Aus dem Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg

Leiter: Prof. Dr. rer. nat. Wiestler

Funktionelle Wechselwirkungen in der Kernhiille:

Lamin B-Rezeptor und Lamin A

Inauguraldissertation

zur Erlangung des Doctor scientiarum humanarum

der Fakultat fur Biowissenschaften Heidelberg
der Ruprecht-Karls-Universitat

zu Heidelberg

vorgelegt von: Ute Wickert

aus Goppingen

2011

Tag der mindlichen Prufung:  23.09.2011



Gutachter: Prof. Dr. Harald Herrmann-Lerdon
Prof. Dr. Stephan Frings

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit wurde in der Zeit von Juni 2002 bis
September 2005 am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg in
der Abteilung Zellbiologie (Leiter: Prof. Dr. W. W. Franke) unter der wissenschaft-
lichen Anleitung von Prof. Dr. Harald Herrmann-Lerdon angefertigt.

Hiermit erklare ich, dass diese Arbeit ausschlief3lich von mir selbst angefertigt wurde

und ich keine anderen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe als die angegebenen.

Heidelberg, den 05.08.2011
Ute Wickert



- FUr meine Eltern und fir Stefan-

,Die Naturwissenschaft braucht der Mensch zum Erkennen,
den Glauben zum Handeln.”

Max Planck



Inhaltsverzeichnis

1 Publikationen und Prasentationen

Inhaltsverzeichnis

2 Danksagungen

3 Zusammenfassung

Vi

4 Summary

VI

5 Einleitung

|

5.1 Der Zellkern

5.2 Die Kernhille und ihre assoziierten Proteine

5.3 Vorkommen der Lamine im Kern und ihre Aufgaben

5.4 Die Struktur der Lamine

5.5 Modifikationen der Lamine

5.6 Kernhullenproteine in multifunktionalen Komplexen

5.7 Der Lamin B-Rezeptor (LBR), seine Interaktionspartner und seine
Bedeutung in der Kernhtille

5.8 Laminopathien

5.9 Funktion und Morphologie der Granulozyten

5.10 Die Rolle von LBR bei der Granulopoiese von HL-60 Zellen

6 Zielsetzung

o Ol WE

10
14
15

18

7 Abklrzungen

20

7.1 Abklrzungen der Einheiten
7.2 Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen Aminosauren

8 Material und Methoden

23
23

24

8.1 Biologisches Material

8.2 Expressionsvektoren

8.3 Expressionsplasmide

8.4 Antikorper

8.5 Grolenstandards

8.6 DNA-Oligonukleotide

8.7 Chemikalien, Enzyme und Radioaktivitat
8.8 ,Kits"

8.9 Klone aus dem YTH-high-throughput-Ansatz aus Berlin
8.10 Medien und Lésungen

8.11 Sonstige Verbrauchsmaterialien

8.12 Gerate

24
30
31
36
37
38
43
43
43
45
49
49



Inhaltsverzeichnis

8.13 DNA Techniken

8.14 RNA-Methoden

8.15 Proteinbiochemische Techniken
8.16 Zellkultur Techniken

8.17 Hefe Techniken

9 Ergebnisse

9.1 RNA-Ergebnisse: Gewinnung der gesamt RNA und Herstellung einer cDNA
Bibliothek

9.2 RT-PCR: Vergleichende Analyse der Genexpression ausgewahlter Gene

9.3 Analyse der Ergebnisse aus dem YTH-Ansatz

9.4 Ergebnisse aus dem GST-vermittelten Interaktionstest

10 Diskussion

10.1 Einfluss einiger Kernhullenproteine auf die Kernmorphologie wahrend der
Differenzierung der HL60/S4 Zellen

10.2 Einfluss zytoplasmatischer Zytoskelettproteine auf die Kernmorphologie
wahrend der Differenzierung der HL-60/S4 Zellen

10.3 Neue Interaktionspartner fir LBR und Lamin A mithilfe von
Interaktionsstudien im YTH-Ansatz

10.4 Interaktionen fir LBR aus der cDNA-Bibliothek aus einer zu Granulozyten
differenzierenden promyeloischen Zelllinie

10.5 Interaktionspartner fir LBR und Lamin A aus der zerebralen cDNA-
Bibliothek

10.6 Zusammenschau zur Bedeutung der gefundenen Interaktionen im Kontext
des Lamin A-Interaktoms

11 Literatur

12 Anhang

12.1 Sequenzen der aus dem YTH-high throughput-Ansatz erhaltenen Klone

52
71
77
90
92

103

103
110
112
139

148

149
150
151
153
157

165
167

178
178



1 Publikationen und Prasentationen

Wickert, U., N. Micke, Wedig T, Miller SA, Aebi U, Herrmann H. (2005).
Characterization of the in vitro co-assembly process of the intermediate filament
proteins vimentin and desmin: mixed polymers at all stages of assembly.

Eur J Cell Biol 84(2-3): 379-91.

Pegoraro, G., N. Kubben, Wickert, U., Gdhler, H., Hoffmann, K., Misteli, T. (2009).
Ageing-related chromatin defects through loss of the NURD complex.
Nat Cell Biol 11(10): 1261-7.

SEB Symposium “The Nuclear Envelope: Disease and Ch  romatin Organization”
(2004), Durham. Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of
LBR during the differentiation process of HL-60 cells”

5. Nachwuchswissenschaftler-Tagung ,Zellkernarchite ktur® 2003, Jena
Kurzvortrag und Poster: “Investigation of the function of LBR during the differen-
tiation process of HL-60 cells*

Tagung der Deutschen Gesellschaft fur Zellbiologie (DGZ) 2003, Bonn:

Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of LBR during the
differentiation process of HL-60 cells®

1. Fabisch Symposium for Cancer Research and Molecu lar Cell Biology “Functional
Organization of the Nuclear Envelope in Health and Disease” 2004
Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of LBR during the
differentiation process of HL-60 cells*

6th Young Scientists Meeting (DGZ) 2004, Heidelberg
Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of LBR during the
differentiation process of HL-60 cells*

Tagung der Deutschen Gesellschaft fur Zellbiologie (DGZ) 2005, Heidelberg:
Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of LBR during the
differentiation process of HL-60 cells*

DKFZ Doktoranden Posterwettbewerb , 2005
Poster: U. Wickert H. Herrmann “Investigation of the function of LBR during the

differentiation process of HL-60 cells



2 Danksagungen

Prof. Dr. H. Herrmann-Lerdon danke ich, fur die Uberlassung des spannenden
Themas. Dariber hinaus fir die motivierende Zusammenarbeit und die stetige
Unterstitzung. Danken méchte ich Prof. Dr. H. Herrmann-Lerdon auch fir die vielen
Moglichkeiten zum Austausch mit Wissenschaftskollegen aus dem Netzwerk der
Zellbiologie und Kernstruktur Forschung an zahlreichen Kongressen, sowie flr die
Ermdoglichung des Aufenthalts im Labor von Prof. Dr. R. Goldman an der Northwestern

Univerisat in Chicago.

Meinem Zweitgutachter Prof. Dr. S. Frings  danke ich fir sein Interesse an dieser
Arbeit.

Prof. Dr. Ada Olins und Prof. Dr. Don Olins  danke ich flr die schone Zusammenarbeit
wahrend der Erstellung der RT-PCR Daten sowie den inspirierenden
Gedankenaustausch.

Dr. Daniel Mertens flr seine fachkundige Einfihrung in die Technik de r RT-PCR.

Prof. Dr. E. Wanker, Dr. U. Stelzl und Dr. H. Géhle r danke ich fur die Mdglichkeit der
Zusammenarbeit fur den YTH-high-throughput-Screen am Max Delbrick-Centrum in
Berlin.

Prof. Dr. Kathrin Hoffmann danke ich fur die erfolgreiche Zeit der Zusammenarbeit
wahrend der YTH-high-throughput-Screen Phase sowie bei der Arbeit am Paper.

Dr. Norbert Micke danke ich fur die gute Zusammenarbeit am ,Desmin Vimentin“
Paper.

Prof. Dr. L. Schmitz danke ich fiir die Uberlassung der HIPK2 Klone.

Dr. Gunnar Wrobel danke ich fiir die Uberlassung der mRNA Proben fiir die RT-PCR.
Dr. Jorg Schlingemann danke ich fur seine Unterstiitzung mit den Agilent Gelen.
Michaela Hergt danke ich fir den kompetenten Rat in der Zellkultur.
Stephi Winters danke ich fur die Einfihrung in die 2D-Gelelektrophorese.

Dr. Sandra Kneissel danke ich fur die Einfihrung in die Technik der mRNA-Extraktion.
Michi und Thorsten gilt mein besonderer Dank fir das hilfreiche Korrekturlesen meiner
Arbeit und die vielen netten Gesprache.

Allen meinen Kollegen danke ich fur eine unvergessliche gemeinsame Laborzeit und
das tolle Laborklima! Besonders Alex, die mit mir drei Jahre die Laborbank teilte und
Tatjana und Michi ebenso allen anderen Laborkollegen: Thorsten, Doro, Stephi, Harald

B., Nicole, Moni, Jens, Pavle, Sarika, Blanka, Tanja, Susi, Cathleen, Judit, Wiebke,



Beate, Sandra, Christine, Sarah, Moni B. und Helga. Meinen Laborkollegen danke ich
auch fur ihre Freundschaft und Unterstlitzung wahrend der Schreibphase, die mir viel
Motivation gab, diese Arbeit neben meiner neuen Tatigeit als Lehrer zum Abschluss zu

bringen.

Meinem Mann Stefan danke ich fur seine groRe Geduld und die stetige Unterstiitzung,

durch die er mir die Promotionszeit in Heidelberg ermdglichte.



3 Zusammenfassung

Die Suche nach neuen Interaktionspartnern fir LBR und Lamin A sollte Faktoren
ermitteln, durch die sich Veradnderungen des Chromatins und der Kernmorphologie
erklaren lassen, wie sie fur die erblichen Krankheiten Pelger-Huét-Kernanomalie und die
Progerie (HGPS) beobachtet werden. Mit dem LBR-N-Terminus durchsuchten wir eine
.Yeast-Two-Hybrid“-Bibliothek aus einer zu Granulozyten differenzierenden
promyeloiden Zelllinie zwei Tage nach Induktion mit Retinsdure. Das
Genexpressionsmuster flr LBR zeigte zu diesem Zeitpunkt einen deutlichen Anstieg der
LBR-Expression, wéhrend die Lamin A-mRNA-Menge relativ konstant blieb. Fiur LBR
konnten wir eine bereits beschriebene Interaktion mit HP1a und HP1y bestatigen und fir
HP1B neu zeigen. Die Wechselwirkung mit HIPK2, einer an verschiedenen
Signaltransduktionswegen beteiligten Kinase, konnte fur die Interaktion mit der Kinase-
inaktiven Mutante und mit der nicht-sumoylierbaren Mutante sowie mit einem N-
terminalen und einem C-terminalen Fragment bestétigt werden, nicht jedoch mit der
HIPK2 selbst. Einige der gefundenen Faktoren, darunter PCBP1, U2AF und UBE21,
kénnen dem Spleil3prozess zugeordnet werden.

Fur Lamin A, B1, B2 und LBR durchsuchten wir dartber hinaus eine Hefe-Bibliothek, die
aus etwa 5000 zerebralen Faktoren zusammengesetzt war. Eine positive
Wechselwirkung wurde fir LBR und FAC1, einem DNA-bindenden Protein, im Bereich
der ersten globularen nucleoplasmatischen Domane von LBR sowie einem Bereich des
C-Terminus gefunden. Mit der C-terminalen Domane von Lamin A, die den 50 fehlenden
Aminosauren in HGPS Patienten entspricht, wurden 31 Kandidaten gefunden. Eine
starke Wechselwirkung von Lamin A wurde mit den nucledren Proteinen RBBP4,
TUSC4, TUBA1, PTN1 und CKN1 uber einen GST-vermittelten Interaktionstest unter
physiologischen Bedingungen ermittelt. Weiterfihrende Untersuchungen mit RBBP4
zeigten, dass durch die gestorte Interaktion von RBBP4 mit Lamin A in HGPS- und in
normalen Zellen vermehrt Schaden in der Chromatin Organisation sowie der DNA
hervorgerufen werden. Die Interaktion von Lamin A mit Proteinen des NURD-Komplexes
wie RBBP4 scheint fir den Alterungsprozess sowohl in HGPS-Zellen als auch in
normalen Zellen von Bedeutung zu sein. In dieser Arbeit konnte somit das Netzwerk der
Interaktionspartner fir Lamin A und LBR erweitert werden und dessen weitreichende
Auswirkung auf Prozesse im Kern insbesondere fur die Chromatinorganisation gezeigt

werden.

Vi



4 Summary

The search for new interacting proteins for lamin B-receptor (LBR) and lamin A should
reveal protein factors, that explain changes in chromatin organization and nuclear mor-
phology as observed for hereditary diseases such as Pelger-Huét-Anomaly and progeria,
i.e. the Hutchison-Gilford-Progeria-Syndrome (HGPS). A LBR-amino-terminal construct
was used to screen a “Yeast —Two-Hybrid"-library that was gained from a promyeloid cell
line (HL60) in the course of differentiation to granulocytes two days after induction with
retinoic acid. At this time the mRNA expression showed an increase of LBR-mRNA
whereas the lamin A-mRNA remained mostly unchanged. For LBR we confirmed the
published interaction with HP1a and HP1ly. Moreover, we could newly show that HP1[3
also interacts with LBR. The interaction with HIPK2, a kinase involved in several signal
transduction pathways, was confirmed only for the kinase inactive mutant and for the
sumoylation-deficient mutant but not with HIPK2 itself. Three interacting proteins were
related to the splicing process, among those were the proteins PCBP1, U2AF and
UBE21.

For lamin A, B1, B2 and LBR we searched within a yeast-library composed of more than
5000 cerebral factors for specific interactions. A positive interaction for LBR with FAC1, a
DNA-binding protein, was confirmed for the first globular domain of LBR and additionally
for the C-terminal nucleoplasmatic domain. Furthermore, the carboxy-terminal domain of
lamin A, corresponding to the 50 carboxy-terminal amino acids of lamin A that are miss-
ing in HGPS patients, we yielded 31 candidates. The interactions for Lamin A with
RBBP4, TUSC4, TUBA1, PTN1 and CKN1 were confirmed under physiological condi-
tions by the GST-pulldown method. Further investigations for RBBP4 as a part of the
NURD chromatin remodelling complex showed by disturbing the interaction of RBBP4
and lamin A, that damage of chromatin organization and DNA significantly increased in
both HGPS cells and normal cells. Thus, the interaction of lamin A with proteins of the
NURD-Komplex, such as RBBP4, is involved in ageing related processes in HGPS cells
and in normally aged cells. In this work we were able to extend the network of interac-
tions for lamin A and LBR and to show its impact on nuclear processes in particular for

chromatin organization.

VI



Einleitung

5 Einleitung

5.1 Der Zellkern

Der Zellkern wurde erstmals 1831 von Antoni van Leeuwenhoek beschrieben.
Matthias J. Schleiden und Theodor Schwann ordneten ihm eine Funktion zu und
bezeichneten ihn als ,Cytoblast”, als Zellbildner (Ubersicht bei Franke 1988). Er
enthalt das Chromatin und damit nahezu die gesamte genetische Information der
eukaryotischen Zelle. Der Zellkern ist der Ort der Genexpression, der DNA-
Replikation, RNA-Transkription und Prozessierung sowie des Zusammenbaus der
Ribosomen. Viele der Prozesse des Kerns finden in sogenannten Kernkdrperchen
statt. Sie enthalten hohe Konzentrationen bestimmter Kernfaktoren, wodurch die
Effizienz der verschiedenen Prozesse erhoht wird. Einer der auffalligsten
Kernkorperchen ist der Nucleolus. Hier findet hauptséchlich die rRNA-Synthese
durch RNA-Polymerase | sowie der Zusammenbau der Ribosomen aus ihren
Untereinheiten statt. Des weiteren findet man unter den Kernkdrperchen die Cajal
Bodies, Speckles, und PML Bodies (Lamond und Sleeman 2003). Das Genom ist im
Zellkern in Form von separaten Einheiten, den Chromosomen, angeordnet. In den
Chromosomen liegt die DNA als hoch kompaktiertes Chromatin vor, einem Komplex
der aus DNA und Proteinen besteht. Die Chromosomen werden im Nucleoplasma
jeweils auf bestimmte Territorien begrenzt vorgefunden. Sie vermischen sich kaum
mit  den benachbarten Chromosomen. Die starker kondensierten
heterochromatischen Bereiche der Chromosomen befinden sich dabei haufig an der
Kernperipherie und rund um die Nucleoli. Die Genexpression des Heterochromatin
ist unterdruckt. Das weniger stark kondensierte Euchromatin hingegen ist eher im

Kerninneren angesiedelt (Lamond und Sleeman 2003).

5.2 Die Kernhille und ihre assoziierten Proteine

Durch die Kernhille wird das Nucleoplasma vom Cytoplasma getrennt Abb.: 1. Sie
besteht aus der &ufRerne und der inneren Kernmembran, an die sich die Lamina
anlagert. In beide Membranen ist eine vielzahl von Membranproteinen eingelagert.
Die aufl’ere Kernmembran bildet mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) ein
Kontinuum. Sie ist mit Ribosomen besetzt und &hnelt in ihrer

Proteinzusammensetzung weitgehend dem ER. Innere und &ulRere Kernmembran
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sind im Bereich der Kernporenkomplexe durch die Kernporenmembran miteinander
verbunden (Lusk, Blobel et al. 2007). Zwischen den beiden Membranen befindet sich
der perinucleare  Zwischenraum. In dieses Membransystem sind die
Kernporenkomplexe eingelagert, die selektiv den Austausch von Makromolekilen
zwischen Nucleoplasma und Cytoplasma ermdglichen. (Goldberg, Harel et al. 1999,
Holmer und Worman 2001, Gruenbaum, Margalit et al. 2005). Das 10-20 nm dicke
Netzwerk der Lamina vermittelt Gber Protein-Protein und Chromatin-Protein-
Komplexe einen engen Zusammenhalt zwischen der Kernhulle und dem darunter
befindlichen Chromatin. Kernhille und Lamina sind demnach Teil eines einzigartigen
Proteinnetzwerks. Mittels einer Proteomanalyse sind mittlerweile mehr als 60 weitere
Proteine der inneren Kernmembran zugeordnet worden (Schirmer, Florens et al.
2003). Zu den Proteinen der inneren Kernmembran gehoren zum einen die LEM-
Doménen Proteine wie das Lamina-assoziierte Polypeptid 1 und 2 (LAP1 und LAP2)
mit seinen verschiedenen Spleicevarianten, sowie Emerin und Manl. Die
nucleoplasmatische LEM-Domé&ne vermittelt Uber die Bindung an den ,barrier to
autointegration factor* (BAF) die Bindung an Chromatin. Weitere integrale Proteine
der inneren Kernmembran sind der Lamin B-Rezeptor (LBR), die SUN-Domain
Proteine Sun-1 bzw. Sun-2 und Nurim. Integrale Proteine der inneren Kernmembran
werden zunadchst in das ER inseriert, und wandern von dort Uber die
Kernporenmembran in die innere Kernmembran, wo sie durch die Bindung an
Chromatin oder an die Kernlamina verankert werden (Powell und Burke 1990,
Schirmer und Foisner 2007). Lange Zeit wurde angenommen, die Kernhille diene
hauptséchlich der Stabilisierung der Kernarchitektur unter anderem wéhrend des
Zerfalls und der Neubildung wahrend der Mitose. Zwischenzeitlich konnte gezeigt
werden, dass Kernhullenproteine wie die Lamine an wichtigen Prozessen im Kern
beteiligt sind wie z.B. der Transkription und der DNA Replikation (Cohen, Lee et al.
2001). Ihre Bedeutung zeigt sich nicht zuletzt darin, dass Mutationen dieser Proteine
zu einer Reihe humaner Erkrankungen fihren, die zusammengefasst als
Envelopathien bezeichnet werden. Diese Ergebnisse zeigen, welche Bedeutung der

Kernhtlle und ihrem zugehdrigen Protein-Netzwerk zukommt.
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Abb.: 1 Ubersicht (iber die Organisation der Kernhiille. Darstellung einiger ausgewahiter
Proteine der inneren Kernhiille: Lamina assoziierte Polypeptide 1 und 2 (LAP1 und LAP2)
sowie LBR. Diese Proteine interagieren mit HP1 und BAF und vermitteln die Verbindung
zu Chromatin. Die Lamin-Filamente bilden die Basisstruktur der Kernlamina. Die
Porenmembranen am Rande der Kernporen bilden die Verbindung zwischen innerer und
aulerer Kernhille. Die auRere Kernmembran bildet eine Einheit mit dem ER und wird
durch Zytoskelett assoziierte Proteine wie Nesprine gekennzeichnet, die durch Proteine
wie Sun-1 und Sun-2 an der inneren Kernmembran verankert sind (Enthommen aus
Stewart, Roux et al. 2007).

5.3 Vorkommen der Lamine im Kern und ihre Aufgaben

Das Netzwerk der Kernlamina wird im menschlichen Organismus primar von den
Laminen des Typ-A und Typ-B gebildet. B-Typ-Lamine werden von den Genen
LMNB1 und LMNB2 kodiert. Sie sind essentiell fur den Organismus und werden
wahrend der Entwicklung in allen Zellen exprimiert. Die A-Typ Lamine, Lamin A,
Lamin C, Lamin AA10 und Lamin C2, entstehen durch alternatives Splei3en aus dem
LMNA-Gen und werden gewebespezifisch exprimiert. Durch die Interaktion mit
Transmembranproteinen der inneren Kernmembran, wie z.B. dem Lamin B-
Rezeptor, Lapl und Lap2, Emerin und Manl, wird die Lamina an der Kernmembran
verankert. Lamine sind jedoch nicht nur Hauptbestandteil der Lamina, sondern
werden auch in geringen Konzentrationen im Nukleoplasma gefunden wobei die
nukleoplasmatische Fraktion der Lamine eine starkere Mobilitat als die Lamina

Fraktion aufweist (Gotzmann und Foisner 1999). So sind sie nicht nur von Bedeutung
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fur die Aufrechterhaltung der Kernarchitektur sondern sind Teil von Komplexen, die
an Aufgaben wie der Genexpression, DNA-Replikation, -Transkription und -
Reparatur sowie an der Positionierung des Kerns beteiligt sind (Dahl, Ribeiro et al.
2008, Moir und Spann 2001). Des weiteren konnte in mehreren Studien die
Bedeutung der Lamine fur Prozesse wie der Chromosomenorganisation und
Apoptose gezeigt werden, wodurch die Lamine weit Gber die rein strukturgebende
Funktion hinaus zu multifunktionalen Proteinen werden (Herrmann und Foisner
2003). Wahrend der Mitose sind die A-Typ Lamine I8slich und inkorporieren erst
nach den B-Typ Laminen in die Kernlamina (Gruenbaum, Margalit et al. 2005). Nach
Abschluss der Telophase sowie wéahrend der G1 Pase, der infrastrukturellen
Reorganisation der Tochterkerne, zeigen die Lamine ein sehr mobiles Verhalten,
wohingegen sie zu einem spateren Zeitpunkt nahezu immobil sind (Gruenbaum,
Margalit et al. 2005).

5.4 Die Struktur der Lamine

Lamine bilden die Sequenzhomologieklasse V der Intermediarfilament-Proteine. Sie
sind ausschlieB3lich im Kern vorzufinden. Lamine sind evolutiondr hoch konserviert
besitzen die fur die Intermediarflamente (IF) typische hochkonservierte
Doménenstruktur wie sie fur das ,coiled- coil-Dimer” in Abb.: 1 dargestellt ist. Dazu
gehort die N-terminale globulédre Kopf-Domane, eine zentrale stabéhnliche a-helikale
.coiled coil“-Domane, gefolgt von einer globularen C-terminalen Schwanzdoméne
(Herrmann und Foisner 2003; Stuurman, Heins et al. 1998). Die zentrale
Stabdomane kann in mehrere ,colied-coil*-Abschnitte untergliedert werden. CoillA,
CoillB und Coil2, die jeweils durch eine Linkerdomane, L1 und L12 bzw. durch einen
sogenannten ,Stutter” zwischen Coil2A und Coil2B unterbrochen werden. In der N-
terminalen Doméne nahe der  Stabdomane, befindet  sich  eine
Kernlokalisationssequenz (Loewinger und McKeon 1988). Unmittelbar nach der
Kernlokalisationssequenz folgt eine globulare Domane, die in ihrer Faltung einem ,lg-
fold* ahnelt (Krimm, Ostlund et al. 2002; Dhe-Paganon, Werner et al. 2002). Kopf
und Schwanzdomane sind beide stark positiv geladen, wodurch Wechselwirkungen
mit anderen Proteinen oder DNA ermdglicht werden (Stierle, Couprie et al. 2003).
Anders als die IF-Filamente Desmin und Vimentin, bilden Lamine in vivo

Homodimere. Es ist unklar, ob sich Filamente aus beiden Lamin Typen bilden
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(Wickert, Mucke et al. 2005; Kapinos, Schumacher et al.2010). Ungleich den
anderen Intermediarfilamentproteinen lassen sich die Lamine in vitro bisher nur fur
das Ce-lamin von C. elegans zu den 10-nm Filamenten assemblieren (Karabinos,
Schunemann et al. 2003). In vivo konnte in Xenopus Oocyten durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen eine netzartige Struktur der Lamina gezeigt
werden (Aebi, Cohn et al. 1986). Beim Zusammenbau des Kerns nach der Mitose
inkorporieren zunachst die A-Typ Lamine gefolgt von den C-Typ Laminen in ein
bestehendes B-Typ-Lamin-Netzwerk (Hutchison, Alvarez-Reyes et al. 2001).

Head Coil 1 L12 Coil 2 Tail ——

"‘t-E’EL\ (188) (21) (142) (283) )&'H 5
ot I T e R [P SRN r E i  Tr S
i L1 ph st e

—r ' w;?“"_':; b
Ig fold ™
Sy

Abb.: 2 Strukturmodell eines Lamin A Dimers. Die zentrale a-helicale rod Doméne (griin), die durch
den Linker L12 in coil 1 und coil 2 unterteilt wird, wird von einer nicht a-helicalen amino-terminalen
(head-Domaéne in blau) und einer carboxyterminalen Domane (tail, in rot) flankiert. Der stutter (st) in
coil 2 unterbricht das kontinuierliche heptaden Pattern. Durch die Nummern unter den Doméanen wird
die Anzahl der Aminsauren des Abschnitts dargestellt. Die ,Tail-Doméne enthadlt das
Kernlokalisationssignal (NLS) sowie eine konservierte Immunglobulare Doméane (lg fold) (Kapinos,
Schumacher et al. 2010).

5.5 Modifikationen der Lamine

Die Lamine, mit Ausnahme von Lamin C, besitzen eine sogenannte ,CaaX-Box". Fur
Lamin A entspricht die CaaX-Box den Aminosauren Cys, Iso, Ser, Met. Die CaaX-
Box ist verantwortlich fur eine Reihe posttranslationaler Modifikationen. Durch die
CaaX-Box Prozessierung wird die Bindungsfahigkeit der Proteine an Membranen
verandert, wordurch ihre Lokalisation im Zellkern und damit ihre funktionellen
Eigenschaften beeinflusst werden (Gelb et al., 2006). Bei der Prozessierung der A-
Typ Lamine wird in einem ersten Schritt Cystein farnesyliert, gefolgt von der Spaltung
der -aaX Sequenz mit anschlielender Carboxymethylierung des Cysteins (Rusinol
und Sinensky 2006). Durch diese Modifikationen wird die Bindungsfahigkeit der
Lamine an die innere Kernmembran verandert (Dechat, Shimi et al. 2007; Krohne,
Waizenegger et al. 1989). Wahrend die B-Typ Lamine farnesyliert und

carboxymethyliert bleiben, durchlaufen die A-Typ Lamine eine Reifung. Das
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sogenannte Prelamin A wird durch die Zink Metalloproteinase ZMPSTE24/FACE1
prozessiert, wobei ein Rest von 15 AS mitsamt dem modifizierten Cystein vom C-
Terminus entfernt wird (Corrigan, Kuszczak et al. 2005). Auch der
Phosphorylierungszustand der Lamine spielt eine wichtige Rolle. Die Lamine
enthalten eine groBe Anzahl potentieller Phosphorylierungsstellen (Serin und
Threonin). Zu Beginn der Mitose wird das Netzwerk der Lamine depolymerisiert. Dies
geschieht aufgrund der Phosphorylierung durch eine cdc2 Kinase (Heald und
McKeon 1990; Nigg 1992; Peter, Heitlinger et al. 1991; Peter, Nakagawa et al. 1990).
In vitro konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Lamin-Dimeren die
Bildung von héher organisierten Strukturen verhindern (Peter, Heitlinger et al. 1991;
Nigg 1992). Es ist naheliegend, dass auch in vivo die Polymerisation durch
Phosphorylierung nahe der Stabdomane beeinflusst wird.

5.6 Kernhullenproteine in multifunktionalen Komplex en

Die Lamine und das Netzwerk der direkten und indirekten Lamin-Interaktionspartner
werden als Lamin-Interaktom bezeichnet. Innerhalb dieses Netzwerks ordnen sich
die Proteine zu funktionellen Proteinkomplexen an. Die Proteine des ,linker of the
nucleoskeleton to the cytoskeleton® (LINC)-Komplex bilden eine Verbindung
zwischen dem Karyoskelett und dem Zytoskelett bis hin zur Plasmamembran (Crisp,
Liu et al. 2006; Stewart, Roux et al. 2007). Eine wichtige Rolle spielen dabei die
Nesprine, eine neue Klasse multifunktioneller Proteine mit ,Spectrin-Repeat”-
Doménen: Darunter Nesprin-1 (auch bekannt als Syne-1 oder Enaptin), Nesprin-2
(auch bekannt als Syne-2 or NUANCE) und Nesprin-3 und Nesprin-4, (Zhang,
Beresford et al. 2001; Wilhelmsen, Litjens et al. 2005; Roux, Crisp et al. 2009). Die
Nesprine bilden durch alternatives Spleilen eine grof3e Zahl verschiedener
SpleiBvarianten, die an unterschiedlichsten Orten der Zelle gefunden werden.
Nesprin-1, -2 und -3 sind mit ihrer hochkonservierten KASH-Domane im
perinucledren Raum verankert. Uber ihre Aktin-Bindedomane oder tiber den N-
Terminus selbst stellen sie eine Verbindung zwischen Kernmembran und
Zytoskelettproteinen, wie Aktin, Plectin und den Intermediarfilamenten her
(Wilhelmsen, Litiens et al. 2005; Roux, Crisp et al. 2009). KASH-Proteine der
aulBeren Kernmembran interagieren im perinucledren Raum mit den SUN-Proteinen

der inneren Kernmembran, SUN-1 und SUN-2, und bilden so eine Briicke zwischen
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den beiden Membranen der Kernhulle. SUN-Proteine reichen ins Nucleoplasma und
interagieren hier mit der Kernlamina (Abb.: 3) (Razafsky und Hodzic, 2009). So
bietet der LINC-Komplex durch seine Verbindung zwischen Zytoskelett bis hin zur
Extrazellularen Matrix die Mdglichkeit der Mechanotransduction von extrazellularen
Signalen bis ins Nucleoplasma. Es wird vermutet, dass auf diese Weise
extrazellulare Signale die Positionierung der Kerne, die Chromatinorganisation und
selbst die Genexpression beeinflussen kdonnten (Steward und Roux et al., 2009).
Moglicherweise tragt der LINC-Komplex durch seine Verbindung zum Cytoskelett zur

Positionierung des Kerns in der Zelle bei. Die Positionierung nimmt Einfluss auf die

Polarisierung der Zellen, auf die

Intermedisle

e, fament Zellteilung, die Zellwanderung und die

Ausbildung von speziellen Syncytien wie

Rclin
lilament i

in der Skelettmuskulatur von Saugern
vorgefunden werden. Diese
Zusammenhange geben eine Vorstellung
davon, wie genetisch bedinge Defekte in
Kernhullen-assoziierten  Proteinen den
Ablauf dieser Prozesse stéren und so zur
Ausbildung von klinischen Symptomen,
wie sie bei den Laminopathien beobachtet

Junctional

“Mmmﬁlnmanls i . el werden, fuhren kénnten (Stewart, Roux et
Silaments -
Focsl sunesien Al 2007; Starr 2009).

Abb.: 3 Vorschlag fir den LINC Komplex in Vertebraten Zellen. INM = innere
Kernmembran; ONM = aufRere Kernmembran; PNS = Perinukledrer Raum (Enthommen

aus: Stewart, Roux et al. 2007).

5.7 Der Lamin B-Rezeptor (LBR), seine Interaktionsp  artner und seine

Bedeutung in der Kernhiille

Der Lamin B-Rezeptor (LBR) wurde erstmals von Worman et al. (1988) als Lamin B-
bindendes Protein beschrieben (Worman, Yuan et al. 1988). LBR ist ein integrales
Protein der inneren Kernmembran. Das menschliche LBR-Protein umfasst 615
Aminosauren (AS) und besteht aus zwei Hauptdomé&nen: Der basischen

nukleoplasmatischen Doméne, die AS 1-204 umfasst und einer hydrophoben C-
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terminalen Domane (Worman, Evans et al. 1990). Innerhalb der N-terminalen
Domaéne sind die ersten 60 Aminosauren entscheidend fur die Bindung an Lamin B,
die Aminosauren 70-100 fur die Bindung an DNA. Fur die Interaktion mit HP1a und
HP1y sind die AS 97-174 verantwortlich. Des weiteren bindet LBR die Histone H3/H4
(Holmer und Worman 2001; Gruenbaum, Margalit et al. 2005). Die C-terminale
Doméane reicht von AS 209 - 615 wund enthalt mutmalllich acht
Transmembrandoménen. Sie weist eine starke Homologie mit Genen der Sterol-
Reduktase-Familie auf (Abb.: 4).

Steral-reductase domsn

Abb.: 4 LBR ist ein Transmembranprotein der inneren Kernmembran. Die N-terminale

Doméane (N) ragt ins Nukleoplasma und interagiert neben Lamin B auch mit Chromatin

und chromtin bindenen Proteinen der HP1 Familie. HP1 bindet an stillgelgtes Histon H3

das an Lysin 9 methyliert ist (me)H3K9. LBR bindet auch an HA95. Durch die C-terminale

Doméne (C) wird LBR mit acht Transmembrandoméanen in der inneren Kernmembran

verankert. Sie besitzt Sterolreduktase Aktivitat (Gruenbaum, Margalit et al. 2005).
Fir den C-Terminus sind bisher keine Interaktionen beschrieben worden. Unklar ist
auch, zu welchen Teilen er sich im Nukleoplasma oder im Cytoplasma befindet. Trotz
seiner Lokalisation im Kern besitzt LBR kein klassisches Kernlokalisationssignal,
moglicherweise aber ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal (Soullam und Worman
1993). Durch Lebendzellbeobachtungen konnte gezeigt werden, dass LBR aus dem
Endoplasmatischen Retikulum, dem Ort seiner Synthese, lateral durch die
Membranen der Kernporen diffundiert und hier schlieBlich durch die Lamina
festgehalten wird (Ellenberg, Siggia et al. 1997). Zu den Faktoren, die an der
Verankerung beteiligt sind, gehdéren Lamin B, Proteine der HP1-Familie, DNA,

Histone, Chromatin und H95 sowie dem ,methyl-CpG binding protein® (MeCP2)
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(Gruenbaum, Margalit et al. 2005 ; Holmer and Worman 2001; Makatsori, Kourmouli
et al. 2004 ; Martins, Eide et al. 2000 ; Takano, Takeuchi et al. 2002 ; Ye, Barton et
al. 1998). Die Bedeutung von Lamin A/C fur die Verankerung von LBR wird
kontrovers beschrieben. Laut (Ostlund, Sullivan et al. 2006) ist Lamin A/C nicht
entscheidend fur die Verankerung von LBR in der Kernhille. In den Fibroblasten von
Emery-Dreifuss Patienten mit der Mutation R377H im LMNA-Gen konnte jedoch eine
Umverteilung von LBR aus der inneren Kernhtlle ins ER beobachtet werden
(Reichart, Klafke et al. 2004). Innerhalb der Vertebraten ist die Proteinsequenz fir
LBR hoch konserviert. Sequenzvergleiche liefern ~80% Ubereinstimmung mit Maus,
~70% mit Huhn, ~50% mit Froschen und ~50% mit Fischen. Dabei stellt der C-
Terminus (~400 AS) den am starksten konservierten Abschnitt dar. Dieser Abschnitt
zeigt eine hohe Sequenzubereinstimmung mit verschiedensten Sterolreduktasen
angefangen bei den Hefen bis hin zum Menschen. In Hefestdmmen, mit einer
reduzierten Cl14-Sterolreduktase Aktivitat konnte durch Transfektion von LBR eine
3B-hydroxysterol Al4-reductase Aktivitat nachgewiesen werden (Silve, Dupuy et al.
1998). LBR zeigt 58% Sequenzhomologie zu zwei humanen Sterolreduktasen
« transmembrane 7 superfamily member 2 » (TM7SF2) und « 7-dehydrocholesterol
reductase » (DHCR?7), die beide im ER lokalisieren (Ostlund, Sullivan et al. 2006). Zu
klaren bleibt, ob LBR auch wahrend seiner Lokalisation in der inneren Kernmembran
am Sterolabbaumetabolismus beteiligt ist oder nur wahrend der Lokalisation im ER
(Bennati, Schiavoni et al. 2008). Der C-terminale Bereich von LBR hat auch eine
~38% ldentitat mit der Sterol Reduktase der Pflanze Arabidopsis (Schrick, Mayer et
al. 2000). Die ~200 AS des N-Terminus hingegen zeigen sehr wenige
Sequenzhomologien im Ubrigen menschlichen Genom (Wagner, Kagermeier et al.
2006). LBR wird durch die RS-Kinase sowie durch die p34°®? Kinase wahrend der
Interphase und auch wahrend der Mitose phosphoryliert (Simos, Maison et al. 1996,
Nikolakaki, Meier et al. 1997). Die Phosphorylierung von LBR spielt eine Rolle beim
Zerfall und der Neubildung der Kernhille. Es konnte gezeigt werden, dass die
Bindung von LBR an Xenopus Spermien Chromatin durch Phosphorylierung mittels
verschiedenster Kinasen beeinflusst wird. Hierbei wird die SR reichen Doméane (AS
65-100) der N-terminalen Doméane wéhrend der Mitose anders phosphoryliert, als

wahrend der Interphase (Takano, Takeuchi et al. 2002; Takano, Koyama et al. 2004).
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5.8 Laminopathien

Als Laminopathien werden verschiedene Erbkrankheiten zusammengefasst, die
durch Mutationen in Genen, die fir Lamine oder Lamin-assoziierte Proteine codieren
ausgelost werden. Davon betroffene Gene sind neben LMNA selbst LBR, Emerin
und MAN1 aber auch Lamin prozessierende Proteine wie ZEMPSTE24 (FACE1)
(Abb.: 5). Allein schon die zur Zeit mehr als 300 verschiedenen bekannten
Mutationen in  A-Typ-Laminen verursachen ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Erbkrankheiten. Die verschiedenen Erkrankungen ahneln sich oft
in ihren klinischen Symptomen und Erscheinungsbildern und kénnen aufgrund
dessen in vier Gruppen gegliedert werden. Zur ersten Gruppe gehéren
Erkrankungen, die sich auf das gestreifte Muskelgewebe wie die Skelettmuskulatur
und die Herzmuskulatur auswirken. Dazu gehdren die autosomal dominante- sowie
die rezessive Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (EDMD), die autosomal dominante
Limb Girdle Muskeldystrophie (LGMD) und die Dilated Cardiomyopathie. Zur zweiten
Gruppe gehéren die Lipodystrophy Syndorome, wie die Dunningan-Typ familiar
partial Lipodystrophie (FPLD) sowie die Mandibuloacrale Dysplasia. Zur dritten
Gruppe, den Neuropathien, gehdrt die Charcot-Marie-Tooth Erkrankung Typ 2B1
(AD-CMT2). Die vierte Gruppe der Erkrankungen wird durch einen beschleunigten
Alterungsprozess charakterisiert. Dazu gehéren die Hutchison Gilford Progerie
(HGPS) und das Werner's Syndrom (Abb.: 6) (Broers, Ramaekers et al. 2006;
Worman und Courvalin 2005; Worman und Bonne 2007).

10



Einleitung

Cytoplasm ) Syna-1
carebaliar BT e I T e e
IMPSTE24 - Complax Raticulum
RO, HGFS, MADE I a e ]
. i Aladin A
ner Mucloar uzer Mucleas AAN Byndroma - -
Mambrane Mambrane - f—;nm A |
I T— P . | dystonia
LBR su Y '
PHA, HEM/Gresnbarg bore | —1

LAPZH L
= P dansity

— =y : u

LaminB2 | = 1
Aguired PLD } %

i e
) Lamins A & C
+ Tiaaian specific

- EDOMD, LGMD18, DEM=CD,

- CMT281,

- Demniges-typs FPLD,

+ Bywhemia:
HNuclsoplasm MADA, stypical WNR, LIRAC

HGFS, RO

Abb.: 5 Die schematische Darstellung der Kernhille zeigt die Lokalisation und die
Interaktion der verschiedenen Proteine. In den Késten sind Krankheiten aufgelistet, die
durch Mutationen in den Genen hervorgerufen werden, die fir die dargestellten Proteine
codieren. RD: restrictive dermopathy, HGPS: Hutchinson-Gilford progeria syndrome,
PHA: Pelger-Huet anaomaly, EDMD: Emery-Dreifuss muscular dystrophy, ADLD: Adult
onset autosomal dominant leukodystrophy, BSS: Barraquer-Simons syndrome, LGMD:
limb-girdle muscular dystrophy; DCM: dilated cardiomyopathy; CMT: Charcot-Marie-
Tooth, FPLD: familial partial lipodystrophy, MADA / MADB: mandibuloacral dysplasia,
WNR: Werner syndrome (Worman und Bonne, 2007).
HGPS wird durch eine Mutation im LMNA-Gen hervorgerufen. Hierbei wird eine
zusatzliche Spleil3stelle eingefuhrt, wodurch eine Deletion von 50 AS im N-
terminalen Bereich des Lamin A Proteins entsteht. Auf diese Weise entfallt ein
Teilschritt der posttranslationalen Modifikation von Lamin A. Es entsteht das
sogenannte ,Progerin®, ein trunkiertes Lamin A mit Franesylrest (De Sandre-
Giovannoli, Bernard et al. 2003; Eriksson, Brown et al. 2003). Die Transfektion von
Zellen mit einem Progerin Konstrukt fihrt zu einem progeroiden Phanotyp der Zellen.
Progerin lagert sich an der Kernperipherie an und fuhrt zu Veréanderungen der
Lamina Struktur, lobulierten Kernen und einer Zunahme der DNA-Schaden, sowie
dem Verlust von Heterochromatin an der Kernperipherie (Shumaker, Dechat et al.
2006; Scaffidi und Misteli 2008). Progerin wird zu einem gewissen Prozentsatz auch
wahrend des physiologischen Alterungsprozesses in Wildtypzellen exprimiert
(Scaffidi und Misteli 2006). Ungeklart bleibt letztlich wie LMNA zwar in fast allen

11
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Zelltypen exprimiert werden kann, jedoch von den unterschiedlichen Mutationen
auch ganz unterschiedliche Gewebetypen betroffen sein kdnnen und somit vdllig

unterschiedliche Phanotypen entstehen.

AD-EDMD (280)
LGMD1B (95)

(8) Progeroid DCM-CD (290) FPLD (227)
variants (20)  (Striated muscles)  (Adipose tissue) (26) RD (2)
4 R4 A4 A4 k4
11 mut. 218 mutations R482 (83%) (96%) 2 mut.
all along the molecule + 16 mut.
NA
vy
Lamin A M H #&1 ‘ )J—_L:WZJ-L_—UJ:
1 34 7080 21 242[ 383 Ig-like 500 664
Lamin C _1 lj e r—
— ‘ 572
AR-EDMD (1) SFAK(1) (30) (16) (4)
(Muscle)
4 Y4
1 mut. 1 mut (100%) (87%)

Abb.: 6 Die Darstellung stellt ein Spektrum von Erbkrankheiten dar, die durch Mutationen

in LMNA verursacht werden. Die schematische Darstellung zeigt die Proteine Lamin A

und Lamin C. Bereiche, deren Mutationen einen bestimmten Erkrankungstyp hervorrufen

sind farbig hervorgehoben. In Klammer ist die Anzahl der bisher betroffenen Patienten

aufgefuhrt. Dominante Erkrankungen sind oberhalb der Proteinschemata dargestellt,

rezessive unterhalb. Die Abbildung wurde von Broers et al., 2006 adaptiert (Worman und

Bonne, 2007).
Die Mutationen in Lamin A sind fast Uber das ganze Protein verteilt (Abb.: 6).
Obwohl Art und Position des genetischen Defekts bekannt sind, sind die zellularen
Mechanismen, die den Erkrankungen zu Grunde liegen, noch weitgehend ungeklart.
Drei Modelle versuchen Untersuchungsansatze zu liefern, wie die Auswirkungen der
Lamin Mutanten zu erklaren sind. Das sog. ,Strukturmodell” vermutet, dass
Mutationen in Lamin-Proteinen bzw. Lamin-assoziierten Genen Defekte beim
Laminassembly und somit in der Laminstruktur verursachen. Das fuhrt zu einer
erhohten Fragilitat des Kerns, wodurch auch die Organisation des Kerns
beeintrachtigt wird. Das ,Genexpressionsmodell* vermutet, dass Lamin-Komplexe
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Genexpression spielen. Ihre Abwesenheit
wirde sich demnach dramatisch auf die Genexpression auswirken. Und letztlich das

sogenannte ,Zell-Schicksals“-Modell, das davon ausgeht, dass Mutationen in

12
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Laminen zu frihzeitiger Apoptose oder Zellalterung fuhren (Herrmann und Foisner
2003). Mutationen in LBR fuhren beim Menschen zu zwei Erbkrankheits-Typen, die
den Laminopathien zugeordnet werden: Der Pelger-Huét-Anomalie (PHA) und der
Greenberg skeletale Dysplasie (HEM) (Hoffmann, Dreger et al. 2002). Die PHA tritt
nicht nur beim Menschen auf, sondern kann auch in Hunden (Bowles, Alsaker et al.
1979; Kiss und Komar 1967), Katzen (Latimer, Rakich et al. 1985), und M&usen
(Green, Shultz et al. 1975) identifiziert werden. In Ichthyosis-Mausen, die einen PHA
ahnlichen Phanotyp zeigen, kann das Ichthyosis-Gen ebenfalls auf den Lbr Locus
festgelegt werden (Shultz, Lyons et al. 2003). Die Mutationen, durch die PHA
hervorgerufen werden, sind in den untersuchten Fallen Uber das gesamte LBR
verteilt. Im heterozygoten Fall zeigt die PHA einen milden Erscheinungstyp mit
hypolobulierten Kernen der neutrophilen Granulozyten. Insgesamt konnten nur sehr
wenige homozygote Félle fur PHA diagnostiziert werden. In einem Fall lag innerhalb
des Intron 12 eine Deletion von 6 bp vor. Hierbei wurde der Spleil3prozess von Exon
13 beeinflusst. In den Patientenzellen konnte zwar kein mutiertes Protein gefunden
werden, jedoch Spuren des Wildtyp LBR. Somit wurde ein geringer Anteil der mRNA
richtig prozessiert. Wie anhand von Blutausstrichen gezeigt werden kann, zeigen die
Granulozyten homozygoter Individuen ovoide Zellkerne, die Verteilung des
Chromatins erscheint grobkérnig. Zellkerne der heterozygoten Individuen erscheinen
stabférmig oder eingbuchtet (Abb.: 7). Insgesamt gibt es nur wenige lebende Trager
dieser Erbkrankheit

3 e* #

Abb.: 7 a-c) Blutausstriche a) von normalen Neutrophilen mit mehrfach segmentiertem
Kern b) ein Neutrophiler der beziiglich der PHA heterozygot ist mit zweilappigem Kern c)
ein Neutrophiler der bezlglich PHA homozygot ist mit einem unsegmentierten runden
Kern. Messbalken 10 um. d) Das Individuum 8387 mit einem verkirzten dritten und
finften Metacarpalen in der linken Hand und mit verkirzten dritten und flnften

Metacarpalen der rechten Hand (aus Hoffmann, Dreger et al. 2002).

Neben der veranderten Kernmorphologie findet man eine Vielzahl unterschiedlicher

klinischer Phanotypen, die von mentaler Retardierung bis hin zu skelettalen Defekten
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reichen (Hoffmann, Dreger et al. 2002; Oosterwijk, Mansour et al. 2003). Im
entsprechenden Tiermodell wird bei ic/ic Mausen ein ausgepragter Phanotyp mit
einer erhohten Sterberate im Mutterleib gefunden. Studien an homozygoten
Individuen fur PHA und homozygoten Ichthyosis Mausen machen deutlich, dass eine
ausreichende Menge an LBR nétig ist, um in Granulozyten Kernen eine Lobulierung
sowie die adaquate Verteilung von Heterochromatin zu erhalten (Shultz, Lyons et al.
2003). Bei der Greenberg/HEM skeletalen Dysplasie handelt es sich um eine
Erkrankung, die nicht nur durch Mutationen in LBR hervorgerufen wird, sondern die
auch durch den Mangel an 3b-hydroxysterol D14 Reduktase erzeugt werden kann.
Die zugehoérigen Mutationen werden im C-terminalen Bereich fir LBR gefunden.
Wahrend die PHA vergleichsweise milde Symptome zeigt, fuhrt die Greenberg/HEM
skeletale Dysplasie schon in utero zum Tod der Embryonen (Oosterwijk, Mansour et
al. 2003).

5.9 Funktion und Morphologie der Granulozyten

Zu den wichtigsten Zelltypen des menschlichen Abwehrsystems gehoren die
Granulozyten und die Makrophagen. Sie differenzieren aus promyeloiden
Vorlauferzellen, die im Knochenmark ihren Ursprung haben. Die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten Uberwiegt bei weitem die Zahl der basophilen und
eosinophilen Granulozyten. Granulozyten sind in der Lage, aus Blutgefal3en heraus
und durch das Gewebe hin zu Entziindungsherden zu wandern, wo sie Bakterien
und andere eingedrungene Mikroorganismen toten und phagozytieren.
Bemerkenswert ist, dass die Morphologie des Zellkerns der Granulozyten von der fur
andere Zelltypen charakteristischen ovoiden Form abweicht. Die Kerne zeigen eine
deutliche Segmentierung, die auch als Lappung beschrieben wird, wodurch die
Wanderungsfahigkeit der Zellen verbessert wird. Durch serielle
elektronenmikroskopische Aufnahmen dinner Sektionen durch den Kern eines
differenzierten Granulozyten konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich dabei
nicht um mehrere Einzelkerne handelt. Granulozyten entstammen dem
Knochenmark. Die Granulopoiese dauert etwa zwei Wochen. Dabei folgt der
mitotischen Phase eine postmitotische Phase wahrend der die Kondensation des
Chromatins erfolgt, die mit einer signifikanten Lappung des Kerns einhergeht

(Bainton, Ullyot et al. 1971). Wahrend der zweiwochigen Reifungsphase entstehen
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auch die verschiedenen cytoplasmatischen Granula, die eine Vielzahl von Faktoren
unter anderem Bakteriozide enthalten. Normale Neutrophile sterben durch Apoptose
mit einer Halbwertszeit von ~7 h, sofern sie nicht auf Entziindungsfaktoren treffen.
Des weiteren ist auffallig, dass der Zellkern der Neutrophilen in
elektronenmikroskopischen  Aufnahmen ein UbermalR  an peripherem
Heterochromatin zeigt. Trotz des hohen Gehalts an Heterochromatin sind die Zellen
in der Lage, auf eine Aktivierung durch Entziindungsfaktoren mit einer signifikanten
Verdnderungen der Genexpression zu antworten (Zhang, Kluger et al. 2004)

(Review: Hoffmann, Sperling et al. 2007).

5.10 Die Rolle von LBR bei der Granulopoiese von HL  -60 Zellen

HL-60-Zellen eignen sich als in vitro Modellorganismus fur die Reifung von
Granulozyten bzw. Makrophagen. Es handelt sich dabei um eine humane
promyeloide leukemische Zelllinie, die in Form von Suspensionszellen leicht in
Zellkultur gehalten werden kann. Zur Differenzierung der HL-60-Zellen zu
Granulozyten  wird der  Zellkultur  Retinsdure (RA) zugegeben; um
Monozyten/Makrophagen zu erhalten wird statt dessen Tetraphorbolester (TPA)
verwendet. Mit Hilfe von immunbiochemischen Experimenten, bei denen Antikorper
gegen verschiedene Kernhillenproteine verwendet wurden, konnten die
Veranderungen wahrend der Differenzierung in der Kernhillenzusammensetzung

verfolgt werden Abb.: 8 (Olins, Herrmann et al. 2001).

15



Einleitung

ANTIBODY

Lamin A/C

Lamin B1

Lamin B2

LAP2p

LBR

Emerin

Abb.: 8 Immunoblots von Kernhillenkomponenten in undifferenzierten, mit RA- bzw. mit

TPA behandelten HL-60/S4 Zellen. Gesamtzellextrakte von gleichen Anzahlen wurden in

jeder Linie aufgetragen. Die Zellen wurden taglich geerntet: 0, undifferenziert; R1-R5, RA

Behandlung flr 1-5 Tage; T1-T5, TPA Behandlung fur 1-5 Tage. Antikdrper gegen Lamin

A/C, mAb R27, lamin B1 mAb 119D5F1; lamin B2 mAb x223; LAP2b, mAb 6G11; LBR,

anti-LBR aus Kaninchen; emerin mAb anti-emerin (Olins et al. 2001).
Undifferenzierte HL-60-Zellen sowie auch Granulozyten exprimieren nur wenig Lamin
A/C und Lamin B1l. In ausgereiften Monocyten hingegen sind die Lamine deutlich
angereichert. Ebenso wurde LBR in der undifferenzierten Form nur schwach
exprimiert. Eine rasche LBR Zunahme konnte sowohl nach der Gabe von RA als
auch von TPA beobachtet werden. Diese Experimente lassen darauf schliel3en,
dass LBR zwar fur die Lappung der Kernhulle notwendig ist, dass die Zunahme des
LBR Gehaltes allein jedoch nicht ausreicht, um die Lobulierung des Kerns
voranzutreiben. Es scheinen weitere Faktoren, wie moglicherweise der Mangel an
Lamin A/C und B1 am Wandel der Kernmorphologie beteiligt zu sein. Aber auch
bisher noch unbekannte Kernhillenproteine kommen daftr in Frage. Olins und Olins
untersuchten daraufhin den Einfluss der Mikrotubuli auf die Veranderungen der
Kernhille wéhrend der Granulopoiese von HL-60 Zellen (Olins und Olins 2004).
Durch die Zugabe von Nocodazol, unter dessen Einfluss Mikrotubuli zerstort
werden, kann die Lobulierung der Kerne von HL-60 Zellen im Zuge der
Differenzierung durch Retinsaure aufgehalten werden. Die Zerstbrung des
Aktinnetzwerks beeinflusst die Lobulierung nicht. Die Mechanismen, auf denen die
Lobulierung basiert, sind damit jedoch noch ungeklart (Review: Hoffmann, Sperling
et al. 2007). Vergleicht man das Vorkommen von LINC Komplex Proteinen in HL-

60/S4 Zellen wahrend verschiedener Stadien der Differenzierung, fehlen den
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Makorphagen einige der LINC-Komplex-Proteine, die in undifferenzierten Zellen
sowie in Granulozyten vorhanden sind. Sie enthalten keine Nesprin-1 oder Nesprin-2
Isoformen sowie kein SUN1, Vimentin, Plectin oder Lamin A/C, wohingegen Actin
und SUN2 vorhanden sind (Olins, Hoang et al. 2009). Mittels proteomischer
Untersuchungen postulierte Schirmer et al. (2003) mindestens 80 weitere
Kernhtllenproteine, deren Interaktionen und Funktion noch nicht genauer
beschrieben sind. Wie das PHA bzw. Ichthyosis Modell deutlich gezeigt hat, ist LBR
entscheidend an der Veranderung der Kernhillenmorphologie und der Organisation
von Chromatin beteiligt. Man kann davon ausgehen, dass die Lamine und deren
assoziierte Proteine wie LBR an weiteren Komplexen an der Kernhtille beteiligt sind.
Die Aufklarung dieser Komplexe kdnnte somit zur Klarung der Fragen beitragen, wie
die morphologische Veranderung der Granulozytenkerne und die damit
einhergehende Reorganisation von Chromatin im Zusammenspiel mit LBR und

Lamin A gesteuert wird.
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6 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue Interaktionspartner fur Kernhillenproteine,
insbesondere fur den Lamin B-Rezeptor (LBR) und Lamin A, zu finden. Beide
Proteine sind fur die Veranderung der Kernmorphologie und die Organisation von
Chromatin wahrend des Differenzierungsprozesses von Lymphozyten von zentraler
Bedeutung. Die neuen Interaktionspartner sollten hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die
Organisation der Kernhulle sowie auf die Heterochromatin-Bereiche des Zellkerns
untersucht werden. Zu diesem Zweck sollte zunéchst Wechselwirkungsstudien
mittels eines herkdémmlichen Yeast-Two-Hybrid (YTH)-Screens mit einem Féanger-
Konstrukt fir den LBR-N-Terminus durchgefuhrt werden. Darlber hinaus sollten im
Rahmen eines YTH-Screens aus einer cDNA-Bibliothek, die sich konstitutiv aus
zerebralen Faktoren zusammensetzte, Interaktionspartner fur Lamin A, Lamin Bl

und Lamin B2 gesucht werden.

