Aus dem Institut fir Molekulare Medizin
der Universitét zu L ubeck
Direktor: Prof. Dr. G. Sczakidl

|dentifizierung und Charakterisierung
von | nteraktionspartnern

des Integrins a6p4

Inaugural dissertation

zur
Erlangung der Doktorwrde
der Universitét zu L Gibeck
-Ausder Medizinischen Fakultét-

vorgelegt von
Jan Leppert
aus Aachen

L ibeck 2003



Berichterstatter:
Herr Prof. Dr. G. Sczaki€

Berichterstatter/ Berichterstatterin:
Herr Dr. rer. Nat. U. Zahringer

Tag der mindlicher Prifung: 11.10.2004

Zum Druck genehmigt. Libeck, den 11.10.2004



Inhaltsverzeichnis

|. Inhaltsver zeichnis

L EINTEITUNG oottt bbbttt et e e e e e e e b e b e sb et e see b nre s 8
N g1 C=o | T UTPTTRSRSRN 8
TR L a1 [T I 157 SR 9

1.2.1 Vorkommen, Aufbau UNd FUNKLION ..ot 9
1.2.2 Funktion des 8684-Integrins in HEMIAESMOSOMEN .......cceciiiieiireeiceeee et 10
1.2.3 SIGNAITFANSAUKLION .....ecviiiiiieicsieeie ettt b sa e a st st e b e st ene e b e e e b e s eneneeneneens 12
I L= 1= w1 ] o TSRS 15

2Material Und MethOAEN ..o e 16

BN Y I = T USSR TPRPT 16
2.1.1 Verwendete PUFfer UNA LOSUNGEN .......ouiiieie ettt bbb bbb e b e e 16
B2 1V <o 1= o OSSR 19

2.1.2.1 Medien fir die AufZucht VON BaKEEITEN .........covvieirieiiiisicses et 19

2.1.2.2 Medien fir die AUFZUChE VON HEFEN ......covoieiiicee s 20
2.1.3 Bakterien- und HEFESTAMIME ......c.coiiiieiee e bbb 21
P - T L= PRSP R 21
P2 Y N L] o= SOOI 22
20 A 121 SRS 22
2. 1.8 REAIOISOIOPE .....veetiieietei ettt bbbt bbbt £ bbbt ket sk et b et b bRt bt bbb e 23

B0/ = oo 1< o PSSRSO 24

W A= L= T0 | 78 o g | TP 24
2.2.1.1 ZelaufZUCHE VON E. COlI w.uvitiiiiiiiiiie ettt sttt e se s 24
2.2.1.2.1 Zellaufzucht von E. coli in FIUSSIMEiUM ........cooiiiiiiiiie e e 24
2.2.1.1.2 Zellaufzucht von E. coli auf AQarplatten ..........coccoeiieiineieeneeeee e 25
2.2.1.2 Zellaufzucht von S. Cerevisiae CGLIS ........oviireireiriese et 25
2.2.1.2.1 Zellaufzucht von S. cerevisiae CG1945 in FlUssigmedium ..........ccccvveeeeieeievese s 25
2.2.1.2.2 Zellaufzucht von S. cerevisiae CG1945 auf Agarplatten ........ccccvveeeverecinieccecce e 25
2.2.2 Transformation von Bakterien Und HEFEN ..o e 26
2.2.2.1 Herstellung KOMPELENLEr ZEITEN .....oiiuieiieteee e 26
2.2.2.1.1 Herstellung elektro-kompetenter E. COli-ZEIleN ... 26
2.2.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. Coli-Zellen ... 26
2.2.2.1.3 Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen ... 27
2.2.2.2 Transformation VON E. COI .....cc.oiiiiiiiire ettt st e e 27
2.2.2.2. 1 EIEKEIOPOIGLION ...c.eeveeieeuietirieeie ettt sttt sttt st e s se e e e e e e e e e st ebe e st eaesbesbesaesbesbeseesbeseees 27
2.2.2.2.2 Hitzeschock-Transformatiion ...........c.ccoeeereiiiine et 28
2.2.2.3 Transformation VON S. CEMEVISIAE .....couuiuirueieirieie e reeie ettt et ae e sb e bbb bbb sbesaesaenas 28
2.2.3 NUKIGINSAUrE-TECHNIKEN .....cveiviieiiiiee ettt st be s 29
A R N €T 1= L= a A o] o] 1o = = SR 29
2.2.3.1.1 Agarose-Gel &l EKITOPNOIESE .......ccueiieeieie ettt sttt sttt sne s re e sresee e e 29
2.2.3.1.2 Denaturierende Polyacrylamidgele (SequenzierungSsgel) .....cooveveeereeeneereseseseeeesee e 30
2.2.3.2 Plasmidpraparalionen ...........coeereeriireniereeterieesiees st se st sb et b et s b e st b et b et b e nentens 31
2.2.3.2.1 Analytische PlasmidiSOlIEIUNG ........coceiriririeirieereneee s s 31
2.2.3.2.2 Praparative PlasmidiSOliErUNG .......cccovreirieinieieeene sttt s 32
2.2.3.2.3 Plasmidpraparation aus Hefe mittel s Phenol-Chloroform-Extraktion ............cccoceveveiencnnnn 32
2.2.3.3 EthanOIfEITUNG ....ccveeetiieeiiitieete ettt b et b bbb 33
A N €T 1< 111 o] o PR 33
2.2.3.5 Photometrische K onzentrationsbestimmung von NUKIBINSAUreN ...........ccoceeieiineeneneeieneneenn 33
2.2.3.6 Enzymkatalysierte Reaktionen an DINA ..o e 34
2.2.3.6.1 Restriktionsspaltung VON DINA .......ccoiiiiieceeeeee ettt sr et s st n e s 34
2.2.3.6.2 KIenOW-AUFFUHTEEKLION ......ooveiiiieeeieiee et 35
2.2.3.6.3 DEPNOSPNOIYHEIUNG .....eceeeeeeeeeeieeeee et sttt et st e et e te s nesr e e e e nee e e 35

A G N A 1NN VN T = o o S 36
2.2.3.6.5 Polymerasekettenreakiion ...........ccocoveereneinieene ettt et 37
2.2.3.7 Sequenzierung VON DINA ... ..ottt bbbttt b e nn e 38
2.2.4 Arbeiten MIt PrOLEINEN ......cco ittt st e sreese e e ese e e e e e teneenaenteseens 39



Danksagung

2.2.4.1 Analytische SDS-GEl €l €KtrOPhOrESE .....ccvevvivieeee et 39
2.2.4.2 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Membranen ...........cccoceevvvveeenevecreenennnns 40

2.2.4.3 ImmMuUNdEteKtion VON PrOtEINEN ........cccoviieierire et sa e e e seeaeneeseenees 41
2.2.4.4 Proteinextraktion @US HEFEN ... e s e sne s 41
A R IV (o B I =0 = o] o 42
2.2.4.6 Immuno- und CoiMMUNOPIEZIPITALION .......ccvereerereeierieerieiet et sa s 43

2.2.5 COolONY-LITt FIITEIr ASSAY ...eiiteieeiteeieee ettt ie ettt sttt ae s e e e e eeseesbesbeseesbe s et eaeeaeeneeneeneeneanseseens 44

G 0= o] 1SS S 46
3.1 BESChr @iUNG AES SYSLEMIS ..ttt e sesse e ereeaesnesreneeseenrentn 46
3.2 Konstruktion und Charakterisierung von DNA-BD-84-Y east-Two-Hybrid-Vektoren ...........cc.c...... 48
3.3 Amplifikation und Charakterisierung der cDNA-BIbIiOthek ..o 54
3.4 Isolierung von 84-1nter aktioNSPAr tNEN N ......oouoiicuiiiiee ettt b e beseene 59
3.5 Charakterisierung der isolierten &4-Inter aktionSPartner ..........cooeoereieninneneeseere s 68
UBEIBDPUNG ....ocvoveeeeeceeece et s ettt s st en s e st s st et es st ensesssssses s s sensesensstenaren 70

UBEIBDPUNG ....ocvoveeveeceeect ettt ettt st en st et s st s bt en st s st esnaesensetensetenaen 70

S U ESS Fo o SRS 75
4.1 Beschreibung und Darstellung der identifizierten Proteine ... 76
A1 1 FIlamin B (KION 442/9) ..ottt et b et b e e b e st b et ebe e ebe e 76
4.1.2 Dipeptidylpeptidase-like Protein 9 (DPPO) (445/1) .....ooeiiieiereierieeee ettt 77
4.1.3 PKC-interacting Protein 1 (PKCI-1) (KION 455/3) .....c.oiiiiiiiieieiieeeie et 78
4.1.4 Junctional Adhesion Molecule (JAM) (KION 512/3) .......cccoiiiiiiiiieeinerieeee s 78
4.1.5 Zn-apha2-Glycoprotein (ZAG) (KION 517/2) ...ttt 79

4.2 Bewertung der aufgezeigten INteraktionNen ..o e s 80
B3 AUSDIICK ettt bbb bbbt E bR e R bR R R bR e R bkt e bRt e e 82
AN 1= 0 0] 041 ] = 1SS U T S 83
LG3 N g =T o PSPPSR 84
6.1 VErWENUELE GENELE ...ttt a bbb bbbt st e bbbt e bbb e 84
6.2 Chemikalien und VerbrauChsSmaterial ... 85
FA L= = ST VL= = o ] ] 87
L D F ] €= Vo 10T USSP 99
S I = o < S - 0 1 SR 100



Abklrzungen

|1 Abkurzungsverzeichnis

3-AT 3-Amino-1,2,4,-triazol

A Adenin

Abb. Abbildung

AD Aktivierungsdomane

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosin-5"-triphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

cfu kolonieformende Einheiten (" colony forming units")
Ci Curie

CIP Alkalische Phosphatase aus K&l berdarm
cm Zentimeter

Co-IP Coimmunopréazipitation

dATP Desoxyriboadenosi dtriphosphat
dCTP Desoxyribocytosidtri phosphat

dGTP Desoxyriboguanidintriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-BD DNA-bindende Doméne

dNTP Desoxyribonukleosi dtriphosphat

ds Doppelstrang

dTTP Desoxythymidintriphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamin-tetraessigsaure

E. coli Escherichia coli

Fa Firma

FN 111 Fibronektin TypllI-8hnliche Domane
g Erdbeschleunigung (9,81 ms?)

G Guanin

Grb2 "growth factor receptor binding protein 2"

GTP Guanosin-5"-triphosphat
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H.0 Wasser

HCl Salzséure

His Histidin

HRP Peroxidase aus Meerrettich (" horseradish peroxidase")
VT invitro Trandation

kb Kilobasen oder Kilobasenpaare
kDa Kilodalton

kV Kilovolt

Leu Leucin

LiAc Lithiumacetat

M Mol/l

MAP Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Min. Minuten

ml Milliliter

mg Milligramm

mm Millimeter

mM Millimol/l

MW Molekulargewicht

NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat
NaHPO, Dinatriumhydrogenphosphat

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgel el ektrophorese
PBS "phosphat-buffered saline"

PCR Polymerasekettenreaktion (" polymerase chain reaction")
PEG Polyethylenglycol

Pi3-K Phosphoinositol-3-Kinase

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
RNA Ribonukleinsdure

S cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumlaurylsulfat ("sodiumdodecylsulfate")
Sek. Sekunden

Ss Einzelstrang

Std. Stunden

T Thymin
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Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS "Tris-buffered saline"

TBST "Tris-buffered saline + Tween"
TE TrissEDTA-Puffer

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethyldiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

U Unit

U.N. Uber Nacht

Upm. Umdrehungen pro Minute
UTP Uridin-5"-triphosphat

Vv Volt

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen

wiv Masse pro Volumen

w Watt

XCB Xylencyanol

X-Ga 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-Galactosid
ul Mikroliter

ug Mikrogramm

uM Mikromol/I

Q Ohm
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1 Einleitunq

1.1 Integrine

Integrine bilden eine grofe Familie von Transmembranrezeptoren. Sie werden aus zwel
unterschiedlichen Polypeptidketten zusammengesetzt, der o- und der B-Untereinheit.
Bis heute wurden 18 a- und 8 B-Untereinheiten entdeckt, die in den unterschiedlichsten
Kombinationen vorliegen kénnen. Die Anzahl der mittlerweile gefundenen Kombinationen
betragt 24 (Hynes, 1992; Giancotti und Maniero, 1994; Hynes, 2002).

Allen Integrinen gemeinsam ist eine grof3e (~650 Aminosauren) extrazellulare Doméne, eine
gewohnlich  kleinere  zytoplasmatische Doméne (~50 Aminosduren) und eine
Transmembranregion (Hynes, 1987). Die a-Untereinheit besteht aus zwei Polypeptidketten,
die durch proteolytische Spaltung eines Propeptids entstehen und anschlief3end Uber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden werden (siehe Abb. 1).

S
| ? exdrazeliuisy

82—

m I]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]] Ze]]membran

HOQo CO0H

oK ette §-Eette intrazeiiar

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Integrins.
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Eine wesentliche Aufgabe von Integrinen besteht in der Adh&sion von Zellen an die
extrazelluldre Matrix. Darliber hinaus vermitteln sie auch Zell/Zell-Adhasionen (Hynes,
1992). Die Bindung von Liganden, wie z.B. Collagen, Fibronektin, Laminin oder
Oberflachenrezeptoren anderer Zellen, erfolgt tber die extrazelluldre Doméane der a- und f-
Untereinheit und ist von der Anwesenheit zweiwertiger 1onen abhéangig.

Integrine sind an physiologischen Prozessen wie Embryogenese, Wundheilung, Hamostase
und Inflammation (Hynes, 1992; Hynes, 2002) aber auch an der Tumorgenese beteiligt
(Giancotti und Maniero, 1994).

Weiterhin steuern Integrine durch Signaltransduktion viele zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Differenzierung, Uberleben und Apoptose (Clark und Brugge, 1995; LaFlamme
et al., 1997).

1.2 Das Integrin a6p4

1.2.1 Vorkommen, Aufbau und Funktion

Das a6p4-Integrin findet sich in hoher Anzahl auf Zellen der Basalschicht von
Plattenepithelien (Kajiji et al., 1987; Suzuki und Naitoh, 1990; Sonnenberg et al., 1990).
Zudem wird es auf weiteren Zelltypen, wie z.B. Keratinozyten (Adams und Watt, 1991),
Thymozyten (Wadsworth et al., 1992) und auf Schwannzellen (Einheber et al., 1993) des
peripheren Nervensystems exprimiert.

Aufgrund seiner extrazelluldren Struktur kann das a6p4-Integrin der Familie der Integrine
zugeordnet werden (Kajiji et al., 1989). Allerdings unterscheidet es sich hinsichtlich seiner
intrazellularen Struktur deutlich gegentiber allen anderen Mitgliedern dieser Familie. So
besitzt die zytoplasmatische Doméne der B4-Untereinheit im Gegensatz zu den weltaus
kirzeren Domanen anderer Integrine tUber 1000 Aminosauren. Zum C-terminalen Ende hin
beinhaltet diese 2 Paare Fibronektin Typlll-&hnlicher Doméanen (Hogervorst et al., 1990).
Diese Paare werden wiederum durch ein sogenanntes ,, Connecting Segment®, eine Sequenz
von 142 Aminosauren, getrennt (siehe Abb. 3). Dieses,, Connecting Segment* scheint das Ziel
mehrerer Regulationsmechanismen zu sein, einer Tyrosinphosphorylierung (Maniero et al.,
1995) sowie proteolytischer Prozesse (Giancotti et al., 1992).
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Es existieren insgesamt vier Isoformen der PB4-Untereinheit, die durch alternatives
Prozessieren der mRNA generiert werden (Isoformen A-D) (Fornaro und Languino, 1997).
Die am weitesten verbreitete Isoform ist die Variante B4A (Suzuki und Naitoh, 1990).

Die Bindung des a6p4-Integrins erfolgt spezifisch an verschiedene Isoformen des Laminins,
wobel die hdchste Bindungsaffinitét zu Laminin 5 besteht (Lee et al., 1992; Falk-Marzillier et
al., 1998). Im Gegensatz zu allen anderen Integrinen verbindet das a6p4-Integrin die
Basalmembran nicht mit dem Actinfilamentsystem der Zelle, sondern mit den

Keratinfilamenten (Hynes, 2002).

1.2.2 Funktion des a6B4-1 ntegrinsin Hemidesmosomen

Intrazellulér liegt das a6p4-Integrin als ein Bestandtell von Hemidesmosomen vor (Carter et
al., 1990; Stepp et al., 1990). Hemidesmosomen sind komplexe Strukturen, welche
die Basalzellen von Epithelien mit der Basalmembran verbinden (Jones et al., 1998).
Sie enthalten neben dem a6p4-Integrin noch ein weiteres transmembrandses Protein, das
Bulldse-Pemphigoid-Antigen-2 (BPAG2; BP180) (Giudice et al., 1992; Hopkinson et al.,
1992).

Zu den Ubrigen Komponenten von Hemidesmosomen zdhlen intrazellular lokalisierte
Proteine. Dazu gehtren das Bulldse-Pemphigoid-Antigen-1 (BPAG1; BP230), welches das
Hauptziel von Autoantikorpern bei der blasenbildenden Hautkrankheit bulléses Pemphigoid
darstellt (Sawamoura et al., 1991), und Plectin (HD1) (Hieda et al., 1992 Okumura et al.,
1999). BP180 bildet mit der a6-Untereinheit (Hopkinson et al., 1998) und der f4-Untereinheit
(Borradori et al., 1997; Aho und Uitto, 1998) einen Komplex, der fur die Adhdsion an die
Basallamina verantwortlich ist. BP180 interagiert Uber die Bindung an BP230 mit dem
Keratinfilamentsystem der Zelle (Hopkinson et al., 2000), wie ein Versuch mit BP230"
Knock-out-Mausen zeigte (Guo et al., 1995). Diese Mause wiesen zwar eine Bildung von
Hemidesmosomen auf, welche jedoch nicht mit den Keratinfilamenten verbunden waren.
Weiterhin vermittelt Plectin (HD1) die Bindung zwischen der zytoplasmatischen Doméne der
B4-Untereinheit und dem Keratinfilamentsystem (Niessen et al., 1997; Rezniczek et al.,
1998). Diesen durch o6p4 vermittelten transmembrantsen Verbindungen zwischen
Basallamina und Zelle kommt eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der
Integritét der Haut und anderer Epithelien zu (Dowling et al., 1996). In einem Versuch von

van der Neut und Mitarbeitern starben p4” Knock-Out-M&use bereits prénatal an einem
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Syndrom, das der humanen Erkrankung Epidermolysis bullosa dhnelt (Van der Neut et al.,
1996). Bel dieser Erkrankung schlie?en sich Hemidesmosomen nicht zu Komplexen
zusammen, wodurch sich die Basalzellen von Epithelien nicht an die Basallamina verankern
koénnen (Niessen et al., 1996; Brown et al., 1996). Gagnaux-Palacios und Mitarbeiter konnten
diesen Effekt in Zellen von Patienten mit Epidermolysis Bullosa durch Transfektion mit einer
intakten B4-Untereinheit umkehren (Gagnaux-Palacios et al., 1997).

Bazal
lamma

Zell
metmbrat

Abbildung 2: Aufbau eines Hemidesmosomen

BP230: Bulldses-Pemphigoid-Antigen 1 (tirkis)

BP180: Bulléses-Pemphigoid-Antigen 2 (gelb)

a6: alpha6-Untereinheit des Integrins o634 (rot)

B4: betad-Untereinheit des Integrins a6p4 (schwarz)

Die Begrenzung des Hemidesmosomen ist schematisch als Halbkreis dargestellt.

Der molekulare Interaktionsmechanismus zwischen den transmembrantsen und
intrazelluldren Komponenten von Hemidesmosomen ist bisher nicht aufgeklart.
Mutationsanalysen mit verschiedenen Formen von 4 zeigten, dal3 die Interaktion von a6p4
mit den zytoskelett-bindenden Proteinen auf einen bestimmten Bereich zurtickzufUhren ist
(Spinardi et al., 1995). Dieser liegt auf der zytoplasmatischen Domane der B4-Untereinheit
und umfasst eine 303 Aminosduren lange Region, welche die ersten beiden Fibronektin
Typlll-&hnlichen Doménen und das Connecting-Segment enthalt (Spinardi et al., 1993).

