Aus dem Institut fiir Humangenetik
der Universitit zu Liibeck

Direktorin: Prof. Dr. med. G. Gillessen-Kaesbach

Regulation des Transkriptionsfaktors TRPS1 durch
die Interaktion mit der Ubiquitinligase ARKADIA

Inauguraldissertation

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitit zu Liibeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Christiane Will

aus Neuminster

Liibeck 2012



1. Berichterstatterin: Professor Dr. med. Gabriele Gillessen-Kaesbach

2. Berichterstatter/Berichterstatterin: Prof. Dr. med Christine Klein

Tag der miindlichen Priifung: 4.10.2012

Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 4.10.2012

Promotionskommission der Sektion Medizin



Publikationen

Teile der Arbeit wurden auf der 19. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir
Humangenetik gemeinsam mit der Osterreichischen Gesellschaft fiir Humangenetik
und der Schweizerischen Gesellschaft fiir Medizinische Genetik vorgestellt.
Hannover, 8.-10.4.2008

Poster 167

The transcription factor TRPS1 interacts with the RINGfinger ubiquitin ligase
ARKADIA

Will C. , Albrecht M. , Gkalympoudis S. , Liidecke H.-J. , Gillessen-Kaesbach
G. and Kaiser F.J.

Medizininische Genetik, Band 20 Heft 1 (128), 2008: ,,The transcription factor
TRPSI1 interacts with the RINGfinger ubiquitin ligase ARKADIA*

Will C. , Albrecht M. , Gkalympoudis S. , Liidecke H.-J. , Gillessen-Kaesbach
G. and Kaiser F.J.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Das Tricho-Rhino-Phalangeale Syndrom Typ I, II und III

1.2 Das TRPSI-Gen

1.3 Funktion des TRPS1-Gens

1.4 TRPS1 im Zusammenspiel mit spezifischen Bindeproteinen

1.4.1 LC8aund RNF 4 als Hemmer der TRPS1-Aktivitit

1.4.2 TRPSI als Regulator von RUNX2 und GLI3

1.4.3 Posttranslationale Modifikation von TRPS1

O 9 O W A W =

1.5 Zielsetzung/Aufgabenstellung

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme, Groflenmarker, Vektoren, Kits, Gerite und

Verbrauchsmittel, Losungen

2.1.1 Chemikalien

2.1.2 Enzyme

2.1.3 GroBenmarker

2.1.4 Software

2.1.5 Vektoren/bakterielle und eukaryotische Expressionsplasmide

2.1.6  Antikorper

2.1.7 Kits

2.1.8 Gerite und weitere Verbrauchsmaterialien

2.2 Puffer und Losungen

2.3 Arbeiten mit DNA

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.3.2  Invitro Synthese von spezifischen Mutationen

2.3.3 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonuklease

2.3.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR- und Restriktionsansidtzen

2.3.4.1 Microcon /Filterzentrifugation

[a—y
(S

[
N

12
12
13
14
14
14
15
15
16
17
17
17
18
19
19
19

2.3.42 Gelextraktion nach dem MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN)

2.3.5 Ligation

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

2.3.7 Analytische Plasmid-Isolierung (Mini-Prép)

20
20
21



2.3.8
239

2.3.10 Sequenzierung von DNA

Inhaltsverzeichnis

Préparative Plasmid-Isolierung (QIAGEN-System) (Midi-Prip)

Konzentrationsbestimmung von DNA in Lésung

2.4 Bakterien

2.4.1 Bakterienstamm

2.4.2 Bakterienmedien

2.4.3 Herstellung kompetenter Bakterien

2.4.4 Transformation kompetenter Bakterien
2.5 Hefen

2.5.1 Hefestamm

2.5.2 Hefemedien

2.5.2.1 Vollmedium

2.5.2.2 Mangelmedien

253
254
255
2.5.6

21
22
22
23
23
23
23
24
24
24
24
24

25

Transformation von Hefezellen

Gewinnung von Hefeextrakten (Schnelltest)

Hefe-Zwei-Hybrid-System

B-Galaktosidase Hefe-in vivo-Assay

2.6 Zellkultur

2.6.1
2.6.2
2.6.3
2.64
2.6.5

2.6.5.1 Elektroporation
2.6.5.2 Transfektion mittels FuGENE-HD (Roche)

2.6.6
2.6.7

Zelllinien

Zellkulturmedien

Kultivierung der Saugerzellen

Passagieren von Zellen

Transiente Transfektion von Zellen

25
26
26
27
29
29
30
30
30
31
31

31

Luciferase-Reporter Assay

Immunfluoreszenz

2.7 Proteine

2.7.1
2.7.2
273
2.7.4

Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Coimmunprézipitation von Proteinen

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Proteintransfer und —nachweis (Westernblot)

32
32
33
33
34
35
37



Inhaltsverzeichnis

3 Ergebnisse 38
3.1 Der Transkriptionsfaktor TRPS1 interagiert mit dem Protein ARKADIA in
Hefen 38

3.1.1 Erstellung der TRPS1- und der ARKADIA-Fragmente 38
3.1.2 Interaktionsstudien in einem Hefe-Zwei-Hybrid-System 42
3.1.2.1 Interaktionsnachweis durch Selektivmedien 43

3.1.2.2 Semiquantitative Analyse der Interaktion mittels f-Galaktosidase-Versuchen

(Liquid Assays) 46

3.2 Interaktion von TRPS1 und ARKADIA in Sdugerzellen 49
3.2.1 Coimmunpréazipitierung von TRPS1 und ARKADIA 49
3.2.2 Intrazelluldre Verteilung von TRPS1 und ARKADIA 52
3.2.3 ARKADIA vermindert die Transkriptionsrepression von TRPS1 56

4 Diskussion 60
4.1 TRPSI1 interagiert mit ARKADIA 60
4.1.1 ARKADIA 60
4.1.1.1 Interaktionspartner von ARKADIA 61

4.1.2 TRPS1 und ARKADIA interagieren in Hefen und Siugerzellen 62

4.2 Ubiquitinierung 64
4.2.1 ARKADIA inhibiert die TRPS1-vermittelte Repression 67
4.2.2 Bedeutung der posttranslationalen Modifikation von TRPS1 68
4.2.3 Bedeutung der Interaktion von TRPS1 mit ARKADIA 72

S Zusammenfassung 74
6 Literaturverzeichnis 75

7 Anhang 91




Einleitung

1 Einleitung

Die Erbinformation jeder Zelle ist in der Basensequenz ihrer DNA gespeichert.
Abschnitte, die fiir definierte Strukturen — meist Proteine — codieren, bezeichnet man
als Gene. Nur ein sehr geringer Anteil wird stdndig transkribiert und codiert meist fiir
Molekiile und Enzyme des Intermedidrstoffwechsels.

Der weitaus groBere Teil des Genoms wird nur in einigen Zelltypen, in speziellen
Stoffwechselsituationen oder wéhrend bestimmter Differenzierungsprozesse aktiv
und kennzeichnet die Funktion einer Zelle. Um zu steuern, welche Gene zu welchem
Zeitpunkt transkribiert werden, ist ein komplexes Regulationssystem aus
spezifischen Aktivator- und Regulatorproteinen, Coaktivator-Komplexen, den
basalen Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase 2 erforderlich. Stérungen
innerhalb dieses Systems fiihren daher hdufig zum Funktionsverlust bzw.
Verdnderungen in einer Zelle, die sich in Anomalien oder Erkrankungen
widerspiegeln konnen.

In dieser Arbeit soll die Funktion des Transkriptionsfaktors TRPS1, dessen
Mutationen das Tricho-Rhino-Phalangeale-Syndrom verursachen (Momeni et al.,

2000), untersucht werden.

1.1 Das Tricho-Rhino-Phalangeale Syndrom Typ L, II und
I

Das Trichorhinophalangeale Syndrom (TRP-Syndrom) wird durch Mutationen (oder
die Deletion) des TRPS1-Gens und teilweise des EXT/-Gens verursacht (Momeni et
al., 2000). Man unterscheidet heute drei Typen: Typ I (MIM 190350) Typ II (MIM
150230) und Typ HI (MIM 190351)). Typ I und III werden autosomal dominant
vererbt (Giedion et al., 1973); Typ II - als Gengruppensyndrom - entsteht meist
sporadisch durch eine Deletion des TRPSI- und des EXTI-Gens (Liidecke et al.,
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2001). Gemeinsamkeiten aller drei Typen sind schiitteres langsam wachsendes
Kopthaar, seitlich ausgediinnte Augenbrauen, eine knollige Nasenspitze, abstehende
Ohren, eine schmale Oberlippe und ein langes flaches Philtrum (Abb. 1.1 a und b).
Weitere typische skelettale Anomalien sind zapfenférmige Epiphysen (Abb. 1.1 c),
welche wohl durch ein vorzeitiges Schliefen der Epiphysenfugen entstehen und sich
in einem verzogerten und geringeren Grofenwachstum widerspiegeln (Felman und
Frias, 1977), sowie Hiiftfehlbildungen bei mehr als 70% der Patienten. Dieses
Krankheitsbild, zuerst 1966 von Giedion beschrieben, wurde spater TRPS Typ I
genannt (Hall et al., 1974). Weisen die Patienten zusitzlich multiple kartilagindre
Exostosen und hiufig auch eine mentale Retardierung auf (Langer, 1969; Yamamoto
et al.1989; Hamers et al. 1990), spricht man vom TRPS Typ II oder dem Langer-
Giedion-Syndrom. Eine schwerere Form der Wachstumsretardierung und
Brachydaktylie, die sich in einer Verkiirzung aller Phalangen und Metacarpalia
zeigen (Kajii et al., 1994), sowie eine variable Ausprigung der typischen TRPS-
Symptome kennzeichnen TRPS Typ III (Niikawa und Kamei, 1986). Als Ursache fiir
diese besonders starke Ausprdgung von TRPS konnten bis heute nur Missense-
Mutationen im Exon 6, welche fiir den Bereich eines DNA-bindenden GATA-
Zinkfingers codieren, gefunden werden (Malik et al., 2002; Rossi et al., 2007).
Derzeit wird angenommen, das diese Art von Mutationen einen dominant-negativen

Effekt haben (Liidecke et al., 2001 und unpublizierte Daten).
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Abb. 1.1 TRPS-Phinotyp

Die abgebildete Patientin zeigt einige fiir das TRP-Syndrom typische Verdnderungen, wie seitlich
ausgediinnte Augenbrauen, eine knollige Nasenspitze, ein langes flaches Philtrum und eine schmale
Oberlippe (a und b). Typische skelettale Anomalien sind Zapfenephiphysen, hier gezeigt in einem
fritheren (Pfeil 1) und einem spéteren (Pfeil 2) Entwicklungsstadium (c).

1.2 Das TRPSI-Gen
Das TRPS1-Gen (TRPS1) liegt auf Chromosom 8 in der Region 8q24.1 und umfasst

sieben Exons. Es codiert fiir einen 1281 Aminosduren-grof3en Transkriptionsfaktor
mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 141,58 kDa. TRPS1 ist durch eine
bisher einzigartige Kombination von neun potentiellen Zinkfinger-Motiven vier
verschiedener Typen gekennzeichnet (Abb. 1.3). Dabei weist der siebente Zinkfinger
(Zf) groBe Ubereinstimmungen mit der Gruppe der DNA-bindenden Zinkfinger der
GATA-Transkriptionsfaktoren auf (Momeni et al. 2000; Malik, et al., 2001; Chang et
al., 2002). Zf acht und neun zeigen Homologien zu den C-terminalen
Doppelzinkfingern der Familie der IKAROS-Transkriptionsfaktoren. Dieses Doppel-
Zf-Motiv vermittelt Protein-Protein-Interaktionen innerhalb der IKAROS- Familie.
Funktionelle Analysen zeigten, dass sie Teil einer Domédne von TRPSI sind, die zur
Transkriptionsrepressor-Funktion befdhigt (Malik, et al.,, 2001; Kaiser et al,
2003a+b). Weiterhin weist der TF TRPS1 C-terminal zum GATA-Zinkfinger ein
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Kernlokalisierungssignal auf. Dieses ermdglicht TRPS1 die Translokation in den

Zellkern (Kaiser et al., 2004).

GATA- IKAROS-like
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Abb. 1.2 Der Transkriptionsfaktor TRPS1

Das TRPS1-Protein umfasst 1281 Aminosduren. Es enthdlt neun potentielle Zinkfinger-Motive (zf).
Der GATA-Zf 7 wird C-terminal von einem potentiellen Kernlokalisierungssignal (NLS) flankiert.
Am C-Terminus befindet sich der IKAROS-dhnliche Doppelzinkfinger (Zf 8 und 9).

1.3 Funktion des TRPS1-Gens

Die Funktion von 7RPS] ist vor allem in den Geweben genauer erforscht, an denen
sich die Symptome des TRP-Syndroms manifestieren, wie Knorpel, Knochen, der
Haut mit ihren Anhangsorganen (Kunath et al., 2002; Fantauzzo et al., 2008a) und in
der Niere (Gai et al., 2010, 2011). Daneben wurde die Regulation durch Androgene -
besonders in Prostatazellen — und seine Funktion im Zusammenhang mit
Malignomen untersucht.

So wurde bei Maus-in-situ-Hybridisierungen eine starke Expression wihrend der
Embryonalphase sowohl in visceralen als auch skelettalen Geweben beobachtet. Die
Expression in den jeweiligen Geweben korrelierte dabei mit ihrer Beteiligung an dem
TRP-Syndrom. Besonders stark wurde TRPS1 in Maxilla, Mandibula und Schnauze,
Phalangen, Femurkopf und Hiifte (Malik et al., 2001) sowie in Mesenchymzellen
von Haarfollikeln und Zellen der Dermis nachgewiesen (Kunath et al., 2002;
Fantauzzo et al. 2008a). In Chondrozyten bzw. den Wachstumszonen von Knochen
konnte gezeigt werden, dass TRPS1 dort an wichtigen Regelmechanismen der

Differenzierung, Proliferation und Apoptose teilnimmt: so z.B. der STAT3-
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Expression (Suemoto et al., 2007), der Parathormon-related-Peptid (PTHrP)-
Transkription (Nishioka et al., 2008) sowie im Zusammenspiel mit GDF35, einem
Wachstums- und Differenzierungsfaktor der Transforming-Growth-Factorf(TGFp)-
Superfamilie (Itoh et al., 2008), den TF Runx2 (Napierala et al., 2005, 2008, 2011)
und Gli3 (Wiilling et al., 2009).