Zuerst sollte, mittels der RT-PCR Methode das mRNA Expressionsmuster der
Kernhtllenproteine Lamin A, Lamin Bl, Lamin B2 und LBR sowie der
zytoplasmatischen Proteine Vimentin und Aktin wahrend der Retinsaure-abhangigen
Differenzierung der promyeloischen Zelllinie HL-60/S4 zu Granulozyten-ahnlichen
Zellen untersucht werden. Diese Expressionsmuster sollten mit der biochemisch
ermittelten Proteinexpressionsverteilung verglichen werden. Parallel dazu sollten
auch die mRNA Expressionsmuster wahrend der Differenzierung zu Makrophagen-

ahnlichen Zellen ermittelt werden.

Um eine cDNA-Bibliothek fiir den YHT-Screen herzustellen sollte mittels der RT-PCR
der Zeitpunkt fur eine signifikant erhéhte mRNA-Syntheses fur LBR ermittelt werden.
Es wurde angenommen, dass eine erhohte transkriptionelle Aktivitdt des LBR-Gens
signifikanter LBR-Anstieg zugleich von einer erhdhten Expression der mit LBR
interagierenden Proteine begleitet wird.

Fir einen herkdbmmlichen YTH-Screen sollte eine aus differenzierenden HL-60/S4

Zellen hergestellte cDNA-Bibliothek verwendet werden. Parallel dazu sollten mehrere
Konstrukte fur einen YTH-high-throughput-Screen-Ansatz hergestellt werden,
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darunter Konstrukte fir Lamin A, LBR, Lamin B1 und Lamin B2. Diese Bibliothek
setzte sich zu einem groBen Teil aus Proteinen zusammen, die Im

Zentralnervensystem eine besondere Bedeutung haben.

Die in den Hefezellen gefundenen Interaktionen sollten anschlieRend Uber die
Glutathion-S-Transferase (GST) vermittelten Interaktionstest durch Translation der
Proteine in einem Retikulozytenlysatsystem aus Kaninchen verifiziert werden. Somit

sollte die Wahrscheinlichkeit einer authentischen Wechselwirkungen erhéht werden.
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7 Abkiirzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

ADP Adenosin-Diphosphat

AK Antikorper

APS Ammoniumperoxidsulfat

Amp Ampazillin

As Aminoséaure

ATP Adenosin-Triphosphat

bp Basenpaar

BSA engl. Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytidin

ECFP enhanced Cyan Fluorescent Protein
cDNA komplementére Desoxyribonukleinsaue
C-terminal carboxyterminal

ddH.O Doppelt destilliertes Wasser

DAPI 4’ 6-Diamidin-2’-Phenylindol-Dihydrochlorid
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

Ds DNA doppeltstandige Desoxyribonukleinsaure
dNTP 2'-Desoxyribonukleosid-5-Triphosphat
DO “dropout supplement”

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ECL engl. verstarkte Chemilumineszenz
EDTA Ethylendiaminotetraacetat- als Natriumsalz
EGFP enhanced Green Fluorescent Protein
EGTA Titriplex®

ER Endoplasmatisches Retikulum

Etbr Ethidiumbromid

FA Formaldehyd
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FKS

IPTG
Ko-IMF-Farbung
Kan

konz.

Lam

LB

LBR

Li/Ac

LSM
MeAc-Fixierung
MRNA
MOPS
NLS
N-terminal
NP-40

oD

Oligo

PB

PBS

PCR

PEG
Pen/Strep
PFA

Pfu

PMSF
PNK

Abklrzungen

fotales Kélberserum

Guanin

Guinea pig
N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N’-[Ethanschwefelsdure]
engl. Meerrettich-Peroxidase

human

Interchromosomales Domanenkompartiment
Intermediéarfilament

Immunfluoreszenz

Immunprazipitation

Lactose-Analog: isopropyl®-thiogalactosid
Ko-Immunfluoreszenz-Farbung
Kanamycin

konzentriert

Lamin

“Luria Broth”, Vollmedium fiir Bakterien
Lamin B Rezeptor

Lithium Acetat

Laser Scanning Mikroskop
Methanol-Aceton Fixierung
Boten-Ribonukleinséaure
Morpholinopropan Sulfonséure
Kernlokalisationssignal

aminoterminal

Nonidet®P40 Substitut

Optische Dichte

Oligonukleotide

Probenpuffer

.Phosphate buffered saline”, Puffer
Polymerasekettenreaktion
Polyethylen-Glykol
Penicillin/Streptomycin-Gemisch
Paraformaldehyd

Archaebakterium Pyrococcus furiosus
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polynukleotidkinase
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rabb.

RNA
RNase

RT

RZPD

SAP
SD-Medium

SD/-3er = SD/-LTH
SD/-4er = SD/-

AHLT
SDS
SDS-PAGE
Sc

Sog.

ss DNA
T

Tab.

TB Medium
TBE
TEMED
techn.
Tris
t-RNA
UB

UN
UTR
Vergr.
Vim

wt
X-Gal
XL
YPDA
YTH
z.B.

Abklrzungen

rabbit

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Deutschen Ressourcen Zentrum flir Genomforschung, Berlin
~Shrimp* Alkalische Phosphatase

synthetisches “droupout” Minimalmedium fir Hefen
Minimalmedium fur Hefen ohne Leucin, Thrytophan und Histidin
Minimalmedium fur Hefen ohne Adenin, Leucin, Thrytophan und
Histidin

Natriumdodecylsulfat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Subklon

Sogenannt

einzelstrangige Desoxynukleinsdure

Thymidin

Tabelle

Llerrific broth®, Vollmedium fiir Bakterien
Tris/Borat/EDTA, Laufpuffer fir Agarosegelelektrophorese
N,N,N,N’-Tetramethylethylendiamin

technische

N,N,N,-Tris[hydroxymethyllaminomethan
Transfer-Ribonukleinséaure

Uberstand

Uber Nacht

untranslatierte Region

Vergrosserung

Vimentin

Wildtyp
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid
Xenopus laevis

Vollmedium fiir Hefen mit Adenin angereichert

Yeast two hybrid

zum Beispiel

Durchmesser
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7.1 Abklrzungen der Einheiten

A, mA

T

Ci

bp, kb

Da, kDa, MDa
g, mg, ug

h, min, sec
mol, mmol, pmol, nmol
[, ml, ul

M

U

UpM

\Y

Ampere, Milliampere

Grad Celsius

Curie

Basenpaare, Kilobasen

Dalton, Kilodalton, Megadalton
Gramm, Milligramm, Microgramm
Stunde, Minute, Sekunde

Mol, Millimol, Mikromol, Nanomol
Liter, Milliliter, Microliter

Molar

Unit

Umdrehung pro Minute

Volt

7.2 Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen A

Alanin Ala

Arginin Arg

Asparagin Asn
Asparaginsaure  Asp
Cystein Cys
Glutamin GIn
Glutaminséaure Glu
Glycin Gly
Histidin His

Isoleucin Iso

Leucin Leu
Lysin Lys
Methionin Met
Phenylalanin Phe
Prolin Pro
Serin Ser
Threonin Thr
Tryptophan Trp
Tyrosin Tyr

Valin Val

I omLoOoOoO O oz X

< <X -4 0w v mNnmgz X

>
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Material und Methoden

8 Material und Methoden

8.1 Biologisches Material

8.1.1 Prokaryotische Zellstdmme

Zur Amplifikation und Praparation von Plasmid-DNA dienten folgende E.coli Stamme:

E. coli sure el4- (McrA-), A(mrcCB-hsdSMR-mrr)171, endAl, supE44, thil, gyrA96,
relAl, lac, recB, recJ, sbcC, umuC:Tn5, (Kan"), uvrC[F proAB lac'ZAM15
Tnl0 (Tet")] (Stratagene, Heidelberg).

E. coli TG-1 supE, hsdA5, thi, A(lac-proAB), F'[traD36, pro AB, lac’, lacZAM15]
(Stratagene, Heidelberg).

DH5a™-T1®  F-@80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17 r M7

phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA (confers resistance to phage T1;
Invitrogen, Groningen Niederlande).

SCS110 rpsL (Str") thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44
A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB lacl*ZAM15] (Stratagene, La Jolla, CA).

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurde folgender E. coli Stamm verwendet:
BL21(DE3) E. coli B F'dcm ompT hsdS(r,m_) gal A(DE3) (Stratagene, La Jolla, CA).

Die Herstellung von transformationskompetenten E.coli sure-Zellen erfolgte, mit
leichten Veranderungen, nach der Methode von (Hanahan 1983). Die ubrigen
Bakterienzellen wurden nach der CaCIZ-Methode (Sambrock et al., 1989)

transformationskompetent gemacht.

8.1.2 Kulturzelllinien

Bezeichnung  Ursprung und Eigenschaften Kulturbeding ungen

HL60/S4 Humane promyeloide Leukemiezellelinie, S4 RPMI 1640, 10% FKS,
bezeichnet eine Mutante der HL-60 Zellinie, die | 1%Pen/Strep, 5% COZ,
aufgrund von Mutagenese besonders sensitv flr | 374

die Differenzierung durch Retinsaure war (Mun- Teilung bei 1x10°

Fai Leung et al., 1992) Suspensionszellen;

Zellen/ml
Retinsaure sensitiv.
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8.1.3 Hefestamme
Urspringliche Hefestamme
Die im Folgenden aufgefihrten Hefestdamme wurden bei der Durchfihrung der

»Yeast-Two-Hybrid“-Methode verwendet.

Stamm Genotyp Reporter Transformati Referenz
ons-marker

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, HIS3, ADE2,MEL1,lacZ | Trpl, leu2 Clontech, HD BD
112, ura3-52, his3-200, Biosciences
galdA, gal80A, LYS2: Holtz, nicht pub-
GAL1UAS-GALLITATA- liziert
HIS3, GAL2UAS-
GAL2TATA-ADE2,

URA: MEL1UAS-
MEL1TATA-lacZ MEL1

Y187 MATa, ura3-52, is3-200, | MEL1, lacZ Trpl, leu2 Clontech, HD BD
ade2-101, trp1-901, leu2- Biosciences
3,112, gal4A, galsOAmet-, Harper et al.,
URA2: GAL1UAS- 1993

GAL1TATA-lacZ MEL1

L40ccua |[MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112 LYS2::(lexAop),-HIS3 Wanker et al.,
ura3::(lexAop)g-lacZ ADE2::(lexAop)s- URA3 GAL4 gal80 canl cyh?] 1987

L40cca: | [MATa his3A200 trp1-910 leu2-3,112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 Wanker et al.,
URAZ3::(IlexAop)8-lacZ GAL4 gal80 canl cyh 1987

Beide Hefestdimme sind Ade-, His-, Leu- und Trp- und kodnnen nicht auf
Minimalmedium wachsen, dem diese Nahrstoffe fehlen. Zudem besteht

diemdglichkeit, die beiden Stamme miteinander zu verpaaren.

Durch Transformation erzeugte Hefestdmme

Bezeichnung Ursprung transfiziertes Resistenz Bemerkung
Konstrukt + Vektor + Selektion

AH109(LBR 1- AH109 LBR 1-207 /pGBKT7 -Trp Lhait*-Konstrukt

207)

AH109(LBR 61- AH109 LBR 61-207 /pGBKT7 -Trp Lbait“-Konstrukt

207)
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Bezeichnung Ursprung transfiziertes Resistenz Bemerkung
Konstrukt + Vektor + Selektion

AH109(pGBKT7) |AH109 leerer / pGBKT7 -Trp Negativkontrolle

AH109(LBR1- AH109 LBR 1-207/ pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle

207)+pGADT7 + pGADT7

AH109(LBR61- AH109 LBR 61-207/ pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle

207)+pGADT7 + pGADT7

AH109(pGBKT7- |AH109 Maus p53 / pGBKT7 -Trp Positivkontrolle

53)

Y187(pTD1-1) Y187 SV40 T-Antigen/pTD1-1 -Leu Positivkontrolle

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation

207)+K9.1 K9.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K7.3 K7.3/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation

207)+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K24.1 K24.1/pGADT7? Selkt. —AHLT

AH109(LBR1- AH 109 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K15.1 K15.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation

207)+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation

207)+K9.1 K9.1/pGADT7? Selkt. —AHLT
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Bezeichnung Ursprung transfiziertes Resistenz Bemerkung
Konstrukt + Vektor + Selektion

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K7.3 K7.3/[pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(LBR61- AH 109 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K24.1 K24.1/pGADT7 Selkt. —AHLT

AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -AHLT | Rucktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K9.1 K9.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K7.3 K7.3/[pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Rucktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /[pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K24.1 K24.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |AH 109 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K15.1 K15.1/pGADT7 Selkt. —AHLT | Ricktransformation
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Bezeichnung Ursprung transfiziertes Resistenz Bemerkung
Konstrukt + Vektor + Selektion

Y187(LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K9.1 K9.1/pGADT7 Selkt. LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K7.3 K7.3/pGADT7 Selkt. —-LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. —-LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K24.1 K24.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR1- Y187 LBR1-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K15.1 K15.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K9.1 K9.1/pGADT7 Selkt. —-LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K7.3 K7.3/[pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. LT

Y187(LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. -LT
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Bezeichnung Ursprung transfiziertes Resistenz Bemerkung
Konstrukt + Vektor + Selektion

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Ricktransformation
207)+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. -LT

Y187 (LBR61- Y187 LBR61-207 /pGBKT7 -Trp —Leu Rucktransformation
207)+K24.1 K24.1/pGADT7 Selkt. LT

Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.2.1 K2.2.1/pGADT7 Selkt. -LT Rucktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K9.1 K9.1/pGADT7 Selkt. —LT Rucktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K7.3 K7.3/[pGADT7 Selkt. -LT Ricktransformation
AH109(pGBKT7) |Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.1 K2.1/pGADT7 Selkt. -LT Riicktransformation
Y187(pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K2.6.1 K2.6.1/pGADT7 Selkt. —-LT Rucktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K18.2 K18.2/pGADT7 Selkt. —LT Rucktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K23.1 K23.1/pGADT7 Selkt. -LT Ricktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K24.1 K24.1/pGADT7 Selkt. —LT Riicktransformation
Y187 (pGBKT7) Y187 leer /pGBKT7 -Trp —Leu Negativkontrolle der
+K15.1 K15.1/pGADT7 Selkt. -LT Riicktransformation

Tabelle 1: Durch Transformation in den Hefestamm AH109 bzw. Y187 erzeugte

Hefestamme.
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Durch Verpaarung erzeugte Hefestamme

Bezeichnung Ursprung 1 Ursprung 2  Resistenz Bemerkung

+ Selektion
AH109(pGBKT7-53) | AH109(pGBKT7-53) | Y187(pTD1-1) |-Trp/-Leu Positivkontrolle
x Y187(pTD1-1) Selekt. -AHLT | Diploid

Tabelle 2: Durch Verpaarung erzeugter Hefestamm. (Erhalten von Dr. A. Kénig.)
8.2 Expressionsvektoren

8.2.1 Expressionsvektoren zur Transfektion von Zellkultur - und

Bakterienzellen

Fur die Klonierung von cDNA-Konstukten, die zur transienten Transfektion von
Zellkulturzellen oder zur Transformation von Bakterienzellen verwendet wurden,

wurden die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Vektoren eingesetzt.

Plasmidvektor 5rolRe Resistenz in Resistenz in Referenz
in bp Prokaryoten Eukaryoten

pGFP-C1 4700 Kanamycin Neomycin Clontech, Heidelberg

pGFP-N1 4700 Kanamycin Neomycin Clontech, Heidelberg

pBluescript Il KS+ 2958 Ampicillin - Stratagene

pcDNA 3.1 myc-His 5500 Ampicillin Neomycin Invitrogen

PGEX 4T1 (+Ncol) 5000 Ampicillin Amersham

pEGFP-C1 frame 3 4700 Kanamycin Neomycin modifiziert pPEGFP-C1
U.Wickert

pOTB7 1815 Chloramphenicol |- RZPD Heidelberg

pCMV-Sprot6 4396 Ampicillin - RZPD Heidelberg

pSPORT1 4109 Ampicillin - RZPD Heidelberg

pDNR-LIB 4200 Chloramphenicol |- RZPD Heidelberg

Tabelle 3: Vektoren, die zur Klonierung von por- und ukaryotischen

Expressionskonstrukten verwendet wurden und deren Eigenschaften.
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8.2.2  Expressionsvektoren zur Transfektion von Hefezellen
Plasmidvektor GrolRe Resistenz in Wachstumsmarker in Referenz

Prokaryoten S. cerevisiae
pGBKT7 7300 Kanamycin Tryptophan Clontech, HD

BD Biosciences

pGADT7-Rec 8000 Ampicillin Leucin Clontech s.o.
pGADT7-53 7300 Kanamycin Tryptophan Clontech s.o.
pGTD1-1 10 100 | Ampicillin Leucin Clontech s.o.
pBTM 117c 9 350 Ampcillin/Kanamycin | - Wanker et al. 1997
pPGAD 426 7870 Ampicillin - Wanker et al. 1997

Tabelle 4: Vektoren, die zur amplifikation in Bakterien und zur Expression Hefestammen

verwendet wurden.
8.3 Expressionsplasmide

8.3.1

Expressionsplasmide zur Transformation von Hefen

Vektor + Konstrukt

i

Primer

R

eferenz

pGBKT7 A1 LBR AS 1(+1AS)- 207

(N1LBR/ N2LBR)

pGBKT7 A4 LBR (AS 61-207)

(N61LBR/ N2LBR)

pBTM 117c 1 LBR (AS 105 — 210) (3/4R LBR)
pGAD 426 1 LBR (AS 105 — 210) (3/4R LBR)
pBTM 117c 2 LBR (AS 344 — 385) (5/6R LBR)
pGAD 426 2 LBR (AS 344 — 385) (5/6R LBR)
pBTM 117c 3 LBR (AS 431 — 493) (7/8R LBR) LBR Worman
pGAD 426 3 LBR (AS 431 — 493) (7/8R LBR)

pBTM 117c 4 LBR (AS (576)577 — 615)

(9/10R LBR)

pGAD 426 4 LBR (AS (576)577 — 615)

(9/10R LBR)

pBTM 117c 7 LBR (AS 1 —105)

(11/2R LBR)

pGAD 426 7 LBR (AS 1 —105)

(11/2R LBR)

pBTM 117c 8 LBR (AS 1 -210)

(11/4R LBR)
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Vektor + Konstrukt Rrimer Referenz

pGAD 426 8 LBR (AS 1 -210) (11/4R LBR)

pBTM 117¢ 9 LBR (AS 59 — 150) (13/14R LBR)

pGAD 426 9 LBR (AS 59 — 150) (13/14R LBR)

pBTM 117c 10 LBR (AS 230 — 326) (15/16R LBR)

pGAD 426 10 LBR (AS 230 — 326) (15/16R LBR)

pBTM 117c 11 LBR (AS 471 — 550) (17/18R LBR)

pGAD 426 11 LBR (AS 471 — 550) (17/18R LBR)

pBTM 117c 12 LBR (AS 314- 410) (19/20R LBR)

pPGAD 426 12 LBR (AS 314- 410) (19/20R LBR)

pBTM 117c 13 LMNB2 Head Coil | (AS 1- 230) (1/2R LMNB2)

pGAD 426 13 LMNB2 Head Coil | (AS 1- 230) (1/2R LMNB2)

pBTM 117c 14 LMNB2 Rod (AS 23- 383) (3/4R LMNB2)

pGAD 426 14 LMNB2 Rod (AS 23- 383) (3/4R LMNB2)

pBTM 117c 15 LMNB2 Coil Il (AS 236- 377) (5/6R LMNB2)

pGAD 426 15 LMNB2 Coil Il (AS 236- 377) (5/6R LMNB2)

pBTM 117c 16 LMNB2 Tail+5Hep (AS 348- 600) | (7/8R LMNB2)

pGAD 426 16 LMNB2 Tail+5Hep (AS 348- 600) (7/8R LMNB2)

pBTM 117c + Seql46 hLA potent. Ig-Fold Domain Dr. J. Schumacher
pGAD 426 + Seql146 hLA potent. Ig-Fold Domain Dr. J. Schumacher

Tabelle 5: Expressionsplasmide zur Transformation von Hefezellen.

8.3.2  Expressionsplasmide zur Transformation von Bakterie n

Konstrukte Primer

PGEX 4T1 (+Ncol) A1 LBR AS 1(+1AS)- 207 AS 1(+1AS)- 207 | ,prey“ YTH-HD
pGEX 4T1 (+Ncol) A4 LBR (AS 61-207) (N61 LBR /N2 LBR) | ,prey* YTH-HD
PGEX 4T1 (+Ncol) 1 LBR AS 105 — 210 (3/4R LBR) Jprey* YTH-Berlin
pPGEX 4T1 (+Ncol) 3 LBR(AS 431 — 493) (7/8R LBR) Jorey* YTH-Berlin
PGEX 4T1 (+Ncol) 4 LBR AS (576)577 - 615 (9/10R LBR) prey* YTH-Berlin
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Konstrukte

Primer

pGEX 4T1 (+Ncol) 7 LBR AS 1 -105

(11/2R LBR)

Jorey” YTH-Berlin

pGEX 4T1 (+Ncol) 8 LBR (AS 1 —-210)

(11/4R LBR)

Jorey” YTH-Berlin

pGEX 4T1 (+Ncol) 9 LBR(AS 59 — 150)

(13/14R LBR)

Jorey” YTH-Berlin

pGEX 4T1 (+Ncol) 16 LMNB2 Tail+5Hep (AS 348- 600)

(7/8R LMNB2)

Jrey” YTH-Berlin

PGEX 4T1 (+Ncol) + Seq146 hLA pot. Ig-Fold Domain

Jrey” YTH-Berlin

pBT IIKS+ (CKN1) CKN1_F /CKN1_RC | YTH-Berlin
pBT IIKS+ (PRCBP1) 18_2F /18 _2RC YTH-HD
pBT IIKS+ (RNU2) 23 1F/23_1RC YTH-HD
pBT IIKS+ (SF3A2) 24 1F /24_1RC YTH-HD
pBT IIKS+ VI(PTN) 18B_F /18B_RC YTH-Berlin
pBT IIKS+ (RBBP4) 13B_F/13B_RC | YTH-Berlin
pBT IIKS+ (TUBA3) 14B_F und 14B_RC | YTH-Berlin
pBT IIKS+ (TUSC4) 1B_Fund 1B_RC | YTH-Berlin

Tabelle 6: Expressionsplasmide zur Transformation von Hefezellen.
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8.3.3

Erworbene und erhaltene cDNA-Klone

Uber das RZPD erworbene Plasmidexpressionsvektoren

Material und Methoden

Vektor + Konstrukt Eigenschaften erkunft
pDNR-LIB+CKN1 IMAGP958J211608Q2 RZPD
pSPORTL + (K17.3) DKFZp434H064Q RZPD
pCMV Sport6 + (PRCBP1) K18.2 IMAGp998D2013331Q RZPD
pOTB7 + (RNU2) K23.1 IMAGp958B08135Q RZPD
pOTB7 + (SF3A2) K24.1 IMAGp958F2150Q RZPD

HIPK2 wt (Hofmann, Moller et al. 2002) erhalten von L. Schmitz
HIPK2 AC (Hofmann, Moller et al. 2002) erhalten von L. Schmitz
HIPK2 AN (Hofmann, Moller et al. 2002) erhalten von L. Schmitz
HIPK2 K25A (Hofmann, Moller et al. 2002) erhalten von L. Schmitz
HIPK2 K221A (Hofmann, Moller et al. 2002) erhalten von L. Schmitz

Tabelle 7: Erworbene und erhaltene cDNA-Klone.

Uber den YTH-high throughput erhaltene Plasmidexpressionsvektoren

Vektor + cDNA-Konstrukt

nteraktion mit

pACT4-1b + MASP1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + NGFR

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + FALZ

YTH-high-throughput-Berlin

LBR 3und LBR 4

pACT4-1b + SP110

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + CKN1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + CDH23

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + CHRNA4

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seq162)

pGAD428a + APOA1

YTH-high-throughput-Berlin

LBR 16

pACT2+ SMT3H1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT2+ ECH1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT2+ UNC119

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT2+ PTN

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

PACT2+ MGC15730

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)
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Vektor + cDNA-Konstrukt

nteraktion mit

pACT2+ ZNF145

YTH-high-throughpu-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT2+ MDS025

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pGAD426+ PHYHIP

YTH-high-throughput-Berlin

hLB1 Seq 169

pGAD426+ Cl60rf34

YTH-high-throughput-Berlin

hLB1 Seq 169

pACT4-1b + HTFOC

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + PLXNB2

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + GLB1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + ZFP95

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + PRKCI

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + RBBP4

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + TUBA1

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + MCM3AP

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + ADAMTS10

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + NIPA

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + FLJ14888

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + GNB5

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + ZNF235

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + FBN3

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + TUSC4

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + TRIM46

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

pACT4-1b + COL4A5

YTH-high-throughput-Berlin

hLA_Cterm (Seql162)

8.3.4

Expressionsplamide zur Transfektion von eukaryotisc

hen Zell-Linien

Konstrukte

Primer

Name des Proteins

pEGFP-C1 frame3 +(CKN1)

CKN1_F /CKN1_RC

Cockayne Syndrome, Type A

pEGFP-N1+(CK N1)

CKN1_F /CKN1_RN

S.0.

pEGFP-C1 frame3 +(PRCBP1)

18_2F /18_2RC

Homo sapiens poly(rC) binding protein
11
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Konstrukte

Primer

Name des Proteins

pEGFP-N1 +(PRCBP1)

18_2F /18_2RC

S.0.

pPEGFP-C1 frame3 +(RNU2)

23 _1F /23_1RC

Homo sapiens U2 small nuclear RNA

auxiliary factor 2,

pEGFP-N1 +(RNU2)

23 1F /23_1RC

S.0.

pEGFP- C1 frame3 + (SF3A2)

24 _1F /24_1RC

Homo sapiens splicing factor 3a, sub-

unit 2

pPEGFP-N1 + (SF3A2) 24 _1F /24_1RC S.0.
pEGFP- C1 frame3 + vI(PTN) 18B _F/18B_RC Pleiotrophin
PEGFP-N1 + VI(PTN) 18B_F /18B_RC S.0.

pPEGFP- C1 frame3 + vI(RBBP4)

13B_F /13B_RC

Retinoblastoma-Binding Protein4

pEGFP-N1 + (RBBP4)

13B_F /13B_RC

S.0.

pPEGFP- C1 frame3 + (TUBA3)

14B_F und 14B_RC

Tubulin, Alpha —1A

pEGFP- C1 frame3 + (TUSC4)

1B_F und 1B_RC

Tumor Suppressor Candidate 4

pEGFP-N1 + (TUSC4)

1B_F und 1B_RC

pGEX 4T1 (+Ncol) + Seq146 hLB1

potent. Ig-Fold Domain

Lamin B1

Tabelle 8: Expressionsplasmide zur Transfektion eukaryotischer Zelllinien mit Primern

zur Klonierung.

8.4 Antikorper

8.4.1

Primare Antikorper

Die im Folgenden aufgelisteten Antikbrper wurden zur Erstellung dieser Arbeit

verwendet.
Antikorper Antigen Typ Ursprung Immun- Immun- | Referenz
lokalisation blot

HA (3F 10) HA-Epitop monoklonal | Ratte 1:200 1:1000 |Roche

(YPYDVPDYA) Diagnostics,
Mannheim

OLBR 5-2-10 |hum LBR monoklonal | Rabbit unverdinnt 15 R. Pytela

AS 1-209
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Antikorper Antigen Typ Ursprung Immun- Immun- | Referenz
lokalisation blot

HP1la HPla monoklonal | Maus 1:500 1:5000 | Euromedex
Aszites 2HP-2G9-AS

HP1B HP1B Monoklonal | Maus 1:500 1:5000 | Euromedex,
Aszites 1MOD-1A9-AS

HP1ly HP1ly Monoklonal | Maus 1:500 1:5000 | Euromedex
Aszites 2MOD-1GG-AS

Myc (9E10-2) |c-myc-Epitop | monolklonal | Maus unverdinnt 1:3 Evan et al.,

1985

Tabelle 9: Primarantikérper und ihre Eigenschaften.

8.4.2  Sekundare Antikorper

Zur Detektion PVDF-membrangebundener Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden mit
Meerettich-Peroxidase gekoppelte Antikbrper aus Ziege verwendet, die gegen
Immunglobuline von Maus, Meerschweinchen oder Kaninchen (1:5000) (Dianova,

Hamburg) hergestellt worden waren.
8.5 GrofRenstandards

8.5.1 DNA-GroRenstandards

Als GroRenstandards fur die Agarosegelelektrophorese diente mit EcoRI und Hindlll
(AE/H-Marker) verdaute A-DNA. Der Verdau lieferte die unten aufgelisteten
Fragmente.

AE/H-Marker: 24700, 5148, 4973, 4268, 3480, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831,
564, 125 bp.

Wurden kleinere Fragmente nach Verdau der DNA erwartet, so wurde mit Hinfl
geschnittene pBluescribe-DNA (BsHinf) als GroRenstandard eingesetzt.
BsHinf-Marker : 1400, 517, 396, 356, 247, 75 bp.

8.5.2  ProteingréRenstandards

Als GroRenstandard fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese diente der “Broad
Range-7701S”"-Marker der Firma New England Biolabs (Bad Schwalbach).

Die Zusammensetzungen ist der angefuhrten Tabelle zu entnehmen.
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Protein Molekulargewicht (in Da) Gewebe/Spezies
Myosin 212 000 Kaninchenmuskel
MBP-B3-Galaktosidase 158 194 E. coli
B-Galaktosidase 116 351 E. coli
Phosphorylase b 97 184 Kaninchenmuskel
Serum Albumin 66 409 Rind
Gluaminséaure- 55 561 Rinderleber
Dehydrogenase

Maltose-bindendes Protein 42 710 E. coli
Laktat-Dehydrogenase M 36 487 Schweinemuskel
Triosephosphat-Isomerase 26 625 Kaninchenmuskel
Trypsin-Inhibitor 20 000 Sojabohne
Lysozym 14 313 Hunereiweil3
Aprotinin 6 517 Rinderlunge
Insulin A-, B-Kette 2340 - 3400 Rinderpankreas

Tabelle 10: Proteinzusammensetzung des “Broad Range-7701S"-Markers.

8.6 DNA-Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, die fur PCR-Amplifikationen, Klonierungsteilschritte und zur
DNA-Sequenzierung benutzt wurden, wurden zum Teil von Dr. Wolfgang Weinig
(Forschungsschwerpunkt Angewandte Tumorvirologie, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) synthetisiert. Weitere Oligonucleotide vor
allem fur die RT-PCR wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland).

N1_LBR 5‘GAG AGA CCATGG GT CCA AGT AGG AAATTT GCC GAT 3 Y2H HD
N 2_LBR 5°GAG AGA GGA TCC TTACTC CAA GTC CTT TGC CCG GAT GGG 3 Y2H HD
N-61_LBR 5 GAG AGA CCA TGGGT AGG CAA AGG AAA GGT GGC TCA 3 Y2H HD
2R LBR 105 5' G AGA GAG CGG CCG CTA AAT GTC GGC CTG GTG GGA AGC & Y2H Berlin
3 LBR 105 5" GAGA GAG TCG ACC ATT AAG GAA GCA AGG AGG GAAGTG G & Y2H Berlin
4R LBR 210 5'G AGA GAG CGG CCG CTATCC TCC AAACTCCAAGTCCZ Y2H Berlin
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5LBR 344 5 G AGA GAG TCG ACC TACATG CGC TCT TTG AAAGCG 3 Y2H Berlin
6R LBR 385 5 G AGA GAG CGG CCG CTA AAAGTATTT GAG ATC AAAAGT ACC 3 Y2H Berlin
7 LBR 431 5" G AGA GAG TCG ACG GTG GAT GCT CTC TGG AAT GAG G 3 Y2H Berlin
8R LBR 493 5 G AGA GAG CGG CCG CTATTT CAG AAC AAT AAT TAG AGAAGCC 3 Y2H Berlin
9 LBR 577 5" G AGA GAG TCG ACCATG TTG CTT GTC CAC CGA GAAGC 3’ Y2H Berlin
10R LBR 615 5" G AGA GAG CGG CCG CTATTA GTA GAT GTATGG AAATATACG G 3 Y2H Berlin
1_LMNB2_HeadCoil_|I 5'G AGA GAG TCG ACC ATG GCC ACG CCG CTG ccc GG 3 Y2H Berlin
2R_LMNB2_HeadCoil_| | 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTA CTG CTG CCG GCT GCT GTC CAC CTC C3’ Y2H Berlin
3_LMNB2_Rod 5'G AGA GAG TCG ACG CGG CTG CAG GAG AAG GAG GAG C3’ Y2H Berlin
4R_LMNB2_Rod 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTACAG CCTCTCCTCCTC GCCCTCC 3 Y2H Berlin
5_LMNB2_Cail_lI 5'G AGA GAG TCG ACG ATG GCA CAG GCG CTG GAG GAG C3’ Y2H Berlin
6R_LMNB2_Cail_lI 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTA CTC CAG GAG CTT CCG GTA GGC3 Y2H Berlin
7_LMNB2_Tail_5Hep 5'G AGA GAG TCG ACG CAG CAG CAG CTG GCC GAG TAC CAG GAG C3 Y2H Berlin
8R_LMNB2_Tail_5Hep 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTA CAT CAC GTA GCA GCC TCT TGA GGT GG3’ Y2H Berlin
9_LMNB2_Tail 5'G AGA GAG TCG ACG AAG CTG TCC CCC AGC CCA TCC3 Y2H Berlin
11_LBR_1 5'GAG AGC TCG AGA ATG CCA AGT AGG AAATTT GCC3’ Y2H Berlin
13 LBR_59 5'GAG AGC TCG AGT TCC TTT AGG CAA AGG AAA GGT GGC3’ Y2H Berlin
14R_LBR_150 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTACTG TGT ATT TTT ATG AGG TGC G3' Y2H Berlin
15 LBR_230 5 G AGA GAG TCG ACG CTG TTG ATG TGT AAA CAG AAAGAT CCC 3 Y2H Berlin
16R_LBR_326 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTA AAA ATG ACT GTA CAC GTA ATG AAACTC Y2H Berlin
TAC GCC3
17_LBR_471 5'G AGA GAG TCG ACC CAAGCC TTT TAT TTA GTC AGT CAT CC3’ Y2H Berlin
18R_LBR_550 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTA ACC CAA GTA ATT GGG GTG GCG3’ Y2H Berlin
19 LBR_314 5'G AGA GAG TCG ACC TTC CAG GGC GTA GAG TTT CAT TAC G3’ Y2H Berlin
20R_LBR_411 5'GAG AGA GAG CGG CCG CTACTG TAT TTT CAT TTC AGC CAA AAG C3’ Y2H Berlin
Desmin la 5" C CAG TCC TAC ACC GCC GAG ATT GAC GCC C3’
Desmin 1b 5" G GGC GTC AAT CTC GGC GGT GTAGGACTG G 3’
Desmin 2a 5" AAG ACG GTG ATG ATC AAG ACC ATC GAG ¥
Desmin 2b 5" G AGA GAA AGC TTA GCA GCT TCC GAG CAC TTC ATG CTG CTG C3’
Ak 7 (A. Konig) 5" CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCACCAAACCC 3 pGADT7-Rec
Sequenz
Ak 8 (A. Kbnig) 5 AGT GAACTT GCG GGG TTT TTC AGT ATCTACG 3 pGADT7-Rec
Sequenz
laLBR 5'CAT ATT GAG AGA AAT GAC GCACCT 3 RTPCR
2aLBR 5'ATG TAACTG CTT TCT TGT GAC AAACTG 3 RTPCR
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3alLBR 5TGA AGT GAC CCC CAT CCG 3 RTPCR
4a LBR 5'CAC AGG CAG GCC AAACATG 3 RTPCR
5a LBR 5'CGT GGT CCC TCC CAT GTG & RTPCR
6a LBR 5'ACA AGC AAC ATG GTG AAATAAATT ATG TAG 3 RTPCR
7a LMNB1 5'GGA GCA GAC TTACCATGC CAA 3 RTPCR
8a LMNB1 5" TGT TGA CAG TAG AAG TAT TCATCT CTG ATG & RTPCR
9a LMNB1 5 CTT ACA GGA AAC TCT TAG AAG GCG AA 3’ RTPCR
10a LMNB1 5" ACT GTC ACA CGG GAA GAA GGG 3 RTPCR
1la LMNB1 5" AGC AGC TGG AGT GGT TGT TGA 3’ RTPCR
12a LMNB1 5 AGC TTC TATTGGATGCTCTTGG 3 RTPCR
13a LMNB2 5" GGA GAACGACCGGCTCC 3 RTPCR
14a LMNB2 5" GAC TCG TAC AGC GCC TTG ATG & RTPCR
15a LMNB2 5" CGG CCTCGG GTAGCG T3 RTPCR
16a LMNB2 5"CTC CAG TTC CCC AGAGAC TGA T3 RTPCR
17a LMNB2 5" CGT CCT GGT TAACGC GGA T 3’ RTPCR
18a LMNB2 5" CCC ATT CTC ATT CTC ACG CAT 3’ RTPCR
19a LMNA 5" AGG GCG AGC TGC ATGATC T3 RTPCR
20a LMNA 5" TGAAGT TGC TTCTTG GCC TCA 3 RTPCR
21a LMNA 5" AAC AGG CTG CAG ACC ATG AAG 3’ RTPCR
22a LMNA 5" CTC ATGACG GCGCTT GG ¥ RTPCR
23a LMNA 5" GCT GCG CAACAAGTCCA3Z RTPCR
24a LMNA 5" AAG TCA GCAAGG GATCATCTCC ¥ RTPCR
25a Vim 5’ AGA GAG GAA GCC GAA AAC ACC 3’ RTPCR
26a Vim 5" GTC AAG ACG TGC CAGAGACG 3 RTPCR
27a Vim 5" AGT GGA TGC CCT TAAAGG AACC 3 RTPCR
28a Vim 5" CAA CGG CAAAGTTCTCTTCCAT 3 RTPCR
29a Vim 5" TTT TCC TCC CTG AAC CTG AGG 3’ RTPCR
30a Vim 5 TGT CCT TTT TGA GTG GGT ATC AAC 3 RTPCR
488 GAPDHHfp 5"ATT CCACCC ATG GCAAATTC 3 RTPCR
489 GAPDHHfp 5" TCT CGC TCC TGG AAG ATG GT 3’ RTPCR
490 ACTB3fp 5" GAT CAA GAT CAT TGC TCC TCC TG 3 RTPCR
491 ACTB3fp 5 CTAGAAGCATTT GCG GTG GAC 3 RTPCR
F1F 5'CC GGA GGG TCG ACT TTT GCG GCC GCG 3’ pEGFP mod
F1R oligos 5' GAT CCG CGG CCG CAAAAG TCGACCCT 3’ pEGFP mod
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F2 F oligos 5 CCGGAGTCGACTTTTGC GGC CGC G 3 pEGFP mod
F2R oligos 5’ GAT CCG CGG CCG CAA AAG TCG ACT 3’ pEGFP mod
F3 Xho F oligos 5 CCGGAGTCGACTTTCTCGAG G 3 pPEGFP mod
F3 Xho R oligos 5 GATCC CTC GAG AAAGTCGACT?3 pEGFP mod

24 1F 5" AGA GAG GAA TTC GTC GAC ATG GAC TTC CAG CAT CGC CCC & Umklonierung
24 1RC 5" AGA GAG GCG GCC GCT CAGTT GGT TGG GGG AGG GGG AGG TATG & Umklonierung
24_1RN 5" AGA GAG AC CGG TTG GTT GGT TGG GGG AGG GGG AGG TAT 3’ Umklonierung
13_Y1F 5" GAG AGA CTC GAG TCC GGA ATG CCC TCA GGC AAG GTG GCG ¥ Umklonierung
13_Y1RC 5" AGA GAG GGA TCC TCA GGG CAC CAC AAC GCG GTAGGG & Umklonierung
13_Y1RN 5" AGA GAG ACCGG TTG GGG CAC CAC AAC GCG GTA GGG 3 Umklonierung
18_2F 5’AGA GAG GAATTC GTC GAC ATG GAT GCC GGT GTG ACT GAA 3 Umklonierung
18 2RC 5" GAG AGA GCGG CCG CTAGCT GCACCCCATGCCCTT & Umklonierung
18 2 RN 5’AGA GAG ACC GG TTG GCT GCA CCC CATGCC CTTCTC & Umklonierung
23 1F 5" GAG AGA GAATTC TCC GGAATG TCG GAC TTC GAC GAG TTC & Umklonierung
23 _1RC 5" AGA GAG GGA TCC CTA CCA GAA GTC CCG GCG GTG ATAAGA Umklonierung
23 1RN 5" GAG AGA ACC GGT ACC CAG AAG TCC CGG CGG TGATAAGA Z Umklonierung
6_3F 5" AGA GAG GAA TTC TCC GGA ATG GAG ACA TTC CCT GCA GTG GCT 3’ Umklonierung
6_3RC 5" GAG AGA GGA TCC TCA GCC CAC CTG GGC CCA CGT GTG 3’ Umklonierung
6_3RN 5" GAG AGA ACC GGT GGG CCCACCTGGGCCCACGTG Y Umklonierung
17_3F 5" GAG AGA GAA TTC TCC GGA ATG GCC ATGATG GTG TTT CCG ¥ Umklonierung
17_3RC 5" GAG AGA GGA TCC TTA GCC CAC CAG GGAGCT TCG TCG ¥ Umklonierung
17_3RN 5" AGA GAG ACC GGT AA GCC CAC CAG GGAGCT TCG TCG ¥ Umklonierung
CKN1_F 5'GAG AGA GAATTC GTC GAG ATGCTG GGG TTTTTGTCCGCAC 3 Umklonierung
CKN1_RC 5'GAG AGA GC GGCC GC TCATCCTTCTTCATCACTGCTG & Umklonierung
CKN1_RN 5'GAG AGA AC CGG TGATCC TTC TTC ATC ACT GCT GCT CCA 3 Umklonierung
1B_F 5'GAG AGA GAATTC TCC GGA ATG GGC AGC GGC TGC CGC 3’ Umklonierung
1B_RC 5'GAG AGA GGA TCC TCA CTT CCA GCA GAT GAT GAT GTT GGG 3 Umklonierung
1B_RN 5'GAG AGA ACC GG TGA CTT CCA GCA GAT GAT GAT GTT GGG & Umklonierung
16B_F 5’ GAG AGA GAATTC GTC GAG ATG GAT CCT GGG GAC GACTGG C 3’ Umklonierung
16B_RN 5'GAG AGA AC CGG TGA GCG GGG GGC ACA AAG GTC CACCCAZ Umklonierung
21B_F 5'GAG AGA GAATTC TTC GGA ATG TCC GAG GAG AAG CCCAAG G ¥ Umklonierung
21B_RC 5'GAG AGA GGA TCC CTA GAA ACT GTG CCC TGC CAG GCT GCT 3 Umklonierung
21B_RN 5'GAG AGA AC CGG TGA GAA ACT GTG CCC TGC CAG GCT GC 3’ Umklonierung
18B_F 5'GAG AGA GAATTC TTC GGA ATG CAG GCT CAACAG TACCAGC ¥ Umklonierung
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18B_RC 5'GAG AGA GGATCC TTAATC CAGCATCTTCTCCTG TTT CTT GC 3’ Umklonierung
18B_RN 5’AGA GAG ACCGG TGA ATC CAG CATCTTCTCCTG TTT CTT GCC 3 Umklonierung
14B_F 5'GAG AGA CTC GAG TCC GGA ATG CGT GAG TGC ATC TCC 3 Umklonierung
14B_RC 5'GAG AGA GGATCC TTAGTATTCCTC TCC TTC TTC CTC ACC 3’ Umklonierung
14B_RN 5'GAG AGA AC CGG TGAGTATTCCTC TCCTTC TTCCTC ACC 3 Umklonierung
13_BF 5'GAG AGA GAATTC GTC GAG ATG GCC GAC AAG GAA GCA GCC TTC GAC GAC | Umklonierung
GCAG3J
13_BRC 5'GAG AGA GC GGCC GC CTAGGA CCCTTG TCC TTC TGG ATC CAC GCT TCC Umklonierung
TTC 3
13_BRN 5'GAG AGA AC CGG TGA GGA CCC TTG TCC TTC TGG ATC CAC GCT TCC TTC 3’ | Umklonierung
HIPK1 FC 5" GAG AGA GAATTC TCC GGA ATG GCC CCC GTG TACGAAG ¥ Umklonierung
HIPK1 FN 5" GAG AGA CTC GAG ATG GCC CCC GTG TAC GAA GGT 3’ Umklonierung
HIPK1 RC 5" GAG AGA GTC GAC TTA TAT GTA AGG GTA CTG GTT GAC CTT GGC & Umklonierung
HIPK1 RN 5" GAG AGA TC CGG AGA TAT GTA AGG GTACTG GTT GAC CTT GGC 3’ Umklonierung
16B_RC 5’ GAG AGA GC GGCCGC TCA GCG GGG GGC ACAAAG G 3’ Umklonierung
151 FC 5" GAG AGA GAA TTC TCC GGA ATG TCG GGG ATC GCC CTC AGC 3’ Umklonierung
151 RC 5" GAG AGA GGATCC TTA TGA GGG CGC AAACTT CTT GGC & Umklonierung
15 1 RN 5" GAG AGA ACC GGT GAT GAG GGC GCAAACTTC TTGGC 3 Umklonierung
FALZ_F 5" GAG AGA GAATTC TGT AGG GTT TGT CAC AAACTT GGG 3’ Umklonierung
FALZ R 5' GAG AGA CTC GAG TTAGGA CTG GTC TTC AAATTC TTC 3’ Umklonierung
FALZ AB_F 5’ GAG AGA GCC ATG GGA TCC ATG CAT TGT AGG GTT TGT CAC AAA CTT GGG | Umklonierung
3
FALZ AB_R 5’ GAG AGA CTC GAG TTA GGG ACT GGT CTT CAAATT CTT CAAATT CTT CTC3’ | Umklonierung
HIPK_AS1_F 5" GAG AGA GAATTC ATG GCC CCC GTG TAC GAA GG 3’ Umklonierung
HIPK_AS200_R 5" GAG AGA GTC GAC TTACTC GTA GGT GTT GGT CAT GG 3’ Umklonierung
HIPK_AS525_F 5" GAG AGA GAATTC ATG CCC TTT GTC ACC ATG ACACAC 3 Umklonierung
HIPK_AS840_F 5" GAG AGA GAATTC ATG CCC CGC TGT GCCATG GTGC 3 Umklonierung
HIPK_AS935_F 5" GAG AGA GAATTC ATG CCC TACTCCGTGCAGCAGC 3 Umklonierung
HIPK_AS980_F 5" GAG AGA GAATTC ATG TTG GTG GAG TGT GAT AGC C & Umklonierung

HIPK_AS1049_R

5" GAG AGA GTC GAC TTA CGT GGT GAT GTG CTG CTGAGC C 3

Umklonierung

HIPK_AS1191 R

5" GAG AGA GTC GAC TTA TAT GTA AGG GTACTG GTT GAC C 3’

Umklonierung

Tabelle 11: Primer, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.
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8.7 Chemikalien, Enzyme und Radioaktivitat

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in Analysequalitdt von den

folgenden Firmen bezogen: Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm),

Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), und Qiagen (Hilden).

Die eingesetzen Enzyme stammten von den Firmen Roche (Mannheim) und New

England Biolabs (Bad Schwalbach).

Die *S-markierten Aminosauren Methionin und Cystein wurden als ,redivue PromixI*

1x 2,5 mCi bei Amersham Biosciences, Freiburg bestellt.

8.8 ,Kits"

ECL Kit

Fugene6 Transfektionsreagenz

Quiaex Agarose Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep / Maxiprep Kit
Quaquick PCR-Purification Kit

GST Bind Buffer Kit

TNT coupled Reticulocyte Lysate System
Canine Pancreatic Microsomal Membranes
SYBR Green PCR Core Reagents

Cooled RNA 6000 nano reagents

RNA 6000 nano LabChip kit

GeneAmp RNA PCR Kit Nr. N808-0143

NEN, Dreieich

Roche Diagnostics, Mannheim

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Novagen, Merck Darmstadt

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

PE Applied Byosystems, Foster City, CA
Agilent Technologies, Waldbronn (5065-4475)

Agilent Technologies, Waldbronn (5065-4476)

Applied Biosystems, Foster City, CA

Tabelle 12: Verwendete ,Kit“- Systeme.

8.9 Klone aus dem YTH-high-throughput- Ansatz aus Berlin

MPS323gl14.pl.abi_1 TUSCA4
MPS320n12.pl.abi_1 ZFP95
MPS320n18.pl.abi_1 PRKCI
MPS320f05.pl.abi_1 GLB1
MPS321cl17.pl.abi_1 ADAMTS10
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MPS321n23.pl.abi_1

ZNF235

MPS321b01.pl.abi_1

RBBP4

MPS321c09.pl.abi_1

MCM3AP NM_003906

410a_“prey" PTN NM_002825
116a_“prey" ECH1 BC_01179
470b_“prey" MGC15730 BC_007618

MPS320d06.p1l.abi_1

HTF9C BC_017184

ET_479 HTF9C BC_017184
ET_479 CDH23 Keine DNA
ET_158 MASP1 Keine DNA
ET_192 NGFR Keine DNA

MPS323109.pl.abi_1

COL4A5 BC_023556

ET_295

SP110 Keine DNA

MPS321i09.p1.abi_1

NIPA NM_016478 / AJ_537494

MPS321010.p1l.abi_1

FBN3 NM_032447

MPS321b06.p1l.abi_1

TUBA3NM_006009

MPS321k18.pl.abi_1

FLJ14888 NM_032856

189a_*“prey* SMT3H1 BC_000036
361b_“prey” UNC119 NM_054035
299b_“prey* ZNF145 BC_029812

MPS320d19.pl.abi_1

PLXNB2 BT_006887

MPS321m07.pl.abi_1

GNB5 Keine cDNA

380b_“prey*

MDS025 Keine DNA

MPS320121.p1.abi_1

similar FLJ0O0312XM_378228

MPS323g24.pl.abi_1

TRIM46 NM_025058

ET 82

CHRNA4 Keine cDNA
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ET_47 CKN1 Keine cDNA

Tabelle 13: cDNA-Klone aus dem YTH-high-throughput-Ansatz Berlin. Sequenzen sind

im Anhang Tabelle 41zu finden.

8.10 Medien und Lésungen

Im folgenden sind haufig benutzte Medien und Losungen beschrieben, auf die im
Methodenteil nicht mehr gesondert eingegangen wird. Hier nicht beschriebene

Lésungen und Puffer werden methodenabhéngig aufgefuhrt.

8.10.1 Na&ahrmedien

Bakterienmedien
LB-Medium (pH-7,5): 11
20,049 LB Broth Base
MgSO4 X7 HZO
LB-Medium (pH-7,5) mit LB-Medium

Ampcillin oder Kanamycin:

100 pg/ ml Ampicillin oder Kanamycin
LB-Agarplatten mit Ampicillin: 11

32,09 LB Agar
2,46 g MgSO, x 7 H.O
TB-Medium: 11
120g Bacto Trypton
24049 Bacto Yeast Extrakt
4,0 ml Glycerol (87%)
100 ml K-Mix
K-Mix: 11
0,17 M KH_PO,
0,72 M KH2P04 wasserfrei
Hefemedien
YPDA-Medium: 11
509 YPD-Medium
15 ml 0,2 % Adenin-Hemisulfat (erst nach dem

Autoklavierne zugeben)
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YPDA-Agar (pH 6,5): 11
7049 YPD-Agar
15ml 0,2 % Adenin-Hemisulfat (erst nach dem

Autoklavierne zugeben)
SD-Minimalmedium (pH 5,8): 11
26,79 Do (-AHLT) / Do (-LTH)
8,3 ml steril filtrierte Aminosauren

(erst nach dem Autoklavierne zugeben)

SD-Minimalagar (pH 5,8): 11
46,7 g SD-Minimalagar
0,6 g/0,62 Do (-AHLT) / Do (-LTH)
g
8,3 ml steril filtrierte Aminosauren

(erst nach dem Autoklavierne zugeben)
Die Hefendhrmedien wurden alle von der Firma Clontech, BD Biosciences,

Heidelberg bezogen.

8.10.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

10 x TBE (pH 8,0): 2|
242849 Tris-HCI
120 g Borsaure konz.
18,6 g EDTA (pH 8,0)
6 x DNA-Probenpuffer: 200 mM EDTA

100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
0,01 % Bromphenolblau
0,01 % Xylencyanol

30 % Ficoll (Typ 400)

PBS (pH 7,4): 27mM  KCl
1,7mM  KH_PO
2 4

137 mM NacCl
10 mM Na HPO
2 4

46



TE: 10 mM
1mM
Kornberg-Elektrophorese- 50 mM
Puffer (pH 8,3):
0,38 M
0,1 %

120 mM
20 %
10 %
20 %
0,2 %

2x Kornberg-Probenpuffer:

2x Kornberg Harnstoff- 600 mg
Probenpuffer:

600 pl

500 pl
100 ml
3049

0,159

Kornberg-Puffer A:

Material und Methoden

Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA

Tris-HCI

Glycin
SDS

Tris-HCI (pH 6,8)
Glycerin

SDS
-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Harnstoff

dd H O
2

2x Kornberg-Probenpuffer

Acrylamid
N,N’-Methylen-bis-acrylamid

Den Puffer fir 1 h mit lonenaustauscher rithren lassen. Lichtgeschutzt bei 4C aufbewahren.

Nicht autoklavierne.

Kornberg-Puffer B (pH 8,8): 3M
0,4 %

Kornberg-Puffer C (pH 6,8): 0,75 M
0,4 %

Tris-HCI
SDS

Tris-HCI
SDS

Die Kornberg-Puffer B und C wurden am Vortag angesetzt. Am nachsten Tag wurden der

pH-Wert nochmals korrigiert. Die Puffer wurden nicht autoklaviert und bei 4C gelagert.

Zusammensetzun [ Kornberg Protein
Trenngel

Kornberg-Puffer A 7,5 ml
Kornberg-Puffer B 3,75 ml

Is 15%

Sammelgel

Laemmli-Puffer A 1,3 ml
Kornberg-Puffer C 2,5 ml
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dd H,O 3,65 ml dd H,O 6,2 ml
TEMED konz. 5ul TEMED konz. 7,5 ul
APS 10 % 150 pl APS 10% 200 pl

8.10.3 Haufig verwendete Puffer und Loésungen

Coomassie-Farbeldsung: 40% Isopropanol techn.

7% Essigsaure techn.

0,2 % Coomassie Brilliant Blue R-50
Coomassie-Entfarbeldsung: 20 % Isopropanol techn.

7,5 % Essigsaure
Borat-Transferpuffer (pH 8,8): 20 mM Borsaure-NaOH (pH 8,8)

1 mM NaZ-EDTA

4 mM DTT
TBST-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-HCI pH 8,8

150 mM NaCl

0,05 % Tween 20
Ponceau-S-Stammlésung: 10 mM Ponceau-S

30 % Trichloressigsaure

30 % Sulfosalicylséure
Aminosaure-Stockldsungen: Je 100 ml

240 mg L-Histidin

480 mg L-Tryptophan

720 mg L-Leucin

Steril filtrieren, bei 4C lagern und nicht autokla vieren.

