGTB-Plasmids:
- Primer B1: 5" CTG AAT TCAATA TGT CAT CTATC 3’
- Primer B2: 5" GCT GCG GCC GCT CAG GAATGC TC 3’

Oligonukleotide zur Konstruktion des pIREShyg3-SV40-LT-Ag-Plasmids:
- Primer Klon SV40 5: 5 CCGCGTACGTTATGT TTC AGG 3’
- Primer Klon SV40 6: 5'CGC GCC TTAAGA AGA TGG ATA AA 3

3.1.12.2 RNA-Oligonukleotide

Mit Ausnahme der sgtB-spezifischen Oligonukleotide (von Invitrogen) wurden alle

RNA-Oligonukleotide von Qiagen bezogen.

hsgtA-siRNA:

Zielsequenz: 5"AAC TTT GAA GCT GCC GTG CAT &
Sense: 5" CUU UGA AGC UGC CGU GCA UdTdT 3’
Antisense: 5" AUG CAC GGC AGC UUC AAA GdTdT 3°

gl2-siRNA: (Elbashir et al, 2001): Luziferase-spezifisch (Photinus pyralis)

Zielsequenz: 5" AAC GTA CGC GGAATACTT CGA 3’
Sense: 5 CGU ACG CGG AAU ACU UCG AdTdT 3°
Antisense: 5" UCG AAG UAU UCC GCG UAC GdTdT 3

sgtB-siRNA (B1):

Zielsequenz: 5 CCCTTT CAAACT CAGTGC CTGAAGA3Z’
Sense: 5 CCC UUU CAA ACU CAG UGC CUG AAGA T’
Antisense: 5" UCU UCA GGC ACU GAG UUU GAAAGG G 3
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sgtB-siRNA (B2):

Zielsequenz: 5" GGATCC CAATAATGC AGT TTACTAT 3°
Sense: 5" GGA UCC CAA UAA UGC AGU UUA CUA U 3’
Antisense: 5" AUA GUA AAC UGC AUU AUU GGG AuC C 3

3.1.13 Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Derivat von | Referenz

pIREShyg3 Expressionsvektor fur die Selektion Clontech
von eukaryontischen Zellen mit
Hygromycin. Tragt ein Hygromycin-
und ein Ampicillin-Resistenzgen.

pIREShyg3-LT-Ag |Enthalt die gesamte cDNA- pIREShyg3 |diese Arbeit
Sequenz von SV40gp6 (kodiert fur | (Clontech)
SV40-Large-T-Antigen) unter der
Kontrolle des CMV-Promotors.
Tragt ein Hygromycin- und ein
Ampicillin-Resistenzgen.

pIRESneo3d Expressionsvektor fur die Selektion Clontech
von eukaryontischen Zellen mit
Geneticin. Tragt ein Geneticin- und
ein Ampicillin-Resistenzgen.

pIRESneo3- Enthalt die gesamte cDNA- pIRESneo3 |diese Arbeit
hSGTB Sequenz von humanem sgtB unter |(Clontech)
der Kontrolle des CMV-Promotors.
Tragt ein Geneticin- und ein
Ampicillin-Resistenzgen.

pIRESneo3- Enthalt die mutierte cDNA- pIRESneo3 |diese Arbeit
muthSGTA Sequenz von humanem sgtA unter | (Clontech)
der Kontrolle des CMV-Promotors.
Tragt ein Geneticin- und ein
Ampicillin-Resistenzgen.

pXFlagNN-SGTB |Enthalt die gesamte cDNA- pBluescript |Diplomarbeit
Sequenz von humanem sgtB unter |1l SK* Julia Kollner
der Kontrolle des CMV-Promotors. |(Stratagene)|(Infektion
Tragt ein Ampicillin-Resistenzgen. und Krebs,
DKFZ)
pXhSGTA Enthalt die gesamte cDNA- pBluescript |diese Arbeit

Sequenz von humanem sgtA unter |1l SK*
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Bezeichnung Beschreibung Derivat von | Referenz

der Kontrolle des CMV-Promotors. |(Stratagene)
Tragt ein Ampicillin-Resistenzgen.

pXmuthSGTA Enthalt die mutierte cDNA- pXhSGTA |diese Arbeit
Sequenz von humanem sgtA unter
der Kontrolle des CMV-Promotors.
Tragt ein Ampicillin-Resistenzgen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

Alle unten im Einzelnen aufgefuhrten mikrobiologischen Methoden wurden gemaf

den in Sambrook et al., 1989, beschriebenen Protokollen durchgefuhrt.

3.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

3.2.1.1.1 E.coli-Plattenkultur

E.coli-Bakterien wurden mit Hilfe eines Drigalski-Spatels auf LB-Platten ausplattiert,
welche dann umgedreht Uber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. Durch Zugabe eines
geeigneten Antibiotikums (z.B. Ampicillin [75 mg/l]) zum LB-Medium konnte auf
Plasmid-tragende Bakterien selektioniert werden. Vor dem Gielen der Platten wurde
das Medium autoklaviert. Das Antibiotikum wurde erst nach Abkuhlen des Mediums

auf ca. 50 °C zugegeben.

- LB (Luria Broth; Miller, 1972): 1 % Bacto Trypton
0,5 % Bacto Hefeextrakt
0,5 % NaCl

- LB-Platten (1,5 %): 11LB
15 g Bacto-Agar

3.2.1.1.2 E.coli-Flussigkultur

Zur Herstellung einer Flussigkultur wurde die gewlnschte Menge LB-Medium, dem
gegebenenfalls bendtigtes Antibiotikum zugesetzt wurde, mit Bakterien beimpft. Die
Bakterien stammten entweder von einer Einzelkolonie, die auf einer geeigneten LB-
Platte gewachsen war, oder aus flussigen Vorkulturen. Die Kulturen wurden dann, je
nach bendtigter Zelldichte, GUber Nacht oder fur einige Stunden in ausreichend
grolen Erlenmeyerkolben oder in Reagenzglasern (fur Plasmid-Minipraparationen)
auf einem Schattler bei 180 - 220 rpm und 37 °C inkubiert.
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3.2.1.2 Langzeit-Lagerung von E.coli-Zellen

Je 1,2 ml einer frischen Ubernachtkultur wurden in KryogefaRRe Uberfihrt und mit 400

Ml 80 % Glycerol versetzt (,Glycerolstock®). Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.1.3 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte

Zur Bestimmung der Bakteriendichte wurde die optische Dichte (OD) der
Bakterienkultur bei einer Wellenlange von A = 600 nm im Vergleich zum unbeimpften

LB-Medium mit Hilfe eines Photometers ermittelt.

3.2.1.4 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Kompetenz ist die Fahigkeit von Zellen, frei im umgebenden Medium vorhandene
DNA aufzunehmen. Nur bestimmte Bakterienarten zeigen eine naturliche
Kompetenz, d.h. sie besitzen spezielle Gene, deren Genprodukte flr die Erkennung
von DNA, deren Aufnahme in die Zelle und die Integration in das Genom durch
Rekombination verantwortlich sind.

Nicht natlrlich kompetente Bakterien wie E.coli kdnnen durch eine Calciumchlorid-
Behandlung mit anschlieRendem Hitzeschock kompetent gemacht werden. Alternativ
kann in sogenannte elektrokompetente Bakterien DNA mittels Elektroporation
eingeschleust werden. Nur Bakterien, die sich in der 2. Halfte der logarithmischen /
exponentiellen Wachstumsphase (ODgyp von 0,5 bis 0,9) befinden, sind zur
Aufnahme von DNA fahig.

Zur Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurde ein Liter einer exponentiell
wachsenden E.coli-Kultur mit einer ODggo von 0,5 bis 0,9 auf 4 °C abgekunhlt, indem
der Erlenmeyerkolben mit der Kultur fur ca. 20 min in ein Eiswasserbad gestellt und
zwischendurch mehrmals geschwenkt wurde. Die Bakterien wurden anschliel3end
insgesamt dreimal gewaschen. Dazu wurden sie jeweils bei 4.000 xg und 4 °C
abzentrifugiert und das Bakterien-Pellet einmal in 1 | H,O bidest (4 °C), einmal in 500
ml H,O bidest (4 °C), sowie einmal in 20 ml 10 % Glycerin (4 °C) resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation wurden die Bakterien in 1-2 ml 10 % Glycerin (4 °C)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf Eis aliquotiert (200 ul pro
Eppendorfreaktionsgefal®) und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei -80 °C.
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3.2.1.5 Elektroporation von E. coli-Zellen

Die Elektroporation ist eine Methode, Zellmembranen permeabel zu machen, um so
DNA in Zellen einzuschleusen (Transformation). Durch ein elektrisches Feld, das in
der Regel durch einen sich schnell entladenen Kondensator erzeugt wird, entstehen
in der behandelten Zellmembran mikroskopisch kleine Locher, die sich innerhalb von
Millisekunden wieder schlieBen. Fugt man dem umgebenden Medium vorher freie
DNA hinzu, so kann diese von den Zellen aufgenommen und in den Zellkern
transportiert werden.

40 pul der Suspension mit den elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis
aufgetaut, mit 1-2 pl der zu transformierenden DNA-L6sung (10-200 ng) vermischt
und unmittelbar danach in einer eisgekuhlten Elektroporationskivette (0,2 cm
Elektrodenabstand) bei 200 Q, 1,75 kV und 25 uFd elektroporiert. Der 1-Wert lag bei
4.5-5 msec. AnschlieRend wurden die Bakterien mit 1 ml LB-Medium aus der Kiivette
gespult und in ein Eppendorfreaktionsgefal® Uberfuhrt. Es folgte eine 30- bis 45-
mindtige Inkubation unter leichtem Schatteln bei 37 °C. SchlieBlich wurden die
Bakterien mit Hilfe eines Drigalski-Spatels auf LB-Platten mit geeignetem

Antibiotikum ausplattiert.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Kultivierung von Zellen

Etablierte humane Zellen und Maus-Zellen (3T3MEFs) wurden in 10 cm-Plastik-
Gewebekulturschalen bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit mit jeweils 10 ml
DMEM-Zellkulturmedium kultiviert. Damit die Zellen nicht zu dicht wachsen, wurden
sie alle 2 Tage in Verhaltnissen von 1:5, 1:10 oder 1:20 auf neue 10 cm-Schalen
ausgesat (,Splitten®). Dabei wurde zunachst das Medium von der Schale abgesaugt.
Anschlie®end wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin gespult. Nach dem Absaugen des
Trypsins wurde erneut 1 ml Trypsin auf die Zellen pipettiert und die Schale wurde fur
3 bis 5 min in den Brutschrank gestellt. SchlieRlich wurden 9 ml Medium in die
Schale mit den durch das Trypsin abgelosten Zellen pipettiert. Je nach ,Split*-
Verhaltnis wurden dann 0,5 bis 2 ml aus dieser Schale in die neuen Schalen

uberfihrt und mit 10 ml frischem Medium versetzt.
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- DMEM-Zellkulturmedium (pH 7,2; mit 10 % FBS,
100 pg/ml Penicillin-Streptomycin,
2 mM L-Glutamin)

3.2.2.2 Gewinnung von embryonalen Maus-Zellen (mouse
embryonic fibroblasts, MEFs)

Schwangere Maus-Weibchen (B6.129P2; heterozygot fur SGTA und —B) wurden
13,5 Tage (bzw. 16 Tage fur 3T3MEFs) nach der Verpaarung getotet und der Uterus
wurde entnommen. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden an einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt. Die Embryonen wurden aus dem Uterus herausprapariert und mit 1x
PBS gewaschen. Jeder Embryo wurde einzeln in eine separate, nummerierte 6 cm-
Kulturschale gelegt und alle Blut fihrenden Teile (Plazenta, Herz, Leber) wurden
entfernt; der Kopf wurde abgeschnitten und zur Gewinnung von DNA fir eine
Genotypisierungs-PCR verwendet. AnschlieBend wurde jeder Embryo erneut mit 1x
PBS gewaschen, in eine frische nummerierte Schale tberfihrt und mit einer Schere
zerkleinert. Das Gewebe wurde mit 500 ul Trypsin-EDTA-L6sung (5 mM; 0,25 %)
bedeckt und 5 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden pro
Schale 2,5 ml DMEM-Kulturmedium zugegeben um den Trypsin-Verdau zu stoppen.
Zur Homogenisierung wurde das Gewebe jeweils 2-3 Mal mit einer Einwegspritze
durch Kanulen mit abnehmendem Durchmesser (1,2 mm; 0,9 mm; 0,7 mm) gezogen;
bei der Gewinnung von 3T3MEFs war eine Homogenisierung des Gewebes mit nur
einer Kanule (Durchmesser 1,2 mm) ausreichend. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension mit 2 ml Kulturmedium versetzt (Gesamtvolumen 5 ml) und auf zwei
(identisch nummerierte) 6 cm-Kulturschalen aufgeteilt (je 2,5 ml pro Kulturschale).
Die MEFs wurden nun fur 6 bis 8h im Brutschrank bei 37 °C, 5 %CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert, dann wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt um eventuell
vorhandene tote Zellen zu entfernen.

Bei der Gewinnung von primaren MEFs wurden die Zellen am folgenden Tag im
Verhaltnis 1:3 gesplittet. Zur Langzeitlagerung der MEFs wurden sie nach
anschlie3ender 48-stlndiger Inkubationszeit trypsiniert, mit Kulturmedium versetzt, in
Falconréhrchen Uberfuhrt und bei 200 xg 4 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen
wurden mit Kulturmedium und 2x Einfriermedium (50 % FCS, 20 % DMSO, 30 %
Kulturmedium) im Verhaltnis 1:1 versetzt, resuspendiert und in Kryogefalie Uberfuhrt
(1 ml pro Kryogefaly). Anschlieend wurden die Kryogefalle in mit Isopropanol

beflllten Boxen bei -80 °C eingefroren und am folgenden Tag in einem Behalter mit
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Flissigstickstoff (-196 °C) untergebracht. Um immortalisierte 3T3MEFs zu erhalten
wurde wie unter 3.2.2.3 beschrieben vorgegangen.

3.2.2.3 Etablierung von 3T3MEFs

Die Etablierung von immortalisierten 3T3MEFs erfolgte nach dem Protokoll von
George Todaro und Howard Green (Todaro und Green, 1963). Daflr wurden MEFs
von 16 Tage alten Embryonen wie unter 3.2.2.2 beschrieben gewonnen. Im
Anschluss an den Mediumwechsel am Tag der Praparation erfolgte eine 3-tagige
Inkubation der MEFs im Brutschrank. Danach wurden die MEFs trypsiniert, mithilfe
des ,CASY® Cell Counter + Analyser* gezahlt (sieche 3.2.2.9), in einer Dichte von
3x10° Zellen pro 6 cm-Kulturschale ausgesét und wiederum 3 Tage im Brutschrank
kultiviert. Diese Prozedur wurde so fortgefuhrt bis die ,Krise“ (Rlickgang der Zellzahl;
nach etwa 15-30 Passagen) Uberwunden war und die Zellen ein unbegrenztes

Wachstum zeigten.

3.2.2.4 Transfektion von Kulturzellen mit Plasmid-DNA
(Calciumphosphat-Methode)

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryontische
Zellkulturzellen. Das am haufigsten verwendete Transfektionsverfahren ist die
Calciumphosphat-Prazipitation. In einem Gemisch aus Calciumchlorid und
Natriumphosphat bindet sich die zu Ubertragende DNA an ausfallendes
Calciumphosphat. Die ausgefallenen Kristalle werden der Zellkultur zugegeben und
von den Zellen durch Endocytose aufgenommen.

Am Tag vor der Transfektion wurden die zu transfizierenden Zellen in 10 cm-Schalen
ausgesit (10° Zellen pro Schale) und (iber Nacht bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. FUr jede Schale wurde ein Eppendorfreaktionsgefaly
vorbereitet, das 50 ul CaCl, und etwa 10 ug der DNA enthielt, mit der die Zellen
transfiziert werden sollten. Die Ansatze in den Eppendorfreaktionsgefallen wurden
mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 500 pl aufgeflllt. Anschlielend wurden pro
Ansatz langsam 500 pl 2,5 M 2x HBS zugetropft; nach ein paar Tropfen wurde der
Inhalt des Eppendorfreaktionsgefalles stets mit dem Vortex-Gerat gemischt. Auf jede
Schale mit den am Vortag ausgesaten Zellen wurde dann der Inhalt eines
Eppendorfreaktionsgefalles pipettiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Ansatz

-44 -



Material und Methoden

in kleinen Tropfen gleichmaRig Uber die ganze Schale verteilt wurde. Nach 48-
stundiger Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen
entweder gesplittet, um sie weiter zu kultivieren, oder sie wurden zwecks der

Herstellung von Zellextrakt geerntet.

-2x HBS: 280 mM NacCl
50 mM Hepes
1,5 mM Na,HPO, ; pH7,1

3.2.2.5 Transfektion von MEF-Zellen mit Plasmid-DNA

Die Transfektion von MEF-Zellen (immortalisierte 3T3MEFs und primare MEFs)
erfolgte mit der Lipofectamin LTX- und der Plus-Reagenz von Invitrogen (Darmstadt),
da bei den MEFs mit dieser Methode eine hohere Transfektionseffizienz erreicht
werden konnte als mit der Calciumphosphat-Methode. Am Vortag der Transfektion
wurden die MEFs in 6-well-Kulturplatten ausgesat. Die Zellen wurden dafur zuvor in
DMEM-Zellkulturmedium ohne Penicillin-Streptomycin aufgenommen. Pro well
wurden 7,5x10* Zellen in 2,5 ml Medium ausgesét und anschlieBend fiir ca. 18h im
Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Am Tag der
Transfektion wurden 500 pl OPTIMEM-I-Medium (die angegebenen Volumina /
Massen entsprechen jeweils den fur ein well bendtigten Volumina / Massen) mit 1,25
Mg der Plasmid-DNA gemischt; dann wurde 1,25 pl Plus-Reagenz hinzugefligt und
die Mischung 5 min bei RT inkubiert. AnschlielRend wurden 6,25 ul Lipofectamin LTX-
Reagenz hinzugegeben und gut gemischt. Nach einer 30-minutigen Inkubationszeit
bei RT wurde das Transfektat den Zellen zugegeben; die 6-well-Kulturplatten wurden
im Anschluss kurz geschwenkt um das Transfektat gleichmalig zu verteilen.
Abhangig vom jeweiligen Experiment wurden die Zellen anschlieRend fir weitere 24
bis 48h bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.2.2.6 Transfektion von Kulturzellen mit siRNA

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion in 6-well-Kulturplatten ausgesat
(5x10* Zellen pro well) und fiir ca. 18 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum Zeitpunkt der Transfektion sollten die Zellen zu 30 %
konfluent gewachsen sein. Die Transfektion von siRNA Oligonukleotiden erfolgte mit

der Oligofectamin-Reagenz (Invitrogen) nach dem Protokoll des Herstellers. Dazu
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wurden (pro Transfektat) zwei Ansatze getrennt vorbereitet; die angegebenen
Volumina entsprechen jeweils den fur ein well bendtigten Volumina. In einem ersten
Ansatz wurden 10 pl der jeweiligen siRNA-Losung (siRNA: 20 pM) mit 175 ul
OPTIMEM-I-Medium gemischt, wahrend im zweiten Ansatz 3 ul Oligofectamin-
Reagenz mit 12 pyl OPTIMEM-I-Medium versetzt wurden. Beide Ansatze wurden
dann fur 5 bis 10 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die beiden Losungen
vereint und fur weitere 30 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die
ausgesaten Zellen einmal mit OPTIMEM-I-Medium gewaschen und danach mit 800
pI OPTIMEM-I-Medium Uberschichtet. SchlieRlich wurde das Transfektat (200 ul) den
Zellen zugegeben; um es gut zu verteilen wurden die 6-well-Kulturplatten kurz
geschwenkt. Nach einer 4-stindigen Inkubationszeit im Brutschrank wurden pro well
500 pl DMEM-Kulturmedium mit 30% FBS zugegeben (Endvolumen 1,5 ml).
Anschlielend wurden die Zellen fur weitere 48h bei 37 °C, 5 % COz und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.2.2.7 Etablierung stabiler Zellinien durch Antibiotika-Selektion

Durch die Transfektion von Zellen mit Plasmiden, die ein Antibiotikum-Resistenzgen
tragen, kdnnen in Anwesenheit des jeweiligen Antibiotikums stabile Zellinien etabliert
werden, bei denen das Plasmid mit dem Resistenzgen in das Zellgenom eingebaut
wurde und die daher — im Gegensatz zu untransfizierten Zellen. —. Uberleben. Enthalt
das Plasmid zusatzlich zu dem Resistenzgen weitere Gene, so werden diese
ebenfalls stabil von den Zellen exprimiert.

FiUr die Etablierung stabiler Zellinien durch Antibiotika-Selektion wurde zunachst die
Konzentration des jeweiligen Antibiotikums ermittelt, bei der etwa 5 bis 10 Tage nach
Zugabe des Antibiotikums 100 % der Zellen tot waren. Dazu wurden die Zellen in
unterschiedlicher Dichte (2,5x10%, 5x10* bzw. 7,5x10* Zellen pro well) in 6-well-
Platten ausgesat, am Folgetag mit ansteigenden Konzentrationen des Antibiotikums
(0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1200 ug / ml) versetzt und bei
37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Da Antibiotika bei 37 °C nur wenige
Tage stabil sind wurde alle 3 Tage das Medium gewechselt und frisches
Zellkulturmedium mit derselben Antibiotikum-Konzentration hinzugegeben. Die Zellen
wurden regelmafig lichtmikroskopisch betrachtet und nach 10 Tagen wurde die

niedrigste Konzentration bestimmt, bei der alle Zellen tot waren. Diese Konzentration
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betrug fur Geneticin (G418) bei U373-Zellen 800 ug / ml und fir Hygromycin B bei
3T3MEFs 250 pg / ml.

Die Ausgangs-Zellen fur die Etablierung stabiler Zellinien (U373-Zellen bzw.
3T3MEFs) wurden in 10 cm-Zellkulturschalen ausgesat (1x10° Zellen / Schale) und
am darauffolgenden Tag mit Plasmiden transfiziert, die ein Neomycin- bzw. ein
Hygromycin B-Resistenzgen tragen. Das Neomycin-Resistenzgen kodiert fur eine
Aminoglykosid-Phosphotransferase und verleiht Resistenz gegen Geneticin,
wahrend das Hygromycin-B-Resistenzgen durch die Kodierung der Hygromycin B-
Phosphotransferase Resistenz gegen Hygromycin B verleiht. Nach der Transfektion
wurden die Zellen fur 48 h bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert, bevor sie
mit den oben genannten Konzentrationen des entsprechenden Antibiotikums versetzt
wurden. Alle 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem Antibiotikum-haltigem
Medium. Nach etwa 10 Tagen wurden die Uberlebenden Zellen gepoolt, in
Anwesenheit des Antibiotikums einige Tage weiterkultiviert und dann trypsiniert,

aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.2.8 Zellzahlbestimmung mit der Neubauerkammer

Zur Bestimmung der Anzahl von Zellen in einem bestimmten Volumen wurde eine
Neubauerkammer verwendet. Diese besteht aus einem Objekttrager, auf dessen
Oberflache 2 Quadrate, die in 4 x 16 kleinere Quadrate eingeteilt sind, eingraviert
sind, und einem Deckglaschen, das auf diesen Objekttrager gepresst und durch
Adhasionskrafte festgehalten wird. Die Zellen wurden mit Trypsin abgeldst, in
Medium aufgenommen und sorgfaltig durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt.
Jeweils ein Tropfchen der Suspension wurde oben und unten an den Rand des
Deckglaschens pipettiert und durch die wirkenden Adhasionskrafte unter das
Deckglaschen gezogen. AnschlieRend kann man die Neubauerkammer unter dem
Lichtmikroskop betrachten und die Zellen zahlen. Die Anzahl der Zellen in 16
Quadraten entspricht der Zellzahl in 0,1 yl. Durch Multiplikation dieser Zahl mit 10*

erhalt man die Anzahl der Zellen pro ml in der Ausgangssuspension.
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3.2.2.9 Zellzahlbestimmung mit dem ,,CASY® Cell Counter +
Analyser*

Die Zellzahl von MEFs wurde mit einer ,CASY® Cell Counter + Analyser“- Apparatur
der Firma innovatis bestimmt. Die Zellen (1: 50 oder 1:200 verdiinnt in CASY® ton,
einer isotonischen Salzlésung) werden bei dieser Methode eine nach der anderen in
einer Prazisionsmesspore ausgerichtet und einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die
Ergebnisse der Messung jeder einzelnen Zelle werden in einem Kkalibrierten
Mehrkanalmessgerat mit uber 500.000 Kanalen akkumuliert und verarbeitet; auf

diese Weise werden Informationen Uber Zellzahl, -volumen und -vitalitat generiert.

3.2.2.10 Asynchrone Zellen ernten / Herstellung von Zellextrakt

Von den Schalen mit den zu erntenden Zellen wurde zunachst das Medium
abgesaugt. Die Zellen auf jeder Schale wurden mit jeweils 1 ml Trypsin gespult.
Nach kurzem Schwenken der Schalen wurde das Trypsin wieder abgenommen und
durch jeweils 1 ml frisches Trypsin ersetzt. Nach etwa 10-minutiger Inkubation im
Brutschrank wurden ca. 2-3 ml 1x PBS auf jede Schale gegeben. Die abgeldsten
Zellen wurden dann mitsamt dem Trypsin und dem PBS in 50 ml-Falconréhrchen
gesammelt. Nach grundlichem Resuspendieren und Mischen wurde die Zellzahl mit
der Neubauerkammer bestimmt und die Zellen durch Zentrifugation des
Falconréhrchens (5 min, 200 xg, RT) pelletiert. Der Uberstand wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Pellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert und in
ein Eppendorfreaktionsgefall Uberfahrt. Nach Zentrifugation des
Eppendorfreaktionsgefalies in einer Tischzentrifuge wurde der Uberstand abgesaugt
und das Pellet bei -80 °C eingefroren. Wurde Zellextrakt hergestellt, der fur die
Analyse durch SDS-PAGE (siehe 3.2.5.5) und anschlieBenden Western Blot (siehe
3.2.5.8) vorgesehen war, so wurden die im Eppendorfreaktionsgefald pelletierten
Zellen in 2x Lammli-Puffer resuspendiert (pro 100.000 Zellen 7,5 pl 2x Lammli-
Puffer) und bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

- 2x Lammli-Puffer: 4 % SDS
20 % Gilycerol
120 mM Tris HCI; pH 6,8
0,02 % Bromphenolblau
2 % B-Mercaptoethanol
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3.2.2.11 Arretierung von MEFs in der Prometaphase der Mitose

Zur Arretierung von MEFs in der Prometaphase der Mitose wurde dem Kulturmedium
Nocodazol (Endkonzentration 0,035 pg/ml) zugegeben. Anschliefend wurden die
Zellen fur bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Sobald die Zellen
die Prometaphase erreicht hatten verblieben sie fir mehrere Stunden in diesem
Stadium der Mitose. 24h nach der Nocodazol-Zugabe erfolgte ein ,Release“ der

MEFs aus der Arretierung in der Prometaphase (siehe 3.2.2.12).

3.2.2.12 Aufhebung der Arretierung von MEFs in der Prometaphase
der Mitose (=“Release*)

24 h nach der Zugabe von Nocodazol wurde das Medium (mitsamt den abgeldsten
mitotischen Zellen) mit einer Plastikpipette von der Kulturschale abgenommen und in
ein 15 ml-Falconréhrchen Uberflhrt; es folgte eine 5-minutige Zentrifugation bei 200
xg. Wahrenddessen wurden die auf der Schale verbliebenen Zellen 2 Mal mit 10 ml
warmem DMEM (ohne Zusatze) gespult und anschlielend mit 5 ml warmem DMEM-
Kulturmedium versetzt. Die pelletierten Zellen wurden in 5 ml warmem DMEM-
Kulturmedium resuspendiert und zu den Zellen auf der Schale pipettiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fir 6 bis 48h bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert bevor sie zurm Zweck der Durchflusszytrometrischen

Zellzyklusanalyse geerntet wurden.

3.2.2.13 Durchflusszytometrische Analyse von Zellpopulationen

Die zu analysierenden Zellen wurden trypsiniert und die Zellsuspension wurde in
Falconrohrchen dberfuhrt. Nach Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-
Zahlkammer (siehe 3.2.2.9) wurden die Zellen sedimentiert (200 xg, 4 min, 4 °C) und
das Zellpellet drei Mal mit je 10 ml vorgewarmtem 1x PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden je 1x10° Zellen in ein 2 ml-Eppendorfréhrchen berfiihrt und mit 80 %igem
Methanol (eiskalt) Gber Nacht (oder langer) bei -20 °C fixiert. Am Tag der Analyse
wurden die Zellen sedimentiert (200 xg, 4 min, 4 °C) und mit 1x PBS gewaschen. Fur
Zellzyklusanalysen wurden die mit PBS gewaschenen Zellen fur 30 min bei 37 °C mit
100 pl/ml RNase A inkubiert. Im Anschluss wurde den Zellen der DNA-bindende
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid [Ex. (305) 536, Em. 620] (Endkonzentration 50

pg/ml] zugegeben und die Zellen wurden fur 45 min auf Eis inkubiert. Die Analyse
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erfolgte an einem Durchflusszytometer (FACScan) der Firma Becton Dickinson; zur

Auswertung wurde das Programm Cell Quest (Version 5.2.1) verwendet.