Daneben findet sich sowohl in Prostata- bzw. Prostata-Karzinomzellen als auch in
Mammazellen eine starke Expression des 7TRPSI-Gens. Seine Regulation wurde
bisher vor allem an Prostatazellen untersucht. Hierbei zeigte sich eine Androgen-
abhéngige Repression von TRPS1 - vermittelt durch den Androgenrezeptor - sowie
eine erhohte Expression nach Kastration, woraufhin einige Antioxidantien abnahmen
und vermehrt Zellen in Apoptose gingen. Dies bestétigten auch Untersuchungen an
Androgen-unabhéngigen Prostata-Karzinomzellen. Das ldsst vermuten, dass TRPS1
an oxidativem Stress und der Apoptose von Androgen-unabhingigen Prostata-
Karzinom-Zellen beteiligt ist (Chang et al., 2000, 2002, 2004, 2007). An duktalen
Mamma-Karzinom-Zellen zeigte sich eine starke Korrelation zwischen der TRPS1-
und der Ostrogen-, Progesteron-, HER2-Rezeptorexpression sowie einer hdheren
Uberlebensrate, was TRPS1 zu einem aussagekriftigen prognostischen Marker

machen konnte (Litton et al., 2008 ; Chen et al., 2010, 2011).

1.4 TRPS1 im Zusammenspiel mit spezifischen

Bindeproteinen

Wie bereits beschrieben, ist an der Expressionskontrolle von Genen eine Vielzahl
interagierender Proteine beteiligt. In der Verschiedenartigkeit ihres Zusammenspiels
bieten sich daher zahlreiche Regulationsmoglichkeiten. Bezogen auf den
Transkriptionsfaktor TRPS1 konnten bereits einige Proteine als Interaktionspartner
nachgewiesen werden, die entweder dessen Funktion als Transkriptionsfaktor

regulieren oder deren Funktion durch die Interaktion von TRPS1 moduliert wird.
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1.4.1 LC8a und RNF 4 als Hemmer der TRPS1-Aktivitit

Das Leichte Dynein Seitenkette-Protein 8 (LC8a) konnte als erster Bindepartner des
Transkriptionsfaktors TRPS1 identifiziert werden (Kaiser et al., 2003a). Es ist auch
unter den Namen DLCS (Fan et al., 2001), Dlc-1 (Crépieux et al., 1997), hdlcl (Dick
et al., 1996) und PIN (Jaffrey und Snyder, 1996) bekannt. Bisher wurde dieses 89
Aminosduren umfassende Protein vor allem mit verschiedenen zytoplasmatischen
Transportprozessen in Verbindung gebracht (Rodriguez-Crespo et al., 1998; Epstein
et al., 2000; Jacob et al., 2000; Raux et al., 2000; Alonso et al., 2001; Poisson et al.,
2001; Wilson et al., 2001). Allerdings konnten auch schon einige nukledre
Interaktionen (Puthalakath et al., 1999; Yu et al, 2002) zB. mit den
Transkriptionsfaktoren NRF-1 und EWG (Herzig et al., 2000) nachgewiesen werden.
Ferner lieBen sich auch zwei Interaktions-Doménen fiir eine Bindung mit LC8a
innerhalb von TRPS1 identifizieren und stabile Komplexe der beiden Proteine in
eukaryotischen Zellen nachweisen. Funktionell bewirkte LC8a eine starke Abnahme
der Repressionsaktivitdt von TRPS1. Daraus lésst sich eine verstirkte Expression der
TRPS1-Zielgene vermuten, die wahrscheinlich an der Funktion von Chondrozyten
und Haarfollikeln beteiligt sind (Kaiser et al., 2003a).

Das 194 aa groBe RING-Finger-Protein 4 (RNF-4) wurde ebenfalls als
Interaktionspartner von TRPS1 in einem Hefe-Zwei-Hybrid-System bestimmt
(Kaiser et al., 2003b). Hierbei handelt es sich um ein in Menschen, Ratten und
Maiusen hoch konserviertes Coregulator-Protein der Transkription und der
Zellwachstumsregulation (Hékli, et al., 2005), dessen Ratten-Ortholog urspriinglich
SNUREF (small nuclear RING finger protein) (Moilanen et al., 1998) genannt wurde.
Funktionell werden meist zwei Bereiche — der N- und der C-Terminus -
unterschieden. In der N-terminalen Region befindet sich ein zweiteiliges
Kernlokalisierungssignal (NLS), weiter am C-Terminus liegt der namensgebende
RINGfinger. Fiir jeweils beide Regionen sind bisher verschiedene Bindepartner
bekannt. Die N-terminale Doméne assoziiert u.a. mit den Transkriptionsrepressoren

Gscl (Galili et al., 2000), dem POZ-AT hook-zinc finger protein (PATZ) (Fedele et
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al., 2000), mit Steroidrezeptoren (Moilanen et al., 1998; Hirvonen-Santti et al., 2004)
sowie mit TRPS1. Der C-terminale RINGfinger ist zur Interaktion mit dem TATA-
bindenden Protein, mit SPBP (Lyngse et al., 2000) und Spl (Poukka et al., 2000)
erforderlich. Weiterhin ist RNF4 in die Expression der GTP-Cyclohydrolase (GCH),
des Schliisselenzyms der Tetrahydrobiopterin-Synthese, einbezogen (Wu et al.,
2004).

Von Hékli wies als erster die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt von RNF4 nach, bei der
es sich selbst E2-selektiv mono- oder polyubiquitiniert. Diese Funktion ist eng mit
der Transkriptionsregulation verbunden (Hékli et al., 2004) und funktionell u.a. bei
der Progression der akuten Promyelozyten-Leukdmie von Bedeutung (Lallemand-
Breitenbach et al., 2008; Weisshaar et al., 2008).

In der Zusammenschau stellt sich RNF4 als ein wichtiges Protein fiir die
Transkriptionsregulation unterschiedlicher Gene dar.

Bezogen auf den Transkriptionsfaktor TRPS1 war RNF4 in der Lage, dessen
Repressionsaktivitdt komplett zu unterdriicken und somit als Cofaktor auf die
GATA-vermittelte Transkription zu wirken.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen nukledren Lokalisation scheinen beide Proteine
jedoch zum groBen Teil an verschiedenen zelluldren Prozessen teil zu haben. In wie
fern das RINGfinger-Protein 4 in die Pathogenese der TRP-Syndrome einbezogen
ist, bleibt aufgrund seiner weitgehend unbekannten Gewebeexpression weiterhin

schwer zu fassen.

1.4.2 TRPSI1 als Regulator von RUNX2 und GLI3

TRPS1 reguliert seinerseits die Aktivitit der Transkriptionsfaktoren RUNX2
(Napierala et al., 2005, 2008, 2011) und GLI3 (Wiilling et al., 2009).

RUNX2 gehort zur RUNX-Genfamilie von Transkriptionsfaktoren, die in die
Gewebedifferenzierung wihrend der Entwicklung und in die Entstehung von Krebs
einbezogen ist. Die direkte Interaktion mit TRPS1 bewirkt eine Hemmung der

RUNX2-Aktivitit und es wird angenommen, dass eine ungeniigende Repression der
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RUNX2-vermittelten Transaktivierung durch eine Dysregulation der Chondrozyten
im Perichondrium und eine beschleunigte Mineralisierung zu den skelettalen
Dysplasien im TRP-Syndrom fiihrt (Napierala et al., 2005, 2008, 2011).

GLI3 ist ein DNA-bindender Zinkfinger-TF der aus GLI1-3 bestehenden GLI-
Familie. Mutationen im GLI3-Gen werden mit dem Greig-Cephalopolysyndaktylie-,
dem Pallister-Hall-Syndrom, dem Akrocallosal-Syndrom, der Postaxialen
Polydactylie Typ A und der Priaxialen Polydaktylie Typ 4 in Verbindung gebracht
(Schinzel, 1979; Wild et al., 1997, Kalff-Suske et al. 1999; Radhakrishna et al.,
1999; Elson et al., 2002; Johnston et al., 2005).

Das GLI3-Protein verdndert seine Struktur und Funktion abhingig vom
Hedgehog(Hh)-Signal: In Gegenwart des Signals liegt es in seiner vollen Linge und
phosphoryliert vor und wirkt als Transkriptionsaktivator (GLI3A). In Abwesenheit
des Hh-Signals ist es C-terminal trunkiert und agiert als Transkriptionsrepressor
(GLI3R) der Hedgehog-Zielgene (Mo et al., 1997; Wang et al., 2000; Ahn und
Joyner, 2004; Lei et al., 2004; Hilton et al., 2005; Pan und Wang 2007; Low et al.,
2008). Beide Formen interagieren mit spezifischen Proteinen. Neben dem CREB-
bindenden Protein und dem Mediator-Komplex ist TRPS1 eines der wenigen, das mit
der Aktivator-Form von GLI3 interagiert (Zhou et al., 2006). An morphologischen
Analysen von Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass TRPS1 in den
verschiedenen Differenzierungsstadien unterschiedliche Funktionen erfiillt: In den
distalen Zellen inhibiert es die GLI3A-Aktivitit und tridgt so zu der Erhaltung dieser
Zellen bei. In den proliferierenden Zellen scheint TRPS1 die Aktivator-Form von
GLI3 zur Geltung zu bringen und somit abhdngig vom zelluldren Kontext als
Transkriptionsaktivator oder -repressor zu wirken, was sich auch in der
Haarentwicklung zeigt (Fantauzzo et al., 2008b). Da TRPS1 und GLI3 iiberlappend
in vielen Organen wie der Lunge, dem Mesenchym des Gastrointestinaltrakts, dem
Nierenstroma, den Hoden und dem Gehirn (Kunath et al., 2002; Mullor and Ruiz i

Altaba, 2002) exprimiert sind, wird vermutet, dass die Interaktion beider Proteine
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auch die Entwicklung anderer Organe entscheidend beeinflusst (Wiilling et al.,

2009).

1.4.3 Posttranslationale Modifikation von TRPS1

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Regulation der Funktion von Proteinen ist
deren posttranslationale Modifikation. Besonders gut untersucht sind solche Arten
der chemischen Modifikation von Proteinen beispielsweise bei der Phosphorylierung
von Transkriptionsfaktoren. Dariiber hinaus ist in den letzten Jahren die kovalente
Verbindung mit einem Polypeptid wie Ubiquitin, einem kleinen ubiquitér
exprimierten  Protein, oder den Ubiquitin-dhnlichen Proteinen (Jentsch und
Pyrowolakis, 2000; Yeh et al., 2000) NEDDS, ISG15, FAT10, APG12 und dem
Small Ubiquitin Related Modifier (SUMO)(Goettsch und Bayer, 2002) von grof3em
Interesse. Sie alle haben eine #hnliche dreidimensionale Struktur und werden
kovalent an Lysinreste ihrer Substrate gebunden (Weissman, 2001; Hecker und
Dikic, 2006). Dieser Prozess wird von drei Enzymen katalysiert: dem
Aktivierungsenzym (El)(Johnson et al., 1997), dem Konjugierungsenzym
(E2)(Johnson und Blobel, 1997) und der Ubiquitinligase (E3)(Johnson und Gupta,
2001; Kahyo et al., 2001; Sachdev et al., 2001; Schmidt und Muller, 2002).

SUMO ist das zurzeit am besten charakterisierte Ubiquitin-dhnliche Protein (Hecker
und Dikic, 2006) und nimmt die Funktion eines Schliisselregulators fiir nukledre und
zytoplasmatische Proteine ein (Martin et al., 2007; Zhao, 2007): Es verdndert die
Aktivitét, Stabilitdt (Geiss-Friedlander und Melchior, 2007; Kaiser et al., 2007) und
Funktion seiner Substrate, indem es ihre intrazelluldre Lage, ihre Protein- und DNA-
Interaktionen veréndert oder eine Ubiquitinierungsstelle blockiert (Johnson, 2004;
Martin et al., 2007; Zhao, 2007; Takahashi et al., 2008;). Dadurch spielt die
SUMOylierung eine wichtige Rolle bei verschiedenen Prozessen zur Regulation der
Genexpression (Gill 2003; Ouyang et al., 2009), der Genom- und Chromosomen-
Stabilitit, -Integritdt und -Struktur, der RNA-Prozessierung (Gocke et al., 2005)
sowie der Signaltransduktion (Zhao, 2007). Die SUMOylierung ist ein hoch
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dynamischer Prozess, der in Wechselwirkung mit intra- und extrazelluldren Stimuli
und mit pathogenen Verdnderungen steht.

Eine ausbalancierte SUMOylierung ist somit fiir einen normalen Zellablauf
notwendig (Zhao, 2007), und eine verdnderte Aktivitit des SUMOylierungssystems
ist mit Krebs und Inflammation assoziiert (Liu und Shuai, 2008).