Die Medien und Losungen wurden stets mit ddHZO angesetzt und einige von ihnen

bei 121<C feuchter Hitze und 1 bar Uberdruck autokl aviert. Die Hefemedien sollten
nur fiir 15 min bei 121<C feuchter Hitze und 1 bar U berdruck autoklaviert werden, wie
es der Hersteller empfiehlt.
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8.11 Sonstige Verbrauchsmaterialien
Materialien Hersteller
1,5 und 2,0 Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg

Ampullen zum Einfrieren von Zellen Nunc, Wiesbaden

Dialyseschlauche Serva, Heidelberg

Einweg Impfosen Greiner, Nrtlingen

Falcon Reaktionsgefalle Becton Dicinson, Franklin Labware, N.J. USA
Faltenfilter Neolab, Heidelberg

Glasplattchen flr die Zellkultur Langenbrinck, Emmendingen
Halbmicrokuvetten Greiner, Nrtlingen

Kultivierungsschalen fir Zelllinien Becton Dickinson, Franklin Labware, N.J. USA

T75 Zellkulturflaschen Falcon Becton Dickinson, Franklin Labware, N.J. USA
Nitrocellulose Membran Schleicher und Schueller, Dassel

Objekttrager mit Mattrand Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen Star lab, Ahrensburg

PVDF Membran Millipore, Eschborn

Rontgenfilme Kodak, Stuttgart

Skalpellklingen Bahya, Tuttlingen

Whatman-Papier Schleicher und Schuell, Dassel

Impfnadeln Greiner, Ndrtlingen

Tabelle 14: Haufig verwendete Verbrauchsmaterialien.

8.12 Gerate

Gerate Hersteller

Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen

ABI PRISM 7700 Sequence Detector PE, Massachusetts USA

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Boeblingen
Biofuge picco Heraeus, Hanau
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Brutschrank fur die Bakterienkultur
Brutschrank fur die Hefekultur

Brutschrank fur die Zellkultur (Thermo Forma)
Brutschrank (TECO20, klein)

Cytospin 3

Elektrophorese Netzgerate

Entwicklermaschine (Immun-Blot-Filme)

Hyper Processor

Feinwaage

Gasprofi

Gel-Dokumentationsanlage E.A.S.Y.
Gelkammern (fiir Agarosegele)
Gelkammern (SDS-Gelelektrophorese)

Gefrierschranke (-20C)

Gefriertruhe (-80C)
Heizblock
Heizplatte mit Magnetrthrer

Kihlschranke

Kihlzentrifuge Avanti J-25

Laser Scanning Mikroskop Leica TCS SP2
Magnet

Magnetrihrer

Multifuge 4 UR

NafRblotkammer

PCR-Maschine

Pipetboy

Pipetten
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Hersteller

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Thermo Life Sciences, Dreieich
Selutec, Méssingen

Shandon, Frankfurt

Biotec Fischer, Heidelberg

jetzt: Amersham Biosciences, Freiburg

friher: Agfa, Leverkusen

Mettler Toledo, Schweiz
Wartewig Labortechnik, Géttingen
Herolab, Wiesloch

Cti-GmbH, ldstein-Taunus
Cti-GmbH, Idstein-Taunus

Liebherr, Ochsenhausen
Bosch, Stuttgart

Heraeus, Hanau
Kisker, Mihlhausen
VWR, Darmstadt

Liebherr, Ochsenhausen
Bosch, Stuttgart

Beckman Coulter, Unterschleissheim- Lohhof
Leica Microsystems, Mannheim

Dynal, Hamburg

Ikamag, Staufen

Heraeus, Hanau

Bio Rad, Munchen

MJ Research, BIOZYME, Oldendorf

Integra Biosciences, Fernwald

Gilson, Frankreich



Geréate
pH-Meter

Schttler (Hefe-und Bakterienkultur)

Spektralphotometer (Bestimmun der OD)

Spektralphotometer zur DNA-Konzentrations-

bestimmung ,Gene Quant®
Sterilbank (Hera safe, Hefekulur)
Sterilbank (Zellkultur)

Uberkopfschiittler

Ultraschall Homogenisator Sonoplus HD2070
UV-Platte (302 nm)

Varifuge 3.0R

Vibrax

Vortex

Wasserbader

Wippschiittler

ABI PRISM 7700 Sequence Detector

PCR: PerkinElmer Gene Amp PCR system 9600 and

9700
Gel Documentation System

Fluorescence Microscope Axioplan
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Hersteller
Schott, Mainz

Bihler, Tubingen

Braun, Melsungen

Hitachi, Scientific Instruments Schwabisch
Gmiind

Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Heraeus, Hanau
The Baker Company, USA

MBT Brand, Giel3en,
Macs Mix, Miltenyi Biotec USA

Bandelin, Berlin

Konrad Benda, Wiesloch
Heraeus, Hanau

IKA-Werke, Staufen

Neo lab Migge, Heidelberg
Julabo, Seelbach

Dunn Labortechnik, Asbach
PE Applied Biosystems, USA

PerkinElmer Life Sciences GmbH, Rodgau -

Jugesheim, Germany
Biorad Laboratories GmbH, Munich

Zeiss, Oberkochen
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8.13 DNA Techniken

8.13.1 Herstellung von Expressionsplamiden

! onsplasmid : on in Hefezell

1. Verschiedene hum LBR cDNA Konstrukte in pGBKT7

Zur Erstellung der Bai-Vektoren fir den YTH-Ansatz wurden mit Hilfe von geeigneten
Primern das entsprechende cDNA Stiick auf dem Plasmidvektor, der das volle Lange
LBR cDNA Konstrukt trug, amplifiziert. Dabei wurden sie mit den geeigneten
Enzymschnittstellen zur Klonierung in die ,multiple cloning site* des pGBKT7 Vektors
versehen. AnschlieRend wurden die cDNA Fragmente Uber diese Schnittstellen in

den Vektor einkloniert und durch Sequenzierung tberpruft.

Expressionsplasmid cDNA-Fragment Primer Schnittstel len
pGBKT7 AL1LBR (AS 1+AS-207) LBR (AS 1+AS-207) N1LBR/N2LBR Nco | / BamH |
LBR AS 61-207 LBR (AS 61-207) N61 LBR /N2 LBR Nco | / BamH |

Tabelle 15: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten
Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.
2. Verschiedene cDNA Konstrukte von hum LBR in pBTM 117c und pGAD426
Zur Erstellung der ,bait*-Vektoren und der Beute-Vektoren fur den konstitutiven YTH-
high throughput-Ansatz in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wanker
wurden mit Hilfe von geeigneten Primern die entsprechenden cDNA Teilkonstrukte
auf dem Plasmidvektor, der das volle Lange LBR cDNA Konstrukt trug, amplifiziert.
Dabei wurden sie mit den geeigneten Enzymschnittstellen zur Klonierung in die
.,multiple cloning site* des pGBKT7 bzw. des pGAD426 Vektors versehen.
AnschlieRend wurden die in der Folgenden Tabelle aufgefihrten cDNA Fragmente
Uber diese Schnittstellen in den Vektor pBTM 117c bzw. den pGAD 426 Vektor
einkloniert und durch Sequenzierung tberpruft.

Expressionsplasmid cDNA-Fragment Primer Schnittstelle

pBTM 117c¢ 1 LBR (AS 105 — 210) LBR (AS 105 - 210) (3/4R LBR) Sal |/ Not |
PGAD 426 1 LBR (AS 105 — 210) LBR (AS 105 — 210) (3/4R LBR)  |Sall/Not |
pBTM 117c 2 LBR (AS 344 — 385) LBR (AS 344 — 385) (5/6R LBR) Sal |/ Not |
PGAD 426 2 LBR (AS 344 — 385) LBR (AS 344 — 385) (5/6R LBR) Sal |/ Not |
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Expressionsplasmid cDNA-Fragment Primer Schnittstelle
pBTM 117c 3 LBR (AS 431 — 493) LBR (AS 431 — 493) (7/8R LBR) Sall/Not |
pGAD 426 3 LBR (AS 431 — 493) LBR (AS 431 —493) (7/8R LBR) Sal I/ Not |
pBTM 117c 4 LBR (AS (576)577 —615) |LBR (AS (576)577 —615) |(9/10R LBR) |Sall/Notl
pGAD 426 4 LBR (AS (576)577 — 615) LBR (AS (576)577 — 615) |(9/10R LBR) |Sall/NotI
pBTM 117c 7 LBR (AS 1 -105) LBR (AS 1 -105) (11/2R LBR) |Xho I/ Not |
pGAD 426 7 LBR (AS 1 -105) LBR (AS 1 -105) (11/2R LBR) | Xho I/ Not |
pBTM 117c 8 LBR (AS 1 -210) LBR (AS 1 -210) (11/4R LBR) |Xho I/ Not |
pGAD 426 8 LBR (AS 1 -210) LBR (AS 1 -210) (11/4R LBR) |XhoI/Not |
pBTM 117c 9 LBR (AS 59 — 150) LBR (AS 59 — 150) (13/14R LBR) | Xho I/ Not I
pGAD 426 9 LBR (AS 59 — 150) LBR (AS 59 — 150) (13/14R LBR) |Xho I/ Not |
pBTM 117c 10 LBR (AS 230 — 326) LBR (AS 230 — 326) (15/16R LBR) |Sall/ Not |
pGAD 426 10 LBR (AS 230 — 326) LBR (AS 230 — 326) (15/16R LBR) | Sall/ Not |
pBTM 117c 11 LBR (AS 471 — 550) LBR (AS 471 — 550) (17/18R LBR) |Sal |/ Not |
pGAD 426 11 LBR (AS 471 — 550) LBR (AS 471 — 550) (17/18R LBR) |Sall/Not |
pBTM 117c 12 LBR (AS 314- 410) 12 LBR (AS 314- 410) (19/20R LBR) |Sall/Not |
pGAD 426 12 LBR (AS 314- 410) 12 LBR (AS 314- 410) (19/20R LBR) | Sall/ Not |
pBTM 117c 13 LMNB2 Head Coil | (AS 1- | 13 LMNB2 Head Coil | (AS | (1/2R LMNB2) | Sal I / Not |
230) 1- 230)

pGAD 426 13 LMNB2 Head Coil | (AS 1- |13 LMNB2 Head Coil | (AS | (1/2R LMNB2) | Sal I / Not |
230) 1- 230)

pBTM 117c 14 LMNB2 Rod (AS 23- 383) | LMNB2 Rod (AS 23- 383) |(3/4R LMNB2) | Sal I/ Not |
pGAD 426 14 LMNB2 Rod (AS 23- 383) |LMNB2 Rod (AS 23- 383) |(3/4R LMNB2) | Sal I/ Not |
pBTM 117c 15 LMNB2 Coil Il LMNB?2 Coil Il (5/6R LMNB2) | Sal | / Not |
(AS 236- 377) (AS 236- 377)

pGAD 426 15 LMNB2 Caoll Il LMNB?2 Caoil I (5/6R LMNB2) | Sal | / Not |
(AS 236- 377) (AS 236- 377)

pBTM 117c 16 LMNB2 Tail+5Hep LMNB2 Tail+5Hep (7/8R LMNB2) | Sal | / Not |
(AS 348- 600) (AS 348- 600)

pGAD 426 16 LMNB2 Tail+5Hep LMNB2 Tail+5Hep (7/8R LMNBZ2) | Sal | / Not |
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Expressionsplasmid cDNA-Fragment Primer Schnittstelle

(AS 348- 600) (AS 348- 600)

Tabelle 16: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten

Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.

8.13.2 Herstellung von Expressionsplasmiden zur Transforma tion in
Bakterien

1. Verschiedene cDNA Konstrukte von hum LBR in pBTM 117c und pGAD426

Um die urspringlichen ,bait*-Konstrukte als GST-Fusionsproteine in BL21(DE3)
Bakterien exprimieren zu kdénnen, wurde die cDNA aus dem pGBKT7 in den pGEX
4T1 Vektor, der das Glutation-S Transferase Gen enthielt, umkloniert. Dazu wurde
das Al LBR-Konstrukt mittels der Primer 11LBR und N2 das A4 LBR-Konstrukt
mittels der Primer 13LBR und N2 durch PCR auf dem Plasmid mit der volle Lange
LBR cDNA hergestellt (Ye and Worman 1996) Beide cDNA-Konsturkte wurden tber
die Schnittstellen Xhol / BamHI in den Vektor pBT+ einkloniert, aus pBT+ mittels der
Schnittstellen Xhol / Notl in den Vektor pGAD426 umkloniert und Uber die
Schnittstellen EcoRI / Not in den Vektor pGEX (+Ncol) einkloniert. Alle Konstrukte
wurden anschlieBend durch Sequenzierung tberpruft.

Expressionsplasmid cDNA-Fragment Schnittstellen
PGEX 4T1 (+Ncol) A1 LBR AS 1(+1AS)- 207 LBR AS 1(+1AS1- 207) EcoRI / Not
PGEX 4T1 (+Ncol) A4 LBR (AS 61-207) LBR (AS 61-207) EcoRI / Not

Tabelle 17: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten
Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.
2. Auch die urspringlichen ,bait“-Konstrukte aus dem , Y TH-high-throughput“- Ansatz
wurden als GST-Fusionsproteine in BL21 (DE3) Bakterien exprimiert. Dazu wurden
sie aus dem Hefevektor pGAD 426 in den Vektor pGEX 4T1 (+Ncol) umkloniert.
Dies geschah mittels der in der Tabelle angegebenen Schnittstellen. Alle Konstrukte
wurden anschliel3end durch Sequenzierung uberpruft.

Expressionsplasmid cDNA-Fragment Schnittstellen
PGEX 4T1 (+Ncol) 1 LBR AS (05 — 210) LBR AS (05 — 210) Eco RI/ Not |
PGEX 4T1 (+Ncol) 3 LBR(AS 431 — 493) LBR(AS 431 — 493) Eco RI/ Not |
PGEX 4T1 (+Ncol) 4 LBR AS (576)577 — 615) LBR AS (576)577 — 615) Eco RI/ Not |
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Expressionsplasmid cDNA-Fragment Schnittstellen
PGEX 4T1 (+Ncol) 7 LBR (S 1 —105) LBR (S 1 -105) Eco RI/ Not |
pGEX 4T1 (+Ncol) 8 LBR (AS 1 —210) LBR (AS 1 -210) Eco RI /Not |
PGEX 4T1 (+Ncol) 9 LBR (AS 59 — 150) LBR (AS 59 — 150) Eco RI/ Not |
PGEX 4T1 (+Ncol) 16 LMNB2 Tail+5Hep (AS 348- LMNB2 Tail+5Hep (AS 348- |Eco RI/ Not |
600) 600)

pPGEX 4T1 (+Ncol) + Seq146 hLB1 pot. Ig-Fold Do- hLB1 pot. Ig-Fold Domain Eco RI/ Not |
main

Tabelle 18: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten
Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.

8.13.3 Herstellung der Expressionsplasmide zur in vitro Tr anslation

1. Zur in vitro Translation der im YTH-Ansatz HD bzw. der im YTH-high throughput —
Screen erhaltenen Interaktionspartner wurden diese ,prey“-Proteine in den Vektor
pBT+ kloniert. Dazu wurde mithilfe der in der Tabelle angegebenen Primer eine PCR
auf dem Plasmidvektor mit dem jeweiligen volle Lange Protein (siehe Tabelle)
durchgefiihrt. Anschlie3end wurde das cDNA-Konstrukt mittels der in der Tabelle

angegebenen Schnittstellen in den Vektor pBT+ einkloniert.

Erhaltenes PCR auf dem Plasmidvektor Primer Schnittstellen
Expressionsplasmid
pBT IIKS + (CKN1) | pDNR-LIB+CKN1 CKN1_F/ EcoRI / Not
CKN1_RC
pBT IIKS+ (PRCBP1) | pPCMV Sport6 + (PRCBP1) K18.2 18_2F /18_2RC | EcoRlI / Notl
pBT IIKS+ (RNU2) pOTB7 + (RNU2) K23.1 23_1F/23_1RC | EcoRI/BamHI
pBT IIKS+ (SF3A2) | pOTB7 + (SF3A2) K24.1 24 1F /24 1RC |EcoRlI/ Not
PBT IIKS+ VI(PTN) | pACT2 + VI(PTN) 18B_F / 18B_RC | EcoRI / BamHI
pBT IIKS+ VI(RBBP4) | pACT4-1b + VI(RBBP4) 13B_F /13B_RC | EcoRI / Notl
pBT IIKS+ VI(TUBA3) | pACT4-1b + vI(TUBA3) 14B_F / 14B_RC | Xhol / BamHI
PBT IIKS+ VI(TUSC4) | pACT4-1b + vI(TUSC4) 1B_F/1B_RC | EcoRI/BamH

Tabelle 19: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten

Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.
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8.13.4 Herstellung von Expressionsplasmiden zur Transfekti on von Zell-

Linien
Expressionsplasmid PCR auf Plasmidvektor Primer Schnittstellen
pEGFP-C1 frame3 +(CKN1) pDNR-LIB+CKN1 CKN1_F /CKN1_RC | Sall /Notl
PEGFP-N1+(CK N1) pDNR-LIB+CKN1 CKN1_F /CKN1_RN |EcoRI /Agel
PEGFP-C1 frame3 +(PRCBP1) |PCMV Sport6 + (PRCBP1) K182 | 18_2F /18_2RC Sall / Notl
pEGFP-N1 +(PRCBP1) pCMV Sport6 + (PRCBP1)K18.2 |18 2F /18_2RC EcoRI / Agel
PEGFP-C1 frame3 +(RNU2) pOTB7 + (RNU2) K23.1 23_1F /23_1RC BspEl /
BamHlI
pEGFP-N1 +(RNU2) pOTB7 + (RNU2) K23.1 23_1F /23_1RC EcoRlI / Agel
pEGFP- C1 frame3 + (SF3A2) |pOTB7 + (SF3A2) K24.1 24_1F [24_1RC Sall / Notl
pEGFP-N1 + (SF3A2) pOTB7 + (SF3A2) K24.1 24_1F [24_1RC
pEGFP- C1 frame3 + VIPTN) | pACT2 + vI(PTN) 18B_F /18B_RC BspEl /
BamHI
PEGFP-N1 + vI(PTN) pACT2 + VI(PTN) 18B_F /18B_RC EcoRlI / Agel
pEGFP- C1 frame3 + pACT4-1b + vI(RBBP4) 13B_F /13B_RC Sall /Notl
vI(RBBP4)
pEGFP-N1 + (RBBP4) pACT4-1b + VIRBBP4) 13B_F /13B_RC EcoRlI / Agel
pEGFP- C1 frame3 + (TUBA3) |pACT4-1b + vI(TUBA3) 14B_F und 14B_RC |BspEl/
BamHlI
pPEGFP- C1 frame3 + (TUSC4) |pACT4-1b + vI(TUSC4) 1B_Fund 1B_RC BspEl /
BamHI
pEGFP-N1 + (TUSC4)s pACT4-1b + vI(TUSCA4) 1B_Fund 1B_RC  |BspEl/Age |

Tabelle 20: Expressionsplasmide, das enthaltene cDNA-Fragment, die verwendeten

Primer sowie die Schnittstellen, die zur Klonierung in den Vektor verwendet wurden.

8.13.5 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zell en

Durch die Behandlung von E.coli-Zellen mit einer Calciumchlorid-L6ésung kann deren
Kompetenz fur die Aufnahme von auf3en zugefuhrter Plasmid-DNA erhoht werden.
Dazu wurden 5 ml einer E.coli tGber Nacht Kultur mit LB-Medium 1:100 auf ein

Endvolumen von 500 ml verdiinnt und anschlieRend bei 37T unter Schitteln bei 250
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UpM bis zu einer OD600 = 0,5 — 0,6 inkubiert. Diese Bakterienkultur wurde bei 0T
fur 5 min bei 5000 UpM in einer Beckmann J2-HS-Zentrifuge mit einem JA-14 Rotor
sedimentiert. Das Sediment wurde in 125 ml eiskalter steriler 0,1 M CaCl2- Ldsung
resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und dann erneut wie oben beschrieben sedi
mentiert. AnschlieBend wurde das Sediment in 21,5 ml einer Einfrierlosung (0,1 M
CaCl2; 15% Glycerin (v/v)) aufgenommen, zu je 100 ul in 1,5 ml Eppendorfgefalde
tberfuhrt und bei — 80C bis zur weiteren Verwendun g gelagert.

8.13.6 DNA Transformation kompetenter E.coli Zellen

Die Vermehrung von Plasmid-DNA konnte durch deren Transformation in
transformationskompetente E.coli Bakterien erreicht werden. Anschlie3end folgte die
Vermehrung der transformierten Bakterien. In der vorliegenden Arbeit wurde
Plasmid-DNA mit Resistenzmarkern gegen Ampizillin, Kanamycin und
Chloramphenicol verwendet. Durch die Aufnahme eines solchen Plasmid-Vektors
wurde den Bakterienkolonien das Wachstum auf Selektionsndhrmedienbdden mit
dem geeigneten Antibiotikum ermdéglicht. Transformiert wurde in die zuvor
transformationskompetenten Bakterienzellen der Stamme E. coli TG1, DH5a, -T1
oder SCS110 sowie E. coli sure. Zur gezielten Protein Expression wurden E.coli
BL21DE3 codon+ sowie JM109 verwendet. Durch ihre Fahigkeit Kanamycin
abzubauen, konnen E..coli sure jedoch nicht auf Kanamycin Nahrmedienplatten
verwendet werden. Zur Durchfihrung der Transformation wurden die bei — 80C
gelagerten kompetenten E. coli Bakterienzellen fur 10 min auf Eis aufgetaut. Es
folgte die Zugabe von etwa 4 — 10 ng, jedoch nicht mehr als 5 - 10 pl der
entsprechenden Plasmid-DNA. Nach weiteren 30 min Inkubation auf Eis wurden die
Bakterien fur 3 min einem Hitzeschock bei 37C im W asserbad unterzogen, gefolgt
von 1 min Inkubation auf Eis. Bei der Verwendung des E.coli DH5a Bakterien-
Stammes wurde der Hitzeschock flr 30 s bei 42 dur chgefuhrt gefolgt von 2 min
Inkubation auf Eis. Nach der Inkubation auf Eis wurden 400 ul LB-Medium ohne
Antibiotikum zu dem Ansatz gegeben und fur 1 h bei 37 im Wasserbad inkubiert.
Die E.cloli DH5a Bakterien bendtigten 400 pl SOC-Medium.
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8.13.7 Animpfen einer Bakterienkultur

Die mit dem gewlnschten Plasmidkonstrukt transformierten Bakterienzellen wurden
z.B. fur eine DNA-Praparation im kleinen Mal3stab auf einer Selektionsplatte
vermehrt. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden einzelne Kolonien abgenommen
und damit je 2 ml flissiges Selektionsmedium mit 100 pg / ml Antibiotikum angeimpft.
Bei Verwendung von TB-Medium konnten die Kulturen bereits nach 6 h Inkubation
bei 37T in einem Schittelinkubator bei 250 UpM gee rntet werden. Bei Verwendung
von LB-Medium wurden die Kulturen UN inkubiert. Zur extraktion der DNA folgte die
DNA-Praparation im kleinen Mal3stab. Fur eine DNA-Praparation im grol3en Mal3stab
wurden 200 ml LB-Medium mit 100 g / ml Antibiotikum mit einer einzelnen Kolonie

angeimpft und ebenfalls unter Schitteln UN inkubiert.

8.13.8 Praparation von Plasmid-DNA

Im kleinen Mal3stab: Die gewilnschte Plasmid-DNA wurde zunachst in einen
geeigneten E. coli Bakterienstamm transformiert. Von den transformierten Bakterien
wurde anschlie3end eine Kolonie zum beimpfen von 2 ml LB-Mediums verwendet.
Diese Kultur wurde dber Nacht in einem Schittelinkubator vermehrt. Zur
Amplifikation von cDNA-Konstrukten in Plasmid-Vektoren mit dem Kanamycin-
Resistenzgen wurden die Stamme E. coli TG1, DH5aTM-T1R oder SCS110 sowie E.
coli sure verwendet. Der E. coli sure Bakterienstamm eignete sich nicht zur
Transformation mit cDNA-Konstrukten, die in Plasmid-Vektoren mit dem Kanamycin-
Resistenzgen vorlagen. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAprep
Spin-miniprep Systems (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Die
erhaltene DNA wurde so verdinnt, dass sie in einer Endkonzentration von 0,5-1
pg/ul vorlag. Im groRen MalRstab:  Zur Herstellung von Plasmid-DNA im grof3en
Maflstab zunéchst 200 ml-einer LB-Medium mit der geeigneten Antibiotika-Selektion
mit 5 ml einer Vorkultur beimpft und nach der tber Nacht bei 37C und 250 UpM im
Schuttelinkubator inkubiert. Anschlieend wurde die Kultur in 250 ml-
Zentrifugenbecher tberfuhrt und bei 5000 UpM und 4°C fur 10 min im vorgekihlten
JA 10 Rotor sedimentiert. Die Bakteriensedimente wurden entweder sofort weiter
verarbeitet oder in 40 ml des entsprechenden Selektionsmedium resuspendiert, in 50
ml Falcongefal3e uberfuhrt, nochmals fir 10 min bei 4C und 5000 Upm sedimentiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert. Die Aufarbeitung der DNA aus
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dem Bakteriensediment erfolgte im Anschluss mit Hilfe des Maxipremp Kits von
Quiagen (Hilden). Die so erhaltene DNA wurde je nach Sedimentgrof3e in 200-400 pl
TE-Puffer aufgenommen. Die Endkonzentration sollte zwischen 0,5-1 pg/ul betrag.

8.13.9 Bestimmung der DNA-Konzentration von Oligonucleotid en sowie von
Plasmid-DNA

Zur Bestimmung der Konzentration von Oligonucleotid-Lésungen wurde deren OD
bei 260 nm mit Hilfe eines Spektralphotometers (,Gene Quant®, Amersham
Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Zumeist wurden dazu ein Verdinnungsfaktor k von
1:100 in H,0 dd eingesetzt. Anhand der gemessenen OD-Werte und unter
Verwendung der folgenden Formeln konnte die Konzentration fur Oligonucleotide (i)
bzw. fur Plasmid-DNA (ii) berechnet werden.

0] c =0D260 nm x 33 ug / ml x 1/k

(i) c=0D260 nm x 50 pg / ml x 1/k
Die Reinheit der DNA konnte Uber den Quotienten OD260 nm/ OD280 nm ermittelt
werden, der etwa bei 1,8 liegen sollte. Dabei gibt die OD280nm Uber die Menge der

geldsten Proteine Auskuntft.

8.13.10 Praparativer und analytischer Restriktionsverdau

Bei einem préaparativen Verdau wurden unter Verwendung von Restriktionsenzymen
DNA-Fragmente aus der ,Multiple Cloning Site* von Plasmid-Vektoren mittels ihrer
flankierenden Restriktionsschnittstellen herausgeschnitten. Auf dieselbe Weise
konnten auch PCR-Produkte zur weitern Klonierung bearbeitet werden. Die so
gewonnenen Vektor-Fragmente bzw. c-DNA-Fragmente wurden anschlieend fur die
weitere Klonierung verwendet. FiUr den Restriktionsverdau eines PCR-Produktes
wurde nach dessen Aufreinigung der gesamte PCR-Ansatz verdaut. Fur den Verdau
eines Plasmid-Vektors wurden 2 - 4 ug DNA eingesetzt und mit 5 - 10 Einheiten der
entsprechenden Restriktionsenzyme in dem vom Hersteller empfohlenen
Puffersystem und in 20 - 30 pl Endvolumen bei 37T fur 1 - 2 h inkubiert. Dabei war
darauf zu achten, dass die Volumenmenge an Enzym 5 % des Gesamtvolumens
nicht Gberschreiten durfte, da ein hdherer Glyceringehalt die Aktivitat des Enzyms
beeintrachtigen wirde. Dies war besonders im Fall eines Doppelverdaus mit zwei
Enzymen zu beachten. Waren bei einem Doppelverdau die empfohlenen
Puffersysteme der beiden Enzyme nicht kompatibel, so wurde der Ansatz nach dem
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Verdau mit dem ersten Enzym aufgereinigt und anschlieRend ein Verdau mit dem
zweiten Enzym im geeigneten Puffersystem durchgefuhrt. Danach wurden 5 pl des
Ansatzes Uber eine Agarose-Gel-Elektrophorese bezlglich der Vollstdndgkeit des
Verdaus analysiert. Zur Aufreinigung der DNA-Fragmente wurde der gesamte
Verdauansatz mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt, in die Tasche eines 1%igen
praparativen Agarose-Gels in TBE-Puffer geladen und elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Banden mit der richtigen Grol3e wurden jeweils mit einem unbenitzten Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten. Dazu wurde das Gel auf eine langwellige und dadurch
niederenergetische UV-Durchleuchtungsplatte mit 230 nm Wellenlange auf eine
Plastikfolie aufgelegt.  Die ausgeschnittenen Banden wurden fur 5 min in
Bandenwaschpuffer inkubiert und dieser wieder vollstdndig abgenommen. Vor der
Ligationsreaktion konnte das DNA-Fragmente entweder unter Verwendung des Gel-
Extraktions-Kits (Quiagen, Hilden) aufgereinigt werden. Die Gelstlicke konnten
jedoch auch direkt in der geeigneten Verdinnung fir eine sog. In-Gel-
Ligationsreaktion eingesetzt werden. Ein analytischer Restriktionsverdau wurde zur
Uberprufung des Vorhandenseins eines gewiinschten DNA-Fragmentes in einem
Vektor wie sie z.B. zur Uberprufung einer Plasmid-DNA-Praparation durchgefihrt.
Die Durchfihrung des Verdauansatzes erfolgte wie oben fir den praparativen

Verdauansatz beschrieben.

8.13.11 Gelextraktionsverfahren zur Aufreinigung von DNA-Fr agmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde durch elektrophoretische Auftrennung
Uber ein 1%iges praparatives GTG-Agarose-Gel vorgenommen. Das gwinschte
DNA-Fragment konnte nach der Elektrophorese mit Hilfe langwlligen UV-Lichts
sichtbar gemacht und darauf aus dem Gel ausgeschnitten werden. Um das DNA-
Fragment der gewtnschten Grof3e anschlieBend aus dem Gel herauszulésen wurde
das Qiagen Agarose Gel Extraction Kit Systems (Qiagen, Hilden) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

8.13.12 Amplifikation von cDNA-Fragmenten durch Polymerase- Kettenreaktion
(PCR)

Die von Mulis et al., (1987) entwickelte Methode wurde zur gezielten Vermehrung
von definierten Genabschnitten anhand einer vorhandenen genomischen DNA oder
anhand von DNA-Fragmenten verwendet. Die Selektivitat der PCR wurde durch die
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Auswahl der Oligonukleotid-Primer erreicht. Die Primer wurden konstruiert, dass
jeweils 20 — 30 bp komplementar zum Enden des Matrizenstranges bzw. des
Gegenstranges der zu replizierenden DNA vorlagen. Zudem wurde darauf geachtet,
dass der CG-Gehalt der Primer 50-60% nicht Uberschritt und die
Schmelztemperaturen (Tm) der beiden Primer maximal um 10 K voneinander
abwichen. Die enzymatische Duplikation der DNA-Sequenz zwischen den beiden
Preimern wurde durch eine Polymerase vorgenommen. Besonders geringe
Fehlerraten konnte dabei mit einer DNA-Polymerase mit Kontrollfunktion sog. ,proof-
reading” erreicht werden, wie sie bei der Pfu-Polymerase (Roche, Mannheim)
gewahrleistet wird. Diese wurde besonders zur Vermehrung grof3er DNA-Fragmente
und von Fragmenten, die zur weiteren Klonierung eingesetzt wurden verwendet. Eine
rein analytische PCR konnte mit der Taqg-Polymerase durchgefuhrt werden. Fur
einen Standard-PCR Ansatz wurden etwa 1 - 5 ng linearisierte oder auch nicht
linearisierte Matrizen-DNA mit 5 pl 10x PCR-Puffer, 2 mM MgCI2 und je 100 ng der
Oligonukleotid-Primer sowie 5 pl 2 mM dNTP-Mix mit 2 U Tag-DNA-Polymerase
versetzt und mit ddH,O auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefillt. Die PCR-Reaktion
wurde in 500 pl Eppendorf-GefalRe angesetzt und in einem Thermocycler mit
Deckelheizung durchgefuhrt. Durch die Zugabe von bis zu 10 % DMSO konnte eine
Erniedrigung der Schmelztemperatur der Primer erreicht werden. Mit zunehmendem
Anteil an DMSO kam es jedoch auch verstarkt zur Bildung von unerwiinschten
Nebenprodukten. Sollten besonders groRe DNA-Fragmente Vermehrt werden, wurde
die Dauer (t) fur den Extensions-Schritt berechnet indem die Anzahl der Kilobasen
des zu Vermehrenden Fragments mit dem Faktor 1,5 multipliziert wurde und bei
jedem weiteren Zyklus zuséatzlich um 5 s verlangert wurde. Das Temperaturprofil
wurde anhand der unten aufgeflhrten Tabelle berechnet (siehe Tabelle 21). Die sog.
LAnnealing“-Temperatur errechnete sich anhand der Schmelztemperatur der Primer
abzuglich 5 K. Zumeist wurde jedoch 54<C fir eine T m unter 70C und 65T fur eine
Tm Uber 70C der Primerpaare verwendet. Die Temperatur fir die Extension betrug
72<C flr bis zu 2000 bp und 68<C flr grol3ere DNA-Fr agmente.

Temperatur | Dauer (1)

1. Priméare Denaturierung 95T 5 min

2. Denaturierung 95T 1 min
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3. “Annealing” (Tm — 5 K) 54C 2 min

4. Extension 72T 2 —4 min (t=nKB x 1,5 min)

5. Schleife: 29 x ab Schritt 2

6. AbschlieBende Extension | 72C 10 — 15 min

Tabelle 21: Temperaturprofil der PCR-Reaktionen.

Zur Analyse der entstandenen Fragmente wurden 5 pl des Ansatzes mit 2 pl 6x
DNA-Probenpuffer und 5 ul ddH,O versetzt, auf ein analytisches Agarosegel
aufgeladen und elektrophoretisch aufgetrennt.

8.13.13 RT-PCR

Die fur die RT-PCR verwendete cDNA wurde ausgehend von mRNA aus HL-60/S4
Kulturzellen durchgefuihrt. Dazu wurde die isolierte mRNA mit Hilfe von ,random
hexamer” primern in einer RT-PCR-Reaktion in die komplementare cDNA ,reverse”
umgeschrieben. Die reverse Transkription wurde mit Hilfe des GeneAmp RNA PCR
Kit Nr. N808-0143 (Applied Biosystems, Foster City, CA) nach den Angaben des
Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Durch die Zugabe von , T4 gene 32 protein Cat.
No. 972983 (Roche, Mannheim) wurde die in virtro DNA Syntehse verstarkt angeregt
und einzelstrangige DNA stabilisiert. Der RT-PCR Ansatz setzte sich zusammen wie

folgt:
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4l MgCl, (25 mM)
2 ul 10 x PCR Puffer Il
1yl random Hexamere
2 ul jeweils | dGTP (1 mM)
dATP (1 mM)
dCTP (1 mM)
dTTP (1 mM)
(2 ub (RNase Inhibitor wurde nicht zugegeben)
1l MuLV reverse Transcriptase
1ul DEPC H,O
1l T4 gene 32 Protein (Roche ; Cat No. 972983)
2 ul Hum Referenz RNA (500 pg/ul)
20 pl Endvolume

Tabelle 22: RT-PCR Ansatz.

8.13.14 ,Real-time quantitative reverse“-PCR (RT-PCR)

Grundlagen der RT-PCR_

Die quantitativ vergleichende Untersuchung der Expression von genspezifischer
MRNA aus HL-60/S4 Kulturzellen wurde mittels der RT-PCR durchgefuhrt. Aufgrund
ihrer hohen Sensitivitdt und damit verbundenen geringen Einsatzmengen ist die RT-
PCR alternativen Techniken wie z. B. ,Northern Blotting“ bei der quantitativen
Analyse vorzuziehen. Dieser heute als ,TagMan-PCR Assay“ bekannte Methode
wurde von Lee et al. (1993) entwickelt der auf dem urspringlichen 5’-Nuklease-
Assay von Holland et al. (1991) basiert . Die Detektion der PCR Produkte beruht auf
der Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green |, der in der sogenannten
kleinen Furche doppelstrangiger DNA bindet. Gebundene Fuorochrommolekile
zeigen ein starkes Fluoreszenzsignal, ungebundener Farbstoff zeigt nahezu keine
Fluoreszenz. Ein Nachteil der Methode liegt darin, dass die Spezifitat allein durch
die verwendeten Primer bedingt wird und prinzipiell die Anwesenheit jeglicher
doppelstrangiger DNA, also auch die von Primer-Dimeren oder Nebenprodukten,
zum Fluoreszenzsignal beitragen kann (Bustin 2000). Daher wird die Sensitivitat
nach Abschluss der PCR-Reaktion anhand der Schmelzkurve des Produktes
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Uberpruft, wobei eventuell vorhandene stérende Nebenprodukte erkannt werden

kdnnen.

Anwendung RT-PCR auf HL-60/S4 cDNA
Jede der cDNA Proben wurden im Duplikat unter Verwendung des ABI PRISM 7700
Sequnce detector (PE Applied Biosystems, Waltham Massachusetts USA) analysiert.
Die PCR-Produkte wurden unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes ,SYBR
Green |“ detektiert. Die RT-PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von je
20 ul entsprechend den Angaben des Herstellers ,SYBR Green PCR and RT-PCR
Reagents” und TagMan Universal Master Mix (Perkin and Elmer Applied Biosystems,
Waltham Massachusetts USA) durchgefihrt. Die Reaktionsansatze wurden in
Microamp® ,optical 96-Well Reaction Plates” angesetzt und ausgelesen. Der PCR-
Zyklus setzte sich aus zwei initialen Inkubationen von 2 min bei 50C und 10 min bei
95T sowie 45 Zyklen von je 15 s bei 95T gefolgt v on 1 min bei 60C zusammen.
Bei der PCR-Reaktione mit SYBR Green wurden diese Einstellungen um einen
initialen Schritt von 30 min bei 30T und drei absc hlie3enden Inkubationen von 15 s
bei 95T, 15 s bei 60C und 15 s bei 95T erweitert . Die Geschwindigkeit des
Aufheizens zwischen den letzten beiden Schritten wurde auf 20 min verringert, um
eine Schmelzkurve der PCR-Produkts aufzunehmen und so die Spezifitat der RT-
PCR zu uberprifen. Dazu wurde die ,ABI Prism Dissociation Curve Software” (Pe
Applied Biosystems, Waltham Massachusetts USA) verwendet. um mdoglichst
homogene Reaktionsbedingungen zu gewahrleisten, wurden die Reaktionsansatze
zunachst als sog. ,Mastermix“ gemischt der sich wie folgt zusammensetzte (siehe
Tabelle 23):

SYBR 10x 2,0 pl
MgCl, 2,4 ul
DNTPs (mit dUTP) 1,6 pl
Ampli Taq Gold 0,12 pl
Amp Erase Ung 0,2 ul
H,0 11,32 pl
Primer “forward” 0,18 pl
Primer “reverse” 0,18 ul
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Template hum ref cDNA 2ul

Tabelle 23: Reaktionsansatze fur die RT-PCR.

lung der Primer fir die RT-

Die fur die RT-PCR verwendeten Primer wurden unter Verwendung der ,Primer
Express Software” (PE Applied Biosystems, Waltham Massachusetts USA) unter
Bertcksichtigung der folgenden Parameter konstruiert (siehe Tabelle 24):

Primer-Lange 18-24 Nukleotide (optimal: 24 Nukleotide)
Schmelztemperatur (Tm) 58 — 60T (optimal: 59C)

GC-Gehalt (%GC) 30 — 80% (optimal: 60%)

Amplikon Lange 50 — 150 bp

Wabhrscheinlichkeit der Primer Dimerisierung So gering wie moglich

G bzw. Cin den letzten 5 Basen am 3'-Ende 2-3

Identische Basenwiederholungen Maximal 3 (keine G Wiederholungen)

Tabelle 24: Bedingungen zur Primerkonstruktion.

Fur die zu untersuchenden Gene wurden je drei Primer-Paare entworfen, die den
oben aufgefuhrten Kriterien entsprachen. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass ein
oder beide Primer eine Exon-Grenze Uuberspannten. Dadurch konnte verhindert
werden, dass eventuell vorhandene genomische DNA amplifiziert wurde. Um
zunéachst die spezifitdt der Primer-Paare zu testen, wurden PCR-Reaktionen mit allen
Primer-Paaren auf humaner Referenz RNA durchgefihrt, die zu diesem Zweck
revers in cDNA umgeschrieben worden war. Jeweils eines der genspezifischen

Primer-Paare wurde auf diese Weise ausgewahilt.

Die in dieser Arbeit durchgefuihrte RT-PCR wurde nicht mit dem Ziel einer absoluten

Quantifizierung der mRNA eines bestimmten Genprodukts durchgefuhrt sondern
immer in Relation zu einer kalibrierenden Probe, in diesem Fall beziglich eines
Haushalts-Gens dessen mRNA-Menge im Verlauf des Differenzierungsprozesse als
konstant angenommen werden konnte. Die Berechnung der relativen RNA Mengen

erfolgte anhand einer Regressionsgeraden, die mit Hilfe einer Verdlinnungsreihe
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humaner Referenz-DNA fir jedes genspezifische Primer-Paar aufgenommen worden
war. Diese Gerade korellierte eine virtuelle mRNA-Menge mit der gemessenen
Fluoreszenzintensitat. Die Regressions-Eichgerade folgte der Formel y = mx + b
folgte. Daraus konnten nun die Werte fur m (entspricht der Steigung) und b
(entspricht der y-Achsenkoordinate) abgeleitet werden. Zur Analyse der
Expressionsprofile bezuglich der Expressionsmenge einer genspezifischen RNA
waren Proben aus HL-60/S4 Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der
Diffenernzierung entnommen  worden. Anhand der zuvor bestimmten
Formelparameter der Regressionsgeraden konnten nun die relativen mRNA-Mengen
zu den analysierten Proben-Zeitpunkte quantitativ vergleichbar berechnet werden. Es
folgte eine Normierung der Daten beziglich der als immer konstant angenommenen
Menge eines Haushalts-Genprodukts. Diese Normierung wurde notwendig durch die
Tatsache, dass die einzelnen wahrend des Differenzierungsprozesses entnommenen
RNA-Proben bezlglich der tatsachlich extrahierten Zellzahl variierten. Die
Normierung der Daten wurde durch die Standardisierung mit einer endogenen
Kontrolle durchgefihrt werden. Als endogene Kontrolle wurden sog. Haushaltsgene-
Gene verwendet, deren Genprodukt-Menge pro Zelle zu jedem Zeitpunkt wahrend
der Zelldifferenzierung als konstant angenommenen werden konnte. Zu diesem
Zweck wurden fur jede analysierte RNA-Probe, reprasentativ fur einen Zeitpunkt der
Differenzierung von HL-60/S4, die genspezifischen mRNA-Mengen fiur eines der
Haushalts-Gene mittels RT-PCR-Werte ermittelt. In diesem Fall wurde dafir die
Phosphoglyceratkinase (PGK) verwendet. Die fur ein solches Haushaltsgen
gefundenen Schwankungen der Gesamt-RNA-Mengen unter den einzelnen RNA-
Proben wurden ausgeglichen indem die ermittelten genspezifische mRNA-Mengen
mittels eben dieser endogenen Kontrollen normiert wurden. Eine zweiter Schritt der
Normierung wurde bereits beim Auslesen der Proben durch den ,ABI PRISM 7700
Sequence Detector, (PE, Massachusetts USA) druchgefiihrt. Eine sogenannte
.Passiv Referenz* wurde durch die Verwendung von Reporter-Farbstoffen
gewahrleistet, der im 10x SYBR Green PCR Puffer enthalten war und wahrend der
PCR nicht amplifiziert wurde. Das Signal des SYBR Green-dsDNA-Komplex konnte
gegen diese Passiv Referenz normalisiert werden. Diese Normalisierung war
notwendig um Fluktuationen der Fluoreszenz auszugleichen, die durch Volumen-

oder Konzentrationsunterschiede verursacht wurden. Letztlich wurden die Daten
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unter Verwendung des Datenverarbeitungsprogramms EXCELL von Microsoft

miteinander korreliert.

8.13.15 Aufreinigung von PCR-Produkten sowie von DNA-Fragme  nten

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten oder von DNA-Fragmenten nach einem
Restriktionsverdau wurde der ,Qiaquick PCR-Purification Kit“ (Qiagen, Hilden) nach
den Angaben des Herstellers verwendet. Hierzu wurde der 50 pl PCR-Ansatz mit
dem 5-fachen dieses Volumens PB-Puffer versetzt, auf die Sdule mit DNA-bindender
Matrix geladen und bei 13000 UpM zentrifugiert. Die Saule wurde gewaschen durch
Zugabe von 700 pl PE-Puffer gefolgt von 1 min Zentrifugation bei 13000 UpM.
Nachdem der Durchfluf3 verworfen worden war wurde erneut 1 min Zenrifugiert um
den Restethanol zu entfernen. Vor der Elution mit 35 ul TE-Puffer pH 8,0 wurde die
Saulenmatrix unter einer Lampe fur 6 min an der Luft getrocknet. Die
Zusammensetzung der Puffer PB und PE kobnnen dem Herstellerprotokoll

entnommen werden.

8.13.16 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Ruckligation linearisierter Vektoren wahrend der Ligation zu verhindern,
wurden deren 5’-Phosphatgruppen enzymatisch abgespalten. Der
Dephosphorylierungsschritt  erfolgte durch Zugabe einer Einheit alkalischer
Phosphatase (,shrimp alkaline phosphatase®, (SAP)) zum praparativen
Restriktionsverdau-Ansatz etwa 45 min bevor dieser gestoppt wurde.

8.13.17 Kinasierung von Oligonukleotiden

Um die komplementaren Oligonukleotide fur die spétere Ligationsreaktion
vorzubereiten, wurden diese an ihren 5-Enden phosphoryliert und dadurch die
ausbildung einer kovalenten Bindung mit den nicht phosphorylierten 3’-Enden des
Vektors ermoglicht. Bei der Phosphorylierungsreaktion wurde von dem zugegebenen
ATP-Molekulen das y-Phosphat durch die Polynukleotidkinase auf das Oligonukleotid
Ubertragen. Fur die Kinasierung wurden 0,5 nM pro Oligonucleotid eingesetzt.
Zunachst wurde daher die Molare Masse in der Oligonukleotide g/M sowie deren
Konzentration bestimmt und daraus die fur die Reaktionsansatz benétigte Menge
errechnet. Die Oligonucleotide wurden mit 2 pl 10x Polynukleotidkinase-Puffer

versetzt und mit dd H,O auf ein Volumen von 18 ul aufgeftllt. Der Ansatz wurde ftr

67



Material und Methoden

30 min bei 70T denaturiert. AnschlieBend wurde 1 pl 10 mM ATP sowie 1ul (=10
Einheiten) Polynukleotidkinase (Roche, Mannheim) zugegeben und fir 30 min beli
37T inkubiert. Schlie3lich wurde das Enzym fur 20 min bei 70T hitzeinaktiviert. Im

Anschluf3 wurden die kinasierten Oligonukleotide hybridisiert.

8.13.18 Hybridisierung komplementérer Oligonucleotide

Die kinasierten komplementaren Oligonukleotide wurden in einer Annealing-Reaktion
hybridisiert und schlief3lich in den gedffneten und dephosphorylierten Vektor ligiert.
Je 100 ng der beiden kinasierten Oligonucleotieden wurden in 50 pl TE-Puffer / NaCl
vermischt. Der Ansatz wurde fur 10 min bei 70T den aturiert und anschlie3end fir 30
min bei 37T inkubiert. Fur die Liegationsreaktion wurden Anséatze mit 4 ng, 10 ng
und 20 ng des Oligonucleotids hergestellt. Es folgte eine Ligationsreaktion. Die
Annealingreaktion sollte unmittelbar vor der Ligation durchgefiihrt werden. Sehr
gro3e Oligonukleotide (zwischen 40 und 80 Nukleotiden) wurden aus zwel
Oligonukleotidpaaren zusammengesetzt.

8.13.19 Aufflllreaktion ,Uberhangender Enden“ nach einem

Restriktionsverdau

Nach einem enzymatischen Verdau koénnen die ,Uberhdngenden* Enden der
Schnittstellen durch eine Auffullreaktion zu ,glatten® Enden umgestaltet werden.
Glatte Enden konnten beliebig miteinander ligiert werden. Haufig blieb dabei jedoch
die urspringlichen Schnittstellen nicht erhalten. Nach dem Verdau mit dem Enzym,
dessen Schnittstelle aufgefullt werden sollte folgte zunachst die Aufreinigung tber
eine Saule oder praparatives Agarosegel. AnschlieRend wurde eine sogenannte
Lblunt-end” Reaktion angesetzt. Hierzu wurde der gesamte Verdauansatz zusammen
mit 5 pl 10x Polynukleotidkinase (PNK)-Puffer, 5 ul 2 mM dNTPs, 0,5 pl 100 mM
rATP, 2 ul Polynukleotidkinase, 2 pl T4-DNA-Polymerase und ddHZO auf ein

Endvolumen von 50 ul gebracht. Die Reaktion erfolgte fur 3 h bei 37<C. Die Enzyme
wurden durch Inkubation fur 20 min bei 72T hitzein aktiviert. Es folgte der Verdau mit
1 ul des Enzyms, dessen Schnittstelle erhalten bleiben sollte und nicht aufgefullt
wurde. Der Ansatz wurde nochmals fur 1 h bei 37C inkubiert. Das so erhaltene
cDNA-Fragment wurde Uber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt und konnte im

folgenden in einer Ligationsreaktion eingesetzt werden.
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8.13.20 Ligation von DNA-Fragmenten nach dem In-Gel-Verfahr  en

Bei einer Ligation wird mit Hilfe der T4-DNA-Ligase eine Phosphodiester-Bindung
zwischen der endstandigen 5‘-Phosphatgruppe und der endstandigen 3'-OH-Gruppe
zweier DNA-Strdnge gebilde. Fur die Ligation wurden 50 ng linearisierte,
dephosphorylierte und Uber ein GTG-Gel aufgereinigte Vektor-DNA verwendet. Das
einzuklonierende DNA-Fragment wurde dazu in einem molaren Verhéaltnis von Vektor
zu Fragment wie 1:5 bis 1:10 eingesetzt. Sowohl Vektor als auch DNA-Fragment
waren Uber ein GTG-Gel in TBE-Puffer aufgereinigt worden und die Banden mit
einem jeweils frischen Skalpell pro Bande herausgetrennt worden. Nach einer
Inkubation von 5 min in Bandenwaschpuffer wurden die Gelsticke bei 70C
geschmolzen und in der entsprechenden Verdinnung fir die Ligation eingesetzt.
Dabei sollte der Gelanteil 30% des Gesamtansatzes nicht (bersteigen. Die
Ligationsreaktion erfolgte in einem Endvolumen von 20 pl. Hierzu wurden 2 pl des
10x Ligasepuffers und eine Einheit T4-DNA-Ligase zugegeben. Die Ligation erfolgte
dann Uber Nacht bei 4C. Am néchsten Tag wurde aus jedem Ligationsansatz 5-10
ul entnommen und zur Transformation kompetenter Bakterienzellen eingesetzt oder

bei —20C eingefroren.

8.13.21 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten,
aufgrund ihrer unterschiedlich starken negativen Ladung. Dabei ist die
Wandergeschwindigkeit der Fragmente innerhalb eines bestimmten
GroRRenbereiches umgekehrt proportional zur Fragmentgrof3e. Hierbei sollte die
Agarosekonzentration im Gel und damit seine Feinmaschigkeit dem gewtnschten
Auftrennungsbereich  angepasst werden. Diese Methode wurde  zur
Charakterisierung oder Reinigung  von Plasmid-DNA  nach einem

Restriktionsverdauen oder einer PCR-Vermehrung eingesetzt.
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Agarose-Konzentration Trennungsbereich in Kilobasen (kb)

0,7% 1-30
1,0% 0,5-10
1,2% 0,4-7
1,5% 0,2-3
2,0% 0,05-2

Tabelle 25: Agarose Konzentration und Trennbereich in kb fir DNA-Fragmente.

H&aufig wurde ein 1%iges Agarosegel (SeaKem LE-Agarose, Biozym, Oldendorf) in
1x TBE verwendet. Die Agarose wurde in 1x TBE durch Aufkochen in Lésung
gebracht. Nach Abkuhlen auf ca. 50C wurden 1,5 - 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
zugegeben, die Agarose in einen Gelschlitten gegossen und der Kamm zur Formung
der Geltaschen eingesetzt. Nach ca. 20 min war das Gel bei RT ausgehartet, konnte
in eine entsprechende Elektrophoreseapparatur mit 1x TBE geflillte gelegt werden.
Pro Geltasche wurden 12 pl Probe geladen, welche bereits mit 6x DNA-Probenpuffer
versetzt worden war. Die Elektrophorese erfolgte bei 70-90 V ohne Begrenzung der
Stromstarke. Zur Abschatzung der Fragmentgroe wurde stets ein DNA-
GroRRenstandard (s. 3.5.1) mit aufgeladen. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurde das Gel mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage bei 280 nm UV-Bestrahlung

dokumentiert.

8.13.22 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde zur Uberprifung der Sequenziibereinstimmung mit
der ursprunglichen Sequenz oder nach Einfugen von Oligonukleotidsequenzen nach
einer Klonierung vorgenommen. Alle DNA-Sequenzierungen wurden mit Hilfe eines
automatischen DNA-Sequenzierers durchgefuhrt. Das Verfahren beruht auf dem
Prinzip von Sanger et al, (1977) unter Verwendung fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleotide (Sanger, Nicklen et al. 1977). Alle DNA-Sequenzierungen
wurden von Andreas Hunziker (DKFZ, Heidelberg) durchgefihrt.
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8.14 RNA-Methoden

8.14.1 Herstellung von Gesamt-RNA aus HL-60/S4 Kulturzelle n

o I ! | Induktion mit Retins

Fur die RNA-Praparation aus HL-60/S4 Kulturzellen wurden diese Zellen in 75cm2
Falkon- Kulturflaschen mit Filterdeckel unter Standardbedingungen gehalten. Um die
benétigte Menge an Zellen anzureichern, wurden diese Ausgehend von einer
Konzentration von 1x 105 Zellen/ml in 25 ml RPMI-Medium (10% FKS 1% Glutamin
und 1% Penizillin/Streptomycin) 3x nach je 2 Tagen passagiert wurden, gefolgt von
einer letzten Teilung nach einem Tag. So war gewahrleistet, dass die Zellen sich
zum Zeitpunkt der Praparation in einer optimalen Wachstumsphase befanden. Dabei
wurden die vorliegenden Zellsuspension jedes mal wieder auf 1x 105 Zellen/mi
verdinnt. Am Tag der letzten Teilung wurden die Zellen mit 25 ul/25 ml (1 pg/ul
Stocklosung) Retinsaure induziert. Zwei Tage nach der Induktion wurden schlie3lich
die Zellen aller 35 Kulturflaschen vereinigt. Die erwartete Zellzahl betrug 2,8x 108
Zellen. Die tatsachliche aufgereinigte Zellzahl lag schlie3lich bei ungefahr 5,5x 108
Zellen.

~ssiumchlorid-Gradi fugal

Die Herstellung der Gesamt-RNA aus HL-60/S4 Kulturzellen erfolgte nach der von
Chirgwin et al. 1979 beschriebenen Extraktionsmethode (Chirgwin, Przybyla et al.
1979). Zwei Tage nach der Induktion mit RA wurden 5,5x 10° HL-60/S4
Suspensionszellen aus den Kulturflaschen vereinigt und far 10 Min bei 1000 UpM
und 37T sedimentiert. Die Kulturzellen wurden 2x m it 37C warmem 1x PBS, 2 mM
MgCl, gewaschen und dabei das Zellsediment auf vier Falkon-Tubes verteilt. Das
Zellsediment wurde anschlieend in je 30 ml GTC-Puffer bei Rt resuspendiert. Um
die genomische DNA zu scheren wurde das Resuspensat 5x in einer sterilen 20 ml
Spritze mit einer 20-gauche Kanulle aufgezogen. In acht autoklavierte SW28
Zentrifugenrohrchen waren je 8 ml CsCI-Losung vorgelegt worden, diese mit Parafilm
abgedeckt und bei 4C vorgekuhlt worden. Das CsCl wurde nun sehr langsam mit
dem Zell-Lysate Uberschichtet ohne dabei das CsCl aufzuwirbeln und die R6hrchen
fur die Zentrifugation mit GTC-Puffer austariert. Fir die Sedimentation der Gesamt-

RNA wurde eine Beckmann L8/70 Zentrifuge mit vorgekihltem Rotor SW28
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verwendet und bei 24000 UpM fur 20 h bei 18T unter langsamem Anfahr- und
Brems-Modus sedimentiert. Genomische DNA sowie Proteine flottierten aufgrund
ihrer Dichte auf dem CsCl-Kissen. Der US wurde langsam und vorsichtig mittels
einer sterilen Glaspipetten abgenommen und verworfen. Das RNA-Sdeiment wurde
fur 10 Min unter dem Abzug getrocknet und war anschlie3end als ein durchsichtiges
Sediment am Boden der Zentrifugenréhrchen sichtbar. Dieses Sediment wurde
jeweils in 400 pl steril autoklaviertem, auf 60C v orgewarmtem TE/0,5 % SDS-Puffer
resuspendiert und alle Zentrifugenréhrchen mit 1x 400 pl TE nachgespuilt.