3.2.2.14 Softagar-Assay

Fur die Proliferation von Fibroblasten oder Epithelzellen in Kultur ist normalerweise
der Kontakt zu Plastik- oder Glasflachen notwendig. Sogenannte transformierte
Zellen wachsen jedoch unabhangig von solchen Kontakten und kénnen daher auch
in halbflussigen Medien wie Weichagar zu grofderen Verbanden, sogenannten
Zellklonen, heranwachsen. In einem Softagar-Assay kann man die Fahigkeit von
Zellen untersuchen, einen transformierten Phanotyp zu unterstitzen. Bei den in
dieser Arbeit beschriebenen Softagar-Assay-Experimenten wurden wildtyp und
SGTA und -B doppelknockout 3T3MEFs analysiert, die das SV40-Large-T-Antigen
stabil exprimierten, und Kontroll-3T3MEFs, bei denen nur das Hygromycin B-
Resistenzgen stabil in das Genom integriert vorlag. Durch seine Interaktion mit den
zellularen Proteinen pRb (Retinoblastom-Protein) und p53 ist das SV40-Large-T-
Antigen in der Lage, eine Vielzahl von Zelltypen in Kultur und in transgenen Tieren
zu transformieren.

Am ersten Tag wurde der sogenannte ,Base-Agar‘ gegossen; im Folgenden sind die
Volumina angegeben, die fur zwei 6-well-Platten bendtigt werden. 12 ml 2x DMEM
(37 °C) wurden mit 3 ml FCS versetzt; dann wurden 12 ml 1,6 % Agarose (50 °C)
hinzugegeben und das Ganze durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einer
Plastikpipette gut gemischt. Pro well wurden 1,5 ml der Mischung ausplattiert. Nach
etwa 30 min Standzeit auf der sterilen Werkbank war der Agar ausgehartet; die 6-
well-Platten wurden dann bis zum nachsten Tag bei 37 °C und 5 % CO; im Inkubator
aufbewabhrt.

Auf den ,Base-Agar‘ wurde am darauffolgenden Tag der ,, Top-Agar* aufgetragen, der
die zu untersuchenden Zellen enthielt; die angegebenen Volumina fur einen 14-
fachen Mix sind fur eine 6-well-Platte ausreichend. 6 ml 2x DMEM wurden in einem
50 ml-Falconrohrchen mit 1,5 ml FCS gemischt und im Wasserbad auf 37 °C
erwarmt. Wahrdendessen wurden die Zellen geerntet, gezahlt und die gewlnschte
Menge (14x, also z.B. bei 10.000 Z. / well: 140.000 Z.) in ein 15 ml-Falcon Uberflhrt.
Nach 3-minitiger Zentrifugation bei 1.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen
und das Zellpellet in 300 yl DMEM (mit 1 % FCS) resuspendiert. Die im Wasserbad
aufgewarmte Mischung aus 2x DMEM und FCS wurde mit 1 % Agarose (50 °C)

-50 -



Material und Methoden

gemischt und fur 2 min zum Abkuhlen in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt.
Anschlie®end wurden die Zellen zu der Mischung hinzugegeben und die Suspension
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gut gemischt; dann wurde 1 ml der
Suspension pro well ausplattiert. Nach 30-minutiger Aushartung unter der sterilen
Werkbank wurde der Agar in jedem well mit 3 ml Zellkulturmedium bedeckt und die
6-well-Platten bei 37 °C und 5 % CO; fur 4 Wochen inkubiert; dabei wurde einmal pro
Woche das Medium vorsichtig abgenommen und durch frisches Medium ersetzt.
Nach 4 Wochen wurde das Medium erneut abgenommen und der Agar mit
Kristallviolett-Losung gefarbt, um die Zellklone besser sichtbar zu machen. Dazu
wurden 500 pl Kristallviolett-Losung (0,005 %) in jedes well pipettiert; nach 1-
stundiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, konnte der Softagar-Assay dann

analysiert und zur Dokumentation gescannt werden.

- 2x DMEM: 6,65 g DMEM-Pulver
1 g NaHCOs3
+ 200 ml H2O; pH auf 7,0 — 7,3 einstellen mit HCI
ad 250 ml H,0; Sterilfiltration
+ 5 ml Penicillin / Streptomycin

3.2.3 Virologische Methoden

Alle in dieser Arbeit beschriebenen virologischen Experimente wurden von Annabel
Grewenig (DKFZ, Infektion und Krebs) durchgefuhrt.

3.2.3.1 Virusinfektion von MEF-Zellen

Fir die Virusinfektion von MEFs (primare MEFs und 3T3MEFs) wurden 6x10° Zellen
pro 10 cm-Kulturschale ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium entfernt. Die
Virussuspension wurde entsprechend der verwendeten MOI (multiplicity of infection)
in 1 ml serumfreiem Medium (fir eine 10 cm-Schale) verdunnt und zu den Zellen
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C und 5 % CO; unter
regelmalligem Schwenken wurde die Virussuspension wieder abgenommen. Die
Zellen wurden anschlief3end mit 10 ml frischem Zellkulturmedium versetzt und bis zur
Ernte bei 37 °C und 5 % CO, weiterkultiviert. Die Zellen wurden stets mit einer MOI

von 0,1 pfu (plaque forming units) / Zelle infiziert (siehe 3.2.3.3).
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3.2.3.2 Virusgewinnung aus MEF-Zellen

Zur Virusgewinnung aus MEFs (primare MEFs und 3T3MEFs) wurden die infizierten
Zellen 24, 48 oder 72 h nach der Infektion trypsiniert und gezahit. 50 % der Zellen
wurden fur eine Western Blot- und 25 % fur eine Southern Blot-Analyse prapariert,
wahrend die restlichen 25 % der Zellen fur die Virusgewinnung und anschliellende
Virustiterbestimmung verwendet wurden. Dazu wurden die Zellen durch eine 5-
minutige Zentrifugation bei 400 xg sedimentiert; das Pellet wurde in 250 pl vTE-
Puffer resuspendiert und in ein Eppendorfreaktionsgefall Gberfuhrt. Um die Zellen
aufzuschlielRen wurde eine Frier-Tau-Lyse durchgeflihrt. Dabei wurde das Zellpellet
in dem Eppendorfreaktionsgefall dreimal in flussigem Stickstoff eingefroren und
jeweils im 37 °C-Wasserbad wieder aufgetaut; dann erfolgte eine 10- bis 15-minutige
Zentrifugation bei 800 xg. Der Uberstand enthielt das Virus und wurde anschlieRend

fur die Virustiterbestimmung durch Plague Assay verwendet.

- VTE-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,3
0,5 mM EDTA

3.2.3.3 \Virustitration (Plaque Assay)

Fir die Virustiterbestimmung wurden 6x10° NBK-Zellen in 4 ml MEM
Zellkulturmedium (mit 5 % FBS) pro 6 cm-Schale ausgesat. Am nachsten Tag wurde
das Medium entfernt und 400 pl (pro Schale) des zu titrierenden Virus in
verschiedenen Verdiinnungen (10 bis 107) zu den Zellen gegeben. Nach 1-
stundiger Inkubationszeit bei 37 °C und 5% CO, unter regelmaligem Schwenken
wurde die Virussuspension abgenommen und die Zellen mit 7 ml Uberzugsmedium
Uberschichtet. Nachdem das Uberzugsmedium erstarrt war wurden die Kulturschalen
in den Inkubator gestellt und die Zellen fur 5 Tage bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.
Zur Farbung der Zellen wurden sie mit 3 ml Neutralrot-Uberzugsmedium-Mix
uberschichtet und Gber Nacht im Brutschrank weiter inkubiert. AnschlieRend wurde
die Anzahl der Plaques auf jeder Schale bestimmt und der Virustiter berechnet. Der
Virustiter wird in pfu (plaque forming units) / ml angegeben und berechnet sich wie

folgt:

pfu/ml=Px10*x 2,5
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P: durchschnittliche Anzahl der Plaques einer Virusverdinnung

X: absoluter Wert der Verdinnungsstufe

- Uberzugsmedium: 5 Teile auf 37 °C erwarmtes 2x MEM (17,5 % FCS, 2 %
Glutamin, 2 % Gentamicin) wurden mit
3 Teilen geschmolzenem, auf 48 °C abgekuhltem 2 %igen
Bacto-Agar (in H,O) gemischt

- Neutralrot-Uberzugsmedium-Mix: 15 Teile 2x PBS und
2 Teile Neutralrotlésung
wurden auf 37 °C erwarmt und mit
15 Teilen geschmolzenem, auf 48 °C
abgekihltem 2 %igen Bacto-Agar (in H20)
gemischt

3.2.4 Praparation, Analyse und Modifikation von
Nukleinsauren

Alle Methoden zur Praparation, Analyse und Modifikation von Nukleinsauren wurden
entsprechend den in Sambrook et al., 1989, beschriebenen Protokollen durchgefiihrt.

Einzelheiten der jeweiligen Methoden sind unten aufgefuhrt.

3.2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien wurden - je nach
gewunschter Ausbeute — DNA-Mini- bzw. Maxi-Praparations-Kits von Qiagen
verwendet. Beide Kits beruhen auf demselben Prinzip, der alkalischen Lyse mit
anschlieBender Reinigung der DNA. Zunachst werden die Bakterien pelletiert. Das
Pellet wird dann in einem Puffer resuspendiert, der eine RNase zur Degradation der
RNA enthalt. Durch Zugabe eines Puffers, in dem NaOH und das Detergens SDS
enthalten sind, werden die Bakterien lysiert. SDS zerstort die Zellmembran und
denaturiert Proteine, NaOH denaturiert Proteine sowie chromosomale DNA und
Plasmid-DNA. Aufgrund ihrer Konformation ist die Plasmid-DNA jedoch in der Lage,
vollstandig zu renaturieren, wohingegen die chromosomale DNA prazipitiert, wenn
die Neutralisation durch Zugabe eines Kaliumacetat-haltigen Puffers erfolgt. Durch
Zentrifugation konnen die denaturierte chromosomale DNA, denaturierte Proteine,
RNA-Fragmente und das SDS, welches mit Kalium einen Komplex bildet, pelletiert
werden. Bei diesem Zentrifugationsschritt setzen sich auflerdem Zellmembran- und

Zellwandbestandteile im Pellet ab. Die Plasmid-DNA befindet sich dagegen im

-53 -



Material und Methoden

Uberstand. Sie wird anschlieBend an eine stationdre Phase (hier: Anionen-
Austauschsaule) gebunden, mit einem Isopropanol-haltigen Puffer gewaschen und

dann eluiert.

3.2.4.1.1 Plasmid-Minipraparation

Zur schnellen Uberpriifung von Klonierungsschritten wurde Plasmid-DNA im kleinen
Malistab (max. Ausbeute: 20 ug) prapariert, um damit anschlielend
Restriktionsanalysen durchzuflihren.

Einzelne Bakterienkolonien wurden mittels steriler Pipettenspitzen von Agarplatten
gepickt und in jeweils 4 ml LB mit dem entsprechenden Antibiotikum Uber Nacht
schittelnd bei 37 °C inkubiert.

3 m (2 mal 15 ml) jeder Kultur wurden am folgenden Tag in
Eppendorfreaktionsgefallen in einer Tischzentrifuge bei 15.500 xg und RT fur ca. 1
min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 250 pl
Puffer P1 resuspendiert. AnschlieRend wurden 250 ul Puffer P2 hinzugegeben und
durch mehrmaliges Drehen des Eppendorfreaktionsgefalles mit der
Bakteriensuspension gemischt. Nach maximal 5 min erfolgte die Zugabe von 350 ul
Puffer N3 zu dem Bakterien-Lysat. Nach sofortigem Mischen durch mehrmaliges
Drehen des Eppendorfreaktionsgefalles schloss sich ein  10-minutiger
Zentrifugations-Schritt (15.500 xg) an. Der Uberstand wurde auf eine Mini-Saule
(QIAprep spin Column) pipettiert, welche in ein Eppendorfreaktionsgefald gestellt und
1 min bei 15.500 xg zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen. Durch die
Zugabe von 750 ul Puffer PE und 1-minutiger Zentrifugation bei 15.500 xg wurde die
DNA gewaschen. Erneut wurde der Durchfluss verworfen. Um Reste des
Waschpuffers zu entfernen, folgte eine weiterer Zentrifugations-Schritt (1 min, 15.500
xg). AnschlieRend wurde die Saule in ein neues Eppendorfreaktionsgefal gestellt, 50
pl Puffer EB darauf pipettiert und nach wenigen Minuten fur 1 min zentrifugiert
(15.500 xg). Die im Eluat enthaltene Plasmid-DNA konnte anschlieend z.B. flr

Restriktionsanalysen oder zur Transformation von Bakterien verwendet werden.

P1 (Resuspendierungs-Puffer) 50 mM TrisHCI; pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

P2 (Lyse-Puffer) 200 mM NaOH
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1% SDS (wiv)

P3 (Neutralisierungs-Puffer) 3 M Kaliumacetat; pH 5,5

Puffer PE / QC (Wasch-Puffer) 1 M NaCl
50 mM MOPS; pH 7,0
15 % lIsopropanol (v/v)

Puffer EB / QF (Elutions-Puffer) 1,25 M NacCl
50 mM TrisHCI; pH 8,5
15 % lIsopropanol (v/v)

3.2.4.1.2 Plasmid-Maxipraparation

Um eine groRere Menge an Plasmid-DNA (bis 500 pg) anzureichern (z.B. fir eine
Transfektion oder Sequenzierung), wurde eine Plasmid-Maxipraparation
durchgefuhrt.

Am Vortag der Maxipraparation wurden 400 ml LB-Medium mit dem zur Selektion
verwendeten Antibiotikum (Konz.: 75 mg/l) versetzt und in einen 1 I-
Erlenmeyerkolben geflillt. Das Medium wurde mit den gewlnschten Bakterien
beimpft und Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert.

Die Ubernachtkultur wurde in groRe Zentrifugenbecher uberfiihrt und 10 min bei
4.000 xg =zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in 10 ml Puffer P1
resuspendiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 und 5-minutige Inkubation bei RT
wurden die Bakterien lysiert. Das Lysat wurde mit 10 ml gekihltem Puffer P3 versetzt
und anschlieBend fur 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine 30-minutige
Zentrifugation bei 27.600 xg. AnschlieRend wurde der Uberstand durch einen Filter
auf eine zuvor mit 10 ml Puffer QBT equilibrierte Austauschsaule (Qiagen-tip 500)
gegeben. Die Saule wurde zweimal mit je 30 ml Puffer QC gewaschen; dann wurde
die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF direkt in ein mit 10,5 ml Isopropanol gefllltes
corex-Zentrifugenrohrchen eluiert. Nach 20-minutiger Zentrifugation bei 16.300 xg
wurde das Pellet mit 5 ml 70 % Ethanol gewaschen, erneut bei 16.300 xg
zentrifugiert (10 min) und das Pellet ca. 5 min trocknen gelassen. Schlieldlich wurde
das Pellet in 500 pyl H,O aufgeldst und die Konzentration und der Reinheitsgrad der

DNA spektrophotometrisch untersucht.
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Puffer QBT (Equilibrierungs-Puffer) 750 mM NaCl

50 mM MOPS; pH 7,0
15 % lIsopropanol (v/v)
0,15 % Triton X-100

3.2.4.2 DNA-Extraktion aus Zellkulturzellen

Zur Extraktion von genomischer DNA aus Zellkulturzellen wurde das DNeasy™
Blood & Tissue Kit von Qiagen verwendet. Zur Reinigung der DNA nach der Zelllyse
kommen dabei Zentrifugensaulen zum Einsatz, die eine Silica-Membran enthalten.
Die DNA adsorbiert an diese Matrix bei hohen Konzentrationen chaotroper Salze,

wird mit einem ethanolhaltigen Puffer gewaschen und dann mit Wasser eluiert.

3.2.4.3 Extraktion von viraler DNA aus virusinfizierten Zellen

Um die parvovirale Replikation durch Southern Blot (siehe 3.2.4.15) zu analysieren
wurden parvovirale (MVM) DNA-Zwischenstufen und Genome mithilfe einer
modifizierten Hirt-Methode aus infizierten Zellen extrahiert. Dazu wurden die
pelletierten Zellen in 100 pl vTE resuspendiert und durch die Zugabe von 100 pul Hirt-
Puffer lysiert. AnschlieRend erfolgte ber Nacht ein Proteinase K-Verdau (400 ug/ml)
bei 46 °C. Um die Zell-DNA zu zerstoren wurde das Lysat am nachsten Tag
mehrmals mit einer Einwegspritze durch eine Kanule (Durchmesser 0,4 mm)
gezogen, bevor die DNA-Konzentration mit dem NanoDrop®-Spektrophotometer

bestimmt wurde.

- VTE-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,3
0,5 mM EDTA

- 2x Hirt-Puffer: 20 mM Tris pH 7,4
20 mM EDTA
1,2 % SDS

3.2.4.4 RNA-Extraktion aus Zellkulturzellen

RNA wurde mithilfe des RNeasy™ Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers
aus Zellkulturzellen extrahiert und dann bis zur Verwendung (fur Microarray oder
gRT-PCR) bei -80 °C gelagert.
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3.2.4.5 Spektrophotometrische Bestimmung der DNA-
Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde ein NanoDrop®-Spektrophotometer
verwendet. Der Vorteil dieses Gerates verglichen mit herkdmmlichen Photometern
ist, dass jeweils 1 ul der DNA-L6sung fur die Vermessung gentigt und dass keine
Kavetten bendtigt werden. Die DNA-L6sung wird direkt auf die Messvorrichtung des
NanoDrop®-Spektrophotometers pipettiert. Zum Nullabgleich wird Wasser verwendet.
Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung beruht auf der Messung der Absorption
der Losung bei einer Wellenlange von A=260 nm (Absorptionsmaximum von
Nukleinsauren).

Fiar die Berechnung von DNA-Konzentrationen gilt, dass eine ODgg von 1 einer
Konzentration von 50 pg/ml (doppelstrangige DNA) bzw. 33 ug/ml (einzelstrangige
DNA und Oligonukleotide) entspricht. Der an das NanoDrop®-Spektrophotometer
angeschlossene Computer berechnet auf dieser Basis direkt aus der gemessenen
Absorption die DNA-Konzentration in der Losung.

Das NanoDrop®-Spektrophotometer misst auch die Absorption der DNA-LSsung bei
A=280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen). Der Quotient der gemessenen
Absorptionswerte bei 260 und 280 nm ist ein Indikator fir den Reinheitsgrad der
DNA-Praparation. Eine reine DNA-Praparation sollte ein Ayso/Azs0-Verhaltnis von 1,8
bis 2,0 haben.

3.2.4.6 Ethanol-Natriumacetat-Fallung von Nukleinsauren

Um Plasmid-DNA zu konzentrieren oder umzupuffern, wurde diese einer Ethanol-
Natriumacetat-Fallung unterzogen.

Durch die Zugabe von Ethanol zu einer wassrigen DNA-Lésung wird die
Dielektrizitatskonstante des Wassers gesenkt. Die Dipol-Wechselwirkungen
zwischen dem Wasser und der DNA lassen dadurch nach, so dass die DNA ausfallt.
Das Salz (z.B. Natriumacetat) wird bendtigt, um die negativen Ladungen der
Phosphatgruppen der DNA-Molekile zu neutralisieren, damit keine Abstof3ung
zwischen den Molekulen besteht sondern sich Aggregate bilden konnen.

Zu der DNA-L6sung wurde 1/10-Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und ein 2,5-
faches Volumen Ethanol pipettiert. Nach 15-minutiger Inkubation auf Eis wurde die

ausgefallene DNA durch Zentrifugieren (10 min, 15.500 xg) sedimentiert.
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Anschlielend wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet

und dann in einem geeigneten Volumen H,O resuspendiert.

3.2.4.7 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Restriktionsenzyme kommen natlrlicherweise in Bakterien vor und schitzen diese
vor Viren (z.B. Bakteriophagen), indem sie Fremd-DNA abbauen. Typ II-
Restriktionsenzyme schneiden die DNA-Doppelhelix an Stellen, die eine bestimmte
(oft palindromische) Nukleotidabfolge aufweisen.

Restriktionsverdaus wurden bei 37 °C in Pufferbedingungen nach Angaben des
Herstellers durchgeflihrt. Flr einzelne analytische Ansatze wurden in der Regel 0,5-2
Mg DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit einer geeigneten Menge an
Restriktionsenzym fur ca. 1-2 h inkubiert. Wenn Fragmente der verdauten DNA
anschlielend isoliert und weiterverwendet werden sollte, z.B. flr eine Ligation,
wurden praparative Verdaus angesetzt. Hierbei betrug das Gesamtvolumen 50 pl,
und es wurden 3-5 pg DNA mit einer entsprechend grofleren Menge an

Restriktionsenzym fur 3 h oder Uber Nacht inkubiert.

3.2.4.8 Agarosegelelektrophorese

Sowohl zu analytischen als auch zu praparativen Zwecken wurden DNA-Fragmente
mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese nach ihrer GroRe aufgetrennt. DNA-
Fragmente wandern aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld zum
Pluspol (Anode). Erfolgt diese Wanderung in einer Matrix (z.B. Agarosegel; Agarose:
ein Polysaccharid aus Meeresalgen), so wird die Wanderungsgeschwindigkeit
entsprechend der Grole des DNA-Fagmentes verzogert; kleinere Moleklle wandern
schneller als grofe. Je nach Groe der zu trennenden Fragmente werden
Agarosekonzentrationen von 0,5 bis 2 % verwendet.

Da DNA im UV-B-Bereich absorbiert, sind DNA-Banden in Agarosegelen unsichtbar,
wenn die DNA nicht zuvor markiert oder gefarbt wurde. Eine empfindliche Farbung
erreicht man mit dem Farbstoff Ethidiumbromid, der unter UV-Licht fluoresziert,
sobald er sich in die Doppelhelix eingelagert hat.

Zur Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurden 0,5 g Agarose in 50 ml 1x TAE
gelost und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkuhlung auf ca. 60 °C wurde die

Agarose-Losung mit 5 yl Ethidiumbromid versetzt und in eine kleine, mit einem
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Probenkamm bestlickte Gelkammer gegossen. Nach dem Erharten der Agarose
wurde der Kamm aus dem Gel gezogen, das Gel in die Elektrophorese-Apparatur
gelegt und mit 1x TAE Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 10x Ladepuffer
versetzt und anschlielend in die Probentaschen des Gels pipettiert. Zur
GrolRenbestimmung der Fragmente wurden zusatzlich noch verschiedene DNA-
Langenstandards aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte dann bei einer konstanten
Spannung von 80-100 V. Bei analytischen Gelen wurde anschlieBend die
Ethidiumbromid-Fluoreszenz im UV-Licht bei einer Wellenlange von A=254 nm mit
Hilfe eines Imaging-Systems photografisch festgehalten. Zu praparativen Zwecken
wurden DNA-Fragmente auf Leuchtplatten mit langwelligem UV-Licht (366 nm)
ausgeschnitten, um eine mogliche Schadigung der DNA zu vermeiden.

-1x TAE: 40 mM Tris/Essigsaure; pH 7,8
1 mM EDTA,; pH 8,0

- Ladepuffer (10x): 30 % Ficoll
2 % SDS
50 mM EDTA; pH 8,0
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylenblau

3.2.4.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden auf Leuchtplatten mit langwelligem UV-
Licht (366 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschliefend mittels des
QIAquick™ Gel extraction Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Wie bei dem DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen adsorbiert die DNA
dabei an die Silica-Membran von Zentrifugensaulen, wird anschliefend mit einem

ethanolhaltigen Puffer gewaschen und dann mit Wasser eluiert.

3.2.4.10 Ligation

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden kdnnen mit Hilfe einer DNA-Ligase (hier: T4-
DNA-Ligase) kovalent miteinander verknlpft werden. Das Enzym verbindet dabei die
Phosphatgruppe am 5’-Ende des einen mit der OH-Gruppe am 3’-Ende des anderen
Stranges. Die T4-Ligase kann sowohl glatte als auch uberhangende
Restriktionsenden verknupfen und bendtigt ATP als Cofaktor.
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Die T4-Ligase-Reaktion wurde wie folgt angesetzt:

- Standard-Ligationsansatz (20 yl): 100 ng Vektor-DNA

5- bis 10-facher molarer Uberschuf an Insert

2 ul 10x-Ligasepuffer

1 U T4-DNA-Ligase

ad 20 pl H,O
Die Ligationsreaktion wurde in PCR-Rohrchen angesetzt und fand uber Nacht im
PCR-Gerat bei 14 °C statt. AnschlieRend wurden das Ligationsprodukt mit Ethanol
und Natriumacetat gefallt und das Prazipitat in 10 yl H,O aufgenommen. Die Fallung
wurde durchgeflhrt, um Ligase-Molekile zu entfernen, die bei der folgenden

Transformation von E.coli-Bakterien mit dem Ligationsprodukt gestort hatten.

3.2.4.11 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Mit der PCR-Methode kann ein definierter DNA-Bereich milliardenfach amplifiziert
werden. Voraussetzung ist, dass jeweils an den Enden des zu amplifizierenden
Bereichs Primer hybridisieren konnen, die als Synthesestart fir die Polymerase
dienen. Zusatzlich kénnen in die Primer flankierend zu den homologen Sequenzen
Restriktionsschnittstellen eingefihrt werden, Uber die sich die amplifizierten DNA-
Fragmente in Vektoren ligieren lassen. Die eigentliche PCR ist ein automatisiertes
Verfahren, bei dem ein Zyklus, bestehend aus den drei Schritten Denaturierung,
Hybridisierung und DNA-Synthese, ca. 20 bis 30 Mal hintereinander durchgefihrt
wird. Bei dem ersten Denaturierungsschritt (95 °C) wird die eingesetzte DNA-
Vorlage, das sog. Template, in Einzelstrange zerlegt. Dann wird die Temperatur auf
ca. 50 °C gesenkt, und es kommt zur Ausbildung eines partiellen Doppelstranges
zwischen den Primern und der Einzelstrang-DNA (Hybridisierung). Im Synthese-
Schritt (72 °C) wird mit den Primern als Startpunkt komplementar zu den
eingesetzten DNA-Strangen jeweils ein vollstandiger Doppelstrang synthetisiert. Die
Produkte des vorangegangenen Zyklus dienen jeweils als DNA-Vorlagen fur den
nachsten, und jeder Zyklus verdoppelt die Menge der synthetisierten DNA im
Vergleich zur vorhergehenden Runde. Innerhalb weniger Zyklen gibt es ein
vorherrschendes DNA-Fragment: Seine Sequenz ist identisch mit der Sequenz, die
von den beiden Primern auf dem ursprunglichen Template eingegrenzt wurde, plus

der Sequenz der beiden Primer. Fur die DNA-Synthese wird eine hitzestabile DNA-
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Polymerase (Tag-Polymerase) verwendet, die durch die wiederholte
Hitzebehandlung nicht denaturiert wird.

Die PCR-Reaktion wurde folgendermal3en angesetzt:

Standard-PCR-Ansatz (100 pl):

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
10x PCR-Puffer 10 pl 1x
10 mM dNTP-Mix 2 ul 0,2 mM

(jedes der 4 Nukleotide)

50 mM MgCl, 3l 1,5 mM
Primer A [10 uM] 5 pl 0,5 uM
Primer B [10 uM] 5l 0,5 uM
Template-DNA 1l

[100-200 ng/pl]

Tag-DNA-Polymerase 1l 5U
[5 U/l

dest. H,O (autoklaviert) 73 ul

Die PCR-Reaktion wurde in dinnwandigen, 0,5 mlI-PCR-Rdhrchen angesetzt.
Das PCR-Gerat wurde folgendermal3en programmiert:

1. Denaturierung: 95 °C, 4 min

2. Denaturierung: 95 °C, 30 sec

3. Hybridisierung: 50-58 °C, 30 sec

4. Extension: 72 °C, 1 min

Es wurden immer 35 Zyklen (Schritte 2. bis 4.) durchgefuhrt.

Die Hybridisierungs-Temperatur wurde entsprechend der Schmelztemperatur (Twv)
der jeweils verwendeten Oligonukleotide gewahlt. Als ideal gilt eine Hybridisierungs-
Temperatur, die ca. 5 °C unter der Ty der Primer liegt.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschliefend mit dem QIAquick™ PCR

purification Kit von Qiagen, das auf dem selben Prinzip wie das QIAquick™ Gel
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extraction Kit beruht, nach Angaben des Herstellers aufgereingt, praparativ verdaut

und anschlieRend in Ligationsreaktionen eingesetzt.