SUMO wurde bereits als Expressionsregulator und Bindepartner fiir
unterschiedlichste Proteine identifiziert, so u.a. HSF1 und 2, B-catenin-activated
factor Tcf-4 (Hong et al., 2001; Hietakangas et al., 2003; Yamamoto et al., 2003), die
IKAROS-Proteine (Gomez-del Arco et al., 2005), Elk-1, Sp-3, SREBPs, STAT-1,
SRF, c-myb, C/EBPs, den Androgenrezeptor und p 300 (Bies et al., 2002; Kim et al.,
2002; Ross et al., 2002; Sapetschnig et al., 2002; Hirano et al., 2003; Ungureanu et
al.,, 2003; Yang et al., 2003). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor TRPS1 durch das Ubiquitin-Konjugationsenzym 9 (UBC9) mit
E2-Funktion an mehreren Akzeptorstellen mit SUMO modifiziert wird. Eine
Uberexpression des SUMO-Wildtyp-Proteins fiihrte zu einer Verstirkung der
GATA-vermittelten Transkriptionsrepression von TRPS1.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die SUMOylierung die erste verifizierte
posttranslationale Modifizierung von TRPS1 ist. In wie weit SUMO die
Transkriptionsaktivitdt von TRPS1 auch durch einen anderen Mechanismus als den
der direkten Modifikation beeinflusst und in wie weit andere Protein-Interaktionen

dabei von Bedeutung sind, wird sich in zukiinftigen Studien erweisen.
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1.5 Zielsetzung/Aufgabenstellung

Eine weitere mogliche — bisher nicht verifizierte — posttranslationale Modifizierung
von TRPS1 ist die Ubiquitinierung. Hinweise darauf ergeben sich aus einem Yeast-
two-Hybrid-Screen des TRPS1-Transkriptionsfaktors, in dem, neben der bereits
beschriebenen Ubiquitin-E3-Ligase RNF4, das ARKADIA-Protein als moglicher
TRPS1-Bindepartner identifiziert wurde. ARKADIA ist ebenfalls eine E3-Ligase,
die u.a. die Polyubiquitinierung und proteasomale Degradation von SMAD7 — einer
wichtigen Komponente des TGFB-Signalwegs - induziert. Ob diese Funktion auch
fiir die Regulation des TRPS1-Proteins von Bedeutung ist, stellt einen Hauptteil
dieser Arbeit dar. Zundchst soll die Binderegion innerhalb beider Proteine
eingegrenzt werden. Anschlieend verifizieren wir die in den Hefen gefundenen

Interaktionen in Sdugerzellen und analysieren ihre funktionelle Relevanz.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme, Groflenmarker, Vektoren, Kits,

Gerite und Verbrauchsmittel, Losungen

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH & Co
Alpha-D-Glukose Merck

Ammoniumpersulphat Carl Roth GmbH & Co
Beta-Galaktosidase SIGMA
Beta-Mercaptoethanol Merck

Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH & Co
Bromphenolblau Sigma

Chloroform Merck

Comassie R250 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Invitrogen, USA

Medium)

DTT Merck kGaA, Germany
EDTA Invitrogen, USA

Essigsdure Merck

Ethanol Merck

Ficoll GE Healthcare Biosciences AB,

Chalfont St. Giles

FKS (Fetales Rinderserum

Invitrogen, USA

Glycerin Sigma

Kaliumacetat Sigma

KClI Fluka BioChemika GmbH
KH2PO4 Merck

Methanol Merck

Milchpulver Merck KGaA

Na2HPO4 FLUKA BioChemika
NacCl Merck

NaHCO3 Fluka BioChemika GmbH
NaOH Sigma-Aldrich Chemie GmbH
ONPG Sigma

Sorbitol Aldrich

Tris-Acetat MP Biomedicals
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Tris-Borat MP Biomedicals

Tris-HCI MP Biomedicals

Pepton Life Technologies

Y east-Nitrogenbase w/o aa Becton, Dickinson and Company Sparks
X-gal Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Lactacystin Sigma-Aldrich Chemie GmbH

-Ade/-His/-Leu/-Trp Dropout Solution
Supplement

Clontech, USA

FuGENE HD Transfection Reagent Roche

Gene Pulser Electroporation Buffer Bio-Rad, Hercules
Proteinase Inhibitor Cocktail Roche
Lipofectamine2000 Invitrogen

Protein G PLUS/ Protein A-Agar Calbiochem

Suspension

2.1.2 Enzyme

BamHI New England Biolabs (NEB)
EcoRI New England Biolabs
Expand Lang Range, dNTPaco Roche

GC RICH PCR System Roche

Hind 111 NEB

Kpnl Roche

Ncol NEB

Notl NEB

Platinum Taq DNA Polymerase High Invitrogen

Fidelity

Sacl NEB

Sall NEB

T4- Ligase Roche

Xbal NEB

Xhol NEB
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2.1.3 Groflenmarker

DNA-Grofenmarker: HyperLadder 1 Bioline
200-10000 bp
Protein-GrofBenmarker: vorgefarbter Fermentas

SDS-PAGE Standard PageRuler, 10-
250 kDa

Hundert-Basenpaar-Leiter

Lab AidTMGene Ruler TM (Fermentas)

2.1.4 Software

DNAStar

Lasergene,

Sequencher

Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
MI, USA

Sequencing Analysis

Applied Biosystems

2.1.5 Vektoren/bakterielle und eukaryotische Expressionsplasmide

pEGFP-N3

eukaryotischer Expressions-Vektor;
CMV-Promotor reguliert die Expression
der inserierten Konstrukte, die 3' mit der
codierenden Region des GFP-Proteins
gekoppelt sind; enthilt einen
Kanamycin-Resistenz-Marker und die
SV40-poly(A)-Sequenz (Clontech)

pGADT?7 (Prey)

enthilt eine GAL4-aktivierende Doméne
und eine SV40-Kern-Lokalisierungs-
Sequenz; als Selektionsmarker in E.coli
dient Ampicillin, in S.cerevisiae LEU2.

pGBKT7 (Bait)

enthilt eine GAL4-DNA-bindende
Domaéne; als Selektionsmarker in E.coli
dient Kanamycin, in S.cerevisiae TRP1

pGEM®-T Easy-Vektor

lac-Operon, lacZ-Gen zur
a-Komplementation, Ampicillin-
Resistenz-Marker, TA-Cloning

pcDNA3.1/myc-His

CMV-Promotor; Neomycin-Resistenz-
Gen; SV40-Polyadenylierungssignal;
myc-Epitop
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pFLAG-N3

modifizierter pPEGFP-N3-Vektor; die fiir
GFP codierende Region ist gegen die flir
das Flag-Peptid codierende Region
ausgetauscht

oD3

Reporterplasmid;
enthélt multiple AGATAA- Sequenzen
stromaufwérts zum Luciferase-Gen

XGATA4

codiert fiir den XGATA4-
Transkriptionsfaktor unter Kontrolle des
CMV-Promoters

2.1.6 Antikorper

Bezeichnung

Quelle

Ig fiir Immunfluoreszenz
Rhodamin-gekoppelter
Anti-Maus-Antikorper

Molecular Probes

anti-TRPS1 Eurogentec
anti-FLAG (M2 anti-FLAG) | Sigma-Aldrich
anti-myc Roche
Sekundérantikdrper Anti- USB

Maus

Sekundérantikdrper Anti- USB
Kaninchen

Anti-GAL4-AD-Antikorper | Santa Cruz
Anti-GAL4-DBD- Santa Cruz

Antikorper

2.1.7 Kits

Dual Luciferase Reporter Assay System | Promega

pGEM t-easy cloning Promega
Plasmid MIDI Prep. Promega
QuikChangeTM Site- Stratagene
Directed Mutagenesis Kits

MinElute Gel Extraction Kit QIAGEN

PrismTM BigdyeTM TerminatorCycle | Applied Biosystems

ReadyReactionKit

(Life Technologies)
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2.1.8 Gerite und weitere Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsgefille Eppendorf
50 ml Gefdlle Greiner
96 half area well Platten Corning

Elektroporator GenePulser Xcell

Bio-Rad, Hercules

Gelkammern Hoefer 99x

bezogen iiber: Amersham Biosciences

Inkubatorschrinke Bakterien

Heraeus

Inkubatorschrinke Zellen Kottermann
Inkubatorschrinke Hefe Heraeus

PCR Cycler Unoll Biometra

PCR Thermal Cycler 2720 Applied Biosystems
Petrischale Nunc

Riihrfischplatte Fischer Bioblock Scientific

Schiittelinkubator Bakterien inova 4300

New Brunswick Scientific

Schiittelinkubator Hefe Heraeus

Thermomixer comfort Eppendorf

Thermomixer compact Eppendorf
Transilluminator Chroma 43 Vetter GmbH

Vortex Top Mixer Fischer Bioblock Scientific
Wasserbad GFL / Kéttermann

Westernblot SemiDry Trans-Blot SD

Bio-Rad, Hercules

Westernblot Spannungquelle PowerPac
basic

Bio-Rad, Hercules

Zellkulturschalen Nunc

Omnifuge 2.0RS Heraeus Sepatech
Zentrifuge, gekiihlt, MikrorapidK Hettich

Biofuge 93 Heraeus
Centrifuge 5415D Eppendorf
Luminometer GeniosPro Tecan

GroB3e Fuge Avanti J-301

Beckmann Coulter

Helios Omega UV-VIS Photometer

Thermo Scientific
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2.2 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich die Prozentangaben bei Fliissigkeiten

auf v/v und bei Feststoffen auf w/v.

10x DNA-Probenpuffer: 15 % Ficoll 400
0,25 % Bromphenolblau
10 mM EDTA (pH 8,0)

TBE: 50 mM Tris-Borat (pH 8,3)
4 mM EDTA

TE: 10 mM Tris-HCI (pH von 7,5- 8,0)
1 mM EDTA

PBS: 137 mM NaCl

2,6 mM KCl

6,5 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4

pH 7,3 einstellen

2.3 Arbeiten mit DNA

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde angewendet, um definierte DNA-Fragmente
zur Insertion in verschiedene Vektoren zu erzeugen. Einem 50 pl Ansatz wurden als
Template 10-100 ng Plasmid DNA hinzugefiigt. Weiterhin enthielt der Ansatz 1,5 pl
AmpliTag-Polymerase, je 0,5-2,5 pl eines 5" und eines 3 Oligodesoxynukleotids
(Primer), 2 pul ANTP-Mix und 5 pl Reaktionspuffer (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI
pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 0,001 % Gelatine).

Der Ansatz wurde initial fiir 2,5 Min. auf 95 °C erhitzt. Danach durchlief der Ansatz

folgendes PCR-Programm:

Denaturierung 30 Sekunden 95 °C
Primer-Anlagerung 30 Sekunden 55 °C
Polymerase-Reaktion 30 s - 3 Minuten 72 °C
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Die Anzahl der Zyklen betrug 35. Im Anschluss an die Zyklen folgte eine finale
Elongation von 5 Min. Dauer bei 72 °C und ein Herunterkiihlen auf 4°C.

Um groere DNA-Fragmente von bis zu 5 kb Lidnge herzustellen, wurden die
Polymerasen ,High Fidelity* und ,Expand Long Range*“ verwendet und die
Reaktionsbedingungen den Herstellerangaben angepasst.

Primersequenzen (im Anhang)

2.3.2 Invitro Synthese von spezifischen Mutationen

Fiir einige funktionelle Analysen wurden unter Verwendung des QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) spezifische Mutanten hergestellt. Das hier
verwendete in vitro System beruht auf der Verwendung spezifisch verinderter
Primer in der PCR. Als Vorlage dient hierbei ein Plasmid welches die zu mutierende
Sequenz enthélt. Kompetente Bakterien werden nach der methylierungssensitiven
Verdauung der Matrize mittels Dpnl direkt mit dem zirkuldren PCR-Produkt, das
zwei Einzelstrangbriichen enthilt, transformiert. Diese Briiche werden im Bakterium

repariert. Die Parameter der PCR waren wie folgt:

Erhitzen 1 Minute 95°C
Denaturierung 30 Sekunden 95 °C
Primer-Anlagerung 1 Minute 55 °C
Polymerase-Reaktion 7 Minuten 68 °C

Fiir Basensubstitutionen wurden Primer von 20-35 bp Lénge verwendet, die im
mittleren Teil die gewiinschte Substitution aufwiesen. Um einzelne Bereiche zu
deletieren, wurden Primer verwendet, die an die zu deletierende Region angrenzen.
Der 3' liegende Primer wurde am 5'-Ende mit einem Phosphat-Rest gekoppelt. Dieses
Phosphat wird von der T4-Ligase benétigt, um aus dem linearen ein zirkuldares DNA-

Fragment generieren zu konnen.
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2.3.3 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonuklease

Fiir analytische und préparative Zwecke wurde Plasmid-DNA im Verhéltnis 1 pg
DNA zu 20 U Restriktionsendonuklease in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer
in 15 bis 100 pl Gesamtvolumen fiir 1-20 Std. bei 37°C oder einer anderen - fiir die
jeweilige Restriktionsendonuklease spezifische — Temperatur verdaut. Die
verwendete Menge an Restriktionsendonuklease wurde dem Mallstab der Reaktion
angepasst, lberschritt jedoch nie einen Anteil von 10 % des Gesamtvolumens.
Hierdurch wurde sichergestellt, dass eine zu hohe Glycerinkonzentration nicht die

Enzymaktivitit hemmte.

2.3.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR- und

Restriktionsansiatzen

2.3.4.1 Microcon /Filterzentrifugation

Zur schnellen und moglichst verlustarmen Aufreinigung und Konzentration von
DNA wurde eine Microcon Filterzentrifugation verwendet. Die verwendete
FiltergroBe entfernt samtliche Oligonukleotide mit weniger als 300 bp.

Hierbei wurden die DNA enthaltenden Ansdtze in mitgelieferte Zentrifugations-
GefdBBe mit speziellen Filtermembraneinsitzen iberfiihrt und mit destilliertem
Wasser (A.d.) auf 500 pl aufgefiillt. Daran schloss sich eine Zentrifugation von 500g
fiir 15 Min. an. Die Fliissigkeit wurde verworfen und der Reinigungsvorgang unter
gleichen Bedingungen wiederholt. AnschlieBend wurde der Filtereinsatz umgedreht
und auf ein neues GefdB3 gesteckt. Die gereinigte DNA konnte nun fiir 3 Min. bei
500g aus der Membran zentrifugiert und aufgefangen werden. Fand sich nach diesem
Schritt nur ein geringes Volumen A.d. mit DNA, wurden 20 pl A.d. auf der

Riickseite der Membran aufgetragen und die Zentrifugation wiederholt.