Das Resuspensat wurde sofort im Verhaltnis 1:1 auf das vorgelegte Phenol
aufgetragen, durch starkes Vortexen gut gemischt und bei 13000 UpM fiur 5 Min bei
RT sedimentiert. Die obere wassrige Phase wurde einer zweiten Phenolextraktion
unterzogen. Die proteinése weil3e Interphase der ersten Phenolextraktion wurde in
TE-Puffer aufgenommen und erneut in Phenol extrahiert. Auf diese Weis wurden
insgesamt je zwei Extraktionen in Phenol-, Phenol-Chloroform- und schlie3lich in
Chloroform durchgefihrt. Zur Prazipitation der Gesamt-RNA wurde 1/10 des
Volumens an Natriumacetat (3 M; pH 5,4; autoklaviert) und 3 Volumenanteilen 100%
Ethanol p.a. zugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Die RNA wurde

bei - 70C UN prazipitiert und konnte in dieser For m langfristig gelagert werden.

GTC-Puffer: 20 mM DTT

4 M Guanidiniumthiocyanat

25 mM Natriumcitrat; pH 7

autoklavieren oder steril filtrieren
CsClI-Loésung: 5,7 M CsCl

25 mM Natriumcitrat; pH7,5

autoklavieren
Vorbereitung von Phenol: Aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften von Phenol
wurde es vor Verwendung bei 1000 UpM fur 10 min sedimentiert und die wassrige
Phase abgenommen. Herstellung der Phenol-Chlorophorm-Lésung: Phenol und
Chlorophorm wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt, fur 10 min bei 1000 UpM
sedimentiert und die obere wassrige Phase abgenommen.
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Prézipitation der mt-RNA bzw. der pol nylier  ten RNA

Zur Bestimmung der OD wurden 50 pl des ethanolischen Prazipitats fur 15 min bei
4T sedimentiert. Um das Prazipitat leichter erkennen zu koénnen, wurde vor der
Zentrifugation 1 pl Glycogen oder 1-2 pul linearisiertes Acrylamid zugegeben. Das
sehr kleine weil3liche Sediment wurde 1x mit —20C kaltem 70% Ethanol (100%

ethonol p.a. und DEPC H20) Uberspdult, der Ethanol sofort wieder abgenommen und

das Sediment auf Eis unter dem Abzug getrocknet. Das Sediment wurde in 10 pl
DEPC H.0 gelost.

Bestimmun r OD von RNA

Das umittelbar zuvor prazipitierte RNA-Sediment wurd in 10 pl DEPC H20
aufgenommen. Mittels eines Photometers wurde die Konzentration der RNA. Dazu
wurde der Quotient OD 260/280 bestimmt. Die Konzentration wurde vom Photometer

(Amersham Biosciences, Freiburg) direkt berechnet.

freini | vadeny
Die Aufreinigung der polyadenylierten RNA aus Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des

»,MRNA-Purification-Kit* Cat. Nr. 27-9258-01 (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) nach den Anweisungen des Hersteller Protokolls durchgefihrt. Die
Aufreinigung basierte auf dem Prinzip der Affinitatsaufreinigung der polyadenylierten
RNA an einer mit Oligo (dT)-Cellulose bestiickten Saule. Entsprechend der
Bindungskapazitat von 1,25 pg polyadenylierter RNA / Saule und unter der
Annahme, dass etwa 2% der Gesamt-RNA polyadenylierte RNA darstellte, wurde die
Saule mit 1 mg der Gesamt-RNA beladen. Dazu wurde die Gesamt-RNA zuvor fur 15
min bei 4C unter Zugabe von Glycogen prazipitiert. Nach der Saulenaufreinigung
wurde die mMRNA bei -80CC UN prazipitiert oder in di eser Form als Préazipitat langzeit
gelagert. Von diesem Prazipitat wurden 2 pl fir eine Gelelektrophoretische Analyse
entnommen und 1 pl fir die Bestimmung der Konzentration. Insgesamt konnten so
aus xx mg Gesamt-RNA aus HL-60/S4 Kulturzellen 110 pg mRNA aufgereinigt

werden.

lelektrophoretische Auftrennun  RNA
Die RNA wurde in 0,1 — 0,3 M Formaldehyd-Gelen, nach dem von Fourney et al.

(1988) beschriebenen Protokoll gelelektrophoretisch aufgetrennt. Aus den
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Ethanolischen Prazipitaten wurden dafir 5 pg polyadenylierte RNA bzw. 20 ug
Gesamt-RNA prazipitiert (siehexxx), und in 16 pl H20DEPC aufgenommen. Nach
Zugabe von 2 pl 10x RNA-Probenpuffer und 2 pl Ethidiumbromidldésung (50 pg/ml)
wurden die Proben 5 min bei 68T denaturiert du da nach sofort auf Eis gestelt und
auf das Agarosegel aufgetragen. Als GrofRenstandard wurde eine kaufliche RNA-
Leiter (Invitrogene) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS-Puffer, und
bei konstanter Spannung von 25 V fur 16 h. Das Gel sollte vor dem Beladen fur 10
min bei 25 V in 1x MOPS-Puffer inkubiert worden sein. Um den Abbau der RNA
durch RNAsen zu vermeiden waren Gelkammer, Schlitten und Taschen-Kamm zuvor
fur 1 h in 1 M autoklavierter NaOH-L6sung inkubiert worden und anschlieend mit
autoklaviertem Wasser gewaschen worden.
10x MOPS-Puffer: 200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

pH 6,6 steril filtrieren, lichtgeschutzt bei 4C

aufbewahren
10x RNA-Probenpuffer: 0,75 ml Formamid (deionisiert)

0,15 ml 10x MOPS-Puffer

0,24 ml Formaldehyd (37%)

0,18 ml H2ODEPC

0,1 ml Glycerin

Spatelspitze Bromphenolblau
1% Agarose-MOPS-Formaldehyd Gel:

1,5 g LE-Agarose

15 ml 10x MOPS-Puffer

130 ml H20O autoklaviert

aufkochen und im Wasserbad auf etwa 50C

abkuhlen lassen, dann 4,5 ml 37%-iges

Formaldehyd zugeben.
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8.14.2 Uberpriifung der RNA auf Reinheit und Integritat bez  (igl. RNase Abbau
durch ,Agilent* Kapillar-Elektrophorese

Der Agilent 2100 Bioanalyzer ist das erste komerzielle erhaltliche Sytem das eine auf
einem ,Chip" basierende Technologie benttzt um Nucleinsauren aufzutrennen. Es
ermdglicht einen schnelle und akurate Abschatzung der Qualitat der RNA-Probe. Der
Vorgang verlauft automatisiert und basiert auf einer visuellen Auswertung. Die
,Chips® sind aus Glas hergestellt und enthalten ein Netzwerk von miteinander
verbundenen Reservoiren und Mikokanalchen, die mit einem Polymerfarbstoffmix
Geflllt werden mussen. Jeder Chip enthalt insgesamt 16 Vertiefungen. Drei davon
werden dazu verwendet die Gel-Farbstoff-Mixtur, die aus einem linearen Polymer
und einem fluoreszierenden, interkalierenden Farbstoff. Eine Vertiefung wird fir
einen molekulare GroRRen-Leiter verwendet und die 12 Ubrigen kénnen mit den
Proben befillt werden. GroRRenstandard und Proben muissen beide mit einer Marker
Mixtur gemischt werden, die aus einem Puffer sowie hoéheren- und
niedermolekularen Markern gemischt werden, die der Bioanalyzer als Referenz fir
die Bestimmung der Grol3e der Nucleinsdurefragmente benitzt. Der hochmolekulare
Marker wird als Referenz benitzt um die Konzentration der DNA- bzw. RNA-
Fragmente jeder Probe zu berechnen. Die Flussigkeiten mit den Nucleinsauren
werden durch elektrische Krafte durch die Mikrokanédlchen bewegt. Diese
elektrischen Krafte werden durch Elektroden erzeugt. DNA-Fragmente verschiedener
Grole interkalieren mit dem mit dem Fluoreszenzfarbstoff und werden durch eine
angelegte Spannung entsprechend ihrer Masse aufgetrennt. Die Quantifiierung
erfolgt durch eine Laser-induzierte Fluoreszenz Erkennung. Der Bioanalysator kann
die Daten sowohl als Grafen darstellen in denen die Wanderung der Molekile in
Abhangigkeit von der Zeit dargestellt wird, oder als komputergeneriertes virtuelles
Gel (Abb.: 9).

Auf dem RNA 6000 Nanochips wurden die entsprechende Vertiefung mit 9 pl des
Polymer-Farbstoff-Mix befullt. Durch Druckerzeugung mithilfe einer 1 ml Spritze
wurde der Mix in die Mikrokanélchen vorangetrieben. In die Vertiefungen fur die
Proben wurden je 5ul Marker-Mix geladen. 1ul der Molekulargewicht Leiter wurde in
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die entsprechende Vertiefung geladen und 1 pl der RNA Proben wurden in die
Vertiefungen fur die Proben geladen. Die Durchmischung der einzelnen Proben
wurde durch Vortexen auf Stufe 4 eines Fisherbrand Vortex Genie-2 erreicht.
AnschlielRend wurde der Chip sofor in den Bioanalyzer eingegeben und mithilfe der
Bioanalyzersoftware “Eucaryotic total RNA nano” oder “Eucaryotic mRNA nano”
analysiert. Fur die Analyse der aus HL-60/S4 Zellen gewonnenen RNA wurden 1,5
Hg gesamt-RNA gelost in 2,5 yul DEPC H,0 eingesetzt. Des weiteren wurden 1,5 ug
der aufgereinigten polyadenylierten RNA getst in DEPC H,0 eingesetzt.
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Abb.: 9 Untersuchung der Integritat von gesamt-RNA (Stratagene Universal Human
Reference RNA) mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers. Die Abbildung zeigt
verschiedene Laufzeit-Grafen fir gesamt-RNA-Proben unterschiedlicher Qualitat. A)
Gesamt-RNA mit einer hohen Qualitat. B) leicht degradierte gesamt-RNA. C) stark
degradierte gesamt-RNA. D) Zeigt die die Moglichkeit der Darstellung eines virtuellen
Gels.
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8.15 Proteinbiochemische Techniken

8.15.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese
(SDS-PAGE)

Fur die SDS-PAGe unter reduzierenden Bedingungen wurden 10% Acrylamid
Trenngele hergestellt. Zusammensetzung der Gele siehe Tabelle 25. Die
Proteinproben wurden fir 5 min in Laemmli Probenpuffer bei 95T aufgekocht.
AnschlieRend wurden die Proben zusammen mit einem Protein GrorlRenmarker
(Broad Range 7701S; New England Biolabs, Germany) auf ein Gel aufgetragen oder
ei —20C eingefroren. Die Gelelektrophorese wurd unter 25 mA ohne Begrenzung der
angelegten Spannung durchgefuhrt. Die Methode nach Laemmli et al.,, (1970)
eignete sich fur die Analyse groRRer Proteine, die Methode nach Thomas Kornberg et
al., (1975) wurde zur Auftrennung kleinerer Proteine eingesetzt (Laemmli 1970).
Zumeist wurden 10%ige Lammli-Gele oder 15%ige Kornberg-Gele verwendet. 95C
aufgekocht und kurz bei 13000 UpM sedimentiert. Eine Spur des Gels wurde mit 10
— 20 pl der Probe beladen. Zur Analyse des Gels wurden die Gele entweder mit
Coomassie gefarbt und getrocknet oder aber die Proteine Uber das

Nassblotverfahren auf eine PVDF-Membran transferiert.

8.15.2 SDS-PAGE mit Tricin-Gelen

Fur die Analyse von Protein-Fragmenten kleiner als 27 kDa eigneten sich die Tricin-
Gele wegen ihrer besseren Auflosung im niedermolekularen Bereich. Diese Gele
wurden in dieser Arbeit fur die Auftrennung der niedermolekularen Protein-Proben
aus dem GST-vermittelten Interaktionstest verwendet. Die Zusammensetzung der
Trizin-Gele und des zugehorigen Laufpuffers konnen den folgenden Tabellen

entnommen werden:
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Trenngel bzw. Sammelgel 10% 20% 30% Sammelgel

30%Acrylamid- 0.8% Bis-Stammlésung | 20 ml 30 ml 40 ml 2,64 mi

Gel-Puffer (3M Tris pH 8,45) 20,73 ml 20,73 ml | 20,73 ml|5,06 ml
ddH,O 20,27 ml 10,27 ml | -- 12,33 mi
TEMED 10% 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,2 mi
APS 10% 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,2 ml

Tabelle 26: Zusammensetzung der Tricin-Gele.

Laufpuffer: 12,11 g | Tirs HCI

17,79 | Tricin [N-Tris(hydroxymethyl)methyl-glycin]

1g SDS

ad 1l ddH,0

Tabelle 27: Zusammensetzung des Tricin Laufpuffers.

8.15.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde in
modifizierter Form nach der von O’Farrell et al., (1975) beschriebenen Methode
durchgefuhrt. In dieser Arbeit wurde diese Methode angewendet, um die komplexitat
einer aus HL-60/S4 Kulturzellen extrahierten mRNA nach Translation mit Hilfe des
Retikulozytenlysatsystems (Promega, MAnnheim) zu untersuchen. Die Proteine
werden dabei zunéchst mittels eines pH-Gradienten nach ihrer Ladung aufgetrennt
und anschlieBend unter denaturierenden Bedingungen mittels der SDS-PAGE

Methode nach ihrem Molekulargewicht.

ichtqleic! ichts-pH- i lelel | ; :
Diese Methode eignet sich zur Auftrennung basischer Proteine. Zur Auftrennung der
Proteinprobe in der ersten Dimension wurden Rundgele mit einem Durchmesser von
0,3 cm und einer Lange von etwa 13 cm verwendet. Die silikonisierten Glasrohrchen
wurden am unteren Ende mit Parafilm abgedichtet, die Gelmischung luftblasenfrei
eingefullt und mit 20 ul H,0 Gberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde die

Oberseite der Gelréhrchen mit H,0 ausgespult und in eine Elektkrophoresekammer
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fur Réhrchengele eingesetzt. Zur Befestigung der Gele wurde am unteren Ende ein
Gaze-Netzchen befestigt. Die Proteinproben wurden mit einem Endvolumen von 100
plin  Lysis-A-Puffer aufgenommen und luftblasenfrei auf die Geloberflache
aufgetragen. Die Probe wurde bis zum oberen Rand der Réhrchen mit 2:1 in H,0
verdinntem Lysis-A-Puffer Uberschichtet und mit einem Tropfen 10 mM H3PO;-
Puffer abgeschlossen. Die obere Kammer der Apparatur wurde mit 10 mM H3PO;-
Puffer befullt, die untere Kammer mit 20 mM NaOH. Die Elektrophorese erfolgte
zunachst fur je 15 min bei 200 V und 300 V und wurde anschlieBend fur 3,5 h bei
400 V fortgefiuihrt. Dabei war die Polungsumkehrung zu beachten, so dass die obere
Kammer als Anode die unter Kammer als Kathode geschaltet war. Nach beendeter
Elektrophorese wurden die Gele mit Hilfe einer wassergefillten Spritze aus den
Glasrohrchen gedriuckt. Sie wurden fur 20 min in O-Puffer &aquilibriert und die
Gelelektrophorese der zweiten Dimension unmittelbar angeschlossen.
NEPHGE-Rundgele: 55g  Harnstoff

1,33 ml 30% Acrylamid-Lésung

2,0ml  10% NP-40 Lésung

20ml H,0dd

0,5ml  Ampholine pH 3,5-10

14 ul TEMED

20 pul 10% APS

Hierfir wurden 10%ige SDS-Midi-Gele ohne vorgeformte Taschen verwendet

(Tabelle 28). Nach der Polymerisation wurden diese Gele in eine entsprechende
Elektrophoresekammer eingesetzt. Die zuvor in O-Puffer aquilibrierten Rundgele
wurden gleichmalfig gestreckt und luftblasenfrei auf die Oberflache der SDS-Gele
gelegt und mit heiBem Einbettungspuffer eingebettet. Die Elektrophoresekammer
wurde mit 1x Lammlipuffer befiillt. Die Elektrophorese wurde unter 6 V / Gel UN oder
bei 35 V / Gel durchgefuhrt. Im Anschlul® wurden die Gele in Coomassie gefarbt und
getrocknet und schlieBlich  Gber ein  Autoradiogramm analysiert. Die
Zusammensetzung der verschiedenen Puffer kann der Tabelle 29 entnommen

werden.
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10% Trenngel 3,9% Sammelgel
30%iges Acrylamid 10 mi 1,3 ml
Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer | 7,5 ml 2,5 ml
DdH,0O 12,4 ml 6,2 ml
10% APS 0,2 ml 0,1 ml
TEMED konz. 10 pl 10 ul

Tabelle 28: Zusammensetzung des Midigels.

Lysis-A-Puffer: 95M Harnstoff

2% NP-40

2% Ampholine (0,8% pH 4-6, 0,8% pH 5-7, 0,45 pH 3-10)
O-Puffer: 60 mM | Tris/HCL pH 6,8

2% SDS

20 mM DTT

10% Glycerin
Uberschichtungspuffer: | 2:1 Lysis-A-Puffer in ddH,O
Einbettungspuffer: 1% Agarose

O-Puffer
Spatel- | Bromphenolblau
spitze

Tabelle 29: Zusammenstzung der Puffer flr die zweidimensionale Gelelektrophorese.

8.15.4 Coomassie-Farbung

Um die Proteinbanden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel sichtbar zu machen, wurde
das Gel fur 1/2 h in einer alkoholischen Coomassie-Farbeldsung unter leichtem
Schutteln gefarbt. Dabei wurden die Proteine denaturiert und unter Ausbildung eines
Protein-Farbstoff-Komplexes im Gel fixiert. Der Giberschissige Farbstoff konnte durch
Inkubation fir 1 h in der sauren Coomassie-Entfarbeléosung aus dem Gel

herausgewaschen werden. Zur Aufbewahrung wurde das Gel in 7%ige Essigsaure
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Uberfuhrt und konnte anschlieRend zur Dokumentation eingeskannt werden oder

getrocknet werden.

8.15.5 Trocknen der SDS-Gelen zwischen Cellophan-Folie

Das Coomassie gefarbte Gel wurde nach dem Entfarben fir 10 min in 5%iger
Glycerol-Losung inkubiert. Danach wurden die Gele auf eine Cellophan-Folie
aufgelegt, die kurz in 5%ige Glycerol-Losung eingeweicht worden war und mit einer
ebenso behandelten Cellophan-Folie luftblasenfrei abgedeckt. Die Folien konnten
dabei entweder auf einer Glasplatte ausgelegt werden und mit Gewebeband auf
derselben befestigt werden, oder aber in einer speziellen Spannvorrichtung
eingespannt werden. Das Gel wurde so Uber Nacht bei RT unter dem Abzug

getrocknet.

8.15.6 ,Enhancen” und Trocknen von SDS-Gelen zur Erstellung eines

Autoradiogramms

Das Coomassie-Losung gefarrbt Gel wurde in 50 - 100 ml frisch zubereiteter
-Enhancer”-Ldsung fiur 2x fur 15 min inkubiert. Die Gele wurden zum Trocknen auf
Whatman-Papier aufgelegt, mit Folie lufblasenfrei abgedeckt und fiir 2 h bei 85T in
der Vakuum-Trockenaparatur getrocknet. Anschliel3end konnte von diesen Gelen ein
Autoradiogramm erstellt werden.
Enhancerlésung: 329 Na-Saliclyat

90 ml Methanol p.a.

ad 200 ml ddH,O

Tabelle 30: Zusammensetzung der Enhancer-Lésung.

8.15.7 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (,Western  -Blot"-

Verfahren)

Der Transfer der Proteine wurde mittels des Nal3blot-Verfahrens durchgefihrt. Der
Transfer selbst erfolgt elektrophoretisch, wobei die negativ geladenen Proteine im
Elektrischen Feld einer Blotkammer in Richtung der Anode wandern und auf die
polyvinylidenfluoride (PVDF)-Membran Utbertragen werden. Der Blotaufbau setzte
sich wie folgt zusammen: Zwischen zwei Wasser und lonen durchlassigen Gittern
wurden zwei Schwamme gelegt, gefolgt von zwei Whatman-Papieren und der PVDF-

Membran. Darauf wurde das Gel luftblasenfrei aufgelegt und durch zwei weitere
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Schichten Whatman-Papier gefolgt von zwei weiteren Blotschwdmmen abgedeckt.
Blottschwdmme und Whatmanpapier waren zuvor in 1x Boratpuffer getrankt worden.
Die durch 100% Ethanol aktivierte PVDF-Membran und das SDS-Gel waren
ebenfalls fur 10 min in 1x Boratpuffer inkubiert worden. In der mit 1x Boratpuffer
geflullten Blotkammer verlief der Transfer bei maximaler Voltzahl wéahrend die
Stromstéarke schrittweise alle 5 min um 100 mA bis zu einer Endstarke von 500 mA
erhoht wurde. Es folgte 1 h Inkubation bei 500 mA. Unmittelbar nach dem Transfer
wurde die PVDF-Membranen fir 1 min in einer Ponceau-S-Farbelésung gefarbt und
mehrfach mit Wasser gesplilt, um die Ubertragung der Proteine zu tberpriifen. Diese
Membran konnte nun bis zur weiteren Verwendung luftgetrocknet werden. Die

vollstandige Entfarbung der Membranen erfolgte in IXTBST-Puffer.

8.15.8 Immunologischer Nachweis von Proteinen nach Transfe r auf eine
PVDF-Membran

Die auf eine PVDF-Membran transferierten Proteine konnten mit epitopspezifischen
Antikdrpern nachgewiesen werden. Dazu wurde die mit Ponceau-S-Farbstoff
gefarbte Membran kurz in EtOH aktiviert und in 1x TBST vollstéandig entfarbt. Es
folgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran durch
Inkubation in einer 5% Milchpulverldsung fur 1 h bei RT unter leichtem Schutteln
oder alternativ bei 4C tUber Nacht. Die Membran wur de mit dem priméaren Antikdrper
in einer geeigneten Verdinnung in 15 ml Blockierungspuffer inkubiert. Monoklonale
Hybridomuberstdnde wurden unverdiinnt eingesetzt. Dazu wurde die Membran auf
eine Glasplatte aufgelegt und 1 ml des Hybridomuberstands aufgetragen. Mit einem
Streifen Parafilm wurde die Membran abgedeckt und so unter leichtem Schutteln far
45 min bei RT inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden durch 3x Waschen fur
10 min in 1x TBST-Puffer entfernt. Fir die Spezies speizifischen detektion des
primaren Antikorpers mit einem sekundaren Antikdrper wurde ein Meerrettich-
Peroxidase (HRP) gekoppelter Antikdrper in geeigneten Verdinnung in 15 ml
Blockierungspuffer verwendet. Nach 30 min Inkubation mit dem Sekundarantikorper
bei RT wurde 3x mit 1x TBST-Puffer gewaschen. Die beiden Enhanced
Chemolumineszenz (ECL)-Reagenzien (NEN, Germany) wurden unmittelbar vor
Verwendung in einer 1:1 Verdinnung gemischt und gleichmafig auf die Membran

aufgetragen. Nach einer 1 mindtigen Inkubation wurde Uberschiissiges Reagenz
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abgetropft, und die Membran in eine Expositionskammer gelegt. Durch Auflegen
eines lichtempfindlichen Films (Kodak, Rochester New York, USA) wurden durch die
Chemilumineszenz Bereiche des Films belichtet, an denen durch den Primér- und
Sekundarantikbrper das gewlnschte Epitop erkannt worden war. Mithilfe des

Proteinmarkers wurden die Epitope bezuglich ihrer Molekulargréf3e analysiert.
8.15.9 In situ- Zellfraktionierung: Cytoskelett-Préaparatio n aus Kulturzellen

In situ- Zellfraktionierun harenter Zellen

Die folgenden Angaben beziehen sich auf die Bearbeitung einer 10 cm
Gewebekulturschale mit konfluent gewachsenen Zellen. Zunachst wurde das
Medium abgenommen und die Zellen auf dem Schalenboden 3x durch Zugabe von
10 ml 37C warmem Zellwaschpuffer bei RT gewaschen. Alle folgenden Schritte
wurden auf Eis durchgefiihrt um den Abbau der Proteine durch Proteasen aus dem
Zytoplasma zu vermeiden. Pro Kulturschale wurde 1 ml ,Lysis-Low"-Puffer auf den
Schalenboden gegeben und fir 2 min inkubiert, wobei alle 30 sec der Puffer erneut
durch Pipettieren vorsichtig Uber die Zellen gespult wurde. Anschliel3end wurde der
gesamte Puffer wieder abgenommen, in ein 2 ml Eppendorfgefald tberfuhrt und kurz
bei 13000 UpM sedimentiert. Daraus wurde die Probe 1 erstellt indem 50 pl des UBs
mit 2x Kornbergprobenpuffer gemischt wurden und sofort fir 5 min bei 95 T
aufgekocht wurden. Alle weiteren Proben wurden auf dieselbe Weise mit
Kornbergprobenpuffer aufbereitet. Von dem auf Eis gekuhlten ,Lysis-High -Puffer*
wurde 1 ml auf den Schalenboden gegeben und wahrend der 3 minttigen Inkubation
alle 30 sec vorsichtig durch Pipettieren resuspendiert. Hierbei wurden, bedingt durch
die erhbhte Detergenzkonzentration, die Kernmembranen lysiert und durch Zugabe
von DNase und RNase die viskdsen Nucleinsduren abgebaut. Auch von dieser
Fraktion wurde ein Probe von 50 pl entnommen und wie oben beschrieben
aufbereitet. Pro Kulturschale wurden nun 200 pl eiskalte 5 M NaCl-Lésung
zugegeben und fir 3 min unter gelegentlichem Resuspendieren inkubiert. In dieser
Suspension befanden sich Kernmembranen, Kernfaktoren, Hochsalz 16sliche sowie
Hochsalz unlésliche Komponenten. Von dieser Suspension wurde wieder eine Probe
von 50 pl enthommen und wie oben beschrieben aufbereitet. Die gesamte
Suspension wurde nun in ein 2 ml Eppendorfgefal tberfuhrt und fir 15 min bei
13000 UpM und 4 sedimentiert. Vom UB wurde erneut eine Probe entnommen.
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Der restliche UB wurde verworfen, das Gesamt-Sediment in 50 pl Kornberg-
Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen und die Probe wie oben beschrieben
aufbereitet. Das Gesamt-Sediment konnte jedoch auch in 1 ml Kornberg-Harnstoff-
Probenpuffer aufgenommen werden. Dadurch war es mdglich diese Probe mit den
vorigen Proben bezlglich der Anzahl der darin aufgenommenen Zellen pro Milliliter
des Lysats zu vergleichen. Die vier Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und Uber das Westernblot-Verfahren immunologisch analysiert.

itu-_Zellfraktion] . I
Die folgenden Angaben beziehen sich auf die Bearbeitung von 10x 10°
Suspensionszellen. Die Zellen wurden bei 1000 UpM fur 10 min sedimentiert, in 10
ml 37C warmem Zellwaschpuffer aufgenommen und erne ut sedimentiert. Das
Sediment wurde in 1 ml Zellwaschpuffer in ein Eppendorfgefald tberfuhrt fur 5 min
bei 1000 UpM sedimentiert und der UB verworfen. Alle folgenden Schritte wurden auf
Eis durchgefuhrt. Die Zellen wurden in 1 ml eisgekiuhltem ,Lysis-Low“-Puffer
aufgenommen und wéahrend 2 min Inkubation alle 30 sec durch Pipettieren vorsichtig
resuspendiert. Anschlielend wurde wieder bei 1000 UpM sdiemtiert und der
gesamte Puffer wieder abgenommen, in ein 2 ml Eppendorfgefald tberfihrt und kurz
bei 13000 UpM sedimentiert. Daraus wurde die Probe 1 erstellt indem 50 pl des UBs
mit 2x Kornbergprobenpuffer gemischt wurden und sofort fir 5 min bei 95 T
aufgekocht wurden. Alle weiteren Proben wurden auf dieselbe Weise mit
Kornbergprobenpuffer aufbereitet. Darauf wurden die Zellen in 1 ml eisgeklhlten
.Lysis-High -Puffer* aufgenommen und wéahrend der 3 minttigen Inkubation alle 30
sec vorsichtig durch Pipettieren resuspendiert. Auch von dieser Fraktion wurde ein
Probe von 50 ul enthommen. Pro Eppendorfgefal? wurden nun 200 pl eiskalte 5 M
NaCl-Lésung zugegeben und fir 3 min unter gelegentlichem Resuspendieren
inkubiert. Von dieser Suspension wurde wieder eine Probe von 50 pl enthommen.
Die gesamte Suspension wurde nun in ein 2 ml Eppendorfgefal? Gberfuhrt und fir 15
min bei 13000 UpM und 4T sedimentiert. Vom UB wurde erneut eine Probe
entnommen. Der restliche UB wurde verworfen, das Gesamt-Sediment in 50 pl bzw.
1 ml Kornberprobenpuffer-Urea aufgenommen und die Probe wie oben beschrieben
aufbereitet. Die vier Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und
uber das Westernblot-Verfahren immunologisch analysiert.
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Lysis-Low-Puffer Lysis-High-Puffer

10 x PBS 0,5 ml 0,5 ml
MOPS 0,5 mM 1ml 1ml
EGTA 0,1 mM 100 ul -

MgCl, 1 M 100 pl 100 pl
NP-40 10% 200 pl 1ml
PMSF 1mg/15ul 75l 75 ul
RNase (10 mg/ml) -- 10 pl
DNase (50 mg/ml) -- 50 pl
ddH,0 ad 10 ml ad 10 ml

Tabelle 31: Zusammensetzung der Puffer Lysis-Low und Lysis-High.

Kornberg-Harnstoff-Probenpuffer: 600 ug Urea
600 ul  2x Kornberg- Probenpuffer
500 pl ddH,0

Tabelle 32: Zusammensetzung des Kornberg-Harnstoff-Probenpuffers.

8.15.10 Protein-Translation mit Hilfe des TNT-Retikulozyten  -Lysat-Systems

Unter Verwendung von **S-Methionin und %*S-Cystein konnten mit Hilfe der in vitro
Translations-Methode **S markierte Proteine hergestellt werden wie sie fiir die GST-
vermittelten Interaktionstests eingesetzt wurden. Wurde mRNA als Ausgangsmaterial
fur die in vitro Translation verwendet, wurde das einfache TNT-Reticulozyten-Lysat-
System (Promega, Mannheim) verwendet. Wurde jedoch cDNA als
Ausgangsmaterial fur die in vitro Translation verwendet, eignete sich dafir das
gekoppelte TNT-Reticulozyten-Lysat-System (Promega, Mannheim). Hierbei konnte
die Transkription in mRNA gefolgt von der Translation in Protein in einem
Reaktionsgefal3 durchgefihrt werden. Jeweils %2 des vom hersteller empfohlenen
Translationsansatz wurde nach den Angaben der Hersteller in einem 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefald auf Eis angesetzt. Anschlieend wurde der

Versuchsansatz fir 90 min bei 30T inkubiert und so fort weiterverarbeitet.
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8.15.11 Herstellung und Aufreinigung von rekombinanten GST-

Fusionsproteinen

i . | - I Kterieni

Zunachst wurden die in den beiden Y2H-Ansatzen verwendeten cDNA-Fragmente
der Proteine LBR, LMNA in den GST-Vector pGEX4T1-(+Ncol) (Amersham
Pharmacia, Freiburg modifiziert durch Dr. A. Konig (siehe Dissertation) einkloniert.
Diese durch Sequenzierung uberpruften Konstrukte wurden im Folgenden in den
durch IPTG induzierbaren Bakterienstamm BL21(DE3) transformiert. Um einen
maoglichst stark exprimierenden Bakterienklon zu ermitteln wurden pro Konstrukt je
drei bis vier Bakterienkolonien auf ihre Expression des GST-Fusionsproteins
Uberpriift. Dazu wurde zunéchst eine 2 ml UN-Kultur in Ampizillin haltigem LB-
Medium mit je einem Klon angeimpft und bei 37T bei 250 UpM Uber Nacht inkubiert.
Diese Kulturen wurden in 7 ml des Ampicillin haltigen LB-Mediums bis zu einer ODggo
= 0,2 - 0,3 verdunnt und fur etwa 1 h bei 37<C und 250 UpM bis zu einer ODsgs5= 0,6
- 0,9 heranwachsen gelassen. Nach der Induktion der Bakterien mit 1 mM bzw. 2 mM
Isopropyl-thiogalactosid (IPTG) wurden die Kulturen fur weitere 2 - 4 h bei 37C und
250 UpM inkubiert. Um spater die optimalen Wachstumsdauer zu ermitteln, wurden
alle 1 — 2 h wahrend der Inkubation Proben entnommen dazu wurden je 60 ul der
Bakteriensuspension mit 30 pl 3x Lammli-Probenpuffer versetzt und fir 10 min bei
95T aufgekocht. Diese Proben wurden anschlie3end U ber SDS-PAGE aufgetrennt
und im Nafblottverfahren auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Unter Verwendung
spezifischer Antikdrper fur GST und wenn moglich auch fur die jeweiligen GST-
Fusionsproteine wurden die erhaltenen Fusions-Proteine analysiert. Anhand des
Protein-Markers konnten die Grof3en der GST-Fusionsproteine bestimmt und mit den
zuvor berechneten Proteingro3en verglichen werden. Von den Kulturen mit einer
ODgoo = 0,8 - 0,9 waren jeweils 400 ul als 25%iger Glycerolstock bei — 80C
eingefroren worden, um zu einem spateren Zeitpunkt zum Animpfen von Medium fur

die Proteinherstellung im grof3en Mal3stab zur Verfligung zu stehen.

H I | kombi e .
Nachdem ein Bakterienklon mit starker Expression des GST-Fusionsproteins
bestimmt worden war wurden 200 ml des Ampizillin haltigen LB-Mediums fir eine
UN-Kultur mit dem Glycerolstock des gewiinschten Klones angeipmft. Mit dieser UN-
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kultur wurden am folgenden Tag 400 ml Ampzillin haltiges LB-Medium angeimpft. Die
ODeggp sollte bei 0,2 — 0,3 liegen. Nach etwa 1 - 2 h befand sich die Kultur in der
logarythmishcne Wachstumsphase bei einer ODgoo = 0,8 — 0,9. Durch Zugabe von 1
— 2 mM IPTG konnte die Expression des GST-Fusions-Proteins induziert werden.
Vor der Induktion und 2 - 4 h nach der Inkubation wurde jeweils 50 ul Proben der
Kultur entnommen, die mit 3x-LAmmli-Probenpuffer versetzt bei 95T fir 10 min
aufgekocht wurden. Die Bakteriensuspension wurde darauf in einer auf 4T
vorgekuhlten Beckmann Zentrifuge in einem vorgekihlten JA 10 Rotor sedimentiert.
Der UB wurde verworfen, das Sediment in 7 ml Aufschlusspuffer gut resuspendiert
und in SS34-Zentrifugenréhrchen dberfihrt. Nach Zugabe von 20 ml frisch
angesetzter Lysozym-Sotcklésung wurde das Resuspensat fur 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurden 40 pl 1 M DTT, 40 pl einer gesattigten PMSF-L6sung
und 350 pl einer 10%igen N-Lauryl-Sarcosin-Losung zugegeben. Die Lyse der
Bakterien erfolgte mit Hilfe des Ultraschall-Homogenisators Sonoplus HD2070
(Bandelin, Berlin) mit 100% der mdoglichen Leistung. Es wurde 3x je 1 min auf Eis
beschallt mit jeweils 1 minutiger Unterbrechung zur Abkihlung des Lysates. Die
anschlieBende Zentrifugation fir 15 min bei 18000 UpM wurde in einer auf 4C
vorgekiihlten Beckmann Zentrifuge in einem JA 25 % durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde in ein neues SS34 Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 1 ml 10%ige Triton-
X100-Losung zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei 4°C bei 40 UpM wurde das
Sonifikat erneut fir 20 min bei 18000 UpM bei 4C s edimentiert. Im Anschluld daran
wurde der UB durch einen 0,22 um Poren Filter (Millipore, Malsheim France) filtriert
und davon eine 50 pl Probe entnommen. Bis zur weiteren Aufreinigung wurde das
Sonifikat bei — 80T gelagert.

Aufschlusspuffer: 10 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl
1 mM EDTA
Lysozyme-Sotckldsung: 10 mg/ mlin ddH,0 Lysozyme (Roche, Mannheim)
PMSF-L6sung gesattigt: 1 pg/ 15 pl EtOH Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma,
p.a. Steinheim)
N-Lauryl-Sarcosin-Lésung: 10%ige Losung (Roche, Mannheim)
IPTG-Stockldsung 100 mM Isopropyl-thiogalactosid (IPTG) (Roche,
Stocklésung: Mannheim)
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Aufreinigun rekombinanten GST-Fusionsprotein

Um die GST-Fusions-Proteine im Lysat anzureichern und gleichzeitig stérende
Bakterienproteine zu entfernen, wurde das Bakterien-Sonifikat Gber eine GST-
Sepharose Saulenmatrix aufgereinigt. Hierzu wurde der GST-Puffer-Kit von Novagen
/ Merck, Darmstadt verwendet. Alle verwendeten Puffer wurden mittels eines 0,22 pl
Poren Filters filtriert und bei RT bereitgestellt. Die Saule wurde mit 1 ml der
Saulenmatrix— Suspension beladen und darauf mit 5 ml Aufschlusspuffer aquilibriert.
AnschlieRend wurde das gesamte filtrierte Sonifikat auf die Saule aufgetragen, Der
Durchflu3 wurde in einem 15 ml Gefald auf Eis aufgefangen und bis zur erneuten
Aufreinigung bei — 80C gelagert. Von diesem Durchflu wurde eine 10 pl Probe
entnommen und mit Kornberg-Probenpuffer versetzt. Die Saule wurde mit 15 ml 1x
GST-Waschpuffer gewaschen und das Fusionsprotein 4x mit je 1 ml 1x Glutathion-
Elutionspuffer eluiert. Von diesen vier Fraktionen wurden ebenfalls 10 ul Proben
entnommen. Der Proteingehalt der Proben wurde anhand der Blaufarbung einer Bio-
Rad-Losung abgeschétzt. Anschlielend wurden die Proben mit der hochsten
Konzentration vereinigt. Aus dem Eluat wurde das Glutathion durch Dialyse entfernt.
Hierzu wurden Dialyseschlauche (Serva, Heidelberg) verwendet mit einer
Durchlassigkeit fur Proteine mit einem Molekulargewicht von 0-25000 Da. Bevor die
Schlauche verwendet werden konnten mussten sie flr 10 min in H,0 gekocht werden
und wurden anschlielend in Ethanol mit Acid bei 4C gelagert. Vor der Dialyse
wurden die Schlauche mit Dialysepuffer durchgespilt und fur 10 min darin
aquilibriert. Von einer Seite wurden die Schlauche mit einer Klemme verschlossen,
und erneut mit Dialysepuffer gespult und mit den Proteinlésungen der vereinigten
Fraktionen beladen. Die Dialyse erfolgte insgesamt in 3 | Dialysepuffer, wobei der
Dialyseschlauch 6x in je 500 ml frischem Dialysepuffer fir 30 min unter leichtem
Ruhren inkubiert wurde. Auf diese Weise wurde das Glutathion langsam heraus
dialysiert. Die Proteinkonzentration wurde mittels der Bradford-Methode bestimmt.
Auch nach der Dialyse wurde eine Probe entnommen und zusammen mit den bei der
Aufreinigung gewonnen Proben Uber die SDS-PAGE analysiert. Die Coomassie-
Brilliant-Blue gefarbten Gele zeigten die Anreicherung des aufgereinigten Proteins

und konnten Proteaseabbau ausschliel3en.
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8.15.12 GST-vermittelter Interaktionstest

Je 200 pl der ethanolischen GST-bindenden-Sepharosesuspension (GST Bind
Resin, Novagen/Merck, Darmstadt) wurden 3x mit 1xPBS gewaschen. Diese
Suspension wurde fir 2,5 h mit etwa 10 ml des filtrierten Bakterien-Lysats des GST-
Fusionsproteins bei 4T rotierend inkubiert. Die S uspension wurde bei 1000 UpM fur
5 min sedimentiert, der US abgenommen und erneut bei — 80T eingefroren. Die
Sepharose-Kiigelchen wurden in 1xPBS aufgenommen, 3x in 1xPBS gewaschen
und wurden schlie3lich 1:1 in 1x PBS aufgenommen und entweder flr wenige Tage
bei 4C gelagert oder in 20 pl Aliquots bei —80C g elagert. Um die Menge des
geladenen Proteins abschatzen zu kénnen wurden 10 pl der Suspension Uber ein
10%iges SDS-PAGE analysiert. Anhand des Agarosegels konnte der nétige
Verdunnungsfaktor abgeschatzt werden. Die GST-Kontrolle wurde im Verhaltnis 1:1
zum GST-Fusionsprotein eingesetzt. Es wurde entweder mit 1x PBS verdunnt oder
aber ungebundene GST-Sepharose-Kiigelchen zugegeben. Fir den eigentlichen
Pulldown-Versuch wurden sowohl von den mit GST beladenen Kiigelchen als auch
von den mit GST-Fusionsprotein beladenen Kiigelchen jeweils 10 — 20 pl der
Suspension 1x mit dem Bindungs-Puffer gewaschen, und dann in 200 pl des
Bindugs-Puffers aufgenommen. Zu dieser Suspension wurden 20 pl des kurz zuvor
erstellten Reitkulozytenlysat Ansatzes gegeben und fur 2,5 h unter Rotieren bei 4C
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und es folgten vier Waschschritte mit
jeweils 400 ul des Bindungs-Puffers. Beim dritten und vierten Waschschritt wurde der
Uberstand moglichst vollstandig abgenommen. Die Sepharose- Kiigelchen wurden
nun in 15 pl 3x Lammlipuffer resuspendiert, bei 95°C fur 5 min aufgekocht und mit
der Sepharose auf ein 10%iges SDS-Agarose-Gel aufgetragen. Fur sehr kleine
Konstrukte wurden die in niedermolekularen Bereichen Tricin-Gele verwendet. Nach
der Gelelektrophorese wurden die Proteine im Nal3blotverfahren auf eine PVDF-
Membran tbertragen und nach 1 h Trocknung unter dem Abzug ein Autoradiogramm

erstellt.
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Bindugs-Puffer-HEPES: 20 mM HEPES pH 7,4 steril filtriert
150 mM NaCl
10% Glycerol
0,05% NP-40

ad DdH20
Bindugs-Puffer AX: 50 mM  Tirs-HCI, pH 8

100 MM NacCl

1mM  EDTA

0,5% NP-40

ad ddH20

Tabelle 33: Zusammensetzung der Bindungspuffer.

8.15.13 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Proteinldsung wurde nach der von
Bradford (1976) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Hierzu wurde ein
Fertigreagenz (Bio Rad, Minchen) 1:5 mit ddH,O verdinnt. In der Regel wurden 5 -
10 pl der zu analysierenden Proteinlésung zu 1 ml der verdiinnten Bio Rad-L&ésung
gegeben und deren OD bei 595 nm photometrisch im Vergleich zu einer
Standardlésung bestimmt. Anhand einer zuvor erstellten Eichgeraden, die mit Hilfe
einer Rinderserumalbumin-Losung bekannter Konzentration erstellt worden war die

Proteinkonzentration der zu analysierenden Proben, bestimmt werden.
8.16 Zellkultur Techniken

8.16.1 Kultivieren und Passagieren von Kulturzellen

: ih Kulturzelllini

Die fur diese Arbeit verwendeten Kulturzellen wurden bei 37C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO- in einem Brutschrank kultiviert. Dazu wurden die Zellen
in DMEM mit 10% FCS und 20 mM L-Glutamin-Medium in Kulturschalen (Becton-
Dickinson, Heidelberg) passagiert. Durch Teilen und erneutes Ausséaen in der
geeigneten Verdunnung wurden die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase
gehalten. Zum Passagieren einer konfluent mit Zellen bewachsenen Kulturschale
wurde das verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen durch Zugabe von 3 ml
37T warmem 1x PBS/EDTA gewaschen. AnschlieBend wurden 3 ml 37C warme
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Trypsin-Loésung zugegeben und bis auf etwa 200 ul wieder abgenommen. Die Zellen
wurden vom Schalenboden durch 3-5 min Inkubation bei 37C gelost. Diese
Zellsuspension wurde in einer geeigneten Verdinnung in neue Kulturschalen, mit

frischem Medium ausgesat.

Passagieren von Suspensionzelllinien
Die fur diese Arbeit verwendeten Zellinie HL-60/S4 wurden bei 37C, 95 %

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; in einem Brutschrank inkubiert. Dazu wurden die Zellen
in RPMI-Medium mit 10 % FKS, 1 % Glutamin und 1% Pen/Strep in 25 cm?, 75 cm?
oder 175cm? oder Kulturflaschen (Becton Dickinson, N.J. USA) kultiviert. Das
Passagieren dieser Zelllinie erfolgte durch Verdinnung von 1 ml der Zellsuspension
in einer entsprechenden Menge frischem 37C warmem Medium. Dabei wurden die
Zellen in der Regel nach etwa 2-3 Tagen in frischem Medium auf eine Konzentration
von 1x 10° Zellen/ml verdinnt. Gelegentlich wurden auch stérkere Verdiinnungen
eingesetzt. Die Zelldichte vor der Teilung sollte jedoch 2x 10° Zellen/ml nicht

Uberschreiten.

8.16.2 Einfrieren von Gewebekulturzellen und Suspensionsze llen

Zur Langzeitlagerung von Gewebekulturzellen wurden die Zellen bei —80C oder in
flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die konfluenten Zellen einer 60 mm-
Kulturschale mit PBS/EDTA gewaschen, trypsiniert und in 1,6 ml
DMEM/FKS/Glutamin resuspendiert und fir 5 min bei 1000 UpM sedimentiert. Das
Zellsediment wurde in 1,5 ml DMEM/FKS/Glutamin resuspendiert wurde in 2 ml
Einfrierrohrchen mit Schraubverschlu® (Nunc, Wiesbaden), in die 150 pl DMSO
vorgelegt worden war, Uberfihrt und gut gemischt. Nach der Inkubation fir 30 min
bei —20C wurden sie schlief3lich bei —-80T oder in flissigem Stickstoff tiefgefroren.
Auch Suspensionszellen konnten auf diese Weise tiefgefroren werden. Dazu wurde
die Zellen einer 175 cm? Kulturflasche mit einer Konzentration von 1x 10° Zellen/ml
bei 1000 UpM fur 10 min sedimentiert und in 14 ml 37T
RPMI/FKS/PenStrep/Glutamin-Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde in 2
ml Einfrierréhrchen mit Schraubverschluf3 (Nunc, Wiesbaden) in die 150 pl DMSO
vorgelegt worden war Uberfiihrt und gut gemischt. Die R6hrchen wurden zunachst fir
30 min bei —20C eingefroren, und schlielich bei — 80T tiefgefroren oder in

flissigen Stickstoff Gberfuhrt werden.
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8.16.3 Auftauen von Kulturzellen

Die Einfrierréhrchen wurden bei 37T im Wasserbad a ufgetaut. Die Zellen wurden in
10 ml 37C warmem DMEM/FKS/Glutamin-Medium in 50 ml Falcon Rohrchen
dberfuhrt, die Suspensionszellen in 10 ml RPMI/FKS/PenStrep/Glutamin-Medium
und und bei 1000 UpM fir 5 min, die Suspensionszellen fur 10 min sedimentiert.
Das Sediment wurde in 5 ml des entsprechenden Mediums aufgenommen und die
gesamten Zellesuspension in 60 mm-Kulturschalen bzw. Kulturflaschen ausgesat

und anschlieBend bei Standardbedingungen kultiviert.

8.16.4 Differenzierung von HL-60 Zellen durch Retinsaure (  RA) oder
Tetraphorbolester (TPA)

Die humane promyeloide Zelllinien HL-60 und HL-60/S4 konnten durch Zugabe von
all trans Retinsaure (RA) bzw. zur Differenzierung zu Granulozyten angeregt werden,
durch Zugabe von Tetraphorbolester (TPA) zur Differenzierung zu Makrophagen.
Funf Tagen nach der Induktion gingen die Zellen natirlicherweise in Apoptose Uber.
Die RA wurde den Zellen in Form einer 1 mM ethanolischen Lésung zugefuhrt. Sie
wurde der Zellsuspension mit einem Verdunnungsfaktor von 1:1000 zugegeben.
Dabei wurde die entsprechende Menge der ethanolischen RA-L6sung zunachst mit
200 ul Medium vermischt und dieser Ansatz mit einer sterilen mit Watte gestopften
Pasteurpipette in die Zellsuspension Uberfuihrt. Zum Schutz vor Licht induziertem
Zerfall der RA wurden die Stocklésung zu je 200 ul in 1,5 ml Eppendorfgefalie
aliquotiert und diese mit Aluminiumfolie umwickelt. Vor der Verabreichung der RA
wurden auch die Kulturflaschen mit der Zellsuspension mit Aluminiumfolie Licht dicht
umwickelt. Die Induzierten Zellen wurden im Folgenden weiter unter

Standardbedingungen kultiviert.
8.17 Hefe Techniken

8.17.1 Kultivieren und Passagieren von Hefezellen

Zur Kultivierung von Hefezellen wurden diese auf Agarose-Nahrmedienplatten mit
den fur den jeweiligen Hefeklon geeigneten Selektionseigenschaften bei 30T im
Brutschrank inkubiert. Alle zwei bis drei Tage sollte die Hefekolonie auf eine neue
Nahrmedienplatte tberfuhrt werden um so das optimale Wachstum zu gewahrleisten.
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Passagieren der reinen Hefestamme AH109, AH109 pGBK T7-T1 und Y187-p53:
Mit Hilfe einer sterilen Einweg-Impfschlinge wurde ein Teil der Gesamtkolonie von
der Nahrmedienplatte in 200 pl des entsprechenden Selektionsmediums tberfuhrt.
Durch starkes Vortexen wurden die Hefezellen gut resuspendiert und die gesamte
Loésung in mehreren Tropfen auf eine Nahrmedienplatte mit geeigneten
Selektionseigenschaften aufgetropft.

Passagieren eines frischen Einzelklons z.B. nach de  r Transfektion eines reinen
Hefestammes: Mit Hilfe einer sterilen Einweg-Impfnadel wurde der gesamte Klon
von etwa 2-3 mm Durchmesser von der Nahrmedienplatte abgenommen, in 10 ul des
entsprechenden Selektionsmediums resuspendiert und auf eine Nahrmedienplatte
mit geeigneten Selektionseigenschaften aufgetropft. Nach dem vollstandig einsickern
des Mediums, wurde die Platte tber Kopf bei 30T fir 2-3 Tage im Brutschrank
inkubiert. Danach konnte eine solche Platte fur ca. 3-4 Wochen bei 4C gelagert
werden. Bevor diese Klone erneut fir ein Experiment eingesetzt wurden, mussten sie
durch mehrmaliges Passagieren  wieder in Kultur genommen werden. Zur
langfristigen Lagerung wurden die Hefeklone als Glycerolstocks bei - 80T

eingefroren.

8.17.2 Einfrieren von Hefezellen als 25 % Glycerolstock un  d Auftauen

Hefezellen eines gewtlnschten Klons wurden von der Nahrmedienplatte in ein
Einfrierréhrchen mit Schruabverschluss (Nunc, Wiesbaden) in 250 ul des Mediums
mit den geeigneten Selektionseigenschaften tberfuhrt und durch Vortexen gut
resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 250 pl von einer sterilen 50%
Glycerollésung zugegeben und durch Pipettieren gemischt. Die Einfrierréhrchen
wurden kurze Zeit auf Eis zwischengelagert und von da schnellst mdglich auf bei -
80T eingefroren. Um den Glycerolstocks wieder in Kultur zu nehmen, wurde ein
Einfrierréhrchen bei 37T aufgetaut, die Hefezellsu spension in ein 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefaR tberfiihrt und sofort bei 3000 UpM sedimentiert. Der US wurde
verworfen, das Zellsediment in 10 — 20 pl des Mediums mit den geeigneten
Selektionseigenschaften resuspendiert und wieder auf eine geeigneten
Nahrmedienplatte aufgetropft. Die Hefezellen sollten wahrend einer Inkubation von 2-

3 Tagen bei 30T im Brutschrank wieder zu Kolonien heranwachsen.
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8.17.3 Inokulation von Flissigmedien

Die jeweils benétigte Menge  Flussigmedium mit den  geeigneten
Selektionseigenschaften wurde auf 30C vorgewarmt. Mittels einer sterilen Einweg-
Impfschlinge wurde ein Einzelklon von der Nahrmedeinplatte in 200 pl des Mediums
Uberfuhrt und durch Vortexen gut resuspendiert. Der dazu verwendete Einzelklon
sollte einen Durchmesser von 2-3 mm haben und nicht langer als 2-3 Tage zuvor
passagiert worden sein. Diese Suspension in die Gesamtmenge des Mediums
Uberfuhrt und tUber Nacht bei 30C und 250 UpM bis z ur gewiinschten Dichte bei

ODgoo angereichert.

8.17.4 Herstellung von kompetenten Hefezellen

Zur Transformation von Hefezellen des reinen AH109 Stammes (Clontech,
Heidelberg) wurde zunéchst eine Flussigkultur von 50 ml YPDA-Medium dieses
Stammes angesetzt, die bei 30T und 250 UpM fur 16 - 20 h bis zu einer ODgoo VON
1 - 1,5 herangewachsen sein sollte. Fir Hefestamme die bereits mit Konstrukten der
Vektoren pGBKT7 oder pGADT7-Rec (Clontech, Heidelberg) transformiert worden
waren, wurde Medium mit den entsprechenden Selektionseigenschaften verwendet.
Mit dieser Kultur wurden im Folgenden 300 ml des auf 30C vorgewarmten YPDA-
Mediums angeimpft so dass eine ODgoo zwischen 0,2 — 0,3 erreicht wurde. Nach 3 —
4 h bei 30C und 250 UpM wurden die Zellen in der |ogarythmischen
Wachstumsphase bei OD ODgg zwischen 0,6 — 0,8 geerntet. Diese Kultur wurde fur
5 min bei 1000xg bei RT sedimentiert, der US verworfen und das Sediment in
insgesamt 40 ml strilem 1x TE-Puffer durch Pipettieren gewaschen um danach
erneut fur 5 min bei 1000xg bei RT sedimentiert zu werden. Dieses Sediment wurde
in 1,5 ml frisch zubereitetem sterilem 1x TE/LiAc-Puffer resuspendiert. Die auf diese
Weise erhaltenen kompetenten Hefezellen waren ausreichend fiar 12-14
Transformationsansatze. Sie konnten innerhalb einer Stunde fir die Transformation

eingesetzt werden.

8.17.5 Transformation von kompetenten Hefezellen

Die kompetenten Hefezellen wurden mdglichst unmittelbar nachdem sie in LiAc-TE
resuspendiert wurden zur Transformation verwendet. Der Transformationsansatz

setzte sich aus je 10 ul der zu transfizierenden Plasmid-DNA-Konstrukten mit 10
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ng/pl und 10 pl Herringsperm-DNA mit 10 mg/ml (Clontech,Heidelberg) als ,Carrier*-
DNA zusammen. Diese ,Carrier"-DNA war zuvor 20 min bei 100C aufgekocht
worden und anschlie3end sofort fur mindestens 2 min auf Eis inkubiert worden. Zu
diesen Ansatzen wurden je 100 ul der kompetenten Hefezellen zugegeben und mit
600 pl frisch zubereiteter 1x PEG/LiAc-Lésung durch 10 s Vortexen gemischt.
AnschlieRend wurden die Ansatze fur 30 min bei 30C und 200 UpM inkubiert. Es
folgte die Zugabe von jeweils 70 pul DMSO zur Aufweichung der Zellmembranen. Die
Ansatze vorsichtig durch 3x Invertieren gemischt und fir 15 min einem Hitzeschock
bei 42C unterzogen. Nachdem die Hefezellen dann fir 2 min auf Eis inkubiert
worden waren, wurden sie bei 13000 UpM fir 5 sec sedimentiert. Das DMSO
enthaltende Medium wurde nun mdoglichst schnell abgenommen und die Zellen in
500 pl sterilem 1x TE resuspendiert. Von diesem Ansatzes wurden 100 pl direkt auf
eine Nahrmedienplatte mit den entsprechenden Selektionseigenschaften ausplattiert.
Um die Verteilungsdichte der Einzelklone zu verringern, wurden auch Verdinnungen
von 1:10, 1:100 und 1:1000 ausplattiert. Zum Ausplattieren wurden sterile 5 mm
Glaskugeln (Schott, Mainz) verwendet. Nach einer Inkubation von 3-5 Tagen bei
30C im Brutschrank sollten Einzelklone der transformierten Hefezellen

herangewachsen sein.