3.2.4.12 Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR ist eine Variante der Polymerase-
Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), einer Labortechnik, die in der
Molekularbiologie verwendet wird um viele Kopien einer DNA-Sequenz zu erzeugen
(siehe 3.2.4.11). Bei der qRT-PCR dient jedoch nicht DNA als Ausgangsmaterial
sondern mRNA, die aus den zu untersuchenden Geweben oder Zellen gewonnen
wurde. Die mRNA wird durch reverse Transkription mittels des Enzyms Reverse
Transkriptase in ihr DNA-Gegenstuck (komplentare DNA oder cDNA) umgesetzt,
welches dann durch herkdmmliche PCR vervielfaltig wird. Durch die gleichzeitige
Analyse einer Standard-mRNA bekannter Menge ermdglicht die gRT-PCR die
Quantifizierung der Expression eines Gens in bestimmten Zellen, Geweben oder
Organismen. Die in dieser Arbeit beschriebenen quantitative Reverse-Transkriptase-
PCR-Experimente wurden von PD Dr. Thomas Giese von der medizinischen Fakultat
der Universitat Heidelberg (Institut fir Immunologie und Serologie, Abteilung
Allgemeine Immunologie, Serologie und Hamatologische Diagnostik mit Blutbank)

und seinen Mitarbeitern durchgefuhrt.

3.2.4.13 Ortsgerichtete Mutagenese von DNA-Sequenzen

Um ein hSGTA-Protein zu exprimieren, dessen mRNA nicht von der hsgtA-
spezifischen siRNA erkannt wird, wurden mithilfe des GeneTailor" Site-Directed
Mutagenesis-Systems von Invitrogen 6 Nukleotidaustausche in die hsgtA-cDNA des
hSGTA-Expressionsplasmids pXhSGTA eingefuhrt und somit das Plasmid
pXmuthSGTA hergestellt. Mit dem oben genannten System koénnen sowohl
Nukleotidaustausche als auch Deletionen und Insertionen von bis zu 21 Nukleotiden
in DNA-Plasmiden generiert werden. Dazu muss zunachst das ,,Ausgangsplasmid®
fur 1 h bei 37 °C durch das Enzym DNA-Methylase methyliert werden. Anschliel3end
wird eine PCR-Reaktion (,Mutagenese-Reaktion®) mit dem methylierten Plasmid und
zwei Uberlappenden Primern durchgefuhrt, von denen einer die gewlnschten
Mutationen enthalt; das Produkt der Mutagenese-Reaktion ist eine lineare,

doppelstrangige DNA mit den gewlnschten Mutationen. Mit dieser DNA werden nun
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DH5a"-T1R-Bakterien transformiert. In den Bakterien wird die mutierte DNA
zirkularisiert und die methylierte Ausgangs-DNA von der McrBC-Endonuklease
abgebaut, sodass nur das unmethylierte, mutierte Produkt (brig bleibt, das
anschlieRend durch Plasmid-Mini- oder Maxipraparation (siehe 3.2.4.1.1 bzw.

3.2.4.1.2) aus den Bakterien gewonnen werden kann.

3.2.4.14 DNA-Sequenzierung

Alle mit PCR-Produkten gewonnenen Plasmide wurden im Bereich des Inserts
sequenziert. Die DNA-Sequenzierreaktionen wurden von der Firma GATC Biotech
durchgefihrt.

3.2.4.15 Southern Blot: DNA-Transfer und Hybridisierung

Die Southern Blot Analyse ist eine nach ihrem Erfinder Edward M. Southern
benannte Methode zum Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen in einer DNA-
Probe. Die Gesamt-DNA wird durch Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschliel3end auf eine Nylon- oder Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Nachweis
spezifischer Sequenzen erfolgt durch die Hybridisierung mit einer radioaktiven
Sonde.

Je nach Versuch wurden pro Probe 2 oder 3 yg DNA mit 5 pl eines 6x
Beladungspuffers und Wasser in einem Gesamtvolumen von 30 ul gemischt und fur
2h bei 130 V und 130 mA in einem 0,8%igen Agarosegel in 1x TAE-Puffer
aufgetrennt. Um sicherzustellen, dass fur jede Probe die gleiche DNA-Menge
geladen wurde, wurde das Agarosegel fur 20 min mit Ethidiumbromid gefarbt und ein
Foto unter UV-Licht gemacht. Anschlielend wurde das Gel fur 40 min in 0,25 M HCI
geschwenkt, um die DNA zu depurinieren. Nachdem das Gel ein Mal mit H,O
gewaschen wurde erfolgte eine 40-mindtige Denaturierung der DNA (Trennung der
Doppel- in Einzelstrange) in NaOH-haltigem Denaturierungspuffer. Das Gel wurde
anschlieBend erneut mit H;O gewaschen und dann fur 40 min in
Neutralisierungspuffer geschwenkt. SchlieRlich wurde die Blotvorrichtung aufgebaut
mit der die einzelstrangige DNA durch Kapillarkrafte Gber Nacht auf eine Hybond ™-

N-Membran Ubertragen wurde.
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. 1 Glasplatte
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Abb. 3-1 Southern Blot-Aufbau fiir den Kapillartransfer der DNA von einem Agarosegel auf eine

Nylonmembran.

Durch UV-Crosslinken in einem Stratalinker® wurde die DNA auf der Hybond™-N-

Membran fixiert. Bevor sie mit *’P-markierter ssDNA versetzt wurde erfolgte eine 1-

stiindige Pra-Hybridisierung der Membran bei 65 °C in Hybridisierungspuffer um die

unspezifische Bindung der Sonde zu blockieren. Anschlieliend wurde die Membran

uber Nacht mit der radioaktiven Sonde bei 65 °C unter permanenter Bewegung

hybridisiert. Die Membran wurde dann zwei Mal bei 65 °C fur 20 min in Waschlésung

A gewaschen und ein Mal fur 20 min in Waschlésung B ebenfalls bei 65 °C. Die

radioaktiv markierte Zielsequenz wurde durch Autoradiografie auf BioMax MS Filmen

sichtbar gemacht.

- Denaturierungpuffer:

- Neutralisierungspuffer:

- 20x SSC:

- Hybridisierungspuffer:

- 100x Denhardts-Lésung:

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

1,5 M NaCl
0,5 M Tris/HCI pH 7,2
1 mM EDTA

3 M NaCl
0,3 M tri-Natriumcitrat

10x Denhardts Losung

1 % SDS

5mM EDTA pH 8

3x SSC

100 pg/ml Heringssperma-DNA

20 mg/ml Ficoll
20 mg/ml Polyvinylpyrrolidon
20 mg/ml BSA
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- Waschlosung A: 3x SSC pH 7,0
1x SDS
ad 500 ml H,O

- Waschlosung B: 0,3x SSC pH 7,0
1x SDS
ad 500 ml H,O

3.2.4.16 Radioaktive Markierung von DNA mit Zufallsoligomeren

Die radioaktive Sonde zum Nachweis der verschiedenen parvoviralen DNA-
Zwischenstufen und Genome besteht aus dem EcoRV-EcoRI (nt 385-1084) -
Fragment der MVMp-NS-Gene. Die Sonde wurde gemall dem Amersham
Megaprime™ DNA Labelling System (GE Healthcare) prapariert. 10 yl der DNA-
Vorlage (Template) und 5 pl Primer-Lésung wurden auf Eis gemischt. Durch 5-
minutige Inkubation der Mischung bei 95 °C wurde die DNA denaturiert;
anschliellend wurde die Mischung fir 5 min auf Eis inkubiert um eine effiziente
Bindung der Primer zu erreichen. 10 ul Labelling-Puffer mit dNTPs, 5 pl [a-32P]-dCTP
(50 uCi) und 2 pl Klenow-Enzym wurden anschlieliend hinzugefigt; es folgte eine
einstindige Inkubation bei 37 °C. Um nicht eingebautes radioaktives dCTP zu
entfernen wurden 150 ul vTE-Puffer zu der radioaktiven Losung gegeben; die Losung
wurde im Anschluss durch eine Sephadex G-50-Saule zentrifugiert. Das Eluat wurde
fur 5 min bei 95 °C denaturiert, bevor es zur Hybridisierung mit der Membran

verwendet wurde.

3.2.4.17 DNA-Microarray

DNA-Microarrays werden in der Genomanalyse, der Diagnostik und bei
Untersuchungen der differenziellen Genexpression eingesetzt; sie ermoglichen den
Nachweis der mRNA-Menge bestimmter Gene. Bei ,Oligonucleotide Microarrays®
dienen synthetisch hergestellte Oligonukleotide als Sonden, die an definierte
Positionen eines Rasters z.B. auf Glastrager aufgebracht werden. Die RNA wird aus
dem zu untersuchenden Objekt extrahiert, in cDNA oder cRNA umgeschrieben und
beispielsweise mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Bei der Hybridisierung binden
markierte einzelstrangige cDNA- / cRNA-Stucke an ihren komplementaren
Gegenpart auf dem Array. Nach dem Abwaschen der nicht gebundenen cDNA /

cRNA wird das Fluoreszenzsignal jeder Position des DNA-Microarrays mittels eines
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Lasers ausgelesen. Diese reine Intensitat wird Ublicherweise noch normalisiert, um
Abbaueffekten, verschieden guten Extraktionen und anderen Effekten Rechnung zu
tragen.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Microarray-Experimente wurden von Mitarbeitern
der DKFZ Core Facility ,Genomics and Proteomics” durchgefuhrt; es wurde die
BeadArray™-Technologie von lllumina verwendet. Bei dieser Methode werden
synthetische, etwa 50 Basen lange Oligonukleotide an Silica-,beads® gekoppelt; jede
der beads tragt uber 700.000 identische Oligonukleotide, die als Sonden dienen. Die
beads werden auf Chips immobilisiert, welche mit den Biotin-markierten cRNA-
Stlcken hybridisiert werden. Jeder bead-Typ (mit seinem spezifischen Transkript) ist
durchschnittlich 30 Mal auf dem Chip vorhanden, was die statistische Genauigkeit
von Mehrfachmessungen gewahrleistet. Nach dem Abwaschen ungebundener cRNA
erfolgt die ,Farbung“ des Arrays mit einem Fluoreszenzmolekul das an Biotin bindet
und das anschlielende Scannen mit einem Laser.

Fir die Analyse der Genexpression von MEFs wurde der BeadChip® Mouse Sentrix-
6 V2 verwendet, der Uber 1.600.000 beads pro Chip umfasst und die Analyse des
Expressionslevels von 45.281 Maus-Transkripten, -Varianten und -EST (Expressed
Sequence Tags)-Clustern ermdglicht. Auf jedem dieser Chips kénnen jeweils 6
verschiedene Proben parallel analysiert werden. Die Auswertung der Microarray-

Daten erfolgte mit der Genome-Studio-Software von lllumina.

3.2.5 Proteinbiochemische Methoden

3.2.5.1 Bakterielle Expression von His o-Fusionsproteinen

Fur die Expression des Fusionsproteins His-SGTB wurden E.coli-Bakterien des
BL21DE3-Stammes mit dem pET16NN-Derivat pET16-SGTB (N-terminal: 10
Histidine) transformiert. Der E.coli-BL21DE3-Stamm besitzt ein Gen, das fur die T7-
RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 kodiert. Somit sind Bakterien dieses
Stammes in der Lage, Proteine zu exprimieren, deren Gene unter der Kontrolle des
T7-Promotors stehen, wie es bei dem Plasmid pET16NN der Fall ist. Da bei diesem
Plasmid der lac-Operator der kodierenden Sequenz vorgeschaltet ist und das
Plasmid auferdem fir den /ac-Repressor kodiert, ist eine Induktion der
Fusionsprotein-Expression mit Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG) mdglich. In

Abwesenheit eines Induktors bindet sich der Repressor an die Operator-Sequenz
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und blockiert damit den Zugang der RNA-Polymerase zum Promotor. Wenn ein
Induktor wie IPTG an den Repressor bindet andert dieser seine Konformation und
verliert die Fahigkeit zur DNA-Bindung. Die RNA-Polymerase kann nun den ersten
Schritt der Proteinexpression, die mMRNA-Synthese, durchflhren.

Transformierte E.coli-BL21DE3-Bakterien wurden Uber Nacht bei 37 °C in LB-
Medium mit Ampicillin [75 mg/l] unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernacht-Kultur wurde
dann in frischem, 37 °C-warmem LBzmp-Medium 1:100 verdinnt und bei 37 °C
schuttelnd bis zu einer ODgoo von 0,6 kultiviert. Durch Zugabe von IPTG (Endkonz.:
200 uM) wurde die Expression des Fusionsproteins His-SGTB induziert. Nach
weiterer 4-stindiger Inkubation auf dem Schuttler bei 37 °C wurden die Bakterien
schliel3lich bei 4.000 xg pelletiert. Die Pellets wurden in § ml 1x NTN-Puffer
resuspendiert und die Suspension in 50 ml-Falconréhrchen Uberfuhrt. AnschlieRend
wurden die Bakterienpellets entweder sofort zur Proteinaufreinigung verwendet oder
bei -20 °C aufbewahrt.

- 1x NTN-Puffer: 50 mM Tris; pH 7,5
120 mM NaCl
0,5 % NP40

3.2.5.2 Aufreinigung von bakteriell exprimierten His,-
Fusionsproteinen

Proteine, die einen Hisqo-Fusionsanteil tragen, kdnnen leicht mithilfe einer Affinitats-
Chromatographie aus bakteriellem Lysat aufgereinigt werden. Dazu werden Nickel-
lonen verwendet die an eine Matrix aus Agarose gekoppelt sind. Das Histidin von
His1o-Fusionsproteinen kann aufgrund des freien Elektronenpaars am Stickstoff des
heterozyklischen Ringes einen Chelat-Komplex mit Nickel-lonen bilden. Die Elution
erfolgt mit Imidazol, das ebenfalls Nickel-lonen chelatieren kann.

Fir die Fusionsprotein-Aufreinigung wurden zunachst Bakterienpellets, die wie unter
3.2.5.1 beschrieben hergestellt und dann bei -20 °C gelagert worden waren,
aufgetaut. Durch Ultraschall-Behandlung wurden die Zellen aufgeschlossen.
AnschlieRend wurde das Volumen der Suspension mit 1x NTN-Puffer auf 15 mi
aufgefillt und die Zelltrimmer abzentrifugiert (5 min, 8700 xg). Der Uberstand wurde
in ein 50 ml-Falconréhrchen Uberfuhrt und mit 800 pl Nickel-Agarose versetzt, welche
zuvor 3 Mal mit 1x NTN-Puffer (4 °C) gewaschen worden war. Nach 1-stundiger

Inkubation bei 4 °C auf einem ,Roller fur Falconréhrchen wurde 1 min bei 200 xg

- 67 -



Material und Methoden

und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und die
Agarose 3 Mal mit kaltem (4 °C) 25 mM Imidazol (in 1x NTN-Puffer) gewaschen.
Zum Waschen wurde die Agarose mit ca. 30 ml Imidazol versetzt und das
Falconrérchen dann fir 20 min bei 4 °C auf dem ,Roller” gedreht. Es schloss sich
dann jeweils eine 1-minltige Zentrifugation (200 xg, 4 °C) und das Abnehmen des
Uberstandes an. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Agarose auf eine 1 ml-
Polypropylensaule aufgetragen und His-SGTB durch die Zugabe von 1x NTN-Puffer
mit 500 mM Imidazol in 300 ul-Fraktionen eluiert. Der Proteingehalt und die Reinheit
der Fraktionen wurden durch SDS-PAGE mit anschlielender Coomassie-Farbung
Uberpriuft und die Fraktionen mit der grofdten Proteinmenge anschlieRend vereinigt.
Die Proteinlosung wurde mit Einwegspritzen in einen Dialyserahmen Uberfuhrt und
bei 4 °C Uber Nacht gegen 1x PBS dialysiert, um das Imidazol zu entfernen. Am

folgenden Tag wurde die Proteinkonzentration der Losung bestimmt.

3.2.5.3 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford
(1976) mit dem Proteinassay-Farbreagenz von BioRad. Der Triphenylmethan-
Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau bildet in saurer Lésung sowohl mit den
kationischen als auch den nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine
Komplexe. Das Absorptionsspektrum der ungebundenen (kationischen), rotgefarbten
Form hat ein Absorptionsmaximum bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit
Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfatform
stabilisiert, dessen Absorptionsmaximum bei 595 nm liegt. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes kann mit hoher
Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagenz gemessen werden und ist ein Mal} fur
die Proteinkonzentration der Losung. Die Bestimmung der Proteinkonzentration kann
jedoch nur durch den Vergleich mit der Absorption einer Proteinlosung bekannter
Konzentration erfolgen, die mit derselben Methode vermessen wurde.

2-20 pl der Proteinlésung, deren Konzentration bestimmt werden sollte, wurden in
Plastikklvetten mit 1 ml verdiinntem Farbreagenz (1:5 in H,O) gemischt und 5 min
bei RT inkubiert. Die Extinktion der Proben wurde bei 595 nm im Photometer
gemessen und die Proteinkonzentration durch Vergleich mit einer Standardgeraden

ermittelt. Als Referenzldsung diente eine BSA-L6sung mit einer Konzentration von 1
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Mg/ul, von der jeweils 2, 4, 6, 8 und 10 ul fir die Erstellung einer Standardgeraden

eingesetzt wurden.

3.2.5.4 Antikorper-Aufreinigung

Zur Aufreinigung des durch Immunisierung eines Kaninchens mit rekombinantem
His-SGTB gewonnenen Antiserums wurde eine Affinitats-Chromatographie
durchgefuhrt. Dabei adsorbieren anti-SGTB-Antikorper aus dem Antiserum an
rekombinantes SGTB, das kovalent an eine Sepharosesaule gekoppelt ist, und
konnen anschlieend durch Zugabe eines denaturierenden Puffers eluiert werden.
Die verwendete ,NHS (N-hydroxysuccinimid)-aktivierte Sepharose® Fast Flow"
enthalt aktivierte Ester, die schnell und effizient mit Liganden reagieren, die
Aminogruppen besitzen, wodurch sich stabile Amidbindungen ausbilden.

2 g NHS-aktivierte Sepharose® Fast Flow wurde ca. 15 min in 1 mM HCI quellen
gelassen, anschlielend in ein 50 ml-Falconréhrchen Uberfihrt, zentrifugiert und 3
Mal je 10 min mit Phosphatpuffer gewaschen. Ca. 30 mg aufgereinigtes His-SGTB-
Protein (siehe 3.2.5.2), das Uber Nacht gegen Phosphatpuffer dialysiert worden war,
wurde zu der Sepharose gegeben; das Falconrohrchen wurde anschlieend 1 h auf
einem ,Roller bei RT gedreht, um eine Kopplung von His-SGTB an die Sepharose
zu erreichen. Die Sepharose (mit dem gekoppelten Protein) wurde im Anschluss 4
Mal fur jeweils 30 min bei RT mit 0,2 M Glycin (pH 8,0) gewaschen, dann je 4 Mal fur
jeweils 10 min im Wechsel mit 0,1 M Natriumacetatpuffer (pH 4,0), 0,5 M NaCl und
Phosphatpuffer und schliefdlich mit 0,2 M Glycin (pH 2,1). Es folgte eine 1-stlindige
Inkubation mit Equilibrierungspuffer, bevor die Sepharose in eine Saule pipettiert
wurde, welche an eine Pumpe und ein OD-Messgerat angeschlossen wurde. Alle
folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflhrt. 9 ml His-SGTB-Antiserum wurde
auf die Sepharosesaule aufgetragen; nachdem das Serum die Saule ein Mal
durchlaufen hatte wurde es aufgefangen und erneut aufgetragen. Anschlieend
wurde die Saule mit 1.) Equilibrierungspuffer und 2.) Waschpuffer jeweils so lange
gewaschen, bis die OD 0 betrug. SchlieBlich erfolgte die Elution der anti-SGTB-
Antikérper mit Elutionspuffer | (20 Fraktionen a 500 pl) und im Anschluss mit
Elutionspuffer Il (20 Fraktionen a 500 ul). Zur Neutralisation wurde bei der Elution mit
Elutionspuffer | je 30 pl Tris pH 9,2 zu den Fraktionen hinzupipettiert bzw. 70 pl bei
der Verwendung von Elutionspuffer |l. Die Fraktionen mit dem hochsten

Proteingehalt wurden anschliellend vereinigt und Uber Nacht gegen 1x PBS
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dialysiert. In Aliquots von 250 pl wurde der aufgereinigte Antikérper dann bei -20 °C

bis zu seiner Verwendung gelagert.

- Phosphatpuffer: 0,1 M Phosphat, pH 7,5
0,5 M NaCl
- Equilibrierungspuffer: 20 mM Tris, pH7,5
0,1 M NaCl
0,5 % NP40
- Waschpuffer: 20 mM Tris, pH 7,5
0,1 M NaCl
- Elutionspuffer I: 0,2 M Glycin, pH 2,7
- Elutionspuffer Il: 0,2 M Glycin, pH 2,1

3.2.5.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche, vertikale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ist eine
Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die vom
negativ geladenen Detergens SDS (Sodium dodecy! sulfate; Natriumdodecylsulfat)
umlagerten Proteine wandern in Richtung Anode und werden durch den Siebeffekt
des Tragers (Polyacrylamid) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Zur Herstellung eines groflen SDS-Gels wurde zunachst die GieRapparatur, die aus
2 Glasplatten, 2 Plastikstreifen (,Spacer’), 2 Seitenteilen und einem Bodenteil
besteht, aufgebaut, und dann das Trenngel bis zur Markierung an den Seitenteilen
gegossen und mit wassergesattigtem N-Butanol Uberschichtet. Nach Polymerisation
des Trenngels (ca. 30 min) wurde das Butanol mit Whatman-Papier abgesaugt und
mit Wasser nachgewaschen. AnschlieRend konnte das Sammelgel gegossen und ein
Kamm oben zwischen die Glasplatten geschoben werden. Nach der Polymerisation
des Sammelgels wurde der Kamm herausgezogen und die Taschen mit Whatman-
Papier gesaubert. Die Glasplatten mit dem Gel und den Seitenteilen wurden in eine
Vorrichtung eingespannt und mitsamt dieser Vorrichtung in eine Plastikwanne
gestellt.

Nachdem die zu analysierenden Proben mit 2x Lammli-Puffer versetzt (pro 100.000
Zellen 7,5 pl Puffer) und die darin enthaltenen Proteine 3 min bei 94°C denaturiert
worden waren, wurden sie in einem Endvolumen von 10-120 pl in die Taschen des

grolien Gels pipettiert. Bei Minigelen wurden maximal 15 pl aufgetragen. Um spater
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das Molekulargewicht der Proteine anhand ihrer Laufhdhe bestimmen zu kdnnen,
wurde auf die Gele noch ein Protein-GroRenmarker (Page Ruler™ von Fermentas)
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte im Laufpuffer (1x Tris-Glycin,
0,1% SDS) uber Nacht bei 25 mA und 80 V (grofe Gele) bzw. ca. 1 h bei 25 mA und
300 V (Minigele).

groBes Gel (10 %) 2 Minigele (10 %)
Trenngel Sammelgel |Trenngel Sammelgel
(40 ml- (10 ml- (10 ml- (10 ml-
Ansatz) Ansatz) Ansatz) Ansatz)
KOMPONENTEN DER
LOSUNGEN
dH,0 15,90 ml 7,10 mi 4,000 ml 7,10 mi
Tris (0,5 M; pH 6,8) - 1,25 ml - 1,25 ml
(1,5 M; pH 8,8) 10,00 ml - 2,500 ml -
30 % Acrylamid-Mix 13,30 ml 1,50 ml 3,300 ml 1,50 ml
10 % SDS 0,400 mi 0,10 ml 0,100 ml 0,170 ml
10 % Ammoniumpersulfat | 0,400 ml 0,10 mi 0,100 mi 0,10 mi
TEMED 0,016 mi 0,01 ml 0,004 ml 0,01 ml
- 2x Lammli-Puffer: 4 % SDS

20 % Glycerol

120 mM Tris HCI; pH 6,8
0,02 % Bromphenolblau
2 % B-Mercaptoethanol

- Tris-Glycin-Laufpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

3.2.5.6 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen

Die Coomassie-Brillant-Blau-Farbung erfolgte nach Sambrook et. al. (1989).
Durch diese Methode koénnen Proteine in Polyacrylamidgelen sichtbar gemacht
werden. Der blaue Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau lagert sich dabei reversibel an

Proteine an.
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Nach beendeter Gelelektrophorese wurden die Gele zunachst fir mindestens 30 min
in Coomassie-Farbeldosung geschwenkt und anschlielend 2-3 Mal mit Fixierlosung

soweit entfarbt, dass die Proteinbanden gut sichtbar waren.

- Coomassie-Farbelosung: 25% MetOH
10% Essigsaure
0,1% Coomassie R260

- Fixierlosung: 25% MetOH
10% Essigsaure

3.2.5.7 Trocknen von Polyacrylamidgelen

Fixierte Polyacrylamidgele wurden auf ein mit dH,O angefeuchtetes Whatman-Papier
gelegt und mit einer Frischhaltefolie bedeckt. Die Trocknung erfolgte in einem
Geltrockner unter Vakuum bei 80 °C fur 2h.

3.2.5.8 Western Blot-Transfer von Proteinen

Der Elektrotransfer der durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf
Nitrozellulose erfolgte nach dem ,Semi-Dry-Blot“Verfahren mit einer Trans-Blot-
Apparatur. Dabei wird ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches
Feld angelegt, wodurch die Proteine aus dem Gel in Richtung Anode auf eine
Membran (z.B. aus Nitrozellulose oder Nylon) wandern. An der Membranoberflache
bleiben sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften. Das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung bleibt dabei erhalten und die Proteine sind nun fur
verschiedene Nachweismethoden zuganglich. Abb. 3-2 zeigt den Aufbau fur den

Elektrotransfer:

KATHODE

Abb. 3-2 Aufbau einer Western Blot-Apparatur
9 x Filterpapier in P3 fir den Elektrotransfer von Proteinen aus

Pap einem SDS-Polyacryamidgel auf eine
Nitrozellulose-Membran nach dem ,,Semi-Dry-
Blot“-Verfahren.

Gelin P2
Nitrozellulose in P2
3 x Filterpapier in P2

6 x Filterpapier in P1

ANODE
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Das Whatman-Filterpapier, die Nitrozellulosemembran und das Gel wurden kurz im
entsprechenden Puffer geschwenkt und dann luftblasenfrei gemafl Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. tbereinander gelegt. Anschliel3end
wurde 1,5 h bei 25 V und 200 mA transferiert.

Puffer Zusammensetzung

P1 300 mM Tris; pH 10,4
20 % Methanol p.A

P2 25 mM Tris; pH 10,4
20 % Methanol p.A.

P3 25 mM Tris; pH 9,4
40 mM Norleucin

3.2.5.9 Immunologischer Nachweis transferierter Proteine

Membrangebundene Proteine wurden Uber eine Immunodetektion nachgewiesen.
Bei dieser Methode bindet ein antigenspezifischer Primar-Antikorper an Epitope des
nachzuweisenden Proteins. An den primaren Antikorper bindet wiederum ein
sekundarer Antikorper, der gegen den konstanten Teil des Erstantikdrpers gerichtet
ist und durch ein gekoppeltes Enzym den Proteinnachweis ermdglicht. Die von uns
verwendeten sekundaren Antikérper waren mit dem Enzym HRP (horseradish
peroxidase; Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt. Die HRP katalysiert die Umsetzung
von Luminol in seine oxidierte Form; dabei kann Lumineszenz durch Schwarzung
eines empfindlichen Films nachgewiesen werden.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fir die Antikérper wurde die
Membran fur 1 h bei RT in Blockldsung geschwenkt. Die Inkubation mit dem ersten
Antikorper, verdunnt in Blocklosung (1:100 bis 1:1.000; je nach Art des 1. Antikdrpers
und dem erwarteten Signal), erfolgte Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schwenken
(bei Inkubation in Plastikschalen) bzw. Rollen (bei Inkubation in Falconréhrchen).
Nachdem die Nitrozellulosemembran 4 Mal 5 min mit Waschlosung gewaschen

worden war, wurde sie fur 45 min bei RT mit dem 2. Antikorper (1:10.000 in
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Blocklésung verdinnt) inkubiert. Die Membran wurde anschlieend erneut 4 mal 5
min gewaschen.

Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe des ,Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus“-Systems von PerkinElmer: Je nach GroRe der
Nitrozellulosemembran wurden 3 bis 7 ml der ,Oxidizing Reagent“Ldsung in ein
Becherglas pipettiert und ein gleichgroRes Volumen der ,Enhanced Luminol
Reagent“Lo6sung hinzugefugt. Die Losung wurde gleichmallig auf die mit der
.Proteinseite“ nach oben in einer Glasschale liegende Membran pipettiert. Nach 1
min wurde die Membran auf eine Glasscheibe gelegt und mit einer transparenten
Plastikfolie abgedeckt. In der Dunkelkammer wurden die Proteinbanden auf einem
Chemilumineszenzfilm sichtbar gemacht, indem dieser fur die Dauer von wenigen
Sekunden bis 10 Minuten auf die Membran gelegt und dann in einer

Entwicklermaschine entwickelt wurde.