10
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1.2.3 Signaltransduktion

Die Adhasionsfunktion des a6p4-Rezeptors scheint in komplexen Epithelien wie der
Epidermis mit der Aktivierung von Signalwegen gekoppelt zu sein (Giancotti, 1996).

Auf der zytoplasmatischen Doméne der B4-Untereinheit finden sich funf putative NxxY
Tyrosinphosphorylierungsmotive (Position des Tyrosinrestes: As 855, As 1039, As 1343,
As 1526, As 1642), die haufig in Signalproteinen vorkommen und as Erkennungssequenz fur
Phosphotyrosinbindungs-Domanen (PTB) dienen (Kavanaugh et al., 1995). Bisher konnte fir
drei dieser Motive (As 1342, As 1526, As 1642) eine Phosphorylierung in vitro nachgewiesen
werden (Maniero et al., 1995; Dans et al., 2001). Ein weiteres bekanntes Motiv der p4-
Untereinheit ist das YxxL-Motiv (Position des Tyrosinrestes: As 1422 und As 1440). Dieses
kommt in Transmembranrezeptoren (Immun- und Zytokinrezeptoren) vor und ist in diesen
réaumlich @nlich angeordnet wie auf der B4-Untereinheit (Giancotti, 1997). Das Y xxL-Motiv
stellt eine Erkennungssequenz fir Proteine mit einer SH2-Doméne dar (Pawson, 1995).
Maniero und Mitarbeiter konnten nachweisen, daf3 die f4-Untereinheit an den Tyrosinresten
1422 und 1440 phosphoryliert wird und essentiell ist fur die Assemblierung von

Hemidesmosomen (Maniero et al., 1995).

Y xxL
NxxY  NxxY NXxXY 1422 NxxY NxxY
1 706 855 1039 1343 14|40 1526 1642 172
= ] { : ) i : Y |
N T 1 1 EN 11 FNIII@ FN@ FN I@ i
g % 1 2 = 3 4
T
CSs

Abbildung 3: Die zytoplasmatische Doméne der p4-Untereinheit
FN I11: Fibronektin TypllI-&hnliche Doméanen

CS: "connecting segment”

NxxXY : putatives Tyrosinphosphorylierungsmotiv

YxxL: Erkennungssequenz fir SH2-Doménen

Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen zeigten in vitro Studien, daf die B4-Untereinheit
die Signalproteine Shc/Grb2 rekrutieren kann (Maniero et al., 1995; Dans et al., 2001). Shcist
ein Adaptorprotein der Signaltransduktion, das eine SH2 und eine PTB besitzt (Yanik et al.,

1996). Die Rekrutierung von Shc durch die p4-Untereinheit kann durch eine Tyr®Leu-

Substitution je eines Tyrosins durch Leucin an den Positionen 1526 oder 1642 unterbunden

11
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werden (Dans et al., 2001). Durch eine Tyr®L eu-Substitution an den Positionen 1422 und
1440 konnte eine Schwéchung der Bindung von Shc an die p4-Untereinheit gezeigt werden
(Dans et al., 2001). Dans und Mitarbeiter vermuteten daher, dal3 die PTB von Shc an die
NxxXY -Motive der Positionen 1526 und 1624 bindet und dabei der an die beiden Y xxL-Motive
bindenden SH2-Doméne von Shc eine unterstiitzende Funktion bei der Bindung an die p4-
Untereinheit zukommt. Shc fungiert als bekannter Adaptor fur Grb2 (Growth factor receptor
binding protein 2) und spielt eine wichtige Rolle im Ras-vermittelten Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAP)-Signalweg (Maniero et al., 1997).

Das Grb2-Protein kann als Komponente der SignalUbertragung die Signale tber mSOS an
RAS weiterleiten (Maniero et al., 1997; Wary et al., 1996; Egan et al., 1993). Das aktivierte
Ras-Protein aktiviert wiederum den MAP-Signalweg und fihrt so zur Modulation der
Genexpression und dadurch zur Regulation von Proliferation oder Differenzierung (Cowley et
al., 1994). Ein schematisches Modell dieser Signaltransduktion veranschaulicht Abbildung 4.
Diese Beobachtungen erkléren wie zelluldres Verhalten, unter anderem Zellproliferation und
—differenzierung, beeinfluld werden kdnnte (Giancotti, 1996).

So ist die Expression von a6B4 in der Epidermis ausschliefdlich auf basale, stark
proliferierende Keratinozyten beschrankt (Kagjiji et al., 1989). Nach Zellteilung und Migration
in suprabasale Schichten, wird a6p4 nicht mehr exprimiert. Die Progression des Zellzyklus
wird gehemmt und die Differenzierung der Zellen beginnt (Hall und Watt, 1989). Weiterhin
konnte in Basalzellkarzinomen, (Schofield et al., 1998) stark proliferierenden Karzinomzellen
des Plattenepithels, eine hohe a6p4-Expression nachgewiesen werden (Kimmel und Carey,
1986).

12
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Regulation
von

Abbildung 4: Die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs durch o634

Weitere Beziehungen zwischen Signawegen und dem Integrin a6p4 wurden in
Coimmunoprazipitationsexperimenten gezeigt. Diese deuten auf eine Verbindung von
Integrin a6B4 mit dem Phosphoinositol 3-Kinase-Signalweg (Pi3-K) hin (Hintermann et al.,
2001).

In Transfektionsstudien zeigten Zellen, welche mit dem Erb2-Onkogen transfiziert wurden,

eine Uberexpression von a6p4. Nur in Zellen, die diese a6p4-Uberexpression zeigten, konnte

13
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eine Ubernormale Aktivierung des Pi3-K-Signalweges detektiert werden. Aul3erdem zeigten
diese Zellen eine stark gesteigerte Invasivitat (Gambaletta et al., 2000).

Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen scheinen Patienten mit Mammakarzinomen, bei
denen eine a6p4-Uberexpression nachgewiesen wurde, eine wesentlich schlechtere Prognose
zu haben. Bel diesen Patienten zeigten die Karzinome eine wesentlich hohere
M etastasi erungsneigung als die Kontrollgruppe (Shaw et al., 1997).

Die molekularen Interaktionsmechanismen, mit denen a6p4 Pi3-K aktiviert, sind bisher nicht
bekannt.

1.3 Zielsetzung

Die Funktion des a6P4-Integrins beschrénkt sich nicht nur auf seine Adhasionsfunktion,
sondern das a6p4-Integrin kann Uber Signaltransduktion die Genexpression, proliferative
Aktivitét und Differenzierung beeinflussen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,
Interaktionsproteine zu identifizieren, die fir Aktivierung oder Regulation der
SignalUbertragungen oder der Adhésionsfunktion via der zytoplasmatischen Doméne der p4-
Untereinheit verantwortlich sein kdnnen. Hierzu sollte das Yeast-Two-Hybrid System
verwendet werden, welches ein weitverbreitetes System zur Detektion interagierender
Proteine darstellt. Der erste Teilaspekt dieses Vorgehens ist die Konstruktion sogenannter
Fusionsproteine, die eine Fusion eines Teils der zytoplasmatischen Doméne der [4-
Untereinheit und eines Y east-Two-Hybrid-Vektors darstellen. Als nachster Schritt folgte die
Etablierung des Yeast-Two-Hybrid-Systems und die simultane Transformation der
Fusionsproteine mit einer cDNA-Bibliothek in Hefezellen, mithilfe dessen interagierende
Proteine identifiziert werden sollen. Da dieser Schritt haufig mit falsch positiven Ergebnissen
einhergeht, mufl3te die Verifizierung der positiven beziehungsweise der Ausschlul der falsch
positiven Proteine erfolgen.

Um eine genauere Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit einer in vivo Interaktion treffen zu
konnen sollen die Ergebnisse des Yeast-Two-Hybrid-Systems  anschlief3end
proteinbiochemisch Uberprift werden. Dazu sollen eventuell positive Proteine mit den
Fragmenten der zytoplasmatischen Doméne der p4-Untereinheit coimmunoprazipitiert

werden.
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2 Material und M ethoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Puffer und L 6sungen

In dieser Arbeit wurde lediglich Wasser verwendet, welches durch eine Millipore®-

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q® biocell aufbereitet worden war.

Blockpuffer:

Blotpuffer:

Denhardt-Losung:

DNA-Probenpuffer (6x):

El ektr ophor esepuffer:

. Gritz-Puffer" :

3 % Rinderserumalbumin in Waschpuffer

192 mM
25,0 mM
1,3 mM
5,0 % (V/v)

5g/
5d/
59/l

100 mM
70,0 % (v/v)
200 mM
0,05 % (v/Vv)
0,05 % (v/v)

30 g/l (wiv)
144 g/l (wiv)

650 pl
6,5 ul
6,5 ul
6,5 ul
6,5 ul
6,5 ul

Glycin

TrisHCI, pH 7,5
SDS

Methanol

Ficoll Typ 400
Polyvinylpropyrolidin

Rinderserumalbumin

Tris’HCI, pH 7,5
Glycerin

EDTA, pH 8,3
Bromphenolblau
XCB

TrisHCI, pH 7,5
Glycerin

Proteinpuffer

100 mM PMSF

31 mg/ml Benzamidin
30 pg/ml Leupeptin
140 pg/ml Pepstatin
2,1 mg/ml Aprotinin
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Hybidis erungs dsung:

10x Ligationspuffer:

PBS

PEG/LiAc-L6sung:

Proteinpuffer:

Sammel gel puffer:

SDS Loadingbuffer:

SC (20x):

50,0 % (v/v)
S5X

5 X

0,1 % (w/v)
50,0 mM
50,0 pg/ml

500 mM
100 mM
100 mM

150 mM
16 mM
4 mM

8ml
1ml

1ml

6 mM

10 % (v/v)
2 % (wiv)
5% (viv)
0,25 % (v/v)

05M
0,4 % (w/v)

5mi

15 ml
6,25 ml
23,75 ml

30M
05M

Formamid

SSC

Denhardt-L 6sung
SDS

NaH,PO,-Puffer, pH 6,5

denaturiertes Heringssperma

Tris/HCl pH 7,5
M gC|2
DTT

NaCl
NaH 2PO4
Na,HPO,

50 % PEG
10x TE-Puffer
10x LiAc

TriHCl, pH 6,8
Glycerin

SDS

Me-EtOH

Bromphenolblau

TrisHCI, pH 6,8
SDS
pH 6,8

80%-iges Glycerin
10%-iges SDS

4 x Sammelgel puffer
H.O

NaCl
Na-Citrat
pH 7,0
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TAE-Puffer (50x):

TBE-Puffer (5x):

TBS-Puffer:

TBST-Puffer:

TE-Puffer (10x):

Trenngel puffer :

Waschpuffer:

Z-Puffer:

X-gal Sockldsung:

Z-Puffer/X-gal-Losung:

2M TrigHCI, pH 7,5
5mM EDTA
5,71 % (v/v) Eisessig
pH 8,3
445 mM TrisHCI, pH 8,3
445 mM Borsaure
10 mM EDTA (Titriplex)
20 mM TrigHCI, pH 7,5
05M NaCl
pH 7,6
100 ml TBS
0,1 % (v/v) Tween 20
100 mM Tris’/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA
15M Tris’/HCI, pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8
10,0 mM Tris’HCI, pH 7,5
100,0 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20
16,2 g/l N&HPO, x 7H,0
5,5 g/l NaH,PO, x H,O
0,75 g/l KCl
0,246 g/l MgSO, x 7TH,0O
pH 7,0

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosid wurde
mit einer Konzentration von 20 mg/ml bei —20°C

gelagert.

100,0 ml (v/v) Z-Puffer
0,27 ml (v/v)
1,67 ml (v/v)

[-Mercaptoethanol
X-gal Stocklésung
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2.1.2 Medien

2.1.2.1 Medien fur die Aufzucht von Bakterien

LB-Medium (pro I): 109 Peptone 140
59 Hefeextrakt
59 NaCl

Zunéchst wurden 900 ml H,0 zugefiigt, anschlief3end mit NaOH der pH auf 7,4 eingestellt.
Dann wurde das Medium mit H,O auf 1 Liter aufgefullt und autoklaviert. Fur die Anzucht
von plasmidtragenden E.coli Stémmen wurde nach Abkihlung auf 55°C dem Medium eine
entsprechende Menge Antibiotikum zugesetzt. Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde
dem Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar-Agar zugefigt.

M9-Medium:
10x Stamml6sung: 60 g/l NaH,PO,
10 g/l NH,CI
59/ NaCl

Der pH wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt und anschlief3end autoklaviert.

1x M9-Medium: 100 ml 10x Stammldsung
Iml 1M MgSO,
1ml 0,1 M CaCl,
5ml 40 % Glukosel6sung

Das Medium wurde anschlief3end mit H,O auf 1 Liter aufgefuillt.

SOC-Regenerationsmedium (200 ml): 4,09 Peptone 140
1049 Hefeextrakt
37,29 KCl
117,09 NaCl
406,6 g MgCl, x 6H,0
4933 ¢ MgSO, x 7TH,O

793,09 Glukose
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Zunéchst wurden die Substanzen in 150 ml H,O gelost und der pH mit NaOH auf 7,5
eingestellt. Anschlief3end wurde das Medium mit H,O auf 200 ml aufgefillt und aliquotiert.

2.1.2.2 Medien fur die Aufzucht von Hefen

YPD-Medium (prol): 209 Difco Peptone
10g Hefeextrakt

Nach Zugabe von 950 ml H,O wurde der pH mit HCI auf 5,8 eingestellt und das Medium
autoklaviert. Anschlief3end wurde das Medium auf ~55°C abgekihlt und 50 ml einer sterilen
40%-igen Glukoselbsung zugesetzt. Fir YPD-Agarplatten wurde dem Medium vor dem
Autoklavieren 20 g/l Agar hinzugefugt.

D-Medium (pro |): 6,79 Y east nitrogen base
ohne Aminosauren
209 Agar (nur for Platten)
850 ml H.O
100 ml Dropout-L 6sung (10x)
pH 5,8

Anschlief3end wurde das Medium autoklaviert. Nach der Abkuihlung auf ~55°C folgte die
Zugabe von 3AT (3-Amino-1,24-triazol), entsprechend gewinschter Endkonzentration,
sowie 50 ml einer 40%-igen Glukosel 6sung.

Dropout-L6sung (10x): 10x  Dropout-Losungen  bestehen  aus  verschiedenen

Kombinationen von Aminosduren. Mit SD/-Trp/-Leu wird ein
Medium bezeichnet, dem eine Dropoutlésung zugesetzt wurde,
der Trp (Tryptophan) und Leu (Leucin) fehlen.
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2.1.3 Bakterien- und Hefestamme

Samm Genotyp Referenz
E. coli HB101 F ,mcrB, mrr, hsdS20,(r g, m g"), recA13, supE44, | Lorow und Jessee, 1990
ara-14, galk2, lacY 1, proA2, rpsL.20(Sm"), xyl-5,
A leu mtl-1
E. coli DH5a F, ®80dlacZaM 15, A(lacZY A-argF), U169, deoR, Hanahan, 1983

recAl, endAl, HsdR17,(r ', m *), phoA, supE44,

Athi-1, gyrA96, relAl

S cerevisiae CG1945

MATa, ura3.52, his3-200, ade2-101, lys2-801
,trp1-901, leu2-3.112, gal4-542, gal80-538, cyh2,
LY S2:: galluas- gal ltata-his3
URA3:: galluas- gal ltata-lacZ

Fellotter et al., 1994

Tabelle 1: Verwendete Bakterien- und Hefestamme

2.1.4 Plasmide
Plasmid Sezfikation Lange(kb) Referenz
pACT?2 gal4 AD, 8,1 Lietal., 1994
leu2, amp®, HA epitope tag
pAS2-1 gal4 DNA-BD, trpl, amp®, cyh2 84 Harper et al., 1993
pCL1 Wildtyp gal4-Gen, leu2, Amp® 15,3 Fields und Song, 1989
pVAS-1 pAS2-1-Derivat; Murines p53 9,4 Iwabuchi et al., 1993
trpl, Amp® Chienetal., 1991
pLAM5’-1 pAS2-1-Derivat; Humanes Lamin; 91 Bartel et al., 1993
trpl, amp®
pTD1-1 pPACT2-Derivat; T-Antigen, leu2, 9,0 Li und Fields, 1993
amp®
pPAS-Pvull/CT pAS2-1-Derivat 8,6 Diese Arbeit
mit 237 bp p4-Integrin
pAS-EcoRV/BamHI pAS2-1-Derivat 8,8 Diese Arbeit
mit 438 bp p4-Integrin
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pAS-EcoRI/Nael pAS2-1-Derivat 8,8 Uberlassen durch Dr. R.
mit 493 bp p4-Integrin Kretschmer-Kazemi Far

Tabedlle 2: Verwendete Plasmide
2.1.5 Antikor per

Anti-HA-Antikérper (1gG): Ein polyklonaler Antikorper, der mit hoher Affinitéat ein
Peptid mit der Sequenz YPYDVPDYA erkennt
(Clontech Laboratories, Inc., Pao Alto, USA (HA-Tag
Polyclonal Antibody)).

Anti-Myc-Antikorper (19G): Monoklonaler Antikorper, der eine Sequenz des
humanen p62-c-Myc-Gens erkennt. Diese liegt zwischen
den Aminosauren 408-439 (Clontech Laboratories, Inc.,
Palo Alto, USA (c-Myc Monoclona Antibody)).

DNA-BD-Antikorper (1gG): Monoklonaler Antikorper, der spezifisch an die DNA-
Bindungsdomane des hefespezifischen Proteins Gal4
bindet (Aminosauren 1-147) (Clontech Laboratories,
Inc., Palo Alto, USA (GAL4 DNA-BD Monoclona
Antibody)).

HRP-conjugated-Antibody (IgG):  Polyklonaler HRP ("horseradish peroxidase") konjugierter
Antikorper, der den Fc-Teile anderer Antikorper erkennt
und bindet (Jackson ImmunoResearch vertrieben durch

Dianova, Hamburg).

2.1.7 Primer

Die Primersequenzen sind in 5"-3"-Richtung angegeben.

AD-3 5-CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AACCC-3
AD-5 5-GTGAACTTGCGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG AT -3
Co-IP-AD-3 5-ACTTGCGGGGTTTTT CAGTATCTACGAT-3
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Co-IP-AD-5 5-AAA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC GCC
ACC ATG TAC CCA TAC GAC GTT CCA GAT TAC GCT CCA
CCA AAC CCA AAA AAAGAG-3

Co-IP-BD-3 5-TACCTG AGA AAG CAA CCT GACCTACAGG-3

Co-IP-BD-5 5- AAA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC GCC
ACC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC
CTG GGT CAA AGACAGTTGACT GTATCG-3

LF-3 5- CGG GAT CCT TAGCCG TGA GGG GGT GGC T -3
LF-5 5- CGG AAT TCT GTG CCT GCT GCA AGG C-3

FN2-5 5- CGG AAT TCCGCA CCCACCAGGAAGT -3
TAM-3 5- CGG GAT CCT TACAGG CGA GAGTCG TGG GA -3
TAM-5 5- CGG AAT TCA ACCTGG CCA CCCAGC -3

FN3-3 5- CGG GAT CCT TACGGG TGCACCTGG GAT TC -3
FN4-5 5-CGG AAT TCCAGA GCCCACTGT GTCCC-3

CT-3 5-CGG GAT CCT CAAGTT TGGAAGAACTGT TG -3

2.1.8 Radioisotope

EasyTag™Methionine L-(*S) (1175 Ci/mM) Perkin Elmer, Zaventem, Belgien
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2.2 Methoden

Ein grol3er Teil der in dieser Arbeit verwendeten Versuchsprotokolle sind im Laborhandbuch
Molecular Cloning von Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989) detailliert beschrieben. Die
unten angegebenen Methoden umfassen daher lediglich dort nicht aufgefihrte oder
modifizierte Arbeitsvorschriften.