2.3.4.2 Gelextraktion nach dem MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN)
DNA-Fragmente von 70 bp - 4 kb Linge wurden nach -elektrophoretischer

Auftrennung in einem Agarosegel mittels eines Skalpells unter UV-Licht aus dem
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Gel geschnitten und in ein Eppendorfgefdll tiberfiihrt. Zur Aufreinigung wurde das
MinElute Gel Extraction Kit verwendet. Pro Sédule konnen 400 mg Agarosegel
aufgearbeitet werden. Das jeweilige Gelfragment, das bis zu 2% Agarose enthalten
durfte, wurde mit einem dreifachen Volumen an Puffer QC versetzt und das Gemisch
bei 50°C fir 10 Min. in einem Schiittelinkubator inkubiert. Der Losung wurde
anschlieBend ein Gelvolumen Isopropanol zugesetzt und der Ansatz nach leichtem
Schwenken auf eine QIAquick Sdule iiberfiihrt. Nach 1 min. Zentrifugation bei
10000g wurden der Uberstand verworfen, weitere 500 ul Puffer QC auf die Siule
gegeben und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde mit 750 ul PE-Puffer gewaschen (1 Min., 10000g) und der Uberstand entfernt.
Es schloss sich eine abschliefende Zentrifugation von 2 Min. an. Dann wurde die
Sédule fiir 1-3 Min. offen stehen gelassen und danach in ein neues 1,5 ml fassendes
Reaktionsgefa3 gesteckt. Nach Zugabe von 10 pl A.d. in die Mitte der Membran und
einer Inkubation von 2 Min. wurde der Extrakt durch eine weitere Zentrifugation (2

Min., 10000 g) eluiert.

2.3.5 Ligation

In einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden 10-20 ng Vektor-DNA mit einem
dreifachen Uberschuss an DNA-Fragment versetzt. Der Ansatz wurde in Gegenwart
von 1 pl T4-DNA-Ligase (Roche) 1-2 Std. bei Raumtemperatur (RT) und dann
weiter bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden je nach ihrer Lidnge in 0,8 — 2 %igen Agarosegelen der
GroBe nach aufgetrennt. Zur Herstellung dieser Gele wurde die Agarose in TAE-
Puffer unter Aufkochen geldst und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) versetzt.
Als Laufpuffer diente ebenfalls TAE. Den DNA-Proben wurde 10-fach
konzentrierter DNA-Probenpuffer zugegeben. Dann erfolgte die Auftrennung bei 100
— 130 V. Durch das in die DNA interkalierende EtBr konnte die DNA anschlieBend

auf einem Transilluminator bei einer Wellenldnge von A = 302 nm sichtbar gemacht
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werden und zur Kontrolle ihre spezifische Grofle anhand von GrdBenstandards

ermittelt werden.

2.3.7 Analytische Plasmid-Isolierung (Mini-Prap)
Die durch eine Einzelkolonie (E.coli Stamm DH5a) in LB-Medium (+ Ampicillin

oder Kanamycin) angeimpften Ubernachtkulturen (37°C) wurden sedimentiert (1
Min., 2500g), das Pellet in 300 pl P1 Puffer resuspendiert und durch Zugabe von 300
ul P2 lysiert. Nach zweiminiitiger Inkubation fiihrte das Versetzen mit 300 pl P3 zur
Féllung der Protein-Komplexe. Nach einer Zentrifugation (15 Min., mind. 10000g,
4°C) wurde der Uberstand in einem neuen Reaktionsgefil mit 500 pl 100 %igem
Ethanol versetzt und das DNA-Prézipitat sedimentiert (20 Min., mind. 10000g). Das
Pellet wurde in 300 ul 70 %igem Ethanol (7/10 des Volumen) gewaschen, der

Uberstand verworfen, das Sediment getrocknet und in 12-20 pl A.d. aufgenommen.

Puffer P1: 10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 pg/ml RNaseA
Puffer P2: 02M NaOH
1 % SDS
Puffer P3: 3iM Kaliumacetat
mit Essigsdure auf pH 5,5 einstellen

2.3.8 Priparative Plasmid-Isolierung (QIAGEN-System) (Midi-

Priap)
Zur Gewinnung groBerer Mengen gereinigter Plasmid-DNA wurde das ,,QIAfilter
Plasmid Purification Kit*“ (QIAGEN) verwendet. Hierzu wurden 100 ml LB-Medium
mit 100 pl eines mit dem Resistenzmarker der Plasmide konformen Antibiotikums
versetzt und mit einer Uber-Nacht-Kultur eines Bakterienklons angeimpft. Nach
einer Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 260 UpM im Schiittelinkubator wurde die
Bakteriensuspension sedimentiert (15 Min., 2500g, RT) und die Plasmid-DNA nach
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Angaben des Herstellers iiber lonenaustauscher-Saulen aufgereinigt. Die erhaltene

DNA wurde je nach Menge in 20 — 100 pl H>O aufgenommen.

2.3.9 Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung

Sofern es die weiteren Versuche erforderten, wurde die genaue Konzentration der
DNA in Ldsungen in einer Nano-Kiivette photometrisch (Helios Omega UV-VIS

Photometer) bestimmt.

2.3.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde mit dem Prism™ Bigdye™
TerminatorCycle ReadyReactionKit durchgefiihrt. Einer 10 pl Sequenzierreaktion
wurden 4 pl Terminator Ready Reaction Mix BigDye, 300 — 500 ng Plasmid-DNA
als Matrize und 5 pmol des jeweiligen Primers zugesetzt. Die Sequenzierreaktion
erfolgte nach folgenden Parametern:

Einer initialen Denaturierung von 15 Sek. bei 94°C schlossen sich 35 Zyklen aus je
15 Sek. Denaturierung bei 95°C, 15 Sek. Annealing und 30 sec Elongation bei 72°C
an. Abschlielend erfolgte eine verldngerte Syntheseperiode von 7 Min. bei 72 °C.
Die Sequenzierreaktion wurde mit 90 ul H,O, 2 pl Dextranblau (20 mg/ml) und 10
pl Natriumacetat (3 M) und 250 pl Ethanol versetzt und gevortext. Die Féllung der
DNA erfolgte durch Zentrifugation (15 Min. bei mind. 10000 g). Die gefillten DNA
Fragmente wurden zweimal mit jeweils 300 pl 70 %-igem Ethanol gewaschen und
anschlieBend im Dunkeln getrocknet. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem
Programm ,DNAStar* (Lasergene) oder mit ,Sequencher (Gene Codes

Corporation, Ann Arbor, MI, USA).
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2.4 Bakterien

2.4.1 Bakterienstamm

E.coliDH5a:: F', endAl, hsdR17, (rk-mk+), supE44, thi-1, recAl, gyrA,
(Nalr), relA1, D(lacIZY A-argF), U169, deoR,
(f80dlacD(lacZ)M15)

2.4.2 Bakterienmedien

LB-Medium: 1 % NaCl

1 % Bacto-Tryptone

0,5 % Hefe-Extrakt

pH 7,5 mit NaOH einstellen

LB-Agar: 15 g/l Bacto-Agar in LB-Medium
Ampicillin: Endkonzentration 100 pg/ml
Kanamycin: Endkonzentration 35 pg/ml

2.4.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Bakterienzellen, die DNA aus der sie umgebenden Losung aufnehmen kdnnen
(kompetente Zellen), wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der
Rubidiumchlorid-Methode (Maniatis et al., 1982) hergestellt. Hierbei wurde eine
Bakterienkolonie des E. coli-Stamms DHS5a in 10 ml ga-Medium (fiir 1 Liter: 5 g
Hefe-Extrakt, 20 g Bacto-Trypton, 5 g MgSO,, pH 7,6 mit KOH eingestellt) bei
37°C und 250 rpm bis zum Erreichen einer ODsso von 0,3 inkubiert. Von der Kultur
wurden 5 ml in 100 pa-Medium iiberfithrt und bei 37°C inkubiert. Bei Erreichen
einer ODssy von 0,48 wurden je 25 ml der Kultur in vorgekiihlte 50 ml-Gefil3e
iiberfiihrt, die Zellen fiir 15 Min. bei 1250g und 4°C sedimentiert und das Sediment
vorsichtig in 10 ml kaltem Tbfl-Puffer (30 mM KOAc, 100 mM RbCl,, 10 mM
CaCl,, 50 mM MnCl,, 15 % Glycerin, pH 5,8 (mit 0,2 M HAc eingestellt))
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resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 Min. auf Eis wurden die Zellen erneut
sedimentiert (15 Min. bei 1250 g und 4°C) und das Sediment in 1 ml kalten TfblI-
Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,) aufgenommen. Die
Bakteriensuspension wurde in 100 pl Aliquots in eiskalte Eppendorfgefifie gegeben,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.4.4 Transformation kompetenter Bakterien

5 pl eines Ligationsansatzes oder 0,1 — 10 ng Plasmid-DNA wurden mit 50 pl einer
aufgetauten Suspension kompetenter Bakterien gemischt und 10 Min. in einem
eisgekiihlten Gefall (Greiner Rohrchen) auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
so genannter Hitzeschock von 2 Min. bei 42°C im Wasserbad. Nach Zugabe von 450
pul LB-Medium wurde der Ansatz 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert (225
UpM). Entsprechend dem Selektionsmarker des Plasmids wurden die Bakterien auf
den - mit dem jeweiligen Antibiotikum versetzten - LB-Agar-Platten ausgestrichen

und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.5 Hefen

2.5.1 Hefestamm
AHI109: System: GAL4 2H-3
Genotyp: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2:: GAL1yas-GAL17aTA-HIS3, MEL1
GAL2yas-GAL271aTA-ADE2, URA3::MEL1yas-MEL11aTA-lacZ
Reporter: HIS3, ADE2, lacZ, MEL1

2.5.2 Hefemedien

2.5.2.1 Vollmedium

YPD: 10g Hefe-Extrakt
20g Pepton
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20g a-D-Glukose
bei Platten: + [20g/1 Agar
2.5.2.2 Mangelmedien
SD-Medium: 6,7¢g Yeast nitrogen base ohne AA
850ml | A.d.
bei Platten: + 120 g/l Agar
autoklavieren
50 ml der jeweiligen Dropoutsolution (je nachdem
-leu und -trp oder — ade und - his, /Stamm-
Lsg.: 5 mg/ml)
25 ml a-D-Glukose (40 %)

Es wurden 20 ml Aminosduren-Mix pro Liter Mangelmedium zugegeben.

Aminosiuren-Mix: 10 ml L-Arginin (HCI), 0,24 g/100 ml
50 ml L-Aspartat, 1,2 g/100 ml

50 ml L-Glutamat, 1,2 g/100 ml

20 ml L-Isoleucin, 0,24 g/100 ml

25 ml L-Phenylalanin, 0,6 g/100 ml
25 ml L-Serin, 4,5 g/100 ml

25 ml L-Threonin, 2,4 g/100 ml

100 ml L-Tyrosin, 0,18 g/100 ml

25 ml L-Valin, 1,8 g/100 ml

10 ml L-Methionin, 0,24 g/100 ml
(nicht bei Plasmiden mit MET25-Promotor)

ad 400 ml A.d. und durch 0,2 um Filter steril filtriert

2.5.3 Transformation von Hefezellen

Hefezellen wurden nach der Lithium-Acetat-Methode chemisch transformiert. Dabei
wurde eine 3 ml-Vorkultur in 50 ml Medium gegeben und bei 250 UpM und 30°C
bis zum Erreichen einer ODgpo von 0,4 — 0,6 (meist nach 4-5 Std.) inkubiert. Die
Zellen wurden durch 5 Min. Zentrifugation bei 1500g sedimentiert, unter gleichen
Bedingungen in 20 ml sterilem Wasser gewaschen, anschlieBend in 1 ml sterilem

Wasser resuspendiert und in ein Eppendorfgefd3 iiberfiihrt. Darauf folgend wurden
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die Zellen in 1 ml frisch angesetztem TE/LiAc-Puffer (0,1 M LiAc (pH 7,5), 0,01 M
Tris-HCI (pH 7,5), 0,001 M EDTA) gewaschen und resuspendiert. 50 ul der Hefe-
Suspension wurden mit 1 pg der zu transformierenden DNA und 50 pg
einzelstrangiger Lachs-DNA als Carrier-DNA versetzt. Nach Zugabe von 300 ul 40
%-igem PEG 4000 (in TE/LiAc-Puffer) wurde das Gemisch fiir 30 Min. bei 30°C
inkubiert und nach einer Hitzeschockbehandlung (42°C, 15 Min.) auf

entsprechenden Agar-Platten ausplattiert.

2.5.4 Gewinnung von Hefeextrakten (Schnelltest)

Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Hefen zur Expressionskontrolle wurde
eine 3 ml-Mangel-Medium-Kultur angeimpft und bei Erreichen einer ODggo von 0,3
sedimentiert (2500 g, 5 Min.). Das Pellet wurde in 200 pl 4x SDS-Probenpuffer
resuspendiert, bei -80°C eingefroren und bei 30°C aufgetaut. Nach einer
Prizipitierung der Festbestandteile (10000 g, 5 Min.) wurden aus dem Uberstand 20
ul durch SDS-PAGE analysiert.