10x TE-Puffer (pH 7,5): 0,1 M Tris-HCI
10 mM EDTA, pH 7,5
10x Lithiumacetat-L6sung: 1M Lithiumacetat (Sigma L-6883)
in ddH,0
Autoklavieren
1x TE-Lithimacetat-Losung: 8 ml ddH,0
(frisch ansetzen) 1ml 10x TE-Puffer

1ml 10x Lithiumacetat-Ldsung
50 % Polyethylenglycol (PEG)-Lésung: 50 %  PEG (Sigma P-3640, Taufkirchen)

in ddH,0

PEG-Lithiumacetat-Losung : 1M Lithiumacetat (Sigma L-6883, Taufkirchen)
in ddH,0
Autoklavieren

1x PEG-TE-Lithimacetat-Losung: 8 mi 50 % PEG

(frisch ansetzen) 1ml 10x TE-Puffer

1ml 10x Lithiumacetat-Ldsung

Tabelle 34: Lésungen zur Transformation von Hefezellen.
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8.17.6 Toxizitatstest

8.17.7 Cotransformation einer cDNA Bibliothek in einen Hef estamm

Um nach dem Yeast two-hybrid Prinzip eine Durchmusterung einer cDNA-Bibliothek
durchzufiihren wurde diese in einen mit dem Fanger-Konstrukt vortransformierten
Hefestamm cotransformiert. Dazu wurden zur homologen Rekombionation geeignete
Fragmente einer cDNA-Bibliothek verwendet. Zur Cotransformation wurden
vortransformierte AH109 Hefezellen verwendet, die den pGBKT7 Fanger-Vektor mit
dem N-terminus von LBR (AS 1-210) enthielten. Unmittelbar vor der
Cotransformation wurde ein 300 ml Flussigkulturansatz dieser Zellen mit Hilfe der
Lithiumacetat-Methode kompetent gemacht. Anschlieend wurden die kurz zuvor
aus der ethanolischen Losung préazipitierte cDNA-Bibliothek-Fragmente zusammen
mit dem Vektor ,pGADT7-Rec Sma linearized* (BD Clontech, Heidelberg) in die
kompetenten Zellen transformiert. Der Transformationsansatz war wie folgt
zusammengestzt: Zu 20 pl der cDNA mit einer Konzentration von 100-200 ng/pl
wurden 6 pl des Vectors pGADT7-Rec Sma linearized mit einer Konzentration von
(0,5 pg / pl) zugegeben und mit 20 pl der zuvor 20 min bei 100C denaturierten
.Herring Sperm Carrier DNA" gut vermischt. Dazu wurden 600 ul der kompetenten
Zellen gegeben und durch sanftes Vortexen mit der DNA vermischt. Von einer frisch
angestzten PEG/LIAc Lésung wurden 2,5 ml zugegeben und erneut durch sanftes
Vortexen gemischt. Dieser Ansatz wurde fir 45 min bei 30C im Brutschrank
inkubiert und alle 15 Minuten erneut durchmischt. AnschlieBend wurden 160 pl
DMSO zugegeben, vorsichtig durchmischt ohne zu vortexen und fir 20 min bei 42C
im Wasserbad inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurde der Ansatz alle 10
Minuten erneut durchmischt. Die Zellen konnten nun bei 700 xg fur 5 min
sedimentiert werden und in 3 ml YPD Plus Liquid medium aufgenommen werden.
Darauf wurde der Ansatz fir 90 min bei 30C und 200 UpM inkubiert und danach
erneut bei 700 xg fur 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 6 ml 0,9% NaCl-Losung (BD Clontech, Heidelberg) resuspendiert. Zur
spateren Berechnung der Transformationseffizienz wurden von diesem Ansatz 30 pl
der Zellsuspension in 720 ul der 0,9% NaCl-Losung resuspendiert. Davon wurden je
150 pl auf 100 mm Platten mit den Selektionseigenschaften SD —Leu/ -Trp sowie SD

—Leu ausplattiert. Der restliche Ansatz wurde zu je 150 pl auf etwa 40 150 mm
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Nahrmedienplatten mit den Selektionseigenschaften SD —Ade/ -His/ -Leu/ -Trp
ausplattiert. Zum Ausplattieren wurden sterile 5 mm Glaskugeln verwendet. Die
Nahrmedienplatten wurden nun bei 30T im Brutschran k inkubiert. Um die Platten
wahrend der 3-5wdchigen Inkubationszeit vor dem Austrocknen zu schitzen wurden
zwischen die gestapelten Platten nasse Papiertlicher gelegt und die Plattenstapel in
Plastiktliten verpackt ohne dabei den Gasaustausch zu unterbinden. Nach etwa zwei
Wochen waren die ersten Klone zu etwa 2-3 mm grol3en Plaques herangewachsen.
Mit Hilfe einer sterilen Impfschlinge wurden diese Klone auf eine SD —Ade/ -His/ -
Leu/ -Trp Nahrmedienplatte Ubertragen und von dort jeweils nach zwei Tagen
weitere vier mal passagiert. Nach etwa finf bis sechs Wochen konnten keine neuen
Klone mehr geerntet werden. Von jedem der geernteten Klonen wurden
Glycerolstocks in SD —Ade/ -His/ -Leu/ -Trp N&hrmedium hergestellt. Die
Verifizierung der Interaktion der Fanger- und ,prey“-Proteine wurde zum einen uber

den B-Galactosidase Filter Test sowie biochemische Analysen vorgenommen.

8.17.8 Berechnung der Transformationseffizienz

Funf Tagen nach dem Ausplattieren des Cotransformationsansatzes wurden die
Klone auf den SD -Leu/ -Trp sowie SD -Leu Kontroll-Nahrmedienplatten
ausgezahlt. Die Transformationseffizienz konnte nach der folgenden Formel
berechnet werden. Die Anzahl der Kolonien auf der SD/-Leu Nahrmedienplatte x
1000 = transformierte Zellen / 3 pg pGADT7-Rec vector. Das Ergebnis sollte > 1 x
10° / 3 pg pGADT7-Rec sein. Die Anzahl der Kolonien auf der SD/-Leu/-Trp
Nahrmedienplatte x 1000 = Anzahl der transformierten Hefezellen / 3 pg pGADT7-

Rec Vektor. Das Ergebnis sollte > 5 x 10° sein.

8.17.9 Konstitutive Untersuchung von Protein Interaktionen durch

Cotransformation

Sollte der Hefestamm AH109 konstitutiv mit zwei cDNA-Konstrukten transformiert
werden um gezielt die Interaktion zweier Proteine oder Proteinfragmente zu
untersuchen, konnte diese Transformation in ein oder zwei Schritten durchgefuhrt
werden. Eine Zweittransformation des mit dem Fanger-Konstrukt vortransformierten
Stammes AH109 wurde wie fur bereits unter ,Transformation eines Hefestammes*

beschrieben durchgefuhrt. Dabei wurden anstelle des untransformierten
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Hefestammes AH109 Hefezellen, die mit dem ersten Konstrukt vortransformierten

waren, verwendet.

8.17.10 Herstellung von Proteinextrakten aus Hefezellen

Zur ldentifizierung eines Hefeklons mit starker Expression des transformierten
Fanger-Proteins wurde die Proteinmenge bestimmt. Dazu wurden aus 4-6 Klonen
Proteinextrakte aus vergleichbaren Zellmengen hergestellt und die Proteinmenge
anschlie3end uber das Western-Blott-Verfahren mit anschlie3ender
Immunantikdrperfarbung analysiert. Zunachst wurden von 4-6 der mit dem Féanger-
Konstrukt transformierten Einzelklone 5 ml Flussigkulturen angesetzt und tber Nacht
bei 30T und 250 RpM inkubiert. Die dazu verwendete n Einzelkolonien sollten einen
Durchmesser von 2-3 mm besitzen und nicht alter als 2-3 Tage sein. Als Kontrolle
wurde eine Kolonie des nicht transformierten Stammes AH109 mitgefuhrt. Jeder der
Uber Nacht gewachsenen Flissigkulturen wurden nun mit 45 ml frischem Medium bis
zu einer ODggp von 0,3 verdinnt und bei 30T und 250 UpM bis zu ei ner ODgoo VONn
0,6 inkubiert. Die Gesamt-ODgoo-Einheiten der Kultur wurde erhalten indem die ODegoo
fur 1 ml der Kultur mit dem Gesamtvolumen der Kultur multipliziert wurde (z.B. 0,6 x
55 ml = 33 ODggo-Einheiten). Diese Kultur wurde in eisgekuhlten Zentrifugenréhrchen
bie 4C fur 5 min bei 1000 UpM sedimentiert und das Sediment anschliel3end in
eiskaltem ddH,O resuspendiert. Nach erneutem Sedimentieren bei 4°C fir 5 min bei
1000 UpM wurde das Sediment in flissigem Stickstoff eingefroren und entweder
sofort weiter verarbeitet oder bei — 80T eingefroren. Um die Zellmembranen der
Hefezellen aufzubrechen wurde das tiefgefrorene Sediment nach Zugabe des 60C
heiRen ,Cracking“-Puffer unverziglich fur 2 min im 60C Wasserbad inkubiert. Daftr
wurden 100 pl des komplett ,,Cracking“-Puffers pro 7,5 ODggo-Einheiten eingesetzt.
Um zelleigener Proteasaktivitat entgegenzuwirken wurde alle 7 min erneut 1l
PMSF /100ul ,Cracking®“-Puffer zuzugeben. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal3 mit 80 pg Glaskigelchen pro 7,4 OD-Einheiten Gberfuhrt. Die
Zellmembranen konnten durch 10 min Erhitzen bei 70°C im Wasserbad gefolgt von 1
min intensivem Vortexen aufgebrochen werden. Nach 5 min Sedimentieren bei 4C
und 13000 UpM wurde der US abgenommen und auf Eis zwischengelagert.
AnschlieRend wurde das Sediment erneut bei 100C fur 3-5 min aufgekocht und

nach Zugabe von 50-100 ul ,,Cracking“-Puffer fir 1 min intensiv gevortext. Der nach 5
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min bei 13000 Upm Sedimentieren erhaltene zweite US konnte mit dem ersten US

vereinigt werden. Der vereinigte US wurde nochmals 5 min bei 95 € aufgekocht und
anschlieRend tber SDS-PAGE analysiert.

~Cracking“-Puffer Stocklésung: 8 M Harnstoff

5% SDS

40 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1 mM EDTA pH 8,0

0,4 mg/ml Bromphenolblau
Proteaseinhibitor-Losung: 0,1 mg/ml Pepstatin A

0,03 mM Leupeptin

145 mM  Benzamidin
100x PMSF: 0,174g  (PMSF)

in 10 ml Isopropanol
~Cracking“-Puffer komplett: Iml ~Cracking“-Puffer Stocklésung
(frisch ansetzen)

0l B-Mercaptoethanol

70 ul Proteaseinhibitor-Losung

50 pl 100x PMSF

Tabelle 35: Lésungen zur Herstellung von Proteinextrakten aus Hefezellen.

8.17.11 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefezellen (A)

Mit Hilfe der hier beschriebenen Methode konnte aus den Hefezellen eines Klones

ein DNA-Gemisch aus genomischer-DNA und dem Plasmid-DNA extrahiert werden.

Dazu wurde 5 ml Medium mit der hochsten Stringenz mit einer Kolonie des Klones
angeimpft und fir 18-20 h bei 30C und 250 UpM inku biert. Diese Flussigkultur

wurde bei 700 xg fir 5 min sedimentiert, das Sediment in 1 ml sterilem ddH,O

resuspendiert und in einem 1,5 ml Eppendorfgefald fur 3 min bei 13000 UpM

sedimentiert. Der US wurde verworfen und das Sediment in 500 pl Lysis-Puffer durch

Pipettieren gut resuspendiert. Diese Suspension wurde in ein Eppendorfgefal? mit

300 mg Glaskugelchen Uberfihrt und zum Aufbrechen der Zellmembranen fir 2-5
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min gevortext. Der US wurde in ein Eppendorfgefal® mit 275 pul 7 M Ammoniumacetat
dberfuhrt und far 5 min bei 65C aufgekocht. Es fol gte 5 min Inkubation auf Eis. Nach
der Zugabe von 500 pl Chloroform wurde der Ansatz kurz gevortext und fiir 2 min bei
13000 UpM sedimentiert wobei sich zwei Phasen ausbildeten. Die obere wassrige
Phase wurde abgenommen und in 900 pl Isopropanol pa. Uberfuhrt, anschlie3end fir
5 min bei RT inkubiert und fir 5 min bei 13000 UpM sedimentiert. Der US wurde
verworfen und das Sediment mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Nach 5 min
Sedimentieren bei 13000 UpM wurde der US verworfen und das DNA-Sediment
getrocknet. Dieses Sediment wurde je nach GroRRe in 30-50 pl TE oder sterilem
ddH,O aufgenommen. Die gewlnschte Plasmid-DNA wurde durch Transformation in
E.coli (TG1) bzw. in hochtransformationskompetente DH5a (Invitrogen, ) selektiv
angereichert. Durch Kultivieren auf Agarose-Nahrplatten mit der Ampizillin Resistenz
uberlebten schliel3lich nur die Bakterien, mit den das Koder-Protein enthaltenden
pPpGADT7-Rec Plasmiden.

Lyse-Puffer: (frisch ansetzen) 1% SDS
100 mM Tris-HCI; pH 8,0
50 mM EDTA

Ammoniumacetat-Ldsung: 7M Ammoniumacetat; pH 7

Tabelle 36: Losungen A zur DNA-Extraktion aus Hefezellen.

8.17.12 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefezellen (B)

Diese Methode zur Extraktion von DNA aus Hefezellen fihrte nicht bei allen
Hefeklonen zur erfolgreich Plasmidextraction und daher wurde zumeist nach der
oben beschriebenen Methode verfahren. Auch hier wird zur DNA-Extraktion zunachst
eine Flussigkultur angesetzt und das daraus wie oben beschrieben ein Zellpellet
gewonnen. Diese wurde Hefe-Lysispuffer resuspendiert und die Suspension in ein
Eppendorfgefall mit 300 mg Glaskigelchen tberfihrt. Dazu wurden 300 pl eines
Phenol-Chloroform-Gemischs (Verhaltnis von Chloroform zu Phenol wie 1:1)
zugegeben. Das Phenol-Chloroform-Gemisches war zuvor 10 min bei 1000xg
zentrifugiert worden, worauf der wassrige Uberstand abgenommen werden konnte.
AnschlieRend wurde die Suspension fur 2-5 min gevortext und fir 5 min bei RT mit

13000 UpM sedimentiert. Die obere wassrige Phase wurde abgenommen und mit
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1/10 des Volumens mit 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) sowie 2,5x des Volumens
an absolutem Ethanol pa. préazipitiert. Dazu wurde das Eppendorfgefal3 fir 10 min in
flussigem Stickstoff tiefgefroren und anschliel3end fir 10 min bei 13000 UpM bei 4C
sedimentiert. Der US wurde verworfen und das DNA-Sediment getrocknet. Dieses
Sediment wurde je nach GréRRe in 30-50 pl TE oder sterilem ddH,O aufgenommen
Durch Transformation in E.coli (TG1) bzw. hochtransformationskompetente DH5a

(Invitrogen, ) konnte die gewtinschte Plasmid-DNA selektiv angereichert werden.

Hefe-Lysispuffer: 2% Triton X-100
(frisch ansetzen) 1% SDS (Fluka)
100 MM  NaCl

10 mM Tris-HCI; pH 8,0

1 mM EDTA
Natriumacetat-Losung: 3M Natriumacetat; pH 5,2
(steril autoklaviert)
Phenol-Chloroform-Lésung: 1:1 Phenol : Chloroform

10 min 1000 xg anschlieRend

abgeschiedenes Wasser abnehmen

Tabelle 37: Lésungen B zur DNA-Extraktion aus Hefezellen.

8.17.13 BGalactosidase Filter Test

Der [B-Galactosidase Filter Test gilt als eine der sensitivsten Methoden die
Expression des lacZ-Reprotergens in transformierten Hefeklonen nachzuweisen. Die
Expression des LacZ-Reportergens wird durch eine Interaktion von Fanger und
Kdderprotein vermittelt und ermdglicht hydrolytische Spaltung von X-Gal. Positive
Klone konnten anhand des dabei anfallenden blaue Prazipitat nachgewiesen werden.
Die zu testenden Klone aus dem Y2H-Ansatz wurden zuvor fir 1-2 Tage auf —AHLT-
Nahrmedienplatten kultiviert. Diese Kolonien wurden mittels eines sogenannter
Filterabklatsches auf ein steriles Whatman-Filterpapier transferiert. Dazu wurde das
Filterpapier auf die Nahrmedienplatte mit den Klonen aufgelegt, leicht angedrtickt bis
das Filterpapier durchfeuchtet war und wieder abgehoben. Dieser Abklatsch wurde
luftblasenfrei auf eine —AHLT-Nahrmedienplatte aufgelegt und so Uber Nacht bei

30T kultiviert. Um eine repréasentative Blaufarbung zu erhalten wurden mehrere
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Einzelkolonien desselben Transformationsansatzes auf ihre 3-Galactosidase Aktivitat
getestet. Zudem wurden entsprechende Negativkontrollen bzw. Positivkontrollen auf
derselben Platte mitgefiht. Durch Tiefgefrieren fir 30-60 s in flissigekm Stickstoff
und anschlieBendem Auftauen bei RT wurden die Zellmembranen der Hefezellen
aufgebrochen und die B-Galactosidase freigesetzt. Ein weiteres steriles Whatman-
Filterpapier #5 war in einer Petrischale mit 1 ml Z-Puffer/X-Gal durchtrankt worden.
Darauf wurde der Abklatsch mit noch oben gewandten Klonen luftblasenfrei
aufgelegt, leicht angedrickt und mit weitern 1-2 ml Z-Puffer/X-Gal bis zur Sattigung
durchtrankt. Die Petrischale wurde mit Parafilm verschlossen und fir 4-8 h bei 37C
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde regelmaldig das Auftreten blauer Kolonien

Uberpruft.
Z-Puffer-Stocklosung: 16,1 g/L Na,HPO, * 7 H,O
(autoklavieren) 5,50 g/L Na,HPO, * H,O
0,75 g/L KCl
0,246 g/L MgSO, * 7 H,0
ad 1L dd H,O
X-Gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3d-
galactopyranosid (Roche, )
Z-Puffer/X-Gal-L6sung: 100 ml Z-Puffer
0,27 ml B-Mercaptoethanol (Sigma, )
1,67 ml X-Gal-Lésung

Tabelle 38: Losungen fiir den X-Gal-Test.
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9 Ergebnisse

9.1 RNA-Ergebnisse: Gewinnung der gesamt RNA und He  rstellung einer
cDNA Bibliothek

9.1.1 Extraktion der Gesamt RNA aus HL60/S4 Zellen

Die gesamt RNA wurde aus ca. 4x108 HL60/S4-Zellen zwei Tage nach der Induktion
mit 1 mM Retinsaure gewonnen. Dies geschah mit Hilfe der ,acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction (Chomczynski P., Sacchi N. (1987).

L 1 2 3

9,50 Kb -
746 Kb -

440 Kb - —— 285 rFNA
2ITER -

1,35 Kb -

-— 185 RNA

0,24 Kb -

Abb.: 10 Gesamt-RNA aus HL60/S4 Zellen zwei Tage nach Induktion mit 1 mM
Retinsdure auf denaturierendem 1,1 % Formaldehyd Gel. L 0,24-9,5 Kb RNA Leiter 1 0,5
pHg gesamt RNA 2 1 pg gesamt RNA 3 2 pg gesamt RNA.

9.1.2  Aufreinigung der Poly (A) * RNA aus der Gesamt-RNA
Aus der Gesamt-RNA wurde die Poly (A)" RNA extrahiert. Dazu wurden 1 mg ~ 4105

pl der Gesamt-RNA mit einer Konzentration von 0,2436 pg/pl mit Hilfe von Linearem
Polyacrylamid geféallt und Gber eine PolyA-Saule (Invitrogen) aufgereinigt. Zur
Berechnung der Konzentration der Poly (A)+ RNA wurde nach der Eluation ODg0/250
bestimmt und daraus eine Konzentration von 0,11 pg/ul berechnet. Daraus ergab
sich eine Gesamtmenge von 110 ug Poly (A)+ RNA in 1 ml Eluat, was etwa 10 % der
Gesamt-RNA entspricht. In Abb.: 11 wurde auf einem 1,1% Formaldehydgel neben
der RNA-Leiter 1 ug der aufgereinigte Poly (A)+ RNA sowie 1 pg der Gesamt-RNA
aufgetragen. Es zeigte sich, dal3 in der aufgereinigte Poly (A)+ RNA zwar immer
noch die Banden fur 18S- und 28S-rRNA enthalten waren, jedoch deutlich in deutlich
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geringerem Ausmal3. Somit konnte von einer deutlichen Anreicherung der Poly (A)+-

RNA ausgegangen werden.

L 1 2 Abb.: 11 Gesamt-RNA aus HL60/S4
Zellen zwei Tage nach der Induktion
mit 1 mM Retinsdure auf einem
denaturierenden 1,1 % Formaldehyd
440 Kb - H —=— 285 RNA Gel. (L) 0,24-9,5 Kb RNA Leiter (1)

- 0,5 pg Poly (A)+-RNA (2) 1 g
fz:— H =TSN gesamt RNA.

0,24 Kb -

9.1.3 Qualitative Analyse der gesamt RNA und der Poly (A) + RNA
Die Poly (A)+-RNA macht nur etwa 1-3 % der Gesamt-RNA aus. Mit Hilfe des

»Agilent Bioanalyzers" wurde eine qualitative Analyse der RNA durchgefihrt um die
Anreicherung der Poly (A)+-RNA gegenuber der 18S- und 28S-rRNA durch die
Aufreinigung zu Uberprifen. Des weiteren sollte RNAse-Abbau innerhalb der RNA-
Proben ausgeschlossen werden. Im Bioanalyzer wurden die Proben in einer
Gelmatrix electrophoretisch aufgetrennt. Da die Probe durch einen ,RNA 6000 Nano
Dye“ Fluoreszenz markiert wurden, konnten die einzelnen Komponenten Uber ihre
Fluoreszenz detektiert werden und durch die ,Agilent 2100 expert Software” in einem
Elektropherogramm dargestellt werden. Die Abb.: 11 zeigt in a) die Auftrennung von
1,5 pg Gesamt-RNA im Vergleich zu b) 1,5 ug Poly (A)+-RNA aus HL60/S4 Zellen
zwei Tage nach der Induktion mit 1 mM Retinsaure. Die Beiden Spitzen im
Elektropherogramm stellen die 18S- bzw. die 28S-rRNA dar. Im Vergleich zur
Abbildung a) sind die beiden Spitzen in b) deutlich reduziert was auf die
Anreicherung der Poly (A)+-RNA hinweist. In Abb.: 11 c) wurde als Marker eine
RNA-Leiter aus RNA-Transkriptionsfragmenten mit 0.24 Kb, 1.35 Kb, 2.37 Kb, 4.4 Kb
und (Ambion) auf die selbe Weise aufgetrennt.
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Abb.: 12 a) gesamt RNA aus HL60/S4 Zellen zwei Tage nach der Induktion mit 1mM
Retinsdure. b) Poly (A)+ RNA durch Spin Saule aus der gesamt RNA aufgereinigt. c)
RNA Leiter aus RNA Transkripten mit 0.2 Kb, 0.5 Kb, 1.0 Kb, 2.0 Kb, 4.0 Kb und 6.0 Kb
(Ambion). Alle RNA-Proben wurde jeweils auf 0,6 pug/ul verdinnt. Die Proben wurden mit
Hilfe eines ,Agilent 2100 Bioanalyzers* untersucht.

9.1.4 2D Gele mit Poly (A)+-RNA

Um die Qualitat der Poly (A)+-RNA zu Uberprifen wurde die RNA unter Verwendung
von 35S markiertem Cystein und Metionin translatiert und 0Ober 2D-
Gelelektrophorese analysiert. Im Vergleich zur Positivkontrolle mit einer humanen
Placenta-cDNA lasst sich die Qualitat der HL60/S4 Poly (A)+-RNA im Bezug auf die
Vielfalt der enthaltenen Proteine abschatzen. Abb.: 13 zeigt: Nach einer viertagigen

Exposition der getrockneten 2D-Gele waren im Bereich zwischen 66 kD und 27 kD
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eine ahnliche Haufigkeit an Translataten zu beobachten wie bei der cDNA aus
humaner Placenta. Die Exposition Uber 3 Wochen belegt diese Vielfalt noch
deutlicher. Als Negativkontrolle wurde das gleichartig prozessierte Retikulozytenlysat

ohne cDNA aufgetragen, so dass keine Translation erwartet wurde.
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a) HL-60/S4 Poly (A)+ RNA Translatat 1b) 4 Tage Exposition

66 kDa —

27 kDa —

1c) 3 Wochen Exposition

66 kDa=—

27 kDa—

2a) Positiv Kontrolle hum Plazenta Translatat 2b) 4 Tage Exposition

66 kDa

27 kDa=—

3b) 4 Tage Exposition

EE kDa 66 kDa —

ZT kDa 27 kDa —

Abb.: 13 2D Gelelektrophorese der Translatate der HL60/S4 Poly (A)+ RNA im Vergleich
mit einer hum Placenta. 1a, 2a und 3a Coomassie gefarbte Polyacrylamid Gele. 1b)
Translatat der HL-60/S4 Poly (A)+ RNA nach 4 Tagen Exposition 1¢) nach 3 Wochen
Exposition. 2b) Translatat der hum Placenta cDNA nach 4 Tagen Exposition 3b) Negativ
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Kontrolle nach 4 Tagen Exposition.

9.1.5 Umschreibung der Poly (A)+-RNA in doppelstrangige c =~ DNA und
Amplifikation mittels ,long distance“-PCR

Die aufgereinigte Poly (A)+-RNA aus HL60/S4 Zellen zwei Tage nach Induktion mit 1
mM Retinsaure wurde mit Hilfe der ,First Strand Synthese" in einzelstrangige cDNA
umgeschrieben. Dazu wurden die ,CDSIII/6 random* Primer (Clontech) verwendet.
Diese cDNA wurde mit Hilfe der Lang-Strecken-PCR (LD-PCR) vervielfaltigt. Eine
Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte Uber die ,CHROMA SPIN“-Saulen
(Clontech). Alle drei Schritte wurden mit Hilfe des ,Library Construction and
Screening Kit* (Clontech) durchgefthrt. Abb.: 14 zeigt die so erhaltenen cDNA-
Fragmente auf einem 2% Agarose-Gel. Zum Vergleich mit der HL60/S4-cDNA in
Spur 2 wurde in der ersten Spur eine aus humaner Plazenta-cDNA erhaltene Poly
(A)+ RNA aufgetragen. Bei beiden Proben liegt der Hauptanteil der erhaltenen
Fragmente bei einer Grof3e zwischen 75 und etwa 1400 Nukleotiden. Ein von
Clontech dargestelltes 1,2 % Agarose Et/Br Gel mit hum Plazenta-Poly (A)+-RNA
zeigt den Hauptanteil der Fragmente bei einer Gro3e zwischen 0,75 und 1,5 kB. Die
Umschreibung der Poly (A)+-RNA aus HL60/S4-Zellen hatte also zu einem
ausreichend grof3en Spektrum der Fragmentgrof3en gefihrt.

1 2 H Abb.: 14: Umschreibung der
Poly (A)+-RNA in

doppelstrangige cDNA mit Hilfe
von ,CDSIII/6 random primern*

- 1400 nit
mit anschlieRender
Amplifikation durch LD-PCR 1)
Kontrolle:  LD-PCR-Produkte
i;;':t aus der Poly A+-RNA aus hum
- 356 nt -
a7t Plazenta (Clontech). 2) LD
PCR-Produkte mit Poly (A)+-
i

RNA aus HL60/S4-Zellen 2

Tage nach der Induktion mit 1

mM Retinséure. H)
Nukleotidmarker: Hinf.
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9.1.6 Test der ds cDNA aus HL60/S4-Zellen durch PCR
Die wie oben beschrieben aus HL60/S4-Zellen hergestellte doppelstrangige cDNA

wurde durch gezielte PCRs auf ihre Vielfalt Gberprift. Dazu wurden Primerpaare fur
sechs verschiedene Gene aus dem Protein-Umfeld des Lamin B-Rezeptors
verwendet. In der Abb.: 15 sind in den Spalten 1 - 6 die PCR-Produkte fir Vimentin
(Vim), Lamin B-Rezeptor (LBR), Desmin (Des), Lamin B1 (LMNB1), Lamin A (LMNA)
und Lamin B2 (LMNB2) dargestellt. In den Spalten 1p - 6p wurden jeweils nur die
zugehdrigen Primerpaare aufgetragen. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, dass
das Signal der teilweise sehr kleinen PCR-Produkte mdglicherweise durch die Primer
selbst tiberdeckt wird. Die Banden der PCR-Produkte auf den 1,5 % Agarose-Gelen
stimmte jeweils mit den erwarteten Fragmentgré3en (Abb.: 15 Zeile 3) Uberein. Fur
alle sechs ausgewahlten Gene konnten mittels der entsprechenden Oligonucleotid-
Primer durch PCR die zugehdorigen Produkte erhalten werden. Aus den hergestellten
Fragmentgrof3en darf jedoch nicht auf die mdglichen Fragmentgrof3en innerhalb der
cDNA-Bibliothek rickgeschlossen werden. Die cDNA-Bibliothek reprasentiert

demnach einige wichtige Kernhtllenproteine.

H Vim LBR Des LMNEA H LMNA H LMNB2
1 1p 2 2p 3 3p 4 4p 5 5p 6 Bp

247 nt -

cONA Fragment: 73T nt B24 nt 93nt 404 nt 177 nt 100 nt

Primerpaar 20a30a N1m2 2alZb TaMla 19a(22a 15aM1Ba

Abb.: 15 PCR-Test der aus Poly (A)+-RNA umgeschriebenen ds cDNA durch Primer
verschiedener Gene. H) Nucleotidmarker: Hinf 1-6 PCR mit Primern fiir: hum Vimentin
(Vim), hum Lamin B-Rezeptor (LBR), hum Desmin (Des), hum Lamin B2 (LMNB2), hum
Lamin A (LMNA), hum Lamin B2 (LMNB2) 1p-6p die selben PCR-Primer wie in 1-6

jeweils ohne cDNA .
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9.2 RT-PCR: Vergleichende Analyse der Genexpression  ausgewahlter Gene

HL-60/S4-Zellen lassen sich durch Zugabe von Retinsaure (RA) zu Granulozyten
differenzieren. Mit Tetraphorbolester (TPA) hingegen schlagen sie den Weg der
Differenzierung zu Makrophagen ein. In Protenibiochemischen Untersuchungen von
Ada und Don Olins et al. (1998) wurde belegt, dass wéahrend der Differenzierung zu
Granulozyten der Proteingehalt von LBR in vergleichbaren Zellzahlen von HL-60/S4
stark anstieg, wahrend zugleich deutliche Umstrukturierungen der Kernhlle
beobachtet werden konnten. Mittels der RT-PCR-Methode sollte die Veranderung
der Genexpression fur LBR anhand der in den differenzierten Zellen verfigbaren
Menge an LBR-mRNA untersucht werden. RNA, die mit Hilfe der
Guanidiniumthiocyanat-Methode aus den Zellen gewonnen worden war, wurde
mittels einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben und durch eine PCR
amplifiziert. Ziel dieser Untersuchung war es, nach Beginn der Differenzierung der
HL-60/S4-Zellen einen Zeitpunkt zu definieren, zu dem die Menge an mRNA fir LBR
bereits deutlich angestiegen war, die Differenzierung jedoch noch wenig weit
vorangeschritten war. Zu diesem Zeitpunkt, sollte auch die mRNA von solchen
Proteinen starker exprimiert werden, die zusammen mit LBR an der
Umstrukturierung des Kerns beteiligt sind. Parallel zur Genexpression von LBR
wurde die Expression von weiteren Kernhtllenproteinen wie Lamin A (LMNA), Lamin
B1 (LMNB1) und Lamin B2 (LMNB2), sowie von Vimentin (Vim) und beta Aktin
(ACTB), zwei Proteinen des cytoplasmatischen Cytoskeletts, untersucht. Die reverse
Transkription wurde kontrolliert, indem das konstitutiv exprimierte Haushalts-Gen
Phosphoglycerat-Kinase 1 (PGK1) Ko-Transkribiert wurde. Mithilfe dieser in
konstanter Menge an exprimierter mRNA wurden anschlieBend die Daten fir alle
anderen untersuchten Gene normiert. Zudem wurden die Ausgangswerte aller
untersuchten Gene auf den Wert 1 normiert. Somit ist ein Vergleich der absolut
exprimierten mMRNA-Mengen nicht mdglich. Abb.: 16 a zeigt, dass die
Genexpression fur LBR nach Induktion mit RA kontinuierlich stark zunimmt und sich
nach funf Tagen annahernd verdreifacht. Kontrar dazu ist in Abb.: 16 b fir die
Induktion mit TPA eine deutliche Abnahme innerhalb von 5 Tagen bis mindestens um
die Halfte des Anfangsgehaltes zu beobachten. Abb.: 16 a+b zeigt, dass im
Gegensatz zu LBR die Genexpression fur LMNA nach Induktion mit RA trotz

kurzfristig leichter Zunahme den Ausgangswert kaum tberschreitet. Dahingegen tritt
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nach Induktion mit TPA innerhalb von zwei Tagen eine deutliche Zunahme auf, die
letztlich auf mehr als das Vierfache ansteigt, um bis zum flnften Tag nur um
Weniges zu sinken. Abb.: 16 c+d zeigen, dass die Genexpression fur LMNB1 nach
Induktion mit RA vortubergehend nur auf das 1,5fache der Ausgangskonzentration
ansteigt. Auch bei Zugabe von TPA ist nach einem Tage nur ein vortbergehender
Anstieg auf etwa das Doppelte zu beobachten. Die Expression von LMNB2 nimmt
sowohl fur RA-Induktion als auch fur TPA-Induktion innerhalb von funf Tagen
kontinuierlich ab (Abb.: 16 c+d). Abb.: 16 e+f lassen erkennen, dass die
Genexpression fur das Cytoskelett-Protein Vimentin nach Induktion mit RA innerhalb
von funf Tagen deutlich abnimmt, nach Zugabe von TPA jedoch schon nach zwei
Tagen etwa um das Zwolffache ansteigt. Die Expression von ACTB nimmt sowohl
nach Induktion mit RA als auch mit TPA innerhalb von finf Tagen nur auf das
Doppelte zu. Fur die Extraktion der mRNA fiur die Herstellung einer cDNA-Bibliothek
wird der Zeitpunkt zwei Tage nach Induktion mit RA festgelegt. Hier lasst sich ein

ausreichender Anstieg von LBR vermerken.
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Abb.: 16: RT-PCR Untersuchung der Genexpression der Gene LBR, LMNA, LMNB1,
LMNB2, VIM und ACTB in hum HL-60/S4 Zellen. a+c+e Untersuchung nach Induktion mit
RA bzw. b+d+f TPA. Vergleichende Darstellung der relativen mRNA Menge nach
Normierung mit dem konstitutiv exprimierten Phosphoglycerat Kinase 1 (PGK1) sowie
Normalisierung aller Ausgangswerte auf 1. a+tb Expressionsanderung der Gene LBR
(rot) im Vergleich mit LMNA (erdrot). c+d Expressionsanderung der Gene LMNB1
(hellgrin) im Vergleich mit LMNB2 (dunkelgrin). e+f Expressionsanderung der Gene
Vimentin (dunkelblau) im Vergleich mit LMNB2 (hellblau).

9.3 Analyse der Ergebnisse aus dem YTH-Ansatz

Mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid (YTH)-Ansatzes wurden neue Interaktionspartner fir
LBR identifiziert. Dazu wurde das im Vergleich zu seinen Vorgangermodellen

verbesserte “Matchmaker Two-Hybrid System 3” (Clontech, Heidelberg) verwendet.
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Die Methode der Durchsuchung einer cDNA-Bibliothek nach Interaktionspartnern in

einem YTH-Ansatz wurde urspringlich von Fields and Song, 1998 beschrieben.

9.3.1 Herstellung der ,bait“-Konstrukte

Fur den YTH-Ansatz wurde als Fanger-Konstrukt die N-terminale Doméane AS 1-207
des Lamin B-Rezeptors verwendet (Abb.: 17 ). Dieses Fragment wurde in den Hefe
Expressionsvektor pGBKT7-BD (BD Clontech, Heidelberg) einkloniert und in den
Hefestamm AH 109 (Clontech, Heidelberg) transformiert. Der daraus entstandene
Hefestamm AH 109 (LBR 1-210) wird innerhalb dieser Arbeit im Folgenden als ,bait"-
Stamm bezeichnet. Als Negativkontrolle wurde der Hefestamm AH 109, der mit dem
“leeren” pGBKT7-BD Vektor transformiert wurde, verwendet. Ein weiteres Fanger-
Konstrukt umfasste den verkirzten N-Terminus von LBR von AS 61 — 210. Diesem
Konstrukt fehlt also die erste globulare Domane von der angenommen wird, dass sie
fur die Interaktion mit Lamin B eine Rolle spielt (Holmer und Worman, 2001) (Abb.:
17). Dieses Konstrukt wurde nach dem Erhalt der potentiellen Interaktionspartner
dazu verwendet um die Interaktionsdomande derselben auf dem LBR-N-Terminus
einzugrenzen. Der damit transfizierte Hefestamm wurde AH 109 LBR (AS 61-207)

genannt.

N D e T e e I —

LBR AS 1-207
LBR AS 61-207

Abb.: 17 Schematische Darstellung der Proteinstruktur von LBR mit acht potentiellen

Transmembrandoméanen innerhalb der C-terminalen Doméne des LBR. Hervorgehoben

sind die beiden ,bait‘-Konstrukte AS 1-207 und AS 61-207, die innerhalb der des YTH-

Ansatzes verwendet wurden.
Alle Konstrukte wurden in Hefe als Fusionsproteine exprimiert, die zusatzlich zum
LBR-Fragment auch eine GAL4-DANN-Bindedomé&ne und einen c-terminalen myc-
tag enthielten. Der leere Kontroll-Vektor pGBKT7-BD hingegen enthielt nur die
GAL4-DNA-Bindedoméne und den c-myc-tag. Um die Intensitat der Expression des
Proteins im Hefestamm AH 109 zu testen, wurden die Proteine aus den
transformierten Hefestammen isoliert und mit Hilfe der Western-Blot-Technik mit

einem Antikorper gegen den c-myc-tag (9E10-2) analysiert. Um einen Hefeklon mit
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einer hohen Proteinexpression zu identifizieren, wurden Zellextrakte von
vergleichbaren Mengen auf einem 15% Kornberg-Gel elektrophoretisch analysiert.
Das Molekulargewicht der exprimierten Proteine wurde mit Hilfe des
Sequenzanalysprogramms ,HUSAR" (DKFZ, Heidelberg) bestimmt. Die erwarteten
Massen fur die GAL4-BD-myc-LBR (AS 1-207) betrug ca. 40 kDA (Abb. 18 Spalte
2+3), fur die GAL4-BD-myc-LBR (AS 61-207) ca. 35 kDA (Abb. 18 Spalte 4+5). Wie
erwartet konnte kein c-myc Fusionsprotein im Extrakt aus dem untransformierten
Stamm AH 109 nachgewiesen werden (Abb. 18 Spalte 1). Um den YTH-Ansatz
durchzufihren wurde jeweils der Hefe-Klon mit dem hdchsten Expressionsniveau
gewahlt (Abb. 18 Spalte 3+4).

AH 109 Abb. 18: Western Blot Analyse der
AH 109 LBR As 1-208

AH 109 LBR As 61-208 Proteinexpression der
[ | \%‘F transformierten Hefestamme AH 109

mit Hilfe des a-myc Antikdrpers

66 (9E10-2). Untransformierter AH 109
(Spalte 1). AH 109 transformiert mit
dem ,bait“-Konstrukt im pGBKT7-BD
LBR (AS 1-207) Vektor (Spalte 2+3).

27 AH 109 transformiert mit dem ,bait"-
Konstrukt im pGBKT7-BD LBR (AS
1-207)  Vektor  (Spalte  4+5).
ProteingrolRenmarker Angaben in
kDa.

9.3.2 Ausschluss der Toxizitat der ,bait“-Konstrukte fur den Hefestamm AH
109

Ob ein Fanger-Fusionsprotein toxisch fur einen damit transformierten Hefestamm ist,
lasst sich mittels der Wachstumsrate in FlUssigkulturen abschatzen. Die
Wachstumsraten folgender Hefestamme in Flissig Kultur wurden verglichen: AH 109
Zellen, die mit dem ,leeren® nicht toxischen pGBKT7-BD Plasmid transformiert
wurden und AH 109 Zellen, die mit den beiden Fanger-Plasmiden pGBKT7-BD LBR
(AS 1-207) oder pGBKT7-BD LBR (AS 61-207) transformiert wurden. Die
Wachstumsrate wurde verfolgt, indem die ODgponm in Zeitintervallen von je 30 min
innerhalb von 5,5 h bestimmt wurde. Wie in der Abb.: 19 dargestellt unterscheidet
sich die Wachstumsrate des mit dem Fanger-Konstrukt pGBKT7 LBR (AS 1-207)
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transformierten Hefestamms AH 109 kaum von der mit dem ,leeren Vektor pGBKT7-
BD-Plasmid transformierten Hefestamm. Auch das zweite Fanger-Konstrukt pGBKT7
LBR (AS 61-207) wirkte sich nur unwesentlich auf die Wachstumsrate der Hefezellen
aus. Daher konnte die Toxizitat der Fanger-Proteinfragmente fur den Hefestamm AH

109 ausgeschlossen werden.

Abb.: 19: Vergleich
der
Wachstumskurven
der  transformierten

Hefestamme (Raute

——A pGBKT7- BD
= @ - ApGBKT7 +Al

—a— A pGBKT7 21 schwarz) AH 109
pGBKT7 LBR (As 1-

— 207), (Quadrat rot)
0 30 60 90 120 1520e“ (mm1)80 210 240 270 300 330 AH 109 pGBKT7 LBR
(as 61-207) und
(Dreieck schwarz) AH

109 (pGBKT7-BD).

9.3.3  Ausschluss einer Autoaktivierung der Transkription durch die ,bait"-

Konstrukte

Um eine Aktivierung der Transkription der Reportergene durch die  Fénger-
Konstrukte selbst auszuschlieRen wurden die Fanger-Stamme AH 109-LBR (AS 1-
207) und AH 109-LBR (AS 61-207) auf Nahrmedienplatten ausplattiert, denen
entweder die Aminosauren Histidin und Tryptophan oder Adenin und Tryptophan
fehlten. Dabei dienten Histidin und Adenin als Reportergene. Eine Aktivierung der
Transkription dieser Reportergene sollte nur durch eine Interaktion der GAL4
Bindedomane mit der GAL4-Aktivierungsdomane aufgrund einer Interaktion der
damit verbundenen Proteine hervorgerufen werden. Die Ergebnisse zeigten, dass
auf keiner der Nahrmedienplatten ein Wachstum festgestellt werden konnte. Wie
erwartet konnten die beiden transformierten Hefestamme jedoch auf den SD -Trp
Nahrbdden wachsen. So war eine Aktivierung der Transkription der Reportergene
durch die Fanger-Konstrukte ausgeschlossen. Der YTH-Ansatz wurde mit dem
Fanger-Stamm AH 109 (AS 1-207) fortgesetzt.
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9.3.4  Herstellung der ,bait*-Konstrukte fur denYTH-High-T hroughput-Ansatz

Der Suche nach Interaktionen im YTH-High-Throughput-Ansatz wurde von der
Gruppe von Prof. Wanker am “Max-Delbriick-Center” in Berlin etabliert. Wir nitzten
diesen Ansatz um in einer gewebespezifischen cDNA-Bibliothek in diesem Fall einer
Bibliothek aus zerebralen Faktroen nach Interaktionspartnern fir LBR zu suchen. Zu
diesem Zweck erstellten wir weitere Fanger-Konstrukte, die letztlich die gesamten
Nucleotidsequenz des hum LBR Proteins abdeckten (Abb.: 20). Desweiteren
erstellten wir Konstrukte ftr Lamin A, Lamin B1 und Lamin B2. Insgesamt wurden 22
Fanger-Konstrukte fir den YTH-High-Throughput-Ansatz zur Verfigung gestellt. In
einem herkdmmlichen Durchsuchungsansatz wird eine cDNA-Bibliothek mit einer
weitgehend unbekannten Zusammensetzung verwendet. Der Vorteil der YTH-High-
Throughput-Ansatz Technik liegt darin, dass die Suche nach Interaktionspartnern
innerhalb einer sogenannten konstitutiven Bibliothek stattfindet. Diese setzte sich aus
einer etwa 5000 genau charakterisierten zerebralen Faktoren zusammen. Der YTH-
Ansatz ist so angelegt, dass innerhalb der Bibliothek nach jeder mdglichen
Interaktion zwischen allen teilnehmenden Interaktionspartnern gesucht wird. Dazu
wird jedes Fanger-Konstrukt zugleich auch als ,prey“-Konstrukt in die
entsprechenden Hefeexpressionsvektoren kloniert. Durch Verpaaren jedes Fanger-
Stammes mit jedem ,prey“-Stamm kann theoretisch jedes der Fanger-Konstrukte auf
seine Interaktionsfahigkeit mit jedem der ,prey“-Konstrukte in den Hefen tberpruft
werden. Dabei ist zu bericksichtigen, dass in den Hefestammen die Fanger-
Konstrukte aufgrund einer starkeren Promoterregion starker exprimiert werden als
die ,prey“-Konstrukte. Alle von uns konstruierten Fanger- und ,prey“-Konstrukte
wurden zusammen mit den Ubrigen Kandidaten der Bibliothek durch die Wanker
Gruppe bezuglich ihrer Toxizitat fur den verwendeten Hefestamm und beztiglich ihrer
Fahigkeit der Autoaktivierung der Transkription der Reportergene Uberprift. Fur den
YTH-Ansatz wurden jeder Fanger-Stamm mit jedem der Beute-Stamme verpaart.
Diese diploiden Hefestamme wurden mehrere Male unter Beibehaltung hoch
stringenter Wachstumsbedingungen passagiert. Es kann davon ausgegangen
werden, dass alle tGberlebenden diploiden Klone auf eine Interaktion der Fanger- und
Beute-Konstrukte  hinweisen, da sie die  Fahigkeit besal’en, die
Wachstumsreportergene zu aktivieren. Durch ein positives Signal innerhalb des X-

Gal-Tests wurde diese Interaktion bestatigt. Dabei gab die Starke der Blaufarbung
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Auskunft Uber die Starke der Interaktion. Die Uberwiegende Mehrheit der Kandidaten
wurde von der Wanker Gruppe oder weiteren Teilnehmern bereitgestellt. Die Liste
aller Teilnehmenden Fanger-Konstrukte wird durch die Wanker Gruppe publiziert

werden, daher wird auf eine ausfuhrliche Besprechung in dieser Arbeit verzichtet.

9.3.5 Liste der ,bait“-Konstrukte, die von uns fur den YT H-High-Throughput-
Ansatz bereit gestellt wurden

In der Tabelle 39 sind alle Bait-Konstrukte aufgelistet, die fur den YTH-High-
Throughput-Screen von uns bereitgestellt wurden. Die cDNA-Konstrukte wurden
sowohl in das Bait-Vektorsystem pGAD426 als auch in das Prey-Vektorsystem
pBTM117c einkloniert. Wie in der Abb.: 20 dargestellt, wurden fur LBR mehrere
Uberlappende Bait-Konstrukte hergestellt, die insgesamt das ganze LBR Protein
abdeckten. Die stark hydrophoben Transmembrandomédnen von LBR wurden
weitgehend vermieden, da ihre Fahigkeit, in die Hefemembransysteme zu
integrieren, eine Aktivierung der Reportergene verhindern wirde. Daher waren
zumeist nur die aul3eren Aminoséuren der Transmembrandoménen im Konstrukt
beinhaltet. Da Lamin B2 zwar als Interaktionspartner fir LBR postuliert wird, was
bisher nicht durch einen YTH-Screen gezeigt werden konnte, wurden auch einige
Konstrukte generiert, die das gesamte Lamin B2 Protein abdeckten (Abb.: 20;
Tabelle 39). AuRerdem wurden Konstrukte hergestellt, die das gesamte Lamin A
Protein abdeckten, und weitere Konstrkte, die das Lamin B2 Protein abdeckten.
Konstrukte fur Lamin A und Lamin B2 wurden durch Dr. Jens Schumacher aus
unserem Labor hergestellt und sind mit der Abkirzung ,,Seq“ gekennzeichnet.

Konstrukte fur LBR

1LBR N-Terminus AS 105 - 210

2 LBR Zentrale Doméane AS 344 — 385

3 LBR Zentrale Doméane AS 431 - 493

4 LBR C-Terminus AS (576)577 - 615
7 LBR N-Terminus AS 1-105

8 LBR N-Terminus AS 1-210

9 LBR N-Terminus AS 59 — 150
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10 LBR Zentrale Doméne AS 230 - 326
11LBR Zentrale Doméne AS 471 - 550
12 LBR Zentrale Doméne AS 314- 410
Konstrukte fir LMNB2

13 LMNB2 Head Coil | AS 1- 230
14 LMNB2 Rod AS 23- 383
15 LMNB2 Coil ll AS 236- 377
16 LMNB2 Tail+5Hep AS 348- 600
Konstrukte fur Lamin B1

17- LMNB1 Coil 2B2

18- LMNB1 Start-Mitte coil 2B2

19- LMNB1 Potentielle Ilg Fold Doméane

20- LMNB1 C-Terminus

Konstrukte fur Lamin A

21-LMNA Coil 2B2

22-LMNA Start-Mitte coil 2B2

23-LMNA Potentielle Ig Fold Domane

24-LMNA C-Terminus

Tabelle 39: Sequenzen der Konstrukte fur LBR, Lamin B2, Lamin B1 und Lamin A. Alle
Konstrukte wurden in den Bait-Vektoren pGAD426 und den Prey-Vektor pBTM117c

einkloniert. In Spalte 2 ist, Proteinsequenzbereich der cDNA Konstrukte dargestellt.
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a)
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7AS1.105 LAS105-210 2 AS344-385 B3AS431-439 |  4AS577-615

8AS1-:210

9 AS 59 - 150
10 AS 230 - 326 12 AS 314 - 410 11 AS 471 - 550
b)
P P

N e

13 hLB2 head + coil |

14 hLB2 rod 15 hLB2 coil Il

16 hLB2 tail-5 heptades

18 hLB1 coil2B2

. C

20 hLB1:C-Terminus

17 hLB1Start-Mitte coil 1B

19 hLB1 poteintielle Ig-Fold Domain

d) (2
N p— —— C

24 hLA G-Terminu

22 hLA Start-Mitte coil 1B 21 hLA coil2B2

23 hLA poteintielle 1g-Fold Domain

Abb.: 20: Schematische Darstellung der Fragemente, die fur den YTH-High-Throughput-
Screen eingesetzt wurden. a) Fragmente 1-4 und 7 — 12 des hum LBR mit den
potentiellen Transmembrandoménen 1-8 b) Fragmente 13-16 des hum Lamin Bl c)
Fragmente 17 — 20 des hum Lamin B2 d) Fragemente des 21-24 fir hum Lamin A. Durch

P sind Phosphorylierungsstellen dargestellt.

9.3.6  Transformation der cDNA in den ,bait“-Hefestamm

Um nach potentiellen Interaktionspartnern fur den N-terminalen Bereich von LBR zu
suchen, wurde die cDNA Bibliothek aus HL60/S4-Zellen verwendet. Die mRNA zur
Erstellung der Bibliothek wurde aus den Zellen zwei Tage nach der Differenzierung

durch 1 uM Retinsdure gewonnen. Daraus wurde die cDNA-Bibliothek mit Hilfe des
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“Matchmaker library construction and screening Kits” (Clontech, Heidelberg)
hergestellt. Der Zeitpunkt flir die RNA-Extraktion war anhand der QRT-PCR-Daten
bestimmt worden. Schon zwei Tage nach der Differenzierung war ein deutlicher
Anstieg der mRNA fur LBR festgestellt worden. Das ,Matchmaker library construction
and screening kit* System arbeitet Gber Ko-Transformation der cDNA-Bibliothek und
des linearisierten Beute-Vektors in den Fanger-Stamm AH 109 mit dem Fanger-
Konstrukt pGBKT7-LBR (As 1-210). Die cDNA-Bibliothek wurde in diesen Fanger-
Stamm zusammen mit dem linearisierten ,prey“-Vektor transformiert, wobei die cDNA
Bibliothek Uber homologe Rekombination in den ,prey“-Vektor integrierte. Nach der
Ko-Transformation wurden die Zellen unter hoch stringenten
Wachstumsbedingungen gehalten, indem sie auf SD-A/-H/-L/-T Nahrboéden

ausplattiert wurden.

9.3.7 Kalkulation der Effizienz der Ko-Transformation de r cDNA Bibliothek

Funf Tage nach dem Ausplattieren der transformierten Hefezellen wurden die Klone
auf den SD -Leu / -Trp Platten und auf den SD — Leu-Kontroll Platten gezahlt. Die
Effizienz der Transformation wurde gemald der folgenden Gleichung berechnet.
Anzahl der Klone auf der SD -Leu Platte x 1000 = Anzahl der transformierten Zellen /
3 ug pGAdt/-Rec Vektor. Das Ergebnis sollte > 1 x 106 / 3 ug pGADT7-Rec sein. Die
Anzahl der Kolonien auf der SD — Leu / - Trp Platte x 1000 = Anzahl der
transformierten Hefe Zellen / 3 ug pGAdt7-Rec Vektor. Das Ergebnis sollte > 5 x 105

sein.

9.3.8 Isolation der Hefeklone von den primaren YTH-Ansatz Platten

Innerhalb von zwei bis drei Wochen nach der Ko-Transformation der cDNA-
Bibliothek in den Fanger-Stamm AH 109 pGBKT7 (As 1-207) zeigten sich einzelne
Kolonien auf den hoch stringenten Nahrmedienplatten (SD —A/ -H / -L / -T). Alle
Klone, die innerhlab von sechs Wochen nach der Ko-Transformation auf den Platten
wuchsen, wurden geerntet. Im ersten Ansatz wurde so eine Gesamtzahl von 12
Klonen gefunden. In einem zweiten Ansatz wurden mit demselben Fanger-Konstrukt
26 Kolonien geerntet. Die Klone mit einem Durchmesser von etwa 2-3 mm wurden
auf neue (SD —-A/ -H / -L / -T) Nahrmedienplatten Ubertragen funf mal passagiert. Nur

Klone, die aufgrund der Interaktion der Fanger- und ,prey“-Konstrukte die
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Wachstumsreportergene aktivieren konnten, waren in der Lage, unter diesem hohen

Selektionsdruck zu wachsen.

9.3.9 Isolation der ,prey“-Plasmid DNA aus den Hefe Klone n

Die Extraktion der Plasmide wurde nach der Ammoniumacetat/Chloroform Methode
durchgefuhrt. Plasmid-DNA, die mithilfe der Phenol/Chlorophorm Methode extrahiert
wurden, konnten oft nicht erfolgreich in die Bakterien transformiert werden. Die
.prey“-Plasmid-DNA wurde amplifiziert, indem sie in den hoch kompetenten
Bakterienstamm DH5a (Invitrogen, Groningen Niederlande) transformiert wurde. Die
DNA aus mehreren Bakterienklonen wurde extrahiert und durch einen
Restriktionsverdau verglichen. Jeder Hefe-Klon sollte eine einzige ,prey“-Plasmid-
DNA enthalten. Doch selbst nach mehreren Passagen enthielten einige Klone mehr
als eine ,prey“-Plasmid-DNA. Somit wurden von einem Hefe-Klon fir mehrere DNA-

Extrakte eine Sequenzanalyse durchgefihrt.