2.2.1 Zdellaufzucht

2.2.1.1 Zdlaufzucht von E. coli

2.2.1.2.1 Zellaufzucht von E. coli in Flissigmedium

Fir die Aufzucht von E. coli in FlUssigmedium wurde autoklaviertes LB-Medium verwendet.
Diesem wurde im Bedarfsfall vor Gebrauch das fur die Selektion erforderliche Antibiotikum
zugesetzt.

Verfahren: Fur grofRe Volumina (>150 ml) wurde zunachst eine Ubernachtkultur von 4 ml
angelegt. Sowohl kleinere Volumina als auch Ubernachtkulturen wurden direkt aus einer
Glycerinkultur oder mit Einzelkolonien von einer Platte angeimpft. Die Kultur wurde dann in
einem Warmluftschittler (200-250 Upm.) bel 37°C Uber Nacht inkubiert und anschlief3end
durch Zentrifugation fur 5 Min. bei 4°C und 15000 x g pelletiert. Im Bedarfsfall wurden
transformierte Zellen als Glycerinkultur konserviert. Zur Herstellung einer Glycerinkultur
wurden 0,5 ml Bakterienkultur mit 0,5 ml 80%-igem, autoklaviertem Glycerin grindlich
gemischt und bel —80°C eingefroren. Diese so gewonnenen Glycerinkulturen sind mehrere
Jahre haltbar.

23



Materia und Methoden

2.2.1.1.2 Zdlaufzucht von E. coli auf Agarplatten

Verfahren: Zur Herstellung von Agarplatten wurde LB-Medium mit 15 g/l Agar versetzt,
anschlieffend autoklaviert und auf Petrischalen (£=110 mm) gleichméiig verteilt.

10-100 pl einer 1:10000 verdinnten Glycerinkultur, einer Ubernachtkultur oder eines
Transformationsansatzes wurden mit einer sterilen Pipette auf eine Agarplatte ausgestrichen.
Nach dem Trocknen der Platten fur 5 Min. bel Raumtemperatur wurden die Platten Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Bei sichtbar werden einzelner Kolonien wurde das weitere Wachstum durch sofortige

Lagerung bel 4°C stark verzogert und so eine Konservierung fur mehrere Wochen erreicht.

2.2.1.2 Zdlaufzucht von S. cerevisiae CG1945

2.2.1.2.1 Zdllaufzucht von S. cerevisiae CG1945 in Flissigmedium

Verfahren: Fir die Anzucht von CG1945 wurden 50 ml YPD-Medium in einem
Schikanekolben mit 2-3 Hefekolonien einer Y PD-Platte beimpft und fir 16-18 Std. bei 30°C
inkubiert. Anschlief3end wurde 1 ml des Mediums mit einer Pipette abgenommen und die
optische Dichte (OD) bestimmt. Weitere 250 ml YPD wurden mit einem entsprechenden
Volumen der angewachsenen Hefe angeimpft bis die OD 0,2 betrug. Es folgte eine weitere
Inkubation bei 200 Upm. bei 30°C bis eine OD von 0,5 erreicht wurde. Anschlief3end wurden
die Zellen durch Zentrifugation pelletiert und weiterverarbeitet.

2.2.1.2.2 Zellaufzucht von S. cerevisiae CG1945 auf Agar platten
Verfahren: Zur Herstellung von Agarplatten wurde YPD-Medium oder SD-Medium mit

20 g/l Agar versetzt, anschlief3end autoklaviert und auf Petrischaden (£=110 mm)

gleichméfdig verteilt. 150 pl einer Flussigmediumkultur oder eines Transformationsansatzes
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wurden mit einer sterilen Pipette auf einer Platte ausgestrichen. Nach dem Trocknen der
Platten fur 5 Min. bei Raumtemperatur wurden die Platten fir 3-6 Tage bei 30°C inkubiert.
2.2.2 Transformation von Bakterien und Hefen

2.2.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

2.2.2.1.1 Herstellung elektro-kompetenter E. coli-Zellen

Verfahren: 5 ml LB-Medium wurden mit E. coli-Zellen beimpft, Gber Nacht bel 37°C im
Warmluftschittler bei 210 Upm. inkubiert und anschlief3end auf jeweils 2x 500 ml LB-
Medium aufgeteilt. Dieser Ansatz wurde dann bei 210 Upm. und 37°C inkubiert bis zum
Erreichen einer ODgy von 0,5 (ca. 3-3%2 Std.). Anschlief3end wurde die Zellsuspension auf
20x 50 ml Falconréhrchen verteilt und fir 15 Min. bel 4°C und 2800 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Pellets in je 50 ml eiskaltem 10%-igem (v/v) Glycerin
resuspendiert. Nach einer erneuten 15-minttigen Zentrifugation bei 4°C und 2800 x g wurde
der Uberstand wiederum verworfen. Die gewonnenen Pellets wurden mit je 25 ml eiskaltem
10%-igem Glycerin resuspendiert und auf 10x 50 ml Falconréhrchen verteilt. Nach der dritten
15-mindtigen Zentrifugation bei 4°C und 2800 x g wurden die 10 Pellets wiederum mit je 25
ml eiskaltem 10%-igem Glycerin resuspendiert und anschlief3end in 5x 50 ml Falconréhrchen
zusammengefuhrt. Nach der letzten Zentrifugation wurden die 5 Pellets mit 700 ul 10%-igem
Glycerin resuspendiert, zusammengefthrt, gemischt und zu je 170 ul aiquotiert. Die

Lagerung der Aliquots erfolgte bei —-80°C.

2.2.2.1.2 Her stellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Verfahren: 5 ml LB-Medium wurden mit E. coli-Zellen beimpft, Uber Nacht bei 37°C und
210 Upm. inkubiert. Mit dieser Ubernachtkultur wurde in einem 1 Liter Schikanekolben 500
ml LB-Medium angeimpft und unter starkem Schitteln (200-250 Upm.) bei 37°C inkubiert.
Bei Erreichen einer OD von 0,4-0,6 erfolgte eine 5-mindtige Zentrifugation bei 4°C und
5000 x g. Das Zdlpelet wurde anschliefend mit 100 ml eiskalter 100 mM
Calciumchloridiosung resuspendiert und 25 Min. be 4°C inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (s.0.) wurden die Zellen in 5 ml eiskaltem 75 mM Calciumchlorid/25 % (v/v)
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Glycerin aufgenommen und unmittelbar zur Transformation eingesetzt bzw. in Aliquots von

je 1 ml bei —70°C eingefroren.

2.2.2.1.3 Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen

Verfahren: Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde von einer YPD-Platte eine oder
mehrere Hefekolonien in 1 ml flissiges YPD-Medium Gberimpft. Nach grindlicher
Resuspension des Zellpellets mittels eines V ortexers wurde die Zellsuspension in 50 ml Y PD-
Medium dberfuhrt und mit 250 Upm. bei 30°C fir 16-18 Std. inkubiert. Bei einer ODgy vONn
~1 war die stationdre Phase der Zellkultur erreicht. Mit dieser Kultur wurden 300 ml Y PD-
Medium auf eine ODgy ~0,2 eingestellt. Die Zellsuspension wurde mit 250 Upm. bel 30°C
fur etwa 3 Std. inkubiert bis eine OD von ~0,5 erreicht wurde. Anschlief3end wurden die
300 ml YPD-Medium in 6x 50 ml Falconréhrchen tGberfuhrt und die Zellen mit 1400 x g fur
5 Min. bel Raumtemperatur zentrifugiert. Resuspendiert wurden die Zellpellets in je 5 ml 1x
TE-Puffer. Nach erneuter Zentrifugation mit 1400 x g fur 5 Min. bel Raumtemperatur wurden
die Zellen in frisch angesetzten 1,5 ml 1x TE/LiAc-Puffer resuspendiert. Die Zellen konnten
entweder direkt fUr eine Transformation genutzt oder wenige Stunden bei Raumtemperatur

gelagert werden.

2.2.2.2 Transformation von E. coali

Um Plasmide in Bakterien der Gattung E. coli einzuschleusen, existieren verschiedenste
Methoden. Angewendet wurden in dieser Arbeit die Verfahren Elektroporation und

Hitzeschock-Transformation.

2.2.2.2.1 Elektroporation

Die Elektroporation eignet sich dafur, Zellen mit geringen Mengen Plasmid-DNA zu
transformieren. Hierbei sinkt die Transformationseffizienz bel steigender Konzentration von
Plasmid-DNA.
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Verfahren: Zu 140 ul eektrisch-kompetenten E. coli-Zellen (siehe 2.2.2.1.1) wurden 1 pl
Plasmid-DNA (~0,005-0,1 pg) gegeben. Die Zwischenlagerung der Anséize erfolgte immer
auf Eis. Der Ansatz wurde in eine Kivette (0,1 cm Klvetten) pipettiert, diese wurde in den
K iivettenhalter des Gerétes Gene Pulser® 11 von Bio-Rad eingesetzt und der Strom appliziert.
Die verwendeten Parameter waren 2,5 kV, 25 pF und 250 W. Nach Zugabe von 1 ml SOC-
Medium wurden die Zellen fur 1 Std. bei 37°C bei 210 Upm. in einem Warmluftschttler
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen auf mit Antibiotika je nach

Selektionsmarker des Plasmids versetzten L B-Platten ausgestrichen.

2.2.2.2.2 Hitzeschock-Transfor mation

Fir diese Art der Transformation wurden chemisch-kompetente Zellen verwendet (siehe
2.2.2.1.2).

Verfahren: 30 pl chemisch kompetenter Zellen wurden zu 2-5 pl eines Ligationsansatzes
(siehe 2.2.3.6.4) oder 10-100 ng Plasmid-DNA pipettiert. Dieser Ansatz wurde daraufhin
30 Min. in einem Eisbad inkubiert und anschlief3end bei 42°C fir 45 Sek. erwarmt. Nach
einer 2-minutigen Inkubation auf Eis wurde dem Ansatz 800 ul SOC-Medium zugefigt. ES
folgte eine einstundige Inkubation bel 37°C bei 210 Upm. in einem Warmluftschdittler.
Abschlief3end folgte die Ausplattierung je 100 ul des Ansatzes auf entsprechende L B-Platten,

die dem Selektionsmarker des Plasmids entsprechende Antibiotika enthielten.

2.2.2.3 Transformation von S. cerevisiae

Fir die Transformation von S cerevisiae wurden kompetente Hefezellen benttigt (siehe
2.2.2.1.3).

Verfahren: Zu 100 ul kompetenten Hefezellen wurde 0,1 ug Plasmid-DNA gegeben. Um die
Effizienz der Transformation zu erhéhen, wurden 100 ul Heringssperma (10 pg/ ul) zugefugt
und der Ansatz gut gemischt. Anschlief3end wurden 600 pl frisch angesetzte PEG/LiAc-
L 6sung zugegeben und der Ansatz wiederum durchmischt.

Bel 200 Upm. erfolgte eine halbstiindige Inkubation der Zellen in einem Warmluftschdittler
bei 30°C. Danach wurden 70 ul DMSO zugegeben. Die Zellen wurden anschlief3end fir
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2 Min. bei 42°C im Wasserbad erhitzt und nachfolgend sofort auf Eis gestellt. Im Anschlufl3
daran erfolgte eine Zentrifugation bei 15000 x g und 4°C fir 5 Sek.. Nach Resuspension des
Zéllpellets in 0,5 ml TE-Puffer wurden jeweils 100 pul des Transformationsansatzes auf Y PD-
Platten ausgestrichen. Die Inkubation der Plaiten erfolgte fir 3-6 Tage bei 30°C im
Brutschrank.

2.2.3 Nukleinsaur e-Techniken

2.2.3.1 Gelelektrophorese

In einer Gel-Matrix beruht die elektrophoretische Auftrennung von Makromolekilen auf
deren unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten in einem homogenen elektrischen
Feld. Dabel ist fur die Wanderungsgeschwindigkeit hauptsachlich die Molekilgrofiie
entscheidend. Der Trennbereich eines Gels ist wiederum von der Porengrof3e der Gel-Matrix

abhangig, die aus Art und Konzentration der Matrixmol ekl e resultiert.

2.2.3.1.1 Agar ose-Gelelektrophor ese

Die Auftrennung von Nukleinsduren mit Hilfe von Agarosegelen ist eine einfache und
effiziente Methode zur Analyse von Nukleinsauren.

Verfahren: Eine entsprechende Menge an Agarose wurde in 100 ml 1x TAE-Puffer bis zur
vollstdndigen Losung in einer Mikrowelle erhitzt. Nach Abkihlen auf etwa 60°C wurde die
Loésung mit 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in ein Elektrophoreseschlitten
gegossen. Nun wurde das Gel in eine mit 1x TAE-Puffer angefiillte Horizontalkammer gelegt.
Die mit 6x DNA-Proben-Puffer versetzten Proben wurden anschlief3end in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei maximal 150 mA. Durch interkalierte
Ethidiumionen bestand die Méglichkeit, die DNA unter einem UV-Transluminator (260-350
nm) zu visualisieren und nach der elektrophoretischen Auftrennung zu photographieren.
Tabelle 4 gibt Aufschlul Uber die Trennbereiche der verschiedenen Agarose

Gelkonzentrationen.

Trennbereich (bp) Agar ose-Gelkonzentration (%)
800-10000 0,7
500-7000 0,8
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400-6000 1,2
200-4000 15
100-3000 2,0

Tabelle 3: Trennbereiche von Agarosegelen in Abhangigkeit der Agarosekonzentration

2.2.3.1.2 Denaturierende Polyacrylamidgele (Sequenzier ungsgel)

Der Vorbereitung der Glasplatten fir Sequenzierungsgele kommt grof3e Bedeutung zu, dasich
die Platten nach der Elektrophorese ohne sorgféltige Sauberung nicht voneinander trennen
wrden.

Verfahren: Zwei Platten wurden grindlich gesaubert, mit H,O abgespult und mit Ethanol

entfettet und getrocknet.

Eine grof3e Platte (33 x 42 cm), auf der das Gel haften bleiben sollte, wurde silanisiert.

Eine kleine Platte (33 x 39 cm) dagegen, die sich vom Gel |6sen sollte, wurde silikonisiert.

Aufgrund der geringen Dicke (0,4 mm) des verwendeten Polyacrylamidgels wurde das Gel

andernfalls zerrei3en.

Grof3e Platte: Die Mitte der Platte wurde nach dem Trocknen mit einem Gemisch aus
10 ml Ethanol (70 %), 300 ul Eisessig und 35 pul Silan begossen und
dieses mit einem Kimwipe-Tuch gut verteilt. Nach 3-5 Min. wurde der
Vorgang wiederholt. Anschlief3end wurde die Platte unter einem Abzug
60 Min. getrocknet, dreimal mit Ethanol (70 %) Uberschichtet und
nochmals 60 Min. getrocknet.

Kleine Platte: Unter einem Abzug wurde die Patte mit 10 ml 5%-igem
Dichlordimethylsilan in Chloroform begossen. Mit einem Kimwipe-
Tuch wurde die Losung verteilt. Die Platte wurde 60 Min. unter eéinem
Abzug belassen, um die L 6sung verdampfen zu lassen.

Beide Platten wurden an den Langsseiten und unteren Enden mit Spacern versehen,

umklammert und in Schréglage aufgestellt. Anschlielend wurde ene 8%-ige

Polyacrylamidl6sung hergestellt.

8%-ige Polyacrylamidlsung (pro 100 ml):

50g Harnstoff
16 ml Polyacrylamid (40%)
20 ml 5x TBE
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Die Losung wurde mit H,O auf 100 ml aufgefuillt.

Diese Losung wurde durch ein Kimwipe-Tuch filtriert und die Polymerisation wurde durch
Zugabe von 1 ml APS (10 %) und 100 ul TEMED gestartet. Anschlief3end wurde die Losung
zwischen die Platten gegossen und der Kamm (32 Taschen) eingesetzt. Nach der Installation
des Gels in der Elektrophoresekammer und dem Auffullen mit 1x TBE-Puffer wurde ein
»Vorlauf* bei 55 W durchgefihrt, um stérende Elektrolyte zu entfernen. Nach 30 Min. wurde
der ,Vorlauf gestoppt und die Taschen mit 1x TBE gespilt, um den Harnstoff zu entfernen.
Nun wurden die Proben, die mit DNA-Probenpuffer versetzt waren, aufgetragen und die
Elektrophorese gestartet. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die kleine Platte
vorsichtig mit einem Spatel abgehoben. Nach einer 30-mindtigen Trockenzeit bei 75°C wurde
das Gel in der Dunkelkammer auf einen Roéntgenfilm gelegt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur exponiert.

2.2.3.2 Plasmidpr @par ationen

2.2.3.2.1 Analytische Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung aus E. coli wurde mit dem Qiagen Kit entsprechend dem Protokoll
durchgefihrt.

Verfahren: Eine 4 ml Ubernachtkultur wurde nach 16 Std. Wachstum bei 5000 x g 25 Min.
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pl Resuspensionspuffer resupendiert. Nach Zugabe von
250 pl Lysispuffer wurde der Ansatz vorsichtig vermischt und nachfolgend 5 Min. bel
Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden 300 ul eiskalter Neutralisationspuffer
zugegeben und 5 Min. bei 4°C inkubiert. Um die entstandenen Zelltrimmer zu entfernen,
wurde der Ansatz fur 15 Min. bei 4°C und 15000 x g zentrifugiert, der Uberstand auf eine
Saule (Qiaprep spin column) mit eingesetzter Siliciummatrix gegeben und der Durchflul3
verworfen. Die Plasmid war nun an die Siliciummatrix der verwendeten Saule gebunden.
Anschlielend erfolgte ein Waschschritt mit 500 pl Waschpuffer und nachfolgender
Zentrifugation bei Raumtemperatur fir 1 Min. und 15000 x g. Das Plasmid wurde mit 50 pl
H,O von der Saule eluiert. Fur die detailierte Pufferzusammensetzung siehe Tabelle 4.

Resuspensi onspuffer Lysispuffer Neutr alisationspuffer Waschpuffer
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50 mM Tris/HCI | 200 mM NaOH [3 M Kalium-Acetat |1 M NaCl

10 mM EDTA |1% (w/v) SDS 50mM MOPS

100 pg/ml RNase A 15% | sopropanol
pH 8,0 pH 5,5 pH 7,0

Tabelle 4: Pufferzusammensetzung

2.2.3.2.2 Prépar ative Plasmidisolierung

Zur praparativen Plasmidisolierung wurden Anionenaustauschersdulen (modifiziertes
Silicagel) der Firma Qiagen (standardméidig: Tip-500 fir 500 ml Kultur) eingesetzt. Dabei
nutzt man die unterschiedliche Affinitét von chromosomaler und plasmidaler DNA an das
Saulenmaterial bel entsprechenden pH/Salzkonzentrationen. Die Aufreinigung richtet sich
nach dem Herstellerprotokoll. Bei Plasmiden mit hoher Kopienzahl pro Zelle konnte aus
einem halben Liter Zellsuspension bis zu 1 mg Plasmid gewonnen werden.

2.2.3.2.3 Plasmidpr @par ation aus Hefe mittels Phenol-Chlor ofor m-Extr aktion

Um Nukleinsduren aus Hefen von Proteinen und anderen Verunreinigungen zu trennen,
wurden die Nukleinsduren mit Phenol-Chloroform extrahiert. Sowohl Phenol als auch
Chloroform konnen Proteine denaturieren, die sich nach Zentrifugation in der Interphase
ansammeln.

Verfahren: Mit einer Ose wurden zunéchst angewachsene Hefekolonien von einer Y PD-
oder SD-Platte gewonnen, in 500 ul H,O resuspendiert und mit 1 Volumen Phenol-
Chloroform (Mischverhaltnis=25:24:1 Phenol:Chloroform:l1soamylakohol) versetzt und fur 5
Min. bei Raumtemperatur stark geschuttelt. Das Gemisch wurde dann durch eine 5-minttige
Zentrifugation bei Raumtemperatur und 15000 x g getrennt. Die obere wéldrige Phase wurde
abgenommen, mit 500 pl Chloroform versetzt, 5 Min. geschittelt und bei Raumtemperatur fir
weitere 5 Min. bel 15000 x g zentrifugiert. Die Nukleinsduren, die sich in der oberen
waldrigen Phase befanden, wurden mit Ethanol gefdlt (siehe 2.2.3.3).
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2.2.3.3 Ethanolfallung

Die Falung von Nukleinsauren mit Ethanol ist die gebrauchlichste Methode, um DNA aus
waldrigen Losungen zu konzentrieren. In ethanolhaltigen Lésungen mit monovaenten Salzen
sind Nukleinsauren unlgslich und préazipitieren. Salze bleiben dabei grofdtenteils (ca 90 %) in
LGsung.