2.5.5 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Grundlage dieses Systems (Fields und Song, 1989) ist der GAL4-
Transkriptionsfaktor aus der Béackerhefe (Saccharomyces cerevisiae). Dieser besteht
im Wesentlichen aus zwei Struktur- bzw. Funktionsdoménen, namlich einer DNA-
bindenden (DBD) und einer Transkriptionsaktivierungsdomine (AD). Sie liegen
getrennt in je einem Expressionsplasmid (DBD in pGBKT7/bait und AD in
pGADT7/prey) und wurden mit den zu analysierenden Proteinen fusioniert. Das
DBD-Fusionsprotein bindet an eine spezifische Upstream-Aktivatorsequenz (UAS)
innerhalb eines Promoters vor einem Reportergen (hier: ADE2, HIS3, LACZ). Diese
Bindung des Proteins an die DNA ist notwendig, aber nicht hinreichend fiir seine
Funktion. Sollte das AD-Fusionsprotein nun mit dem DBD-Fusionsprotein
interagieren, kommt es zu einer funktionellen Komplettierung des GAL4-
Tanskriptionsfaktors, so dass dieser mit dem basalen Transkriptionsapparat

interagiert und die Transkription der entsprechenden Reportergene initiiert.
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In den hier aufgefiihrten Analysen wurden ARKADIA-Fragmente in pGBKT?7 (bait)
und TRPS1-Fragmente in pGADT7 (prey) inseriert. Mit diesen GAL4-
Fusionskonstrukten wurden Hefezellen des Stamms AH109 transformiert und geméif
des modifizierten Protokolls von Gietz et al. mit jeweils 200 pl einer
Hefezellsuspension auf zweifach selektiven (ohne Leucin und Tryptophan) mit YPD-
Agar versehenen Zellkulturschalen (Platten) ausplattiert.

Nach dem Wachsen von Zellkolonien und einigen Tagen der Inkubation (30°C)
wurden acht einzelne Klone auf eine weitere zweifach selektive Platte (ohne Leucin
und Tryptophan) tibertragen und diese dann auf eine vierfach negative (ohne Leucin,
Tryptophan, Histidin und Adenin) iiberimpft. Wuchsen die Hefezellen auf diesen
Néahrboden, war sowohl die Cotransformation der Hefezellen mit beiden GAL4-
Fusionsplasmiden erfolgreich als auch eine Interaktion zwischen den untersuchten

Proteinen bestétigt.

2.5.6 pB-Galaktosidase Hefe-in vivo-Assay

Fiir eine weitere semiquantitative Beurteilung der Bindungsfahigkeit zwischen
Koder- und Beute-Fusionsplasmiden wurden im Anschluss p-Galaktosidase-
Versuche nach dem Matchmaker 3-Handbuch von Clontech durchgefiihrt. Hierfiir
wurde erneut der Hefestamm AHI109 verwendet. Dieser beinhaltet ein im Genom
integriertes LACZ-Gen, welches von einem minimalen GAL4-Promoter, der mit
multiplen GAL4-Bindestellen fusioniert ist, reguliert wird.

Die Hefen wurden mit den trunkierten, in den pGADT-Vektor (prey) inserierten,
TRPS-Fragmenten und den, mit dem pGBKT7 (baif)-Vektor fusionierten,
ARKADIA-Fragmenten transfiziert und auf SD-Platten ausplattiert.

Von den gewachsenen Zellkolonien wurden in 5 ml Zweifach-SD-Mangelmedium (-
trp/-leu) Flissigkulturen angeimpft und fiir ca. 3 Tage im Schiittelinkubator

kultiviert.
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AuBlerdem wurde die Expression mittels Westernblot und anti-GAL4-DNA-
bindender-Doméne(DBD)-Antikorpern sowie anti-GAL4-Aktivierungsdoméne(AD)-
Antikorpern nachgewiesen.

Am Tag des Experiments wurde ONPG in Z-Puffer bei einer Konzentration von 4
mg/ml fiir 1-2 Stunden bei 4°C und Uber-Kopf-Rotation vorgeldst. Von den 3-Tage-
SD-Fliissigkulturen wurde nach griindlichem Vortexen 1 ml in 4 ml YPD-(Voll-)
Medium iiberfiihrt und dies fiir 4 - 5 Stunden bei 30°C unter Schiitteln (230-250
UpM) inkubiert.

Dann wurde von 1 ml jeder Fliissigkultur die ODgg9 bestimmt. Je zwei weitere 1,5
ml-Aliquots zentrifugierten 30 Sek. bei 10000g. Sorgfiltig wurde der Uberstand
abgenommen und je 1,5 ml Z-Puffer auf das Sediment gegeben. Dieser
Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und dann 300 pl Z-Puffer zugefiigt.

Von jedem Ansatz wurden nun 100 pl-Aliquots in neue Reaktionsgefdle iiberfiihrt
und diese jeweils fiinfmal abwechselnd zum Einfrieren in Fliissigstickstoff (30-60
Sek.) und zum Auftauen in ein 37°C-warmes Wasserbad (30-60 Sek.) gegeben, um
die Hefezellen zu zerstoren.

Alle Reaktionsgefile wurden nun mit 700 pl Z-Puffer (mit Mercaptoethanol)
versehen, die Zeit gestoppt und sofort je 160 pl der in Z-Puffer gelosten ONPG
zugefiigt. Diese wird durch die B-Galaktosidase der Hefezellen in einen gelben
Farbstoff umgesetzt, der colorimetrisch (ODuy0) nachgewiesen werden kann.

Die weitere Inkubation fand bei 30°C iiber mehrere Stunden unter regelmiBiger
Sichtkontrolle der sich entwickelnden Gelbfarbung statt. Als einige der Ansétze eine
kraftige Farbe annahmen, wurde die Enzymreaktion mit je 400 ul NaCOs gestoppt
und 10 Min. bei mind. 10000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Kiivetten
gegeben und die optische Dichte der Ansdtze bestimmt. Die Kalibrierung des
Photometers erfolgte mit einem Blindansatz ohne Hefezellen.

Nach folgender Gleichung wurde die Enzymaktivitit der 3-Galaktosidase berechnet:
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1000 x OD420

OD600X V Xt

wobei: t = Reaktionszeit (Min)

V =0,1 (ml) x Konzentrationsfaktor 5

OD600 = A600 von 1 ml der Kultur

Z-Puffer:

ONPG:

16,1 g7L  NaH,PO, x 7 H,0O
5,5g/L Na,HPO, x H,O
0,75 g/L KCl

0,246 g/L  MgSO4x 7 H,0

0,27 ml -Mercaptoethanol pro 100ml Z-Puffer,
auf pH 7,0 einstellen und zugefiigt, wenn oben
angegeben

4 mg/ml o-Nitrophenol Galaktose

in Z-Puffer, pH 7,0
sterilfiltriert und als Aliquots bei -20 °C gelagert

2.6 Zellkultur

2.6.1 Zelllinien

COS-7: Affennieren-Zelllinie, SV-40 transformiert (ATCC 1651, adhérent,
DMEM)

HeLa: humane Zervixkarzinom-Epithel-Zellinie (ATCC CCL2, adhérent,
DMEM)

CHO: Chinese Hamster Ovary, immortalisierte Zelllinie aus Ovarien des
Chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus)

HEK?293: Human Embryonic Kidney-Zellen (HEK)
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2.6.2 Zellkulturmedien

DMEM (Dulbeccos modified Eagle's Medium) (pH 7,0)/ 4,5 g/1 D-Glukose,
29,23 g/l L-Glutamin und 3,7 g/l
NaHCO3

FBS (Fetales Rinder Serum (Life Technologies)) | einmalig vor Gebrauch 30 Min.
bei 56 °C Hitze inaktivieren

DMEM 101 (pH 7,0)/ 4,5 g/1 D-Glukose,
29,23 g/l L-Glutamin und 3,7 g/l
NaHCO3
+ FBS und Penicillin/
Streptomycin

Trypsin/ EDTA (VT): 2 ¢/l Trypsin

0,2 g/l EDTA
in PBS (pH 7,2) ohne Ca2+/ Mg2+

Penicillin/ Streptomycin 6 g/l Penicillin
10000
(ug/ml) | Streptomycin in
8,0 g/l NaCl
0,4 g/l KCl

1,0 g/l Glukose
0,35 g/l | NaHCO3

2.6.3 Kultivierung der Siaugerzellen

Alle Séaugerzelllinien wurden in Brutschrinken bei 37°C unter Begasung mit
5%igem CO, in wassergesittigter Atmosphére kultiviert. Die Arbeiten wurden
ausnahmslos unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Sdmtliche Gerdte und Losungen

wurden vor der Benutzung sterilisiert.

2.6.4 Passagieren von Zellen

Zum Passagieren wurde das Kulturmedium von den adhdrent wachsenden Zelllinien
vollstdndig abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und die subkonfluenten

Zell-Monolayer durch eine 3-5-miniitige Inkubation mit Trypsin/EDTA (bei 37°C,
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5%-igem CO2) abgelost. Ein Teil der Zellen wurde auf neuen Zellkulturschalen
(Nunc) mit DMEM101 verteilt.
Bendtigten einige Experimente eine bestimmte Zelldichte, wurde diese mittels einer

Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.6.5 Transiente Transfektion von Zellen
Die Transfektion von Séugerzellen erfolgte, je nach der Zielsetzung des

Experiments, durch zwei unterschiedliche Verfahren.

2.6.5.1 Elektroporation

Die Methode der Elektroporation wurde fiir die Transfektion von Séugerzellen
angewendet, die sowohl fiir Expressions- also auch fiir Immunfluoreszenz-Studien
benotigt wurden. Die Zahl der lebenden Zellen wurde mit Trypanblau-Ausschluss
(0,2 % Trypanblau) in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt, um eine ausreichende
Zellzahl sicher zu stellen.

Alle Transfektionsansitze einer Versuchsreihe enthielten 1 — 5 pg DNA und 1 — 3 x
10° Zellen (Expressionsstudien) bzw. 1,5 x 10° Zellen (Immunfluoreszenz) in 150 pl
Elektroporationspuffer (BIORAD). Die Ansétze wurden in Elektroporationskiivetten
(0,4 cm) einem auf die jeweilige Zellart angepassten Puls (z. B. 500 pF fiir COS-7-
Zellen und 950 pF fiir HeLa-Zellen) ausgesetzt und nach einer S5-miniitigen
Inkubation auf 6- oder 10 cm @- messende Schalen (Nunc) mit DMEM101 {iberfiihrt
(fiir Immunfluoreszenz auf 12-well-Schalen). Nach einer 24-stiindigen Inkubation im

Brutschrank (bei 37°C und 5 %-igem CO,) wurden die Zellen geerntet.

2.6.5.2 Transfektion mittels FuGENE-HD (Roche)

Zum Erreichen hoher Transfektionseffizienzen bei der Verwendung mehrerer
Plasmide (beispielsweise fiir funktionelle Luciferase-Reporter Experimente und
Expressionsstudien), wurden HeLa-, HEK293-,CHO- bzw. COS7-Zellen mittels
FuGENE-HD transfiziert. Hierzu wurden die entsprechenden Plasmide mit gleichen

Mengen DMEM-Medium (50-250 pl pro Ansatz) vermischt. In einem zweiten
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Eppendorfgefdl wurden ebenfalls 50-250 ul DMEM-Medium mit der zweifachen
Menge an FuGENE-HD, bezogen auf die Menge der vorbereiteten zu
transfizierenden Plasmide (w/v), versetzt. Darauf folgte das vorsichtige Uberfiihren
der in DMEM-Medium geldsten Plasmide in das FuGENE-HD/DMEM-Gemisch.
Dem schloss sich eine 20 — 30-miniitige Inkubation bei RT an, wéhrend der die
Reaktionsgefdle gelegentlich leicht angestofen wurden. Dann wurde der Ansatz

tropfchenweise auf mit Zellen vorbereitete 6- oder 12-well-Schalen verteilt und fiir

24- 48 Std. bei 37 °C inkubiert.

2.6.6 Luciferase-Reporter Assay

Alle Versuche wurden gemdl dem Dual Luciferase® Reporter Assay System-
Handbuch mit den Substraten und Puffern von Promega durchgefiihrt.

In den jeweiligen Transfektionen wurden unterschiedliche Mengen (0,25 — 1 pg) des
aD3-Reporterplasmids und des fiir den GATA-Transkriptionsfaktor codierenden
XGATA4-Plasmids verwendet. Die Menge an eingesetztem TRPS1 und dem fiir den
jeweiligen ARKADIA-Bindepartner kodierenden Plasmid variierte zwischen 0,25 —
1 pg. Als Transfektionskontrolle wurde der phRG-TK Renilla-Luciferase-
Expressions-Vektor benutzt.

Um die Menge der verwendeten DNA innerhalb eines Experiments zu normieren,
wurden die Ansdtze bei Bedarf mit leerem Plasmid aufgefiillt.

Die Enzymaktivitit wurde nach 48-stiindiger Inkubation in einem GeniosPro
Luminometer gemessen. Alle Untersuchungen wurden in mindestens drei

unabhingigen Experimenten (Triplikat) bestitigt.

2.6.7 Immunfluoreszenz

Fiir Immunfluoreszenzstudien wurden 30000 - 50000 Zellen (COS-7) pro well (12-
well-Platte) auf runde Objekttragergldschen (@ 15 mm) ausgesit und 5-8 Std. spéter
mit bis zu 1 pg DNA mittels der Elektroporations-Methode transfiziert. Am darauf
folgenden Tag wurde das Medium gewechselt bzw. der Hilfte der Ansitze
Lactacystin-haltiges DMEM (10uM) zugefiigt und die Zellen fiir weitere 24 Std.
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inkubiert. Am Tag der Fixation wurden die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und
dann mit 100%igem Methanol 10 Min. fixiert. AnschlieBend folgte das zweimalige
Waschen der fixierten Zellen mit PBS und die 30-miniitige Aquilibrierung mit
Immunfluoreszenz-Puffer (I-Puffer). Die so vorbereiteten Zellen wurden nun fiir eine
Stunde mit dem entsprechenden Primér-Antikorper (0,1-1 pg aFLAG/ml I-Puffer) in
insgesamt 200 pl/Objekttragergldschen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit I-
Puffer wurden die Zellen mit der gleichen Menge (Konzentration 1:200 in I-Puffer)
eines farbmarkierten Zweit-Antikorpers (a-Mouse) fiir weitere 30 Min. inkubiert.
Die im Kern enthaltende DNA wurde mit DAPI, das im Konservierungsmittel
Prolong Gold antifade reagent with DAPI (Molecular Probes) enthalten war, blau
gefarbt und die Prdparate eingedeckelt. Alle Inkubationen fanden zur langeren

Erhaltung der Fluoreszenz des GFP-Proteins im Dunkeln statt.