- Blocklosung: 10 % Trockenmilchpulver in 1 x PBS
0,2 % Tween 20

- Waschlésung: 1 xPBS
0,1 % Tween 20

3.2.5.10 Herstellung von Mausorgan-Extrakten fur Western Blot-
Analysen

Um die Expression von SGTA und -B in verschiedenen Mausgeweben durch
Western Blot-Analyse zu untersuchen wurden Extrakte von unterschiedlichen
Organen (Skelletmuskel, Herz, Leber, Niere, Milz, Testis, Hirn) von wildtyp-, SGTA
ko- und SGTB ko-Mausen hergestellt. Dazu wurden den getdteten Mausen die oben
genannten Organe entnommen, in 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefal3e Uberfuhrt und
gewogen. Die Organe wurden anschlie®end in spezielle Réhrchen gegeben, die
Keramikklgelchen enthielten (Lysing Matrix D-Tubes), und pro 100 mg mit 600 ul 2x
Lammlipuffer (ohne SDS, Bromphenolblau und -Mercaptoethanol) versetzt. In einer
Homogenisierungs-Apparatur (Precellys 24 tissue homogenizer) wurden die Organe
homogenisiert und lysiert (2x 20 s, 5000 rpm) und dann mit SDS (Endkonzentration 4
%), Bromphenolblau und B-Mercaptoethanol (Endkonzentration 0,5 %) versetzt.

Anschlieend wurden 500 ul von jeder Probe in ein 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefal’
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uberfiihrt und die darin enthaltene DNA durch Ultraschall zerkleinert. Bis zu ihrer

Verwendung wurden die Organextrakte bei -80 °C gelagert.

3.2.6 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

3.2.6.1 Immobilisierung von Zellen auf unbeschichteten
Deckglaschen

U373-Kulturzellen wurden in 6-well-Kulturschalen ausgesat, in die zuvor
unbeschichtete Deckglaschen gelegt worden waren. Im Anschluss wurden die Zellen
uber Nacht im Brutschrank kultiviert und am nachsten Tag wie unter 3.2.2.6
beschrieben mit hsgtA-spezifischer oder Kontroll-siRNA transfiziert und fur weitere 48

h im Brutschrank kultiviert.

3.2.6.2 Herstellung immunfluoreszenzmikroskopischer Praparate

Die auf unbeschichteten Deckglaschen immobilisierten Zellen wurden mit 1x PBS
vorsichtig gespult, um Mediumreste zu entfernen. Zur Fixierung wurden die Zellen fur
15 min mit 2 % (w/v) Formaldehyd (in 1x PBS) inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit Waschpuffer | gespult und fir 5 min mit 50 mM NH4CL-Lésung (in 1x PBS)
inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss in eine feuchte Kammer tberfuhrt, mit 0,2
% Triton-X-100-Losung (in 1x PBS) fur 5 min permeabilisiert und wiederum mit
Waschpuffer | gespult. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Zellen 20 min mit Ziegenserum (1:100 mit 1x PBS verdlinnt) behandelt, bevor sie mit
einem Primarantikdrper flir 1 h inkubiert wurden. Fir den Nachweis von mehr als
einem Antigen wurde ein Antikdrper-Mix aus den jeweiligen Primarantikdrpern
eingesetzt. Nach Spulung der Zellen mit Waschpuffer Il und Waschpuffer | erfolgte
im Dunkeln eine einstindige Inkubation mit einem Fluorochrom-gekoppelten
Sekundarantikérper (oder einem Antikdrper-Mix). Die verwendeten Primar- und
Sekundarantikorper wurden immer in Waschpuffer | verdinnt. Nach einem weiteren
Waschschritt mit Waschpuffer Il und | wurden die Zellen - zur
fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der DNA — wenige Sekunden mit einer
Hoechst-33342-L6sung (2 pg/ml inkubiert, anschlieBend mit dH,O sowie Ethanol
kurz gespult und mit Elvanol eingebettet. Nach einer mehrstiindigen Inkubationszeit
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im Dunkeln zur Aushartung des Elvanols konnten die Zellen lichtmikroskopisch

analysiert werden.

- Waschpufferl: 2 mM MgCl,in 1x PBS
- Waschpuffer ll: 0,2 % (v/v) Tween 20; 0,2 % (v/v) NP40 in 1x PBS

- Elvanol: 8 % (w/v) Polyvenylalkohol (E4); 33 % (v/v) Glycerin in 1x PBS

3.2.6.3 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung von Immunfluoreszenzpraparaten (siehe 3.2.6.2) erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop von  Zeiss (Zeiss Cell Observer). Um die
Fluoreszenzfarbstoffe Alexa 488 (Ex. 495 nm, Em. 520 nm), Cy3 (Ex. 550, Em. 570)
und Hoechst-33342 (Ex. 347 nm, Em. 483 nm) nachzuweisen, wurden Leuchtdioden
(LEDs, Light Emitting Diodes) eingesetzt; Alexa 488 wurde mit Licht der Wellenlange
470 nm angeregt, Cy3 mit 555 nm und Hoechst mit 365 nm. Die emittierten
Photonen wurden in einem Kanal detektiert, der den zugehdrigen Filter fur die
jeweiligen Wellenlangen besald (Alexa 488 und Cy3: Filter 56HE, Hoechst-33342:
Filter 49). Einige Praparate wurden zusatzlich durch Differential-Interferenzkontrast-
Mikroskopie analysiert. Dabei handelt es sich um eine haufig angewendete Version
der Interferenzkontrast-Mikroskopie, die von G. Nomarski entwickelt wurde (Allen et
al., 1969). Mit Hilfe einer Digitalkamera (gray scale CCD camera AxioCam) wurden
Aufnahmen der Praparate gemacht; mit der Zeiss AxioVision-Software (Version
4.8.1) wurden diese gespeichert und der Malstab der analysierten Objekte
festgelegt.
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4 ERGEBNISSE

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die funktionelle Analyse des humanen SGTA-
Proteins und seiner Isoform SGTB. Dafur wurde zunachst untersucht, in welchen
Mausgeweben und humanen Kulturzellen das SGTB-Protein nachgewiesen werden
kann und welche Auswirkungen eine Verringerung der SGTB-Proteinmenge in
humanen Zellen hat; in einem ,Rescue-Experiment” sollte dariber hinaus Uberpruift
werden, ob SGTB in der Lage ist, SGTA funktionell zu ersetzen. Durch den Vergleich
der Eigenschaften von mouse embryonic fibroblasts (MEFs) von wildtyp und SGTA
und —B doppelknockout Mausen sollte ein besseres Verstandnis der Funktion von
SGTA und -B gewonnen sowie untersucht werden, ob SGTA einen Beitrag zum
parvoviralen Lebenszyklus leistet. Als ein Schritt zur Validierung von SGTA als
Zielmolekul fur die Krebstherapie wurde das Wachstum von SV40-Large-T-Antigen-
exprimierenden SGTA und —B wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs in Softagar

analysiert.

4.1 Untersuchung und Vergleich des Vorkommens
und der Funktion von SGTA und -B

4.1.1 Nachweis des SGTB-Proteins in Mausorganen und
humanen Zelllinien

sgtA-Transkripte wurden bisher in allen untersuchten humanen Geweben und
Rattengeweben (Herz, Hirn, Plazenta, Leber, Skelletmuskel und Niere)
nachgewiesen (Cziepluch et al., 1998; Kordes et al., 1998). Auf Proteinebene konnte
SGTA in den Rattengeweben Herz, Hirn, Milz, Lunge, Leber, Muskel, Niere und
Hoden detektiert werden (Tobaben et al., 2003) sowie in humanen transformierten
bzw. Tumor-Zelllinien (U937, HelLa, NBE, NBK, MCF-7, U87 und IMR32) und
Primarzellen (Lymphozyten, BJ und HCEAC) (Winnefeld et al., 2004). Im Gegensatz
zu der ubiquitaren Prasenz von SGTA wurden SGTB-mRNA und -Protein bei der
Analyse von Rattengeweben durch Northern und Western Blot hauptsachlich im
Gehirn nachgewiesen (Tobaben et al., 2003). Um zu untersuchen, in welchen
Mausgeweben das SGTB-Protein detektiert werden kann und ob es wie SGTA in

humanen Zelllinien vorhanden ist, wurde ein a hSGTB-Kaninchenserum hergestellt
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und damit Organextrakte von wildtyp und SGTA-knockout Mausen sowie Extrakte

verschiedener humaner Zelllinien durch Western Blot analysiert.

4.1.1.1 Herstellung eines a hSGTB-Kaninchenserums

Zur Herstellung eines Kaninchen-Antiserums gegen rekombinantes humanes SGTB
wurde ein Kaninchen mit dem Fusionsprotein His-SGTB (siehe 3.2.5.2) immunisiert
und das Antiserum anschliel3end Uber eine Sepharosesaule, an der rekombinantes
SGTB kovalent gekoppelt war, aufgereinigt (siehe 3.2.5.4). Die Spezifitat des
aufgereinigten a hSGTB-Serums wurde anschlie®end in einer Western Blot-Analyse
mit Leber- und Hirn-Extrakten von SGTA- bzw. SGTB-knockout Mausen untersucht.
Die Extrakte wurden wie unter 3.2.5.10 beschrieben gewonnen und die darin
enthaltenen Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden SGTA und
SGTB nachgewiesen. Fur den Nachweis von SGTA wurde a rSGTA verwendet, ein

Kaninchen-Antiserum gegen Ratten-SGTA, das auch murines SGTA erkennt.
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Abb. 4-1 Test des aufgereinigten a hSGTB-Kaninchenserums in einer Western Blot-Analyse
von Mausorgan-Extrakten. Leber- und Hirnextrakte von SGTA- bzw. SGTB-knockout Mausen
wurden wie unter 3.2.5.10 beschrieben hergestellt; die in den Extrakten enthaltenen Proteine wurden
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden SGTA und SGTB nachgewiesen.

Wie man in Abb. 4-1 sieht, erkennt das a hSGTB-Serum Maus-SGTB in den Hirn-

Extrakten der SGTA-knockout Mause (Spuren 10 und 12), kreuzhybridisiert jedoch

nicht mit Maus-SGTA in den Organextrakten der SGTB-knockout Mause (Spuren 13
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bis 16). In einer Western Blot-Analyse von Extrakten verschiedener humaner
Zelllinien (siehe Abschnitt 4.1.1.3) konnte zudem gezeigt werden, dass das a
hSGTB-Serum humanes SGTB, jedoch nicht humanes SGTA erkennt (siehe Abb.
4-3).

4.1.1.2 Western Blot-Analyse zum Nachweis von SGTB in
Mausorganen

Um zu untersuchen, in welchen Mausgeweben das SGTB-Protein nachgewiesen
werden kann, wurden Extrakte verschiedener Organe (Leber, Niere, Milz, Herz,
Muskel, Hirn) von wildtyp und SGTA-knockout Mausen hergestellt und in einem
Western Blot mit a hSGTB-Serum analysiert. In Ubereinstimmung mit dem Ergebnis,
das Tobaben et al. fur Rattengewebe erhielten, konnte SGTB nur in Hirn-Extrakt
nachgewiesen werden (Spuren 6, 12, 18, 24), und war auch bei langerer Exposition
des Chemilumineszenzfiims in allen anderen untersuchten Organextrakten nicht
nachweisbar (siehe Abb. 4-2).

Spur 1 23 4 5 6 7 8 91011 12 1314 1516 17 18 19 20 212223 24
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Abb. 4-2 Western Blot-Analyse zum Nachweis von SGTB in Mausorganen. Extrakte
verschiedener Organe (Leber, Niere, Milz, Herz, Muskel, Hirn) von wildtyp und SGTA-knockout
Mausen wurden wie unter 3.2.5.10 beschrieben hergestellt. Die in den Extrakten enthaltenen Proteine
wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden HSP70 (als Ladekontrolle) und SGTB
(Laufhéhe markiert durch rote Pfeile) nachgewiesen.
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4.1.1.3 Western Blot-Analyse zum Nachweis von SGTB in
humanen Zelllinien

In einer weiteren Western Blot-Analyse wurde die Anwesenheit von SGTB in
humanen Zelllinien untersucht und Uberpruft, ob das a hSGTB-Serum mit humanem
SGTA-Protein kreuzhybridisiert. Dazu wurden Extrakte von verschiedenen humanen
Zelllinien (NCH82, 293T, NBK, HelLa) sowie den primaren Huvec-Zellen wie unter
3.2.2.10 beschrieben hergestellt. Extraktmengen, die gleichen Zellzahlen
entsprachen (30 pl bzw. 400.000 Zellen pro Spur), wurden auf ein groles
Acrylamidgel aufgetragen und die in den Extrakten enthaltenen Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positivkontrolle fir das SGTB-Protein wurde
zusatzlich Extrakt von 293T-Zellen analysiert, die 48 h vor der Gewinnung des
Extraktes mit dem SGTB-Expressionsplasmid pXNNSGTB transfiziert worden waren
(,293T *; Spuren 1 und 8). Um die Spezifitdt des a hSGTB-Serums zu testen wurde
aulRerdem Extrakt von HelLa-Zellen untersucht, bei denen die SGTA-Proteinmenge
durch Behandlung mit sgtA-spezifischer siRNA verringert worden war (,HelLa (kd A)%
Spuren 6 und 13). Abb. 4-3 zeigt, dass das a hSGTB-Serum humanes SGTB, jedoch
nicht humanes SGTA erkennt, denn die experimentelle Verringerung der SGTA-
Menge fuhrt bei Verwendung des a hSGTB-Serums nicht zu einem verringerten
Signal (Spur 12 bzw. 13). Wie in Abb. 4-3 auRerdem zu sehen ist, war SGTB in der
neuronalen Zelllinie NCH82 nachweisbar (Spur 9). Dartuber hinaus konnten etwas
geringere Mengen von SGTB auch in den nicht-neuronalen humanen Tumor- bzw.
transformierten Zelllinien HeLa (Spuren 12 und 13), 293T (Spur 10) und NBK (Spur

11) sowie in primaren Huvec-Zellen (Spur 14) nachgewiesen werden.
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Abb. 4-3 Western Blot-Analyse zum Nachweis von SGTB in humanen Zelllinien. Extrakte von
verschiedenen humanen Zelllinien (293T, NCH82, NBK, HelLa; Huvec) wurden wie unter 3.2.2.10
beschrieben hergestellt. ,293T ** waren 48 h zuvor mit dem SGTB-Expressionsplasmid pXNNSGTB
transfiziert worden (siehe 3.2.2.4); bei ,HelLa (kd A)“ hatte 48 h zuvor eine Behandlung mit sgtA-
spezifischer siRNA stattgefunden (siehe 3.2.2.6). Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden HSP70 (als Ladekontrolle) sowie SGTA und
SGTB nachgewiesen.

4.1.2 Experimentelle Verringerung der SGTB-Proteinmenge
in humanen Zelllinien durch den Einsatz von hsgtB-
spezifischer siRNA

Die siRNA-vermittelte Reduktion der SGTA-Proteinmenge (,SGTA-knockdown®)
fuhrte in allen getesteten Tumorzelllinien (HeLa, NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2)
zu einer Arretierung der Zellen in der Mitose und nachfolgend zum Zelltod in dieser
Phase des Zellzyklus (nachfolgend z.T. als ,SGTA-Depletions-Phanotyp“ bezeichnet)
(Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroffentliche Ergebnisse). Studien mit
HelLaH2A-Zellen — HelLa-Zellen, die ein Histon 2A-YFP-Fusionsprotein exprimieren
und daher eine einfache Beobachtung von mitotischen Chromosomen in der in vivo-
Mikroskopie erlauben — zeigten, dass in diesen Zellen eine mittelmaldig oder stark
reduzierte SGTA-Menge misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen zur
Folge hatte. In Kontrollzellen, bei Anwesenheit regularer Mengen von SGTA, treten
ebenfalls misslokalisierte Chromosomen auf, jedoch werden sie stets sehr schnell
,gerettet und korrekt in der Metaphaseplatte angeordnet. In SGTA-knockdown-
Zellen dagegen verbleiben die misslokalisierten Chromosomen in der Nahe der

Spindelpole und verursachen die Arretierung der Zellen in der Mitose und
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darauffolgenden Zelltod (Winnefeld et al., 2006). Da eine Western Blot-Analyse
(siehe 4.1.1.3) gezeigt hatte, dass SGTB — ebenso wie SGTA — in humanen
Zelllinien nachgewiesen werden kann, sollte untersucht werden, ob die Verringerung
der SGTB-Menge in humanen Zelllinien ebenfalls zu dem oben fur den SGTA-

knockdown beschriebenen Phanotyp fuhrt.

41.2.1 Verringerung der SGTB-Proteinmenge in HeLaH2A-Zellen

Um eine Verringerung der SGTB-Menge in HeLaH2A-Zellen zu erreichen, wurden
zwei unterschiedliche siRNAs — genannt B1 und B2 - verwendet, die mit zwei
unabhangigen Regionen in der SGTB-kodierenden mRNA hybridisieren kdnnen
(siehe 3.1.12.2). HeLaH2A-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit diesen
siRNAs bzw. mit sgtA-spezifischer siRNA transfiziert, nach 48 bzw. 72 h
lichtmikroskopisch analysiert und anschliefend zur Herstellung von Zellextrakt
verwendet. 30 pl der Extrakte (entspricht 400.000 Zellen) wurden jeweils auf ein
grolRes Polyacrylamidgel aufgetragen; nach elektrophoretischer Auftrennung der in
den Extrakten enthaltenen Proteine wurden SGTA und SGTB sowie Tubulin im

Western Blot nachgewiesen.
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Abb. 4-4 Western Blot-Analyse von mit sgtA- bzw sgtB-spezifischer siRNA behandelten
HeLaH2A-Zellen. HelLaH2A-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit sgtA- bzw. sgtB-
spezifischer (B1 und B2) siRNA behandelt oder mit dem SGTB-Expressionsplasmid pXNNSGTB
transfiziert (siehe 3.2.2.4). 48 bzw. 72 h spater wurden die Zellen geerntet und zur Herstellung von
Zellextrakt verwendet. Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt.
Im Immunblot wurden Tubulin (als Ladekontrolle) sowie SGTA und SGTB nachgewiesen.
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Abb. 4-4 zeigt, dass die SGTB-Proteinmenge durch den Einsatz der sgtB-
spezifischen siRNAs (B1 bzw. B2) bereits nach 48 h effektiv verringert wurde
(Spuren 9 bis 12), wahrend kein Einfluss dieser siRNAs auf die SGTA-Menge
beobachtet werden konnte (Spuren 2 bis 5); umgekehrt wurde auch die SGTB-
Menge nicht durch die Transfektion der Zellen mit sgtA-spezifischer siRNA
beeinflusst (Spuren 13 und 14). Wie die lichtmikroskopische Analyse und die
Auswertung der Zellzahlen der mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA behandelten
HelLaH2A-Zellen zeigte, fuhrte der Einsatz der sgtA-spezifischen siRNA zum Zelltod,
wahrend die Verringerung der SGTB-Proteinmenge keinen Effekt hatte (Kdllner, nicht

gezeigte Daten).

41.2.2 Verringerung der SGTB-Proteinmenge in NCH82-Zellen

Da das SGTB-Protein bei der Analyse von Ratten- und Mausgeweben durch
Western Blot bisher nur in Hirn-Extrakten nachgewiesen werden konnte (Tobaben et
al., 2003; diese Arbeit) und daruber hinaus in neuronalen Zellen ein stabiler trimerer
Komplex bestehend aus SGTB, HSC70 und CSPa identifiziert wurde (Tobaben et al.,
2003) ist es moglich, dass SGTB vor allem in neuronalen Zellen eine wichtige
Funktion erflllt. Daher wurde untersucht, welche Auswirkung die Verringerung der
SGTB-Proteinmenge in den humanen neuronalen Zelllinien NCH82 und U373 (siehe
4.1.2.3) hat. Da in Betracht gezogen wurde, dass SGTA in der Lage sein konnte,
SGTB funktionell zu ersetzen, wurden zusatzlich zu den Einzeltransfektionen von
sgtA-bzw.- sgtB-spezifischer (B1) siRNA auch Transfektionen von NCH82-Zellen
(humane Glioblastoma-Zellen; Herold-Mende et al., 1999) mit beiden siRNAs

durchgefuhrt, um die Menge von SGTA und SGTB gleichzeitig zu verringern; dabei
wurden entweder je 5 oder 10 ul (100 bzw. 200 pmol; entspricht einer
Endkonzentration im Medium von 0,1 bzw 0.2 yM) der jeweiligen siRNA pro Ansatz
verwendet. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen einer lichtmikroskopischen
Analyse unterzogen und die Extrakte der Zellen (je 30 pl Extrakt bzw. 400.000

Zellen) anschlielend im Western Blot untersucht.
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Abb. 4-5 Western Blot-Analyse von mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder Kontroll-
siRNA behandelten NCH82-Zellen. NCH82-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit sgtA-
bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA behandelt. In Klammern sind die siRNA-Volumina
angegeben, die fiir ein well einer 6-well-Platte eingesetzt wurden. 48 h nach der Transfektion wurden
die Zellen geerntet und zur Herstellung von Zellextrakt verwendet. Die in den Proben enthaltenen
Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden Tubulin (als Ladekontrolle)
sowie SGTA und SGTB nachgewiesen.

Anhand der lichtmikroskopischen Analyse und der Auswertung der Zellzahlen konnte
in der humanen Glioblastoma-Zelllinie NCH82 weder ein Einfluss von sgtA- noch von
sgtB-spezifischer siRNA auf die Vitaliat der Zellen festgestellt werden (Kollner, nicht
gezeigte Daten), obwohl zumindest fur SGTB eine sehr effektive Verringerung der
Proteinmenge erreicht wurde, wie Abb. 4-5 (Spur 10) zeigt. Der gleichzeitige Einsatz
von sgtA- und sgtB-spezifischer siRNA (Spuren 5, 6, 11 und 12) fuhrte ebenfalls
nicht zu einem Effekt; auch war hier die Verringerung der SGTA-Proteinmenge
(Spuren 5 und 6) weniger effektiv als bei der alleinigen Verwendung von sgtA-
spezifischer siRNA (Spur 3).

4.1.2.3 Verringerung der SGTB-Proteinmenge in U373-Zellen

U373-Zellen sind eine humane Glioblastoma-Astrocytoma-Zelllinie (Pontén und
Macintyre, 1968). Wie in Abb. 4-6 zu sehen ist, konnte in dieser Zelllinie sowohl die
SGTA- (Spur 2; oben) als auch die SGTB-Proteinmenge (Spur 3; unten) durch den

Einsatz der jeweiligen siRNA effektiv verringert werden.
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Abb. 4-6 Western Blot-Analyse von mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder Kontroll-
siRNA behandelten U373-Zellen. U373-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit sgtA- bzw.
sgtB-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA behandelt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen
geerntet und zur Herstellung von Zellextrakt verwendet. Die in den Proben (je 10 ul Extrakt; entspricht
etwa 130.000 Zellen) enthaltenen Proteine wurden in einem Polyacrylamid-Minigel elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Immunblot wurden Tubulin (als Ladekontrolle) sowie SGTA und SGTB nachgewiesen.

Die lichtmikroskopische Analyse von mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder
Kontroll-siRNA behandelten U373-Zellen ergab, dass die Verringerung der SGTA-
Proteinmenge zum Tod der Zellen fuhrte (siehe Abb. 4-7 A). Durch eine FACS-
Zellzyklusanlyse und die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von mit Hoechst-
33342 gefarbten U373-Zellen wurde gezeigt, dass der Einsatz von sgtA-spezifischer
SiRNA zur Arretierung der Zellen in der Gy/M-Phase und zu misslokalisierten
Chromosomen an den Spindelpolen fuhrte (siehe Abb. 4-7 B und C; misslokalisierte
Chromosomen sind in Abb. 4-7 C durch Pfeile gekennzeichnet). Bei Verringerung
der SGTB-Proteinmenge wurde — wie auch in HelaH2A- und NCH82-Zellen (siehe
4.1.2.1 und 4.1.2.2) — kein Effekt festgestellt.
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Abb. 4-7 Analyse von mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA behandelten
U373-Zellen. U373-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer
siRNA oder Kontroll-siRNA behandelt. A: Lichtmikroskopische Analyse 48 h nach der Transfektion. B:
FACS-Zellzyklusanalyse (siehe 3.2.213) 48 h nach Transfektion der siRNA. C:
Fluoreszenzmikroskopische Analyse: U373-Zellen wurden auf unbeschichteten Deckglaschen
immobilisiert (siehe 3.2.6.1) und am Folgetag mit sgtA- bzw. sgtB-spezifischer siRNA oder Kontroll-
siRNA behandelt. 48 h nach der Transfektion wurden fluoreszenzmikroskopische Praparate der Zellen
angefertigt (siehe 3.2.6.2), die mit dem DNA-bindenden Farbstoff Hoechst-33342 gefarbt und
anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch analysiert wurden. Die Pfeile weisen auf misslokalisierte
Chromosomen an den Spindelpolen.

Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass die Anwesenheit von SGTB offensichtlich
nicht notwendig fur das Uberleben von HelLaH2A-, NCH82- und U373-Zellen ist.
Aulerdem ist endogenes SGTB offenbar nicht in der Lage, SGTA funktionell zu
ersetzen, denn bei siRNA-vermittelter Reduktion von SGTA in den SGTB-
exprimierenden U373-Zellen wurde der typische SGTA-Depletions-Phanotyp
beobachtet, der durch eine Arretierung der Zellen in der Mitose und nachfolgenden

Zelltod gekennzeichnet ist.
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4.1.3 Untersuchung der funktionellen Redundanz von
SGTA und -B in U373-Zellen durch ein ,,Rescue-
Experiment*

Humanes SGTA und SGTB weisen sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene eine
groRe Ahnlichkeit auf: Die cDNA-Sequenz des SGTB-Gens stimmt zu 52 % mit der
des SGTA-Gens Uberein; die Aminosauresequenz des SGTB-Proteins ist zu 60 %
mit der von SGTA identisch (Tobaben et al., 2003). Aul3erdem interagiert SGTB
ebenso wie SGTA in neuronalen Zellen mit den Proteinen HSC70 und CSPa
(Tobaben et al., 2003). Es besteht daher die Moglichkeit, dass SGTA und -B in der
Zelle dieselbe Funktion ausliben, ein Sachverhalt, der als ,funktionelle Redundanz®
bezeichnet wird. Zwar spricht die unter 4.1.2.3 beschriebene Beobachtung, dass eine
Verringerung der SGTA-Proteinmenge in U373-Zellen trotz Anwesenheit von SGTB
zum SGTA-Depletions-Phanotyp fuhrt, gegen die Annahme, das endogenes SGTB
SGTA funktionell ersetzen kann. Es ist jedoch moglich, dass bei dem oben
genannten Experiment die Menge an endogenem SGTB nicht ausreichend war, um
den SGTA-Depletions-Phanotyp zu verhindern. Um direkt zu untersuchen, ob SGTB
in ausreichender Menge in der Lage ist, SGTA funktionell zu ersetzen, sollte ein
sogenanntes ,Rescue-Experiment® durchgeflihrt werden: Dazu sollte eine U373-
Zelllinie, die SGTB stabil Uberexprimiert, mit sgtA-spezifischer siRNA behandelt und
48 h spater durch FACS-Zellzyklus- und Immunfluoreszenz-Analyse untersucht
werden. Als positive Kontrolle fur einen ,Rescue® des SGTA-Depletions-Phanotyps
sollte eine U373-Zellinie mit sgtA-siRNA behandelt werden, die ein SGTA-Protein
stabil Uberexprimiert, das dieselbe Aminosauresequenz wie endogenes hSGTA
aufweist, dessen mMRNA jedoch aufgrund von einigen Nukleotidaustauschen in der
SGTA-cDNA nicht von der sgtA-spezifischen siRNA erkannt wird. Trotz des
Einsatzes von sgtA-spezifischer siRNA musste in dieser Zelllinie daher genugend

SGTA-Protein vorhanden sein, um den SGTA-Depletions-Phanotyp zu verhindern.

4.1.3.1 Klonierung des Plasmids pXhSGTA

Zur Klonierung des hSGTA-Expressionsplasmids pXhSGTA wurde die hSGTA-
cDNA-Sequenz, die die gesamte kodierende Region von humanem SGTA umfasst

(942 nt), mithilfe der Restriktionsenzyme EcoRIl und Xhol aus dem Plasmid
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PET16NNkristSGTA ausgeschnitten und mit dem EcoRI / Xhol-geschnittenen Vektor
pXFlaghSGTA (Winnefeld et al., 2006) ligiert (siehe Abb. 4-8).

EcoRI (708) «2

Abb. 4-8 Physikalische Karte von
pXhSGTA. Das Plasmid besitzt einen CMV-
Promotor (P CMV) und kodiert fur das
humane SGTA-Protein (hSGTA) und -
Lactamase (Amp-R), die Ampicillin-Resistenz
verleiht.