Verfahren: Zu wal¥igen DNA-L6sungen wurde das 2,5-fache Volumen an 96%-igem
eiskaltem Ethanol und */;5 Volumen an 3 M Natriumacetat (pH 4,5 bis 5,0) gegeben.  Durch
eine 45-minttige Zentrifugation bei 15000 x g bei 18°C préazipitierten die Nukleinsduren. Der
Uberstand wurde mit einer zur Kapillare ausgezogenen Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen, das Pellet mit 70%-igem Ethanol gewaschen und erneut fir 15-30 Min. bei
15000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet fir 10 Min. bei
Raumtemperatur getrocknet und nachfolgend in H,O resuspendiert.

2.2.3.4 Geldlution

Mit Hilfe der Gelelution ist es moglich, strende DNA-Fragmente von einem zu isolierenden
DNA-Fragment zu trennen. Dieses Verfahren ereicht bei der Isolierung von DNA-
Fragmenten definierter Grofe (300-3000 bp) Ausbeuten von bis zu 80 % der
Ausgangsmenge.

Verfahren: Zunéchst wurde die DNA mit Hilfe eines ethidiumbromidhaltigen Agarosegels
(siehe 2.2.3.1.1) ihrer Grofde nach aufgetrennt. Unter UV-Licht (260-350 nm) wurden die
gewinschten DNA-Fragmente anhand des interkalierenden Ethidiumbromids detektiert und
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung der Nukleinsduren wurde gemald des
Protokolls von BIO101 (Kit “GeneClean I1,,) durchgefiihrt.

2.2.3.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsuren

Die Grundlage der photometrischen Bestimmung ist das Lambert-Beersche Gesetz,

E=¢xcxd.
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Verfahren: Da e dem molaren Extinktionskoeffizienten und d der Kivettendicke entprechen,
konnte mit Hilfe der Extinktion (E) die Konzentration (c) der Nukleinsduren berechnet
werden. Dazu wurde die Absorption einer geeigneten Verdinnung der Nukleinsaurein 1x TE-
Puffer bei einer Wellenlange von 260 nm gegeniber 1x TE-Puffer gemessen. Eine
Absorbtionseinheit (1 OD) entspricht bei doppelstréangiger DNA etwa 50 pg/ml.

2.2.3.6 Enzymkatalysierte Reaktionen an DNA

2.2.3.6.1 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen spalten sequenzspezifisch DNA. Nach dem Schneiden ihrer
Erkennungssequenzen hinterlassen sie je nach verwendetem Enzym sogenannte stumpfe
(,blunt*) oder 3"- bzw. 5"~ tiberhangende (,, sticky*) Enden.

Verfahren: Fir die Spaltung doppelstrangiger DNA wurden Restriktionsendonukleasen des
Typs |l benutzt, die spezifisch 4-8 Nukleotide lange palindromische Sequenzabschnitte
erkennen und an definierbaren Stellen schneiden. Bei dem Reaktionsansatz wurden die
Pufferbedingungen dem Restriktionsenzym entsprechend gewéhlt. Das Volumen des
eingesetzten Enzyms, welches in Glycerin gel6st ist (50 % (v/v)) betrug nicht mehr als 10 %
des Volumens des Gesamtreaktionsansatzes, da eine erhéhte Glycerinkonzentration die

Ursache vermehrter Fehlspaltungen sein kann.

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:

0,5 pg/ul DNA
/10 Volumen 10x Puffer
/10 Volumen Restriktionsenzym (1 Unit pro ug DNA)

Zunéchst wurden die Reagenzien in eine entsprechende Menge H,O pipettiert, um ein
geeignetes VVolumen (10-20 ul) zu erhalten. Anschlief3end erfolgte eine 2-stiindige Inkubation
bei enzymspezifischer Temperatur.

33



Materia und Methoden

2.2.3.6.2 Klenow-Auffillreaktion

Um nach einer Restriktion vorhandene Uberlappende Enden (, sticky-ends’) des neu
entstandenen DNA-Fragments aufzufillen, wurde das Klenowfragment benutzt. Eine
Untereinheit der von E. coli stammenden DNA-Polymerase | ohne 5°-3'-
Exonukleaseaktivitdt. Das Klenowfragment kann die Auffillreaktion an 5 -(berhdngenden
DNA-Enden (,, sticky-ends*) zu glatten Enden (,, blunt-ends* ) katalysieren.

Verfahren:
Ein exemplarischer Reaktionansatz :
1-5 g DNA
3ul Klenowpuffer (10x)
4ul 10 mM dNTFP's (je 2,5 mM)
Sul 10mM DTT
3ul Klenow (2 U/ul)

Der Reaktionsansatz wurde dann mit H,O auf 30 pl aufgefullt und 30 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert.

2.2.3.6.3 Dephosphorylierung

Nach Spaltungsreaktionen mit nur einer Restriktionsendonuklease oder nach Restriktionen,
aus denen glatte Termini resultieren, wird die Vektor-DNA zur Minimierung von
Rezirkulationen ohne Insert bel der Ligationsreaktion vorher dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierung wurde mit intestinaler alkalischer Phosphatase (CIP), die aus
Kéaberdarm isoliert wird, durchgefiihrt. Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse der 5'-
terminalen Phosphatgruppe, wobei eine Hydroxylgruppe am 5-Ende generiert und
anorganisches Phosphat freigesetzt werden. Die durch Restriktionsendonukleasen gespaltene
DNA wird zunéchst mit Ethanol gefallt und in 30 ul 1x CIP-Puffer resuspendiert. Pro Ansatz
werden 2x 1 Enzymeinheit Phosphatase eingesetzt.

10x CIP-Puffer: 500 mM Trig/HCI, pH 9,0
10 mM MgCl,
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1mM ZnCl,
10 mM Spermidin

Bei der Dephosphorylierung von 5 -0iberhdngenden Termini wird insgesamt 60 Min. bei 37°C
inkubiert, wobei nach den ersten 30 Min. erneut Phosphatase zugegeben wird. Fir die
Dephosphorylierung von glatten oder 5 -rezessiven (3"-Uberhéngenden) Enden wird 15 Min.
bei 37°C, dann 15 Min. bei 56°C, inkubiert, erneut Phosphatase zugegeben und weitere 15
Min. bei 37°C inkubiert. In der Regel wurde die Vektor-DNA des Dephosphorylierungs-
ansatzes aus einem Agarose-Gel eluiert (siehe 2.2.3.4), um insbesondere bei kombinierten
Restriktionsspaltungen den geschnittenen Vektor von herausgespaltenen DNA-Fragmenten zu

trennen.

2.2.3.6.4 DNA-Ligation

Die Ligation dient der Verknupfung linearisierter Vektor-DNA mit der zu klonierenden
Fremd-DNA (Insert). Bedingung hierflr ist die Existenz von komplementéren oder glatten
Enden an den zu verbindenden Doppelstrangen. Zur Ligation wird die urspringlich aus
E. coli-Phagen T4 gewonnene und jetzt klonierte T4 DNA-Ligase verwendet (Weiss et al.,
1968), die in Gegenwart von ATP neue Phosphodiesterbindungen zwischen den
benachbarten, freien 3" -Hydroxyl- und 5" -Phosphatgruppen knipft. Die Effizienz der Ligation
hangt stark vom Verhdtnis der eingesetzten DNA-Fragmente ab. Deshalb wird die Menge an
Insert-DNA bei konstanter Menge Vektor-DNA in 3 Schritten um den Faktor 5-15 variiert,
um so das optimale Verhdtnis Vektor zu Insert-DNA abzudecken. Die Fremd-DNA sollte
hierbei im UberschuR, im Unterschul® und im gleichen molaren Verhadltnis zur Vektor-DNA
vorliegen. Die Qualitét des Vektors wird durch zwei Ligationskontrollen analysiert. Eine
Reaktion wird ohne Fremd-DNA und Ligase (Kontrolle des Anteils von ungeschnittenen
Vektor) und eine Reaktion ohne Fremd-DNA (Kontrolle fir eine kombinierte Spaltung oder
der Dephosphorylierungseffizienz) durchgefihrt. Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgt
bei einer Temperatur von 14°C fur mindestens 5 Std. oder Uber Nacht. Fir die nachfolgende
Transformation (siehe 2.2.2.1.2) von Bakterienzellen mit rekombinanter DNA wird die Halfte
(7,5 ) des Ligationsansatzes eingesetzt. Der restliche Teil wird bei —20°C gelagert.

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:
1-10 pg Vektor-DNA
1-10 ul Fremd-DNA (Insert)
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1,5l 10x Ligationspuffer Puffer (10 mM ATP)
1l T4-Ligase (10 U/ul)

Der Ligationsansatz wurde mit H,O auf 15 ul aufgefillt.

2.2.3.6.5 Polymer asekettenr eaktion

Die Verwendung der Polymerasekettenreaktion ("polymerase chain reaction”, PCR) basiert

auf den Arbeiten von Saiki et a. (1985) und dient der Vervielfaltigung von geringen Mengen

DNA. Dabei kommen thermostabile DNA-Polymerasen (z.B. aus Thermus aquaticus (Taqg),

Pyrococcus woesel (Pwo) oder Pyrococcus furiosus (Pfu)) zur Anwendung. Mit Hilfe zweier

terminaler DNA-Oligonukleotide (Primer) und dNTP's wird die DNA durch mehrfache

Wiederholung eines 3-stufigen Reaktionszyklus amplifiziert. Dieser |&t sich wie folgt

unterteilen.

1. Denaturierung der DNA (typischerweise bei 90-95°C)

2. Hybridisierung bei einer zu ermittelnden Temperatur (55-70°C;) je nach Template und
Primerkonzeption)

3. Polymerisation (65-74°C), bei der die Polymerase den Primer komplementar zur
Matrize verlangert.

Nach einem einmaligen Denaturierungsschritt von 5 Min. bei 95°C verlaufen die folgenden

Schritte zyklisch (bis auf Schritt 8):

1. 1 Min. 95°C
2. 30 Sek. 94°C  —

3. 2 Min. 65°C 2 Zyklen
4. 2 Min. 72°C

5. 30 Sek. 94°C

6. 2 Min. 65°C 2 Zyklen
7. 2 Min. 70°C  —

8. 30 Sek. 94°C

Q. 2 Min. 65°C 21 Zyklen
10. 2 Min. 68°C —

11 7 Min. 68°C

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:
Endkonzentration
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10 x PCR-Puffer 1x

MgCl, 1,5 mM (variabel)
dNTP's je 50 uM

Primer 5 0,4 uM

Primer 3’ 0,4 uM
Tag-Polymerase 1U
Template-DNA 10-500 ng

Der Reaktionsansatz wurde mit H,O auf 50 pl aufgefullt.

2.2.3.7 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierungsmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) beruht auf dem
basenspezifischen Abbruch einer in vitro synthetisierten DNA, bei der die zu sequenzierende
DNA ds Matrize dient (Didesoxy-Kettenabbruch-Sequenzierung). Die enzymatische
Synthese des neuen DNA-Stranges wird in vier verschiedenen Resktionen parallel
durchgefihrt. In diesen Ansédtzen sind jeweils die vier Desoxynukleotide (ANTP's) enthalten
und eines der vier moglichen 27,3 -Didesoxynukleotide (ddNTP's). Die Didesoxynukleotide
fuhren nach ihrem Einbau zu einem Abbruch der Kettenverléngerung, da die Polymerase
durch die fehlende 3"-Hydroxylgruppe der Didesoxyribose keine Phosphodiesterbindung
ausbilden kann. Hierbei ist das Konzentrationsverhdtnis der dNTP's zu ddNTP so gewaht,
dal3 einerseits gentigend lange Ketten gebildet werden und andererseits Abbriiche statistisch
nach jeder der entsprechenden Basen entstehen. Um die Ketten mit den definierten
Kettenabbriichen detektieren zu konnen, wird in den Reaktionsansdtzen ein radioaktives
Desoxynukleotid (a-*S-dATP) eingesetzt. Werden die vier Reaktionsansitze anschliefend
durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen paralel
zueinander aufgetrennt (siehe 2.2.3.1.2), so kann man die einzelnen Kettenlangen durch
Autoradiographie visualisieren und damit von unten nach oben in 5-3-Richtung der
K ettensynthese die Sequenz bestimmen.

Da die Methode auf dem langenméldigen Auftrennen von Ketten mit definierter 3'-
Abbruchstelle beruht, ist es wichtig, dal3 alle Kettenspezies ein identisches 5"-Ende haben.
Ein kurzes Desoxyoligonukleotid (Primer), welches zu einer Sequenz kurz vor dem zu

sequenzierenden Bereich komplementér ist, dient as Startpunkt fur die DNA-Polymerase.
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Durch die Wahl eines solchen Primers wird der zu sequenzierende Bereich definiert. Die
Polymerisationsreaktion kann mit verschiedenen DNA-Polymerasen durchgefiihrt werden.
Zum einen kann das Klenowfragment der E. coli DNA-Polymerase | (Sanger et al., 1977),
welches noch die 3'-5-Exonukleaseaktivitdt ("proofreading”) trégt, eingesetzt werden.
Weiterhin kommen heute auch die T7 DNA-Polymerase (Tabor und Richardson, 1987) und
die Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Innis et al., 1988) zum Einsatz. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das von der Firma Pharmacia angebotene "'-Sequenzing™-Kit
eingesetzt. Die Sequenzierung wurde mit isolierter, einzelstrangiger oder doppelstréangiger

DNA durchgefihrt und orientierte sich an den von Pharmacia mitgelieferten Handbtchern.

2.2.4 Arbeiten mit Proteinen

2.2.4.1 Analytische SDS-Gelelektrophorese

Als Methode zur analytischen und préparativen Auftrennung eines Proteingemisches wurde
die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese entwickelt (Laemmli, 1970). Sie ermdglicht die
Bestimmung des Molekulargewichts und der Reinheit von Proteinen. In Verbindung mit
Elektrotransfer und Elektroel utionsmethoden lassen sich die Proteine préparativ aufarbeiten.
Durch Erhitzen einer Proteinlésung in Gegenwart des stark anionischen Detergenz SDS und
reduzierender Detergenzien wie B-Mercaptoethanol oder DTT kommt es zur Zerstérung der
Tertidrstruktur von Proteinen. SDS kann sich jetzt an das Protein lagern. Die dadurch
entstehenden linearisierten Polypeptidketten mit negativer Nettoladung Uberlagern die
Eigenladung der Proteine, so dal3 deren Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld
hauptsachlich von ihrer GroRe abhangig ist. Bel der diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese ist dem eigentlichen Trenngel mit einem pH von 8,8 ein sogenanntes
Sammelgel mit einem pH von 6,8 vorgeschaltet. Durch die Grol3porigkeit des Sammelgels
kaum an der Migration behindert, werden die Proteine im elektrischen Feld bis zum Erreichen
des Trenngels beschleunigt und in einer scharfen Bande konzentriert. Im Trenngel erfolgt die
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht.

In dieser Arbeit wurden Trenngele von 10-15 % und Sammelgele von 4 % verwendet (siehe
Tab. 5). Die dabei benutzten Flachgele bestanden aus zwei gekammerten Glasplatten, die

durch sogenannte Spacer voneinander getrennt waren.
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Verfahren: Die Herstellung des Gels erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde das Trenngel
gegossen und sofort mit n-Butanol Uberschichtet. Dabei diente APS as Radikalstarter und
TEMED ds Kataysator und Stabilisator intermediér auftretender Radikale. Nach
Polymerisation des Trenngels wurde das n-Butanol abgegossen und das Sammelgel eingefillt.
In das noch flissige Sammelgel wurde ein Kamm eingesetzt, um Taschen fur die
Proteinproben zu formen. Nach Polymerisation wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer
gespannt und diese mit Elektrophoresepuffer (siehe Tab. 5) gefillt. Nach Pipettieren der
zuvor denaturierten Proben in die vorgeformten Taschen liefen diese bei einer Spannung von
100 V durch das Sammelgel. Erreichten die Proben das Trenngel wurde die Spannung auf
160-180 V erhoht. Das Proteingel wurde nach Abschlufld der Elektrophorese entweder
weiterverarbeitet (Western-Blot) oder photographiert und getrocknet.

Trenngel Sammelgel Elektrophoresepuffer
3,75ml Trenngelpuffer 1,25 ml Sammelgelpuffer | 25 mM Tris
50ml Acrylamid(30%) |0,75 ml Acrylamid(30%) | 150 mM Glycin
6,0 ml H.0 29ml H-0 0,1% SDS
0,25 mi 4% APS 0,2 ml 4% APS
7,0 ul TEMED 7,0 ul TEMED

Tabelle 5: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

2.2.4.2 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Membranen

Durch SDS-Gelel ektrophorese aufgetrennte Proteine (siehe 2.2.4.1) kénnen elektrophoretisch
mit Hilfe einer sogenannten semi-dry Blotapparatur auf eine PVDF-Membran Ubertragen
werden.

Verfahren: Hierzu wurde die Membran auf ein geringfligig grof3eres Mal3 als das des zu
blottenden Gels zurechtgeschnitten, mit Methanol benetzt und fir 2 Min. in Blotpuffer
aquilibriert.

Zwei Filterpapiere wurden ebenfalls fir 5 Min. im gleichen Puffer inkubiert.

Die Komponenten wurden hiernach in der Blotkammer luftblasenfrei nach folgendem Schema

Zusammengesetzt:

Kathode
Blotpuffer-getrankte Filterpapiere
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Polyacrylamidgel (SDS-Gel)
PVDF-Membran
Blotpuffer-getrankte Filterpapiere
Anode

Mit dem anionische Detergenz beladene Proteine wandern im elektrischen Feld in Richtung
Anode und damit aus dem Gel auf die Membran.

Uberschiissiger Puffer wurde nach dem Aufeinanderstapeln der Lagen entfernt, die Apparatur
geschlossen und fir 75 Min. eine Stromstarke von 1 mA pro cn? Blotflache angelegt.
Dabel stellt sich eine Spannung von ungeféhr 12 V ein, die bis zum Ende des Transfers auf
etwa 30 V ansteigt. Spezifische Proteinbanden kdnnen nach dem Trocknen des Blots mittels
Antikorper detektiert werden.

2.2.4.3 Immundetektion von Proteinen

Als Western Blot wird die Detektion eines Proteins mittels spezifischer Antikorper bezeichnet
(Kyhse-Andersen, 1984).

Verfahren: Fir die Durchfiihrung einer immunspezifischen Detektion von Proteinen wurden
zuerst die freien Bindestellen auf der PVDF-Membran (siehe 2.2.4.2) durch Inkubation mit
einer proteinreichen Losung blockiert. Dazu wurde die Membran 60 Min. in Blockpuffer
inkubiert und anschlief?end zweimal fur 10 Min. mit PBS-Puffer gewaschen. Anschlief3end
wurde die Membran mit einer entsprechenden Verdinnung des priméren Antikorpers, der
spezifisch das zu analysierende Protein bindet, Uber Nacht bel 4°C inkubiert. Die Membran
wurde nachfolgend erneut mit PBS gewaschen, um nicht gebundenen Antikorper zu
entfernen. Die Detektion erfolgte Uber einen peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper, der
den konstanten Bereich (Fc-Teil) des Primarantikorpers erkannte (HRP-conjugated-
Antibody).

Das Nachweisverfahren mittels Chemolumineszenz (ECL Western Blotting Detection

Reagents (Fa. Amersham)) wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.4.4 Proteinextraktion aus Hefen

Zur Proteinextraktion wurde eine Ubernachtkultur angelegt. Hierzu wurden 5 ml SD-Medium
mit 3-4 Hefekolonien beimpft und Uber Nacht inkubiert. 50 ml YPD-Medium wurden mit
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dieser Ubernachtkultur inokuliert und bei 30°C und 220-250 Upm. inkubiert bis zu einer OD
von 0,6-0,9 (Dauer ca. 4-8 Std.).