Immunfluoreszenz-Puffer: 10 mM  Tris-HCI, pH 7,05
100 mM NacCl
0,05% Tween 20
1 % BSA (Fraktion V)

Fir die Immunfluoreszenzaufnahmen wurden ein confokales Laser-Scanning-

Mikroskop (CLSM-Mikroskop, Leica TCS WP5) verwendet.

2.7 Proteine

2.7.1 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Die Gewinnung von Gesamtzell-Extrakten erfolgte durch die Aufnahme adhirent
gewachsener Zellen in eiskaltem PBS, die mit einem Gummispatel von der

Kulturschale abgeldst wurden. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (500g, 5
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Min.) sedimentiert und in eisgekiihltem Flag-Lysis-Puffer oder RIPA-Lysepuffer

resuspendiert.
Flag-Lysis-Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM CaCl,
1 % Triton-X-100
1:1000 DTT (IM)/ Proteinase-Inhibitoren (vor
Gebrauch dazugeben)
RIPA-Lysepuffer: 50 mM HEPES
1 mM EDTA
1% Nonidet-P40 (NP 40)
0,5M LiCl
PIC

PIC: Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)

Nach der Sedimentierung aller unloslichen Zellbestandteile (1 Min. 10000g) wurde
aus dem Uberstand eine Analyse durch eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Dazu wurden,
wenn nicht anders angegeben, 20-25 ug Protein (pro Spur) mit 4xSDS-Ladepuffer
(angemischt mit Mercaptoethanol im Verhiltnis 1:20) 5 Min. bei 95°C denaturiert
und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.7.2 Coimmunprazipitation von Proteinen

Zum Nachweis von Protein-Interaktionen in eukaryotischen Zellen wurden Extrakte
transfizierter Zellen immunchemisch analysiert.

Nach entsprechender Transfektion und 24-stiindiger Inkubation wurden die Zellen
Ix mit PBS gewaschen, abgeldst, sedimentiert (max. 500g, 5 Min.) und pro 6-well-
Platte in 500 pul RIPA-/Flag-Lysis-Puffer = aufgenommen. Fiir die
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FLAG-Immunprizipitationen wurde die "M2-affinity-gel-suspension" (Sigma-
Aldrich) verwendet, wobei in der Regel 600 pl M2-Gel fiir 12 Immunprézipitationen
eingesetzt wurden. Die Suspension wurde durch 5-maliges Waschen bei 4°C mit
Flag-Lysis-Puffer (inklusive 0,5 %-igem BSA) und anschlieBender Resuspension in
1,8 ml Flag-Lysis-Puffer dquilibriert. Es wurden zu dem jeweiligen Zelllysat (100 ug
Protein-Extrakt) 100 pl dquilibrierte "M2-affinity-gel-suspension" gegeben und iiber
Nacht in einem Gesamtvolumen von 500 pl Flag-Lysis-Puffer bei 4°C unter Rotation
inkubiert. Anschlieend wurden die Proben abzentrifugiert (800 UpM, 0,5 Min.), das
Pellet 4x mit TBS-Puffer (Flag-Lysis-Puffer (siche 2.7.1) ohne Triton-X-100)
gewaschen, in 50 - 100 ul 4x SDS-Ladepuffer (Zusammensetzung s. 2.7.3)

aufgenommen und zur Analyse auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.7.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(Laemmli, 1970)

Proteine wurden in diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch in einer Mini-Proteingelapparatur aufgetrennt. Alle Proteinproben
wurden fiir 5 Min. bei 95°C in 4x SDS-Probenpuffer denaturiert und anschlieend in
1x SDS-Laufpuffer zunéchst fiir 20 - 30 Min. bei 60 — 80 V und dann fiir weitere ca.
0,75 — 1,5 Std. bei 120 - 130 V aufgetrennt. Fiir den immunologischen Nachweis
wurden die in dem Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-

Membran transferiert.

10 % APS-Losung: 10 % Ammoniumpersulfat
Trenngelpufter: I,5M Tris-HCI, pH 8,8

0,4 % SDS
Sammelgelpuffer: 0,5M Tris-HCI, pH 6,8

0,4 % SDS
10x SDS-Laufpuffer: 1,25M | Tris-Base

2M Glycin

1% SDS
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4x SDS-Probenpuffer: 62 mM Tris-HCI, pH 6,8

2% SDS

10 % Glycerin

5% DTT

5% 3-Mercaptoethanol

0,025 % | Bromphenolblau
Rotiphorese Gel30: 30 % Acrylamid

0,8 % Bisacrylamid
Fixierlosung: 10 % Essigsdure

30 % Ethanol
Comassie-Firbelosung: 45 % H20

45 % Ethanol

10 % Essigsédure

1,25 g/l | Comassie R250
TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Sammelgel fur 2 Gele
Sammelpuffer 2.5ml
Acrylamid Rotiphorese Gel 30 (AA/BA) 1.3ml
Wasser 6.2ml
10% APS 150l
TEMED 15ul
Trenngel fir 2 Gele 8% 10% 12%  15%
Trennpuffer 2.5ml
AA/BA 2.8ml 33ml 39ml Sml
Wasser 4.6ml 4.Iml 3.5ml 2.3ml
10% APS 150l
TEMED 15ul
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2.7.4 Proteintransfer und —nachweis (Westernblot)

Um Proteine auf Nylonmembranen zu transferieren, wurde das Semi-dry-Verfahren
(Transfer-Apparatur von BIO-RAD) angewendet. Dazu wurde auf der
(Graphit-)Anode ein Blot in folgender Reihenfolge aufgeschichtet: ein Whatman
3MM-Papier, eine HybondC-Membran (Amersham), die SDS-PAGE und
abschlieBend ein Whatman 3MM-Papier (alle Komponenten getridnkt/angefeuchtet in
Transfer-Puffer). Dann wurde fiir 1,5 bis 2 Std. bei 60 mA (1 Gel) bzw. 100 - 110
mA (2 Gele) transferiert. Zum Nachweis der Proteine wurden zunéchst freie
Bindungsstellen auf der Membran mit Blockierlosung abgesittigt (Inkubationszeit 30
- 60 Min.) und hinterher zweimal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurde der Blot mit
dem ersten Antikorper (aFLAG, aGFP und oTRPSI jeweils in der Verdiinnung
1:1000) in PBS/Blockierlosung iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde
4x fir 15 Min. mit PBS gewaschen und fiir mind. 3 Std. mit einem Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikorper (aRabbit fir aGFP und oTRPS1 und
aMouse fiir aFLAG; 1:1000 in PBS/Blockierlosung) bei 4°C inkubiert. Nach
weiterem viermaligem Waschen mit PBS wurde der Westernblot entwickelt. Hierzu
wurde die Membran in eine Rontgenfilmkassette gelegt, mit variierenden Mengen (1
— 1,5 ml) der zwei zuvor gemischten Komponenten des Rodeo Sensitive Western
Blot Detection Kit benetzt und mit Klarsichtfolie abgedeckt. Anschlieend wurde ein
Rontgen-Film (Kodak) aufgelegt und nach 30 Sek. bis 5 Min. in einer automatischen

Entwicklungsmaschine entwickelt.

Transfer-Puffer: 5,82 g/l | Tris-Base

2,93 g/l | Glycin

3,75ml | 10 % SDS

200 ml Methanol

ad 1000 ml A.d.

Blockierldsung: 4 % Magermilchpulver
in PBS

ECL-Entwicklerldsung USB

37



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Der Transkriptionsfaktor TRPS1 interagiert mit dem
Protein ARKADIA in Hefen

3.1.1 Erstellung der TRPS1- und der ARKADIA-Fragmente

In vorangegangenen Analysen der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Kaiser wurden
mittels eines  Hefe-Zwei-Hybrid-Systems  potentielle  Bindepartner  des
Transkriptionsfaktors TRPS1 gesucht. Dabei lieBen sich drei Klone identifizieren,
welche Fragmente der Ubiquitin-Ligase ARKADIA codieren. Zur weiteren Analyse
einer moglichen Interaktion von TRPSI mit ARKADIA und zur Eingrenzung der
jeweiligen Binderegionen innerhalb der Proteine wurden weitere Versuche in Hefen

durchgefiihrt. Hierzu wurden folgende Fragmente von TRPS1 und ARKADIA

erstellt:
NLS NLS RINGfinger
937 - 977

A 120 I
1o NI

A3 501-989 [
A4 240-750 [

A5 240-500 [

A6 501-750 [

A7 750-989 [

Abb. 3.1 ARKADIA-Konstrukte

Die Abbildung zeigt die erstellten ARKADIA-Fragmente A1l bis A7, die iiberlappende Teilbereiche
des ARKADIA-Proteins codieren. Die entsprechenden Aminoséurepositionen sind durch Zahlen
angegeben. Das ARKADIA-Protein umfasst 989 Aminosduren. N-terminal enthélt es zwei potentielle
Kernlokalisierungssignale (NLS)(rot), C-terminal befindet sich die RINGfinger-Doméne (griin).
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IKAROS-ahnlicher
zf1 zf2 zf4 2f52f6 NLS Doppelzinkfinger

N ZDTRPS1DD] ul Wi

Repressionsdomane N

F5 635-1281 L[] LA NNl
F6 635-1184 [Nl

F9 635-984  [[NLI] nE

F10 635-819 [N

F1 182-1281 [l

Abb. 3.2 TRPS1-Konstrukte

Die Abbildung stellt die unterschiedlichen TRPS1-Fragmente dar, die {iberschneidende Teilbereiche
des TRPS1-Proteins codieren und deren Aminoséurepositionen durch Zahlen angegeben sind. Das
TRPS1-Protein liberspannt 1281 Aminosduren. Es enthélt neun potentielle Zinkfinger-Motive (zf)
(hellblau, griin, grau) und ein potentielles Kernlokalisierungssignal (NLS) (rot). Am C-Terminus
befindet sich eine 119-Aminosédure-grole Doméne, die TRPS1 zur Transkriptionsrepressor-Funktion
beféhigt (dunkelrot).

Die ARKADIA-Fragmente (Abb. 3.1) amplifizierten wir an einem ARKADIA-
FLAG-Plasmid mittels einer 7Tag-Polymerase, womit eine Insertion in einen
sogenannten 7-Cloning-Vektor ermdglicht wird. Zur Amplifikation der TRPSI1-
Fragmente (Abb. 3.2) diente ein humanes Volle-Linge-pcDNA-TRPS1 als Matrize.
Die Primer wurden so entworfen, dass die Fragmente Restriktionsschnittstellen
flankierten (Primer s. Anhang). Die PCRs iiberpriiften wir in Agarose-
Gelelektrophoresen und isolierten die Banden entsprechender Gréfe aus dem Gel
(2.3.4.2). Teilweise wurden die Produkte zusitzlich mittels eines Microcon-
Filtersystems aufgereinigt (2.3.4.1). Die so erhaltenen Amplifikate wurden in einen
T-Cloning-Vektor (p(GEM"-T Easy) ligiert und hiermit kompetente DH5a-Bakterien
transformiert.

Eine Selektion der das Plasmid enthaltenden Bakterien fand durch das im LB-Agar
enthaltene Antibiotikum Ampicillin statt. Die Klone fiir die folgende DNA-
Isolierung (2.3.7) wurden anhand der Blau-Weil3-Selektion ausgewihlt. So erhaltene

Plasmide wurden durch den enzymatischen Verdau mit spezifischen
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Restriktionsendonukleasen in Fragmente gespalten und diese mittels der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die erhaltene plasmiddre DNA wurde sequenziert.
Bestitigte sich eine fehlerfreie PCR und anschlieBende Insertion des jeweiligen
Fragments in den Vektor, erfolgte eine erneute Kultivierung und Plasmid-/DNA-
Isolierung in groferem Mafstab (2.3.8). Auch hier lieBen wir die Plasmide durch
spezifische Restriktionsendonukleasen spalten. Die erhaltene DNA wurde durch die
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Fragmente aus dem Gel isoliert.
Nach einer photometrischen Priifung der DNA-Konzentration inserierten wir die
DNA fiir weiterfilhrende Versuche in die entsprechenden Expressionsvektoren
pGBKT7 (bait) und pGADT7 (prey). Auch hiermit wurden DH5a-Bakterien unter
gleichem Vorgehen transformiert, bis mittels der Midi-Praparation (2.3.8) eine
ausreichende Menge an Plasmid-DNA gewonnen werden konnte. Die Auswahl der
jeweiligen Klone fiir die Midi-Prap wurde wieder nach Gelelektrophorese, Mini-Prép

und Restriktionsverdau mit den spezifischen Enzymen getroffen.
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ARKADIA-Protein TRPS1-Protein

) 4
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Transformation von kompetenten DH5a-Bakterien

8

Uber-Nacht-Kultur der transformierten DH5a-

Bakterien
Mini-Prap
Restriktionsverdau je nach Restriktionsverdau mit
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Agarose-Gelelektrophorese

MIDI

Abb. 3.3 Versuchsablauf Fragmenterstellung

3.1.2 Interaktionsstudien in einem Hefe-Zwei-Hybrid-System

Die in diesem Teil beschriebenen Interaktionsstudien basieren auf dem von Fields
und Song entwickelten Hefe-Zwei-Hybrid-System (Fields und Song, 1989). Es
ermoglicht, Interaktionen von Proteinen mit Hilfe einfacher Klonierungs- und
Transformationstechniken nachzuweisen. Die Grundlage dieses Systems bildet in

unseren Versuchen das GAL4-Protein mit seinen beiden Struktur- bzw.
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Funktionsdomidnen — der DNA-bindenden Domine (DBD) und der
Transkriptionsaktivierungsdomine (AD). Gelangen beide in rdumliche Nihe, sind sie
in der Lage, die Transkription von Reportergenen zu aktivieren. Fiir unsere Versuche
wurde jeweils ein ARKADIA-Fragment durch Insertion in den pGBKT7-Vektor
(bait) mit der DBD und eines der TRPSI-Fragmente durch Insertion in den
pGADT7-Vektor (prey) mit der AD fusioniert. Zusétzlich enthielten die Vektoren die
Selektionsmarker TRP1 (bait) und LEU2 (prey), welche durch eine Kultivierung auf
Selektionsmedien ohne Tryptophan und Leucin (-2-Platten) der Uberpriifung einer

erfolgreichen Transformation dienten.