9.3.10 Identifizierung der Klone des YTH-Ansatzes in NCBI-  Banken

In der folgenden Tabelle (Tabelle 40) sind fur die Klone beider YTH-Ansatze die
zugehorigen Accession Nummern aufgefihrt. Um den Nukleotidsequenzen der Klone
eine cDNA eines Proteins zuzuweisen, wurden die Nukleotidsequenzen mit den
Datenbanken von NCBI (National Center for Biotechnology Information) verglichen.
Dies geschah mithilfe des Sequenzvergleich-Programms ,Nucleotide Blast®, das von
NCBI zur Verfugung gestellt wird. Im Fall, dass fur einen Klon mehrere Accession
Nummern mit identischer Sequenz zur Verfugung standen, wurde das zu diesem
Zeitpunkt neueste Publikationsdatum gewahlt. Fir den Klon K 7.3, der Hipkinase 2
(HIPK2), wurden Accession Nummern mit Nucleotidsequenzen unterschiedlicher
Lange gefunden. In diesem Fall konnten wir von Prof. Dr. L. Schmitz den Klon mit
voller Lange erhalten. Somit wird in der folgenden Liste nur diese Accession Nr.
verwendet. Durch einen Vergleich der Leseraster der Klone innerhalb des ,prey*“-
Plasmids mit dem originalen Leseraster konnten nicht Ubereinstimmende Klone
identifiziert werden. Der Leserastervergleich wurde mit dem Sequenzvergleich-
Programm ,HUSAR clustal“ (DKFZ, Heidelberg) Uberprift. Nicht Ubereinstimmende
Klone wurden nicht weiter verfolgt. Angaben dazu befinden sich ebenfalls in dieser

Tabelle (Tabelle 40). Die meisten Klone umfassten nur ein Fragment der cDNA des
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Proteins. Die Langen und die Positition der Fragmente innerhalb ihrer cDNA mit

gesamter Lange sind in Abb.: 22 schematisch dargestellt.

Klon Nr. Name des Proteins Access Nr. B-Gal. Lese-

Test raster

Klone aus YTH-Ansatz Ansatz 1

Heterochromatin protein 1 a NP_036249 +++ Ja
K1,K5,K8,K12 (HPla)

K2,K9,K13 Homo sapiens filamin A, alpha (FLNA) BC014654 + Ja
(actin binding protein 280
(ABP-280))

K2.6.1 Homo sapiens heterochromoatin protein  NP_006798 + Ja
1B (HP1B)

Klone aus YTH-Ansatz Ansatz 2

K1 - K5 Heterochromatin protein 1 a NP_036249 +++ Ja

K9 - K12 (HP1a)

K16.12

K19,K20,K25

K6.3 Homo sapiens Estlp-like protein A AY168921 +++ nein
MRNA

K7.3 Homo sapiens homeodomain interacting AF207291 + Ja

K13.1 protein kinase 2

K21.2 (HIPK2)

K8 DNA konnte nicht extrahiert werden +

K14.1 Homo sapiens chromosome 17, clone  AC004139 +++ Nein
RP5-843B9

K15.1 Homo sapiens ubiquitin-conjugating BC000427 +4+ Ja
enzyme E2I (UBC9 homolog, yeast)
(UBE21)

K17.3 Homo sapiens likely ortholog of kinesin  NM_ 022822 ++ Nein
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K18.2

K22.1

K23.1

K24.1

K26 — K 28

light chain 2 (KLC2)

Homo sapiens poly(rC) binding protein 1
(PCBP1)

Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:4800042

Homo sapiens U2 small nuclear RNA
auxiliary factor 2 (U2AF)

Homo sapiens splicing factor 3a, subunit
2 (SF3A2) oder SAP62

DNA konnte nicht extrahiert werden

BC039742

BC042949

BC008740

BC009903

Ergebnisse

Ja

Nein

Ja

Ja

Tabelle 40: Klone aus den beiden YTH- Ansatzen. Klonnummer, Name, Accession Nr.,

Qualitat des B-Galaktosidase Tests (+ = schwache Blaufarbung;

Blaufarbung), (- = keine Blaufarbung) , Klon war im Leseraster oder nicht.
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YTH-Ansatz 1
HPla

5Klon =42 %

HP1B
1 Klone=8 %

Undefiniert oder Filamin A

nicht im Leseraster 3 Klone = 25 %

3 Klone =25 %

YTH-Ansatz 2
HPla

13 Klon = 48 %

Undefiniert oder
nicht im Leseraster
6 Klone = 24 %

U2AF
1Klon=4%

SF3A2
1 Klone=4%
UBE21

1 Klon = 4%
PCBP1

1 Klon = 4%
HIPK2

3 Klone =12 %

Abb.: 21: Darstellung der prozentualen Anteile der gefundenen Interaktionspartner fir
beide YTH-Ansatze mit dem ,bait*-Konstrukt LBR (AS 1-207).
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FLNA N | BT C
(K 2.2.1)
2612

FLNA N [ [ C
K 9.1
( ) 2612
HIPK2 N | [ | C
K7.3
( ) 1719
HP1 a N qc
(K 2.1)

191
HP1IB N q C
(K 2.6.1)

185
PCBP1 N -=* C
(K 18.2)

356
RNU2 N H: c
(K 23.1)
102 471
SF3A2 N |C
(K 24.1) l
464
UBE?21
N C

(K 15.1)

158

Abb.: 22: Schematische Darstellung der positiven Klone aus beiden YTH-Anséatzen. Rot

sind jeweils die ,prey“-Fragmente und ihre Position innerhalb des Proteins dargestellt.

9.3.11 Uberprifung der Interaktionen durch Riicktransformat ion der ,prey“-

Konstrukte in den ,bait“-Stamm

Durch Rucktransformation der positiven ,prey“-Konstrukte in den Fanger-Hefestamm
AH109 + LBR (As 1-207) konnte die Interaktion zwischen dem ,prey“- und dem
Fanger-Fragment Uberprift werden. Es zeigte sich, dass nach der
Rucktransformation der ,prey“-Konstrukte alle Hefeklone unter hohem
Selektionsdruck Uberleben konnten. Dazu gehoren die Klone: FLNA (K 9.1), FLNA (K
2.2.1), HIPK2 (K 7.3), HP1a (K 2.1), HP1B (K 2.6.1), PCBP1 (K 18.2), RNU2 (K23.1),
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SF3A2 (K 24.1) und UBE21 (K 15.1) (Abb.: 23). Parallel dazu wurden die ,prey“-
Konstrukte auch in den Hefestamm Y187 LBR (AS 1-207) transformiert. Der
Hefestamm Y187 unterscheidet sich von dem Hefestamm AH109. AH109 besitzt die
Reporter Konstrukte ADE2, HIS3, lacZ und MEL1, die bei Aktivierung der GAL-4-
Bindestelle durch eine Protein Interaktion exprimiert werden. Der Stamm Y187
enthalt nur das lacZ- und das MEL1-Reporterkonstrukt. Dadurch kann er nur auf den
weniger stringenten Nahrboden —LTH und nicht wie der AH109 Stamm auf —AHLT
N&hrbdden wachsen. Der Vorteil liegt in einer erleichterten Aktivierung des Lac-Z
Reportergens. Das Erscheinungsbild des Y189 ist im Vergleich zu dem rétlichen
AH109 Stamm eher weil3. Durch die erleichterten Wachstumsbedingungen sollten
Klone mit einer schwachen Interaktion zwischen Fanger- und ,prey“-Konstrukt
verbesserte Uberlebenschancen bekommen, um die Interaktion anschlieBend im X-
Gal-Test Uberprifen zu kénnen. Es zeigte sich, dass nach der Rucktransformation
der ,prey“-Konstrukte in den Hefestamm Y187 alle Hefeklone Uberleben konnten

(Daten werden nicht gezeigt).

FLMNA
(K8.1)

HP1f
K221}

UB21
(K15.1)

FLMNA,
(K2.2.1)

+C

HIPK2
(K7.3)

HP1a
(K2.1.1)

Abb.: 23: Ricktransformation der ,prey“-Konstrukte aus den positiven Klonen in den
Jait-Hefestamm AH109 + LBR (AS 1-207): FLNA (K 9.1), FLNA (K 2.2.1), HIPK2 (K
7.3), HPl1la (K 2.1), HP1B (K 2.6.1), PCBP1 (K 18.2), RNU2 (K23.1), SF3A2 (K 24.1),
UBE21 (K 15.1). +c = Positivkontrolle, -c = Negativkontrolle.

9.3.12 X-Gal-Test

Zur weiteren Uberprifung der Interaktion der ,prey“-Konstrukte mit dem Fanger-

Konstrukt wurde der X-Gal-Test durchgefihrt. Der Test fuhrte im Fall einer
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Interaktion zu einer Blaufarbung der Klone. Diese Blaufarbung basierte auf der
Aktivierung des LacZ-Gens, was nur fur den Fall einer starken Interaktion zwischen
Fanger- und ,prey“-Konstrukten zu erwarten war. Zu diesem Zweck wurden die
~prey“-Konstrukte in den Hefestamm AH 109 + LBR (AS 1-207) kotransformiert und
parallel dazu auch in den Hefestamm mit dem verkirzten LBR Konstrukt AH109 +
(AS 61-207) transformiert (Abb.: 24 Spalte 1+2). Eine positive Interaktion mit dem
verkurzten Konstrukt sollte es ermdglichen, die Interaktionsdoméane mit dem LBR-N-
Terminus weiter einzugrenzen. AnschlieRend wurde mit diesen Hefeklonen der X-
Gal-Test durchgefihrt. Zudem wurde der X-Gal-Test auch mit den kotransformierten
Hefestammen Y187 + LBR (AS 1-207) und Y187 + LBR (AS 61-207) durchgefuhrt
(Abb.: 25 Spalte 1+2). Fur diesen Hefestamm wurde aufgrund des Wachstums auf
weniger stringenten Nahrmedienplatten eine bessere Aktivierung des LacZ-Gens
erwartet, woraus sich eine starkere Blaufarbung der Klone ergeben sollte. Nach
mehreren Passagen unter entsprechendem Selektionsdruck wurden die Hefeklone
durch die Abklatschtechnik auf ein Filterpapier tGbertragen und fir eine Stunde mit
dem X-Gal-Substrat inkubiert. Die Ergebnisse wurden mit den mitgefiihrten Negativ-
und einer Positivkontrolle verglichen. Als Positivkontrolle diente ein diploider
Hefestamm, der durch Verpaarung der Hefestamme Y187 (,SV40-large-T-antigene")
und AH 109 pGBKT7—p53 erhalten worden war, deren ,prey“- und ,bait“-Fragmente
als Interaktionspartner bekannt waren (Abb.: 24 und Abb.: 25). Als Negativkontrolle
diente der Hefestamm AH 109 + LBR (1-207) der mit dem Plasmid pGADT7-AD
ohne ,prey“-Konstrukt kotransformiert worden war. In den beiden Abbildung (Abb.:
24 und Abb.: 25) sind nach Mdglichkeit Triplets der kotransformierten Klone beider
YTH-Anséatze dargestellt. Um eine Autoaktivierung der Reportergene durch die
.prey“-Konstrukte auszuschlielen, wurden diese in den Hefestamm mit dem
Plasmidkonstrukt pGADT7-AD ohne ,prey“-Konstrukt kotransformiert (Abb.: 24 X
Spalte 3 und Abb.: 25 Spalte 3). Fur den Fall einer Blaufarbung dieser Klone musste
auf eine autoaktivierende Eigenschaft des ,prey“-Konstrukts geschlossen werden.
Eine positive Interaktion mit den beiden LBR Fanger-Konstrukten wére in diesem Fall

falschlicherweise zustande gekommen.
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Abb.: 24: Hefestamm AH 109. X-Gal-Test nach Ko-Transformation der ,bait‘- und
Jorey“-Konstrukten in den Hefestamm AH109. Spalte 1: pGBKT7 + LBR (AS 1-207)
wurde mit pPGADT7 + Beute-Plasmide transformiert. Spalte 2: Ko-Transformation mit den
pGBKT7 + LBR (AS 61-207) Plasmiden mit pGADT7 + Beute-Plasmide. Spalte 3: Ko-
Transformation mit den pGBKT7-AD Plasmiden ohne ,bait“-Konstrukt. Fir jede Ko-
Transformation wurden nach Mdglichkeit drei mit denselben Plasmiden transformierte
Hefe-Klone dargestelit.
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PGADT7+Prey PGBKT7 + LBR (As 1 - 207) pGBKT7 + LBR (As 61 - 207) Kontrolle pGBKT7 AD

FLMNA (K221) v v
FLMNA (K9.1)
HIPK2 (K 7.3)
HP1o (K2.1)
HP1B (K261)
PCBP1 (K 182)
Klone sind nicht auf LT gewachsen Klone sind nicht auf -LT gewachsen

RNU2 (K 23.1)

SF3A2 (K24.1)

UBE21 (K 15.1)

+/ - Kontrolle

Abb.: 25: Hefestamm Y187. X-Gal-Test nach Ko-Transformation der ,bait*- und ,prey“-
Konstrukte in den Hefestamm Y187. Spalte 1: pGBKT7 + LBR (AS 1-207) wurde mit den
pGADT7 + ,prey“-Plasmiden kotransformiert. Spalte 2: pGBKT7 + LBR (AS 61-207)
wurde mit den pGADT7 + ,prey” kotransformiert. Spalte 3: Ko-Transformation mit den
pGBKT7-AD Plasmiden ohne ,bait“-Konstrukt. Jede Fir jede Ko-Transformation wurden

nach Mdglichkeit drei mit denselben Plasmiden transformierte Hefe-Klone dargestellt.

9.3.13 Qualitative Beschreibung der Interaktionen basiere  nd auf dem X-Gal-
Test

Als Kriterium fur eine starke Interaktion in Hefe wird im Folgenden die Blaufarbung
der Ko-Transformation en im X-Gal-Test bewertet. Diese Interaktion sollte jedoch
nicht Gberbewertet werden, da man hierbei genau genommen nur eine Interaktion
der Peptide innerhalb der Umgebung des Hefesystems betrachtet. Umgekehrt kann
eine Interaktion, die im Hefesystem als schwach bewertet werden muss, eine starke
Interaktion in einem anderen System besitzen. So konnten einige der

Wechselwirkungen mit Hilfe des GST-vermittleten Interaktionstest dennoch bestatigt

werden.
Klon K 2.2.1 entspricht einem _Abschni r cDN A hum___filamin A

In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 9.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR

(AS 1-207) zeigte eine schwachere Blaufarbung. Nach der Ko-Transformation mit
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dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 61-207) konnte ein Klon mit blauer Farbung erhalten
werden. Die Ko-Transformation mit der Negativkontrolle pGADT7-AD zeigte eine
schwache Blaufarbung, somit konnte eine Autoaktivierung nicht ausgeschlossen
werden. In Y187: Die Ko-Transformation en mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 1-
207) zeigte schwache bis starke Blaufarbungen. Die Ko-Transformation en mit LBR
(AS 61-207) zeigten schwache Blaufarbungen. Gleiches galt auch fur die Ko-
Transformation en mit pGBKT7-AD. Dies liel3 auf eine starke Autoaktivierung
schlieRen. Aufgrund der Ergebnisse in der Hefe konnte somit nicht auf eine echte

Interaktion geschlossen werden.

Klon K 7.3 entspricht einem Fragment r cDNA r hum .hom main
interacting protein kin 2" HIPK2

In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 7.3 mit dem Fanger-Konstrukt LBR
(AS 1-207) zeigte eine blasse, jedoch deutliche, Blaufarbung. Nach der Ko-
Transformation mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 61-207) konnten keine Klone
erhalten werden. Bei der Ko-Transformation mit der Negativkontrolle pGADT7-AD
konnte nur ein Klon erhalten werden, der jedoch eine Blaufarbung zeigte. In Y187:
Die Ko-Transformationen mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 1-207) fuhrten zu zwel
von drei Klonen mit einer intensiv Blaufarbung. Die Ko-Transformation mit LBR (AS
61-207) fuhrten zu Klonen mit einer leichten Blaufarbung. Bei der Ko-Transformation
mit pGBKT7-AD waren zwei von drei Klonen in der Lage, das LacZ-Reportergen zu
aktivieren, wodurch eine Autoaktivierung nicht ausgeschlossen werden konnte. Diese
Ergebnisse sprechen fur eine eindeutige Interaktion des Klons K 7.3 mit LBR (AS 1-
207) und eine schwache Interaktion mit LBR (AS 61-207) in Hefe. Eine
Autoaktivierung konnte nur fur AH 109 ausgeschlossen werden.

| icht d le L DNA des | | | :
protein 1 o (HPla)

In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 2.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR
(AS 1-207) zeigte eine intensive Blaufarbung. Eine &hnlich starke Blaufarbung
konnte fur zwei von drei mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 61-207)
kotransformierte Klone beobachtet werden. Die Ko-Transformation  mit der
Negativkontrolle pGADT7-AD zeigte einen schwach blauen Hefe Klon, ein Zeichen
fur schwache Autoaktivierung. In Y187: Die Ko-Transformation en mit beiden Fanger-
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Konstrukten fiihrten zu einer intensiven Blaufarbung. Die Ko-Transformation mit
pGBKT7-AD war nicht in der Lage, das LacZ-Reportergen zu aktivieren, wodurch
eine Autoaktivierung ausgeschlossen werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen fur
eine eindeutige Interaktion des Klons K.2.1 sowohl mit LBR (AS 1-207) als auch mit
LBR (AS 61-207) in Hefe.

Klon K 2.6.1 entsprich r cDNA der “chromo shadow "-Doman hum
| | : . 7 ( 3

In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 2.6.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR
(AS 1-207) zeigte eine intensive Blaufarbung. Eine &hnlich starke Blaufarbung
konnte fir einen von drei mit dem Biat-Konstrukt LBR (AS 61-207) kotransformierten
Klon beobachtet werden. Bei der Ko-Transformation mit der Negativkontrolle
pGADT7-AD konnte kein Klon erhalten werden. In Y187: Die Ko-Transformationen
mit beiden Fanger-Konstrukten fuhrten zu einer intensiven Blaufarbung. Die Ko-
Transformation mit pGBKT7-AD war nicht in der Lage, das LacZ-Reportergen zu
aktivieren, wodurch eine Autoaktivierung ausgeschlossen werden konnte. Diese
Ergebnisse sprechen fur eine eindeutige Interaktion des Klons K 2.6.1 sowohl mit
LBR (AS 1-207) als auch mit LBR (AS 61-207) in Hefe.

| cht e bschni ler cDN/ i W(C) bindi

protein 1* (PCBP1)
In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 23.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR

(AS 1-207) zeigte keine Blaufarbung. Nach der Ko-Transformation mit dem Fanger-
Konstrukt LBR (AS 61-207) zeigten die Klone keine Blaufarbung. Die Ko-
Transformation  mit der Negativkontrolle pGADT7-AD zeigte ebenfalls keine
Blaufarbung. In Y187: Die Ko-Transformation en mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS
1-207) zeigte schwache bis starke Blaufarbungen. Die Ko-Transformation en mit LBR
(AS 61-207) zeigten schwache Blaufarbungen. Gleiches galt auch fur die Ko-
Transformation en mit pGBKT7-AD. Dies liel3 auf eine starke Autoaktivierung
schlieBen. Aufgrund der Ergebnisse in der Hefe konnte somit nicht auf eine echte

Interaktion geschlossen werden.
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Klon K 23.1 entspricht einem Abschnitt r cDNA hum U2 small nuclear
RNA auxiliary f r2° 2AF

In AH 109: Hefen des Stammes AH109 konnten nach der Ko-Transformation mit
dem Klon K 23.1 dem hohen Selektonsdruck nicht standhalten. Es konnten keine
Kolonien gebildet werden. In Y187: Nach der Ko-Transformation mit dem Féanger-
Konstrukt LBR (AS 1-207) konnten zwar Kolonien gebildet werden, diese zeigten
jedoch keinerlei Blaufarbungen. Nach der Ko-Transformation mit LBR (AS 61-207)
konnten keine Hefekolonien gebildet werden. Gleiches galt auch fur die Ko-
Transformation mit pGBKT7-AD. Diese Ergebnisse lassen nicht auf eine starke

Interaktion in Hefe riickschliel3en.

Klon K 24.1 entspricht einem Abschni r cDN A hum 2 small
| liary f < ;

In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 24.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR
(AS 1-207) zeigte eine sehr schwache Blaufarbung. Nach der Ko-Transformation mit
dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 61-207) konnten keine Klone erhalten werden. Flr
die Ko-Transformation mit der Negativkontrolle pGADT7-AD konnte nur ein Klon
erhalten werden, der keine Blaufarbung im X-Gal-Test zeigte, wodurch eine
Autoaktivierung ausgeschlossen werden konnte. In Y187: Die Ko-Transformationen
mit dem Fanger-Konstrukt LBR (AS 1-207) zeigten keine Blaufarbung. Die Ko-
Transformation mit LBR (AS 61-207) zeigte ebenfalls keine Blaufarbung. Gleiches
galt auch fur die Ko-Transformationen mit pGBKT7-AD. Eine Autoaktivierung konnte
somit ausgeschlossen werden. Trotz der schwachen Farbung im Test lassen diese
Ergebnisse moglicherweise auf eine sehr schwache Interaktion des Klons K 24.1 mit
LBR (AS 1-207) oder mit LBR (AS 61-207) in Hefe schliel3en.

(UBE21)
In AH 109: Die Ko-Transformation des Klons K 15.1 mit dem Fanger-Konstrukt LBR

(AS 1-207) zeigte eine deutliche Blaufarbung. Nach der Ko-Transformation mit dem
Fanger-Konstrukt LBR (AS 61-207) konnten keine Klone erhalten werden, wodurch
auch eine Autoaktivierung ausgeschlossen werden konnte. Fur die Ko-
Transformation mit der Negativkontrolle pGADT7-AD konnte jedoch eine leichte

Blaufarbung im X-Gal-Test erhalten werden, was wiederum fur eine leichte
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Autoaktivierung sprechen wirde. In Y187: Die Ko-Transformationen mit dem Fanger-
Konstrukt LBR (AS 1-207) fuhrten zu einer intensiven Blaufarbung. Die Ko-
Transformation mit LBR (AS 61-207) fuhrte zu Klonen mit einer leichteren
Blaufarbung. Bei der Ko-Transformation mit pGBKT7-AD zeigten zwei von drei
Klonen eine leichte Blaufarbung, wodurch eine Autoaktivierung nicht ausgeschlossen
werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen fur eine eindeutige Interaktion des Klons
K 15.1 mit LBR (AS 1-207) sowie einer mdglichen Interaktion mit LBR (AS 61-207) in
Hefe. Eine Autoaktivierung konnte nur fir AH 109 ausgeschlossen werden.

9.3.14 Uberprifung der Sequenzen aus dem YTH-high-throughp  ut-Ansatz
durch NCBI-Datenbank-Suche und HUSAR Analyse

In einem YTH-high-throughput-Ansatz wurden acht Fanger-Konstrukte verwendet,
die das gesamte LBR-Protein abdeckten, au3erdem fiinf Fanger-Konstrukte, die das
gesamte Lamin A abdeckten, vier Konstrukte fur Lamin B1 und vier, die das gesamte
Lamin B2-Protein abdeckten. Der YTH-Ansatz mit diesen Konstrukten lieferte
insgesamt 36 positive Klone, die in der Abb.: 26 aufgelistet sind. Diese Klone
erhielten wir als Bakterien-Klone von der Arbeitsgruppe Wanker. Als zuséatzliche
Information erhielten wir mit jedem Klon auch die Sequenz der ersten ca. 700 bp der
Nucleotidsequenz jedes Klons und die Namen der Proteine, die als ,prey“-Konstrukte
im YTH-Ansatz eingesetzt worden waren. Die Liste gibt zudem Auskunft Uber die
Qualitat der Interaktion der Féanger- und Beute-Konstrukte. Klone, die zur Gruppe
SD4 gehdren, sind in der Lage, die Wachstums-Reportergene HIS3, URA3 zu
aktivieren und kénnen auf entsprechenden Medien wachsen. Die Klone der Gruppe
LacZ4 sind in der Lage, alle Reportergene zu aktivieren (HIS3, URA3 und LacZ4)
und damit eine positive Reaktion im X-Gal-Test hervorzurufen. In unserem Labor
wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterienklonen isoliert und deren Sequenz durch
vollstandige Sequenzierung der Klone Uberprift. Auf diesen Sequenzen basieren die
folgenden Analysen der Klone, die mit Hilfe des Sequenzvergleich-Programms
-HUSAR" (DKFZ, Heidelberg) ausgefiihrt wurden. Innerhalb einer NCBI Datenbank
wurde die cDNA-Sequenzen fur jeden Klon ermittelt. Die Ubereinstimmung der
Nucleotidsequenz der Klone mit den in NCBI gefundenen Nucleotidsequenzen der
volstandigen cDNA-Sequenzen wurde mit Hilfe des Werkzeugs ,clustal“ von HUSAR

Uberpruft. Zudem wurden die enzymatischen Schnittstellen der Klone mit Hilfe des
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Werkzeugs ,map” identifiziert. Um die Klonierung in andere Vektorsysteme wie den
GFP-Vektoren vorzubereiten, wurden mit Hilfe von ,HUSAR" weitere Sequenz
Analysen durchgefuhrt. So wurden die Leseraster der Klone mit dem urspringlichen
Leseraster der cDNA-Klone mit voller LaAnge aus den NCBI Datenbanken verglichen.
Es zeigte sich, dass alle Klone mit dem originalen Leseraster Ubereinstimmten. Als
Schnittstellen enthielten die meisten Klone die Restriktionsschnittstellen Sal | und Not
[, einige der Klone die Restriktionsschnittstellen Eco Rl und Not | oder Xho | und Not
I. Jedoch waren zwei verschiedene Vektorsysteme mit unterschiedlichen Leserastern
fur die Klonierung verwendet worden.

Interaktion mit dem Fangerkonstrukt LBR-3

31 FALZ Homo sapiens fetal Alzheimer antigen (FALZ) ? ++ -
NM_182641

Interaktion mit dem Fangerkonstrukt LBR-4

31 FALZ Homo sapiens fetal Alzheimer antigen (FALZ) ? + -
NM_182641

Interaktion mit dem Fangerkonstrukt LMNB2-16

20 APOAl Homo sapiens similar to Apolipoprotein A-I precursor 785 + -
AY_422952

Interaktion mit dem Fangerkonstrukt hLB1_IG (Seql69 )

24 PHYHIP Homo sapiens phytanoyl-CoA hydroxylase ? ++ -
BC_034034 interacting protein

19 Cl6orf34 Homo sapiens chromosome 16 open reading frame  ? + -

NM_144570 34
Interaktion mit dem Fangerkonstrukt hLA_Cterm (Seql  62)

1 TUSC4 Homo sapiens tumor suppressor candidate 4 1408 ++ 4+
NM_ 006545
4  ZFP95 Homo sapiens zinc finger protein 95 homolog 2346 ++ 4+

NM_405102 (mouse) (ZFP95)

5 PRKCI Homo sapiens protein kinase C, iota 1265 ++  ++
NM_002740
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12

13

15

18

22

26

28

33

36

37

10

32

11

GLB1
NM_000404

ADAMTS10
NM_030957

ZNF235
NM_004234

RBBP4
NM_005610

MCMB3AP
NM_003906

PTN
NM_002825

ECH1
BC_011792

MGC15730
BC_007618

HTF9C
BC_017184

CDH23

MASP1

NGFR

COL4A5
BC_023556

SP110

NIPA
NM_016478

FBN3

Homo sapiens galactosidase, beta 1 (GLB1)

Homo sapiens a disintegrin-like and metalloprotease

(reprolysin
type) with thrombospondin type 1 motif

Homo sapiens zinc finger protein 235 (ZNF235)

Homo sapiens retinoblastoma binding protein 4
(RBBP4)

Homo sapiens MCM3 minichromosome
maintenance deficient 3 (S. cerevisiae) associated
protein (MCM3AP)

Homo sapiens pleiotrophin (heparin binding growth

factor 8, neurite growth-promoting factor 1)

Homo sapiens enoyl Coenzyme A hydratase 1

Homo sapiens hypothetical protein MGC15730

Homo sapiens Hpall tiny fragments locus 9C

Homo sapiens cadherin-like 23

Homo sapiens mannan-binding lectin serine prote-
ase 1 (C4/C2 activating component of Ra-reactive

factor)

Homo sapiens nerve growth factor receptor (TNFR

superfamily, member 16)

Homo sapiens collagen, type 1V, alpha 5 (Alport

syndrome)

Homo sapiens SP110 nuclear body protein

Homo sapiens nuclear interacting partner of

anaplastic lymphoma kinase (ALK) (NIPA)

Homo sapiens fibrillin 3 (FBN3)

?

2257

1244

1230

684

846

keine
DNA

keine
DNA

keine
DNA

757

keine
DNA

1826

++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+
++ 4+

++ 4+

+ +

+ +
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NM_032447
14 TUBA3 Homo sapiens tubulin, alpha 1 (testis specific) ? + +
NM_006009
16 FLJ14888 Homo sapiens hypothetical protein FLJ14888 1542 + +
NM_032856
21 SMT3H1 Homo sapiens SMT3 suppressor of mif two 3 ho- ? + +
BC_000036 molog 3 (yeast) (SUMO3)
23 UNC119 Homo sapiens unc-119 homolog (C. elegans) 1592 + +
NM_054035
25 ZNF145 Homo sapiens zinc finger and BTB domain contain-  ? + +
BC_029812 ing 16
27 PLXNB2 Homo sapiens plexin B2 1557 + +
BT_006887
29 GNB5 Homo sapiens guanine nucleotide binding protein (G keine + +
protein), beta 5 DNA
30 MDSO025 Homo sapiens hypothetical protein MDS025 keine + +
DNA
3 similar to Homo sapiens similar to FLJ00312 protein 1910 ++ -
FLJ00312
XM_378228
2 TRIM46 Homo sapiens tripartite motif-containing 46 1505 + -
NM_025058 (TRIM46)
34 CHRNA4 Homo sapiens cholinergic receptor, nicotinic, alpha  keine + -
polypeptide 4 (CHRNA4) DNA
35 CKN1 Homo sapiens Cockayne syndrome 1 (classical) keine + -
DNA
Abb.: 26: Die Liste mit den ,bait"- und Beute-Konstrukten aus dem YTH-High-

Throughput-Ansatz zeigt in Spalte 2 und 3 die durch die NCBI Datenbanken bestétigten

Namen und Accession Nr. der zugehdrigen Proteine. Spalte 4 gibt die Lange der

Nucleotidsequenz des Klons an. Spalte 5 zeigt die zur Gruppe (SD4) zugehdrigen Klone.

+ bzw. ++ gibt an, wie gut die Klone die Wachstums-Reportergene HIS3, URA3 aktivieren

konnten. Spalte 6 zeigt die Gruppe (LacZ4) der Klone. + bzw. - gibt Auskunft Gber die

Fahigkeit,
resultierte.
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9.3.15 Qualitative Beschreibung der Interaktionen basiere  nd auf dem X-Gal-
Test

ki . _
Fur das Fanger-Konstrukt LBR-3 (AS 431 — 493) konnte eine positive Interaktion mit

dem Beute-Konstrukt FALZ festgestellt werden. Der diploide Hefeklon war in der
Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URA3 zu aktivieren und zeigte gutes
Wachstum (SD4 ++). Der Klon war jedoch nicht in der Lage, die LacZ-Reportergene
zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher negativ aus (LacZ4 -). Das sprach fir eine
eher schwache Interaktion der Proteinfragmente innerhalb der Hefezellen.

Fur _das Fanger-Konstrukt LBR-4 (AS 577 — 615) konnte ebenfalls eine positive

Interaktion mit dem Beute-Konstrukt FALZ festgestellt werden. Der diploide Hefeklon
war in der Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URA3 zu aktivieren und
zeigte malig gutes Wach stum (SD4 +). Der Klon war jedoch nicht in der Lage, die
LacZ-Reportergene zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher negativ aus (LacZ4 -).
Das sprach fir eine eher schwache Interaktion der Proteinfragmente innerhalb der

Hefezellen.

ki : . _
Fur das Fanger-Konstrukt hLB1 _hLB1 potentielle Ig-Fold Domain (Seql169) konnten
positive Interaktionen mit den folgenden Beute-Konstrukten festgestellt werden:
PHYHIP und C160rf34. Die diploiden Hefeklone waren in der Lage, die
Wachstumsreportergene HIS3 und URA3 zu aktivieren und zeigten im Fall von
PHYHIP sehr gutes Wachstum (SD4 ++) und im Fall von C160rf34 gutes Wachstum
(SD4 +). Die Klone waren beide nicht in der Lage, die LacZ-Reportergene zu
aktivieren. Der X-Gal-Test fiel negativ aus (LacZ4 -). Das sprach fur eher schwache

Interaktionen der Proteinfragmente innerhalb der Hefezellen.

Interaktionen mit Lamin B2:
Fur das Fanger-Konstrukt LMNB2 _16_Tail+5Hep (AS 348- 600) konnte eine positive

Interaktion mit dem Beute-Konstrukt APOA1 festgestellt werden. Der diploide
Hefeklon war in der Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URAS3 zu aktivieren
und zeigte maRig gutes Wachstum (SD4 +). Der Klon war jedoch nicht in der Lage,

die LacZ-Reportergene zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher negativ aus (Lacz4-).
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Das sprach fir eine eher schwache Interaktion der Proteinfragmente innerhalb der

Hefezellen.

ki : o
Fur das Fanger-Konstrukt hLA C-Term (Seql62) konnten positive Interaktionen mit
den folgenden Beute-Konstrukten festgestellt werden: TUSC4, ZFP95, PRKCI,
GLB1, ADAMTS10, ZNF235, RBBP4, MCM3AP, PTN, ECH1, MGC15730, HTF9C,
CDH23, MASP1 und NGFR. Der diploide Hefeklon war in der Lage, die
Wachstumsreportergene HIS3 und URA3 zu aktivieren und zeigte sehr gutes
Wachstum (SD4 ++). Dartber hinaus waren die Klone in der Lage, die LacZ-
Reportergene sehr gut zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher deutlich positiv aus
(LacZz4 ++). Das sprach fur eine sehr starke Interaktion der Proteinfragmente
innerhalb der Hefezellen.

Fur das Fanger-Konstrukt hLA _C-Term (Seql62) konnten positive Interaktionen mit
den folgenden Beute-Konstrukten festgestellt werden: COL4A5 und SP110. Die
diploiden Hefeklone waren in der Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URA3
zu aktivieren und zeigten sehr gutes Wachstum (SD4 ++). Daruber hinaus waren die
Klone in der Lage, die LacZ-Reportergene zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher
positiv aus (LacZ4+). Das sprach fur eine eindeutige Interaktion der Proteinfragmente
innerhalb der Hefezellen.

Fiur das Fanger-Konstrukt hLA_C-Term (Seql162) konnten positive Interaktionen mit
den folgenden Beute-Konstrukten festgestellt werden: NIPA, FBN3, TUBAS,
FLJ14888, SMT3H1, UNC119, ZNF145, PLXNB2, GNB5 und MDS025. Der diploide
Hefeklon war in der Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URAS3 zu aktivieren
und zeigte gutes Wachstum (SD4 +). Daruber hinaus waren die Klone in der Lage
die LacZ-Reportergene zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel daher positiv aus (LacZ4 +).
Das sprach fur eine eindeutige Interaktion der Proteinfragmente innerhalb der
Hefezellen.

Fir das Fanger-Konstrukt hLA_C-Term (Seql162) konnten positive Interaktionen mit
den folgenden Beute-Konstrukten festgestellt werden: TRIM46, CHRNA4 und CKN1.
Der diploide Hefeklon war in der Lage, die Wachstumsreportergene HIS3 und URAS3
zu aktivieren und zeigte gutes Wachstum (SD4 +). Die Klone waren nicht in der
Lage, die LacZ-Reportergene zu aktivieren. Der X-Gal-Test fiel negativ aus (LaczZ4-).
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Das sprach fir eine eher schwache Interaktion der Proteinfragmente innerhalb der

Hefezellen.
9.4 Ergebnisse aus dem GST-vermittelten Interaktion  stest

9.4.1 GST-vermittelte Uberpriifung der Interaktionen

Proteinfragmente, die im YTH-Ansatz als Interaktionspartner fur LBR identifiziert
worden waren, wurden mit Hilfe des GST-vermittelten Interaktionstests in vitro auf
ihre Interaktionsfahigkeit Uberprift. Dazu wurden der LBR-N-Terminus (AS 1-207) als
GST-Fusionsprotein  exprimiert und an GST-Sepharose gebunden. Das
Interaktionspartner-Konstrukt aus dem YTH-Ansatz wurde mit Hilfe eines
Retikulozyten-Lysat-Systems *°S translatiert. Um eine Interaktion zwischen den
beiden Proteinen zu zeigen, wurde das % S-Translatat mit der LBR-GST-
Fusionsprodukt-GST-Sepharose inkubiert. Um die Interaktion mit der GST-
Sepharose selbst auszuschlieBen, wurde das *S-translatierte Interaktionsprotein mit
der reinen GST-Sepharose inkubiert. Eine Interaktion sollte sich nach einer
dreistiindigen Inkubation ausgebildet haben. Nicht gebundenes Protein wurde durch
Waschen mit HEPES-Puffer entfernt. Durch die Variation der Salzstarke von 150 bis
200 mM NaCl konnte die Bindungsstarke einer Interaktion geprift werden. Die
folgenden Abbildungen zeigen die Autoradiogramme der PAGE-Analysen. In der
ersten Spalte wurde jeweils die Probe mit beiden Interaktionspartnern, LBR-GST-
Fusionsprotein-GST-Sepharose und dem Lysats des potentiellen Interakionspartners
aufgetragen. In Spalte zweiten wurde eine Probe mit der GST-Sepharose ohne das
LBR-GST-Fusionsprotein mit dem tranlatierten Interaktionspatner aufgetragen. Die
dritte Spalte zeigt als Kontrolle die selbe Menge des Lysats des Interaktionspartners

wie sie in den beiden anderen Proben eingesetzt worden war.

9.4.2  Uberpfrifung der Interaktionen mit den Fragmentena  us dem YTH-
Ansatz

Die Abb.: 27 zeigt die Interaktionen des LBR-N-Terminus mit den Kandidaten aus

dem YTH-Ansatz. Fir die Proteine PCBP1, UBE21, SF3A2 HP1la konnte unter den

Pufferbedingungen mit reinem HEPES-Puffer eine gute Wechselwirkung durch den

GST-vermittelten Interaktionstest bestatigt werden. Fur das Fragment von SF3A2

konnte auch mit dem verkirzten LBR-N-Terminus LBR (AS 61-207) eine deutliche
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Interaktion gefunden und somit die Interaktionsdomane auf dem LBR-Protein weiter
eingegrenzt werden. Die Interaktion mit dem verkirzten N-Terminus wurde nicht fur
die Proteinfragmente des PCBP1, UBE21 und HP1a bzw. HP1B, HIPK2 oder Filamin
durchgefuihrt.  Fir die Proteinfragmente HPla, HIPK2 und Filamin konnte die

Wechselwirkung im GST-vermittelten Test nicht bestatigt werden.

&
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’ W A A >
& > & & ¥
LBR(AS1-207)  SF3A2 -
— 35
LBR (AS 61-207)  SF3A2 -
—27
LBR(AS1-207)  HP1a B
— 66
— 27
— 66
LBR (AS1-207)  HIPK2 -
(K7.3)

Abb.: 27: Uberprifung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen
Fusionsprotein GST-LBR (AS 1-207) bzw. GST-LBR (AS 61-207). Spalte 1 (GST Fusion
+ Lysat) zeigt die Interaktionen mit den Proteinfragmenten aus dem YTH-Ansatz: PCBP1
(,poly(rC) binding protein 1“) UBE21 (,ubiquitin-conjugating enzyme E2I) SF3A2
(,splicing factor 3a, subunit 2) HPla (,Heterochromatin protein 1 a”) HP1 S
(,heterochromoatin protein 1 p*) HIPK2 (,homeodomain interacting protein kinase 2)

Filamin (,filamin A, alpha“). Spalte 2 (GST + Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen
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der GST-Sepharose und dem jeweiligen *°S-translatierten Proteinfragmenten
stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt die Menge des eingesetzten ¥3-translatierten
Proteinfragments. Entsprechende Mengen wurden auch fur die Proben aus Spalte 1 und
Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die GrolRenstandards des Proteinmarkers (“Broad
Range-7701S"-Marker, New England Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM
HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer durchgefiihrt.

9.4.3 GST-vermittelte Uberprifung der Interaktion der HIP K2 mit LBR-N-

Terminus

Mit Hilfe verschiedener Konstrukte fur HIPK2 sollte die Interaktion dieses Proteins mit
dem LBR-N-Terminus genauer untersucht und eingegrenzt werden. Dazu wurden
verschiedene Konstrukte der HIPK2, die wir von Prof. Dr. L. Schmitz erhalten hatten,
mit %S translatiert und mit zwei GST-LBR-N-Terminus Konstrukten, LBR (AS 1-207)
und LBR (AS 61-207), inkubiert. Die Abb.: 28 zeigt, dass die HIPK2 nicht mit dem
LBR-N-Terminus LBR (AS 1-207) und auch nicht mit LBR (AS 61-207) interagiert.
Fir die verkurzten Mutanten, HIPK2 AC (AS 1 - 150) und HIPK2 AN (AS 151 -
1191), jedoch konnten Interaktionen nachgewiesen werden. Diese Mutanten
interagierten sowohl mit LBR (AS 1-207) als auch mit LBR (AS 61-207). Auch die
gezielten Punktmutante HIPK2 A25K, bei der die nicht sumoyliert werden konnte,
und auch die Punktmutante HIPK2 A221K, bei der die Phosphatase Funktion
ausgeschaltet wurde, interagieren beide mit dem LBR-N-Terminus. Bei allen
Interaktionen mit den HIPK2 Konstrukten wurde mit einem Niedrigsalzpuffer 20 mM
HEPES und 100 -150 mM NaCl gewaschen. Die Interaktion der Mutanten HIPK2 AC
und HIPK2 AN hatte auch noch unter den Hochsalz-Waschbedingungen von 20 mM
HEPES und 200 mM NaCl Bestand. Die Mutante HIPK2 AC zeigte sogar mit dem
sehr starken RIPA Puffer noch eine Interaktion. (Diese Daten werden hier nicht

gezeigt.)
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Abb.: 28 Uberprifung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen
Fusionsprotein GST-LBR (AS 1-207) bzw. GST-LBR (AS 61-207). Spalte 1 (GST Fusion
+ Lysat) zeigt die Interaktionen zw. den Proteinfragmenten der verschiedenen HIPK2
Konstrukte: HIPK2 wt, HIPK2 AC, HIPK2 AN, HIPK2 K25A und HIPK2 K221A. Spalte 2
(GST + Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen dem GST-Beads und dem
jeweiligen **S-translatierten Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt
die Menge des eingesetzten **S-translatierten Proteinfragments. Entsprechende Mengen
wurden auch fir die Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die
GroRenstandards des Proteinmarkers (“Broad Range-7701S"-Marker der Firma New
England Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NacCl
Puffer durchgefiihrt.
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9.44 GST-vermittelte Uberprufung der Interaktion vonH  Pla, HP18 und
HP1ly mit dem LBR-N-Terminus

Die Interaktion mit den verschiedenen Proteinen der HP1-Familie konnte ebenfalls
mithilfe der Kopplung des LBR-N-Terminus an GST-Sepharose nachgewiesen
werden. In Abb.: 29 wurde die Interaktion zwischen dem GST-LBR-N-Terminus und
den im Retikulozytenlysat translatierten Klonen fir HP1a (Klon K 1) gezeigt. Dieser
Klon entspricht dem HPla Protein in voller Lange. Die Transkription des HP1f
Konstrukts (Klon K 2.6.1) aus dem YHT-Ansatz war weniger effizient und daher ist

die Interaktion mit dem LBR-N-Terminus in der Abbildung auch nur extrem schwach.

LBR(AS 1-207)  HP1a

LBR (AS1-207)  HP1B
(K256.1)
— 27

Abb.: 29 Uberprifung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen LBR
(AS 1-207). Spalte 1 (GST LBR (AS 1-207) + Translatat) zeigt die Interaktionen mit den
translatierten Teilkonstrukten aus dem YTH-Ansatz von HPla, HP1S. Spalte 2 (GST-
Sepharose + Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen der GST-Sepharose und dem
jeweiligen **S-translatierten Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt
die Menge des eingesetzten **S-translatierten Proteinfragments. Entsprechende Mengen
wurden auch fur die Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die
GroRenstandards des Proteinmarkers (“Broad Range-7701S”’-Marker, New England
Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer
durchgefihrt.

Im YTH-Ansatz war fur die Interaktion nur ein Teilfragment von HP1[3 verantwortlich.
Um die Interaktionen zwischen LBR und den jeweiligen Konstrukten mit voller Lange
fur HPla, HP1B und HPly zu Uberprifen, wurden diese aus entsprechenden
Plasmidvektoren, die jeweils einen HA-Anhang enthielten, transkribiert. Die
Interaktionen mit dem GST-LBR-N-Terminus konnten nur fir HP1ly eindeutig

dargestellt werden (Abb.: 30). Durch den HA-Anhang an den HP1-Proteinen

Ubersteigt das Molekulargewicht das jeweils erwartete Gewicht von ca. 22 kDA.
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LBR (AS 1-207)  HP1a

(cDNA+HA) — 2

LBR (AS 1-207)  HP1B

(cDNA+HA) -z

LBR (AS1-207)  HP1y
(cCDNA+HA)

— 27

Abb.: 30 Uberprufung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen LBR
(AS 1-207). Spalte 1 (GST LBR (AS 1-207) + Translatat) zeigt die Interaktionen mit den
Transkripten der Klone mit voller Ldnge und HA-Anhang fur HP1a, HP1S und HP1y
Spalte 2 (GST + Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen dem GST-Beads und dem
jeweiligen %5-translatierten Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt
die Menge des eingesetzten **S-translatierten Proteinfragments. Entsprechende Mengen
wurden auch fur die Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die
GroRenstandards des Proteinmarkers (“Broad Range-7701S”-Marker, New England
Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer
durchgefihrt.

Die Interaktion zwischen dem GST-LBR-N-Terminus und dem HP1a, dem HP1[3 und
dem HPL1ly die jeweils in voller Lange vorlagen, konnte in einem weiteren Ansatz
gezeigt werden. Hier wurde das gesamte HL60/S4-Zelllysat bzw. das U20S-Zelllysat
mit dem GST-LBR-N-Terminus inkubiert, gewaschen und anschlieRend die
Interaktion mit Hilfe von Antikdrpern gegen HP1a, HP1[3 und HP1y dargestellt Abb.:
31.

LBR (AS 1207)  HP1a

LBR (AS 1-207) HP1

Abb.: 31 Uberprifung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen
Fusionsprotein GST-LBR (AS 1-207). Spalte 1 (GST Fusion + Lysat) zeigt die
Interaktionen mit den HP1a, HP1S aus HL-60/S4 Zelllysat. Antikdrper gegen HP1a bzw.
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HP1pS. Spalte 2 (GST + Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen dem GST-Beads
und dem jeweiligen **S-translatierten Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3
(Lysat) zeigt die Menge des eingesetzten Zelllysats aus HL-60/S4 Zellen. Entsprechende
Mengen wurden auch fir die Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt
die GroRRenstandards des Proteinmarkers (“Broad Range-7701S”-Marker, New England
Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer
durchgefihrt.

9.4.5 GST-vermittelte Uberpriifung der Interaktion von ,fe tal Alzheimer
antigen” ( FALZ) mit dem LBR-N-Terminus

Im YTH- High-Throughput-Ansatz, bei dem eine gewebespezifische cDNA-Bibliothek
aus zerebralen Faktoren mit dem LBR-Nerminus durchsucht worden war, wurde das
Jfetal Alzheimer antigen* (FALZ) als einziger Interaktionspartner fir den LBR-N-
Terminus gefunden. Nach der Translation des FALZ c-DNA-Fragments (AS 1-272)
im Retikulozytenlysatsystem wurde mit Hilfe des GST-vermittelten Interaktionstests
eine deutliche Interaktion mit dem LBR-N-Terminus bestétigt. Daraufhin wurden
weitere Doméanen des LBR als GST-Konstrukte exprimiert und fir den GST-
vermittelten Interaktionstest mit dem FALZ-Fragment verwendet. Neben dem N-
Terminus LBR (AS 1-207) zeigte auch der C-Terminus LBR (AS 577-615) eine
deutliche Interaktion. Eine deutliche, wenn auch schwéchere Interaktion konnte auch
fur die Doméne LBR (AS 344-385) zwischen den Transmembrandomanen gezeigt
werden. Entgegen dem Ergebnis aus dem YTH-high-throughput-Ansatz zeigte die
Domaéane LBR (AS 431-493) keine Interaktion mit dem FALZ-Fragment. Die Doméane
LBR (61-207) zeigte keine Interaktion, wodurch die Interaktion auf die N-terminale

Doméne LBR (AS 1-61) eingegrenzt werden konnte.
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LBR(aa1-207)  FALZ

— 27
LBR (aa 61-207) FALZ _

— 27
LBR (aa 344 -385) FALZ _

— 27
LBR (aa431-493) FALZ —

— 27
LBR (aa 471-550) FALZ s
LBR (aa 577-615) FALZ —

— 27

Abb.: 32 Uberprufung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen
Fusionsprotein von GST-LBR (AS 1-207), GST-LBR (AS 61-207), GST-LBR (AS 344-
385), GST-LBR (AS 431-493), GST-LBR (AS 471-550) und GST-LBR (AS 577-615).
Spalte 1 (GST Fusion + Lysat) zeigt die Interaktionen mit dem Proteinfragment fiur fetal
Alzheimer antigen“ (FALZ) aus dem YTH-high-throughput-Ansatz. Spalte 2 (GST + Lysat)
zeigt, dass keine Interaktion zwischen der GST-Sepharose und den ¥5-translatierten
Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt die Menge des eingesetzten
*S-translatierten FALZ-Proteinfragments. Entsprechende Mengen wurden auch fiir die
Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die GroRenstandards des
Proteinmarkers (“Broad Range-7701S"-Marker, New England Biolabs). Alle Experimente
wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer durchgefunhrt.

9.4.6  GST-vermittelte Uberprifung der Interaktion mit dem LMNA-C-

Terminus

Im YTH- High-Throughput-Ansatz, der fur den LMNA-C-Terminus (AS 562-664)
innerhalb einer gewebespezifischen c-DNA-Bibliothek durchgefihrt worden war
erbrachte insgesamt 32 Interaktionspartner. Aus dieser Gruppe lagen funf
Kandidaten als Konstrukte mit voller Lange fir das entsprechende Protein vor. Diese

146



Ergebnisse

Konstrukte wurden in entsprechende Transkriptionsvektoren umkloniert und mit Hilfe
von kaninchen Retikulozytenlysat translatiert. Anschlie3end konnte mit Hilfe des
GST-vermittelten Interaktionstests eine deutliche Interaktion fiur diese funf
Proteinfragmente dargestellt werden: ,Homo sapiens Cockayne syndrome 1°
(CKN1), ,Homo sapiens pleiotrophin“ (PTN), ,Homo sapiens retinoblastoma binding
protein 4“ (RBBP4), ,Homo sapiens tumor suppressor candidate 4* (TUSC4) und
»,HOmMOo sapiens tumor suppressor candidate 3“ (TUBA3).

LMNA (AS 562-664) CKN1

— 66
LMNA (AS 562-664) PTN _

— 34

— 66
LMNA (AS 562-664) RBBP4 -

— 66
LMNA (AS 562-664) TUSC4 _

— 34

LMNA (AS 562-664) TUBA3

Abb.: 33 Uberprifung der Interaktion mittels des an GST-Sepharose gebundenen
Fusionsprotein von GST-LBR (AS 1-207), GST-LBR (AS 61-207), GST-LBR (AS 344-
385), GST-LBR (AS 431-493), GST-LBR (AS 471-550) und GST-LBR (AS 577-615).
Spalte 1 (GST Fusion + Lysat) zeigt die Interaktionen mit dem Proteinfragment fir CKN1,
PTN, RBBP4, TUSC4 und TUBA3 aus dem YTH-high-throughput-Ansatz. Spalte 2 (GST
+ Lysat) zeigt, dass keine Interaktion zwischen dem GST-Beads und den *S-
translatierten Proteinfragmenten stattgefunden hat. Spalte 3 (Lysat) zeigt die Menge des
eingesetzten *s-translatierten FALZ-Proteinfragments. Entsprechende Mengen wurden
auch fur die Proben aus Spalte 1 und Spalte 2 eingesetzt. Spalte 4 zeigt die
GroRenstandards des Proteinmarkers (“Broad Range-7701S"-Marker, New England
Biolabs). Alle Experimente wurden mit 20 mM HEPES und 100 -150 mM NaCl Puffer
durchgefihrt.
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10 Diskussion

Die Kernhullenproteine LBR und Lamin A besitzen die Fahigkeit, die
Kernmorphologie und auch die Organisation von Chromatin zu beeinflussen. Diese
Veréanderungen findet man wahrend der Differenzierung von HL-60/S4 Zellen zu
Granulozyten. Dieser Prozess geht bei einer gesteigerten Expression von LBR mit
massiver Lobulierung der Zellkerne, zusammen mit einer leichten Anreicherung an
Heterochromatin an der Kernhille einher. Zudem werden Schichten von Chromatin,
das von der Kernhiullenmembran umgeben ist, ausgebildet - die sogenannten
Envelope limited chromatin sheets (ELCS) (Olins, Herrmann et al. 2001; Olins,
Buendia et al. 1998). Ahnliche Effekte beziiglich der Kernhiille zeigen auch die Kerne
in Zellen von Patienten mit dem Hutchison-Gilford-Progerie-Syndrom (HGPS).
Ausgeldst durch den Mangel an funktionsfahigem Lamin A findet man neben der
gelappten Kernmorphologie auch Chromatinveranderungen im Inneren des Kerns
(Shumaker, Dechat et al. 2006). Auf der Suche nach neuen Interaktionspartnern fir
die Proteine LBR und Lamin A, die an der Umstrukturierung der Kerne beteiligt sein
konnten, haben wir Yeast-Two-Hybrid (YTH)-Untersuchungen zur Interaktion von
Proteinen in genetisch modifizierten Hefen durchgefiihrt. Verschiedene
Teilabschnitte von LBR, Lamin A sowie Lamin Bl und Lamin B2 wurden als
Fangerkonstrukte verwendet. Die cDNA-Bibliothek fur die Suche nach
Interaktionspartnern fir den LBR-N-Terminus haben wir aus HL-60/S4 Zellen
wahrend der Differenzierung zu Granulozyten gewonnen. Fir einen weiteren YTH-
Ansatz in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wanker am Max
Delbrick Zentrum in Berlin wurde eine konstitutiv aus zerebralen Faktoren
zusammengesetzte cDNA-Bibliothek verwendet. Somit wechselten wir aus einem
zellsepzifischen Kontext in ein spezialisiertes Gewebe wobei die Auswahl der etwa
5000 Faktoren hauptsachlich Klone umfasste, die das jeweilige Protein in voller
Lange darstellten. In diesem Ansatz konnten wir einige wenige aber interessante
Interaktionspartner fur die Teilfragmente fir LBR, Lamin Bl und Lamin B2
identifizieren. Eine groRere Anzahl von Interaktionspartnern wurde fir das 50 AS
gro3e Fragment von Lamin A gefunden, das der fehlenden C-terminalen Domane

der Lamin A-Mutante in Zellen HGPS-Patienten entspricht. Interaktionen, die mit
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diesem Teilfragment gefunden werden, kdnnen in Progeriezellen nicht mehr

stattfinden und kdénnten somit deren friihzeitige Alterung verursachen.