Anschliel3end wurde die Zellsuspension 5 Min. be 4000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 200 ml Y PD-Medium resuspendiert und die OD bestimmt.
Um den Zielwert der OD von 0,12-0,16 zu erreichen, wurde ein Teil dieser Zellsuspension
mit einer entsprechenden Menge Y PD-Medium versetzt, bis wiederum 100 ml Zellsuspension
zur Verfugung standen. Nachfolgend wurden die 100 ml Zellsuspension bei 30°C und
220-250 Upm. in einem Warmluftschittler bis zu einer ODgy von 0,5 (=4 h) inkubiert.
Anschlief3end wurden diese 100 ml auf zwei 50 ml Falconréhrchen aufgeteilt und 5 Min. bel
4000 x g und 4°C zentrifugiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte unter sténdiger Eislagerung
der Rohrchen. Nach der Zentrifugation wurden die Pellets mit je 5 ml eisgekihltem PBS
resuspendiert, zusammengefihrt und mit PBS auf 50 ml aufgefillt. Hiernach erfolgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt unter oben beschriebenen Bedingungen. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Zellpellet in flissigem Stickstoff eingefroren. Das gefrorene Pellet wurde
in ein mit Stickstoff vorgekihltes Teflongefald Uberfihrt und dann in  einem
Mikrodismembrator (Fa. B.Braun) dismembriert. Diese Probe wurde in 675 ul ,, Gritz-Puffer®
resuspendiert und nachfolgend fur 5-10 Min. denaturiert. Nun wurde die Probe 5 Min. bei
15000 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tberfihrt.
Dieser Uberstand enthielt die zu extrahierenden Proteine, konnte aliquotiert und bei —80°C
gelagert werden.

Bei Bedarf konnte die Probe gelelektrophoretisch aufgetrennt und beispielsweise einer

Western-Blot-Analyse unterzogen werden.

2.2.45|n vitro Trandation

In dieser Arbeit wurde das In vitro Trandation-Kit TNT-Master-Mix verwendet und nach
vorgegebenen Protokoll vorgegangen.

Fur die Transkription ist eine einzel- oder doppelstrangige Matrize notig, die von der RNA-
Polymerase des Phagen T7 in mRNA umgeschrieben werden kann. Diese RNA-Polymerase
benttigt einen doppelstrangigen Promotorbereich (siehe Abb.5), der entweder bereits bei
Plasmiden vorhanden ist oder mittels PCR angefiigt werden mul3.

’7 T7-Pramatar —‘

5-TAATACGACTCA CTA TAG-3
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3-ATT ATGCTG AGT GAT ATCCGG ATC CCA TGA TCCCTA G-5

Abbildung 5: T7-Promotor

Die T7-RNA-Polymerase beginnt stromabwaérts des Promotorbereichs mit der Transkription.
Die gebildete, synthetische mRNA wird anschliefend durch die frelen Ribosomen in
Polypeptid trandatiert. Um diese Schritte durchlaufen zu kdnnen, wurden der Losung alle
notwendigen NTP's (ATP,GTP,UTP,CTP) sowie alle an tRNA gekoppelten Aminosauren
zugefugt. Um das Endprodukt, also das entstehende Protein, radioaktiv zu markieren, wurde
eine der Aminosiauren gegen ein radioaktives Aquivalent ersetzt. In dieser Arbeit wurde
Methionin verwendet, das mit radioaktivem Schwefel 35 (*S) markiert war und in das
trandatierte Protein eingebaut wurde. Dadurch war es méglich, das Protein nach Auftrennung
in einem SDS-PAGE (siehe 2.2.4.1) mittels X-OMAT-Film (Kodak) sichtbar zu machen.
Verfahren:

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:

500-700 ng DNA Template
40 ul TNT-Master-Mix
2ul ¥S-Methionin

Der Reaktionsansatz wurde dann mit H,O auf 50 ul aufgeflllt und bel 30°C eine Stunde lang
inkubiert. Das Protein stand dann weiteren Versuchen zur Verfligung und konnte 1-2 Stunden

bei Raumtemperatur gelagert werden.

2.2.4.6 Immuno- und Coimmunopr azipitation

Mithilfe der Immunopréazipitation ist die Isolierung eines Proteins in einer Losung mittels
spezifischer Antikorper moglich.

Verfahren: Die aus der in vitro Trandation stammende Proteinlésung wurde fir 2 Std. bel
4°C in einem Uberkopfschiittler mit dem fir das Zielprotein spezifischen Antikorper
inkubiert. Dieser war an eine Fc-(konstante Region von Immunglobulinen)-Teil-bindende
Matrix gebunden. In dieser Arbeit wurden as Matrix Eisenkiigelchen (Dynabeads®)
verwendet (Gaudernack et al., 1986). Nach einer zweistiindigen Inkubation wurden die Uber
den Antikdrper an das Zielprotein gebundenen Dynabeads® mittels eines Magneten
sedimentiert. Es folgten drei Waschschritte mit TBST-Puffer, die dazu dienten nicht
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gebundenes Protein und freie Antikorper zu entfernen. Anschlief3end wurde der Ansatz mit
15 pl SDS-Loading-Puffer versetzt und fur 3 Min. auf 90°C erhitzt. Dadurch wurde das
gebundene Protein von den Antikorpern geldst. Nachfolgend wurden die Proteine mittels
einer SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.2.4.1) ihrer Grof3e nach aufgetrennt.

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:
10 ul [V T-Produkt
10 ul Dynabeads® (Dynal)

Die Coimmunopréazipitation dient dem Nachweis einer Interaktion zweier Proteine.

Verfahren: Zwei Proteine (gewonnen durch eine IVT (siehe 2.2.4.5)) wurden mittels einer
einstindigen Inkubation bei 30°C zur Interaktion angeregt. Anschlief3end wurden die Proben
wie bei einer Immunoprazipitation behandelt (siehe oben). Die Proteine wurden dann in einer
SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.2.4.1) voneinander getrennt und durch die radioaktive
Markierung auf einem X-OMAT-FIm visualisiert. Waren zwel statt einer Proteinbande zu

erkennen, hatte eine Interaktion stattgefunden.

Ein exemplarischer Reaktionsansatz:

10 ul IV T-Produktl
10 ul IV T-Produkt2
10 pl Dynabeads®

2.2.5 Colony-L ift Filter Assay

Diese Methode ermdglicht, die Messung der Aktivitdt von B-Galaktosidase.

Verfahren: Pro Platte wurde je ein Filterpapier mit 2,5 ml Z-Puffer/X-gal-L 6sung befeuchtet.
Anschlief3end wurde ein unbehandeltes Filterpapier auf die Oberflache einer mit Kolonien
bewachsenen Platte gedriickt, um so die Zellen am Filterpapier zu fixieren. Filterpapier und
Petrischale wurden markiert, um die Orientierung des Filterpapiers auch spéter noch
nachvollziehen zu koénnen. Danach wurde das Filterpapier mit einer Pinzette abgenommen
und far 10-15 Sek. in flussigen Stickstoff gehalten. Das gefrorene Filterpapier wurde danach
bei Raumtemperatur aufgetaut, luftblasenfrei auf das mit Lésung durchtrankte Filterpapier
aufgebracht und bei 30°C bis zur Blauféarbung der Kolonien inkubiert. Die Blaufarbung

signalisierte die Expression der f-Galaktosidase.
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X-gal Stocklésung: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosid wurde

in DMF mit einer Konzentration von 20 mg/ml bei
—20°C gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Systems

Das Yeast-Two-Hybrid System, erstmals beschrieben 1989 (Li und Fields, 1989), hat eine
breite  Anwendung as Suchtest fir Proteininteraktionspartner. Dieses relativ neue
molekularbiologische Verfahren ermdglicht es, Interaktionspartner fir ein beliebiges Protein
zu finden.

Das System basiert auf einer transkriptionellen Aktivierung von Reportergenen. Zur
transkriptionellen Aktivierung eines Reportergens werden sowohl eine DNA-bindende
Doméne (DNA-BD) as auch eine aktivierende Domane (AD) benttigt. Beide Doménen
bilden normalerweise eine Polypeptidkette, wie zum Beispiel das Ga4-Protein, und kénnen
nur in dieser Form die entsprechenden Reportergene aktivieren. In dem in der vorliegenden
Dissertation verwendeten Yeast-Two Hybrid-System wurden beide Doméanen des Gal4-
Transkriptionsfaktors durch rekombinante DNA-Techniken physikalisch voneinander
getrennt. Mit Hilfe von Klonierungsvektoren werden Fusionsproteine dieser Domanen mit
den zu untersuchenden Wechselwirkungspartnern erzeugt. Dabel  fusioniert die
Nukleotidsequenz des Zielproteins (Baitprotein) mit der DNA-BD (Baitplasmid) und ein
cDNA-Fragment einer cODNA-Bibliothek mit der AD (Libraryplasmid). Anschlief3end erfolgt
die smultane Transformation beider Plasmide in S cerevisiae CG1945 Hefezellen, in deren
Genom die Reportergene integriert sind. In der Hefezelle entstehen durch Transkription und
Trandation die Fusionsproteine (DNA-BD+Bait und AD+Libraryfragment). Kommt es zur
Interaktion zwischen Baitprotein und Libraryprotein, wird ein Transkriptionsfaktor mit
Bindungsaffinitdt zur UAS ("upstream activation site') des Promotors erzeugt, einer
Genomsequenz der Hefezelle, die spezifisch von der DNA-BD erkannt wird. Der
Transkriptionsfaktor aktiviert die Reportergene (his3 und lacZ), die in 3-Richtung des
Promotors liegen und die Interaktion phanotypisch detektierbar machen (siehe Abb.6).

Die Reportergene kénnen ausschliefdlich durch den beschriebenen Ablauf aktiviert werden, da
den verwendeten Hefestdmmen der funktionelle Aktivator Gal4 fehit.
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46



Ergebnisse

Abbildung 6: Prinzip des'Y east-Two-Hybrid-Systems.

3.2 Konstruktion und Char akterisierung von DNA-BD-B4-Y east-Two-
Hvybrid-Vektoren

Zur Erstellung der Baitplasmide wurde der Expressionsvektor pAS2-1 (Clontech) verwendet.
pAS2-1 ist ein Shuttle-Vektor, der sowohl in Bakterien als auch in Hefen repliziert wird.
Neben dem Ampicillinresistenzgen (amp’) zur Selektion in Bakterien und dem
Cyclohexamidresistenzgen (cyh2) zur Selektion in Hefen kodiert das Plasmid fir
hefespezifische Proteine. Die Transkription der 147 Aminosdure langen DNA-
Bindungsdomane (DNA-BD) erfolgt durch den Promotor ADH1 (Alkoholdehydrogenase 1-
Gen). Der 1500 bp lange ADH1 Promotor fiihrt zu einer Uberexpression der Sequenzen, die
unter seiner Kontrolle stehen (Ammerer, 1983). Hinter der kodierenden Region der DNA-BD
befindet sich eine Linkerregion, in die DNA-Fragmente, die fur die zytoplasmatische Doméne
der B4-Untereinheit kodieren (siehe Abb.7), durch Ligation eingefligt werden kdnnen (siehe
2.2.3.6.4). Die Transkription wird durch den Terminator der Alkoholdehydrogenase 1
(ADH1), welcher der Linkerregion folgt, gestoppt. Zudem verflgt der Vektor Uber ein trpl-
Gen, welches fur ein Enzym der Tryptophansynthese kodiert. Die Aminosaure Tryptophan ist
fir das Wachstum von Hefezellen essentiell und wird fir die Selektion in Trp-auxotrophen
Hefen (S. cerevisiae CG1945) verwendet.
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Abbildung 7: Vektor pAS2-1
Die Abbildung stellt den Aufbau des zur Klonierung der f4-Fragmente verwendeten V ektors pAS2-1 dar.

Zunéchst wurden verschiedene cDNA-Fragmente, die fur zytoplasmatische Teile der 4-
Untereinheit kodieren, durch Spaltung mit Restriktionsendonukleasen generiert (siehe Abb.8).
Nach  Gelelution wurden diese Fragmente in  den mit  entsprechenden
Restriktionsendonukleasen gespaltenen Vektor pAS2-1 ligiert und in E. coli DH5a
transformiert (siehe 2.2.2.2.2). Die erfolgreiche Klonierung wurde durch Restriktionsanalyse
Uberprift. Alle Baitplasmide wurden anschlief3end mittels Sequenzierung dahingehend
Uberprift, ob das neue Insert im korrekten Leseraster der DNA-Bindungsdomane liegt (siehe
2.2.3.7).

Insgesamt wurden in dieser Arbeit folgende 2 Baitplasmide konstruiert.

pAS EcoRV/BamH]I: Der Vektor A1R1 (A1R1 beinhaltet die Halfte der 3. Fibronektin
Typlll-&hnliche Doméne bis zum Stopp-Codon) wurde mit der
Restriktionsendonuklease Ncol gespaten (siehe 2.2.3.6.1),
anschlief3end eine Auffillreaktion durchgefihrt (siehe 2.2.3.6.2)
und der Vektor mit der Restriktionsendonuklease BamHI erneut
gespalten. Daraufhin  wurde der Vektor von dem
herausgespaltenen Fragment getrennt (siehe 2.2.3.4).
In einem neuen Ansatz wurde der Vektor A1R1 mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRV und BamHI gespalten und
das entstandene Fragment eluiert. Anschlieffend wurde das
Fragment mit dem Ncol/BamHI gespaltenen Vektor glatt
(,, blunt*) ligiert (siehe 2.2.3.6.4).
Die Lange des f4-1nserts betrug 456 bp (T7-Sequenzierung).
pAS Pvull/CT: Das Batplasamid pAS EcoRV/BamHI wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Pvull und BamHI gespalten (siehe
2.2.3.6.1). Ebenso wurde der Vektor pAS2-1 mit diesen
Restriktionsenzymen gespalten. Anschliefend erfolgte die
Ligation des p4-Fragments mit dem Vektor (siehe 2.2.3.6.4).
Die Lange des p4-Inserts betrug 222 bp (T7-Sequenzierung).
Das Plasmid pAS EcoRV/BamHI, welches das C-terminale Ende einschliefdich des NxxY -
Tyrosinphosporylierungsmotivs 1642 der p4-Untereinheit trégt, wurde in dem durchgefihrten
Screen eingesetzt. In den spater folgenden Retransformationen wurde das Bait pAS Pvull/CT
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benutzt, um eine genauere Aussage Uber die an der Interaktion beteiligten Regionen des C-
terminalen Endes der p4-Untereinheit treffen zu konnen. Eine Verwendung langerer
Fragmente der B4-Untereinheit wurde durch den Umstand verhindert, dal3 l&ngere Konstrukte
zu einer autonomen Transaktivierung der Reportergene fuhrten (Dr. R. Kretschmer-Kazemi
Far, Institut fir Molekulare Medizin, L iibeck).

Abbildung 8 stellt den Bezug der beiden verwendeten Baitplasmide zur p4-

Aminosaiiresequenz dar.

Y xxL

NxxY NxxY NxxY 1422 NxxY NxxY
1 855 1039 1343 1440 1526 1642 1725
2 i
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Abbildung 8: L okalisation der fur die Klonierung in pAS2-1 verwendeten 4 c-DNA-Fragmente.

FN 111: Fibronektin Typll1-8hnliche Doméane

NxxY : Tyrosinphosphorylierungsmotiv

YxxL: Erkennungssequenz fir SH2-Doménen

Rechts als Pfeil gekennzeichnet sind die beiden verwendeten Baits in Bezug zur 4 Aminoséuresegquenz.

Bevor mit dem Screen begonnen werden konnte muldte sichergestellt werden, dal3 das DNA-
BD-p4-Fusionsprotein nicht selbst die Transkription der beiden Reportergene aktivieren
konnte. Die DNA-BD-B4-Fusionsproteine konnen direkt aufgrund intrinsischer Aktivitét der
zytoplasmatischen Doméne der B4-Untereinheit oder indirekt Uber eine Interaktion mit
hefeeigenen Proteinen zu einer transkriptionellen Aktivierung fuhren.

Um Aufschlul? Uber das Vorhandensein und die Intensitdt der Transaktivierung zu gewinnen,
wurde das entsprechende Baitplasmid in Hefezellen transformiert (siehe 2.2.2.3).

Nachfolgend wurde Uberpruft, ob der in das Genom der Hefezellen eingefligte lacZ-Reporter
aktiviert wurde (siehe 2.2.5). Dieser lacZ-Reporter steht unter der Kontrolle eines UASs17mer-
Promotors (Giniger und Ptashne, 1988).

UASs17mer: 5-CGGAAGACTCTCCTCCG-3

Dieses artifizielle Konstrukt wurde in den verwendeten Hefestdmmen (S. cerevisiae CG1945)

in dreimaliger Abfolge als Promotor des lacZ-Reportergens in das Hefegenom eingefigt.
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Ursprunglich wird dieser Promotor durch den Gal4-Transkriptionsfaktor aktiviert. In dem
verwendeten Hefestamm (S cerevisiae CG1945) wurde das Gen fur das Gal4-Protein
alerdings durch gezielte Deletion zerstort, so dal3 der Reporter nur durch die Interaktion
der beiden physikalisch voneinander getrennten Doménen (DNA-BD+Bait und
AD-+Libraryfragment) transkribiert werden konnte.

Zur Prufung der autonomen Aktivierung durch die DNA-BD-B4-Fusionsproteine erfolgte
nach der Transformation in S cerevisae CG1945 eine Ausplattierung auf SD/-Trp-
Selektionsmedium. Anschlief3end wurde die Aktivitét der durch den lacZ-Reporter kodierten
B-Galaktosidase bestimmt. Dazu wurde nach dem Wachstum der Kolonien ein Colony-Lift
Filter Assay durchgefihrt (siehe 2.2.5). Kommt es zu einer Induktion der B-Galaktosidase, so
gpaltet diese das Substrat 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-D-Galactosid (X-Gal) in Gegenwart
von Sauerstoff in einen blauen Farbstoff. Die beiden in dieser Arbeit generierten [4-
Baitplasmide zeigten keine beziehungsweise keine autonome transkriptionelle

Transaktivierung des B-Gal-Reportergens.

Das zweite Reportergen his3 ist ein hefeeigenes Gen, welches bereits im Genom des in dieser
Arbeit verwendeten Hefestamms (S. cerevisiae CG1945) vorhanden ist. Allerdings wurde der
urspringliche his3-Promotor des his3-Gens vollsténdig durch einen gall-Promotor ersetzt
(Feilotter et al., 1994). Dieser wird wie der lacZ-Reporter entweder durch das native Gal4-
Protein oder durch eine Interaktion der Domanen (DNA-BD+Bait und AD+Libraryfragment)
transkribiert. Eine transkriptionelle Aktivierung des Reportergens his3 fuhrt zur Trandation
des His3-Proteins. Dieses ist essentiell fur die Synthese der Aminosaure Histidin, die
wiederum fUr das Wachstum der Kolonien notwendig ist. Der his3-Reporter besitzt eine
schwache, basale Promotoraktivitdt. Dadurch kommt es zu einem geringen Wachstum
auf higtidinfreiem Nahrmedium (SD/-His). Zur Unterdriickung dieser Basalaktivitéat wird
3-Amino-1,2,4,-triazol (3AT) verwendet, ein kompetitiver Inhibitor des His3-Proteins.

Um das Wachstum auf Platten mit SD/-His zu verhindern, mufdte zunéchst eine ausreichend
hohe 3AT-Konzentration ermittelt werden. Zuerst wurden Plasmide mit einem DNA-BD-p4-
Fusionsprotein in Hefezellen transformiert (siehe 2.2.2.3). Anschlieffend wurden diese
Hefezellen auf Platten mit steigenden Konzentrationen von 3AT ausplattiert.

Bel der Abwesenheit von 3AT fand ein Koloniewachstum statt, wahrend bei 3AT-
Konzentrationen ab 15 mM Uberhaupt kein Wachstum zu beobachten war. Um einerseits die

Basa aktivitdt des Promotors zu unterdriicken, andererseits aber noch das Zellwachstum fir
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interagierende Klone zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit eine Konzentration von 8 mM
3AT gewadhit.