200
i

pXhSGTA
3,873 bp

4.1.3.2 Herstellung des
Plasmids pXmuthSGTA

!
0z z

3513
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Um das Plasmid pXmuthSGTA
herzustellen, das fur ein SGTA-
ok Protein (,muthSGTA®) kodiert, dessen
mRNA  nicht von der sgtA-

spezifischen siRNA erkannt wird, wurden wie unter 3.2.4.13 beschricben 6

oy

Gy

0a's

Nukleotidaustausche in die im hSGTA-Expressionsplasmid pXhSGTA enthaltene
hsgtA-cDNA eingefiuhrt. Wie Abb. 4-9 A zeigt, wurden die Nukleotide so
ausgetauscht, dass Codons entstanden, die fur dieselbe Aminosaure kodieren wie
das urspringliche Codon. Daruber hinaus wurde darauf geachtet, dass keine extrem
seltenen Codons (nach Weizman Institute of Science) fir pXmuthSGTA verwendet
wurden (siehe Abb. 4-9 B).

A Asn Phe Glu Ala Ala Val His B
pXmuthSGTA: AAT TTT GAG GCA GCA GTC CAC Asn  AAC  56%
pXhSGTA: AACTTT GAA GCT GCC GTG CAT AAT  44%
Glu GAA 41%
35 376 GAG  59%
Ala  GCT 28%
GCC  40%
57 | 37 GCA  22%
t StTart StTop 2206 val GTIG 48%
(42) (983} GTC 25%
— N — His CAT 41%
3’ nicht-kodierende Region CAC 9%

Abb. 4-9 Art und Position der Nukleotidaustausche in der hsgtA-cDNA zur Herstellung des
Plasmids pXmuthSGTA und relative Haufigkeit der Codon-Verwendung fiir die jeweilige
Aminosaure. A: Schematische Darstellung der cDNA des vollstdndigen hsgtA-Transkriptes. Die
ausgetauschten Nukleotide sind rot markiert; die sich fir Ubereinanderstehende Nukleotid-Tripletts
ergebende Aminosaure ist jeweils oberhalb in blauer Farbe angegeben. B: Relative Haufigkeit der
Codon-Verwendung fir die jeweilige Aminosaure in humanen kodierenden Regionen (nach Weizman
Institute of Science).
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4.1.3.3 Western Blot-Analyse der Uberexpression von hSGTA und
muthSGTA in HeLaH2A-Zellen bei Einsatz von sgtA-
spezifischer siRNA

Um das Ausmaf der Uberexpression von hSGTA und muthSGTA in humanen Zellen
zu Uberprifen und zu untersuchen, wie sich der Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA
auf die Uberexpression dieser Proteine auswirkt, wurden HeLaH2A-Zellen mit jeweils
7,5 pug der Plasmide pXhSGTA bzw. pXmuthSGTA transfiziert und 24 h spater mit
sgtA-spezifischer siRNA behandelt (,kd SGTA®). Nach weiteren 48 bzw. 72 h wurden
die Zellen geerntet und zur Herstellung von Zellextrakt verwendet. Gleiche Mengen
des Zellextraktes (10 pl), jeweils etwa 130.000 Zellen entsprechend, wurden auf ein
Polyacrylamid-Minigel aufgetragen; die in den Extrakten enthaltenen Proteine
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. Im Immunblot wurden anschlieRend SGTA
und Tubulin nachgewiesen.

kd SGTA kd SGTA
.| I

b PpXhSGTA pXmuthSGTA

x A A

g 'd N N

B

S 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h p.Tr.
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55kDa- ™ =

™ = & - & » = = oTubulin

-
35 kDa - “

Abb. 4-10 Western Blot-Analyse der Uberexpression von hSGTA und muthSGTA in HeLaH2A-
Zellen bei Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA. HeLaH2A-Zellen wurden mit jeweils 7,5 pug der
Plasmide pXhSGTA bzw. pXmuthSGTA ftransfiziert (siehe 3.2.2.4) und 24 h spater wie unter 3.2.2.6
beschrieben mit sgtA-spezifischer siRNA behandelt (kd SGTA). Nach weiteren 48 bzw. 72 h wurden
die Zellen geerntet und zur Herstellung von Zellextrakt verwendet. Die in den Proben enthaltenen
Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden Tubulin (als Ladekontrolle) und
SGTA nachgewiesen.

o hSGTA

Wie Abb. 4-10 zeigt, fuhrte die Transfektion von HeLaH2A-Zellen mit den Plasmiden
pXhSGTA bzw. pXmuthSGTA jeweils zu einer starken Uberexpression von hSGTA
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(Spuren 2 und 3) bzw. von — im Western Blot nicht von hSGTA unterscheidbarem —
muthSGTA (Spuren 6 bis 9). Bei Behandlung der transfizierten Zellen mit sgtA-
spezifischer siRNA (,kd SGTA®, Spuren 4, 5, 8 und 9) wurde die gesamte SGTA-
Proteinmenge (endogenes und Uberexprimiertes SGTA) nur in den Zellen verringert,
die mit pXhSGTA transfiziert worden waren (Spuren 4 und 5), jedoch nicht in den mit
pXmuthSGTA transfizierten Zellen (Spuren 8 und 9), da hier nur die — im Vergleich
zur der Menge an uberexprimiertem muthSGTA — geringe Menge an endogenem
SGTA verringert wurde. Durch eine FACS-basierte Zellzyklusanalyse von hSGTA-
bzw. muthSGTA Uberexprimierenden HeLaH2A-Zellen wurde ausgeschlossen, dass
die Uberexpression dieser Proteine einen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung der

Zellen hat (Kdllner, nicht gezeigte Daten).

4.1.3.4 Klonierung der Plasmide pIRESneo3-muthSGTA und
PIRESneo3-hSGTB

Um U373-Zelllinien zu etablieren, die SGTB bzw. muthSGTA stabil Gberexprimieren,
wurden Plasmide bendtigt, die fur SGTB bzw. muthSGTA kodieren und ein
Antibiotikum-Resistenzgen tragen. Die Selektion der Zelllinien sollte mit dem
Antibiotikum Geneticin (G418) erfolgen, daher wurde als Ausgangspunkt fur die
Klonierung der oben genannten Expressionsplasmide der Vektor plIRESneo3
gewahlt, der ein Neomycin-Resistenzgen besitzt welches durch die Kodierung einer
Aminoglycosid-Phosphotransferase Resistenz gegen G418 verleiht.

Zur Klonierung von plIRESneo3-muthSGTA, das fur die stabile Expression von
muthSGTA verwendet werden sollte, wurden zunachst 2 Oligonukleotide (,Primer),
A1 und A2, so ausgewahlt, dass sie die cDNA-Sequenz 42 - 983 nt von humanem
sgtA flankierten. Daruber hinaus enthielten die Primer Restriktionsschnittstellen: A1
eine EcoRI-Schnittstelle vor und A2 eine Notl-Schnittstelle nach der SGTA-
kodierenden Sequenz. In einer ,Polymerase chain reaction® (PCR) mit den
genannten Oligonukleotiden und dem Plasmid pXmuthSGTA als DNA-Vorlage
(Template) wurde der gewunschte DNA-Abschnitt amplifiziert. Das PCR-Produkt
wurde anschliefend aufgereinigt, mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und Not/
endonukleolytisch geschnitten und mit dem ebenso geschnittenen Vektor pIRESneo3
ligiert (siehe Abb. 4-11 A). Das Plasmid wurde dann aus E.coli-SURE-Bakterien, die
mit dem Ligationsprodukt transformiert worden waren, durch Plasmidmaxipraparation

gewonnen. Die Klonierung von pIRESneo3-hSGTB erfolgte nach dem gleichen
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Prinzip: Mit den Oligonukleotiden B1 und B2, die die gesamte codierende Sequenz
von humanem sgtB flankierten und eine EcoRI-Schnittstelle (B1) bzw. eine Notl-
Schnittstelle (B2) enthielten, und dem Plasmid pXNNSGTB als DNA-Template wurde
eine PCR durchgefuhrt und das aufgereinigte, EcoRI- /| Notl-geschnittene PCR-
Produkt anschlieffend mit dem EcoRI- / Notl-geschnittenen Vektor pIRESneo3 ligiert
(siehe Abb. 4-11 B). Die Korrektheit der Sequenz der Plasmide plIRESneo3-
muthSGTA und pIRESneo3-hSGTB wurde durch Sequenzierung uberpruft.

EcoRI (972)
4 oo

Motl (1,921)

muthSGTA

pIRESneo3-muthSGTA L ﬂ"{ pIRESneo3-hSGTB i
6,196 bp . g 6,169 bp Neo-R— 8

Abb. 4-11 Physikalische Karten von pIRESneo3-muthSGTA (A) und pIRESneo3-hSGTB (B). Die
Plasmide besitzen einen CMV-Promotor (P CMV) und kodieren fir Aminoglycosid-
Phosphotransferase (Neo-R), die Resistenz gegen G418 (Geneticin) verleiht, und -Lactamase (Amp-
R), welche Ampicillin-Resistenz verleiht. pIRESneo3-muthSGTA kodiert auRerdem fur ein mutiertes
humanes SGTA-Protein (muthSGTA), wahrend pIRESneo3-hSGTB fiir das humane SGTB-Protein
(hSGTB) kodiert.

4.1.3.5 Etablierung von U373-Zelllinien, die muthSGTA bzw.
hSGTB stabil Uberexprimieren

Durch die Transfektion von U373-Zellen mit den Plasmiden pIRESneo3-muthSGTA
bzw. pIRESne03-hSGTB und G418-Selektion wurden wie unter 3.2.2.7 beschrieben
die stabilen Zelllinien U373-A bzw. U373-B etabliert. AuRerdem wurden U373-Zellen
mit dem ,leeren“ G418-Resistenzvektor pIRESneo3d transfiziert, um die Kontroll-
Zelllinie U373-pIRES zu etablieren.

Um zu Uberprufen, ob die durch G418-Selektion erhaltenen Zelllinien tatsachlich die
transfizierten Plasmide in ihrem Genom enthalten, wurde die genomische DNA der
verschiedenen U373-Zelllinien (U373, U373-A, U373-B, U373-pIRES) wie unter
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3.2.4.2 beschrieben gewonnen und als Template in PCR-Reaktionen (siehe 3.2.4.11)
mit unterschiedlichen Primer-Paaren eingesetzt. Primer-Paar NCBI neo1 / 2 (in Abb.
4-12 A mit ,N“ abgekurzt) diente zum Nachweis des Neomycin-Resistenzgens; mit
den Primer-Paaren NCBI A1/ 2 (,A%) bzw. NCBI B1 / 2 (,B“) konnte die sgtA- bzw.
die sgtB-cDNA nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle fir die jeweiligen Primer-
Paare wurden PCR-Reaktionen durchgefihrt, bei denen die Plasmide pIRESneo3-
muthSGTA, pIRESneo3-hSGTB bzw. pIRESneo3d als Template eingesetzt wurden.
Die Produkte der PCR-Reaktionen wurden in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt

und durch Ethidiumbromid-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht.

80.000 Zellen / Spur 160.000 Zellen / Spur
DONA: uar3 U373-A - * I 1

—— ——
Primer: NAB NAB A A

\
& &
10.000hp- T @ § < 3
. §SEEe8ES
400hp - DI IJIJIIJDID
Spur j T, et T B S S e e

P3KDA — S - - -——— . TubUIIN

36kDa — - - ahSGTA
10.000bp -
1.000kp -
400kp - S5kDa - o e e o Tubulin

. k — T — — —

Primer; NAB B B NAB N N 36kDa - ~~a»  ahSGTB

—_— —
DNA; U373-B - **U373-pIRES - ™

* pIRES-muthSGTA
* pIRES-SGTB
=+ bIRES

Abb. 4-12 Analyse der stabilen U373-Zelllinien. A: Gelelektrophoretische Analyse der PCRs zur
Uberpriifung der stabilen U373-Zelllinien: Die genomische DNA der verschiedenen U373-Zelllinien
(U373, U373-A, U373-B, U373-pIRES) wurde wie unter 3.2.4.2 beschrieben gewonnen und als
Template in PCR-Reaktionen (siehe 3.2.4.11) mit unterschiedlichen Primer-Paaren eingesetzt. Primer-
Paar ,N* diente zum Nachweis des Neomycin-Resistenzgens; mit den Primer-Paaren ,A* bzw. ,B*
konnte die sgtA- bzw. die sgtB-cDNA nachgewiesen werden. Die Produkte der PCR-Reaktionen
wurden in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung unter UV-Licht
sichtbar gemacht. Zur GréRenbestimmung der PCR-Produkte wurde der DNA-GréfRenstandard
~omart-Ladder” im selben Gel aufgetrennt. B: Western Blot-Analyse: Extrakte der verschiedenen
U373-Zelllinien (s.0.) wurden wie unter 3.2.2.10 beschrieben hergestellt und jeweils 6 bzw. 12 pl
davon (enspricht 80.000 bzw. 160.000 Zellen) auf ein Polyacrylamid-Minigel aufgetragen. Die in den
Proben enthaltenen Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden Tubulin (als
Ladekontrolle) sowie SGTA und SGTB nachgewiesen.

Wie Abb. 4-12 A zeigt, konnte durch PCR im Genom der Zelllinien U373-A, U373-B

und U373-pIRES das Neomycin-Resistenzgen nachgewiesen werden. Im Genom der
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U373-A- und der U373-B-Zellen liel} sich zusatzlich die sgtA-cDNA bzw. die sgtB-
cDNA nachweisen. Beim Einsatz von genomischer DNA der Ausgangszelllinie U373
hingegen waren die PCR-Reaktionen mit allen 3 Primer-Paaren negativ, d.h.es
entstand kein PCR-Produkt da keine DNA-Sequenzen vorhanden waren, mit denen
die Primer hybridisieren konnten.

Um die U373-Zellinien U373-A und U373-B auf ihre Uberexpression der Proteine
(mut)hSGTA bzw. SGTB zu uberprufen, wurden Extrakte der verschiedenen U373-
Zelllinien (s.0.) wie unter 3.2.2.10 beschrieben hergestellt und die in den Proben
enthaltenen Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden Tubulin
sowie SGTA und SGTB nachgewiesen. Wie in Abb. 4-12 B zu sehen ist,
uberexprimiert die Zelllinie U373-A (mut)hSGTA (Spuren 2 und 6; oben), wahrend
U373-B-Zellen Uberexpression von hSGTB zeigen (Spuren 3 und 7; unten)

41.3.6 ,Rescue-Experiment®: Einsatz von Kontroll-siRNA und
sgtA-spezifischer siRNA in stabilen U373-Zelllinien

In einem ,Rescue-Experiment‘ wurde untersucht, ob durch die Uberexpression von
SGTB in den U373-B Zellen der SGTA-Depletions-Phanotyp, der bei Verringerung
der SGTA-Proteinmenge durch den Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA in humanen
Kulturzellen auftritt (siehe 4.1.2), verhindert bzw. abgemildert werden kann. Dazu
wurden die stabilen U373-Zellinien U373-pIRES, -A und -B mit sgtA-spezifischer
siRNA oder Kontroll-siRNA behandelt und 48 h spater einer FACS-Zellzyklusanalyse

unterzogen bzw. immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert.

4.1.3.6.1 FACS-Zellzyklusanalyse

U373-pIRES U373-A U373-B

1O Fonanas 3T 00

Kontroll iRNA |

1 rn Abb. 4-13 FACS-

Zellzyklusanalyse von mit sgtA-
siRNA oder Kontroll-siRNA
behandelten U373-Zelllinien. Die
U373-Zelllinien U373-pIRES,
—= U373-A und U373-B wurden wie
unter 3.2.2.6 beschrieben mit
Kontroll-siRNA (obere Reihe) oder
sgtA-spezifischer siRNA behandelt
und 48 h spater einer FACS-
Zellzyklusanalyse (siehe 3.2.2.13)
unterzogen.

-93 -



Ergebnisse

Wie Abb. 4-13 zeigt, fuhrte die Transfektion von sgtA-spezifischer siRNA sowohl bei
den U373-pIRES-Kontrollzellen als auch bei den muthSGTA- bzw. hSGTB-
uberexprimierenden U373-Zellen zu einer Arretierung in der G,/M-Phase des
Zellzyklus. Sowohl SGTB als auch muthSGTA sind daher offensichtlich nicht in der

Lage, die Funktion von endogenem SGTA zu Ubernehmen.

4.1.3.6.2 Immunfluoreszenz-Analyse

Durch die FACS-Analyse (s.0.) konnte lediglich festgestellt werden, dass die mit
sgtA-spezifischer siRNA-behandelten Zellen in der G,/M-Phase arretieren; der
SGTA-Depletions-Phanotyp ist jedoch durch Arretierung in der Mitose
gekennzeichnet. Daher sollte durch eine Immunfluoreszenz-Analyse mit anti-a-
Tubulin- und anti-Phospho-Histon-H3-Antikdrpern geklart werden, ob (1) U373-A-
und U373-pIRES-Zellen bei Verringerung der (endogenen) SGTA-Menge tatsachlich
den gleichen Phanotyp aufweisen und ob (2) dieser Phanotyp dem SGTA-
Depletions-Phanotyp entspricht. Durch die Immunlokalisation des in Mikrotubuli
enthaltenen Proteins a-Tubulin kdénnen mitotische Spindeln sichtbar gemacht
werden, wahrend der Nachweis von mitotischen Chromosomen in einer
Immunfluoreszenzanalyse durch die Verwendung eines anti-Phospho-Histon-H3-
Antikoérpers gelingt, da Histon H3 nur in mitotischen Chromosomen phosphoryliert

vorliegt.

A---
B---

Abb. 4-14 Immunlokalisation von a-Tubulin in U373-pIRES-Zellen (A) und U373-A-Zellen (B)
nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. U373-pIRES- und U373-A-Zellen wurden wie unter 3.2.2.6
beschrieben mit Kontroll-siRNA transfiziert und 48 h nach der Transfektion fixiert.
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Abb. 4-14 zeigt die Immunlokalisation von a-Tubulin in U373-pIRES-Zellen (A) und
U373-A-Zellen (B) nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. Wie man sieht befanden
sich die mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen fast ausschliefdlich in der Interphase,
da keine mitotischen Spindeln zu sehen sind. AuRerdem ist bei der Verwendung des
anti-Phospho-Histon-H3-Antikérpers kein Signal erkennbar (Koéllner, nicht gezeigte

Daten), da Histon H3 in der Interphase unphosphoryliert vorliegt.

-95-



Ergebnisse

a-Tubulin Phospho-Histon H3 tberlagert

Phospho-Histon H3

Abb. 4-15 Immunlokalisation von a-Tubulin und Phospho-Histon H3 in U373-pIRES-Zellen (A)
und U373-A-Zellen (B) nach Behandlung mit sgtA-spezifischer siRNA. U373-pIRES- und U373-A-
Zellen wurden wie unter 3.2.2.6 beschrieben mit sgtA-spezifischer siRNA transfiziert und 48 h nach
der Transfektion fixiert. a: Immunlokalisation von a-Tubulin. b: Immunlokalisation von Phospho-Histon
H3. c: Uberlagerung der Einzelfluoreszenzaufnahmen von a-Tubulin und Phospho-Histon H3; die
Pfeile weisen auf misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen.
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Wie Abb. 4-15 zeigt, arretierten die mit sgtA-spezifischer siRNA behandelten Zellen
in Uberwiegender Zahl in der Prometaphase der Mitose: Es sind mitotische Spindeln
erkennbar sowie Chromosomen, die in der Metaphaseplatte angeordnet sind,;
auRerdem koénnen misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen beobachtet
werden (in Abb. 4-15 durch Pfeile gekennzeichnet). Sowohl die Kontroll-Zellen
(U373-pIRES, Abb. 4-15 A) als auch die muthSGTA-Uberexprimierenden Zellen
(U373-A, Abb. 4-15 B) zeigten diesen fur die Verringerung von SGTA
charakteristischen Phanotyp; das Uberexprimierte muthSGTA ist also offenbar nicht

in der Lage, die Funktion von endogenem SGTA zu Ubernehmen.

4.1.4 Funktionelle Analyse und Vergleich von SGTA und -B
wildtyp und doppelknockout mouse embryonic
fibroblasts (MEFs)

Flr ein besseres Verstandnis der Funktion von SGTA und —B und zur Untersuchung
des (mdglichen) Beitrages von SGTA zur Parvovirus-Infektion sollten in
verschiedenen Experimenten die Eigenschaften von mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) von SGTA und -B doppelknockout Mausen analysiert und mit denen von
wildtyp MEFs verglichen werden. Um die fur diese Untersuchungen bendtigten MEFs
zu gewinnen, wurden fir SGTA und —B heterozygote Mause verpaart und aus den
Embryonen primare (wildtyp bzw. SGTA und —B doppelknockout) MEFs prapariert
(siehe 3.2.2.2). Die heterozygoten Mause stammten aus vorherigen Verpaarungen
von weiblichen SGTA und —B doppelknockout (B6.129P2 SGTA™MPin gGTR!™IMPin)
und mannlichen wildtyp Mausen, die wir von Dr. Bernd Stahl (IMT Marburg) erhalten
hatten. Da die mannlichen doppelknockout Mause offenbar nicht fortpflanzungsfahig
waren, konnten doppelknockout Embryonen nur durch die Verpaarung von
heterozygoten Mausen gewonnen werden. Die aus individuellen Embryonen
praparierten primaren MEFs wurden mit den Bezeichnungen ,wt6“ und ,wt7* (wildtyp)
bzw. ,dd3“ ,dd6“ und ,dd8" (SGTA und —B doppelknockout) versehen. AulRerdem
wurden Mischungen (,pools) von Fibroblasten verschiedener Embryonen des
gleichen Genotyps (wildtyp bzw. SGTA und —B doppelknockout) hergestellt und mit
L,/ (fur wildtyp) bzw. ,dd* (fir doppelknockout) bezeichnet.

Zusatzlich zu den primaren MEFs sollten auch immortalisierte 3T3MEFs (wildtyp
bzw. SGTA und -B doppelknockout) analysiert werden. Diese wurden wie unter

3.2.2.3 beschrieben nach dem Protokoll von Todaro (Todaro und Green, 1963)
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etabliert. Ein Vorteil von 3T3MEFs gegentber primaren MEFs flur ihre Verwendung in
der Forschung ist ihr unbegrenztes Wachstum, fur das spontane Mutationen
verantwortlich sind, die im Verlaufe des Etablierungsprozesses entstehen und meist
direkt oder indirekt die Funktion des p53-Proteins beeintrachtigen (Harvey et al.,
1991; Kamijo at al., 1997). Dieses unbegrenzte Wachstum der 3T3MEFs ermdglicht
es, groRe Mengen an einheitlichen Zellen fur Experimente zu verwenden und
Ergebnisse zu reproduzieren. Daruber hinaus lassen sich 3T3MEFs leicht durch
Expression des SV40-Large-T-Antigens transformieren (Pontén et al., 1971; Topp et
al.,, 1980), was sie dazu befahigt, Kolonien in Softagar zu bilden (siehe 4.2.1).
Insgesamt wurden sieben 3T3MEF-Zelllinien etabliert, drei wildtyp- (,wt-pool®, ,1wt",
,22wt“) und vier SGTA und -B doppelknockout- (,dd-pool®, ,5dd“, ,6dd" ,7dd®)
Zelllinien. Dabei stammen die mit Zahlen bezeichneten Linien von individuellen
Embryonen ab, wahrend die ,pools* eine Mischung von Fibroblasten verschiedener
Embryonen des gleichen Genotyps (wildtyp bzw. SGTA und —-B doppelknockout)
darstellen. Man beachte, dass hier — im Unterschied zu der Bezeichnung der
primaren MEFs — jeweils die Zahl vor der Abkurzung fur den Genotyp steht.

Primare MEFs und 3T3MEFs von SGTA und -B doppelknockout bzw. wildtyp
Mausen sollten in Bezug auf ihre (1) Zellzyklusverteilung und Wachstumsrate, (2)
Empfindlichkeit gegenuber Nocodazol, (3) Genexpression und (4) Parvovirus-
Produktion untersucht und verglichen werden. In den folgenden Unterkapiteln
(4.141 - 41.4.4) sind die zu diesem Zwecke durchgeflihrten Experimente im

Einzelnen ausgeflihrt.

4.1.4.1 Untersuchung von Zellzyklusverteilung und
Wachstumsrate

Durch eine FACS-Analyse sollte untersucht werden, ob es Unterschiede im
Zellzyklus von SGTA und —B doppelknockout und wildtyp MEFs gibt. Dazu wurden
3T3MEFs und primare MEFs von wildtyp und doppelknockout Mausen in einer
Dichte von 500.000 Zellen pro 10 cm-Schale ausgesat und 24 h spater einer FACS-

Zellzyklusanalyse (siehe 3.2.2.13) unterzogen.
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Abb. 4-16 FACS-Zellzyklusanalyse von wildtyp und SGTA und -B doppelknockout MEFs.
Wildtyp und SGTA und- B doppelknockout MEFs (immortalisierte 3T3MEFs und primare MEFs)
wurden in einer Dichte von 500.000 Zellen pro 10 cm-Schale ausgesat und 24 h spater einer FACS-
Zellzyklusanalyse (siehe 3.2.2.13) unterzogen.

Wie in Abb. 4-16 zu sehen ist, unterscheiden sich 3T3MEFs (obere Reihe) und

primare MEFs (untere Reihe) offensichtlich in ihrer Zellzyklusverteilung: Wahrend

primare MEFs eine ,normale“ Zellzyklusverteilung zeigten, wies ein ungewohnlich
hoher Anteil der 3T3MEFs einen flr die S-Phase des Zellzyklus charakteristischen
DNA-Gehalt auf. Durch eine Immunfluoreszenzanalyse von Hoechst-33342-
gefarbten 3T3MEFs wurde untersucht, ob Binukleation fur dieses Phanomen
verantwortlich sein kdnnte; dies war jedoch nicht der Fall (Kdllner, nicht gezeigte
Daten). Beim Vergleich der Zellzyklusverteilung von wildtyp MEFs und SGTA und -B
doppelknockout MEFs konnten sowohl bei den 3T3MEFs als auch bei den primaren
MEFs keine Unterschiede festgestellt werden (siehe Abb. 4-16).

Um die Wachstumsrate von wildtyp und SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs zu
vergleichen wurden sie in einer Dichte von 500.000 Zellen pro 10 cm-Schale
ausgesat. Nach 24, 48, 72 bzw. 96 h wurden die Zellen jeweils geerntet und die
Zellzahl mit dem ,CASY® Cell Counter + Analyser* (siehe 3.2.2.9) bestimmt. Die
Berechnung der Wachstumsrate der 3T3MEFs in definierten Zeitintervallen nach der

Aussaat erfolgte durch Division der Zellzahl am Ende des Intervalls durch die
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Zellzahl zu Beginn des jeweiligen Intervalls. Die in Abb. 4-17 rot dargestellten Balken
geben den Mittelwert der Wachstumsrate von drei verschiedenen wildtyp-3T3MEF-
Zelllinien an; blaue Balken zeigen den Mittelwert der Wachstumsrate von drei

verschiedenen doppelknockout-3T3MEF-Zelllinien.

Wachstumsrate 3T3MEFs
(Durchschnittswerte fiir wt und dd)

4.5

4.0

3.5

3.0

2,5 1 B Durchschnittswertwt

B Durchschnittswert dd

2.0 1

1.5 1

Wachstumsrate

1.0

05

0.0 -
0-24h 24-48h 4&8-72h 72-96h

Zeitintervall nach dem Aussaen

Abb. 4-17 Vergleich der Wachstumsrate von wildtyp und SGTA und -B doppelknockout
3T3MEFs. Wildtyp und SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs wurden in einer Dichte von 500.000
Zellen pro 10 cm-Schale ausgesat. Nach 24, 48, 72 bzw. 96 h wurden die Zellen jeweils geerntet und
die Zellzahl mit dem ,CASY® Cell Counter + Analyser” (siehe 3.2.2.9) bestimmt. Die Wachstumsrate
der 3T3MEFs in definierten Zeitintervallen wurde berechnet, indem die Zellzahl am Ende des
Intervalls durch die Zellzahl zu Beginn des jeweiligen Intervalls dividiert wurde. Rote Balken zeigen
den Mittelwert der Wachstumsrate von 3 verschiedenen wildtyp-3T3MEF-Zelllinien; blaue Balken
geben den Mittelwert der Wachstumsrate von 3 verschiedenen doppelknockout-3T3MEF-Zelllinien an.