3.1.2.1 Interaktionsnachweis durch Selektivmedien

Mit den erstellten ARKADIA- und TRPS1-Fusionskonstrukten wurden Hefezellen
mittels einer modifizierten LiAc-Methode (Gietz et al.,1992) (2.5.3) transformiert,
auf -2-Platten ausplattiert und bei einer erfolgreichen Cotransformation die
gewachsenen Kolonien auf Medien ohne Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin (-
4-Platten) selektioniert. Konnten die Hefezellen auch auf diesen Nahrbdden kultiviert
werden, bewies dies die Transkription der Reportergene ADE2 und HIS3 und damit
eine Interaktion der untersuchten Fragmente (2.5.5).

Im ersten Schritt wurden die Hefezellen mit dem TRPS1-Fragment-5-prey-Konstrukt
(F5) und jeweils einem der ARKADIA-Fragment-bait-Konstrukte (Al- bis A7)
cotransformiert. Mit jedem Ansatz kultivierten wir sowohl acht Klone auf -2-Platten
als auch auf -4-Platten.

Bei allen Hefeklonen wurde die Expression der Fusionskonstrukte mittels eines

Westernblots und Anti-DBD- bzw. Anti-AD-Antikorpern (Santa Cruz) iiberpriift.
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Abb. 3.4 Interaktion der ARKADIA-Fragmente mit dem Fragment S von

TRPS1 auf (Nachweis auf Selektivmedien)

Das Wachstumsverhalten der mit den verschiedenen ARKADIA-Fragmenten und F5 von TRPSI
cotransformierten Hefezellen ist durch "—" fiir kein Wachstum, "+" fiir langsames Wachstum und "++"
fiir gutes Wachstum gekennzeichnet. Die potentielle TRPS1-Interaktionsregion in ARKADIA umfasst
die Aminoséuren 240 bis 750. Dieser Bereich wurde auch in Voruntersuchungen mit dem murinen
Trps1-F5-Fragment bestimmt (Hefe-Zwei-Hybrid-Ergebnis) (rot). NLS: Kernlokalisierungssignal

Die mit den Fragmenten A3 und A5 des ARKADIA-Proteins und dem Fragment F5
des TRPS1-Proteins cotransformierten Hefezellen waren alle in der Lage, auf den
Vierfach-Mangel-Medien zu wachsen (Abb. 3.4). Bei den mit den Fragmenten A2
und A4 des ARKADIA-Proteins und dem Fragment F5 des TRPSI-Proteins
transformierten Zellen war ein teilweise verzogertes Wachstum erkennbar. Da die
starksten Interaktionen bei den Fragmenten A3 und A5 zu finden waren und diese
zusammen bis auf die 240 N-terminalen Aminosduren fast das gesamte ARKADIA-
Protein {iiberspannen, wurden weitere Hefetransformationen sowohl mit dem
ARKADIA-Fragment AS als auch mit A6 gemacht (Abb.3.5). Letzteres beinhaltet
nur den N-terminalen Teil des Fragments A3 ohne die RING(Really Interesting New
Gene)finger-Domine und sollte zu einer genaueren Eingrenzung der

Interaktionsregion in ARKADIA fiihren. Dazu wurde in einem zweiten Schritt
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sowohl A5 mit einem der TRPS1-Fragmente F1 bis F10 als auch A6 mit allen
TRPS1-Fragmenten cotransformiert (Abb.3.5).
Auch hier wurde die Expression der Fusionskonstrukte mittels eines Westernblots

verifiziert.

IKAROS-dhnlicher
zf1 zf2 zf3 zf4 2f5zf6 NLS Doppelzinkfinger

e e e erese [Tl il interaktion mit A5

Repressionsdomiane I von ARKADIA

F5 635-1281 [ | e e ++
F6 635-1184 [l -
Fo 65-98 [l -
F10 635-819 [ -
F1 1182 - 1281 [ +4+
IKAROS-ahnlicher
zf zf2  zf3 24 2f52f6 NLS Doppelzinkfinger
\ I | Interaktion mit A6
Repressionsdoméne N von ARKADIA
F5 635-1281 (L[] L RN ++
F6 635-1184 [ = [ j——-->-—oiplf—-] -
F9 635 - 984 IR | B -
F10 635- 819 P — -
F1 1182 - 1281 = ++
[
ARKADIA

Interaktionsregion

Abb. 3.5 Interaktion der TRPS1-Fragmente mit dem Fragment 5 (oben) bzw.
dem Fragment 6 (unten) von ARKADIA (Nachweis auf

Selektivmedien)

Das Wachstumsverhalten der mit den angegebenen Fragmenten cotransformierten Hefezellen ist
durch "-" fiir kein Wachstum, "+" fiir langsames Wachstum und "++" fiir gutes Wachstum
gekennzeichnet. Die potentielle ARKADIA-Interaktionsregion innerhalb des TRPS1-Proteins befindet
sich im Bereich der Aminosduren 1182 bis 1281 und somit innerhalb der Repressionsdoméne
(dunkelrot). zf: Zinkfinger NLS: Kernlokalisierungssignal
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Eine Bindung des Fragments 5 von TRPS1 zeigte sich auch hier mit den ARKADIA-
Fragmenten A5 und A6. Dariiber hinaus interagierte F1 mit beiden ARKADIA-
Fragmenten (A5 und A6)(Abb. 3.5).

F1 und F5 von TRPS1 beinhalten demnach die fiir die Interaktion mit ARKADIA
kritische Region. Beide iiberspannen die 100 C-terminalen Aminoséuren (aa) des
TRPS1-Proteins und damit groBBe Teile der Repressionsdoméne (100 von 119aa) mit
dem IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger.

Die TRPSI1-Bindungsregion(en) in ARKADIA befindet sich im Bereich des
Fragments A4 (aa 240-750).

Diese Ergebnisse zeigten sich bereits in Voruntersuchungen in dem alternativen
LexA-Hefe-Zwei-Hybrid-System: Dort wurde mit einem F5-bait-Konstrukt des
murinen Trpsl eine Embryonale-Maus-cDNA-Beute-Bank (Hollenberg et al., 1995)
auf mogliche Bindepartner analysiert und ein Teil des ARKADIA-Proteins (aa 352-
505 von 990) als Bindepartner ermittelt. Weiterfilhrende Versuche gaben erste
Hinweise darauf, dass die fiir die Interaktion kritische Region innerhalb des TRPS1-

Proteins in der C-terminalen IKAROS-dhnlichen Region lokalisiert ist.

3.1.2.2 Semiquantitative Analyse der Interaktion mittels B-Galaktosidase-
Versuchen (Liquid Assays)
Um die nachgewiesene Interaktion von TRPS1 mit ARKADIA dariiber
hinausgehend zu analysieren, wurde ein weiteres System in Hefen verwendet. Dies
beruht ebenfalls auf dem schon dargestellten Zwei-Hybrid-System, wobei hier das
LACZ-Gen als Reporter verwendet wird. LACZ codiert das Enzym B-Galactosidase,
das sein Substrat ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid) zu einem gelben
Farbstoff umsetzt (2.5.6). Die Expressionsstirke des LACZ-Gens ldsst sich somit
indirekt durch seine Konzentration und damit Aktivitdt photometrisch messen und
steht in diesem System in direktem Zusammenhang mit der Bindeintensitit der

beiden GAL4-AD- und BD-Fusionsproteine.
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Alle Liquid Assays wurden unabhidngig mit mindestens drei Hefeklonen und somit
identischen Fragmentkonfigurationen durchgefiihrt, mit denen die Mangelmedien
beimpft wurden. Die mit dem TRPSI-Fragment F5 und jeweils einem der
ARKADIA-Fragmente (Al bis A6) transformierten Hefen zeigten den stirksten
Farbumschlag und damit die stirkste Interaktion zwischen den Fragmenten A3 und
A5 mit F5 (Abb. 3.6 A). Cotransformationen von sowohl A5 mit einem der TRPS1-
Fragmente F1 bis F5 (Abb. 3.6 B) als auch A6 mit allen TRPS1-Fragmenten (Abb.
3.6. C) wiesen wiederholt die hochste Enzymaktivitidt und damit Bindungsintensitét
zu den Fragmenten F1 und F5 von TRPSI auf.

Séamtliche Versuche bestdtigten somit die Interaktionsergebnisse der Selektion auf

Mangelmedien/-4-Platten.
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Abb. 3.6 1dentifizierung und Eingrenzung der Binderegionen innerhalb des

ARKADIA- und des TRPS1-Proteins (B-Galaktosidase-Assays)

Das Diagramm A zeigt das Bindeverhalten der ARKADIA-Fragmente A1-A7 an das Fragment F5
von TRPSI. In Diagramm B wird das Bindeverhalten der jeweiligen TRPS1-Fragmente zu dem
Fragment AS und in Diagramm C zu dem Fragment A6 von ARKADIA dargestellt. Die Hohe der
Balken zeigt die B-Galaktosidase-Aktivitdt als (semi)-quantitative Analyse der Bindeintensititen.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von mindestens sechs unabhdngigen Experimenten dar.

3.2 Interaktion von TRPS1 und ARKADIA in Siugerzellen

Diese Analysen sollten die im Hefe-System gefundenen Interaktionen unabhingig in
Sdugerzellen  verifizieren.  Hierfiir =~ wurden  erstmalig  Versuche  mit
Expressionskonstrukten, welche die vollstindigen ARKADIA- und TRPSI1-
Proteinsequenzen codieren, durchgefiihrt. Die codierende Sequenz des ARKADIA-
Proteins amplifizierten wir mittels der PCR an einer cDNA-Bibliothek von fetalem
Gehirn (Marathon-ready cDNA human fetal brain, Clontech). Die codierende Region
von TRPS1 wurde an der Matrize pcDNA-TRPS1 generiert. In Agarose-
Gelelektrophoresen iiberpriiften wir die amplifizierte DNA, inserierten sie in den
pGEM®-T Easy-Vektor und transformierten damit kompetente DH5a-Bakterien. Es
schlossen sich DNA-Isolationen und spezifische Restriktionen an. ARKADIA und
auch eine ARKADIA-Mutante (C937A)(3.2.1) ligierten wir mit den vorbereiteten
Vektoren pFLAG-N3, pEGFP-N3 und pcDNA3.0-myc-his (kurz: myc-Plasmid).
TRPSI wurde fiir nachfolgende Versuche in pEGFP-N3 und pFLAG-N3 inseriert.

3.2.1 Coimmunprizipitierung von TRPS1 und ARKADIA

Um zunédchst die Expression von TRPS1, ARKADIA und einer ARKADIA-Mutante
(ARKADIA C937A, s.u.) in Sdugerzellen zu untersuchen, wurden sowohl COS-7-
Zellen als auch HeLa-Zellen mit dem ARKADIA-myc- bzw. ARKADIA C937A-
myc-Plasmid und mit TRPSI-FLAG cotransfiziert. Zur Kontrolle fanden
Transfektionen mit nur jeweils einem der Konstrukte und dem entsprechenden leeren

Plasmid statt. Deren Expression stellten wir im Westernblot (2.7.2) mit spezifischen
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Antikorpern (anti-myc, anti-TRPS1, anti-FLAG) dar. Beide Proteine konnten in den
Lysaten spezifisch transfizierter Zellen nachgewiesen werden, ARKADIA bzw.
deren Mutante bei ungefihr 108 kDa (Abb. 3.7 b Spur 1 und 3, e¢) und TRPS1 bei
circa 165 kDa (Abb. 3.7 a Spur 1 und 2, d).

In der Coimmunprézipitierung untersuchten wir die Interaktion der Fusionsproteine.
Dazu wurden die Zellextrakte mit einer M2-aFlag-Sepharose (,,M2-affinity-gel-
suspension®) inkubiert, gewaschen und die prézipitierten Proteinkomplexe im
Westernblot mit den entsprechenden Antikorpern untersucht (Abb. 3.7 c).

Nur in den COS-7-bzw. HeLa-Zell-Lysaten, die mit dem ARKADIA-myc-Plasmid
und TRPSI1-FLAG cotransfiziert waren, zeigte sich in der Westernblot-Analyse eine
deutlich sichtbare ARKADIA-Bande (Abb. 3.7 ¢ Spur 1, f Spur 1). Dadurch konnte
eine unspezifische Bindung des ARKADIA-Proteins an das FLAG-Oligopeptid oder
an andere Komponenten innerhalb des Systems ausgeschlossen und eine Interaktion
der beiden Wildtyp-Proteine in Sdugetierzellen nachgewiesen werden.

Da das ARKADIA-Protein als Interaktionspartner und RINGfinger-Ubiquitin-Ligase
von u.a. SMAD-7 entdeckt wurde, sollte im Folgenden der Einfluss der Ubiquitin-
Ligase-Funktion von ARKADIA auf die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
TRPSI1 analysiert werden. Dazu wurde eine Ubiquitin-Ligase-defiziente Mutante von
ARKADIA (C937A), bei der die Base Adenin an Stelle 937 durch die Base Cytosin
ersetzt war, mittels in vitro Mutagenese (2.3.2) erstellt (Koinuma et al. 2003; Levy et
al. 2007) und mit TRPS-FLAG cotransfiziert.

In der Coimmunprézipitierung wurden COS-7- und HeLa-Zellextrakte erneut mit
einer M2-oFlag-Sepharose (,,M2-affinity-gel-suspension®) inkubiert und die
prézipitierten Proteinkomplexe mittels des Westernblots untersucht (Abb. 3.7 f).