Fir den Nachweis einer moglichen Interaktion ist eine Expression der f4-Fusionsproteine in
Hefezellen notwendig. Um die Expression der B4-Fusionsproteine zu bestétigen, wurde eine
Western-Blot-Analyse durchgefihrt (siehe 2.2.4.3).

Zunéchst wurden die Baitplasmide (pAS2-1 + B4-Fragment) in Hefezellen transformiert und
die Zellen auf SD/-Trp-Selektionsmedium ausplattiert. Nach dem Wachstum der Kolonien
wurden diese von der Platte entfernt und die Proteine anschlief3end aus den Hefezellen
extrahiert (siehe 2.2.4.4). Die elektrophoretische Auftrennung des |6slichen Proteinextraktes
erfolgte auf einer SDS-PAGE mit einem 4%-igen Sammelgel und einem 10%-igen Trenngel.
Nachfolgend wurden die Proteine auf eine Membran transferiert (siehe 2.2.4.2)

Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte durch monoklonale Antikorper, die spezifisch die
DNA-BD erkennen. Als sekundérer Antikorper wurde HRP-konjugierter-Ziegen Anti-Maus
|gG-Antikorper verwendet (siehe 2.2.4.3).

Die Visuaisierung erfolgte durch die Anregung von Luminol mittels einer
Oxidationsreaktion, die von der an den Sekundéarantikorper gekoppelten Peroxidase
katalysiert wird (ECL-Western Blotting Detection System (Amersham Pharmacia Biotech)).
Mittels des Computerprogramms DNA-Strider 1.1 und eines Berechnungsprogramms,
welches durch die Internetseite http://www.ultranet.com (Gill und Hippel, 1989) zur
Verfigung gestellt wird, wurde das Molekulargewicht der konstruierten DNA-BD-p4-
Fusionsproteine theoretisch ermittelt und mit den durch die elektrophoretische Auftrennung
ermittelten Molekulargewichten verglichen (siehe Tab. 6).

theor etisches apparentes

DNA-BD-f34-Fusionsprotein
p P Mol ekulargewicht (kDa) Molekulargewicht (kDa)

DNA-BD 21,8 22

pAS EcoRV/BamHI 31 31
PAS Pvull/CT 29 29
pAS EcoRI/Nael 34,5 34

Tabelle 6: Molekulargewichte der DNA-BD-f4-Fusionsproteine
Das Baitplasmid pAS EcoRI/Nael (Uberlassen durch Dr. R. Kretschmer-Kazemi Far) wurde in einigen
Versuchen als Vergleichsstandard verwendet.
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Mit dieser Analyse konnte gezeigt werden, dal3 die Fusionsproteine in Hefezellen stabil
exprimiert wurden (siehe Abb.9). Weiterhin konnte das theoretisch ermittelte
Molekulargewicht der p4-Fusionsproteine durch einen Vergleich mit dem bekannten B4-
Fusionsprotein (pAS EcoRI/Nael) und dem Proteinmolekulargewichtsstandard bestatigt
werden.
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Abbildung 9: Expression der DNA-BD-R4-Fusionproteine in CG1945 Hefezellen

Bahn 1 stellt die DNA-bindende Doméane ohne Insert dar. Bahn 2 zeigt Hefezellextrakt (CG1945) ohne
transformiertes Plasmid. Bahnen 3, 4 und 5 zeigen die in Hefe transformierten DNA-BD-B4-Fusionsprotein. Das
Baitplasmid pAS EcoRI/Nael (Uberlassen durch Dr. R. Kretschmer-Kazemi Far) ist fir die GroRenzuordnung
zusétzlich aufgetragen. Zusétzlich ist in der unteren graphischen Darstellung die Beziehung der verwendeten
Baits zur f4-c-DNA veranschaulicht.
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3.3 Amplifikation und Charakterisierung der cDNA-Bibliothek

Eine typische humane Zelle enthélt 10000-30000 verschiedene mRNA-Spezies. Eine cDNA-
Bibliothek soll die Gesamtheit der in einem bestimmten Gewebe exprimierten mMRNA
représentieren.

In dieser Arbeit wurde eine humane Prostata cDNA Bibliothek (Clontech) verwendet. Durch
den Hersteller wurde aus Prostatagewebe mRNA isoliert, die mittels einer oligo-dt-geprimten
reversen Transkription in cDNA Uberfuhrt wurde. Fir den Erhalt doppelstrangiger DNA-
Fragmente erfolgte anschlieRend eine PCR. Diese cDNA-Fragmente wurden in den Vektor
PACT2 einkloniert (sieche Abb. 10), der sowohl in Bakterien as auch in Hefen repliziert
werden kann. pACT2 besitzt einen verkirzten ADH1 Promotor (Ammerer, 1983), der in enger
Nachbarschaft einer Sequenz des Plasmids pBR322 steht, welche eine transkriptionelle
Verstarkung bewirkt (Clontech Manual PT3024-1; Tornow und Santangelo, 1990). Dieser
ADH1-Promotor kontrolliert gemeinsam mit der Sequenz aus pBR322 die Expression der
Aktivierungsdoméne. Hinter dem kodierenden Bereich fir die AD befindet sich eine
Linkerregion, in welche die aus der reversen Transkription und anschlief?enden PCR
gewonnenen cDNA-Fragmente einkloniert werden konnen (siehe Abb.10, 2.2.3.6.4). Der die
Transkription stoppende Terminator des ADH1-Gens befindet sich hinter der Linkerregion.

Ndell
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. . "fafm Hpal
Linkerregion
_I| Col E1
ori

Bol Il | \
Ndel pACT2 III
8,1 kb ]

ST et |
Nco | \
Smal \ !
TS, CRIE 2/ /
EcoR |
Sac | | -
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Bgl I Hind 1]~

I:)ADH 1

Abbildung 10: pACT?2
Die Abbildung zeigt den Aufbau des zur Klonierung der Prostata cDNA-Bibliothek verwendeten Vektors
PACT2 von Clontech.
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Bakterien vermittelt dieses Plasmid eine Ampicillinresistenz (amp’) und Hefen die Produktion
des Enzyms B-Isopropylmalat-Dehydrogenase (leu2). Dieses Enzym ist essentiell fir den
Metabolismus der Aminosaure Leucin, einer zum Wachstum von Hefezellen notwendigen
Aminosaure. Durch die Verwendung eines Leu-auxotrophen Hefestammes (S cerevisiae
CG1945) wurde ein Selektionsvorteil fur plasmidtragende Hefezellen geschaffen.

Die Plasmide (pACT2) wurden durch den Hersteller (Clontech) bereits in den E. coli-Stamm
BNN132 transformiert und die cDNA-Bibliothek auf Vollstandigkeit Uberpruift.

Die Inserts hatten eine durchschnittliche Lénge von 1,4 kb (0,4 - 4,5 kb), die Hohe des Titers
betrug >10° cfu/ml und die Anzahl der unabhéngigen Klone 3,2x 10°.

Die Expression von B4 in Prostatagewebe konnte bereits nachgewiesen werden (Knox et al.,
1994). In dieser Arbeit wurde die cDNA-Bibliothek auf das Vorhandensein von $4-cDNA
Uberpift (siehe Abb.11). Dazu wurden Primer zu sechs verschiedenen Bereichen der
Nukleotidsequenz der zytoplasmatischen Doméne der p4-Untereinheit generiert (FN2-5;
TAM-3; TAM5'; FN3-3"; FN4-5"; CT-3"). Fur den Nachweis der p4-cDNA wurde mit
diesen Primern eine PCR durchgefiihrt. AnschlieRend wurde je /s des 50 pl Ansatzes auf
einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt und mittels des interkalierten Ethidiumbromids
durch UV-Licht visuaisiert.

Abbildung 11 zeigt, dal3 die cDONA-Bibliothek ale Bereiche der cDNA der zytoplasmatischen
Doméne der f4-Untereinheit beinhaltet.
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Abbildung 11: Spezifische Amplifikation von 34 DNA-Fragmenten mit cDNA-Bibliothek
Die oben dargestellte PCR zeigt die einzelnen PCR-Amplifikate, aus der unteren graphischen Darstellung ist der
Bezug der einzelnen Amplifikate zur 4-cDNA zu entnehmen.

Die cDNA-Bibliothek mufdte amplifiziert werden, um gentigend Plasmid-DNA fir den Screen
zu gewinnen. Die Bewahrung der Vollstandigkeit der cDNA-Bibliothek nach Amplifikation
und Plasmidisolierung machte es notwendig die Anzahl der unabhangigen Klone, dieim Falle
der Prostata-cDNA-Bibliothek 3,2x 10° betrug, 2-3x zu vervielfatigen.

Um jedem Bakterienklon die Méglichkeit auf Wachstum zu geben, wurde zundchst eine
Titerbestimmung der E. coli BNN132-Zellen, in welche die cDNA-Bibliothek transformiert
worden war, durchgefiihrt. Dazu wurde eine 1:10° Verdiinnung der entsprechenden Bakterien
hergestellt. Jeweils 50 pl und 100 pl wurden auf je 2 LB-Platten mit 100 pg/ul Ampicillin
ausgestrichen. Nach Inkubation Uber Nacht bei 37°C wurde die Anzahl der gewachsenen
Kolonien bestimmt, dadurch konnten die kolonieformenden Einheiten pro ml (cfu/ml)
errechnet werden (siehe Tab. 7).

Die Berechnung der kolonieformenden Einheiten pro ml erfolgte nach folgender Formel:

Kolonienzahl x Verdiinnung (10°%)
Plattierungsvolumen
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100 pl 50 ul
Kolonieanzahl 752 670 152 333
K olonieformende Einheiten/ml 7,11 x 10° cfu/ml 4,85 x 10° cfu/ml
Mittelwert 5,98 x 10° cfu/ml

Tabelle 7: Bestimmung der kolonieformenden Einheiten (cfu) pro ml der cDNA-Bibliothek nach
Plattierungsvolumen.

Die Amplifikation auf LB-Agarplatten wurde gewahlt, da bei Aufzucht in Flissigmedium ein
Selektionsnachteil fir einige Klone nicht ausgeschlossen werden konnte. Um die maximale
Kolonienzahl pro LB-Agarplatte nicht zu Uberschreiten (laut Herstellerangaben 20000-40000
cfu), wurde in der vorliegenden Arbeit eine Kolonienzahl pro Platte von 31250 cfu gewahlt.
Insgesamt wurden in vier Schritten jeweils 100 LB-Platten mit 100 pg/ul Ampicillin mit je
31250 cfu beimpft und 18 Std. bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden die gewachsenen
Kolonien vollsténdig mit einem Digalski-Spatel von den Platten entfernt und in je 4,5 ml LB-
FlUssigmedium Uberfuhrt. Die auf diese Weise von je 50 Platten gewonnene Zellsuspension
wurde in insgesamt 225 ml LB-Medium vereint. Diese Zellsuspension wurde 20 Min. bel
5000 Upm. und 4°C zentrifugiert, das erhaltene Pellet zunachst in Stickstoff eingefroren und
anschlief?end bei —80°C gelagert. Fur die préparative Plasmidisolierung (siehe 2.2.3.2.2)
wurden die Pellets aufgetaut und jeweils eines auf vier Anionenaustauschersdulen (T1P500
der Firma Qiagen) aufgeteilt (siehe Abb. 12). Anschlief3end wurden die Nukleinsduren in H,O
gel6st und alle Plasmidpraparationen vereint.

Tabelle 8 erfaldt die durch die Amplifikation gewonnenen Mengen an DNA.

Insgesamt konnten ~12,5 x 10°Klone amplifiziert werden.

400 x 31250 cfu = 12.500.000 cfu.

Die Anzahl der unabhangigen Klone wurde durch die Amplifikation ~3,9 mal vervielfatigt.
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Abbildung 12: Amplifikation der cDNA-Bibliothek

Diese Abbildung beschreibt die einzelnen Arbeitsschritte der Amplifikation (Plattierung, Zentrifugation,
Plasmidpréparation).

Konzentration | Gesamtmenge | Gesamt-DNA
(mg DNA/mI) (mi) (mg)
I 3,67 35 12,85
I 3,35 3,55 11,89
[l 3,08 3,6 11,09
v 2,74 3.8 10,41
Gesamt 3,21 14,45 46,38

Tabelle 8: Resultate der préparativen Isolierung der Prostata cDNA-Bibliothek
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3.4 | solierung von B4-I nter aktionspartnern

Der Screen dient der Identifizierung der mit der p4-Untereinheit interagierenden Proteine.

Screen: Fir den Screen wurde das Baitplasmid pAS EcoRV/BamHI verwendet. Es wurden
zwei Ansdtze durchgefihrt mit je 7,7 ul Libraryplasmid mit einer Konzentration von
3,21 ug/ul (49,43 ng) und je 39,0 pul pAS EcoRV/BamHI mit einer Konzentration von 1,25
png/pl. (97,5 pg).

Die Ansdtze wurden wie unter 2.2.2.4. beschrieben behandelt und in je 1,5 ml 1x TE-Puffer
resuspendiert und zusammengefihrt. Verdinnungen dieses Ansatzes von 1:20, 1:50 und
1:100 wurden mit je 100 pul auf SD/-Trp/-Leu Platten ausgestrichen. Anschlief3end wurden
insgesamt 16 SD/-Trp/-Leu/-Hig/+8 mM 3AT-Platten (8150 mm) mit jeweils 300 ul der
vereinten Ansétze bestrichen.

Nach einem 5-t&gigen Wachstum bel 30°C wurde die Transformationseffizienz anhand der
inkubierten SD/-Trp/-Leu-Platten berechnet.

SD/-Trpl-Leu: 1:20 681 Klone 8,5 x 10° cfu/ ug
1:50 275 Klone 8,6 x 10°cfu/ pg
1:100 130 Klone 7.9 x 10°cful ug
Mittelwert 8,3 x 10°cfu/ pg

Mit Hilfe der berechneten Transformationseffizienz konnte die Anzahl der Uberpriften
cDNA-Inserts der Library-Plasmide errechnet werden.

Transformationseffizienz (8,3 x 10° cfu/ pg)
X
Eingesetzte Menge an Library-Plasmid (2 x 7,7 pl x 3,15 pg/ul = 49,43 ng)
410302

Damit lag die Anzahl der im Screen Uberpriiften Library-Plasmide bei ~0,4 x 10°
Nach 7-tagiger Inkubation bei 30°C waren auf den 16 SD/-Trp/-Leu/-His+8 mM 3AT-Platten
insgesamt 119 His3" Klone gewachsen (Nr. 442-561). Das Wachstum und die GroRe der

Kolonien wurde regelmafdig kontrolliert und protokolliert.
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Als positiv erachtet wurden Kolonien, die eine Progredienz im Wachstum Uber 7 Tage zeigten
und deren Koloniedurchmesser grof3er als 1,5 mm war.

Zur weiteren Charakterisierung und Analyse der Klone wurde jede Kolonie erneut plattiert
und ein B-Gal-Assay sowie eine Plasmidextraktion durchgefuhrt.

Dazu wurde ein Teil jedes Klons von den Platten (@150 mm) geldst und in je 500 pl 1x TE-
Puffer gelost. 100 ul dieser Zellsuspension wurden auf einer SD/-Trp/-Leu/-His/+8 mM 3AT-
Platte ausgestrichen. Eine weitere SD/-Trp/-Leu/-His/+8 mM 3AT-Platte wurde mit 100 pl

einer 1:50 Verdinnung der Zellsuspension beimpft.

Um die transkriptionelle Aktivierung des lacZ-Reporters nachzuweisen, wurde von jedem der
119 His3"Klone ein B-Gal-Filterassay durchgefiihrt (siehe Abb.12 und 2.2.5). Die mit der
verdinnten Zellsuspension bestrichene Platte diente nach flinftagigem Wachstum bei 30°C als
Vorlage. Als Positivkontrolle wurde das Plasmid pCL verwendet, welches den natirlichen
Aktivator der Reportergene, das gal4-Gen besitzt. Aul3erdem wurden die Plasmide pVA3-1
und pTD1-1 gemeinsam in Hefezellen transformiert und als Positivkontrolle benutzt.
Diese beiden Plasmide kodieren fur die Proteine p53 (pVA3-1) beziehungsweise T-Antigen
(pTD1-1), die nachgewiesen eine starke Interaktion zeigen (Li und Fields, 1993).

Erfolgte die Aktivierung des lacZ-Reporters nicht (LacZ’), erkennbar durch ein Ausbleiben
der Blauféarbung des Filterpapiers, wurde dieser Klon nicht fur die weitere Analyse

verwendet.

pCL PVA3-1+ pTD1-1

442 445 457

Abbildung 13: B-Gal-Filterassays
Hierbel stellen die beiden oberen Abbildungen (pCL und pVA3-1 + pTD1-1) Positivkontrollen und die drei
unteren (442, 445, 457) His'/LacZ"-Klone dar.
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Zur Plasmidgewinnung wurden nach finftagigem Wachstum bei 30°C von den mit
unverdinnter Zellsuspension bestrichenen SD/-Trp/-Leu/-His'+8 mM 3AT-Platten zunéchst
2 cm? der gewachsenen Kolonien entfernt und diese dann einer Phenol-Chloroform-
Extraktion zugefihrt (siehe 2.2.3.2.3). Anschlief3end wurden die Nukleinsduren mit Ethanol
gefdllt und in H,O resuspendiert.

Mit den durch die Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnenen Plasmidldsungen wurde
eine PCR (siehe 2.2.3.6.5) mit aulRerhalb der Inserts lokalisierten Primern AD-5" und AD-3"
durchgefiihrt, um die Lange des in pACT2 einklonierten cDNA-Fragments zu bestimmen.
Dazu wurden alle Plasmidlésungen im Verhdtnis 1:10 verdinnt. Anschlief3end wurden 5 ul
der PCR-Produkte auf einem 1%-igen Agarosegel analysiert und photographiert (siehe
223.1.1). Fdls eine Amplifikation selbst nach mehrmaligen Verdnderungen der
Versuchsbedingungen (z. B. Templatekonzentration, Mg*-Konzentration) nicht gelang, wurde
der entsprechende Klon nicht fur die weitere Analyse verwendet. Es konnten insgesamt 114
der 119 His3'/LacZ*-Klone amplifiziert werden. Abbildung 13 gibt AufschluR Uber die
Statistik der Insertgrofen. Die durchschnittliche Insertgrofie betrug 1103 bp.

30
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500 700 900 1100 1300 1500 1700 1%00

bp

Abbildung 14: Insertléngenstatistik des Screens
Das Histogramm zeigt auf der x-Achse die Anzahl der Basenpaare [bp], auf der y-Achse deren Haufigkeit [n].

Alle PCR-Produkte wurden anschlief3end einer enzymatischen Restriktion unterzogen (siehe
2.2.3.6.1), um die Identitét des Inserts nach der Transformation in HB101 zu sichern. Zum
anderen diente die Analyse des Restriktionsmusters der Einordnung der Klone in

moglicherweise vorhandene Familien, die sich durch vergleichbare Restriktionsmuster
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kennzeichnen. Von alen PCR-Produkten wurde ‘s des Reaktionsansatzes mit der
Restriktionsendonuklease Alul Uber Nacht bei 37°C gespalten. Anschlief3end wurde das
Restriktionsmuster auf einem 1%-igen Agarosegel analysiert und photographiert.

Abbildung 15: Exemplarische Restriktionsanalyse
Dargestellt ist eine elektrophoretische Auftrennung einer Restriktionsspaltung mit Alul der Screenklone 462 bis 467.

Die Plasmidldsungen, welche durch die Phenol-Chloroform-Extraktionen aus den Hefezellen
gewonnen wurden, besal3en beide Plasmide (Bait und Library) und waren zudem durch
genomische DNA aus den Hefezellen verunreinigt. Um eine Isolierung des Libraryplasmids
zu erreichen, wurden zunachst alle positiven Screenklone mittels Elektroporation in HB101
transformiert (siehe 2.2.2.2.1). Anschlief3end wurde die Zellsuspension auf mit Ampicillin
versetztem M9-Medium, welchem die Aminosaure Leucin fehlte, ausgestrichen. Dadurch
wurde ein Selektionsvortell fur das Libraryplasmid pACT2 geschaffen und so eine Trennung
vom Baitplasmid erreicht.