Wie Abb. 4-17 zeigt, ergab der Vergleich der Wachstumsrate von wildtyp und SGTA
und —-B doppelknockout 3T3MEFs keine signifikanten Unterschiede. In dem
Zeitintervall 24 — 48 h nach dem Aussaden wuchsen sowohl wildtyp als auch
doppelknockout 3T3MEFs am schnellsten (Wachstumsrate von 3,3 +/- 0,6 bzw. 3,0
+/- 0,5); mit steigender Zelldichte verlangsamte sich das Wachstum der wildtyp und
doppelknockout 3T3MEFs, so dass die Wachstumsrate 72 - 96 h nach dem Aussaen
nur noch bei 1,1 +/- 0,3 (wildtyp) bzw. 1,4 +/- 0,5 (doppelknockout) lag.
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4.1.4.2 Untersuchung der Empfindlichkeit gegenuber Nocodazol

Verschiedene Ergebnisse weisen darauf hin, dass SGTA eine direkte oder indirekte
Funktion bei der Zellteilung austbt: (1) Die experimentelle Verringerung der SGTA-
Menge durch den Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA flhrte in allen getesteten
Tumorzelllinien (HeLa, NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2) zu einer Arretierung der
Zellen in der Mitose aufgrund misslokalisierter Chromosomen an den Spindelpolen
und nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus (Winnefeld et al., 2004,
Cziepluch, unveroéffentliche Ergebnisse). (2) SGTA weist ein Mitose-spezifisches
Phosphorylierungsmuster auf (Winnefeld et al., 2004). (3) SGTA ist an Mitose-
relevanten Strukturen lokalisiert: in der Prometa- und Metaphase an den
Spindelpolen, in der Anaphase an der zentralen Spindel und in der Telophase und
frihen G1-Phase im Mittelkérper (Winnefeld et al., 2004). Daher ware es mdglich,
dass Zellen, denen SGTA (und -B) fehlt, empfindlicher auf Stérungen im Ablauf der
Zellteilung reagieren bzw. sich weniger gut von solchen Stoérungen erholen. Um
diese Hypothese zu Uberprufen wurden primare wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs wie unter 3.2.2.11 beschrieben mit Nocodazol behandelt,
einer Chemikalie, die die Depolymerisierung von Mikrotubuli auslést und dadurch
eine Arretierung von Zellen in der Go/M-Phase des Zellzyklus bewirkt. Nach einer 24-
stindigen Inkubation mit Nocodazol wurden die Zellen entweder direkt fur die FACS-
Zellzyklusanalyse geerntet (siehe 3.2.2.13) oder es wurde ein sogenannter ,Release*
der Zellen durchgefiihrt (siehe 3.2.2.12), d.h. das Nocodazol-haltige Medium wurde
entfernt und die Zellen nach mehrmaligem Spulen mit frischem Medium versetzt. Die
so behandelten Zellen wurden dann 6 bzw. 48 h spater geerntet und einer FACS-

Zellzyklusanalyse unterzogen.
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Abb. 4-18 FACS-Zellzyklusanalyse Nocodazol-behandelter wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs. Primare wildtyp und SGTA und —B doppelknockout MEFs wurden in einer
Dichte von 500.000 (wildtyp) bzw. 800.000 (doppelknockout) Zellen pro 10 cm-Schale ausgesat und
24 h spater wie unter 3.2.2.11 beschrieben mit Nocodazol behandelt. Nach einer 24-stindigen
Inkubation mit Nocodazol wurden die Zellen entweder direkt flir die FACS-Zellzyklusanalyse geerntet
(siehe 3.2.2.13) oder es wurde ein ,Release“ der Zellen durchgefiihrt (siehe 3.2.2.12). Die so
behandelten Zellen wurden dann 6 bzw. 48 h spater geerntet und einer FACS-Zellzyklusanalyse
unterzogen.

Abb. 4-18 zeigt das Ergebnis dieser Zellzyklusanalyse. Die beiden mit der
Uberschrift ,Nocodazol* versehenen Abbildungen zeigen die Analyse der wildtyp (wt;
oben) bzw. doppelknockout MEFs (d k.o.; unten), die direkt (also ohne ,Release”)
nach der 24-stiindigen Inkubation mit Nocodazol fir die FACS-Analyse geerntet
worden waren; zum gleichen Zeitpunkt erfolgte auch die Ernte der unbehandelten
MEFs. Wie in Abb. 4-18 zu sehen ist, arretierten sowohl wildtyp als auch SGTA und
—B doppelknockout MEFs bei Behandlung mit Nocodazol in der G,/M-Phase des
Zellzyklus. 6 bzw. 48 h nach der Entfernung des Nocodazols aus dem
Zellkulturmedium befand sich ein Teil dieser arretierten Zellen wieder in der Gs-
Phase, jedoch blieb der Gesamtanteil der Zellen in der Gi-Phase geringer und der
der Zellen in der Go/M-Phase hoher als bei den unbehandelten Zellen, d.h. die durch
die Nocodazol-Behandlung ausgeloste Arretierung konnte vermutlich nicht bei allen
Zellen wieder aufgehoben werden. Vergleicht man wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs in dieser Hinsicht, so ist festzustellen, dass sie einen
vergleichbar (in)effizienten ,Release® vom Nocodazol-induzierten Gy/M-Arrest
zeigten. Dies wird auch durch Abb. 4-19 deutlich, in der eine Zusammenfassung von

drei unabhangig voneinander durchgefihrten ,Nocodazol-Experimenten® mit wildtyp
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und doppelknockout MEFs zu sehen ist. Es ist der prozentuale Anteil der (lebenden),
unterschiedlich behandelten wildtyp und doppelknockout MEFs in den verschiedenen
Phasen des Zellzyklus (G4, S, G,/M) angegeben. Bei Behandlung mit Nocodazol
stieg der Anteil von in der G,/M-Phase arretierten wildtyp und doppelknockout MEFs
in vergleichbarem MalRe und sank bei Entfernung des Nocodazols in ebenso

vergleichbarem GroRenumfang wieder leicht ab.

Nocodazol-Behandlung primdre MEFs (wt und dd)
(Zusammenfassung Exp. 1, 3, 4)
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Abb. 4-19 Zusammenfassende Darstellung der FACS-Zellzyklusanalyse Nocodazol behandelter
wildtyp und SGTA und -B doppelknockout MEFs. Primare wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs wurden wie unter Abb. 4-18 beschrieben behandelt. Es ist der prozentuale
Anteil der (lebenden), unterschiedlich behandelten wildtyp und doppelknockout MEFs in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus (G1, S, G./M) angegeben. Die Darstellung ist eine
Zusammenfassung von drei unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimenten.

4.1.4.3 Untersuchung der Genexpression

4.1.4.3.1 Microarray

Um zu untersuchen, ob die Abwesenheit von SGTA und —B zu Unterschieden in der
Genexpression fuhrt, wurden wildtyp und doppelknockout 3T3MEF-Zelllinien in
Zusammenarbeit mit der DKFZ Core Facility ,Genomics and Proteomics" in einem

Microarray analysiert (siehe 3.2.4.17). Daflir wurde der BeadChip ,Mouse Sentrix-6"
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von lllumina verwendet, der die Analyse des Expressionslevels von 45.281 Maus-
Transkripten, -Varianten und -Expressed Sequence Tag (EST)-Clustern ermdglicht.
Auf jedem Chip sind sechs Arrays vorhanden, so dass sechs Proben untersucht
werden koénnen, in diesem Fall drei wildtyp (,wt-pool®, ,1wt‘, ,2wt‘) und drei
doppelknockout (,dd-pool*, ,6dd®, ,7dd“) 3T3MEF-Zelllinien.

Die Microarray-Daten wurden mit der Software ,Genome Studio® von lllumina
ausgewertet. In einer sogenannten Scatter Blot-Analyse wurde das durchschnittliche
Expressions-Signal (AVG-Signal) fur die einzelnen untersuchten Gene in den
doppelknockout 3T3BMEFs dem durchschnittlichen Expressions-Signal in den wildtyp
3T3MEFs gegenubergestellt, wodurch unterschiedlich exprimierte Gene leicht
identifiziert werden konnen. Bei dieser Analyse wurden die Microarray-Daten fur die
Zelllinie ,Twt“ nicht berlcksichtigt, da sich herausgestellt hatte, dass diese Zelllinie

fur SGTB heterozygot und nicht wildtyp war.

wivhoe 1wt AVG Sigrel vs &l AVU Signal

8-fach (logarithmisch) e o

_ LOC381283

FPTGIS O 7

GFNMBO__O IGFBP5
QCyPaat2a

wt (ohne 1 wt) AVG-Signal

dd AVG-Signal

Abb. 4-20 Scatter Blot-Analyse eines Microarrays mit wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout 3T3MEFs: Darstellung der in wildtyp 3T3MEFs hoher exprimierten Gene. Die
Genexpression von zwei wildtyp und drei doppelknockout 3T3MEF-Zellinien wurde in einem
Microarray untersucht (siehe 3.2.4.17). Mithilfe der Software ,Genome Studio” von lllumina wurden in
einer Scatter Blot-Analyse Gene identifiziert, die im Microarray eine mehr als 8-fach hohere
Expression in wildtyp als in doppelknockout 3T3MEFs zeigten.

Wie Abb. 4-20 zeigt, ergab die Analyse der Microarray-Daten fur die Gene kif1a
(hier: 10c381283), gpnmb, ptgis, igfbp5 und cyp4a12a eine mehr als 8-fach hohere
Expression in wildtyp 3T3MEFs als in SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs. Die
Gene mmp9, cops8 und loc386405 hingegen zeigten im Microarray eine 4-fach
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héhere Expression in doppelknockout verglichen mit wildtyp 3T3MEFs (siehe Abb.
4-21).

wr e Twe AVG_SIgnalve dd AVG_Sionel

,.//
.'..' .-4/./‘)-
e

g o
-“? .;P*»-- :
:‘-5 L
=<
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£ O Qcorss

L ~~ OMMPY

////’ .
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Abb. 4-21 Scatter Blot-Analyse eines Microarrays mit wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout 3T3MEFs: Darstellung der in doppelknockout 3T3MEFs hoher exprimierten
Gene. Die Genexpression von zwei wildtyp und drei doppelknockout 3T3MEF-Zelllinien wurde in
einem Microarray untersucht (3.2.4.17). Mithilfe der Software ,Genome Studio® von lllumina wurden in
einer Scatter Blot-Analyse Gene identifiziert, die im Microarray eine mehr als 4-fach hohere
Expression in doppelknockout als in wildtyp 3T3MEFs zeigten.

41.4.3.2 gRT-PCR

Um die unter 4.1.4.3.1 beschriebenen Ergebnisse zu Uberprufen, wurde die
Expression der Gene mmp9, cops8, gpnmb und kif1a in einer quantitativen Reverse-
Trankriptase-PCR (qRT-PCR; siehe 3.2.4.12) untersucht, die in Zusammenarbeit mit
PD Dr. Thomas Giese von der Universitat Heidelberg durchgefuhrt wurde. Wahrend
ein Microarray aufgrund der vielen stattfindenden Amplifikationsschritte keine
Aussagen Uber die absolute Menge an exprimierter mRNA ermdglicht, sondern nur
eine Tendenz des Expressionsniveaus einzelner Gene wiedergibt, ist die gRT-PCR
eine sehr viel sensitivere Methode und damit auch genauer. Zusatzlich zu ihrer
Expression in den sechs 3T3MEF-Zelllinien (siehe 4.1.4.3.1) wurde die Expression
der oben genannten Gene auch in primaren wildtyp und doppelknockout MEFs sowie
in Gewebeproben von fur SGTA und —B heterozygoten bzw. doppelknockout Mausen
durch qRT-PCR analysiert.
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mu mu mu mu
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Abb. 4-22 qRT-PCR-Analyse der Expression von mmp9, cops8, kifia und gpnmb in wildtyp und
SGTA und -B doppelknockout MEFs und Mausgeweben. Mithilfe einer qRT-PCR wurde die
Expression der Gene mmp9, cops8, kiflfa und gpnmb in 3T3MEFs, primdren MEFs und
verschiedenen Mausgeweben untersucht. Die untersuchten primdren MEFs und 3T3MEFs stammten
von wildtyp und SGTA und —-B doppelknockout Mausen, wahrend die Gewebe fur SGTA und -B
heterozygoten (,het) bzw. doppelknockout (,d ko*) Madusen entnommen worden waren.

Wie Abb. 4-22 zeigt, bestatigte die gqRT-PCR teilweise die Tendenz der Microarray-
Ergebnisse: Das Expressionsniveau von mmp9 ist generell niedrig, in
doppelknockout 3T3MEFs jedoch signifikant hoher als in wildtyp 3T3MEFs,
wohingegen kifla und gpnmb in wildtyp 3T3MEFs signifikant hoher exprimiert
werden als in doppelknockout 3T3MEFs; flr cops8 lassen sich — im Gegensatz zu
dem Ergebnis des Microarrays - keine signifikanten Unterschiede im
Expressionsniveau zwischen wildtyp und doppelknockout MEFs feststellen. Die
Expression aller vier untersuchten Gene in primaren MEFs und Gewebeproben ist
jedoch sehr ahnlich wenn ein Vergleich bezlglich des genetischen Hintergrunds
2wildtyp“ (,heterozygot” bei den Gewebeproben) bzw. ,doppelknockout‘ angestellt
wird. Das Expressionsniveau von mmp9, kifia und gpnmb in primaren wildtyp und
doppelknockout MEFs ist sehr ahnlich und mit dem in wildtyp 3T3MEFs vergleichbar,
so dass die hdhere bzw. niedrigere Expression dieser Gene in den doppelknockout
3T3MEFs eine durch den Etablierungsprozess entstandene Veranderung darstellen
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konnte. Zusammen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass es keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression zwischen wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs gibt, die konsistent in primaren und 3T3MEFs nachweisbar

sind.

4.1.4.4 Untersuchung der Parvovirus-Produktion

SGTA st ein zellularer Interaktionspartner des Nichtstrukturproteins 1 (NS1) der
autonomen Parvoviren (Cziepluch et al., 1998); in infizierten Zellen akkumuliert es
zusammen mit NS1 in sogenannten ,autonomous parvovirus-associated replication
(APAR)-bodies”, subnuklearen Strukturen, in denen die virale Replikation stattfindet
(Cziepluch et al., 2000; Bashir et al., 2001). Die Rolle von SGTA im Lebenszyklus
autonomer Parvoviren ist jedoch bislang unbekannt. Um zu untersuchen, ob SGTA
und —-B doppelknockout MEFs und wildtyp MEFs eine Parvovirus-Infektion
unterschiedlich gut unterstutzen, wurden primare MEFs und immortalisierte
3T3MEFs von wildtyp und doppelknockout Mausen mit dem Parvovirus MVM mit
einer multiplicity of infection (MOI) von 0,1 infiziert. 24, 48 und 72 h nach der
Infektion wurden die MEFs fur Western und Southern Blot-Analyse geerntet.
Aulerdem wurde das Virus prapariert und fiur einen Plaque-Assay mit NBK-Zellen
verwendet, um den Virustiter zu bestimmen. Zur Berechnung der relativen

Virusvermehrung wurde der Quotient aus Virus-Output und Virus-Input gebildet.
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4.1.4.4.1 Parvovirus Produktion in 3ST3MEFs

Abb. 4-23 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse von drei unabhangig
voneinander durchgeflhrten Infektions-Experimenten mit wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout 3T3MEFs. Die relative Virusvermehrung war reproduzierbar fur
wildtyp 3T3MEFs bis zu 10-fach héher als fur doppelknockout 3T3MEFs.

Virusproduktion 3T3MEFs

(Exp.5,7,9)
1000
1 ~dd|
—=—wit

Relative Virusvermehrung
o

=
X

24 48

Zeit nach Infektion (h)
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Abb. 4-23 Virusproduktion in 3T3MEFs. SGTA und -B wildtyp (wt) und doppelknockout (dd)
3T3MEFs wurden mit dem Parvovirus MVM mit einer MOI von 0,1 infiziert. 24, 48 und 72 h nach
Infektion wurden die MEFs geerntet; das Virus wurde aus den Zellen prapariert und fiir einen Plaque-
Assay mit NBK-Zellen verwendet, um den Virustiter zu bestimmen. Zur Berechnung der relativen
Virusvermehrung wurde die Virus-Output-Konzentration durch die Virus-Input-Konzentration dividiert.
Es ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse von 3 unabhangig voneinander durchgefiihrten
Infektions-Experimenten mit wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs dargestellt.

Die sich durch die Bestimmung der relativen Virusvermehrung ergebende Tendenz
wurde auch durch die Western und Southern Blot-Analyse der infizierten 3T3MEFs
bestatigt: Wie Abb. 4-24 A zeigt, war die im Western Blot nachweisbare Menge der
viralen Proteine NS1 und VP in wildtyp 3T3MEFs (Spuren 4, 8 und 12) deutlich hoher
als in SGTA und -B doppelknockout 3T3MEFs (Spuren 2, 6 und 10); aulerdem
konnten in wildtyp 3T3MEFs mehr Virus-Genome (ssDNA) und replikative Virus-
DNA-Formen (mRF, dRF) detektiert werden als in doppelknockout 3T3MEFs (siehe
Abb. 4-24 B).
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Abb. 4-24 Analyse der Parvovirus-Produktion in 3T3MEFs durch Western und Southern Blot.
SGTA und -B wildtyp (wt) und doppelknockout (dd) 3T3MEFs wurden mit dem Parvovirus MVM mit
einer MOI von 0,1 infiziert bzw. nicht infiziert (,mock”). 24, 48 und 72 h nach Infektion wurden die
MEFs geerntet. A: Western Blot-Analyse: Zellextrakt der infizierten und mock-infizierten MEFs wurde
wie unter 3.2.2.10 beschrieben hergestellt und jeweils 30 pl davon (entspricht 400.000 Zellen) auf ein
groBes Polyacrylamidgel aufgetragen; die in den Proben enthaltenen Proteine wurden
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden die parvoviralen Proteine NS1 und VP sowie die
zellularen Proteine Tubulin (als Ladekontrolle) und rSGTA nachgewiesen. B: Southern Blot-Analyse:
Die virale DNA wurde wie unter 3.2.4.3 beschrieben aus den infizierten MEFs extrahiert, in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Southern Blot (siehe 3.2.4.15 und 3.2.4.16)
analysiert. Als Grolkenmarker wurden 16 ng MVM single-strand DNA (ssDNA) auf das Agarosegel
aufgetragen.
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4.1.4.4.2 Parvovirus-Produktion in primaren MEFs

Bei den primaren wildtyp und SGTA und -B doppelknockout MEFs konnte kein
Unterschied hinsichtlich der Parvovirus-Produktion festgestellt werden; die relative
Virusvermehrung war bei wildtyp und doppelknockout MEFs sehr ahnlich (siehe Abb.
4-25).

Virusproduktion primare MEFs
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Abb. 4-25 Virusproduktion in primaren MEFs. Primare SGTA und -B wildtyp (wt) und
doppelknockout (dd) MEFs wurden mit dem Parvovirus MVM mit einer MOl von 0,1 infiziert. 24, 48
und 72 h nach Infektion wurden die MEFs geerntet; das Virus wurde aus den Zellen prapariert und fir
einen Plaque-Assay mit NBK-Zellen verwendet, um den Virustiter zu bestimmen. Zur Berechnung der
relativen Virusvermehrung wurde die Virus-Output-Konzentration durch die Virus-Input-Konzentration
dividiert. Es ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse von 3 unabhangig voneinander
durchgefiihrten Infektions-Experimenten mit primaren wildtyp und doppelknockout MEFs dargestellit.

Wie in Abb. 4-26 A zu sehen ist, konnten im Western Blot vergleichbare Mengen der
viralen Proteine NS1 und VP in primaren wildtyp (Spuren 4, 8 und 12) und SGTA und
-B doppelknockout MEFs (Spuren 2, 6 und 10) nachgewiesen werden, was mit dem
in Abb. 4-25 gezeigten Ergebnis der Virustiter-Bestimmung Ubereinstimmt. Bei der
Analyse der primaren wildtyp und doppelknockout MEFs durch Southern Blot (Abb.
4-26 B) ist erkennbar, dass es zwischen den einzelnen Praparationen der primaren
MEFs starke Schwankungen in der Virusproduktion gibt, sowohl bei wildtyp als auch
bei doppelknockout MEFs. Da es sich hier um primare Zellen handelt sind sie
generell uneinheitlicher als 3T3MEFs, was sich bei den hier untersuchten primaren
MEFs jedoch nur bei der Untersuchung der Virusproduktion, nicht aber bei der
Analyse anderer Eigenschaften (Wachstum, Zellzyklusverteilung, Empfindlichkeit

gegenuber Nocodazol und Genexpression) zeigte.
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Abb. 4-26 Analyse der Parvovirus-Produktion in primaren MEFs durch Western und Southern
Blot. Primadre SGTA und —B wildtyp (wt) und doppelknockout (dd) MEFs wurden mit dem Parvovirus
MVM mit einer MOI von 0,1 infiziert bzw. nicht infiziert (,mock®). 24, 48 und 72 h nach Infektion wurden
die MEFs geerntet. A: Western Blot-Analyse: Zellextrakt der infizierten und mock-infizierten MEFs
wurde wie unter 3.2.2.10 beschrieben hergestellt und jeweils 30 yl davon (entspricht 400.000 Zellen)
auf ein groRes Polyacrylamidgel aufgetragen; die in den Proben enthaltenen Proteine wurden
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden die parvoviralen Proteine NS1 und VP sowie die
zelluldren Proteine Tubulin (als Ladekontrolle) und rSGTA nachgewiesen. B: Southern Blot-Analyse:
Die virale DNA wurde wie unter 3.2.4.3 beschrieben aus den infizierten MEFs extrahiert, in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Southern Blot (siehe 3.2.4.15 und 3.2.4.16)
analysiert. Als Grofienmarker wurden 16 ng MVM single-strand DNA (ssDNA) auf das Agarosegel
aufgetragen.
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4.1.4.4.3 Vergleich der Parvovirus-Produktion in 3T3MEFs und primaren MEFs

Vergleicht man infizierte 3T3MEFs und primare MEFs in Western- und Southern-
Blot-Analyse, so fallt auf, dass in den primaren MEFs offenbar eine starkere
Virusproduktion stattfindet als in den 3T3MEFs: Es sind in den primaren MEFs
sowohl grolRere Mengen der viralen Proteine NS1 und VP im Western Blot
nachweisbar (Abb. 4-27 A) als auch mehr Virusgenome und replikative Virus-DNA-
Formen im Southern Blot (Abb. 4-27 B) als in den 3T3MEFs. Diese Tendenz wird
auch durch den Vergleich der relativen Virusvermehrung in 3aT3MEFs und primaren
MEFs bestatigt (siehe Abb. 4-23 und Abb. 4-25): die relative Virusvermehrung ist bei
primaren wildtyp MEFs nach 72 h etwa 10-fach héher als bei wildtyp 3T3MEFs.
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Abb. 4-27 Vergleichende Analyse der Parvovirus-Produktion in 3T3MEFs und primaren MEFs
durch Western und Southern Blot. 3T3MEFs und primdre MEFs von SGTA und —B wildtyp und
doppelknockout Mausen wurden mit dem Parvovirus MVM mit einer MOI von 0,1 infiziert bzw. nicht
infiziert (,mock®). 24, 48 und 72 h nach Infektion wurden die MEFs geerntet. A: Western Blot-Analyse:
Zellextrakt der infizierten MEFs wurde wie unter 3.2.2.10 beschrieben hergestellt und jeweils 30 pl
davon (entspricht 400.000 Zellen) auf ein groRes Polyacrylamidgel aufgetragen; die in den Proben
enthaltenen Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunblot wurden die parvoviralen
Proteine NS1 und VP sowie die zellularen Proteine Tubulin (als Ladekontrolle) und rSGTA
nachgewiesen. B: Southern Blot-Analyse: Die virale DNA wurde wie unter 3.2.4.3 beschrieben aus
den infizierten MEFs extrahiert, in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch
Southern Blot (siehe 3.2.4.15 und 3.2.4.16) analysiert. Als GréRenmarker wurden 16 ng MVM single-
strand DNA (ssDNA) auf das Agarosegel aufgetragen.
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4.2 Schritte zur Validierung von SGTA als
Zielmolekul fur die Krebstherapie

4.2.1 Analyse des Wachstums von SV40-Large-T-Antigen-
exprimierenden SGTA und -B wildtyp und
doppelknockout 3T3MEFs in Softagar

Die siRNA-vermittelte Reduktion der SGTA-Menge fuhrt in allen getesteten
Tumorzelllinien (HeLa, NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2) zu einer Arretierung der
Zellen in der Mitose und nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus
(Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroéffentliche Ergebnisse), wohingegen SGTA-
knockout-Mause lebensfahig sind und — abgesehen von einer verminderten Fertilitat
bei mannlichen Mausen (Cziepluch, persdnliche Kommunikation) — keinen
abnormalen Phanotyp aufweisen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der
beobachtete, durch die Verringerung der SGTA-Menge hervorgerufene Zelltod in der
Mitose spezifisch fur Tumorzellen ist, und SGTA daher ein synthetic lethal target der
Krebstherapie darstellen kénnte (siehe Abschnitt 1.4). Die Reduzierung der SGTA-
Menge hat misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen zur Folge (Winnefeld
et al., 2006); darUber hinaus lassen das Mitose-spezifische Phosphorylierungsmuster
von SGTA und seine Lokalisation an Mitose-relevanten Strukturen vermuten, dass
SGTA eine Funktion bei der Zellteilung erflllt (Winnefeld et al., 2004). Da die Mitose
in Tumorzellen aufgrund von tumorspezifischen, genetischen Veranderungen oft
weniger stringent reguliert und daher fehleranfalliger ist als bei normalen,
untransformierten Zellen (Kops et al., 2005) kénnte es sein, dass sich teilende
Tumorzellen fiir ihr Uberleben ,abhangiger von SGTA sind als normale Zellen. Um
diese Hypothese zu Uberprifen sollte getestet werden, ob Zellen, denen SGTA und —
B fehlen, eine maligne Transformation weniger gut unterstutzen als wildtyp-Zellen.
Dafur sollte das Wachstum in Softagar von SGTA und -B wildtyp und
doppelknockout 3T3MEFs, die das SV40 (Simian Virus 40)-Large-T-Antigen (SV40-
LT-Ag) exprimieren, analysiert werden. Eine transiente Transfektion mit einem SV40-
LT-Ag-Expressionsplasmid wurde nicht angestrebt, da die Transfektionseffizienz der
3T3MEFs sehr niedrig war und diese geringe Effizienz den Softagar-Assay
undurchfihrbar gemacht hatte. Stattdessen wurde eine stabile Expression
angestrebt. Durch seine Interaktion mit den zellularen Proteinen p53 und pRb kann

das LT-Ag von SV40 die Transformation von Zellen bewirken (Mietz et al., 1992;
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DeCaprio et al., 1988; Ali und DeCaprio, 2001); ein Kennzeichen transformierter
Zellen ist ihre Fahigkeit zum Wachstum in Softagar (Montesano et al., 1977; San et
al., 1979).

4.2.1.1 Herstellung des Plasmids pIREShyg3-SV40-LT-Ag

Zur Etablierung von 3T3MEF-Zelllinien (wildtyp und SGTA und —B doppelknockout),
die das SV40-LT-Ag stabil exprimieren, wurde ein Plasmid bendtigt, das fur SV40-
LT-Ag kodiert und ein Antibiotikum-Resistenzgen tragt, um eine Selektion zu
ermdglichen. Die Selektion der Zelllinien sollte mit dem Antibiotikum Hygromycin B
erfolgen, daher wurde als Ausgangspunkt fir die Klonierung der Vektor pIREShyg3
von Clontech gewahlt, der ein Hygromycin-B-Resistenzgen besitzt, welches durch
die Kodierung der Hygromycin-B-Phosphotransferase Resistenz gegen Hygromycin
B verleiht. Das SV40-LT-Ag-kodierende Gen (2.163 bp) wurde durch die Firma MWG
Eurofins synthetisiert und in das Plasmid pUC57 kloniert (=> pUC57-SV40-LT-Ag).
Zur Klonierung von plIREShyg3-SV40-LT-Ag, das fur die stabile Expression von
SV40-LT-Ag in 3T3MEFs verwendet werden sollte, wurden zunachst 2 Primer, Klon
SV40 5 und Klon SV40 6, so ausgewahlt, dass sie die kodierende Sequenz (2.163
nt) des SV40-LT-Ag-Gens flankierten. Darlber hinaus enthielten die Primer
Restriktionsschnittstellen: Klon SV40 6 eine Aflll-Schnittstelle vor und Klon SV40 5
eine BsiWI-Schnittstelle nach der SV40-LT-Ag-kodierenden Sequenz. In einer PCR
mit den genannten Primern und dem Plasmid pUC57-SV40-LT-Ag als DNA-Vorlage
wurde der gewlnschte DNA-Abschnitt amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
anschlielend aufgereinigt, mit den Restriktionsenzymen Aflll und BsiWI geschnitten
und mit dem ebenso geschnittenen Vektor pIREShyg3 ligiert (Abb. 4-28). Das
Plasmid wurde dann aus E.coli-SURE-Bakterien, die mit dem Ligationsprodukt

transformiert worden waren, durch Plasmidmaxipraparation gewonnen.
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Abb. 4-28 Physikalische Karte von pIREShyg3-SV40-LT-Ag. Das Plasmid besitzt einen CMV-
Promotor (P CMV) und kodiert flr das SV40-Large-T-Antigen (SV40-LT-Ag), Hygromycin-B-
Phosphotransferase (Hyg-R), die Resistenz gegen Hygromycin B verleiht, und B-Lactamase (Amp-R),
welche Ampicillin-Resistenz verleiht.