10.1 Einfluss einiger Kernhullenproteine auf die Ke  rnmorphologie wahrend der
Differenzierung der HL60/S4 Zellen

Mit Hilfe der Real-Time-PCR (RT-PCR) Methode haben wir den Verlauf der
Expression der mRNA verschiedener Kernhillenproteine wahrend der Retinsaure
(RA) induzierten Differenzierung der promyeloiden Zelline HL-60/S4 zu
Granulozyten analysiert. Dabei wurde die Anderung der mRNA-Menge fiir LBR,
LMNA, LMNB1, LMNB2, VIM und ACTB Uber einen Zeitraum von funf Tagen nach
der Induktion mit RA untersucht. Aus der Expressionsstarke sollte der Einfluss dieser
Faktoren mit der Lobulierung von differenzierenden Kernen korreliert werden. Die
Auswertung der RT-PCR Daten ist so normiert, dass nicht die absoluten Mengen an
mRNA in den Zellen dargestellt wird, sondern lediglich die Anderung der mRNA-
Synthese im Vergleich zum Ausgangswert am Tag Null fur jedes der Gene bestimmt
wird. Die Graphen lassen somit Rickschlisse auf den Verlauf der Entwicklung der
MRNA-Menge im Laufe der Differenzierung zu. Fur die Kernhullenproteine Lamin A,
Lamin B1 und Lamin B2 finden wir zunachst eine nur geringe Zunahme, gefolgt von
einer rucklaufigen Entwicklung der mRNA-Menge. Somit kann hier eine gute
Ubereinstimmung zwischen der Entwicklung der mRNA-Menge und der Entwicklung
der proteinbiochemisch bestimmten Proteinmengen in differenzierenden HL-60/S4
Zellen festgestellt werden (Olins, Herrmann et al. 2001). Dagegen zeigt die mRNA
Entwicklung wahrend der Differenzierung zu Makrophagen nach Induktion mit
Tetraphorbolester deutliche Abweichungen von den Proteinmengen in den
proteinbiochemischen Untersuchungen. Die mRNA Analyse zeigt fur die Entwicklung
von Makrophagen, dass sich die Menge der LBR-mRNA innerhalb der funf Tage
halbiert. Auch der Gehalt der Zellen an mRNA von Lamin B1 und Lamin B2 nimmt
deutlich ab, wohingegen beim Gehalt der Proteine fur LBR, Lamin B1 und Lamin B2
eine Zunahme verzeichnet werden kann. Unverkennbar zeigen mRNA-Menge sowie
Proteinmenge fir Lamin A eine extreme Zunahme wahrend der Differenzierung zu
Makrophagen. Aus den RT-PCR Daten lasst sich somit ableiten, dass die
Auslappung der Kerne mit dem Anstieg der LBR-mRNA bei gleichzeitiger Abnahme
der Lamin A-mRNA einhergeht. Umgekehrt geht die Abrundung der Kerne wahrend
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der Differenzierung zu Makrophagen mit dem Anstieg der Lamin A-mRNA und der
deutlichen Abnahme der LBR-mRNA einher. Bezuglich der Abweichungen zwischen
den beiden Untersuchungsmethoden ist jedoch zu bertcksichtigen, dass die
Entwicklung der mRNA-Expression nicht notwendigerweise in direkter Korrelation
zum Gehalt eines Proteins in der Zelle steht. Dieser wird nicht nur durch die
Expression der mRNA, sondern auch durch die Abbaurate des betreffenden Proteins
in der Zelle bestimmt. Somit kdnnen tatsachlich Abweichungen zwischen Protein-
und mMRNA-Gehalt in Zellen auftreten. Beide Untersuchungsmethoden belegen
jedoch, dass wahrend unterschiedlicher Differenzierungswege ein ganzlich anderer
relativer Gehalt an Laminen sowie an LBR, sowohl auf der Proteinebene als auch
auf der mRNA-Ebene vorliegt und so an der Ausbildung einer charakteristisch
veranderten Kernmorphologie - ovoide Kerne in Makrophagen versus gelappte Kerne
in Granulozyten - mitwirkt. Ubereinstimmend mit der Hypothese von Olins und
Herrmann (2001) liegt die Annahme nahe, dass weitere Faktoren fir die
Organisation dieser drastischen Prozesse an der Kernhille sowie in der
Chromatinorganisation verantwortlich sein sollten. Faktoren, die zur Lappung der
Kerne beitragen, sollten in einer cDNA-Bibliothek aus differenzierenden HL-60/S4
Zellen nach der Induktion mit RA zu finden sein. Da sich bereits einen Tag nach der
Induktion die Menge der LBR-mRNA in HL-60/S4 Zellen deutlich erhdht hat und nach
zwei Tagen etwas mehr als verdoppelt hat, folgerten wir, dass wahrend dieses
Zeitraums auch die mRNA-Menge fur potentielle Interaktionspartner fir LBR erhoht
sein sollte. Somit erfolgte die Préparation der Gesamt-RNA zur Herstellung der
cDNA-Bibliothek fur die Suche nach neuen, die Kernhtlle beeinflussenden Faktoren
aus HL-60/S4 Zellen zwei Tage nach der Induktion mit RA.

10.2 Einfluss zytoplasmatischer Zytoskelettproteine auf die Kernmorphologie

wahrend der Differenzierung der HL-60/S4 Zellen

Auch fir die Veranderung der mRNA-Menge fur Vimentin und Aktin lassen sich
anhand der RT-PCR-Daten starke Unterschiede beim Vergleich der beiden
Differenzierungswege feststellen. Gleichzeitig mit einer Zunahme der LBR-mRNA
scheint die Abnahme der mRNA des Zytoskelettproteins Vimentin zusammen mit
einer Verdoppelung der Aktin-mRNA die Lobulierung der Kernhille zu begunstigen.

Eine Abnahme an LBR bei gleichzeitiger Zunahme von Lamin A und massiver
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(10facher) Zunahme der Vimentin-mRNA hingegen scheint zur Ausbildung einer
stabilen, ovoiden Kernform beizutragen, wie sie bei Makrophagen zu beobachten ist.
Aktin verzeichnete hierbei nur eine schwache Zunahme und scheint deshalb keine
nennenswerte Rolle zu spielen. Schon in friheren Studien wurde wahrend der RA-
induzierten Differenzierung von HL-60/S4 Zellen eine drastische Abnahme flr
Vimentin (Olins, Herrmann et al. 2000) und eine deutliche Zunahme fir Aktin
gefunden (Meyer und Howard 1983). Auch in SW-13 Zellen wurde die Lobulierung
der Kerne in Abwesenheit von Vimentin beobachtet (Kouklis, Merdes et al. 1993),
(Sarria, Lieber et al. 1994). So unterstiitzen die Daten dieser Arbeit die These, dass
sich das Vimentin-Netzwerk stabilisierend auf eine runde Kernmorphologie auswirkt
und andererseits die Abwesenheit von Vimentin und Lamin A morphologische
Verdnderungen des Kerns begunstigen. Frihere Untersuchungen an HL-60/S4
Zellen hatten gezeigt, dass die Zerstorung der Aktinfilamente mit Hilfe des Zellgifts
Cytochalasin D keinen Einfluss auf die Lobulierung der Kerne hatte (Olins und Olins
2004). Andererseits konnte durch die Zerstérung der Mikrotubuli mittels des Zellgifts
Nocodazol die Lappung der Kerne in differenzierenden HL-60/S4 Zellen verhindert
werden. Die Proteine des LINC-Komplex stellen eine Verbindung zwischen
zytoplasmatischen Zytoskelettproteinen wie Vimentin und Aktin und der Kernhille
dar, die sich bis zur extrazellularen Matrix fortsetzt (Crisp, Liu et al. 2006). So wird
die nanomechanische Kommunikation zwischen Kerninnerem und Zytoskelett
ermdglicht. Im Gegensatz zu den Makrophagen fehlen in den Granulozyten neben
Vimentin weitere der am LINC-Komplex beteiligen Komponenten, wie Nesprin 1
giant, Nesprin 2 giant, SUN1 und Plectin (Olins, Hoang et al. 2009).
Zusammengenommen unterstitzen diese Ergebnisse die Annahme, dass Proteine

des Zytoskeletts die Kernmorphologie beeinflussen kénnen.

10.3 Neue Interaktionspartner fur LBR und Lamin A m ithilfe von
Interaktionsstudien im  YTH-Ansatz

FUr die Suche nach neuen Interaktionspartnern fur die Kernhillenproteine LBR und
Lamin A verwendeten wir eine Proteom Untersuchungsmethode: Die
Interaktionssuche im YTH-System. Durch die Aufnahme einer Zelltyp-spezifischen
cDNA-Bibliothek vermag man mit Hilfe des Hefesystems gleichzeitig eine Vielzahl

von Interaktionen flr einen Interaktionspartner zu Uberprifen. In unseren YTH-
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Ansatzen mit einer cDNA-Bibliothek aus differenzierenden HL-60/S4-Zellen fanden
wir neben den neuen Faktoren jeweils auch das Protein HPla, das als bereits
bekannter Interaktionspartner fir LBR gilt (Ye, Q. und H. J. Worman 1996). Dies
spricht wiederum fur die Reproduzierbarkeit der Methode. Durch die Verwendung
einer cDNA-Bibliothek aus differenzierenden HL-60/S4 Zellen erhielten wir eine
Zelltyp-spezifische Auswahl an Interaktionspartnern. Dies ermdglichte es uns,
speziell nach Interkationspartnern zu suchen, die an den Umgestaltungsprozessen
im Kern wéahrend der Differenzierung der HL-60/S4 Zellen beteiligt sind. Dennoch
unterliegt das YTH-System einer gewissen Einschrankung, was die Vollstandigkeit
der potentiellen Interaktionspartner anbelangt. Denn nicht alle potentiellen
Interaktionen, die unter physiologischen Bedingungen stattfinden, kommen unter den
Bedingungen in Hefe auch tatsachlich zustande.

In einem zweiten Ansatz verwendeten wir eine cDNA-Bibliothek, die aus etwa 5000
zerebralen Faktoren zusammengesetzt war. Im Gegensatz zu der cDNA-Bibliothek,
die aus der differenzierenden promyeloiden Zellinie stammte, umfasste diese
Bibliothek Faktoren, die in einem spezialisierten Gewebe von Bedeutung sind. Der
YTH-Ansatz, im sogenannten high-throughput-Verfahren machte es mdglich, alle
Faktoren der cDNA-Bibliothek auf ihre Interaktionsfahigkeit untereinander zu
Uberprufen. Die Insgesamt 31 potentiellen Interaktionspartner fur Lamin A, einem fur
LBR, zwei fir Lamin B1 und einem fir Lamin B2 zeigen, dass durch diese Methode
viele gewebespezifische Interaktionspartner identifiziert werden kénnen. Aus diesen
Daten lassen sich mittels einer Computer-basierten Auswertung aus allen
Interaktionen aller teilnehmenden Faktoren Protein-Interaktions-Netzwerke erstellen.
Zur biochemischen Verifizierung der potentiellen Interaktionspartner wechselten wir
aus dem Hefesystem auf einen GST-vermittelten Interaktionstest. Hierfir wurden die
Interaktionspartner in einem Retikulozytenlysat-System, das aus Kaninchen
gewonnen wurde, translatiert und die Interaktion anschlie3end unter physiologischen
Pufferbedingungen getestet. Diese Untersuchungen lassen auf eine funktionelle
Interaktion richtig gefalteter Proteine schlie3en, bedirfen jedoch der weiteren
Verifizierung. FUr einzelne Interaktionspartner wurden zur Verifizierung der
Interaktion in vivo bereits erste immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
zur Lokalisation in lebenden Zellen durchgefuhrt. Durch eine Ko-Immunprazipitation

mit LBR aus Zellextrakt kdnnten diese Interaktionen weiter verifiziert werden.
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10.4 Interaktionen fur LBR aus der cDNA-Bibliothek aus einer zu Granulozyten
differenzierenden promyeloischen Zelllinie

10.4.1 Interaktion von LBR mit der humanen ,Homeodomain in teracting
protein kinase 2“ (HIPK2)

Sowohl die Rucktransformation in das YTH-System als auch die GST-vermittelten
Interaktionstests dieser Arbeit zeigen, dass in vitro eine zum Teil starke Interaktion
zwischen dem LBR-N-Terminus und verschiedenen Konstrukten des Proteins ,Homo
sapiens homeodomain interacting protein kinase 2“ ( HIPK1) vorliegt. Erstaunlich
ist, dass der GST-vermittelte Interaktionstest zwischen HIPK2 und dem LBR-N-
Terminus unter physiologischen Pufferbedingungen nur eine schwache Interaktion
zeigt. Die beiden Teilkonstrukte HIPK2AC mit der Kinasedoméne und HIPK2AN
ohne die Kinasedoméne zeigen beide eine starke Interaktion. Dasselbe qilt fir eine
Mutante von HIPK2 (K221A), deren Phosphatase-Aktivitat inaktiv ist, und fur die nicht
sumoylierbare Mutante HIPK2 (K25A). Dies verstarkte unsere Vermutung, dass eine
Bindung auch in vivo in Betracht gezogen werden kann. Denn die starke Bindung der
LBR-Fragmente legt nahe, dass die Bindung der HIPK2 in vivo von Modifikationen
wie Sumoylierung oder Phosphorylierung oder einer optimalen Faltung beider
Bindungspartner abhangig sein kénnte. Die Recherche zur Proteinfamilie der HIP-
Kinasen ergab, dass HIPK2 das zur Zeit am besten charakterisierte Mitglied der hoch
konservierten Familie der ,homeobox interacting kinases 1-4“ darstellt (Kim, Choi et
al. 1998). Die HIPK2 besitzt eine N-terminale Kinasedomane, des weiteren eine
SUMO-Bindedomane, eine Bindedomé&ne fur  Transkriptionsfaktoren  mit
Homeodomanen und zwei PEST-Doméanen (Gresko, Moller et al. 2005). HIP-
Kinasen und speziell die HIPK2, sind an der Regulation einer Vielzahl von
Kernprozessen beteiligt. HIPK2 spielt eine Rolle bei der Genregulation, bei der
Proliferation, bei der zellularen Antwort auf DNA-Schaden sowie beim Ubiquitin-
vermittelten Proteinabbau. Die HIPK2-vermittelte Genregulation wirkt unter anderem
als Ausloser fur die Differenzierung und Entwicklung sowie fir den apoptotischen
Zelltod (Calzado, Renner et al. 2007; Rinaldo, Siepi et al. 2008). Die Aktivitat der
HIPK2 ist abh&angig von ihrer jeweiligen Lokalisation in den Subkompartimenten des
Kerns. Bezuglich der Lokalisation der HIPK2 in der Zelle ergab die Recherche, dass

die HIPK2 punktformig verteilt ist und dass sie teilweise mit PML-Kdrperchen
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kolokalisiert. Weitere HIPK2-Anreicherungen konnten keiner bekannten Struktur
zugewiesen werden und werden daher als HIPK-Domé&nen bezeichnet. Auch durch
die Sumoylierung mittels des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms UBC9 wird ihre
Lokalisation im Kern nicht verandert (Kim, Choi et al. 1999). Kleinere Mengen der
HIPK2 werden auch im Nukleoplasma und im Zytoplasma gefunden (Moller, Sirma et
al. 2003). Unsere Versuche, eine Kolokalisation von LBR mit FLAG-HIPK2 in
transfizierten Zellen zu untersuchen, zeitigten keinen Erfolg, da sich das FLAG-
HIPK2-Konstrukt schadigend auf die Zellen auswirkte. Mdoglicherweise ware es
sinnvoll, unter Verwendung eines weniger toxischen Konstruktes das
Verteilungsmuster der Proteine in synchronisierten Zellen in einer anderen
Zellzyklusphase zu untersuchen. Eine Phosphorylierung von LBR durch HIPK2 ist
generell denkbar. So enthélt der LBR-N-Terminus nicht nur eine Reihe von
Phosphorylierungsmotiven, sondern wird auch durch die RS-Kinase sowie durch die
p34°d2 Kinase phosphoryliert (Simos, Maison et al. 1996; Nikolakaki, Meier et al.
1997). Fur die HIPK2 wurde eine Vielzahl von Interaktionspartnern beschrieben
(Rinaldo, Siepi et al. 2008). Unsere ersten Versuche, die Interaktion mit endogenem
LBR in HEK95 Zellen nach der Transfektion eines HIPK2-Konstrukts und
Koimmunpréazipitation nachzuweisen, waren ebenfalls fehlgeschlagen.
Moglicherweise konnte eine Koimmunpréazipitation jedoch durch chemische
Vernetzung der gebildeten Komplexe oder die Verwendung anderer Zellen

verbessert werden.

10.4.2 Interaktion von LBR mit Chromatin organisierenden P roteinen der HP1-
Familie

Unter den Hefe-Klonen in unserem YTH-Ansatz konnten wir das Heterochromatin
Protein 1 a (HP1a) in beiden Anséatzen mit etwa 50% aller Klone als den haufigsten
Klon identifizieren. HP1a und HP1ly waren bereits von Ye und Worman als LBR-
Interaktionspartner bei der Suche nach Interaktionspartnern mittels eines YTH-
Ansatzes innerhalb einer HeLa cDNA-Bibliothek identifiziert worden (Ye und Worman
1996). Die Bestéatigung der Interaktion mit HP1la kann als Qualitatsmerkmal fur
unseren YTH-Ansatz angesehen werden. Durch die Verwendung unseres verkirzten
N-terminalen Bindungskonstruktes LBR (AS 61-207), konnten wir die Interaktion

genauer eingrenzen. Damit bestatigen wir die Untersuchungen von (Ye, Callebaut et
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al. 1997), in denen die zweite globulare Domane von LBR als Interaktionsdomane
mit HP1a beschrieben wird. Dartber hinaus fanden wir in unserem YTH-Ansatz ein
Fragment, das der Chromoshadow-Domane (CSD) von HP1B entsprich als
Interaktionspartner mit dem LBR-N-Terminus. Die CSD gilt in HPla als
entscheidende Interaktionsdomane fir LBR (Ye, Callebaut et al. 1997). Die
Interaktionen fir alle drei HP1-Proteine konnten wir durch verschiedene GST-
vermittelte Interaktionstests bestatigen. Somit konnten wir in dieser Arbeit zum ersten
Mal die Interaktion von LBR mit allen drei Proteinen der HP1-Familie zeigen, was
aufgrund der hohen Sequenzhomologie der CSD in allen drei HP1-Proteinen
naheliegt. HP1a und HP1B gehéren mit HP1y zur hochkonservierten Proteinfamilie
der Heterochromatin Proteine (James, 1986). Sie lokalisieren gehauft an typischen
Heterochromatinregionen wie den Zentromeren und den Telomeren und wechseln
dort schnell zwischen einem an Chromatin gebundenen und dem frei diffundierenden
Zustand (Dinant und Luijsterburg 2009). HP1a und HP1B werden vor allem in
Bereichen des perizentrischen Chromatins gefunden, HP1ly entlang der
Chromosomenarme (Grimes, Babcock et al. 2004). Es wird angenommen, dass das
hochkonservierte Protein eine wichtige Rolle bei der Stillegung und Beibehaltung
stillgelegter Chromatinregionen und somit flr die epigenetische Regulation spielt
(Review siehe Grewal und Elgin 2002). Durch die Interaktion mit allen drei HP1-
Proteinen konnte in dieser Arbeit die Bedeutung von LBR als moéglichem Kandidaten

fur die Chromatinorganisation an der Kernhtille unterstrichen werden.

10.4.3 Interaktionen von LBR mit Proteinen, die dem Spleil3  prozess assoziiert
sind

Drei der innerhalb des YTH-Ansatzes unter Verwendung einer HL-60/S4 cDNA-
Bibliothek gefundenen Interaktionspartner fir LBR gelten als Proteine, die dem
Splei3prozess zugeordnet werden kdénnen. Dazu gehoren das ,Poly (rC) binding

protein 1 (PCBP1 ), der ,U2 small nuclear RNA auxiliary factor 2*  (U2AF) sowie
der ,Splicing factor 3a, subunit 2“  (SF3A2). Wir konnten die Interaktion der drei
Proteine mit dem LBR-N-Terminus auch mittels des GST-vermittelten
Interaktionstests bestatigen. Um weitere Hinweise auf eine Interaktion in vivo zu
erhalten, kdnnten Ko-Immunprazipitationen aus Zellkulturzellen durchgefuhrt werden.

Fur PCBP1 wurde publiziert, dass seine Lokalisation im Kern durch ein
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Kernlokalisationssignal ermdéglicht wird, was eine Interaktion mit LBR in vivo
ermdglichen wirde. In HelLa-Zellen wird eine Ko-Lokalisation von endogenem
PCBP1 mit dem fur Speckels typischen SC35-Protein gefunden (Meng, Rayala et al.
2007; Chkheidze und Liebhaber 2003). Im Zytoplasma ubernimmt PCBP1 die
Funktion eines Chaperons beim Beladen von Ferritin mit Eisen (Shi, Bencze et al.
2008). Auch das Protein U2AF ist am Spleil3prozess beteiligt. Es wird bei der
Bindung von U2 snRNP an die pre-mRNA benotigt (Kielkopf, Rodionova et al., 2001).
Der Spleil3faktor SF3A2, auch bekannt als SAP62, ist Teil des Spleilosoms. Ein
Zinkfingermotiv ermoglicht die Bindung an Nukleinsaure (Bennett und Reed 1993).
Eine erste Verbindung zwischen LBR und Proteinen des Splei3prozesses wurde
durch die Assoziation von LBR an p32, auch bekannt als SF2-associated protein,
hergestellt (Simos und Georgatos 1994). Die Speckles, auch SC35-Domanen
genannt, sind Orte der Lagerung von Spleil3faktoren (Lamond und Spector 2003).
Auch Cajal-Korperchen enthalten einige der Spleil3faktoren, die fir den
Splei3prozess zu den Orten der Transkription rekrutiert werden (Misteli, Caceres et
al. 1997; Shopland, Johnson et al. 2003). Weder fur Cajalkérperchen noch fur
Speckles wurden bisher Ko-Lokalisationen mit LBR berichtet. Im Gegensatz zu der
punktférmigen Verteilung der Kernkérperchen im Nucleoplasma zeigt LBR in der
Immunfluoreszenzfarbung verschiedener Zellen eine ringférmige Verteilung an der

Kernhille (Lamond und Spector 2003; Hoffmann, Dreger, et al. 2002).

10.4.4 Interaktion von LBR mit dem ,Ubiquitin-conjugating enzyme E2I*
(UBE21)

Das ,Ubiquitin-conjugating enzyme E2I“ (UBE21) wurde durch den YTH-Ansatz
als Interaktionspartner fur den N-terminalen Bereich von LBR gefunden und durch
einen GST-vermittelten Interaktionstest bestatigt. Bei UBE21 handelt es sich um ein
Enzym, welches die Bindung des Ubiquitin &hnlichen Proteins ,,small ubiquitin-related
modifier* (SUMO) an Lysin-Reste katalysiert. Der posttranslationalen Sumoylierung
von Proteinen kommen verschiedene Funktionen zu. So wirkt sie regulierend auf
Protein-Protein Interaktionen, die enzymatische Aktivitat, die Stabilitat und die
innerzellulare Lokalisation von Proteinen wie beim Ubergang vom Zytoplasma in den
Kern. Proteine, die als Kandidaten fur die Sumoylierung durch UBE21 in Frage

kommen, besitzen ein charakteristisches Sumoylierungsmotiv yKXE/D (Guo, Yang et
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al. 2007; Meulmeester, Melchior et al. 2008). In der AS-Sequenz von LBR konnten
wir dieses Motiv jedoch nicht finden. Dennoch ist es denkbar, dass in vivo durch
geeignete Proteinfaltung ein Sumoylierungsmotiv entstehen kann. Das um wenige
kDa schwerere sumoylierte LBR sollte in der immunbiochemischen Analyse aus
Zellextrakten durch einen fir SUMO spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden
konnen. Unsere ersten Untersuchungen zum Nachweis von sumoyliertem LBR aus
Zellextrakten erbrachten keinen Hinweis auf eine Sumoylierung von LBR (die Daten
werden hier nicht gezeigt).

10.5 Interaktionspartner fir LBR und Lamin A aus de  r zerebralen cDNA-
Bibliothek

10.5.1 Interaktionspartner fir LBR mit ,Fetal Alz50-reacti ve clone-1" (FAC1)

Aus einer konstitutiv aus zerebralen Faktoren zusammengesetzen cDNA-Bibliothek
konnte das ,Fetal Alz50-reactive clone-1* (FAC1), das in der Literatur gelegentlich
auch als ,FALZ* bezeichnet wird, als einziger Interaktionspartner fiur LBR identifiziert
werden. In diesem YTH-Ansatz interagierten die beiden Konstrukte LBR (AS 431-
493) sowie LBR (AS 577-615). Bei der Uberprifung im GST-vermittelten
Interaktionstest konnten wir die Wechselwirkung fur den LBR N-Terminus (AS 61-
207) und zusatzlich fur den Bereich im LBR-C-Terminus (AS 577-615) bestatigen.
Zugleich grenzte das im YTH-Ansatz gefundene Konstrukt FAC1 (AS 1-202) die
Interaktionsdoméne auf den N-Terminus des insgesamt 2764 AS grol3en FACL1
Proteins ein. Moglicherweise spielt dabei die Proteinfaltung, die sich in Hefe anders
gestalten kann als unter physiologischen Bedingungen im menschlichen
Organismus, eine Rolle fur die Interaktionsfahigkeit. Die Literaturrecherche ergab,
dass es sich bei FAC1 um einen Regulator der Transkription handelt, mit erhéhter
Expression sowohl wahrend der Entwicklung als auch wéhrend der Degeneration
von Neuronen (Jordan-Sciutto, Dragich, 1999a; Styren, Bowser et al. 1997; Mu,
Springer et al. 1997; Schoonover, Davies et al. 1996). Wahrend im fotalen Cortex
eine starke Expression sowohl im Zytoplasma als auch im Nucleoplasma gefunden
werden kann, lokalisiert FAC1 im adulten Organismus fast ausschlie3lich in den
Kernen der Neuronen des Neocortex (Zhu und Bowser, 1996). Die Bindung an DNA
wird durch eine DNA-bindende Domane vermittelt, wodurch deren Transkription
unterdruckt wird (Jordan-Sciutto, Dragich 1999a; Jordan-Sciutto, Dragich 1999b).
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Bezlglich der Interaktionspartner ergab die Recherche, dass FAC1l mit dem
humanen orthologen Protein fir das Kelch-like ECH-assoziierte Protein (Keapl) der
Maus interagiert (Strachan, Morgan et al. 2004). Keapl bewirkt die Translokation des
Transkriptionsfaktors Nrf2 als Antwort auf oxidativen Stress aus dem Zytoplasma in
den Kern (Itoh, Wakabayashi et al. 1999). FAC1l kolokalisiert mit Keapl im
Zytoplasma. Mehrere Untersuchungen weisen darauf hin, dass Keapl auch mit Actin
Im Zytoplasma interagiert (T'Jampens, Devriendt et al. 2002; Kang, Kobayashi et al.
2004; Strachan, Morgan et al. 2004). Dabei wird die Interaktion sowohl fur Actin als
auch fur FAC1 uber die Kelch-Domane vermittelt. Bei erhdhter Expression von
Keapl wird eine Umverteilung von FAC1 im Zytoplasma an die Kernperipherie
hervorgerufen (Strachan, Morgan et al. 2004). Da FAC1 in adulten Organismen im
Kern lokalisiert wird angenommen, dass Keapl fur eine Translokation von FAC1 ins
Zytoplasma verantwortlich ist. Somit wéare denkbar, dass die Bindung von FAC1 an
LBR bei der Retention von FAC1l im Kern eine Rolle spielt. Bezogen auf die
Differenzierung von Granulozyten konnte hier ein Anstieg fur LBR fir eine
Anreicherung von FAC1 sorgen und dadurch Einfluss auf die Regulation der
Transkription ausiiben. FAC1 ist demnach ein potentieller Interaktionspartner fur
LBR, der durch seine DNA-bindende Doméne an der Umorganisation von Chromatin
und der Repression von Transkription beteiligt sein konnte. Ein moglicher Ansatz,
diesen Zusammenhang in vivo zu verifizieren, ware die Lokalisation von endogenem
oder transfiziertem FAC1 im Zellkern wahrend der Differenzierung der HL-60/S4
Zellen zu verfolgen. Mdglicherweise bildet jedoch das zytoplasmatische FACL1 ein
direktes Bindeglied zwischen Actin und einer Teilfraktion von LBR in der Kernhlle .
FACL1 ist auch unter dem Namen bromodomain and PHD domain transcription factor
(BPTF) als Transkriptionsfaktor bekannt. Das FAC1-Gen gilt als orthologes Gen flr
das Drosophila Gen NURF301 (Xiao, Sandaltzopoulos et al. 2001). Nurf301 spielt
eine Rolle beim Umbau der Nukleosomen durch den Austausch von Histonen
(Jones, Hamana et al. 2000). Es ware denkbar, dass durch LBR FAC1 wahrend der
Differenzierung von Granulozyten an der Kernperiferie angereichert wird, und hier

am Umbau von Nucleosomen beteiligt ist.
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10.5.2 Interaktion von Lamin A und dem ,Retinoblastom bind ing Protein4*
(RBBP4)

Das ,Retinoblastom binding protein 4  (RBBP4) interagiert im YTH-Ansatz nur mit
dem C-terminalen Lamin A-Fragment (AS 562-664) und mit keinem der N-terminalen
Fragmente. Somit scheint die C-terminale Domane von Lamin A entscheidend zu
sein fur diese Interaktion. Wir konnten diese Wechselwirkung unter physiologischen
Bedingungen mittels des GST-vermittelten Interaktionstests bestéatigen. In
weiterfihrenden Studien in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Misteli
konnte die Interaktion durch Koimmunprazipitation aus U20S Zellen mit ektopisch
exprimiertem Lamin A fiur RBBP4 und RBBP7 in vivo bestétigt werden (Pegoraro,
Kubben et al. 2009). Die Recherche ergab, dass es sich bei RBBP4 und RBBP7 um
zu 89% homologe, evolutionar hochkonservierte und Heterochromatin bindende
Proteine handelt (Verreault, Kaufman et al. 1998; Qian, Wang et al. 1993). Sie sind
Teil von mehreren Heterochromatin-organisierenden Multiproteinkomplexen. Dazu
gehoren der ,Nucelosome remodelling and deacetylase“-Komplex (NURD) sowie der
~Polycomb“-Komplex (PRC2) (Zhang, Ng et al. 1999; Kuzmichev, Nishioka et al.
2002). RBBP4 ist Teil des ,Chromatin assembly factor‘-Komplexes (CAF), der an der
Chromatin-Organisation wahrend der DANN-Replikation sowie der DNA-Reparatur
beteiligt ist (Verreault, Kaufman et al. 1996). Fur die Maus konnte gezeigt werden,
dass RBBP4 in unterschiedlichen Mengen in allen Geweben exprimiert wird (Qian,
Wang et al. 1993).

10.5.3 Bedeutung von RBBP4 und RBBP7 bei molekularen Proze  ssen der

Zellalterung

Im Folgenden wurde der Frage, nachgegangen, inwiefern RBBP4 und RBBP7 an
molekularen Prozessen des Alterns und den damit einhergehenden Veranderungen
der Chromatin-Organisation beteiligt ist. Als Modellzellen flr den Alterungsprozess
wurden HGPS-Zellen herangezogen, da diese, wie es auch fur den physiologischen
Alterungsprozess charakteristisch ist, eine Reihe von Defekten der Chromatinstruktur
und eine Anhaufung von DNA-Schaden aufweisen (Shumaker et al., 2006; Scaffidi
und Misteli, 2004). Mehrere experimentelle Ansatze zeigten den direkten Einfluss
von Progerin auf den RBBP4/7 Gehalt in Zellen. So war der Gehalt an RBBP4 und
RBBP7 in Zellen von Patienten mit HGPS im Vergleich zu gleich oft passagierten
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Zellen gesunder Spender deutlich reduziert. Der Verlust von RBBP4 und RBBP7
konnte auch durch die Transfektion mit induzierbarem GFP-Progerin ausgeldst
werden (Pegoraro, Kubben et al. 2009). Interessanterweise konnte die Reduktion
von RBBP4 in HGPS-Zellen nur auf der Proteinebene beobachtet werden, denn die
RT-PCR-Analysen zeigen dhnliche mRNA-Mengen wie in Kontroll-Fibroblasten. Als
Folge des Verlustes von RBBP4 und RBBP7 konnten in mehreren experimentellen
Ansatzen charakteristische Merkmale der Zellalterung beobachtet werden. Die
Verminderung der zellularen Konzentration von RBBP4 durch siRNA reichte aus, um
mehrere der alterungs-abhéngigen phénotypischen Veranderungen von Chromatin
auszuldsen. Dazu gehoren der Verlust von perizentromeren
Heterochromatinmarkern wie H3K9me3, der Verlust von HP1, sowie die Aktivierung
der Transkription von sogenannten Satlll repeats. Als Marker fur DNA-Schadigungen
wurde die Anwesenheit des Histons H2AX untersucht. Dieses war in den siRNA
behandelten Zellen um mehr als 50% erhoht. Die Tatsache, dass nur die simultane
Ausloschung von RBBP4 und RBBP7 diesen Effekt hervorruft, nicht jedoch die
einzelne Ausléschung, 1&R3t auf eine funktionelle Redundanz von RBBP4 und RBBP7
schlieBen (Pegoraro, Kubben et al. 2009). Die Stillegung der Genexpression von
RBBP4 und RBBP7 mittels siRNA flihrte zu einem Verlust von Centromer-Protein-A
(CENP-A) (Hayashi, Fujita et al., 2004). Aus der deutlichen Reduktion von HP1 und
CENP-A lassen sich weitgreifende Chromatindefekte ableiten, die sich mit
zunehmender Passagierung der Zellen verstarkten (Scaffidi and Misteli 2006;
Shumaker, Dechat et al. 2006).

10.5.4 Bedeutung des NURD-Komplexes fur molekulare Prozess e der

Zellalterung

Durch Progerin gehen in HGPS-Zellen neben RBBP4 weitere Komponenten des
NURD-Komplexes verloren, Bestandteile des PRC2-Komplexes bzw. des CAF-1 -
Komplexes hingegen fehlen nicht. Die Reduktion der Expression jeder einzelnen
Komponente des NURD-Komplexes, HDAC1, MTA3, CHD3 und CHD4, mittels
SiRNA in HelLa Zellen fuhrt, &hnlich wie fir RBBP4 und 7 allein, zu einem Verlust der
Methylierung des Lysin 9 (H3K9me3) des Histons H3, zur Anreicherung von HP1y-
Heterochromatin sowie zu alterungstypischen DNA-Schadigungen. Auch in
physiologisch gealterten Zellen kann im Vergleich zu physiologisch jungen Zellen ein
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deutlicher Verlust der NURD-Komplex-Proteine gefunden werden. Somit kann
gezeigt werden, dass die Wechselwirkung von Lamin A mit Proteinen des NURD-
Komplexes und speziell mit RBBP4 und 7 einen wichtige Rolle fur den vorzeitigen
sowie den physiologischen Zellalterungsprozess darstellt. Somit kann in diesem
Punkt eine Ubereinstimmung des HGPS-Modells mit der physiologischen Alterung

festgestellt werden (Pegoraro, Kubben et al. 2009).

10.5.5 Verknipfung des Lamin A-Interaktoms mit dem BAF-Int  eraktom durch
RBBP4

Innerhalb eines Untersuchungsansatzes, der die Kernhillenproteine zum
Gegenstand hatte, konnten unter etwa 70 Proteinen auch RBBP4, RBBP7 und Lamin
A als Interaktionspartner fir den ,Barrier to autointegration factor* (BAF) identifiziert
und durch Ko-Immunopréazipitation aus transient transfizierten Zellen verifiziert
werden (Montes de Oca, Shomaker et al. 2009). BAF bindet direkt an Lamine
(Margalit, Brachner et al. 2007). Es bindet direkt an doppelstrangige DNA (Lee,
Craigie et al. 1998) sowie an eine Reihe von Transmembranproteinen mit LEM-
Doméne die in die inneren Kernmembran eingelagert sind (Wagner, Krohne et al.
2007). Es spielt eine wichtige Rolle fur die Integritat des Lamin-Netzwerkes an der
Kernhille (Wagner, Krohne 2007). Daruber hinaus nimmt BAF Einfluss auf eine
Vielzahl von Prozessen, darunter die Mitose, die Ausbildung der Chromatinstruktur
und die Genexpression (Wang, Xu et al. 2002). Diese Untersuchungen sind ein
weiterer Beleg daflr, dass Proteine der Kernlamina und deren assoziierte Proteine
durch eine Vielzahl von Interaktionen zu einem ,Interaktom* vernetzt sind, das eng
mit den Prozessen des Kerns wie der Chromatinorganisation und der

Genexpresssion verknipft ist (Montes de Oca, Shomaker et al. 2009).

10.5.6 Interaktion des , Cockayne syndrome Type A “ (CSA) Proteins

mit Lamin A

,Cockayne syndrome Type A* (CSA), auch bekannt als CKN1, wurde in der aus
zerebralen Faktoren zusammengesetzten cDNA Bibliothek im YTH-Ansatz als
Interaktionspartner fir den C-terminalen Bereich von Lamin A (AS 562-664)
identifiziert. Da CKN1 mit keinem der N-terminalen Konstrukte fur Lamin A
interagiert, scheint die C-terminale Domane von Lamin A entscheidend fur diese
Interaktion zu sein. Das isolierte CKN1 cDNA-Konstrukt reprasentiert CKN1 in voller
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Lange. Diese Interaktion konnten wir auch unter physiologischen Bedingungen im
GST-vermittelten Interaktionstest bestatigen. Zur weiteren Bestatigung der
Interaktion in vivo konnte neben Ko-Lokalisationsuntersuchungen eine Ko-
Immunprazipitation aus Zellen durchgefiihrt werden. Uber CKNL1 ist bekannt, dass
Mutationen im CKN1 Gen zu einer Erbkrankheit fihren, die als Cockaine Syndrom
(CS) Type A beschrieben wird (Henning, Li et al. 1995). Das Cockaine Syndrom Typ
A zeigt durch seinen progeroiden Phanotyp auffallige Gemeinsamkeiten mit derm
Hutchison-Gilford-Progerie-Syndrom (HGPS). Wie im Review von Nance und Berry
(1992) zusammenfassend beschrieben wird, erreichten die meisten der untersuchten
Patienten mit CS Typ A lediglich ein Alter von etwa 12,5 Jahren. Sie zeigen bereits in
den ersten Lebensjahren ein abnormales, verlangsamtes Wachstum. Die Haut der
Patienten zeigt eine verstarkte Photosensitivitat. Das auffallige &ulRere
Erscheinungsbild wird von einer verlangsamten neuralen Entwicklung, sowie von
schweren, progressiven neurologischen Degenerationen begleitet (Nance und Berry
1992). Eine haufige Ursache fur progeroide Erkrankungen sind genetische Defekte
im DNA-Reparatursystem. Hieraus wurde geschlossen, dass Schadigungen der DNA
durch Oxidantien oder UV-Licht eine entscheidende Rolle beim Alterungsprozess
spielen (Kamenisch und Berneburg 2009). Genauso ist das CKN1-Protein, das auch
unter den Namen ERCCS8 bekannt ist, als Teil des ,Nucleotid Excision Repair
(NER)“-Systems an der Behebung eines breiten Spektrums von DNA-Schadigungen
beteiligt (Troelstra, van Gool et al. 1992). CKN1 spielt des weiteren eine Rolle bei der
Transkription. So verursacht das CKN1-Protein von CS-Patienten einen Defekt bei
der Polymerase ll-abhangigen Transkription (Bregman, Halaban et al. 1996). Als
weiterer Interaktionspartner fur CKN1 wird das DNA damage-binding protein 1
(DDB1) beschrieben (Groisman, Polanowska et al. 2003). Dass beide Erkrankungen,
sowohl HGPS als auch CS, ein progeroides Erscheinungsbild zeigen, lasst einen
engen funktionellen Zusammenhang zwischen Lamin A und CKN1 naheliegend
erscheinen. Weitere Untersuchungen konnten dahingehen, zum einen das
Verteilungsmuster von Lamin A in Zellen von CS Typ A -Patienten nach
Auffalligkeiten zu untersuchen. Zum anderen konnte der Einfluss von Progerin auf
die Verteilung und Wirkungsweise von CKNL1 in Zellen untersucht werden. So kdnnte
der Einfluss von Progerin auf die Funktion der mit CKN1 verbundenen DNA
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Reparatursysteme, insbesondere unter oxidativem Stress oder der Einwirkung von

UV-Licht, untersucht werden.

10.5.7 Interaktion von ,Pleiotrophin® (PTN1) mit Lamin A

.Pleiotrophin® (PTN1) wurde aus der konstitutiv aus zerebralen Faktoren
zusammengesetzten cDNA-Bibliothek als Interaktionspartner fir den Lamin C-
Terminus von Lamin A (AS 562-664) identifiziert. Im GST-vermittelte Interaktionstest
zeigten wir eine starke Interaktion unter physiologischen Bedingungen. Wir gehen
davon aus, dass die C-terminale Doméne von Lamin A fir die Interaktion
entscheidend ist, da keines der anderen im YTH-Ansatz eingesetzten Lamin A-
Konstrukte mit PTNL1 interagiert. Fir PTN1 wurde dabei ein cDNA-Konstrukt mit der
gesamten Lange des PTN1 eingesetzt. Erste fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen mit ektopisch exprimiertem GFP-PTNL1 in U20S-Zellen bestétigten
die Lokalisation des Proteins im Kern, vor allem innerhalb der Nucleoli (Daten
werden hier nicht gezeigt). Die Recherche zu PTN1 ergab, dass der Name
Pleiotrophin 1 zum Ausdruck bringt, dass PTN1 mehrere Funktionen zugeordnet
werden kénnen. PTN1 wurde erstmals von Li et al. (1990) isoliert und zum einen
unter seiner Funktion als ,Neurite growth-promoting factor 1* (NEGF1), zum anderen
als ,Heparin-binding growth factor 8“ (HBGF8) beschrieben (Li, Milner et al. 1990).
Seine Fahigkeit, die Ausbildung von Axonen zu férdern, weist darauf hin, dass PTN1
eine Rolle bei der Bildung und Erhaltung von Nervengewebe spielt. Die Expression
dieses Faktors wird entwicklungsabhangig reguliert und er wird wahrend der
Embryogenese kurz vor der Geburt maximal exprimiert (Eddy, Kretschmer et al.,
1991). Aufgrund seiner erhohten  Expression bei  gastrointestinalen
Krebserkrankungen, wie sie fir Pankreaskrebs beschrieben wird, wird angenommen,
dass PTN1 einen essentiellen Wachstumsfaktor im Rahmen der Entwicklung von
Pankreaskrebs darstellt (Souttou, Juhl et al. 1998; Weber, Klomp et al. 2000).
Wachstumsfaktoren binden im allgemeinen an extrazellulare Rezeptoren und
aktivieren dadurch eine intrazellulare Signalkaskade, durch welche die Proliferation
der Zellen angeregt wird. Eine Lokalisation im Zellinneren bzw. im Kern ist daher
eher ungewohnlich. Die von uns gezeigte Bindung von PTN1 an Lamin A weist
jedoch stark darauf hin, dass PTN1 neben seiner Funktion als extrazellularer

Wachstumsfaktor eine weitere Funktion im Zellinneren besitzen kdnnte. Ein Beispiel
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fur ein Protein mit einer Doppelfunktion als Wachstumsfaktor und
Transkriptionsfaktor ist der ,Lense epithelium growth factor* (LEDGF), der auch als
Transkriptions Koaktivator p75 beschrieben wird (Singh, Ohguro et al. 1999; Ge, Si
et al. 1998).

10.5.8 Interaktion des , Tubulin alpha 3* (TUBA3) mit Lamin A

Mit ,Tubulin alpha 3“ (TUBA3) konnten wir einen weiteren Interaktionspartner
Uberprufen, der aus dem YTH-Ansatz aus einer konstitutiv aus zerebralen Faktoren
zusammengesetzten cDNA-Bibliothek durchgefiihrt wurde. Die Interaktion mit der C-
terminalen Lamin A (AS 562-664) Domane ist entscheidend fur die Interaktion, da
der Klon fiir TUBAS3 die cDNA fur das Protein in voller Lange reprasentiert und da
dieser auch mit keinem der Ubrigen Lamin A-Konstrukte interagiert. Auch die
Uberprifung mittels des GST-vermittelten Interaktionstests bestatigte eine starke
Bindung beider Proteine. TUBA3 wird meist unter dem Namen TUBAL1A publiziert. Es
gehort zur Genfamilie der apha-Tubuline, die beim Menschen aus acht a-Tubulin-
und sieben B-Tubulin-Genen besteht (Poirier, Keays et al. 2007; Verdier-Pinard,
Pasquier et al. 2009). Die verschiedenen Isoformen der Tubuline bilden die
Hauptkomponenten der Mikrotubuli. Mikrotubuli Gbernehmen wichtige Funktionen
wahrend der Mitose, der Zellwanderung und bei intrazellularen Transportprozessen
(Beaudouin, Gerlich et al. 2002). Die verschiedenen Isoformen der Tubuline werden
zelltypspezifisch exprimiert. Die b-alpha-1 mRNA wird ausschlieRlich im Gehirn
exprimiert (Cowan, Dobner et al. 1983). Eine besonders hohe Expression des
TUBA1A Gens wurde im Gehirn humaner Féten entdeckt (Poirier, Keays et al. 2007).
Bei einer Vielzahl von Patienten mit Lyssencephalie, die sich unter anderem durch
Microcephalie und einer Fehlformung der Gyri und Sulci darstellt, kann die Ursache
der Erkrankung auf verschiedenste Mutationen im TUBA1A Gen zurlckgefuhrt
werden (Keays, Tian et al. 2007; Poirier, Keays et al. 2007). Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass pathogene Mutationen fur TUBAL1A die Funktion der
Mikrotubuli beeintrachtigen und dadurch die Wanderungsfahigkeit der Neuronen
beeinflussen (Keays, Tian et al. 2007). Da es sich bei den Tubulinen um
zytoplasmatische Proteine handelt (Steger, Schimmel et al. 1994), ware eine
Interaktion zwischen Lamin A und TUBA3 nach der Offnung der Kernhiille wahrend

der Mitose denkbar.
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10.5.9 Interaktion des ,, Tumor suppressor candidate” (TUSC4 )

mit Lamin A

Der ,Tumor suppressor candidate” (TUSC4) konnte als ein weiterer Faktor aus
dem YTH-Ansatz identifiziert werden. Da der cDNA-Klon fur TUSC4, der uns in
gesamter Lange vorlag ausschlie3lich mit dem Lamin A- Fragment (AS 562-664),
nicht aber mit den N-terminalen Fragmenten interagierte, betrachten wir die C-
terminale Doméane als entscheidend fur die Interaktion mit TUSC4. Im GST-
vermittelten Interaktionstest konnte die Bindung der Proteine bestétigt werden. Es
wird beschrieben, dass TUSC4 neben einer Granulin-Protein-bindenden Domane ein
zweigeteiltes Kernlokalisationssignal besitzt, was seine Lokalisation im Kern und
damit die Interaktion mit Lamin A im Kern ermdglichen wirde (Lerman und Minna,
2000). Es wird aufgrund seiner Lokalisation auf 3p21.3C, der sogenannten ,Lungen-
Krebs-Region“, als Tumorsupressor-Gen eingestuft (Li, Wang et al. 2004). Die
starkste Expression von TUSC4 wird in der Skelettmuskulatur, im Gehirn, in der
Leber sowie in der Bauchspeicheldrise gefunden (Lerman und Minna, 2000).
TUSC4 bildet einen Komplex mit der 3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1
(PDK1), die ein Schlisselelement bei wichtigen Signaltransduktionswegen darstellt.
TUSC4 inhibiert die Tyrosin Phosphorylierung von PDK1 und beeinflusst damit die

nachfolgende Signaltransduktion (Kurata, Katayama et al. 2008).

10.6 Zusammenschau zur Bedeutung der gefundenen Int  eraktionen im Kontext

des Lamin A-Interaktoms

Die Lamine und alle Proteine, die diesen in einer funktionellen Interaktion direkt oder
indirekt zugeordnet werden konnen, werden als Lamin-Interaktom zusammengefasst.
Durch die Anwendung mehrerer Proteom-basierter Untersuchungsmethoden
vergroRerte sich das Lamin-Interaktom kirzlich um mehr als 30 direkte und mehr als
100 indirekte Interaktionspartner (Kubben, Voncken et al. 2010; Prasad, Kandasamy,
2009). Auch die Liste von mehr als 35 in dieser Arbeit gezeigten Interaktionspartner
von denen 14 nadher charakterisiert wurden, zeigt die Bedeutung der Lamina als
Plattform flr essentielle Interaktionen. Die Mutationen in den Kernhillenproteinen
Lamin A und LBR fuhren zu verschiedenen Erbkrankheiten mit gewebespezifischer
Auswirkung (Worman und Bonne, 2007). Ein moglicher Ansatz um die

Gewebespezifitat der Auswirkungen der Erbkrankheiten zu erklaren liegt darin, von
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einer Zelltyp- bzw. Gewebetyp-spezifischen Zusammensetzung von
Proteinkomplexen an der Kernhtlle auszugehen (Schirmer, Gerace et al. 2005). Eine
Studie, in der das Interaktom der Kernhlle fur verschiedene Gewebetypen analysiert
wurde, zeigt groRe Unterschiede in der Zusammensetzung des Kernhillen-
Interaktoms (Korfali, Fairley et al. 2009). Durch diese Unterschiede des Interaktoms
der Kernhlle ergeben sich neue Bindungsmadglichkeiten und damit neue funktionelle
Zusammenhange fur Lamin A, wodurch das Modell der gewebespezifisch variablen
Funktion von Lamin A unterstitzt wird (Dittmer, Misteli et al. 2011). Mit RBBP4 haben
wir einen Faktor gefunden, der die Bedeutung der Interaktion des NURD-
Proteinkomplexes mit Lamin A in vivo und in vitro verdeutlicht. Die Gegenwart von
Prelamin fuhrt zu einer Verringerung von RBBP4 im Zellkern. In Folge nehmen
oxidative Schaden an Chromatin zu, wie es fur den Prozess der physiolgischen
Alterung charakeristisch ist (Pegoraro, Kubben et al., 2009). Die Lamine gelten als
globale Organisatoren von Chromatin. Transkriptionell inaktive Regionen werden
bevorzugt an der Kernlamina gefunden (Fawcett et al. 1966; Belmont, Zhai et al.
1995). Durch die Genom-weite Kartierungstechnik ,DamID* konnten die Kontakte
zwischen dem Genom und der Kernhille als Lamina assoziierte Regionen (LADS)
identifiziert werden (Guelen, Pagie et al. 2008). Die Gendichte in den LADs ist relativ
niedrig, wenngleich immer noch mehrere tausend Gene darin enthalten sein kdnnen
(Bolzer, Kreth et al. 2005; Guelen, Pagie et al. 2008). LAD assoziierte Gene sind
transkriptionell inaktiv (Lanctot, Cheutin et al. 2007). Die gewebespzifische
Wirksamkeit der Lamin A-Mutationen liesse sich mdglicherweise auch darauf
zuruckfuhren, dass eine differenzierungsabhangige Komposition der Lamine sowie
der Lamin-Proteinkomplexe unterschiedliche Chromatin-Bereiche an die Kernhlle
rekrutiert und transkriptionell stillegt. Somit kann die Bereitstellung eines
funktionellen Protein-Netzwerks um Lamin A dabei helfen, die Differenzierungs - und

gewebs-spezifischen Proteinkomplexe an der Kernlamina zu identifizieren.
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12.1 Sequenzen der aus dem YTH-high throughput-Ansatz  erhaltenen Klone

1 MPS323g14. p1. abi _1 TUSCA ok

CGGATCCTATTTAGGT GACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GTCOGAGCTTGCGT GCCCCAGCGACACAGGOCT CGAGGCT GTCTCT GACAAGT GT TCACAGGAGGT GGGGACG=
CCTCT GOGCGAGGAACGAGGAGCTACGGEGCCTGGECCOGGT TAT TGCCAT GGGCAGCGGECT GOCGCATCGAAT=
GCATATTCTTCAGOGAGT TCCACCCCACGCT GGGACCCAAGAT CACCTAT CAGGT CCCTGAAGACTTCATCTC=
CCGAGAGCTGT TTGACACAGT CCAAGT GT ACAT CAT CACCAAGCCAGAGCT GCAGAACAAGCT TATCACTGTC=
ACAGCT ATGGAAAAGAAGCT GATCGGCTGT CCT GTGT GCATCGAACACAAGAAGT ACAGCCGCAATGCTCTCC=
TCTTCAACCT GGGCTTCGTGTGT GAT GOCCAGGCCAAGACCT GCGOCCT CGAGCCCAT TGT TAAAAAGCT GGC=
TGGCTATCTGACCACACTAGAGCT AGAGAGCAGCT TCGTGT CCAT GGAGGAGAGCAAGCAGAAGT TGGTGCOC=
ATCATGACCATCTTGCT GGAGGAGCT AAAT GOCT CAGGCCGGT GCACT CT GOCCAT T GAT GAGT CCAACACCA=
TCCACT TGAAGGT GAT TGAGCAGCGGECCAGACCCT CCGGT GGCCCAGGAGT ATGATGTACCTGT CTTTACCAA=S
AGACAAGGAGGATTTCT TCAACT CACAGT GGGACCT CACT ACACAACATATCCT GOCCTACATTGATGGGGT T=
fecce

2 MPS323g24. pl. abi _1 TRI M46 ok 1

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCAC=

GCGT CCEGEECT GCCCCTGCTGCTGECT GCTGACCGECT GCTGACCGGECTGCCACCT GAGT GTGGATGTGGTCC=
TGGGCGACGT GECT GTGACCCATGGT CGCAGCT ACT GGBCCT GCGCCGT AGACCCAGCCTCCTACT TGGT CAA=
GGT GGGECGT CGGGECT GGAGAGCAAGCT TCAAGAAAGT TTCCAGGGT GCCCCCGATGT GATCAGCCCCAGGTAC=
GACCCGGACAGCGGEGECACGACAGCGGT GCCGAGGAT GCCACAGT GGAGGCGT CGCCACCCTTCGCTTTCCTAA=
CCATTGGCATGGGCAAGAT CCTGCT GEGGT CGEEGEGECAAGCT CAAACGCAGGGECT GACAGGGAGGGATGECCC=
CACAGCCGGCT GCACAGT GCCCCTGCCACCCCGCCTGBECATCTGCCTGGACT ATGAGCGGAGCCGGEGT TTCC=
TTCCTGGATGCTGT TTCCTTCCGTGEGCT CTTGCGAGT GCCCCCTGGACT GCTCAGGGECCTGT GTGCCCTGCCT=
TTTGCTTCATCGGGEGEGET GGCGCAT TACAGCT CCAGGAGCCAGT GGGCACTAAGCCT GAGAGGAAAGT CACCAT=
TGGGEEECT TCGCCAAGCTGGACTGACCCT TCCAGGCCCC

MPS320I 21. p1. abi _1 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GI'CGACCCACGCGT CCG=

TGACCTTGGAGATACCT CATCATATCACACAAAGAGAT GCAGATAGAACT TTGAGCATACCT GATGAACAGT T=
ACACTCATTTGCGGT TTCCACCGT GCACAT TATGAAGAAAAGAAAT GGAGGT GGGAGT TTAAATAACTATTCC=
TCCTCCATTCCAT CGACT CCCAGCACCAGCCAGGAGGACCCT CAGT TCAGTGT TCCTCCCACT GCCAACACAC=
CCACGCCCGT TTGCAAGCGGT CCATGCGCTGGT CCAACCT GTTTACAT CTGAGAAAGGGAGT GACCCAGACAA=
AGAGAGGAAAGCCCCGGAGAAT CAT GCT GACACCAT CGGGAGCGGT AGAGCCAT CCCCAT TAAACAGGGCATG=
CTCTTAAAGCGAAGT GGGAAAT GCCT GAAGACAT GGAAAAAGAAAT ACGT CACCCTGT GT TCCAATGGCATGC=
TCACCTATTATTCAAGCTTAGGTGATTATATGAAGAATAT TCATAAAAAAGAGAT TGACCT TCAGACATCTAC=
CATCAAAGT CCCAGGAAAGT GGCCAT CCCTAGCCACAT CGGCCTGCACACCCAT CTCCAGCTCTAAAAGCAAT =
GGCCTATCCAAGGACAT GGACACCGGEGECT GEGT GACT CCATATGCT TCAGCCCCAGT AT CTCCAGCACCACCA=
GCCCCAA

4 MPS320n12. pl. abi _1 ZFP95 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GT CCGCAGACATGGAACTATCTGGAAAAACCCAAAGAAATGTTTCTCAAGT TCAAGATTTTGGAGAAGCCTGT =
GAGT TTCAAGGCAAGCT GGATAGAAAGCAGGGAATTCCCATGAAAGAGATACT AGGACAACCATCTTCAAAGA=
GGATGAACTACAGTGAAGT CCCATAT GTCCACAAAAAAT CCTCCACT GGAGAGAGACCACATAAATGTAACGA=
GTGTGGGAAAAGCTTCATTCAGAGT GCACATCTTATTCAACATCAAAGAATACACACT GGGGAGAAACCATTC=
AGGT GT GAGGAAT GT GGGAAAAGCTACAACCAACGCGT GCACCTAACT CAGCAT CAGCGCGT CCACACAGGT G=
AGAAGCCCTACACCTGTCCCT TATGT GGGAAAGCCT TCAGAGT GAGGT CCCACCT TGT TCAGCATCAGAGCGT =
GCACAGTGGCGAGAGACCCT TCAAGT GTAACGAAT GT GGGAAAGGCT TTGGEGAGGCGT TCCCACCT GGCTGGA=
CATCTTCGACTCCACTCCCGAGAGAAATCCCATCAGT GTCGTGAATGTGGBCGAAATCTTTTTTCAGTACGT TA=
GCCTAATTGAACATCAGGTGCTCCACAT GGGT CAGAAAAAT GAAAAAAAT GCCATCTGTGAGGAAGCATATAG=
TTGGAACTTGACAGT GATTGAAGACAAGAAGAT TGAGT TACAAGAGCAGCCT TATCAGTGTGATATCT GT GGA=
AAAGCCTTTGGTTATAGCT