Einige His3"/LacZ*-Klone konnten nicht in HB101 transformiert werden und wurden deshalb
nicht fr die weiteren Analysen verwendet.

Um mit den Libraryplasmiden weiter arbeiten zu koénnen, wurde eine analytische
Plasmidpraparation durchgefihrt (siehe 2.2.3.2.1).

Nach Inkubation der M9-Platten Uber Nacht bel 37°C wurden von jeder Platte 3 Kolonien
abgenommen, um mit diesen je eine Ubernachtkultur zu beimpfen.

Diese Ubernachtkulturen wurden am nichsten Morgen fir eine anaytische
Plasmidpraparation verwendet. Die Konzentrationen dieser Plasmidlésungen wurden
anschlief3end mittels Photometrie bestimmt (siehe 2.2.3.5).

61



Ergebnisse

Um zu kontrollieren, ob die Lange des Inserts mit dem aus Hefe isolierten Plasmid
Ubereinstimmte, wurden jeweils 10 ng der Plasmidlésungen in einer PCR mit den Primern
AD-5" und AD-3" eingesetzt. Anschlief3end wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel
aufgetrennt, photographiert und mit denen aus Hefe verglichen (siehe Abb.15).

N 1 2 3 1 2 3 N
o | 557 I 560 =22
e ]

Abbildung 16: PCR aus HB101.
Die Abbildung zeigt eine elektrophoretische Auftrennung einer PCR aus HB101 (Klone 557; 560). Rechts und
links ist jeweils ein 100 bp GrélRenstandard aufgetragen worden.

Insgesamt konnten 82 Klone erfolgreich in HB101 transformiert, erfolgreich selektioniert und

isoliert werden.

Um die Identitét der aus HB101 extrahierten His3*/LacZ*-Klone zu Uberpriifen, wurde /s
aler PCR-Produkte (siehe 3.2.2) in einer enzymatischen Restriktion mit jewells 1 ul der
Restriktionsendonuklease Alul eingesetzt. Dieser Ansatz wurde Uber Nacht inkubiert, auf
einem 1%-igen Agarosegel analysiert und photographiert. Stimmte das Restriktionsmuster
nicht mit dem aus Hefe Uberein, wurde die jeweilige Plasmidldsung aus HB101 nicht fur die

weitere Analyse verwendet, wie Abbildung 16 am Beispiel des Klons 477/2 verdeutlicht.
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Abbildung 17: Restriktionsanalyse aus HB101
Dargestellt ist eine elektrophoretische Auftrennung einer Restriktionsspaltung mit Alul der PCR-Amplifikate
477, 479, 480, 483 und 485. Zusétzlich wurde 100 bp Grofenstandard aufgetragen.

Einige Library-Proteine sind in der Lage, die Transkription der Reportergene direkt, d. h.
ohne eine Interaktion mit dem B4-Fusionsprotein, zu aktivieren. Um diese falsch positiven
Klone zu eiminieren, wurden ale bisher positiven Screenklone in verschiedenen
Kontrollkombinationen in Hefe retransformiert (siehe Tab. 8). Weiterhin wurde in den
Retransformationen das Bait pAS Pvull/CT eingesetzt, um eine genauere Aussage Uber die an
der Interaktion beteiligten Regionen der f4-Untereinheit treffen zu konnen.

Als Positivkontrollen wurden die Plasmide pCL, pVA3-1 und pTD1-1 verwendet (siehe 3.3).
Insgesamt waren 28 der 62 Uberpriften Screenklone in der Retransformation negativ, 23
zeigten eine autonome Transaktivierung der Reportergene.

Nur Klone, welche in den korrekten Kombinationen positiv oder negativ waren (siehe Tab. 8),
wurden als endgultig positiv bestétigt.

Insgesamt traf dies auf 11 Klone zu, wie die Abbildungen 18 und 19 verdeutlichen.

Positiv- und Negativkontrollen, die bel allen Retransformationen durchgefihrt wurden, sind

in Abbildung 18 exemplarisch dargestellt.
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Plasmid 1 Plasmid 2 Wachstum | lacZ-Farbung Abbildung
(+1-) (+1-)
PAS2-1 pACT2 - - 17
pAS EcoRV/BamHI pACT2 - - 17
pAS2-1 Libraryplasmid - - 18
pPAS EcoRV/BamHI | Libraryplasmid + + 18
pAS Pvull/CT Libraryplasmid +/- +/- 18
pLAM5"-1 Libraryplasmid - - 18
Tabelle 8: Retransformationen
Positivkontrollen
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Abbildung 18: Positiv- und Negativkontrollen der Retransformation.
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PAS Ecol:“\:V/ BamH]I pA+SZ—1 PAS P\iul I/ICT pLﬁM 5 Klonnummer
Libraryplasmid Libraryplasmid Libraryplasmid Libraryplasmid

501-1

502-2

512-3

517-2

Abbildung 19: Positive Retransformationen.
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3.5 Charakteriserung der isolierten p4-I nter aktionspartner

Von den 11 positiven Screenklonen wurde eine praparative Plasmidisolierung durchgefihrt,
um gentigend Material fur eine Sequenzierung zur Verfiigung zu haben. Anschlief3end wurde
die Identitdt der Klone mittels PCR und Restriktion mit Alul Gberprift. Die Sequenzierungen
wurden durch die Firma MWG mittels dye-Primern durchgeftihrt (Matoh et al., 1993).

Alle 11 sequenzierten Klone wurden auf ihre Ubereinstimmung mit bereits bekannten fur
Proteine kodierende Nukleotidsequenzen Uberprift (,blast search*). Dazu wurde das
Internetprogramm der National Library of Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) genutzt.
Dieses enthdlt eine Datenbank mit Nukleotidsequenzen aler bekannten Proteine und
ermoglicht durch Eingabe einer Nukleotidsequenz einen Vergleich dieser mit samtlichen in
der Datenbank gespeicherten fir Proteine kodierenden Nukleotidsequenzen (Altschul et al.,
1997).

Da dieses Verfahren keine Aussage Uber Lokalisation und Orientierung der Nukleotidsequenz
des Screenklons zur Nukleotidsequenz des identifizierten Proteins treffen kann, wurde mit
Hilfe des Programms der Internetseite der Laboratoire de Genetique Cellulaire, INRA
Toulouse, Frankreich (http://npsa-phbil.ibcp.fr) ein Homologievergleich (, Alignment*) beider
Nukleotidsequenzen vorgenommen (Corpet, 1988; Combet et al., 2000).

Aufgrund dieser beiden Analysen konnte nachgewiesen werden, dafd ale fir Proteine
kodierenden Klone nur einen Teil des kompletten Gens trugen, einen 5"-kodierenden Bereich
bis zum Stopp-Codon und einen 3 -nicht-kodierenden Bereich hinter dem Stopp-Codon (siehe
Tab. 9).

Um kontrollieren zu kdénnen, ob der durch die Aktivierungsdoméne festgelegte L eserahmen
des Libraryproteins mit der Aminosaurekodierung des Originalproteins identisch war, wurde
das Programm DNA-Strider 1.1 angewandt, welches weiterhin die Mdoglichkeit der
Ubersetzung der Nukleotidsequenz in Protein bietet.

Die Ergebnisse dieser Recherchen fafdt Tabelle 9 zusammen.
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Screen- | Anzahl | Anzahl Homologie zu:
klon- |Basen- | Amino-

nummer |paare |sauren
442/9 2044 175 Filamin B
445/1 546 142 Dipeptidylpeptidase 9
450/7 482 30 LanC-like-1 (LANCL1)
455/3 375 79 Proteinkinase C interacting Protein 1 (PKCI-1)
457/1 844 197 Xenolupus anterior gradient 2
486/1 1490 |30 Human Chromosom 19 clone CTD-2331E11
487/1 1490 |30 Human Chromosom 19 clone CTD-2331E11
501/1 675 166 Immunglobulin light kappa chain
502/2 636 31 Human Chromosom 11 Cosmid cSRI34e5
512/3 761 99 Junctional Adhesion Molecule
517/2 585 92 Zn-apha2-Glycoprotein

Tabelle 9: Zusammenfassung der computergestiitzten Analyse der identifizierten DNA-Sequenzen.
Anzahl der Aminoséuren berechnet von der EcoRI-Schnittstelle bis zur BamHI-Schnittstelle der Linkerregion.

Drei Klone enthielten Sequenzen, die keinem bekannten Protein zugeordnet werden konnten
(486/1; 487/1;, 502/2). Diese Klone wurden nicht in der nachfolgend beschriebenen
Coimmunoprazipitation eingesetzt.

Alle verbliebenen positiven sequenzierten Klone kodierten fur bekannte Proteine und wurden

in einer Coimmunoprazipitation kontrolliert.

In dieser Arbeit wurde ein in vitro Transkription/Trand ation-System verwendet. Um eine in
vitro Transkription zu ermoglichen (siehe 2.2.4.6), wurde den DNA-Sequenzen sowohl der
Screenklone al's auch der DNA-BD-p4-Plasmide mittels PCR ein T7-Promotor angefugt. Mit
Hilfe der Primer Colp-BD-5" und Colp-BD-3° wurde den DNA-BD-B4-Plasmiden in
derselben PCR zusdétzlich ein Myc-Epitop und den Screenklonen mit Hilfe der Primer Colp-
AD-5" und Colp-AD-3" ein HA-Epitop angefuigt, welche die Erkennung durch spezifische
Antikorper ermoglichten. Das Translations-Startcodon ATG ist unmittelbar vor der fur das
HA- bzw. Myc-Epitop kodierenden DNA-Sequenz lokalisiert. Abbildung 19 veranschaulicht

dieses Vorgehen am Beispiel der Screenklone.
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Co-IpAD-5

Co-IpAD-5

Screenklon 57-3°
Screenklon 3°-5

Co-IpAD-5

Screenklon 5°-3°
Screenklon 3°-5

Screenklon 5°-3

Screenklon 37-5

Screenklon 5°-3°
Screenklon 3°-5

Screenklon 57-3°
Screenklon 37-5

Screenklon 5°-3°
Screenklon 3°-5

Co-IpAD-3

I— T7-Promotor —|

5-AAA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC

Stavcl’”— HA-Epitop
GCC ACCATG ;

.................. . .. .5-GAA GAT ACC
.................. .. ..3-CTT CTATGG

; Uberlappung :
_3'

CCA CCA AACCCA AAA AAAGAGTCT CTATGGCTT ACC

CENCEIMEICETINNMNNNNGNS A GA GAT ACC GAA TGG

CAT ACGATGTTCCAGATT ACGCTA GCT TGG GTG GTC
GTA TGC TACAAG GTCTAA TGC GAT CGA ACCCACCAG

ATA TGG CCA TGG AGG CCC CGG GGA TCCGAA TTC GCG
TAT ACC GGT ACC TCC GGG GCC CCT AGGCTT AAGCGC

GCCGCGTCGAC:- - - - - [/ .- AAACTCGAG
CGGCGCAGCTG: « v - 7 TTT GAGCTC

AGA TCT ATG A HIICEIRCAIACHCANACOIEEIOAMIEE ™ CAC-3

TCT AGATACTTA GCA TCT ATGACTTTT TGG GGC GTT CAA GTC-3

- TAGEATCT ATGACTTIT T6G GGCGTTCA - - =
[ Uberlappung

Abbildung 20: Gegenuberstellung der Nukleotidsequenzen der Screenklone mit den Primern Co-IpAD-5" und -3
turkis: angefugtes Start-Codon

grin: angefiigtes HA-Epitop

rot : Die Uberlappungssequenzen des Screenklons mit den beiden Primern
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Die Molekulargewichte der sequenzierten Proteinsegmente wurden mit Hilfe des
Computerprogramms  DNA-Strider 1.1 sowie des durch die Internetseite
http://www.ultranet.com (Gill und Hippel, 1989) zur Verfigung gestellten Programms
theoretisch kalkuliert und mit den durch die elektrophoretische Auftrennung ermittelten
Molekulargewichten verglichen. Tabelle 11 gibt Aufschlufd Uber die Produkte der in vitro
Trangdlation.

Klon Anzahl der theoret. Molekulargewicht | apparentes Molekulargewicht
Aminosauren (n) (kDa) (kDa)

pPAS EcoRV/BamHI 185 20,1 20
pPAS Pvull/CT 131 13,8 14
442/9 201 21,1 21
445/1 178 18,7 19
450/7 66 9,9 10
455/3 115 121 12
457/1 233 245 24
501/1 202 21,2 21
512/3 135 14,2 14
517/2 128 134 13

Tabelle 10: IVT-Produkte
Anzahl der Aminoséuren ermittelt von ATG Start-Codon bis zu Stopp-Codon.

Durch die Verwendung von *S-Methionin in der in vitro Translation wurden die Proteine
radioaktiv markiert.

Nach der in vitro Transkription wurden Bait- und Libraryprotein fur 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Anschlief?end erfolgte die spezifische Prézipitation der in vitro translatierten
Proteine Uber das Myc- bzw. HA-Epitop mit den entsprechenden an die Dynabeads®
gekoppelten Antikorper. Durch mehrere Waschschritte wurde ungebundenes Protein entfernt.
Die Proteine wurden anschlief3end in einer Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und
auf einem X-OMAT-Film (Kodak) visualisiert. Hatte eine Interaktion zwischen Bait- und
Libraryprotein stattgefunden, waren zwei Proteinbanden sichtbar.

Als Positivkontrollen wurden wiederum p53 und T-Antigen verwendet (siehe 3.4), wie in
Abbildung 21 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 21: Positivkontrolle Colp.

Die ersten beiden Bahnen zeigen das T-Antigen, welches nur mit Anti-HA prézipitiert werden kann. Die 3. und
4. Bahn stellen das Protein p53 dar, welches mit Anti-Myc, aber auch leicht unspezifisch mit Anti-HA
prézipitiert. Auf den Bahnen 5,6 und 7 ist das T-Antigen zusammen mit p53 aufgetragen worden. Die 7. Bahn
wurde ohne Antikorper aufgetragen.

In Abbildung 21 wird deutlich, daf3 p53 und T-Antigen in diesem in vitro System miteinander
coimmunoprazipitiert werden kénnen. Durch den Nachweis dieser bekannten Interaktion ist
die korrekte Funktion des Systems anzunehmen.

Mittels des Proteinmolekulargewichtsstandards konnten die berechneten theoretischen
Molekulargewichte aler in vitro trand atierten Proteine bestétigt werden.

In den durchgefiihrten Coimmunoprazipitationen konnte keine signifikante Interaktion der
Screenklone mit dem C-terminalen Ende der zytoplasmatischen Doméne des B4-Integrins
nachgewiesen werden (siehe Tab. 11). Allenfalls bel Screenklon 455/3 konnte eine schwache
Interaktion mit dem Baitprotein pAS EcoRV/BamHI nachgewiesen werden (siehe Abb. 22).
Dieses Ergebnis war in finf Coimmunoprézi pitationsversuchen reproduzierbar.

Abbildung 23 zeigt ein Beispid fir eine negative Interaktion.
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Abbildung 22: Darstellung der nachgewiesenen schwachen Interaktion von Klon 455/3 mit pAS EcoRV/BamH].
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PAS EcoRV/BamHI
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Filamin B PAS EcoRV/BamHI Klon 442-9
(Filamin B)

Abbildung 23: Darstellung einer fehlenden Interaktion in der Coimmunoprézipitation (Klon 442-9)
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Tabelle 11 faldt die Screenklone und die jeweiligen Ergebnisse des Screens und der

Coimmunoprazipitation zusammen.

Screenklonnummer Verifikation der invitro
Interaktion in YTH Coimmunopr &zipitation
442/9 + -
445/1 + -
450/7 + -
455/3 + +)
457/1 + -
501/1 + -
512/3 + -
517/2 + -

Tabelle 11: Zusammenfassung von Screen und Coimmunopréazipitation
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4 Diskussion

Das Integrin a6p4 ist en Transmembranrezeptor dessen genaue biochemischen
I nteraktionsmechanismen bislang nicht vollstandig aufgeklart werden konnte.

Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 verschiedene zellulére Funktionen mit einer
Aktivierung der zytoplasmatischen Doméne der p4-Untereinheit des Integrins o6p4
verbunden sind. Daher stellt diese einen interessanten Ansatz flr eine genauere Betrachtung
dar.

Fir eine intensivere Betrachtung der Interaktionmechanismen der zytoplasmatischen Domane
der B4-Untereinheit wurde das Y east-Two Hybrid-System verwendet.

Das Yeast-Two Hybrid-System ist ein potentes Verfahren zur Identifizierung von Protein-
Protein-Interaktionen. Seine Vortelle liegen insbesondere in der hohen Anzahl der Gberpriiften
maoglichen Interaktionpartnern und deren Isolierung gegentber nicht-interagierender Proteine.
Das Yeast-Two Hybrid-System wurde bereits mehrfach erfolgreich eingesetzt fur die Suche
nach Interaktionspartner von zytoplasmatischen Doménen von Integrinuntereinheiten.
Zunéchst wurden zur Durchfuhrung einer Suche nach méglichen Interaktionspartnern zehn
4-DNA-BD-Plasmide generiert. Nach Transformation und Expression zeigten acht dieser
zehn B4-DNA-BD-Proteine eine autonome Aktivierung der Reportergene und wurden for
weitere Anaysen nicht verwendet (Dr. R. Kretschmer-Kazemi Far).

In dieser Arbeit wurden zwel PB4-Fusionsproteine (Bait) verwendet. Das Plasmid pAS
EcoRV/BamHI trug ein Insert mit 456 Basenpaaren der zytoplasmatischen Doméanen der 4-
Untereinheit, welches einen Teil der vierten Fibronektin TypllI-dhnlichen Doméne bis zum
C-terminalen Ende enthielt. Das Plasmid pAS Pvull/CT trug 222 Basenpaare und enthielt nur
Anteile der C-terminalen Region (CT).

Y xxL
NxxY NxxY NxXY 1422 NxxY NxxY

1 706 855 1039 1343 1440 1526 1642 1725
o o I ]
= = CF,D CF,D FN 111 FNIIICF,'> FV\@ FN@> =

% ;E I 1 2 % ! 4
T T
CS CT
pAS EcoRV/BamHI
PAS Pvull/CT
[ |

Abbildung 24: Die zytoplasmatische Doméne der B-Untereinheit
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Mit dem Bait pAS EcoRV/BamHI wurde der Screen durchgefiihrt, in dem 0,4 x 10° cDNA-
Library-Klone tiberpriift werden konnten. Durch diesen Screen wurden 119 His'/LacZ*-Klone
gewonnen, von denen 114 mittels PCR amplifizierbar waren. Eine Transformation in HB101
war bei 82 dieser 114 Klone maglich. 62 His'/LacZ*-Klone wurden in einer Retransformation
auf eine Interaktion mit der zytoplasmatischen Doméane der B4-Untereinheit Uberpruft.
Insgesamt konnten 11 positive Klone durch die Retransformation bestétigt werden. Alle diese
11 DNA-Segmente wurden sequenziert. Die Uberpriifung der sequenzierten DNA-Segmente
ergab, dal? ale DNA-Sequenzen mit dem durch die Aktivierungsdomane vorgeschriebenen
L eserahmen des Original proteins Ubereinstimmiten.

Drei Klone wurden as chromosomalen Ursprunges identifiziert, die keinem Protein mittels
"blast search” zugeordnet werden konnten. Drel Screenklone kodierten fir Proteine mit
extrazelluldrer Lokalisation.

Da eine Interaktion mit vollsténdig extrazelluldr lokalisierten Proteinen in vivo mit der
zytoplasmatischen Doméne der p4-Untereinheit nicht stattfindet, sollen nachfolgend nur die
funf as intrazellulér beziehungsweise transmembran identifizierten Proteine diskutiert

werden.

4.1 Beschreibung und Dar stellung der identifizierten Proteine

Die in diesem Kapitel angegebene Anzahl von Aminosduren bezieht sich auf die

Aminosauren, die zwischen Screenklon und Original protein identisch sind.