4.2.1.2 Etablierung von SGTA und -B wildtyp und doppelknockout
3T3MEF-Zelllinien, die das SV40-Large-T-Antigen stabil
exprimieren
Durch die Transfektion von wildtyp bzw. SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs
(Zelllinien 2wt bzw. 5dd) mit dem Plasmid pIREShyg3-SV40-LT-Ag und Hygromycin-
B-Selektion wurden wie unter 3.2.2.7 beschrieben die stabilen Zelllinien 2wt-SV40-
LT-Ag bzw. 5dd-SV40-LT-Ag etabliert. Um die Kontroll-Zelllinien 2wt-pIREShyg3 und
5dd-pIREShyg3 zu etablieren, wurden 3T3MEFs der Linien 2wt und 5dd mit dem
Jeeren“ Hygromycin-B-Resistenzvektor pIREShyg3 transfiziert und ebenfalls mit
Hygromycin B selektioniert.
Zur Uberpriifung der stabilen 3T3MEF-Zelllinien auf ihre Expression des SV40-LT-Ag
wurden Extrakte dieser Zelllinien aus gleichen Zellzahlen hergestellt und im Western
Blot analysiert (7,5 pl Extrakt bzw. 100.000 Zellen pro Spur). Als Positivkontrolle fir
die Expression des SV40-LT-Ag wurde zusatzlich Extrakt von 293T-Zellen
untersucht, die dieses Protein stabil exprimieren; als Negativkontrolle dienten 293-

Zellen.
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Abb. 4-29 Western Blot-Analyse der stabilen 3T3MEF-Zelllinien: Extrakte der verschiedenen
stabilen 3T3MEF-Zelllinien (s.0.) sowie der Zelllinien 293 und 293T wurden wie unter 3.2.2.10
beschrieben hergestellt. Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Immunblot wurden SV40-LT-Ag sowie rSGTA und Actin (als Ladekontrolle)
nachgewiesen.

Wie Abb. 4-29 zeigt, kann sowohl in 2wt-SV40-LT-Ag- (Spur 6) als auch in 5dd-
SV40-LT-Ag-Zellen (Spur 10) das Large-T-Antigen von SV40 nachgewiesen werden,
jedoch ist die nachweisbare Menge dieses Proteins bei der Zelllinie 5dd-SV40-LT-Ag
wesentlich grofler als bei der Linie 2wt-SV40-LT-Ag. Da beide Zelllinien
Mischkulturen der 3T3MEF-Zellen (2wt bzw. 5dd) darstellen, die durch Hygromycin-
B-Selektion nach Transfektion mit dem Plasmid pIREShyg3-SV40-LT-Ag gewonnen
wurden, kénnte es sein, dass ein Teil der 2wt-SV40-LT-Ag-Zellen nur die fir die
Hygromycin-B-Resistenz verantwortliche Hygromycin-B-Phosphotransferase, nicht
jedoch das SV40-LT-Ag exprimiert.

4.2.1.3 Softagar-Assays mit den stabilen wildtyp und
doppelknockout 3T3MEF-Zelllinien

Mit den SV40-LT-Ag-exprimierenden 3T3MEF-Zelllinien 2wt-SV40-LT-Ag und 5dd-

SV40-LT-Ag sowie den Kontroll-Zelllinien 2wt-pIREShyg3 und 5dd-pIREShyg3

wurden wie unter 3.2.2.14 beschrieben Softagar-Assays durchgefihrt. Nach 4-

wochiger Inkubation im Brutschrank bei wochentlichem Mediumwechsel wurden die
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Assays mit Kristallviolett-Losung gefarbt und zur Dokumentation gescannt. Abb. 4-30
zeigt das Ergebnis dieser Softagar-Assays.

2wt-pIREShyg3 2wt-SVA0-LT-Ag

wildtyp

5dd-pIREShyg3
doppel-k.o.

Abb. 4-30 Softagar-Assays mit stabilen wildtyp und SGTA und -B doppelknockout 3T3MEF-
Zelllinien. Mit den SV40-LT-Ag-exprimierenden MEF3T3-Zelllinien 2wt-SV40-LT-Ag und 5dd-SV40-
LT-Ag sowie den Kontroll-Zelllinien 2wt-pIREShyg3 und 5dd-pIREShyg3 wurden wie unter 3.2.2.14
beschrieben Softagar-Assays durchgefihrt. Es wurden jeweils 45.000 Zellen pro well verwendet.
Nach 4-wochiger Inkubation im Brutschrank bei wochentlichem Mediumwechsel wurden die Assays
mit Kristallviolett-Losung gefarbt und zur Dokumentation gescannt. Zellkolonien sind durch rote
Umkreisungen hervorgehoben.

Wie in Abb. 4-30 zu sehen ist, konnten sowohl bei den wildtyp-Kontroll-Zellen, die
nur den ,leeren® pIREShyg3-Vektor enthielten (2wt-pIREShyg3), als auch bei den
SV40-LT-Ag-exprimierenden wildtyp-Zellen (2wt-SV40-LT-Ag) keine Softagar-
Kolonien nachgewiesen werden. Bei den doppelknockout-Kontroll-Zellen (5dd-
pIREShyg3) wurden pro well einer 6-well-Platte maximal 2 (sehr kleine) Kolonien
beobachtet, wahrend die SV40-LT-Ag-exprimierenden SGTA und —B doppelknockout
Zellen (5dd-SV40-LT-Ag) im Durchschnitt 10 (etwas grofere) Kolonien pro well
bildeten.
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5 DISKUSSION

Die funktionelle Analyse des SGTA-Proteins und seiner Isoform SGTB stand im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Durch die Untersuchung von Mausgeweben,
humanen Kulturzellen sowie mouse embryonic fibroblasts (MEFs) von wildtyp und
SGTA und -B doppelknockout Mausen sollten Vorkommen und Funktion von SGTA
und —B analysiert und verglichen werden. Daruber hinaus wurde untersucht, ob
SGTA einen Beitrag zum parvoviralen Lebenszyklus leistet, und ein erster Schritt zur

Validierung von SGTA als Zielmolekdul fur die Krebstherapie unternommen.

5.1 Vorkommen und Funktion von SGTA und SGTB

Das SGTA-Protein weist eine ubiquitare Prasenz auf, es konnte in den
Rattengeweben Herz, Hirn, Milz, Lunge, Leber, Muskel, Niere und Hoden (Tobaben
et al.,, 2003) sowie in humanen Tumor- bzw. transformierten Zellen (U937, Hela,
NBE, NBK, MCF-7, U87 und IMR32) und Primarzellen (Lymphozyten, BJ und
HCEAC) (Winnefeld et al., 2004) nachgewiesen werden. SgtA-Transkripte wurden
bisher in allen untersuchten humanen Geweben und Rattengeweben (Herz, Hirn,
Plazenta, Leber, Skelletmuskel und Niere) nachgewiesen (Cziepluch et al., 1998;
Kordes et al., 1998). Im Gegensatz zu der ubiquitaren Prasenz von SGTA liel3 sich
SGTB-mRNA und -Protein bei der Analyse von Rattengeweben durch Northern und
Western Blot hauptsachlich im Gehirn nachweisen (Tobaben et al., 2003). In der hier
vorgelegten Arbeit wurden Extrakte verschiedener Organe (Leber, Niere, Milz, Herz,
Muskel, Hirn) von wildtyp und SGTA-knockout Mausen hergestellt und im Western
Blot mit a hSGTB-Serum analysiert. In Ubereinstimmung mit dem Ergebnis, das
Tobaben et al. fur Rattengewebe erhielten, konnte das SGTB-Protein nur im Hirn-
Extrakt nachgewiesen werden. Bei der Western Blot-Analyse der Extrakte
verschiedener humaner Zelllinien (NCH82, 293T, NBK, HelLa) und der primaren
Huvec-Zellen war SGTB wie erwartet in der neuronalen Zelllinie NCH82
nachweisbar; etwas geringere Mengen von SGTB konnten jedoch auch in den nicht-
neuronalen humanen Tumor- bzw. transformierten Zelllinien HelLa, 293T und NBK
sowie in primaren Huvec-Zellen nachgewiesen werden. Dartber hinaus wurde SGTB
in primaren mouse embryonic fibroblasts (MEFs) detektiert (Cziepluch und Senis
Herrero, unverodffentlichte Ergebnisse). Das SGTB-Protein ist also offenbar keine

ausschliefRlich neuronale Isoform von SGTA, sondern wird auch in transformierten
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Zellen, Tumorzellen und embryonalen Zellen exprimiert; in Geweben aus adulten
Tieren scheint die Expression von SGTB (bei Nicht-Tumorzellen) auf neuronales
Gewebe beschrankt zu sein. Der in neuronalen Zellen nachgewiesene Komplex aus
SGTB, CSPa und HSC70 (Tobaben et al., 2003) und die postulierte Rolle in der
neuronalen Signaltransduktion stellen daher héchstwahrscheinlich nicht die einzige
Funktion von SGTB dar; es kann vermutet werden, dass SGTB in den Zellen, in
denen es nachweisbar ist, weitere Aufgaben Ubernimmt, die moglicherweise mit
seiner Co-Chaperon-Funktion fur HSC70 assoziiert sind. Zur Analyse der Uber die
Signaltransduktion hinausgehenden Funktionen von SGTB ware es von Interesse,
weitere gegebenenfalls auch nicht-neuronenspezifische Bindungspartner von SGTB
zu identifizieren und zu Uberprufen, welche der bekannten SGTA-Interaktionspartner
auch mit SGTB eine Interaktion eingehen. Es wurde bereits gezeigt, dass exogen
exprimiertes Flag-SGTB, das erwartungsgemall HSP70 und HSC70 binden kann, in
HelLa-Zellen mit BAG6 interagiert, jedoch in deutlich geringerem Ausmal} als Flag-
SGTA (Kéllner, 2007).

Die siRNA-vermittelte Reduktion der SGTA-Proteinmenge (SGTA-knockdown) flhrte
in allen getesteten Tumorzelllinien (HeLa, NBE, NTN, MiaPaCa und Panc 2), in
denen der knockdown effektiv war, zu einer Arretierung der Zellen in der Mitose und
nachfolgend zum Zelltod in dieser Phase des Zellzyklus (Winnefeld et al., 2004;
Cziepluch, unveroffentliche Ergebnisse); durch die Analyse von HelLaH2A-Zellen
wurden als Ausloser fiur diesen Phanotyp (,SGTA-Depletions-Phanotyp)
misslokalisierte Chromosomen an den Spindelpolen identifiziert (Winnefeld et al.,
2006). Da SGTB — ebenso wie SGTA — durch Western Blot-Analyse in humanen
Zelllinien nachgewiesen werden konnte, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob die Verringerung der SGTB-Menge in humanen Tumorzelllinien ebenfalls zu dem
oben fur den SGTA-knockdown beschriebenen Phanotyp fuhrt. Die SGTB-
Proteinmenge wurde durch den Einsatz zweier unterschiedlicher siRNAs, die mit
unabhangigen Regionen in der SGTB-kodierenden mRNA hybridisieren kdnnen,
effektiv reduziert; es wurde jedoch sowohl in den neuronalen Zelllinien NCH82 und
U373 als auch in HelLaH2A-Zellen kein (nachweisbarer) Effekt durch diese
Reduzierung festgestellt. Die Anwesenheit von SGTB ist daher offenbar nicht
essenziell fur das Uberleben von NCH82-, U373- und HelLaH2A-Zellen. Im

Gegensatz dazu wurde bei siRNA-vermittelter Reduktion von SGTA in den
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neuronalen U373-Zellen, die vergleichbare Mengen an SGTA und —B exprimieren,
der typische SGTA-Depletions-Phanotyp beobachtet. Durch eine FACS-
Zellzyklusanlyse und die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von mit Hoechst-
33342 gefarbten U373-Zellen wurde gezeigt, dass der Einsatz von sgtA-spezifischer
siRNA zur Arretierung der Zellen in der Gy/M-Phase und zu misslokalisierten
Chromosomen an den Spindelpolen fuhrt; aulerdem ergaben lichtmikroskopische
Analyse und Zellzahlbestimmung, dass die Verringerung der SGTA-Proteinmenge
den Tod der Zellen zur Folge hatte. Aus diesen Ergebnissen kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass endogenes SGTB nicht in der Lage ist,
SGTA funktionell zu ersetzen. In einem ,Rescue-Experiment® wurde aullerdem
untersucht, ob die Uberexpression von SGTB den durch die siRNA-vermittelte
Verringerung der SGTA-Menge ausgeldsten Phanotyp in U373-Zellen verhindern
kann (siehe unten). Trotz Uberexpression von SGTB wurde bei Einsatz von sgtA-
spezifischer siRNA der charakteristische SGTA-Depletions-Phanotyp beobachtet,
jedoch fiihrte die Uberexpression eines (als Positiv-Kontrolle fir einen ,Rescue”
dienenden) Proteins, das von einer mRNA translatiert wurde, die fur dieselbe
Aminosauresequenz wie endogenes hSGTA kodiert, ebenfalls nicht zu einem
,Rescue” (siehe unten). Daher kann anhand des Rescue-Experiments keine
Aussage daruber getroffen werden, ob SGTB die Funktion von SGTA ubernehmen
kann; aufgrund der oben beschriebenen Beobachtung des SGTA-Depletions-
Phanotyps bei Einsatz von sgtA-spezifischer siRNA in U373-Zellen wird dies jedoch
als unwahrscheinlich angesehen. Ob das ubiquitar exprimierte SGTA in der Lage ist,
SGTB funktionell zu ersetzen, und die Verringerung der SGTB-Proteinmenge aus
diesem Grund keinen (nachweisbaren) Effekt zur Folge hatte, konnte anhand der in
der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente nicht abschlieRend geklart
werden, da eine gleichzeitige effektive Verringerung der SGTA- und SGTB-
Proteinmenge durch den simultanen Einsatz der jeweiligen spezifischen siRNAs
nicht erreicht werden konnte. SGTA-Protein war also immer in den Zellen vorhanden,
wenn die SGTB-Menge durch den Einsatz von sgtB-spezifischer siRNA verringert
wurde; daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass SGTA den Verlust von SGTB
kompensiert. Der offensichtliche funktionelle Unterschied zwischen den beiden SGT-
Isoformen, der sich darin manifestiert, dass SGTA essenziell fur das Uberleben bzw.
die Zellteilung der getesteten Tumorzelllinien ist, wahrend SGTB offenbar nicht

(daftir) benétigt wird, kénnte durch unterschiedliche Bindungspartner dieser Proteine
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bedingt sein. Sowohl SGTA als auch SGTB interagieren zwar mit HSC70 und HSP70
und beeinflussen deren ATPase-Aktivitat und damit wahrscheinlich ihre Fahigkeit,
Klient-Proteine zu falten (Liu et al., 1999; Tobaben et al., 2001; Tobaben et al., 2003;
Angeletti et al., 2002; Winnefeld et al., 2006); es ist jedoch moglich, dass SGTA und
SGTB - aufgrund der Unterschiede in ihrer Aminosauresequenz, — sich in ihrer
Affinitat zu Partner-Proteinen unterscheiden. In einem Lumier-Assay wurde
beispielsweise gezeigt, dass die Interaktion von SGTA und BAG6 wesentlich starker
ist als jene von SGTB und BAGG6 (Cziepluch und Kogl, unveroffentlichte Ergebnisse).
Es ist zudem nicht ausgeschlossen, dass SGTA neben den bekannten Partnern
andere Klient-Proteine oder Co-Chaperone als SGTB rekrutiert. Im Internet
(http://www.genecards.org) werden unterschiedliche Protein-Interaktionen fur SGTA
und SGTB verzeichnet (siehe Tabelle 5-1 und 5-2).

Interactant
Interaction Details
GeneCard External ID(s)

BAG6 P46379 EBI-347996,EBI-347552 MINT-62791 MINT-62617 MINT-62715
BAT3 P46379
ENSG00000229524 P46379

EFEMP1 Q12805 MINT-68037
EFEMP2 095967 MINT-67150
GPX7 Q96SL4 MINT-67512
NME3 Q13232 MINT-67252
PFN2 P35080 MINT-63165
PTN P21246 MINT-63164
SPP1 P10451 MINT-66220
SPPL2A Q8TCT8 MINT-67903
SRGN P10124 MINT-66585
SYT4 QOH2B2 MINT-68022
ZG16 060844 MINT-66848
- QoY5B2 MINT-66278

-- Q6ZMH6 MINT-67734

Tabelle 5-1 Protein-Interaktionen von SGTA (aus http://www.genecards.org, Stand 2011).
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Interactant
Interaction Details
GeneCard External ID(s)

EFEMP2 095967 MINT-66443

RAI2 Q9Y5P3 MINT-67571

Tabelle 5-2 Protein-Interaktionen von SGTB (aus http://www.genecards.org, Stand 2011).

Anhand eines Rescue-Experiments wurde in dieser Arbeit Uberpruft, ob die
Uberexpression von SGTB den SGTA-Depletions-Phénotyp verhindern kann. Dazu
wurde eine U373-Zelllinie etabliert, die SGTB stabil Uberexprimiert (U373-B); diese
Zellen wurden mit sgtA-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA behandelt. Als
Positiv-Kontrolle fur einen ,Rescue”“ wurden U373-Zellen (U373-A) verwendet, die ein
Protein (als muthSGTA bezeichnet) Uberexprimieren, das durch das sequenzierte
Expressionskonstrukt dieselbe Aminosauresequenz wie endogenes humanes SGTA
aufweisen  sollte, dessen mRNA-Transkript jedoch aufgrund von 6
Nukleotidaustauschen in der SGTA-cDNA nicht von der sgtA-spezifischen siRNA
erkannt wird. Eine FACS-Zellzyklusanalyse der mit sgtA-spezifischer siRNA
behandelten stabilen U373-Zellinien U373-pIRES, U373-A und U373-B ergab, dass
sowohl die (Negativ-)Kontroll-Zellen U373-pIRES als auch die SGTB- bzw.
muthSGTA-Uberexprimierenden Zellen in der Go/M-Phase des Zellzyklus arretierten.
Durch eine fluoreszenzmikroskopische Analyse von U373-pIRES-Kontroll-Zellen und
muthSGTA-Uberexprimierenden Zellen konnte gezeigt werden, dass die Zellen
beider Linien bei Behandlung mit sgtA-spezifischer siRNA in Uberwiegender Zahl in
der Prometaphase der Mitose arretierten und misslokalisierte Chromosomen an den
Spindelpolen  aufwiesen, was den typischen SGTA-Depletions-Phanotyp
kennzeichnet. Sowohl SGTB als auch muthSGTA waren - unter den
Voraussetzungen dieses Rescue-Experiments — also offensichtlich nicht in der Lage,
die Funktion von endogenem SGTA zu Ubernehmen. Fir SGTB konnte dies — wie
bereits oben erlautert — darin begrindet sein, dass diese SGT-Isoform andere
Bindungspartner besitzt und daher andere Funktionen auslbt als SGTA. Die
Tatsache jedoch, dass die Uberexpression von muthSGTA den bei Einsatz der sgtA-
spezifischen siRNA beobachteten SGTA-Depletions-Phanotyp nicht verhindern
konnte, ist schwieriger zu verstehen. Eine generelle Toxizitat der siRNA-Behandlung
fur die untersuchten Zellen kann ausgeschlossen werden, da nur der Einsatz der

sgtA-siRNA zu einer Arretierung der Zellen in der G,/M-Phase des Zellzyklus und
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nachfolgendem Zelltod fihrte, wohingegen die Behandlung der Zellen mit sgtB-
spezifischer oder Kontroll-siRNA (Luziferase-spezifisch; Elbashir et al., 2001) keinen
Effekt hatte. Es ist bekannt, dass der Einsatz von siRNA unspezifische
Veranderungen der Genexpression zur Folge haben kann (Jackson et al., 2003). Im
Falle der sgtA-siRNA sind solche unspezifischen oder ,Off-Target‘-Effekte jedoch
sehr unwahrscheinlich, da gezeigt wurde, dass die Verwendung von zwei
verschiedenen siRNA-Oligonukleotiden, die mit zwei unterschiedlichen Regionen
innerhalb des SGTA-Transkriptes hybridisieren kdnnen, denselben spezifischen
Phanotyp bewirkt (Winnefeld, 2006). Drei weitere unterschiedliche sgtA-spezifische
siRNAs I6sen ebenfalls den SGTA-Depletions-Phanotyp aus (Cziepluch,
unveroffentlichte Ergebnisse). Auch der Einsatz eines Plasmids, das fur eine sgtA-
spezifische small hairpin RNA (shRNA) kodiert, fihrt zu dem charakteristischen
SGTA-Depletions-Phanotyp (Winnefeld, 2006); auRerdem wurden in BLAST-
Abfragen die Sequenzen der SGTA-siRNAs und der shRNA auf mdgliche
Homologien zu anderen Genen bzw. cDNAs untersucht, ohne dass dabei signifikante
Ubereinstimmungen festgestellt wurden (Winnefeld, 2006). Die Herstellung und
Translation der muthSGTA-mRNA erfolgt offenbar problemlos und wird nicht durch
den Einsatz der sgtA-spezifischen siRNA beeintrachtigt, denn in einer Western Blot-
Analyse konnten grof3e Mengen an muthSGTA-Protein in Extrakten von (mit sgtA-
spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA behandelten) U373-A-Zellen nachgewiesen
werden. MuthSGTA wurde so konzipiert, dass es die gleiche Aminosauresequenz
wie endogenes SGTA besitzen sollte. In der kodierenden Sequenz (des Plasmids
pXmuthSGTA) erfolgten 6 Nukleotidaustausche so, dass die Aminosaure-Kodierung
der Codons nicht betroffen war und sich auch die Verwendungshaufigkeit der
Codons nicht dramatisch anderte. Nach eindimensionaler gelelektrophoretischer
Auftrennung und anschlielender Western Blot-Analyse zeigen endogenes SGTA
und muthSGTA ein identisches Bandenmuster (Kollner, nicht gezeigte Daten). Es ist
jedoch moglich, dass trotz gleicher Aminosauresequenz unterschiedliche ko- oder
posttranslationale Modifikationen an einem Protein vorgenommen werden, die dann
eine unterschiedliche Funktion zur Folge haben. In einem kirzlich in Science
erschienenen Artikel wurde am Beispiel von (- und y-Actin gezeigt, dass
Unterschiede in der Codon-Verwendung zu Unterschieden bei der kotranslationalen
Modifikation und damit der Protein-Funktion fuhren (Zhang et al., 2010). Im Fall von
B- und y-Actin wird dies auf die unterschiedliche Struktur der mRNA zurlckgeflhrt,
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die bei B-Actin eine schnelle und bei y-Actin eine langsame Translation bewirkt. Da
sich die mRNA von muthSGTA aufgrund der in die SGTA-cDNA eingefuhrten
Nukleotidaustausche und des Fehlens der groRen 3’-untranslatierten Region (UTR)
ebenfalls von der endogenen SGTA-mRNA unterscheidet, kdnnte man annehmen,
dass die beiden daraus entstehenden Proteine ebenfalls unterschiedlich modifiziert
werden und dass daher kein Rescue des SGTA-Depletions-Phanotyps durch
muthSGTA zu beobachten ist. Bestimmte posttranslationale Modifikationen scheinen
bei SGTA entscheidend fur seine Funktion zu sein, denn es wurde gezeigt, dass die
Phosphorylierung von SGTA an Serin 305 essenziell fur die Stabilisierung des
PDGFRa (Platelet-Derived Growth Factor Receptor a) ist (Moritz et al., 2010). Eine
Analyse durch zweidimensionale SDS-PAGE (auch in Kombination mit alkalischer
Phosphatase-Behandlung der Proteinextrakte) ergab, dass endogenes SGTA und
exogen exprimiertes Flag-SGTA sich in ihrem Phosphorylierungsmuster
unterscheiden (Apsi, 2002); es erscheint daher mdglich, dass endogenes SGTA und
muthSGTA ebenfalls unterschiedlich phosphoryliert werden. Die Struktur der
mMRNAs, die der kodierenden Sequenz von endogenem SGTA bzw. muthSGTA
entsprechen, wurde von Dr. Agnes Hotz-Wagenblatt (DKFZ Core Facility ,Genomics
and Proteomics®) mithilfe des RNAFOLD-Web-Servers (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi) analysiert. Die mRNA-Struktur wurde mittels der Programme ,mfold*
und ,plotfold® (M. Zuker et al., 1990) vorhergesagt und verglichen; dabei wurde
festgestellt, dass durch die Nukleotidaustausche einige Basenpaarungen
verschwinden und die Gesamtenergie des Moleklls etwas abnimmt, aullerdem
anderte sich die Struktur in geringem Umfang (Hotz-Wagenblatt, personliche
Kommunikation). Bei dieser Untersuchung wurde jedoch das Fehlen der 3’-UTR in
der muthSGTA-mRNA nicht bertcksichtigt, da nur die kodierenden Sequenzen
verglichen wurden. Allerdings ist bekannt, dass vor allem die Struktur in der Nahe
des 5°-Endes der mRNA einen Einfluss auf die Translation hat (Babendure et al.,
2006), sodass das Fehlen der 3'-UTR in Bezug auf den Aspekt der Translation (und
damit verbundene Modifikationen) vermutlich vernachlassigbar ist. Die 3"-UTR ist
jedoch bekanntermalen fur die Lokalisation von mRNAs in der Zelle entscheidend
(Jambhekar und Derisi, 2007; Jansen, 2001); es konnte daher sein, dass die
muthSGTA-mRNA aufgrund der nicht vorhandenen 3°-UTR nicht korrekt lokalisiert
wird und muthSGTA aus diesem Grund nicht in der Lage ist, die Funktion von

endogenem SGTA zu erfullen. SGTA ist sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma
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nachweisbar; in der Mitose weist es jedoch eine Lokalisation an Mitose-relevanten
Strukturen wie den Spindelpolen (Prometa- und Metaphase), der zentralen Spindel
(Anaphase) und dem Mittelkdrper (Telophase und frihe G1-Phase) auf (Winnefeld et
al., 2004). Zusammenfassend Ilasst sich sagen, dass mdglicherweise die
Unterschiede der mRNA-Sequenz von endogenem SGTA und muthSGTA zu einer
unterschiedlichen ko- oder posttranslationalen Modifikation oder Lokalisation der
beiden Proteine fuhren und daher der SGTA-Depletions-Phanotyp durch die

Uberexpression von muthSGTA nicht verhindert werden kann.

Fir ein besseres Verstandnis der Funktion von SGTA und —B wurden in dieser Arbeit
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) von wildtyp und SGTA und —B doppelknockout
Mausen bezlglich ihrer Zellzyklusverteilung, Wachstumsrate, Empfindlichkeit
gegenuber Nocodazol und Genexpression verglichen; dabei wurden sowohl primare
MEFs als auch immortalisierte 3T3MEFs untersucht. Da verschiedene Ergebnisse
darauf hinweisen, dass SGTA eine direkte oder indirekte Funktion bei der Zellteilung
ausubt (Winnefeld et al., 2004), wurden vor allem in diesem Bereich Unterschiede
zwischen wildtyp und SGTA und -B doppelknockout MEFs bzw. Defekte bei den
doppelknockout MEFs vermutet; mit dem Vergleich der Zellzyklusverteilung, der
Wachstumsrate und der Empfindlichkeit gegenuber Nocodazol wurde daher dieser
Aspekt genauer untersucht. Sowohl bei den 3T3MEFs als auch den primaren MEFs
konnten keine Unterschiede in der Zellzyklusverteilung zwischen wildtyp und SGTA
und —B doppelknockout MEFs festgestellt werden; ebenso ergab der Vergleich der
Wachstumsrate von wildtyp und SGTA und -B doppelknockout 3T3MEFs keine
signifikanten Unterschiede. Auch von einem durch Nocodazol-Behandlung
ausgelosten Gy/M-Arrest erholten sich primare wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout MEFs in vergleichbar (in)effizienter Weise. Verglichen mit wildtyp
MEFs weisen SGTA und -B doppelknockout MEFs also — auch unter
Stressbedingungen wie einer Nocodazol-Behandlung — keine (offensichtlichen)
Beeintrachtigungen der Zellteilung auf. Diese Ergebnisse schliefen nicht aus, dass
SGTA (und mdglicherweise auch SGTB) eine Funktion bei der Zellteilung ausubt, sie
zeigen jedoch, dass primare und immortalisierte MEFs offenbar in der Lage sind,
ohne diese Funktion zu Uberleben und sich zu teilen. Zusammen mit der Tatsache,
dass SGTA und —-B doppelknockout Mause lebensfahig sind und — aulder einer

verminderten  Fertilitdt bei mannlichen Mausen (Cziepluch, personliche
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Kommunikation) — keinen auffalligen Phanotyp aufweisen, unterstiitzen die aus dem
Vergleich der MEFs gewonnenen Ergebnisse die Vermutung, dass SGTA und —B fur
die Zellteilung von ,normalen® Zellen nicht essenziell sind. Im Gegensatz dazu
scheinen Tumor- und transformierte Zellen — wie ihr Phanotyp bei Verringerung der
SGTA-Menge zeigt — fur die Zellteilung auf die Funktion von SGTA angewiesen und
der beobachtete Phanotyp daher spezifisch fur diese Zellen zu sein.