5 MPS320n18. pl. abi _1 PRKCI ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GTCCGATGCAATGAAAGT TGTGAAAAAAGAGCT TGT TAATGATGATGAGGATAT TGAT TGGGTACAGACAGAG=
AAGCATGT GT TTGAGCAGGCATCCAATCATCCTTTCCTTGT TGGGCTGCATTCTTGCT TTCAGACAGAAAGCA=
GATTGITCTTTGTI TATAGAGTATGT AAAT GGAGGAGACCTAATGT TTCATAT GCAGCGACAAAGAAAACT TCC=
TGAAGAACATGCCAGATTTTACTCTGCAGAAAT CAGTCTAGCATTAAATTATCT TCATGAGCGAGGGATAATT=
TATAGAGATTTGAAACT GGACAATGT AT TACTGGACT CTGAAGGCCACATTAAACT CACTGACTACGGCATGT =
GTAAGGAAGGATTACGGCCAGGAGATACAACCAGCACTTTCTGTGGTACTCCTAATTACATTGCTCCTGAAAT=
TTTAAGAGGAGAAGATTATGGT TTCAGT GTTGACT GGTGGGCTCTTGGAGT GCTCATGT TTGAGATGATGGCA=
GGAAGGTCTCCATTTGATATTGT TGEGAGCT CCGATAACCCT GACCAGAACACAGAGGATTATCTCTTCCAAG=
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TTATTTTGGAAAAACAAATTCGCATACCACGT TCTCTGT CTGTAAAAGCT GCAAGT GTTCTGAAGAGCTCTCT =
TAATAAGGACCCT AAGGAACGAT TGGGT TGTCATCCTCAAACAGGAT TTGCTGATATTCAGGGACACCCGI TC=
TTCC

MPS320f 05. pl. abi _1 GLBL ok
CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGCG=

TCOGATGGAGGGCCAGT TATAACAGT GCAGGT TGAAAAT GAATATGGCAGCTACT TTGCCTGTGATTTTGACT =
ACCTGOGCTTCCT GCAGAAGCOGCT TTOGOCACCAT CTGGGGGAT GATGT GGT TCTGT TTACCACT GATGGAGC=
ACATAAAACATTCCTGAAAT GT GGGGCOCT GCAGBGOCT CTACACCACGGT GGACT TTGGAACAGGCAGCAAC=
ATCACAGATGCTTTCCTAAGCCAGAGGAAGT GTGAGCCCAAAGGACCCTTGATCAATTCTGAATTCTATACTG=
GCTGGCTAGAT CACT GGGGECCAACCT CACT CCACAAT CAAGACCGAAGCAGT GGCT TCCTCOCTCTATGATAT=
ACTTGOCCGT GGGGCGAGT GTGAACT TGTACAT GT TTATAGGT GGGACCAAT TCTGCCTATTGGAAT GBGGRCC=
AACTCACCCTATGCAGCACAGOCCACCAGCT ACGACT AT GAT GCOCCACT GAGT GAGGCT

MPS321c17. pl. abi _1 ADAMIS10 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GICGACCCAC=

GCGT CCGAGGAAGGGAGGEEGEECGAGCCT GAGCGGEGECACCT CGECCCGCAGGAGGT CTGCAGCGAGCTGTGGT =
GTCT GAGCAAGAGCAACCGGT GCAT CACCAACAGCAT CCCGGECCGCCGAGCGCACGCT GT GCCAGACGCACAC=
CATCGACAAGGGEGTGGT GCTACAAACGGEGT CTGT GTCCCCT TTGGGT CGCGCCCAGAGGEGT GTGGACGGAGCC=
TGGGEEECCGT GGACT CCAT GGEGCGACT GCAGCCGGACCT GT GGCGECGGECGT GT CCTCTTCTAGCCGT CACT=
GCGACAGCCCCAGGCCAACCAT CGGGEGEGECAAGTACT GT CTGGEGT GAGAGAAGGCGGECACCGCTCCTGCAACAC=
GGATGACTGT CCCCCTGGCTCCCAGGACT TCAGAGAAGT GCAGT GT TCTGAAT TTGACAGCATCCCTTTCCGT =
GGGAAATTCTACAAGT GGAAAACGT ACCGECGAGGEEEECGT GAAGGCCT GCT CGCTCACGT GCCTAGCGGAAG=
GCTTCAACTTCTACACGGAGAGGECGGECAGCCGT GGT GGACGGEGACACCCT GCCGT CCAGACACGGT GGACAT =
TTGCGT CAGT GGCGAAT GCAAGCACGT GEECT GCGACCGAGT CCT GGGCT CCGACCT GCGGGAGGACAAGT GC=
CGAGTGTGTG

MPS321i 09. pl. abi _1 N PA ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGCG=

TCCGAGAT GECGECGCCCT GTGAGGGACAACGCGT TTGCCGTAGGGGT TGAAAAGAAT TGGGEGT GCAGTAGT TC=
GCTCCCCAGAAGGGACCCCCCAGAAAAT CCGGCAGCT GATAGAT GAGGGGAT TGCCCCGGAAGAGGGAGGRCGT =
GGACGCGAAGGACACGT CTGCCACAT CCCAGT CAGT TAAT GGATCACCCCAAGCGGAACAACCT TCATTGGAA=
TCTACAAGCAAAGAACGCCTTCTTTAGCAGAGT GGAAACATTTTCTATATCCTTTTTTAGTI TCATGTGAATTGC=
ACTTTCTGCCTGCTTCTAGAATTCCTCCAAGATAAGCAACGAT GTGCTGAGCTGAAGAAACCCTTGTGTACTG=
CCCATGAGAAGT TCTGT TTCTGGECCAGACAGCCCATCCCCAGACCGATTTGGGATGT TGCCCCTGGATGAGCC=
TGCTATTCTTGTTAGTGAATTCCTAGATCGATTTCAAAGCCTTTGTCACTTGGACCTCCAGCTTCCTTCCCTA=
AGGCCGGAGGACT TGAAAACTATGT GCT TGACAGAAGACAAGATCAGT CTTCTCCTACACTTGCTTGAAGATG=
AACTTGATCACCGAACTGAT

10

MPS3231 09. p1.abi _1 COL4A5 ok 1

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCAC=

GCGTCCGGECAACAT CAATAATGT TTGCAACT TTGCT TCAAGAAAT GACTATTCT TACTGGCT CTCTACCCCAG=
AGCOCAT GCCAAT GAGCAT GCAACCCCTAAAGGGOCAGAGCAT CCAGOCAT TCATTAGT CGATGTGCAGTATG=
TGAAGCTCCAGCT GTGGTGATCGCAGT TCACAGT CAGACGAT CCAGATTCCOCAT TGTCCT CAGGGAT GGGAT=
TCTCTGTGGATTGGTTATTCCTTCATGATGCAT ACAAGT GCAGGGGCAGAAGGCT CAGGT CAAGCCCTAGOCT =
CCOCTGGTTOCTGCTTGGAAGAGT TTOGT TCAGCT COCTTCATCGAATGT CAT GGGAGGGGTACCTGTAACT A=
CTATGCCAACTCCTACAGCT TTTGGCT GGCAACT GTAGAT GTGT CAGACAT GT TCAGTAAACCT CAGT CAGAA=
ACGCTGAAAGCAGGAGACT TGAGGACACGAAT TAGCCGAT GT CAAGT GTGCAT GAAGAGGACATAACATTTTG=
AAGAATTCCTTTCGTGT TTTAAAATGT GATATATATATATATAAAATTCCT AGGATGCAGT GTCTCATTGTCC=
CCAACTTTACTACTGCTGCOGT CAATGGTGCTACTATATATGATCAAGAT AACATGCTGACTAGTAACCAT GA=
AGATTCAG

11

MPS321010. p1. abi _1 FBN3 ok

CGGATCCTATTTAGGT GACACTATAGAATC GTCGACCCACGCG=

TCCGGTTTCCAGT GTGAGT GOCCACCT GECTACCACCT CAGT GAGCACACCOGCAT CTGT GAGGATAT TGACG=
AATGCT CCACACACT CCAGCATCTGT GGOCCTGGCACCT GCTACAACACCCT GGGGAACT ACACCTGTGTCTG=
CCCTGCAGAGTACCTCCAAGT CAATGGT GGCAACAACT GCATGGAT ATGAGGAAGAGT GT CTGCT TCCGGCAC=
TATAACGGCACAT GTCAAAAT GAGCT GGOCT TCAACGT GACCCGGAAAAT GTGT TGCTGCT CCTACAACATTG=
GCCAGGOCT GGAATAGACCCT GT GAGGOCT GOCCCACT CCCAT CAGT CCT GACT ACCAGAT CCT GTGT GGAAA=
TCAGGCCOCGGGAT TCCTCACT GACAT CCACACGGGGAAGCOCCT TGACAT TGATGAGT GTGEGGAGAT CCOC=
GCCATCTGT GOCAATGGCATCTGCAT AAACCAGAT CGGGAGT TTCOGCT GOGAGT GCCCCGCAGGCTTCAACT=
ACAACAGCAT CCTGCTGGCTTGT GAAGAT GT CGAT GAGT GT GGCAGCAGGGAGAGT CCCT GCCAGCAGAAT GC=
TGACTGCATCAACATCCOCGGT AGCT ACCGCT GCAAGT GCACCCGAGGGT ACAAACT GT CGOCAGGCGGGGCT=
TGTGTGGGACGGAATGAGT

12

MPS321n23. pl. abi _1 ZNF235 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACG=

CGT CCGGCCAGAGGT CAAATCTTCAAGT CCATCAGATAAT TCACACT GGAGAGAAACCAT TTAAAT GTGAGCGA=
ATGTGGGAAAGAAT TCAGT TGGAGT GCTGGT CTCAGT GCCCAT CAGAGGGT CCACACAGGAGAGAAACCCTAT=
ACGTGT CAGCAGT GT GGGAAGGGCT TCAGT CAGGCCTCACATTTTCACACACACCAGAGAGT CCACACTGGAG=
AGAGGCCTTACATATGTGATGT CTGT TGTAAGGGCT TCAGT CAGAGGT CACATCTCATCTACCATCAGAGAGT =
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CCACACTGGAGGGAATCTGTAGAAAT GAGAGGT GTGGT TCAGCCT TCAGT TAGAGCTCACATCTTTGTI CTCCG=
TTGGGAAGICCATGCTGATGATTGTGAAAAGT TCCTTTAAAACTAGAAGCT TCAAAGAAT CT TGACAGGAAAG=
AAGTCTCTCAAATGCTGTGT TTTAGACT TGGT TAGGACATGAATTCTTTACAAACGT CATATTTCACAGATGC=
GAGAAAACTTTGTI TCTGTAAATATGATCAGT GT TTATATCAGAGT ACCAGGT GTCCCGGT TCTCAAGATGTAA=
CACAGCAGAAAAGT CTTGTCGGAGT CTGCACAGG

13

MPS321b01. pl. abi _1 RBBP4 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GTCCGCAGCCT TCGACGACGCAGT GGAAGAACGAGT GAT CAACGAGGAATACAAAAT AT GGAAAAAGAACACC=
CCTTTTCTTTATGATTTGGT GATGACCCATGCT CTGGAGT GGCCCAGCCTAACT GCCCAGT GGCTTCCAGATG=
TAACCAGACCAGAAGGGAAAGATTTCAGCATTCATCGACT TGT CCT GGGGACACACACAT CGGAT GAACAAAA=
CCATCTTGTTATAGCCAGT GTGCAGCTCCCTAATGATGATGCTCAGT TTGATGCGT CACACTACGACAGTGAG=
AAAGGAGAAT TTGGAGGT TTTGGT TCAGT TAGT GGAAAAAT TGAAATAGAAAT CAAGATCAACCATGAAGGAG=
AAGT AAACAGGGECCCGT TATATGCCCCAGAACCCT TGTATCATCGCAACAAAGACTCCTTCCAGTGATGI TCT=
TGTCTTTGACTATACAAAACATCCTTCTAAACCAGATCCT TCTGGAGAGT GCAACCCAGACT TGCGT CTCCGT =
GGACATCAGAAGGAAGGCTATGGEGECTTTCTTGGAACCCAAAT CTCAGT GGGCACTTACTTAGT GCTTCAGATG=
ACCATACCATCTGCCT GTGGGACATCAGT GCCGT TCCAAAGGAGGGAAAAGT GGTAGATGCGAAGACCATCT T=
TACAGGGCATACGGCAGTAG

14

MPS321b06. pl. abi _1 TUBAL ok
GTCGACCCACGC=
GTCCGAAGCACAACCTCTCCTCTTCGT CTCCGCCAT CAGCT CGECAGT CGCGAAGCAGCAACCAT GCGTGAGT =
GCATCTCCATCCACGT TGGCCAGGCTGGT GT CCAGAT TGGCAAT GCCTGCTGGGAGCT CTACT GCCTGGAACA=
CGGCATCCAGCCCGAT GGCCAGAT GCCAAGT GACAAGACCAT TGCGGEGAGGAGATGATTCCTTCAACACCTTC=
TTCAGT GAGACGGGEGEGECT GGCAAGCAT GTGCCCCGGGECAGT GTTTGTAGACT TGGAACCCACAGTCATTGATG=
AAGT TCGCACTGGCACCTACCGCCAGCT CTTCCACCCTGAGCAACT TAT CACAGGCAAAGAAGAT GCTGCCAA=
TAACTATGCCCGAGGGCACTACACCAT TGECAAGGAGAT CATTGACCT CGT GT TGGACCGAATTCGCAAGCT G=
GCCGACCAGTGCACGGGTCTCCAGEGECTTCTTGGT TTTCCACAGCT TTGGT GGGGGAACTGGT TCTGGGT TCA=
CCTCGCTGCTCATGGAACGT CTCTCAGT TGAT TATGGCAAGAAGT CCAAGCT GGAGT TCTCTATTTACCCGGC=
GCC

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC

15

MPS321c09. pl. abi _1 MCMBAP ok 3
GTCGACCCAC=

GCGT CCGGTCTCCCACAGT CTCTACCAGCCCCT GCGCCCT CACCAGT GCCTCTGCCTCCTGTCCTGECACTGA=
CCCCGTCTGTGGCGCCCAGCCTCTTCCAGCT GT CTGT GCAGCCT GAACCACCGCCT CCAGAGCCCGT GCCCAT=
GTACT CTGACGAGGACCT GGCGCAGGT GGT GGACGAGCT CATCCAGGAGGCCCT GCAGAGGGACT GTGAGGAA=
GT TGGCTCTGCGGEGT GCTGCCTACGCAGCT GCCGCCCTGEGTGT TTCTAATGCTGCTATGGAGGATTTGT TAA=
CAGCTGCAACCACGGGCAT TTTGAGGCACAT TGCAGCT GAAGAAGT GT CTAAGGAAAGAGAGCGAAGGGAGCA=
GGAGAGGCAGCGGEGECT GAAGAGGAAAGGT TGAAACAAGAGAGAGAGCT GGT GT TAAGT GAGCT GAGCCAGGGC=
CTGGCCGT GGAGCTGAT GGAACGCGT GATGAT GGAGT TTGT GAGGGAAACCT GCTCCCAGGAGT TGAAGAATG=
CAGT AGAGACAGACCAGAGGGT CCGT GTGECCCGT TGCTGTGAGGATGT CTGT GCCCACT TAGTGGACTTGT T=
TCTCGT GGAGGAAATCTTCCAGACT

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC

16

MPS321k18. pl. abi _1 FLJ14888 ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATATAATC GGCGACCCAC=

GCGT CCGT GGAT CCTGGEGGACGACT GGCTGGT GGAATCCT TGCGCT TGTACCAGGAT TTCTATGCATTCGACC=
TGTCAGGAGCCACT CGAGT CCTTGAATGGATTGAT GACAAAGGAGT CTTTGT TGCTGGCTATGAAAGCCT GAA=
AAAGAATGAAATTCTTCATCTGAAATTACCT CTCAGACT TTCT GTAAAGGAAAACAAGGGCT TATTCCCAGAA=
AGAGATTTCAAAGT GCGCCATGGAGGAT TTTCAGACAGGT CTATCT TTGATCTAAAGCAT GT GCCACATACCA=
GATTGCTGGT TACCAGT GGCCTTCCAGGT TGT TATCTGCAGGT GT GGCAGGT TGCAGAGGACAGT GATGT CAT=
TAAAGCT GT CAGCACCATTGCT GT GCAT GAGAAAGAGGAGAGT CTCTGGCCTAGGGT GGCCGT CTTCTCCACA=
TTGGCACCCGGAGT CCTCCAT GGGECGAGGECT CCGAAGT CTGCAGGT CGT TGAT CT GGAGT CCCGGAAGACCA=
CGTACACCTCAGATGT CAGT GACAGT GAGGAGCT GAGT AGCCTGCAGGT CCTAGATGCAGACACCTTTGCCT T=
CTGCTGIGCTTCAGGCCGECTGEEECT TGT TGACACCCGECAGAAGT GGGECACCGT TGGAGAAT CGCAGCCCT =
GGCCCTGGGTCTGGTGG

18

410a_“prey” PTN ok 72
CGGCCGCGT CGACT TGAGT CAAAGGCAGGAT CAGGT TCCCCGCCT TCCAGT C=

CAAAAAT CCCGCCAAGAGAGCCCCAGAGCAGAGGAAAAT CCAAAGT GGAGAGAGGGGAAGAAAGAGACCAGT G=
AGT CATCCGT CCAGAAGGCGECGAGAGCAGCAGCGECCCAAGCAGGAGCT GCAGCGAGCCGEGTACCTGGACT =
CAGCGGTAGCAACCT CGCCCCT TGCAACAAAGGCAGACT GAGCGCCAGAGAGGACGT TTCCAACT CAAAAATG=
CAGGCTCAACAGT ACCAGCAGCAGCGT CGAAAATTTGCAGCTGCCT TCTTGGCATTCATTTTCATACTGGCAGE
CTGT GGATACT GCTGAAGCAGGGAAGAAAGAGAAACCAGAAAAAAAAGT GAAGAAGT CTGACT GT GGAGAATG=
GCAGT GGAGT GT GTGT GT GCCCACCAGT GGAGACT GT GGGCT GBGCACACGGGAGGBGECACT CGGACT GGAGCT =
GAGT GCAAGCAAACCAT GAAGACCCAGAGAT GT AAGAT CCCCTGCAACT GGAAGAAGCAAT TTGECGCGGAGT =
GCAAATACCAGT TCCAGGCCTGGCGAGAAT GT GACCT GAACACAGCCCTGAAGACCAGAACTGGAAGT CTGAA=
GCGAGCCCTGCACAAT GCCGAAT GCCAGAAGACT GTCACCATCTCCAAGCCCT GTGGECAAACT GACCAAGCCC=
AAACCT CAAGCAGAAT CTAAGAAGAAGAAAAAGGAAGGCAAGAAACAGGAGAAGAT GCTGGAT TAAAAGAT GT=
CACCT GTGGAACATAAAAAGGACAT CAGCAAACAGGATCAGTTAACTATTGCATTTATATGTACCGTAGGCT T=
TGTATTCAAAAATTATCTATAGCTAAGT ACCCAATAAGCAAAAACAAAAAGAAAAGAAAATTTTTGTAGTAGC=
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GITTTTTAAATGTATACTATAGTACCAGTAGGGGCTTATAATAAAGGACTGTAATCTTATTTAGGAAGI TGAC=
TTATAGTACATGATAAATGATAGACAATTGAGGTAAGT TTTTTGAAATTATGTGACATTTTACATTAAATTTT=
TTTTACATTTTTTGGGCAGCAATTTAAATGT TATGACTATGTAAACTACTTCTCTTGTTAGGTAATTTTTTTC=
ACCTAGATTTTTTTCCCAATTGAGAAAAATATATACT AAACAAAATAGCAATAAAACATAATCCCTCTATTTA=
CAAAAAAAAAAAAAAAAA

MPS19c21. pl.abi _1 Cl6orf34 ok 3

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCAC=

GCGT CCGECECCEECTCCAGGGCCAT GAAGCCCCCAGGAGGAGAAT CGAGCAATCTTTTTGGAAGT CCAGAAG=
AAGCTACTCCTTCCAGCAGGCCTAATAGGATGGCATCTAATATTTTTGGACCAACAGAAGAACCT CAGAACAT=
ACCCAAGAGGACAAATCCCCCAGGGGGTAAAGGAAGT GGTATCTTTGACGAAT CAACCCCCGT GCAGACT CGA=
CAGCACCTGAACCCACCT GGAGGGAAGACCAGCGACATTTTTGGGT CTCCGGT CACTGCCACTTCACGCTTGG=
CACACCCAAACAAACCCAAGGATCATGTTTTCTTATGT GAAGGAGAAGAACCAAAAT CGGATCTTAAAGCTGC=
AAGGAGCAT CCCGEECT GGAGCAGAGCCAGGT GAGAAAGGCAGCGECCAGAAAAGCAGECCCCGCCAAGGAGCAG=
GAGCCCATGCCCACAGT CGACAGCCAT GAGCCCCGGCT GEEECCGCGECCTCGCTCTCACAACAAGGT CCTGA=
ACCCACCGGGAGGCAAATCCAGCATC

20

MPS35j 10. p1. abi _2 APOAl ok 4
CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GTCCGOCCACGCGT COGOCCACGOGT COGCT TGACAACT GBGACAGOGT GACCT CCACCT TCAGCAAGCT GOG=
CGAACAGCTCGGOCCT GTGACCCAGGAGT TCTGRGATAACCT GGAAAAGGAGACAGAGGGECCT GACGCAGGAG=
ATGAGCAAGGAT CTGGAGGAGGT GAAGGCCAAGGT GCAACCCT ACCT GGACGACT TCCAGAAGAAGT GGCAGG=
AGGAGAT GGAGCT CTACCGCCAGAAGGT GGAGCCGCT GOGCGCAGAGCT CCAAGAGGGCGOGOGCCAGAAGCT =
GCACGAGCT GCAAGAGAAGCT GAGCOCACT GEGOGAGGAGAT GOGCGACCGOGOGCGCGOCCAT GT GGACGOG=
CTGCGCACGCAT CTGECOCCCT ACAGCGACGAGCT GOGOCAGCGCT TGGCCGCGOGOCT TGAGGCT CTCAAGG=
AGAACGGCGGOGCCAGACT GBOCGAGT ACCACGCCAAGGOCACCGAGCAT CTGAGCACGCT CAGCGAGAAGGC=
CAAGOCCGCGCT CGAGGACCT TCGACAAGGOCT GCT GCOCGT GCT GGAGAGCT TCAAGGT CAGCT TCCT GAGC=
GCTCTCGAGGAGTACACTAAGAAGCTCA

21

189a_"“prey" SMI'3HL ok
CGECCGECGT CGACCGECCCCGCGECACAGT TGCGECGEEAGAGCGECEEEEE=

CGAGAGCGT GACT CGCCCGCTCCGCGCTGLT TCCCCCGCGCCECCT CCCOCCGCCGCT CGCGCAGCCATGTCC=
GAGGAGAAGCCCAAGGAGGGT GT GAAGACAGAGAAT GACCACAT CAACCT GAAGGT GBCCGGEGECAGGACGECT =
CCGT GGTGCAGT TCAAGAT CAAGAGGCACACGCCGCT GAGCAAGCT GATGAAGGCCTACT GCGAGAGGCAGCSG
CTTGT CAATGAGGCAGAT CAGAT TCAGGT TCGACGGGECAGCCAAT CAATGAAACT GACACT CCAGCACAGCTG=
GAGAT GGAGGACGAGGACACCAT CGACGT GT TCCAGCAGCAGACGGGAGGT GT GCCGGAGAGCAGCCTGGCAGE
GGCACAGT TTCTAGAGGGCCCGT CCCCAGCCCGGEGECCGT CCATCCT CGCATTGCTGT TGAATGGT GAGCACGT =
GACCATGCCGACCACAAAGGT GT CT GCGGAAACT CGAGGACAT TCACCACGATGATTTTCCTCTCTTTGATGT =
ACTTCAAGTGCAACTCAAAACTATAT CTGCAGGGATGAATCTGTAACT TAAAT TGGGCCAATCAGAATTGI TA=
TCTTTGT TCAGGT AAAATGAGT TGCAAGATATTGTGGGTACT TTTGTGTGCTCATTTGTGT TTTCCCCCCCTC=
CTACAACATTTTTTTAACCCCAAAATTATAGCCTGAATGT TCGCTTTTAGT CGT GCCAGGGATAATACTCCTA=
GTGTAGIGCC

22

116a_“prey” ECHL ok 6
CGGCCGCGT CGACGT GGACCT TGT CACCGCCT GTGACATCCGGTACTGT GCC=

CAGGATGCTTTCT TCCAGGT GAAGGAGGT GGACGT GGGT TTGGCT GCCGAT GTAGGAACACT GCAGCGCCTCC=
CCAAGGTCATCGGGAACCAGAGCCTGGTCAACGAGCT GBCCT TCACCGCCCGCAAGAT GATGGCT GACGAGSEC=
CCTGGGCAGT GGGCTGGTCAGCCGGGT GT TCCCAGACAAAGAGGT CATGCTGGAT GCTGCCT TAGCGCT GECG=
GCCGAGATTTCCAGCAAGAGCCCCGT GGCGGT GCAGAGCACCAAGGT CAACCTGCTGTATTCCCGCGACCAT T=
CGGTGGCCGAGAGCCT CAACTACGT GGCGT CCTGGAACAT GAGCATGCTGCAGACCCAAGACCTCGTGAAGT C=
GGTCCAGGCCACGACT GAGAACAAGGAACT GAAAACCGTCACCT TCTCCAAGCT CTGAGAGCCCTCGCGTCCC=
AGGCCCCAGCCAGGGEGEECCEECCT TGTCCCGCCTCATCCACAGAAAGGGAGCATGGGECCATGACAGT TGT TTC=
TATGCCTTCTGACCCAGT TTCCCAGI TTATAACTTTATGACAATGAGT TTCTCAAGCCCAAGGCCTTATCTTC=
ACCCCACAAACAAT AAAGCAAAGT AAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAC

23

361b_“prey* UNC119 ok 73
CGGOCGOGT CGACGEGACGROGACGGAGT COBCT CCGEEGECCCT OBGEC=
CAGAGCGTGGOCCOCATACCACAGOCGOCT GOGGAAT COGAAT CT GGGT COGAGT CGGAGCCGGACGCAGGOC=
CAGGGCCCAGECCEEEG0CGCT GCAGAGGAAGCAGCCGAT CEEGOCGGAGGACGT GCT GEGECT GCAGOGGAT=
CACCGGTGACTACCTCTGCTCCOCT GAGGAGAATATCTACAAGAT CGACTTTGTCAGGT TTAAGAT TOGGGAC=
ATGGACTCAGGCACTGTCCTCTTTGAAAT CAAGAAGCCCOCAGT CTCAGAACGGT TGCOCAT CAACCGGOGEG=
ACCTGGACCCCAAT GCT GEGOGCT TTGTCCGCTACCAGT TCACGOCT GOCT TCCTOCGOCT GAGGCAGGT GGG=
AGCCACGGT GGAGT TCACAGT GGGAGACAAGCCT GTCAACAACT TCCGCAT GATCGAGAGGCACTACT TCCGC=
AACCAGCTACTCAAAAGCT TCGACT TCCACT TTGGCT TCTGCATCCOCAGCAGCAAGAACACCT GOGAGCACA=
TTTACGACTTCOCOOCT CTCTOCGAGGAGCT GAGT GCCGOGGECAGEGT CTTCT GGGAGT GRGGAAGT GEGEGEC=
GTCTAGAGACT GAGCT GOGGGAGGGAGAGGGACT TGT GEGTCTGAT COCAT TTCTCCOCACCCTGEGGCTCTT=
CTGTGTCTGTCACCATTCCCATATCATCCGTAGAGAAAGAGECT GGCGATATTTCAGGCTGT TTGECTGTCOC=
TGTACCCCAGTCCT GAAGCCCCT GCAGT GGOGGT ACT CAAGCT CCTGOCCT TTGOCCGGT CTGGCTGROCCTC=
TCTTGCAGCCAGCGT GACGAT CCOGCACCCOGAT GAGACCCACCCTGACAGCTCCTACT TCCTGGATGACCCG=
OCTGCCCACT CCCOCT CCAGOCAACCAT CCCTACACCOGGGOCT CCT CGACCCCOOGECT CGOCOCT GAACCC=
CTCAGCGOCCCAT TTCCTCOOCT GTTTACCTGT TGACCCT TCCOCTCTCTTCTCOOCCT TCATCOGCT TCCTC=
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CCTTCACTTCGTTGGTGCTTCTTCCTGT CCTCTCTCACCCCCTCCAGCTCCTCTCTACTTTCTCCCCCCCCCC=
CCTCCTCATTCTACACCCT TCTCCT CCCGCCCCT CTCCCCGECCCT CCCCCCT CCCCTCCCCCCCTCCCCCTCC=
CTCTCCACCCCT CTCCCCCCTCTCCCCTCCT CCCCTCGECCCCCCCGACCCCT TCCTCGCTCCCCTCCTCTTCC=
TTTCTCTCTCCTTCCCTCCCTCGCTTCCCCTCTCCTCTCCCTTCCTTCTTCTCCCCCCTGITTTTGTCCCCTC=
CCTTCTCCTCTCTTCTCCTCTCACCCTTCCCTCCCCGCCTCCTCCCTTACTTCGT CCCCTGCCCCCTCCCTCC=
TNTCTGCTCCCCCTCCTCTCTCCCTCCGCTCCCCGT CACGT GCACGCCT CGCTCCTCCCCCCACCTCCTCCCG=
CNCGCTCTCGCCGNGCTACCCGTCCCACTCTCGCTCG

MPS17p03.pl.abi _1 PHYH P ok 2

CGGATCCTATTTAGGT GACACTATAGAATC GTCGACCCACG=

CGTCCGACGCCAT CCT GGT GCT GROGCCCAAAGGCT COCT GEGGGACCGCT TCT GOCGOGACCGOCT GOCCCT=
CCTGGACATTGCT TGCAACAAGT TCCT GACCT GCAGCGT GGAGGAT GBGEGAGCT GGT CTTCOGCCACGOCCAG=
GACCT CATCCTGGAGATCATCTACACT GAGCCCGT CGACCT GT COCT GEGCACCCT GRGGGAGAT CAGT GGGRC=
ACCAGCTCATGAGT CTGT CTACT GCOGAT GCCAAGAAGGACCCCAGCT GCAAGACCT GCAACAT CAGCGT GGG=
CCGCTAGGGACT CCTGGGGAGCT GEGGEECGAGGRAGAGAT GAGOGGAAGGT GGAGGT GBGTANCCCAGGT TC=
AGGGAGCTGGCTTTCTCTCTCCT GOCCOCCT GCT COCT CCACT CTGCCCAGCT GOCCT CCCCTCGOCCCTTGG=
CATTGGAGGCAACAGACGGT GGTCCTCTTGGTAAGT GTGGCCCACACCCAGOCT GGT GGACATGGAAAGGCTT=
CTCAGCCTTTGTAGT TGGCAGCT GGGCTGGACT TTTGGAGAA
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299b_“prey" ZNF145 ok 26
(CGGOCGOGT CGACAT CCAGAGGGAGCT GT TCAGCAAGCT GGGGGAGCT G=

GCTGT GGGCAT GAAGT CAGAGAGCCGGACCAT CGGAGAGCAGT GCAGOGT GT GT GBGGT CGAGCT TCCTGATA=
ACGAGGCT GT GGAGCAGCACAGGAAGCT GCACAGT GGGAT GAAGACGT ACGGGT GOGAGCT CTGOGGGAAGCG=
GTTCCTGGATAGT TTGCGGCT GAGAATGCACT TACT GGCT CAT TCAGCGGGT GCCAAAGCCTTTGTCTGT GAT=
CAGTGCGGT GCACAGT TTTCGAAGGAGGAT GOCCT GGAGACACACAGGCAGACCCATACT GGCACT GACAT GG=
CCGTCTTCTGTCTGCT GTGT GEGAAGCGCT TCCAGGCGCAGAGCGCACT GCAGCAGCACAT GGAGGT CCACGC=
GGGOGT GOGCAGCTACAT CTGCAGT GAGT GCAACCGCACCT TCCOCAGCCACACGECT CTCAAACGCCACCTG=
CGCTCACATACAGGOGACCACCCCTACGAGT GTGAGT TCT GTGGCAGCTGCT T COGGGAT GAGAGCACACT CA=
AGAGCCACAAACGCAT CCACACGGGT GAGAAACCCTACGAGT GCAAT GGCT GTGGCAAGAAGT TCAGCCT CAA=
GCATCAGCT GGAGACGCACT ATAGGGT GCACACAGGT GAGAAGCCCT TTGAGT GTAAGCT CTGCCACCAGCGC=
TCCCGGGACT ACT CGGCCAT GAT CAAGCACCT GAGAACGCACAACGGOGCCT CGOCCT ACCAGT GCACCATCT=
GCACAGAGTACT GOCCCAGCCT CTCCT CCAT GCAGAAGCACAT GAAGGGECCACAAGCCOGAGGAGAT COCGOC=
CGACT GGAGGAT AGAGAAGACGTACCT CTACCT GTGCTAT GTGT GAAGGGAGGECCCGOGECGGET GGAGOCGAG=
CGGGGAGCCAGGAAAGAAGA
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470b_“prey" MGC15730 ok 29
CGGOCGOGT CGACCT CCAGCCAACCACAGAGAACAT ACCAGAGACGGT=

OGTGAGCCGT GAGT TTCOCOGCT GEGT CCACAGCGCCGAGCCCACCT ACT TOCT GOGCCACAGCCGCACCCOG=
AGCAGT GACGGCACT GT GGAAGT ACGT GOCCT GCT CACCT GGACCCT CAACCCACAGAT CGACAACGAGGCCC=
TCTTCAGCTGOGAGGT CAAGCACCCAGCT CTGT CGAT GOCCAT GCAGGCAGAGGT CACGCT GGT TGCCOCCAA=
AGGACCCAAAATTGTGAT GACGOCCAGCAGAGOCCGEGT AGGEGACACAGT GAGGATTCTGGTCCATGGGT TT=
CAGAACGAAGT CTTCCOGGAGCCCATGT TCACGT GGACGCGEGT TGEGAGCOGCCT CCT GRACGGCAGOGCTG=
AGTTCGACGGGAAGGAGCT GGTGCT GRAGCGEGT TCCOGCOGAGCT CAAT GGCT CCATGT ATCGCT GCACCGC=
CCAGAACCCACT GGGCTCCACCGACACGCACACCCGGCT CATCGT GTTTGAAAACCCAAAT ATCOCAAGAGGA=
ACGGAGGACT CTAATGGT TCCAT TGECOCCACT GGTGOCCGECT CACCT TGGTGCTCGOCCTGACAGT GATTC=
TGGAGCT GACGT GAAGGCACCOGCOCCGECCACT CCATCAGGCACT GACAT CTCCACGACCGGTTTTCATTTC=
TTTTCTAAACTATTTCCAGTCTTGTTCTTAGTCTCTTTCCATCTGTGTCTTGECTTCTTCAGTCGGTTTAATT=
AAAACAAACAGAACAAT TTTCOCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA=
AACC

27

MPS320d19. p1.abi 1 PLXNB2 ok 1

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCAC=

GOGT COGCCCACGOGT CCGOGACCGACGAGGT GRACGAGEGECAAGT CCAAGAGAGGCAGOGT GAAAGAGAAGG=
AGCGGACGAAGGCCATCACCGAGAT CTACCT GACGOGGCT GCTCT CAGT CAAGGGCACACT GCAGCAGT TTGT =
GGACAACTTCTTCCAGAGCGT GCT GBCGCCT GBGCACGOGGT GCCACCT GCAGT CAAGTACT TCTTCGACTTC=
CTGGACGAGCAGGCAGAGAAGCACAACAT CCAGGAT GAAGACACCAT CCACAT CTGGAAGACGAACAGTTTAC=
CGCTCOGGT TCTGGGT GAACAT CCTCAAGAACCCCCACT TCATCT TTGACGT GCATGT CCACGAGGT GGT GGA=
CGCCTCGCT GTCAGT CATCGOGCAGACCT TCAT GGAT GOCT GCACGCGCACGGAGCAT AAGCT GAGCCGCGAT =
TCTCCCAGCAACAAGCT GCT GTACGCCAAGGAGAT CTCCACCT ACAAGAAGAT GGT GGAGGAT TACTACAAGG=
GGATCCGGCAGAT GGTGCAGGT CAGCGACCAGGACAT GAACACACACCT GGCAGAGAT TTCCCGGGECGCACACS
GGACTCCTTGAACACCCT CGTGGCACT CCACCAGCTCTACCAATACACGCAGAAGT ACTATGACGAGATCATC=
A

28

MPS320d06. pl. abi _1 HTF9C ok

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GT CCGCCAGGAGGAGGCGACAGGAGEGT GAGAGT GAGCCACCAGT AACACGAGT GGCCGACGT GGTGACCCCT =
CTATGGACAGT GCCCTAT GCTGAGCAGCT TGAGCGGAAGCAGCT GGAGT GCGAGCAGGT GCTGCAGAAACT TG=
CCAAGGAAAT CGGGAGCACCAACCGT GCCTTGCT GCCCT GGCT GCT CGAGCAGAGGCACAAGCACAACAAGGC=
CTGCTGCCCCCT GGAGCGGEGT CAGGCCAT CACCCCAGCAGACTGAGTATCGT AATAAGT GTGAGT TTCTGGT T=
GGCGT CGGGGET GGAT GEGGAGGAT AACACCGT GGGCT GT CGGECT CGECAAGT ACAAGGGCGGEGACGT GTGCTG=
TGGCAGCCCCGT TTGACACCGT GCACAT CCCCGAAGCCACCAAGCAGGT GGT GAAGGCCT TCCAGGAGT TCAT=
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CCGGTCCACTCCATACT CGGCATACGACCCAGAGACGT ACACAGGCCACT GGAAGCAGCTGACTGTGCGCACC=
AGCCGCCGCCACCAGGECCATGGCCATTGCCTACT TCCACCCC

29

MPS321n07. pl. abi _1 GNB5 ok 1

CGGATCCTATTTAGGTGACACTATAGAATC GTCGACCCACGC=

GT CCGCGCTGCGT CCCCGCGCGAAGAT GGCAACCGAGGGEGECT GCACGAGAACGAGACGCT GGCGT CGCTGAAG=
AGCGAGGCCGAGAGCCT CAAGGGCAAGCT GGAGGAGGAGCGAGCCAAGCT GCACGAT GTGGAGCT GCACCAGG=
TGECCGAGCGEGET GGAGGCCCT GEEECAGT TTGT CATGAAGACCAGAAGGACCCT CAAAGGCCACGGGAACAA=
AGT CCTGT GCATGGACT GGT GCAAAGAT AAGAGGAGGATCGT GAGCT CGT CACAGGAT GGGAAGGTGATCGT G=
TGGGATTCCTTCACCACAAACAAGGAGCACGCGGT CACCAT GCCCTGCACGT GGGTGATGGCATGTGCTTATG=
CCCCATCGGGATGTGCCATTGCTTGT GGTGGT TTGGATAATAAGT GTTCTGT GTACCCCT TGACGT TTGACAA=
AAATGAAAACAT GGCT GCCAAAAAGAAGT CTGT TGCTAT GCACACCAACT ACCT GT CGGCCT GCAGCT TCACC=
AACT CTGACAT GCAGAT CCT GACAGCGAGCGGECGAT GGCACAT GT GCCCT GT GGGACGT GGAGAGCGGGECAGC=
TGCTGCAGAGCT TCCACGGACATGGEGECT GACGT CCTCTGCT TGGACCT GGCCCCCTCAGAAACT GGAAACAC=
CTTCGT GTCTGGGGGATGT GACAAGAAAGCCATG

30

380b_“prey* MDS025 ok 24
CGGOCGOGTCGACCTTATCTCTGTTCACCT TCTTGAATCTTCAGT GCCA=

GAGTTCTTCACTACCACAACCAAGGAGGGATAT GAT AGGCGGECCAGT GGATAT AACT CCT T TAGAACAAAGGA=
AATTAACTTTTGATACCCAT GCAT TGGT TCAGGACTTGGAAACT CATGGAT TTGACAAAACACAAGCAGAAAC=
AATTGTATCAGOGT TAACTGCT TTATCAAAT GTCAGCCT GGATACTAT CTATAAAGAGAT GGTCACT CAAGCT =
CAACAGGAAATAACAGT ACAACAGCT AAT GGCT CATTTGGATGCTAT CAGGAAAGACAT GGT CATCCTAGAGA=
AAAGTGAATTTGCAAAT CTGAGAGCAGAGAAT GAGGT GATACAAAT TTTAATTTATTACT TATAAAATAACT G=
ATCTCATAATAAGCATCCTACT TAAGGAATAAGT TAATAAGACCAAGT AATAATTCCATGTGGTTAGTAAACA=
ATAAGTTTTTAGATTTAAAAACATACTATTTGT TTAACCATACCTAATCTTTTTCTATATAAATCATAGTGCT=
TTGCATACTGAAGAGAATAAGAGT TACATTTTATACATAT AAAACCACAT AAAACAAAAT CTTTGAGCTATAT=
ATATAAAATTTGTATATAATGGTTTCAGAGCTGAGAGTAATACGGCATTTTCTATTTTATTTAATCCTGTACT=
AAATGTCTTTGTGACTTAAAAGTATATTTCTGTAATTAAGT CAGAATTTTAAGT TATGTTATCCACTATAGCT =
TATTTTTAAATTTAGAAAATCAGT TTTTAAAAGTATAATATAAAAACAAAT GCATTTTGCTCATAAGAATTAT=
TTTCTGAATACAGTGGCTTACTAGT TTCTTTTGAAGATTTTTTTCCTTATCAAT TCTGTAT TAGAAATCCATA=
GATTGTCCAAATTTTGGTAATCTAGGGT TTCAGATTTTTTTAATCATAATATAGACTTGGT TTAATGCTAATT=
GCATGTGATCTTTCCTGTACCTAGAAAAT GAAAATTGAAT TAGACCAAGT TAAGCAACAACTAATGGTAAGT G=
AATTTTTTTTCTAGCTGTTAATTTCAGAACAAATATTCGT TACAAGATCATTTTTTAAATATCTTTGCTTTCT=
TTAAAGCAT GAAACCAGT CGAAT CAGAGCAGAT AATAAACT GGATAT CAACT TAGAAAGGAGCAGAGT AACAG=
ATATGGTAATGTTCTTTTAAATGTACTTTCTTGGTTACTTACTCCTTTTTTATTTTTAGACTTTTTTTTTAACS
TTCCTGCTGCTTCATATCCTATAGT TTACAGAT CAAGAAAAGCAACT TAT GGAAACAACT ACAGAAT TTCAAA=
AAAGGTAAAGTAATATGTAAAAATGTCTCTTTTGTCAGTTCTTGTGOCTTGTATAACTGCTTTTATGTGTACC=
AGTTTATAAGT TTAGACT TTTAAAAACTACCCTTGTAGAGT CTCTGGECT TCCTCATAGCTATTATAGT TAACC=
AGCACTTTTGGGGAACCT GGCACCAGGT AGAT GGT CGOCCAT GAGCCAT GCOCT TGAAGT AAGAATCAAGAT T=
TCCACATAGTGTGCTTTTTTAAACTAAATTACTTCTATAATAGAAAATAACTAT TTTT TGGGCCAGGCACAGT=
AGCTCACACCTGTTAATCCT GCACT TTGGEGAGGCT GAGGCAGGAGT TCAAGACCAGT CTGGGCAACATAGCAA=
GACCCTTCTCAATATCAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAA
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ET_293 FALZ ok
CCCTCTCATGGATAAATGT CATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAA=

CCCAAAAAAAGAGATCTC GTCGACGAAAAAAGCAGCCTGTAGGGTTTGTCACAAACTTGECGATTTCCTTTG=
CTGTGAGACATGT TCAGCAGTATACCATTTGGAATGT GT GAAGCCACCT CTTGAGGAGGT GCCAGAGGACGAG=
TGGCAGT GTGAAGT CTGT GTAGCACACAAGGT GCCTGGT GT GACT GACT GT GT TGCT GAAAT CCAAAAAAAT A=
AACCATATATTCGACATGAACCTATTGGATAT GATAGAAGT CGGAGGAAATACT GGT TCTTGAACCGAAGACT =
CATAATAGAAGAAGATACAGAAAAT GAAAAT GAAAAGAAAAT TTGGT AT TACAGCACAAAGGT CCAACT TGCA=
GAATTAATTGACTGTCTAGACAAAGATTATTGGGAAGCAGAACT CTGCCAAATTCTAGAAGAAATGCGTGAAG=
AAATTCACCGACACAT GGACAT TACT GAAGACCT GGCCAAT AAGGCT CGCGGEGAGTAACCAATTCTTTTTTGC=
GGCAGCTAATGAGGAAATTTTGGAAT CCATTAAGAGCCAAAAAGGGGAGACATTGATTATTGTAAAAGGCCCA=
GAAGAAACCCCAAAAGACAAGAAT GGGGCCTTAAAATGTACT TTAAAGAT GCTGT GGAAAAACAGAGT AAGAA=
TTTGCAGGCCACGT CCTTAAACCCACACT TGT GCGCGCCGCAGCATCTATTAAATTGT CAGATACT TGAAAAA=
CCCCCGCAGGTGTACTTTAAACT CGGTGCATTGGGECCG
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ET_295 SP110 ok 1
AGTGACACTGTGGATTTTCACTGT TCTAAGCT CCCCGT GACCT GT GGT GAGGCGA=

AAGGGATTTTATATAAGAAGAAAAT GAAACACGGAT CCTCAGT GAAGT GCATTCGGAAT GAGGATGGAACT TG=
GTTAACACCAAATGAATTTGAAGT CGAAGGAAAAGGAAGGAACGCAAAGAACT GGAAACGGAATATACGT TGT =
GAAGGAACGACCCTAGGAGAGCT GCTGAAGCGGAAAAACT CGGAT GAAT GCGAGGT GT GCTGT CAAGGGGGAC=
AACTTCTCTGCTGCGGTACTTGT CCACGAGT CTTCCAT GAGGACT GTCACAT CCCCCCTGT GGAAGCCAAGAG=
GATGCTGTGGAGT TGCACCT TCTGTAGGATGAAGAGGT CTTCAGGAAGCCAACAGT GCCATCATGTATCTAAG=
ACCCT GGAGAGGCAGAT GCAGCCT CAGGACCAGCT GAAATGTGAGT TCCTTCTCTTGAAGGCCTACTGT CATC=
CACAAAGCTTCTTTTTTACGGGCATCCCATTTAATATTCGAGAATACGGT GAGCCCTTTCAGGAAGCAATGTI G=
GI'TTGGACCT TGGT TAAGGAAAGCGCT GAT TACCGAAAT GTACACCGGNGGCATGGT TTGT GCGAGAAAAT GCN=
CCCTGGTGGTTTCCAACCATAAAACATTTTACAAGGNT TTTTACT TTTGGCCAGGTAGGACT TGACT TAAANG=
CAGAACTTTGAAAAAGANT TTCAAAAACCT CTTCGGT TAGGANCCACT TTGAGCGGCCCNNAATTTTTTAAAT =
GTANATTCTGGAAAAACCCCCAGGTN

33

FT 479 CHH?R nk

183




Anhang

GTGCTGATACACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATA=
CCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTC GT CGACGAAAAAAGCAGGCGT CAACGT GCGEGACGT CAATGACG=
GATACGCCCCAGT TCAAGCCCTTTGGGATCACCTACT ACAT GGAGCGGAT CCT GGAGGGEGECCACCCCTGEGA=
CCACACTCATTGCTGT GGCAGCCGT GGACCCT GACAAGGGECCT TAAT GGGECT GGTCACCTACACCCT GCTGGA=
CCTGGTGCCCCCAGGGTATGT CCAGCT GGAGGACT CCTCGGCAGGEGAAGGT CATTGCCAACCGGACAGT GGAC=
TACGAGGAGGT GCACTGGCTCAACT TTACCGT GAGGGCCT CAGACAACGGGT CCCCGCCCCGEGECAGCT GAGA=
TCCCTGT CTACCT GGAAAT CGT GGACAT CAAT GACAACAACCCCATCT TTGACCAGCCCT CCTACCAGGAGGEC=
TGTCTTTGAAGAT GT GCCTGT GGGCACAATCATCCTGACAGT CACTGCCACTGATGCTGACTCAGGCAACTTT=
GCACTCATTGAGTACAGCCT TGGAGATGGAGAGAGCAAGT TTGCCATCAACCCCACCACGGGTGACATCTATG=
TGCTGT CTTCTCT GGACCGGGAGAAGAAGGACCACTATAT CCTGACT GCCTTGGCCAAAGACAACCCT TGEGG=
ATGTAGCCAGCAACCGT CGCGAAAAT TCAGT GCAGGT GGT GAACCAAGT GCTGGATGTAAAT GACT GCCGGCC=
ACAGT TTTCCAAGCCTAGIT TCAGCACAAGCGT GTATGAGAAT GAGT CCGCGGGECACCT CGGTAATCACCATAA=
GGGCCACT GACCAGGAT GGAGGGT CCAAGGGAGAGGTGACCCACTTACTTGG
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ET_82 CHRNA4 ok
CCCTACAATGGAT GATGT GTATAACTAT CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAA=

ACCCAAAAAATGTTATCTC GTCGACGAAAAAAGCAGGCAGCAGCCAT GT GGAGACCCGGGOCCACGCCGAGG=
AGOGGCTCCTGAAGAAACT CTTCTCCGGT TACAACAAGT GGTCOCGACCCGT GGCCAACAT CTCGGACGT GGT =
CCTCGTCCGCT TCGGOCT GTCCATCGCT CAGCT CAT T GACGT GGAT GAGAAGAACCAGAT GAT GACCACGAAC=
GTATGGGT GAAGCAGGAGT GGCACGACT ACAAGCT GCGCT GGGACCCAGCT GACTAT GAGAAT GTCACCTCCA=
TCOGCATCCCCTCCGAGCT CATCT GGOGGCCGGACAT CGT CCTCTACAACAAT GCTGACGGGGACT TCGCGGT =
CACCCACCT GACCAAGGCCCACCT GT TCCAT GACGGEGCGEGT GCAGT GRGCT COCCCGGOCAT TTACAAGAGC=
TCCTGCAGCATCGACGT CACCT TCT TCCCCT TCGACCAGCAGAACT GCACCAT GAAAT TCGGECT CCTGGACCT =
TCGACAAGGCCAAGAT CGACCT GGT GAACAT GCACAGCCGOGT GGACCAACT GGACT TCT GGGAGAGT GGOGA=
GTGGGTCATCGT GGACGCCGT GBGCACCT ACAACACCCGGAAAT ACGAGT GCT GOGCCGAGAT CTACCCGGAC=
ATCAACTATGCCTTTGTCAATCGECGGGT GCOOGT CTTCT TCACCAT TAACT AAGACCCACCT TGAGCGGGOC=
GCGATTTATGAATCG
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ET_47 CKN1 ok 1
TGTCGTAGATCT TCGT CAGCCGAGCT GCACCATTGAAGGGCT GGCGGATGGEGEGT TAT=

TCGCAACGGCGACTGGCTGGAATTCAT  GTCGACGAAAAAAGCAGCCGACAGAGAT GT TGAAAGAAT CCACCG=
CGGTGGAATTAACACCCTTGACATTGAACCT GT TGAAGGGAGATACATGT TATCAGGTGGT TCAGATGGT GTG=
ATTGTACTTTATGACCT TGAGAACT CCAGCAGACAATCTTATTACACAT GTAAAGCAGT GTGT TCCATTGGCA=
GAGATCATCCTGATGT TCACAGATACAGT GTGGAGACTGTACAGT GGTATCCTCATGACACTGGCATGT TCAC=
ATCAAGCTCATTTGATAAAACT CTGAAAGT ATGCGATACAAATACATTACAAACT GCAGATGTATTTAATTTT=
GAGGAAACAGT TTACAGTCATCATATGT CTCCAGT CTCCACCAAGCACTGT TTGGTAGCAGT TGGTACTAGAG=
GACCCAAAGTACAACTTTGTGACTTGAAGT CTGGATCCTGT TCTCACATTCTACAGGGT CACAGACAAGAAAT =
ATTAGCAGTTTTCTGGTCTTCACGT TATGACTATATTCTGGCAACAGCAAGT GCTGACAGTAGAGTAAAATTA=
TGGGATGT GAGAAGAGCATCAGGATGT TTGATTACT CTTGATCACCATATTGCGAAAAGAGTACAACCTGTI TT=
GAATAGCCAACACTGTTCATAATGGGAAAGGTATTGCTTATTGT TTACAGATGATGGACTAACCTCCTCCTGG=
TGGACCAATAAT CGAAGAGGGT TGGAATAGT TCATGGAGAAACCACT TGGT
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ET_158 MASP1 ok
TAANTCCNTNNAATANNTTCATGATGTATATAACTATCTATTCCATGATGAAGATA=

CCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTC GTCGACGAAAAAAGCAGGCCACACCGT GGAGCTAAACAATATGT =
TTGGCCAGATCCAGT CGCCTGGT TATCCAGACT CCTATCCCAGT GATTCAGAGGT GACTTGGAATATCACT GT =
CCCAGATGGGT TTCGGATCAAGCTTTACTTCATGCACT TCAACT TGGAATCCTCCTACCT TTGTGAATATGAC=
TATGT GAAGGT AGAAACT GAGGACCAGGT GCTGGCAACCT TCT GT GGCAGGGAGACCACAGACACAGAGCAGA=
CTCCCGGCCAGGAGGT GGT CCTCTCCCCTGECTCCTTCATGTCCATCACT TTCCGGTCAGATTTCTCCAATGA=
GGAGCGTTTCACAGGCTTTGATGCCCACTACATGGCT GT GGAT GT GGACGAGT GCAAGGAGAGGGAGGACGAG=
GAGCTGTCCTGT GACCACTACTGCCACAACTACATTGECGGECTACTACTGCTCCTGCCGCT TCGECTACATCC=
TCCACACAGACAACAGGACCT GCCGAGT GGAGT GCAGT GACAACCT CT TCACT CAAAGGACT GGGGTGATCAC=
CAGCCCTGACTTTCCAAACCCT TACCCCAAGAGCTCTGAATGCCT GTATACCAT CGAGCT GGAGGAGGGTTTC=
ATGGTCAACCCTGCATTTGAGGACATATTTGACATTGAGGACCCAT CTGAGGT GCCCTGCCCCTATTACTACA=
TCAAGATCAAAGT TGGTCCAAAAGGT TTGGGCCT TTTCTGT GGAGAGAAAGCCT CAAAACCCATCAGCACCCA=
GAGCCACAGAGCCCTTGATCTTGGT TCATTATGACAAACT CGGAGGAGAACCGGGGT TGGAGGT TCTCATACA=
GGGCTTCAGGAAT GAGT GGCCCAAGT TACAGCCT TCTGT CATGGGAAAAT CGAGCCTCCCAAGCCAAGT TTTT=
TTAAGACCAGTGT
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Anhang

37

ET_192 NGFR ok
CCCTCCAATGGATGATGTATATAACTATCTAT TCGAT GATGAAGATACCCCACCAAA=

CCCAAAAAAAGAGATCTC GTCGACGAAAAAAGCAGCECT TCAAGAGGT GGAACAGCT GCAAGCAGAACAAGCA=
AGGAGCCAACAGCCGGCCAGT GAACCAGACGCCCCCACCAGAGGGAGAAAAACT CCACAGCGACAGT GGCATC=
TCCGT GGACAGCCAGAGCCT GCAT GACCAGCAGCCCCGCACGCAGACAGCCT CGEECCAGGCCCT CAAGGGT G=
ACGGAGGCCT CTACAGCAGCCT GCCCCCAGCCAAGCGGEGAGGAGGT GGAGAAGCT TCTCAACGGECTCTGCGEG=
GGACACCT GEGCGGECACCT GGCGEECGAGCT GGECTACCAGCCCGAGCACATAGACT CCTTTACCCAT GAGECC=
TGCCCCGT TCGCGCCCTGCT TGCAAGCT GGGCCACCCAGGACAGCGCCACACT GGACGCCCT CCTGECCGCCC=
TGCGCCGCAT CCAGCGAGCCGACCT CGT GGAGAGT CTGT GCAGT GAGT CCTAGGACCCAGCT TGAGCGECCCG=
AGATCTATTAATCGT AAATACT GAAAAAACCCGGCAGGT TCACT TCAACT GTGCATCGTGCACCATCTCAATT=
TCTTTATTTATTCCATCGTTTGCCTTTTTTTATGTAACTATTCTTCTTTTAGGT TACATACT TGGCCATGGAA=
CCTCTGGTCTTATAGAAATTTTTTAATGGCTAGAATTTAAGGCCCATCTTTTTTTGGGACCTAAAATTTTTCA=
TGAAAAAATATTTACAGGGGECTT

Tabelle 41: Sequenzen der Klone aus dem YTH-Screen Berlin.
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