4.1.1 Filamin B (Klon 442/9)

Die Nukleotidsequenz des Klons 442/9 bestand aus 2044 Basenpaaren. Die berechnete
Anzahl an Aminosauren betrug 175, was einem Molekulargewicht von ca 18,4 kDa
entsprach. Die Homologiesuche ergab, dai? der Klon 442/9 fir das Protein Filamin B kodiert.
Filamin B trdgt mehrere Synonyme, unter anderem B-Filamin (Takafuta et al., 1998) und
ABP278/276 (Xu et al., 1998). Filamine besitzen im menschlichen Korper die Aufgabe,
faserformiges Actin (F-Actin) in entweder orthogonale oder parallele Bindel zu organisieren,

abhangig vom relativen Verhdtnis zwischen Actin und Filamin.
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Filamin B besitzt am N-terminalen Ende eine Actin-Bindungs-Domane (ABD), gefolgt von
24 ,repeats’, d. h. Wiederholungen eines aus 100 Aminosauren bestehenden Motivs. Van der
Flier und Mitarbeiter konnten zeigen, dal’ Filamin B eine Bindung mit der zytoplasmatischen
Untereinheit des B1-Integrins eingeht und dal3 dartiber hinaus mehrere ,, Splice-Varianten des
Filamin B mit den Integrinen $3 und 6 interagieren (van der Flier et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde das C-terminale Ende des Filamin B nachgewiesen, welches den
letzten Teil des 23. repeats, das 24. repeat und das Stopp-Codon enthielt.

4.1.2 Dipeptidylpeptidase-like Protein 9 (DPP9) (445/1)

Die Sequenzierung des Screenklons 445/1 ergab eine Nukleotidsequenz von 546
Basenpaaren. Die Anzahl der in der IVT trandatierten Aminosauren belief sich auf 142, was
einem Molekulargewicht von etwa 14,9 kDa entsprach.

In Blast-Analysen zeigte Klon 445/1 eine Kodierung fur das Protein Dipeptidylpeptidase-like
Protein 9 (DPP9). DPP9 ist ein Homolog der Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) (Olsen und
Wagtmann, 2002). DPP4, eine Serinprotease mit geringer Enzymaktivitét, spielt eine
entscheidende Rolle in verschiedenen Prozessen, wie zum Beispiel der Blutzuckerregulierung
und der Immunantwort (Marguet et al., 2000).

Northern Blot Analysen von DPP9 zeigten eine ubiquitéare Expression dieses Proteins, vor
allem in Skelettmuskel, Herz und Leber. Olsen und Wagtmann vermuteten aufgrund der
fehlenden Transmembranregion und Signalsequenz eine zytoplasmatische Lokalisation von
DPP9 (Olsen und Wagtmann, 2002).

Die Funktion und Struktur dieses Proteins ist alerdings bislang vallig ungeklart. Der Klon
445/1 kodiert fur die 142 Aminosauren des C-terminalen Bereichs dieses Proteins.
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4.1.3 PK C-interacting Protein 1 (PK Cl-1) (Klon 455/3)

Mittels Sequenzierung konnte der Klon 455/3 als ene 482 Basenpaare lange
Nukleotidsequenz identifiziert werden, die einem 79 Aminosduren langen Protein mit einem
Molekulargewicht von 8,3 kDa entsprach. In Homologievergleichen fand sich ene
Nukleotidsequenz mit Kodierung fir das humane Protein PKC-interacting Protein 1
(PKCI-1).

Ursprunglich konnte PKCI-1 aus bovinem Hirngewebe isoliert werden (McDonald et al.,
1985). Hier zeigte es einen inhibitorischen Effekt auf die Proteinkinase C (Pearson et al.,
1990), die alerdings nicht bestétigt werden konnte. Ebenso konnte eine Interaktion von
PKCI-1 mit dem Gruppe D Ataxia teleangiectasia Protein nachgewiesen werden (Brzoska et
al., 1995), einem wichtigen Protein bei der humanen Erbkrankheit Ataxia teleangiectatica.
Weiterhin wurde in Cyanobakterien ein Homolog zu PKCI-1 gefunden, bel dessen
Abwesenheit ein nur schwaches Wachstum der Bakterien stattfand (Bustos et al., 1990).
Mittels fluoreszierender Antikérper gegen PKCI-1 konnte dessen Lokalisation nahe
zytoskelettaler Strukturen nachgewiesen werden (Brzoska et al., 1996). Diese Ergebnisse
postulieren die Teilnahme von PKCI-1 in einem bisher unbekannten Signaltransduktionsweg
(Bustos et al., 1990). Das Protein des PKCI-1 umfalt 380 Aminosduren vom Start- bis zum
Stopp-Codon und beinhaltet an den Aminosauren 110-114 ein sogenanntes HIT-Motiv.
Dieses HIT-Motiv (Histidine Triad) (Seraphin, 1992) konnte as alpha-Phosphat
Bindungsstelle fur nukleotidbindende Doménen identifiziert werden (Brenner et al., 1997).
Der Klon 455/3 kodiert fir die Aminosduren 62-126 des PKCI-1 und besitzt ebenfalls das
HIT-Motiv.

4.1.4 Junctional Adhesion Molecule (JAM) (Klon 512/3)

Die Sequenzierung ergab fur den Klon 512/3 eine 761 Bp lange Nukleotidsequenz, die fir ein
Protein mit 135 Aminosduren und einem Molekulargewicht von etwa 14,2 kDa kodiert. In
Blast-Analysen wurde das Junctional Adhesion Molecule (JAM) a's Protein gefunden.

Erst 1998 wurde JAM entdeckt und in die Familie der membransténdigen Immunglobuline
eingeordnet. Das Protein besteht aus insgesamt 300 Aminosauren, die sich aus einer

extrazelluldren Doméne, einer Transmembranregion und einer kurzen zytoplasmatischen
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Region zusammensetzt (Liu et al., 2000). Die Immunglobulindoméne des JAM befindet sich
an den Aminosauren 123-205 des Polypeptids. Der Klon 512/3 kodiert fir die Aminosduren
136-271 des JAM, liegt also exakt in der Immunglobulindomane, die intrazellulér lokalisiert
ist.

Martin-Padura und Mitarbeiter konnten das konzentrierte Vorkommen von JAM an Zell-Zéll-
Verbindungen von Epithel- und Endothelzellen nachweisen. Diese Arbeitsgruppe konnte
aulRerdem einen inhibitorischen Effekt von JAM auf die Migration von Monozyten in
entziindlichem Gewebe nachweisen (Martin-Padura et al., 1998).

In Yeast-Two-Hybrid Analysen konnte gezeigt werden, dal3 JAM Uber eine Interaktion mit
dem Integrin f2 mdglicherweise auch eine Rolle in der Transmigration von Leukozyten spielt
(Ostermann et al., 2002).

Weiterhin konnte JAM eine wichtige Aufgabe in der Assemblierung von tight junctions
zugewiesen werden (Liu et al., 2000).

In Immunoprazipitationsexperimenten wurde eine Verbindung zwischen JAM und dem
actinbindenden Protein ZO-1 festgestellt (Itoh et al., 2001).

4.1.5 Zn-alpha2-Glycoprotein (ZAG) (Klon 517/2)

Die Sequenzierung konnte eine 585 Basenpaare lange Nukleotidsequenz identifizieren, aus
der 92 Aminosauren in ener IVT trandatiert wurden. Dies entsprach einem
Molekulargewicht von etwa 9,6 kDa.

Die Homologiesuche zeigte eine Kongruenz zum C-terminaden Teill des Zn-apha2-
Glycoproteins (ZAG). Das Gen des ZAG setzt sich zusammen aus vier durch unterschiedlich
lange Introns getrennte Exons, wobei der Klon 517/2 fur das vierte Exons kodiert. Strukturen
oder Bindungsmotive konnten bisher nicht identifiziert werden.

ZAG wurde urspringlich aus Plasma isoliert. Sein Name beruht auf dem
Wanderungsverhalten in der Serumelektrophorese (alpha 2-Region) und der Fahigkeit, freie
Zink-lonen zu binden (Burgi und Schmid, 1961). 1988 wurde durch Araki und Mitarbeiter die
komplette Aminosauresequenz offengelegt (Araki et al., 1988). Diese weist Homologien zu
den ersten vier Exons des MHC-Rezeptor Klassel auf, wobei ZAG alerdings die typische
transmembrane und zytoplasmatische Domane fehlt (Freije et al., 1993). Moglicherweise ist
ZAG eine wichtige Rolle im Transport von nicht polymorphen Substanzen oder in

intrazelluléren Erkennungsprozessen zuzuschreiben.
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4.2 Bewertung der aufgezeigten I nteraktionen

Alle in der Retransformation bestétigten positiven Proteine wurden mittels
Coimmunoprézipitation auf ihre Interaktion mit der zytoplasmatischen Doméne der B4-
Untereinheit Uberpruft. In  dieser Arbeit wurden Coimmunoprézipitationen als
Anschluf3versuche genutzt, da dieses System sicher und komplikationslos etablierbar ist.
Weitergehende Versuche, die in vivo Verhdltnisse in htherem Mal3e widerspiegelten, hétten
einen wesentlichen héheren Zeit- und Kostenaufwand gefordert und wéren nicht in adaquatem
Rahmen zu bewéltigen gewesen.

In keiner der durchgefihrten Coimmunoprazipitationen fanden sich Interaktionen dieser
Proteine mit der zytoplasmatischen Doméane B4-Untereinheit, die mit der Positivinteraktion
(p53 und T-Antigen) vergleichbar gewesen waren. Allerdings zeigte Screenklon 455/3, der fir
PKCI-1 kodiert, eine schwache Interaktion (siehe Abb.22), die funffach reproduzierbar war.
Die vier anderen im Y east-Two Hybrid-System beobachteten Interaktionen konnten dagegen
eindeutig nicht in vitro per Coimmunoprazipitation verifiziert werden.

Zum einen kénnten diese fehlenden Interaktionsnachweise in der Coimmunoprézipitation auf
eine moglicherweise artifiziell bedingte Interaktion der oben beschriebenen Proteine mit dem
C-terminalen Ende des B4-Integrins im Yeast-Two-Hybrid Screen hinweisen. Bestimmte
Ladungen und strukturelle Ahnlichkeiten, wie Domanen oder Faltungsmuster innerhalb der
Proteine konnten fir solche Artefakte verantwortlich sein. Aus diesem Grunde wurde eine
umfassende Internetrecherche durchgefiihrt, um solche Homologien zu erkennen oder
auszuschliefien. Keine dieser Uberpriifungen ergab Ubereinstimmungen innerhalb der hier
identifizierten Proteinfragmente. Die Wahrscheinlichkeit fiur eine artifiziell bedingte
Interaktion scheint demnach zwar gering zu sein, kann allerdings nicht sicher ausgeschlossen
werden.

Zum anderen muf3 die Affinitét der interagierenden Proteine zueinander bei der Interpretation
der Ergebnisse bericksichtigt werden. Zwar konnte eine regelgerechte Funktion des
Coimmunoprazipitationssystems durch die Verwendung der Positivkontrollen p53 und T-
Antigen nachgewiesen werden. Diese beiden Proteine besitzen aber eine sehr hohe Affinitét
zueinander. Ist eine derart hohe Affinitdt der identifizierten Proteinfragmente zu den p4-
Fragmenten nicht vorhanden, so kann die Coimmunoprazipitation negativ ausfallen.
Moglicherweise  reagiert das Yeast-Two  Hybrid-System im  Vergleich  zur

Coimmunoprazipitation wesentlich sensitiver auf etwaige Interaktionen.
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Hieraus wirde man folgern, da3 die Coimmunoprézipitation eine wesentliche hdhere
Interaktionsstéarke flr ein positives Ergebnis benttigt.

Weiterhin  mul3 aber auch darauf hingewiesen werden, dal3 selbst eine positive
Coimmunopréazipitation keineswegs eine in vivo Interaktion beweist. Ein positives Ergebnis
hétte jedoch darauf hindeuten konnen, dald3 eine Interaktion unter in-vivo Bedingungen

wahrscheinlicher gewesen waére.

Diein dieser Arbeit aufgezeigte Interaktion zwischen dem Bait pAS EcoRV/BamHI und dem
Klon 455/3 weist auf eine solche in vivo Interaktion hin. Diese Interaktion konnte
maoglicherweise durch die Vermittlung stabilisierender, in Hefe vorhandener Proteine
zustande kommen. So konnte das nur schwache Interaktionssignal in  der
Coimmunopréazipitation erklérbar sein.

Da in den Retransformationen die Interaktion von PKCI-1 mit dem Bait pAS Pvull/CT
ungleich schwéacher ausgefalen ist, spielt der Anteill der Fibronektin Typlll-ahnlichen
Doméne des pAS EcoRV/BamHI fir die Interaktion eventuell eine wichtige Rolle.

Genauere Aussagen Uber Mechanismen und Formen der Interaktion kdnnen allerdings nicht
getroffen werden, da PKCI-1 ein noch weitgehend unbekanntes Protein ist, dal3 jedoch eine
Rolle in Signaltransduktionswegen zu spielen scheint (Bustos et al., 1990) und somit bel der
SignalUbertragung via der 4-Untereinheit des a6p4-Integrins beteiligt sein konnte.
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Abbildung 25: Interaktion von pAS EcoRV/BamHI mit Klon 455/3
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4.3 Aushlick

In dieser Arbeit konnten experimentelle Hinweise fir in vitro Interaktionen mehrerer Proteine
mit dem C-terminalen Bereich der p4-Untereinheit des Integrins a6p4 aufgezeigt werden.
Hierbei erscheint die Interaktion mit PKCI-1 am bedeutungsvollsten. Um eine signifikante
Aussage Uber das Vorhandensein und die Bedeutung dieser Interaktionen unter in vivo
Verhdltnissen treffen zu konnen, sind weitere Untersuchungen erforderlich, fur die mehrere
Ansdtze zur Verfligung stehen.

Zum einen konnte ein sogenannter ,Pull-Down-Assay* Verwendung finden. Hierfr
wird eines der beiden interagierenden Proteine nach abgelaufener Gelelektrophorese
(siehe 2.2.4.1) auf einen Filter Ubertragen und fixiert. Anschlief3end wird der Filter mit dem
zweiten Protein inkubiert und nachfolgend nicht gebundenes Protein abgesplilt. Die Detektion
der Interaktion kann daraufhin Uber einen sekunddren Antikorper oder eine radioaktive
Markierung des zweiten Proteins erfolgen.

Eine weitere Moglichkeit konnte die Verwendung eines Zelliniensystems bieten. Hierbei
werden die Zellen mit den beiden Expressionvektoren transfiziert. Der Versuch des
Nachweises einer Interaktion kdnnte dann durch eine Coimmunoprazipitationanalyse erfolgen
(Phizicky und Fields, 1995).
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5 Zusammenfassunq

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Interaktionspartnern der p4-Untereinheit des
Integrins a6p4. Dabei wurde die C-terminale Region der B4-Untereinheit as Zielprotein
(Bait) in einem Y east-Two-Hybrid Screen eingesetzt. Dazu wurden Fusionplasmide kreiert,
die in Hefezellen transformiert wurden und so mit Proteinen einer Genbibliothek
Interaktionen eingingen. Diese wurden mittels in das Hefegenom eingefligten Reportergenen
detektierbar. Auf diese Weise wurden elf Fusionplasmide identifiziert, die in diesem Y east-
Two-Hybrid System Interaktionen mit dem C-terminalen Ende der B4-Untereinheit eingingen.
Mittels Computeranalysen konnten acht dieser Fusionplasmide Nukleotidsequenzen von
humanen Proteinen zugeordnet werden. Diese Fusionplasmide wurden daraufhin in
Coimmunoprazi pitationsexperimenten eingesetzt. Keine der durchgefihrten
Coimmunopréazipitationsexperimente zeigte eine Interaktion in der Intensitét der als
Positivkontrolle verwendeten Interaktion zwischen p53 und T-Antigen. Allerdings konnte
eine schwache Interaktion zwischen PKC-interacting Protein 1 und dem C-terminalen Ende
der B4-Untereinheit nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Intensitédt kann jedoch
keine sichere Aussage Uber ein Vorhandensein dieser Interaktion in in vivo Verhaltnissen
getroffen werden. Inwiefern eine Interaktion zwischen PK C-interacting Protein 1 und dem C-
terminaen Ende der B4-Untereinheit stattfindet und ob dieser eine Bedeutung in der

Signaltransduktion zukommt, sollte in weiteren kontrollierten Studien tUberprift werden.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Ger dte

Minigelkammer GNA 100
Horizontal el ektrophoresekammer
UV-Transluminator

V akuumbl otter

Power Pac 300

Proteinel ektrophoresekammer
Semi-Dry Blotter

Kuhlzentrifuge Roxica 120R
Kuhlzentrifuge Sigma 1115
Tischzentrifuge Microfuge® Lite R
Kuhlzentrifuge Avant J-25
Thermomixer 5436

pH-Meter

PCR-Cycler Hybaid Omnigene HB-TR3SM 1
PCR-Cycler Uno Il

Spektral photometer Ultraspec 2000
Gene Quant |1

Photometer DU-640

Brutschrénke

Hybridisierungsofen
Szintillationszahler

Sterilbank BSK4

Sterilbank HeraSafe
Dismembrator

Mikrowelle

PAA-Gelkammer
Elektroporationsgerét
Magnetruhrer

Vortexer

Feinwaage

Pharmacia LKB, Freiburg
Biorad Laboratories, Muinchen
Sigma, Heidelberg

Pharmacia LKB, Freiburg
Biorad Laboratories, Miinchen
GibcoBRL, Eggenstein
Hoefer, Heidelberg

Hettich, Tuttlingen

Braun, Melsungen

Beckman, Minchen

Beckman, Miinchen
Eppendorf, Heidelberg

WTW, Weilheim

MWG Biotech, Ebersberg
Biometra, Hamburg
Shimadzu, Japan, Kyoto
Pharmacia LKB, Freiburg
Beckman, Minchen

Heraeus, Hannover

Biometra, Hamburg
Pharmacia LKB, Heidelberg
Antair, Italien, Genua
Heraeus, Osterode

Braun, Melsungen

Bosch, Wernau

Biometra, Hamburg

Biorad Laboratories, Miinchen
Ikamag, Genf, Schweiz
Ikamag, Genf, Schweiz
Sartorius, Gottingen
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Autoklav Tuttnauer, Breda, Niederlande
K uhlschranke Former Scientific

Bosch, Wernau

Kamera PHASE, L Ubeck
Wasserbad P-D Industriegesellschaft mbH, Medingen
Inkubationschuttler INFORS AG, Bottmingen

Gerhardt, Bonn

6.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Select Peptone 140 Gibco BRL, Eggenstein

Select Y east Extract Gibco BRL, Eggenstein

Y east nitrogen base w/o amino acids Difco/Becton Dickinson, MA, USA
Bacto Agar Difco/Becton Dickinson, MA, USA

Y east Extrakt Difco/Becton Dickinson, MA, USA
3-AT Sigma, Deisenhofen

X-Gd Promega, Heidelberg

LiAc Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
PEG Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
Y eastmaker Carrier DNA (Heringssperma) Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
Dropout-Mix Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
DMSO Sigma, Deisenhofen

Dynabeads® Deutsche Dynal GmbH, Hamburg
TNT-Mastermix Promega, Heidelberg

Alle anderen Standardchemikalien und Verbrauchsmittel in der Reinheitsstufe p.a. (pro
analysis) wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Buchler, Braunschweig
Amicon, Witten

Beckman, Minchen

Becton Dickinson, MA, USA
BI0101, Carlsbad, USA
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Biomol Feinchemikalien GmbH, Ilvesheim
Biorad Laboratories, Miinchen

Biozym Diagnostik, Hameln

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
Dianova, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein

Greiner, Frickenhausen

Hartmann Analytika, Braunschweig
Hermann Biermann GmbH, Bad Nauheim
Invitrogen, Niederlande

Merck, Darmstadt

Millipore, MA, USA

MWG Biotech, Ebersberg

Pharmacia LKB, Freiburg

Promega, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Langenhagen

Saxon, Hannover

Schleicher& Schill, Dassel

Seromed, Berlin

Serva Feinbiochemikalien, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg

Transduction Laboratories, Nottingham, UK
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