Die Untersuchung der Genexpression von wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs in
Microarray-Analysen und die anschlieRende Uberprifung der Ergebnisse durch
quantitative Reverse-Trankriptase-PCR (qRT-PCR) ergab, dass keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression zwischen SGTA und -B wildtyp und
doppelknockout MEFs existieren, die konsistent in primaren und 3T3MEFs
nachweisbar sind. Die im Microarray zwischen wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs
festgestellten Unterschiede bei der Expression der Gene mmp9, gpnmb und kif1a
konnten in der gqRT-PCR zwar bestatigt werden. Die gqRT-PCR zeigte jedoch, dass
die Expression der untersuchten Gene in primaren MEFs und Gewebeproben sehr
ahnlich ist, wenn ein Vergleich bezlglich des genetischen Hintergrunds ,wildtyp®
(,heterozygot* bei den Gewebeproben) bzw. ,doppelknockout* angestellt wird. Das
Expressionsniveau von mmp9, kifla und gpnmb in primaren wildtyp und
doppelknockout MEFs war sehr ahnlich und mit dem in wildtyp 3T3MEFs
vergleichbar, so dass die hohere bzw. niedrigere Expression dieser Gene in den
doppelknockout 3T3MEFs eine durch den Etablierungsprozess entstandene
Veranderung darstellen kénnte. Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass das Fehlen von SGTA und —B offenbar keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression von primaren und immortalisierten MEFs bewirkt.
Da SGTA und -B u.a. als Co-Chaperone von HSP70/HSC70 (und vermutlich von
HSP90 im Fall von SGTA) wirken, ware beispielsweise eine erhdhte Expression von
anderen Co-Chaperonen zur Kompensation des Verlustes von SGTA und -B
denkbar gewesen. Im Vergleich zu den hier untersuchten primaren bzw.
immortalisierten Zellen scheinen Tumor- und transformierte Zellen ,abhangiger® von
der Funktion von SGTA zu sein. Die Untersuchung der Genexpression von mit sgtA-
spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA behandelten Tumor- oder transformierten
Zellen konnte daher maoglicherweise groRere Unterschiede bei der Genexpression
erkennen lassen, als dies bei den hier verglichenen primaren bzw. immortalisierten

wildtyp und SGTA und —B doppelknockout Zellen der Fall war.
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5.2 SGTA in der Parvovirus-Infektion

Das SGTA-Protein wurde 1998 in einem Two-Hybrid-Screen als zellularer
Interaktionspartner des regulatorischen Nichtstrukturproteins NS1 der autonomen
Parvoviren entdeckt (Cziepluch et al., 1998). Um herauszufinden, ob SGTA einen
Beitrag zum parvoviralen Lebenszyklus leistet, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
das Fehlen von SGTA (und -B) einen Einfluss auf die Parvovirus-Vermehrung hat;
dazu wurden primare MEFs und immortalisierte 3aT3MEFs von SGTA und —B wildtyp
und doppelknockout Mausen mit dem Parvovirus MVM infiziert. Es zeigte sich, dass
die relative Virusvermehrung (ausgedruckt als Quotient aus Virus-Output und Virus-
Input) fuar wildtyp 3T3MEFs reproduzierbar bis zu 10-fach hoher ist als fur
doppelknockout 3T3MEFs. Auch konnten in wildtyp 3T3MEFs durch Western Blot-
Analyse deutlich groRere Mengen der viralen Proteine NS1 und VP sowie im
Southern Blot mehr Virus-Genome und replikative Virus-DNA-Formen nachgewiesen
werden als in doppelknockout 3T3MEFs. Die parvovirale Vermehrung in 3T3MEFs
scheint also beeintrachtigt zu sein, wenn SGTA fehlt. Zu welchem Schritt des viralen
Lebenszyklus (DNA-Replikation, Genexpression oder Partikelfreisetzung) SGTA
beitragt, lasst sich anhand des oben beschriebenen Ergebnisses nicht sagen; eine
Beteiligung von SGTA an der viralen DNA-Replikation und / oder Genexpression
erscheint jedoch am wahrscheinlichsten (siehe unten). Um zu dberprufen, ob
(wenige) einzelne wildtyp 3T3MEFs eine sehr starke virale DNA-Replikation /
Genexpression aufweisen oder die virale DNA-Replikation / Genexpression in wildtyp
3T3MEFs (im Vergleich zu doppelknockout 3T3MEFs) generell (und uniform) erhoht
ist, kdonnte man MVMe-infizierte wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs in einer
Immunfluoreszenzanalyse auf die Anwesenheit des VP-Proteins untersuchen.

Auler mit NS1 interagiert SGTA mit drei weiteren viralen Proteinen: Vpu (Viral-
encoded protein) und Gag (Group-specific antigen) von HIV-1 (Human
immunodeficiency virus-1) (Callahan et al., 1998) und Protein 7a von SARS-CoV
(Severe acute respiratory syndrome coronavirus) (Fielding et al., 2006). Vpu von
HIV-1 ist ein 16 kDa groR3es integrales Membranphosphoprotein vom Typ | (Cohen et
al., 1988; Strebel et al., 1988); es fordert die spezifische Degradation des HIV-1-
Rezeptors CD4 und verstarkt die virale Partikelfreisetzung. Das Gag-Protein ist der
Hauptstrukturbestandteil des viralen Kapsids und kann Uber eine myristylierte N-
terminale Domane mit der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran assoziieren

(Review bei Swanstrom und Wills, 1997); die stabile Membranassoziation von Gag
-127 -



Diskussion

wird fur Virus-Zusammenbau und -Freisetzung benétigt (Scarlata und Carter, 2003;
Bukrinskaya, 2004). Die Uberexpression von SGTA in Zellen, die mit einem HIV-1-
Provirus-Konstrukt transfiziert wurden, reduziert die Effizienz der Freisetzung viraler
Partikel (Callahan et al., 1998); aulerdem wurde gezeigt, dass die Expression von
Vpu zu einer Umverteilung von SGTA und Gag an die Zellperipherie fihrt (Handley
et al., 2001). Es wird daher angenommen, dass SGTA uber seine Interaktion mit Vpu
und Gag an der viralen Partikelfreisetzung und / oder dem Viruszusammenbau
beteiligt sein kdnnte, mdglicherweise auch im Zusammenhang mit seiner Funktion
als Co-Chaperon von HSP70/HSC70 (Angeletti et al., 2002). Das SARS-CoV-Protein
7a wird in SARS-CoV-infizierten Vero E6-Zellen exprimiert (Fielding et al, 2004;
Nelson et al., 2005); es scheint an der Apoptose wahrend der SARS-CoV-Infektion
beteiligt zu sein und mdglicherweise an der Pathogenese von SARS-CoV (Tan et al.,
2004). Auler mit SGTA interagiert SARS-CoV 7a mit den viralen Proteinen M und E,
die fur den Viruszusammenbau verantwortlich sind (Fielding et al.,, 2006);
aufgrunddessen wurde eine mogliche Rolle von SGTA beim Zusammenbau oder der
Freisetzung von SARS-CoV postuliert (Fielding et al., 2006).

Bei autonomen Parvoviren ist, anders als bei HIV-1 und SARS-CoV, eine Funktion
von SGTA bei der DNA-Replikation und / oder Genexpression wahrscheinlicher. In
mit Parvovirus H-1 infizierten Zellen akkumuliert SGTA zusammen mit dem viralen
NS1-Protein in sogenannten APAR-bodies (autonomous parvovirus-associated
replication bodies), subnuklearen Strukturen, in denen die virale Replikation erfolgt
(Cziepluch et al., 2000). Der SGTA-Interaktionspartner NS1 ist essenziell fir die
virale DNA-Replikation, bei der er als sequenzspezifische Endonuklease und ATP-
abhangige Helikase fungiert; aulerdem reguliert NS1 die virale Genexpression,
indem es seinen eigenen P4-Promotor sowie den P38-Promotor aktiviert, der die
Transkription der Kapsidgene kontrolliert (Rhode, 1985; Cotmore et al., 2007). SGTA
ist ein Co-Chaperon von HSP70/HSC70, daher ware es denkbar, dass SGTA — im
Zusammenspiel mit HSP70/HSC70 - fir die korrekte Faltung und / oder
Stabilisierung von NS1 sorgt und damit den reibungslosen Ablauf der NS1-
vermittelten Funktionen bei der viralen DNA-Replikation und Genexpression
sicherstellt. Daruber hinaus zeigen verschiedene Beispiele aus der Literatur, dass
der HSP70/HSC70-Chaperon-Komplex eine direkte Rolle bei der viralen DNA-
Replikation spielt: Beispielsweise erfordert die Initiation der DNA-Replikation des
Phagen Lambda die Aktivitat des bakteriellen HSP70-Homologs DNAK und des

- 128 -



Diskussion

Chaperon-Komplexes (DNAK, DNAJ und GRPE), um die DNA-Entwindungs-Aktivitat
der DNA-Helikase DNAB zu erleichtern (Hoffmann et al., 1992). Bei humanen
Papillomaviren erleichtert ein Komplex aus HSP70, HSP40 und der viralen E1-
Helikase die Bindung von E1 an den Replikationsursprung und stimuliert die DNA-
Replikation (Liu et al., 1998). AuRerdem interagiert das SV40-Large-T-Antigen —
welches (u.a.) fur die virale DNA-Replikation bendtigt wird — Uber seine J-Doméane
direkt mit HSP70/HSC70 (Li et al., 2001). Angeletti und Kollegen auf3erten daher die
Vermutung, dass der HSP70/HSC70-Chaperon-Komplex auch fur die Replikation
von autonomen Parvoviren bendtigt und von NS1 durch seine Interaktion mit SGTA
an den Ort der viralen DNA-Synthese gebracht werden kénnte (Angeletti et al.,
2002).

Im Gegensatz zu der oben bei der Infektion von 3T3MEFs beschriebenen
Beobachtung konnte bei der Infektion von primaren MEFs mit dem Parvovirus MVM
kein Einfluss des Fehlens von SGTA (und -B) auf die Parvovirus-Vermehrung
festgestellt werden: Die relative Virusvermehrung war bei wildtyp und SGTA und —B
doppelknockout MEFs sehr ahnlich, und im Western Blot konnten vergleichbare
Mengen der viralen Proteine NS1 und VP in primaren wildtyp und doppelknockout
MEFs nachgewiesen werden. Bei der Analyse der primaren wildtyp und
doppelknockout MEFs durch Southern Blot wurden starke Schwankungen in der
Virusproduktion zwischen den einzelnen Praparationen der primaren MEFs
festgestellt, sowohl bei wildtyp als auch bei doppelknockout MEFs. Diese ruhren
vermutlich daher, dass es sich hier um primare Zellen handelt, welche generell
uneinheitlicher sind als ,etablierte® 3T3MEFs. Der Vergleich der relativen
Virusvermehrung in primaren MEFs und 3T3MEFs ergab, dass diese bei primaren
wildtyp MEFs nach 72 h etwa 10-fach hoher ist als bei wildtyp 3T3MEFs; aullerdem
waren in den primaren MEFs sowohl gréRere Mengen der viralen Proteine NS1 und
VP im Western Blot nachweisbar als auch mehr Virusgenome und replikative Virus-
DNA-Formen im Southern Blot als bei 3T3MEFs. Diese starken Unterschiede in der
Parvovirus-Vermehrung zwischen 3T3MEFs und primaren MEFs kdnnten auf das
unterschiedliche Alter der Embryonen zurlckzufihren sein, aus denen die MEFs
gewonnen werden: 13,5 Tage bei primaren MEFs und 16 Tage bei 3T3MEFs. Es ist
bekannt, dass autonome Parvoviren der Nager wie H-1 und das hier verwendete
MVM tédlich fur Féten und Neugeborene ihres natlrlichen Wirtes sind, wahrend sie

in erwachsenen Tieren keine Schaden verursachen (Jacoby et al., 1996). Daher
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konnte es sein, dass MEFs aus jungeren Tieren — mdglicherweise aufgrund des
unausgereifteren innate (= angeborenen) Immunsystems - anfalliger fur eine
Infektion mit MVM sind als die einige Tage alteren 3T3MEFs. Um abschliellend zu
klaren, ob das Fehlen von SGTA (und -B) tatsachlich — wie hier bei den 3T3MEFs
festgestellt — einen (negativen) Einfluss auf die Parvovirus-Vermehrung hat und ob
das Alter der Embryonen bzw. der aus ihnen gewonnenen MEFs eine Rolle fur deren
Infektionsanfalligkeit spielt, sollten schwangere wildtyp und SGTA und -B
doppelknockout Mause zu verschiedenen Zeitpunkten in der Schwangerschaft (z.B.
10, 13, 17, 20 Tage) mit MVM infiziert und der Virustiter im Blut bestimmt und
verglichen werden. Wuirde bei wildtyp Mausen zu einem bestimmten Zeitpunkt in der
Schwangerschaft ein deutlich hdherer Virustiter festgestellt als bei doppelknockout
Mausen, so lielRe dies auf eine grundlegende Rolle von SGTA bei der parvoviralen

Vermehrung in vivo schlie3en.

5.3 SGTA als Zielmolekul fur die Krebstherapie

Auf Grundlage der Beobachtung, dass die siRNA-vermittelte Verringerung der
SGTA-Proteinmenge zum Tod von Tumor- bzw. transformierten Zellen flhrt
(Winnefeld et al., 2004; Cziepluch, unveroffentliche Ergebnisse), wahrend SGTA-
knockout-Mause lebensfahig sind und — auller einer verminderten Fertilitat bei
Mannchen (Cziepluch, personliche Kommunikation) — keinen auffalligen Phanotyp
aufweisen, wurde die Hypothese formuliert, dass sich teilende Tumorzellen fur ihr
Uberleben ,abhangiger‘ von SGTA sind als normale Zellen und SGTA daher ein
synthetic lethal target der Krebstherapie darstellen konnte (siehe Abschnitt 1.4). Um
diese Hypothese zu Uberprifen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob
Zellen, denen SGTA und -B fehlen, eine maligne Transformation weniger gut
unterstitzen als wildtyp-Zellen; dafir wurde das Wachstum in Softagar von SGTA
und —B wildtyp und doppelknockout 3T3MEFs analysiert, die das SV40 (Simian Virus
40) Large-T-Antigen (SV40-LT-Ag) stabil exprimieren. Nur bei den SV40-LT-Ag-
exprimierenden doppelknockout 3T3MEFs konnte ein nennenswertes Wachstum von
Kolonien in Softagar festgestellt werden; bei Einsatz von 45.000 Zellen / well
ergaben sich durchschnittlich etwa 10 Kolonien pro well. Die wildtyp-Zellen bildeten
(bei dieser Zellmenge) auch bei Expression des SV40-LT-Ag keine Kolonien in
Softagar. Dieses Ergebnis ist Uberraschend und wurde so nicht erwartet. Da

aufgrund verschiedener Ergebnisse vermutet wird, dass SGTA eine direkte oder
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indirekte Funktion bei der Zellteilung einnimmt (Winnefeld et al., 2004) und
Tumorzellen sterben, wenn die Menge an SGTA verringert wird, wurde
angenommen, dass Zellen, denen die Proteine SGTA und —B fehlen, mit geringerer
Effizienz maligne transformierbar sind und weniger Kolonien in Softagar bilden als
wildtyp Zellen, bzw. Uuberhaupt nicht dazu in der Lage sind. Eine mogliche Erklarung
dafur, dass bei den SV40-LT-Ag-exprimierenden doppelknockout 3T3MEFs mehr
Softagar-Kolonien nachgewiesen wurden als bei den wildtyp 3T3MEFs, konnte die
unterschiedliche Menge an SV40-LT-Ag sein, die von den Zellen exprimiert wird,
bzw. der unterschiedliche Anteil an Zellen innerhalb des Mischzellklons, die das
SV40-LT-Ag tatsachlich exprimieren und daher eine nétige Vorraussetzung flr die
Kolonienbildung in Softagar besitzen. Durch Western Blot-Analyse wurde in der
doppelknockout-Zelllinie 5dd-SV40-LT-Ag eine wesentlich grolere Menge des SV40-
LT-Ag nachgewiesen als in der wildtyp-Zelllinie 2wt-SV40-LT-Ag. Da beide Zelllinien
Mischkulturen der 3T3MEF-Zellen (2wt bzw. 5dd) darstellen, die durch Hygromycin-
B-Selektion nach Transfektion mit dem Plasmid pIREShyg3-SV40-LT-Ag gewonnen
wurden, konnte es sein, dass ein Teil der 2wt-SV40-LT-Ag-Zellen nur die fur die
Hygromycin-B-Resistenz verantwortliche Hygromycin-B-Phosphotransferase, nicht
jedoch das SV40-LT-Ag exprimiert, und dass dieser Anteil (der nicht-SV40-LT-Ag-
exprimierenden Zellen) groRer ist als bei den doppelknockout Zellen. Moglich ist
auch, dass die einzelnen Zellen der Linie 5dd-SV40-LT-Ag eine starke Expression
des SV40-LT-Ag aufweisen als die 2wt-SV40-LT-Ag-Zellen. Dieser Sachverhalt
konnte Uberpruft werden, indem man die beiden Zelllinien in einer
Immunfluoreszenz- oder FACS-Analyse auf die Anwesenheit des SV40-LT-Ag
untersucht. Um auszuschlieen, dass die exprimierte Menge an SV40-LT-Ag bzw.
der Anteil an SV40-LT-Ag-exprimierenden Zellen innerhalb der Mischzellklone das
Ergebnis des Softagar-Assays beeinflusst, sollte ein Softagar-Assay mit
Einzelzellklonen (wildtyp und doppelknockout) durchgefuhrt werden, die gleiche
Mengen an SV40-LT-Ag exprimieren.

Sollten bei gleicher Menge an SV40-LT-Ag SGTA und —B doppelknockout 3T3MEFs
mehr Kolonien in Softagar bilden als wildtyp 3T3MEFs, ware damit die Hypothese,
dass sich teilende Tumorzellen fir ihr Uberleben ,abhéngiger‘ von SGTA sind als
normale Zellen und SGTA daher ein synthetic lethal target der Krebstherapie
darstellen kdnnte, zwar in Frage gestellt, jedoch nicht grundsatzlich widerlegt. Die

hier verwendeten doppelknockout 3T3MEFs sind Zellen, die von vornherein ohne
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SGTA und —B auskommen mussten und womaoglich auf die eine oder andere Art an
diesen Zustand adaptiert sind. Bei Expression des SV40-LT-Ag sind sie trotz Fehlen
von SGTA und —B daher offensichtlich transformierbar und in der Lage, Kolonien in
Softagar zu bilden. Analog dazu wurden in einem DMBA/TPA-
Mehrstufenkarzinogenese-Experiment in der Maushaut bei SGTA-knockout-Mausen
nicht weniger Tumoren festgestellt als bei wildtyp-Mausen (Karin Muller-Decker und
Celina Cziepluch, personliche Kommunikation). Auch hier konnte in Mauszellen ohne
SGTA die Behandlung mit dem Tumorinitiator DMBA und dem Tumorpromotor TPA
die Induktion von Tumoren der Haut bewirken. Bei einer potenziellen Krebstherapie
wird eine andere Strategie verfolgt, die vergleichbar mit dem knockdown von SGTA
in Tumorzellen in vitro ist: die Inaktivierung der SGTA-Funktion soll in Tumorzellen
bewirkt werden, die moéglicherweise fir ihr Uberleben auf SGTA angewiesen sind.
Unter diesen Umstanden kann erwartet werden, dass — analog zum in vitro-SGTA-
knockdown —der Tod der Tumorzellen eintritt.

Auler der Tatsache, dass Tumorzellen bei Verringerung der SGTA-Menge sterben,
wahrend SGTA und —B doppelknockout Mause lebensfahig sind, spricht auch die in
dieser Arbeit beschriebene Beobachtung, dass zwischen wildtyp und SGTA und —B
doppelknockout MEFs kein signifikanter Unterschied in Hinsicht auf
Zellzyklusverteilung, Wachstumsrate, Empfindlichkeit gegenuber Nocodazol und
Genexpression besteht, fur die Vermutung, dass ,normale“ Zellen — im Gegensatz zu
Tumorzellen — fiir Uberleben und Zellteilung nicht essenziel auf SGTA und -B
angewiesen sind. Der einzige Phanotyp, der bei Fehlen von SGTA und -B (jedoch
nicht beim alleinigen Fehlen von SGTA) bisher beobachtet werden konnte, ist eine
verminderte Fertilitat bzw. Sterilitat bei mannlichen Mausen. Die Vermutung, dass
SGTA und -B doppelknockout Mause vermindert bzw. vollkommen
fortpflanzungsunfahig sein kénnten, ergab sich aus der Beobachtung, dass aus der
Verpaarung von mannlichen SGTA und -B doppelknockout Mausen mit
doppelknockout, heterozygoten oder wildtyp Weibchen niemals schwangere
Weibchen hervorgingen, wahrend SGTA und —B doppelknockout Weibchen bei der
Verpaarung mit heterozygoten oder wildtyp Mannchen schwanger wurden. Die
maogliche Sterilitat von mannlichen SGTA und —B doppelknockout Mausen konnte mit
der Rolle von SGTA bei der Kontrolle des Androgen-Rezeptors (AR) in
Zusammenhang stehen: SGTA interagiert mit dem AR und verhindert seine

Aggregation im Zytoplasma; auRerdem wirkt SGTA einer Uberaktivitdt des AR
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entgegen, indem es ihn im Zytoplasma stabilisiert und damit verhindert, dass der AR
bei Abwesenheit eines spezifischen Hormonsignals in den Kern wandert und seine
Zielgene aktiviert (Buchanan et al., 2007). Diese Funktion von SGTA konnte mit
seiner Rolle als Co-Chaperon von HSP70 und HSP90 assoziiert sein, da diese
Chaperone  an der  funktionellen  Aktivierung oder  Reifung von
Steroidhormonrezeptoren beteiligt sind (Johnson und Toft, 1994); aullerdem ist
bekannt, dass der AR ein Klient-Protein das zytosolischen HSP40-HSP70-Systems
ist. Das J-Domanen Co-Chaperon DJA1 nimmt in vitro zusammen mit HSC70 und
HSP90 eine Funktion bei der Faltung des Progesteron-Rezeptors (PR) ein (Cintron
und Toft, 2007). Interessanterweise zeigen mannliche DJA1-knockout-Mause ein
stark verminderte Fertilitat; massive Defekte bei der Spermatogenese wurden auf
einen Uberaktiven AR zuruckgefuhrt (Terada et al., 2005). Es erscheint daher
moglich, dass das Fehlen von SGTA und —B ebenfalls zu einer Uberaktivitat des AR
und daher zu einer verminderten Fruchtbarkeit von mannlichen SGTA und -B
doppelknockout Mausen fuhren konnte. Allerdings trat die beobachtete Sterilitat nicht
bei SGTA-knockout Mausen auf, sondern nur, wenn sowohl SGTA als auch SGTB
fehlten. Dies lasst vermuten, dass SGTB in diesem Fall in der Lage sein kdnnte,
SGTA funktionell zu ersetzen; es ware daher interessant zu untersuchen, ob SGTB
ebenfalls eine Interaktion mit dem AR eingeht. Das Konzept einer Krebstherapie
durch die Inhibition der Funktion von SGTA wird durch den oben flir mannliche SGTA
und —B doppelknockout Mause beschriebenen Phanotyp nicht in Frage gestellt, da
Sterilitdt als Nebenwirkung dieser Therapie wohl nur auftrate, wenn auch die
Funktion von SGTB inhibiert wird, wie die Fruchtbarkeit der SGTA-knockout-Mause
zeigt.

Die Idee, die Funktion von SGTA mit dem Ziel der Therapie von Krebs zu inhibieren,
wurde mitterweile auch von einer anderen Gruppe formuliert: Moritz und Kollegen
haben kurzlich gezeigt, dass an Serin 305 phosphoryliertes SGTA essenziell fur die
Stabilisierung des Blutplattchen-Wachstumsfaktors a (Platelet-Derived Growth Factor
Receptor a, PDGFRa) und das Uberleben von PDGFRa-abhéngigen Krebszellen ist.
Der siRNA vermittelte knockdown von SGTA verstarkt den Tod dieser Zellen durch
den PDGFRa-Inhibitor Gleevec; SGTA wird daher als potenzielles Zielmolekul fur
eine Kombinationstherapie mit Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren wie Gleevec
genannt (Moritz et al., 2010). Daruber hinaus ricken das Chaperonsystem im

Allgemeinen und Co-Chaperone (wie SGTA und —B) im Speziellen bei der Suche
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nach maéglichen Angriffspunkten fir eine Krebstherapie zunehmend in den Fokus der
Forschung. Beispielsweise konnten bei der Inhibition zweier Co-Chaperone von
HSP90, AHA1 und CDC37, vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der
Funktionsinhibition von HSP90 und der zellularen Antwort auf den HSP90-Inhibitor
17-AAG erzielt werden (Harst et al., 2005; Gray et al., 2007; Holmes et al., 2008;
Pearl et al., 2008; Zhang et al., 2008; Smith et al., 2009). Auch TPR-Doméanen-Co-
Chaperone wie HOP oder CHIP werden als attraktive Zielmolekile angesehen, da
sie mit HSP90 und / oder HSP70 Uber ein kurzes Peptid-Motiv am C-Terminus der
Chaperone interagieren, das in einem Spalt der TPR-Domane gebunden wird
(Scheufler et al., 2000; Zhang et al., 2005). Dieser Typ der Protein-Protein-
Interaktion (vergleichbar mit der Bindung eines Substrats an eine Protease) ist — im
Gegensatz zu den flachen, hydrophoben Oberflachen, die bei vielen Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt sind — besonders gut durch small molecules angreifbar. Mithilfe
eines Hochdurchsatz-Reaktionsansatzes auf der Basis der Alpha-Screen™-Methode
haben Yi und Regan eine neue Klasse von small molecule-Inhibitoren der HOP-
HSP90-Interaktion identifiziert. Diese Verbindungen waren in vitro toxisch fur WST-1-
Zellen, was mit einer wichtigen Rolle der HOP-HSP90-Interaktion vereinbar ist (Yi
und Regan, 2008). Da SGTA ebenfalls Uber seine TPR-Doméane (und Bereiche des
C-Terminus im Fall von HSP70/HSC70) mit HSP70/HSC70 und HSP9O interagiert,
konnte diese Interaktion moglicherweise auch durch ein small molecule unterbrochen
und dadurch die SGTA-spezifische Chaperon-Funktion von HSP70/HSC70 und
HSP9O0 inhibiert werden. Da HSP70/HSC70 und HSP90 mit vielen verschiedenen
Co-Chaperonen uber deren TPR-Domane interagieren musste jedoch sichergestellt
werden, dass die Inhibition der SGTA-HSP70/HSC70- bzw. -HSP90-Interaktion
spezifisch ist. Ob der bei SGTA-knockdown auftretende Phanotyp durch die indirekte
Inhibition der Funktion von HSP70/HSC70 zustande kommt ist unklar; er ahnelt dem
bei knockdown von HSP70 beobachteten Phanotyp jedoch sehr: Es wurde gezeigt,
dass die siRNA-vermittelte Reduktion der HSP70- bzw. HSC70-Proteinmenge in
HelLa-Zellen zu einer Verringerung der Zellzahl und einer abgerundeten
Zellmorphologie fuhrt (Rhode et al., 2005). Daruber hinaus hat die Verringerung der
HSP70-Proteinmenge durch den Einsatz von HSP70-spezifischer siRNA — ebenso
wie die Reduktion der SGTA-Proteinmenge — eine Anreicherung von Zellen in der
G./M-Phase des Zellzyklus zur Folge (Rhode et al., 2005). Es ware interessant zu

untersuchen, ob der HSP70-knockdown wie die Verringerung der SGTA-Menge zu
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misslokalisierten Chromosomen an den Spindelpolen flihrt; die Klarung dieses
Sachverhaltes konnte einen Hinweis darauf liefern, wie der SGTA-Depletions-
Phanotyp zustande kommt und einen weiteren funktionellen Bezug zwischen SGTA
und HSP70 herstellen. Wie unter 1.4.3 erlautert, kdnnte auch die Inhibition der
Interaktion von SGTA und BAG6 eine Option darstellen, die Funktion von SGTA zu
inhibieren. Die an dieser Interaktion beteiligten Oberflachen sind jedoch vermutlich
grof¥flachiger als dies bei der SGTA-HSP70/HSC70 bzw. -HSP90-Interaktion der Fall
ist, da die UBL-Domane von BAG6 hierfur benotigt wird. Daher ist die SGTA-BAG6-
Interaktion moglicherweise weniger gut fur ein small molecule zuganglich bzw.
hemmbar. Aufgrund der hohen Ld&slichkeit von SGTA war es bisher nicht moglich,
einen Ko-Kristall von SGTA und BAG6 herzustellen, dessen Rontgenstrukturanalyse

die Uberpriifung dieses Sachverhaltes ermoglichen wurde.
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