Die Extrakte aus TRPSI-FLAG- und ARKADIA C937A-cotransfizierten Zellen
zeigten genau wie auch die Lysate mit TRPS1-FLAG und dem Wildtyp-ARKADIA-
Protein ein deutliches ARKADIA-Signal (Abb. 3.7 f Spur 2).
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Abb. 3.7 Westernblot und Coimmunprizipitierung von TRPS1 und ARKADIA

bzw. ARKADIA C937A

Die Expression der TRPS1-FLAG- und ARKADIA-myc-Konstrukte wurde in Zellextrakten
transfizierter HeLa-Zellen mittels Westernblot-Analysen {iiberpriift. (a) Das TRPS1-FLAG-Protein
wurde durch einen Anti-FLAG-Antikorper sowohl in ARKADIA-myc- (Spur 1) als auch mit leeren
myc-Plasmid-cotransfizierten Zellen (Spur 2) detektiert. (b) Das ARKADIA-myc-Fusionsprotein
konnte durch einen Anti-myc-Antikdrper in TRPS1-FLAG- (Spur 1) und pFLAG-(Spur 3)
cotransfizierten Zellen nachgewiesen werden. (¢) Durch eine M2-aFlag-Matrix und einen Anti-myc-
Antikorper konnte ARKADIA-myc in den TRPS1-Prézipitaten der spezifisch mit ARKADIA-myc
und TRPS1-FLAG cotransfizierten Zellen nachgewiesen werden (Spur 1). Eine unspezifische
Interaktion des ARKADIA-myc- Fusionsproteins oder eine unspezifische Detektion durch die
verwendeten Antikorper konnte durch Kontrollexperimente mit dem jeweils leeren pmyc- oder
pFLAG—Plasmid ausgeschlossen werden (Spuren 2 + 3). (d) TRPS1-FLAG wurde sowohl in
ARKADIA-myc- (Spur 1) als auch ARKADIA C936A-myc-(Spur 2) cotransfizierten Zellen durch
einen Anti-FLAG-Antikorper detektiert. (e) Die Expression von ARKADIA-myc (Spur 1) und
ARKADIA C937A-myc (Spur 2) konnte in TRPS1-FLAG-cotransfizierten Zellen mit einem Anti-
myc-Antikorper gezeigt werden. (f) Sowohl das Wildtyp-ARKADIA- als auch das mutierte
ARKADIA-Protein C936A konnten in den TRPS1-Prézipitaten nachgewiesen werden.

3.2.2 Intrazellulidre Verteilung von TRPS1 und ARKADIA

Die intrazellulire Lokalisierung der durch Immunfluoreszenz —markierten
ARKADIA- und TRPSI1- Proteine wurde durch confokale Laserscanning-
Mikroskopie analysiert. Dazu wurden COS-7-, HEK293- und HeLa-Zellen mit
TRPS1-GFP und ARKADIA-FLAG bzw. ARKADIA C937A-FLAG cotransfiziert.
Das TRPS1-GFP-Protein fluoresziert griin. Die FLAG-Konstrukte wurden indirekt
durch einen Maus-Anti-FLAG-Antikorper und einen Rhodamin-gekoppelten Anti-
Maus-Antikorper rot dargestellt. DAPI farbt die Zellkern-DNA blau (2.6.7).

Nur mit einem TRPS1-GFP-Konstrukt transfizierte Zellen zeigten das TRPS1-GFP-
Protein homogen im Nukleus verteilt.

Dagegen konnten das ARKADIA-FLAG-Protein und auch die ARKADIA-Mutante
sowohl im Kern als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden.

Cotransfizierten wir Zellen mit ARKADIA und TRPSI, zeigten sich die gleichen
Verteilungen beider Proteine wie bei den einzeln bzw. nur mit einem Konstrukt
transfizierten Zellen, so dass eine Colokalisation beider Proteine - durch
Uberlagerung der griinen GFP- und der roten FLAG-Signale als weiB3-gelbe Farbe -
ausschlieBlich im Zellkern zu finden war (Abb. 3.8 ¢ und f).
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Abb. 3.8 Intrazelluliare Lokalisation von TRPS1 und ARKADIA bzw.

ARKADIA C937A in transfizierten HeLa-Zellen

COS-7-Zellen wurden mit dem TRPS1-GFP- und dem ARKADIA-FLAG- bzw. ARKADIA C937A-
FLAG- Konstrukt transfiziert. Das TRPS1-GFP-Genprodukt fluoresziert griin und die ARKADIA-
/ARKADIA C937A-FLAG-Proteine wurden durch die Verwendung eines Maus-Anti-FLAG-
Antikorpers und eines Rhodamin-gekoppelten Anti-Maus-Antikorpers rot dargestellt. DAPI farbt die
Zellkerne blau. TRPS1-GFP ist in ARKADIA-FLAG- und ARKADIA C937A-FLAG-
cotransfizierten Zellen ausschlieBlich im Kern nachweisbar (a und d). ARKADIA-FLAG ist sowohl
im Nukleus als auch im Zytoplasma sichtbar (b). ARKADIA C937A-FLAG findet sich hpts. im
Zellkern (e). Beide Proteine colokalisieren im Nukleus (c und f).

In weiteren Experimenten sollte die Relevanz der Ubiquitin-Ligasefunktion von
ARKADIA fiir die Interaktion mit TRPS1 untersucht werden. Denn es wurde bereits
gezeigt, dass ARKADIA u.a. SMAD?7 ubiquitiniert, was zu einer Degradation durch
das Proteasom fiihrt. Dies ldsst sich indirekt in Colokalisierungsstudien von SMAD7
und ARKADIA nach Inhibition der Proteasomenkomplexe durch Lactacystin
darstellen (Koinuma et al. 2003). Um auch den Effekt von ARKADIA auf TRPSI1
unter diesen Bedingungen beobachten zu konnen, wurden entsprechend transfizierte
Zellen mit Lactacystin behandelt (2.6.7). Dies filihrte zu einer dramatischen
Umverteilung der Proteine: Die mit TRPS1 und dem WT-ARKADIA
cotransfizierten Zellen zeigten nun eine starke zytoplasmatische Anreicherung von
TRPS1-GFP, wie man an der griinen Fluoreszenz auf Abb. 3.9 a, aber auch an der
gelben Farbe als Uberlagerung der griinen und roten Signale erkennt (Abb. 3.9 ¢).
Durch Cotransfektionen mit der E3-defizienten Mutante von ARKADIA (C937A)
(3.2.1) sollte untersucht werden, ob die Ubiquitinierungsfunktion fiir diese
zytoplasmatische Anreicherung von TRPS1 bei chemischer Inhibition des
Proteasoms durch Lactacystin verantwortlich ist. Tatsdchlich konnte unter diesen
Bedingungen in keiner Zelle die zuvor gezeigte Anreicherung des TRPSI-Proteins
im Zytoplasma detektiert werden (Abb. 3.9 d), obwohl die Interaktionsfdhigkeit von
ARKADIA C937A und TRPS1 durch diese Mutation nachweislich nicht
beeintrachtigt wurde (3.2.1).
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Abb. 3.9 Intrazellulire Lokalisation von TRPS1 und ARKADIA bzw.
ARKADIA C937A unter Inhibierung der Proteasomen

Die Abbildungen a-f zeigen Versuche, in denen die Proteasomenkomplexe mittels Lactacystin
inhibiert wurden. Unter diesen Bedingungen fand in den TRPS1-GFP- und den ARKADIA-FLAG-
cotransfizierten Zellen eine signifikante Umverteilung des TRPS1-GFP-Proteins statt. TRPS1 ist nun
vor allem im Zytoplasma sichtbar (a). Beide Proteine colokalisieren im Zytoplasma (c). In ARKADIA
C937A-FLAG- und TRPS1-GFP-cotransfizierten Zellen kann TRPS1-GFP ausschlieBlich im Nukleus
nachgewiesen werden (d).

3.2.3 ARKADIA vermindert die Transkriptionsrepression von

TRPS1

Das TRPSI1-Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der liber seinen GATA-Zinkfinger
an die GATA-Konsensussequenz bindet und die GATA-abhingige Aktivierung
reprimiert (Malik et al., 2001). Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss die
Interaktion mit der Ubiquitin-Ligase ARKADIA bzw. deren Mutante ARKADIA
C937A auf diese Funktion von TRPS1 hat. Dazu wurden nach dem etablierten Assay
von Malik (2001) HEK293-, COS-7- und HeLa-Zellen mit aD3-Reporter-, GATA4-,
ARKADIA- bzw. ARKADIA C937A- und TRPS1-Plasmid in unterschiedlichen
Kombinationen transfiziert (2.6.6). Das aD3-Reporter-Konstrukt enthdlt das
Luciferase-Gen unter der Kontrolle von acht AGATAA-Elementen. Als
Referenzwert definierten wir die Luciferase-Aktivitdt der Zellen, die mit dem aD3-
Reporter-Konstrukt und dem GATA4-Transkriptionsfaktor transfiziert wurden (Abb.
3.10 A, B, C, Séule 1).

Unter der Expression von TRPSI1 reduzierte sich die Luciferase-Aktivitdt auf 19-
30% des Ausgangswerts (Abb. 3.10 A, B, C, Sdule 2). Wurden die Zellen auflerdem
mit ARKADIA transfiziert, konnte die durch TRPS1 vermittelte Repression stark
abgeschwicht werden: Die GATA-vermittelte Transkription erreichte 83-87% ihres
Ausgangswerts (Abb. 3.10 A, Séule 5; B, C, Sédule 3). Dieser Effekt stand in direkter
Beziehung zu der Konzentration an eingesetztem ARKADIA-Protein (Abb. 3.10 A,
Sédule 3, 4, 5). Dagegen zeigte die E3-Ligase-defiziente ARKADIA-Mutante C937A
keinen signifikanten Effekt auf die reprimierende Wirkung von TRPS1 (Abb. 3.10 A,
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Sdule 6; B, C, Siule 4). In Kontrollexperimenten konnte ein direkter Einfluss von
ARKADIA auf die GATA-vermittelte Transkription ausgeschlossen werden (3.10 A,
Saule 7 und 8).
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Abb. 3.10 Verinderung der Bindung von TRPS1 an die GATA

Konsensussequenz durch ARKADIA

HEK293 (A) -, COS-7 (B) - und HeLa (C) -Zellen wurden mit dem GATA-abhédngigen Luciferase-
Reporter-Plasmid aD3 und dem GATA4-Transkriptionsfaktor transfiziert. Die so ermittelte
Luciferase-Aktivitidt wurde als 100% definiert (A, B, C, Séule 1). TRPSI1 reduzierte diese Aktivitdt
(A, B, C, Sdule 2). Die durch TRPSI vermittelte Repression konnte durch ARKADIA
konzentrationsabhingig (A, Saule 3, 4, 5) reduziert werden (B, C, Sdule 3). Unter der Expression von
ARKADIA C937A wurde dieser Effekt nicht beobachtet (A, Sdule 6; B, C, Sdule 4). ARKADIA
alleine war nicht in der Lage, die GATA-abhéngige Transkription signifikant zu verdndern (A, Séule 7
und 8).
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4 Diskussion

Patienten mit Trichorhinophalangealem Syndrom (TRPS) zeigen u. a. spezifische
Verdnderungen an Haut, Haaren, Knorpel und Knochen. Das TRP-Syndrom wird
durch Mutationen im 7RPSI-Gen verursacht. Dieses Gen codiert filir einen
Transkriptionsfaktor (TF), dessen Zielgene noch grofBtenteils unbekannt sind. Seine
Funktion in einem komplexen Regulationssystem der Genexpression wird durch
Interaktionen mit unterschiedlichen Proteinen und posttransskriptionelle
Modifikationen reguliert und nur langsam verstanden. Bisher konnten einige dieser
Mechanismen fiir TRPS1 aufgedeckt werden. Die bisher bekannten TRPSI1-
Bindepartner wurden wu. a. durch ein Hefe-Zwei-Hybrid-System oder
Immunoprézipitationen von TRPSI1-Proteinkomplexen identifiziert. Zu ihnen
gehoren das Leichte Dynein Seitenkette-Protein 8 (LC8a) (Kaiser et al., 2003a), die
Ubiquitin-E3-Ligase RING-Finger-Protein 4 (Kaiser et al., 2003b), das Ubiquitin-
Konjugationsenzym 9 (Kaiser et al., 2007) und das Kriippel Zinkfinger-Protein Gli3
(Wiilling et al., 2009).

4.1 TRPSI1 interagiert mit ARKADIA

4.1.1 ARKADIA
ARKADIA ist ein nahezu ubiquitdr exprimiertes (Koinuma et al. 2003) 989

Aminosduren-groes Protein. N-terminal enthdlt ARKADIA zwei vorhergesagte
Kernlokalisierungssignale (Koinuma et al., 2003), C-terminal besitzt es ein weiteres
putatives Kernlokalisierungssignal, eine konservierte Domidne und eine
charakteristische RING-Domine (Mavrakis, et al., 2003; Nagano et al., 2007). Sie
verleiht ARKADIA E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt (Koinuma et al., 2003; Mavrakis
et al., 2007; Chasapis et al., 2010).
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ARKADIA vermittelt intrazellulir die Signale von Mitgliedern der TGF-B-
Superfamilie wie NODAL, BMP und TGF-B, einer Gruppe multifunktionaler
strukturell verwandter Zellregulationsproteine. Diese spielen eine fundamentale
Rolle bei grundlegenden Prozessen wie der Regulation der Entwicklung, der
Homdostase und des Immunsystems (Herpin et al., 2004). ARKADIA verstérkt ihre
Signal- bzw. Transkriptionsaktivitit. Diese Funktion ermdglicht es ARKADIA, im
Zusammenhang mit NODAL wund dessen Signalwegen die Bildung des
Mesendoderms und des ,,Hensenschen Knotens* im Embryo zu induzieren und ist
notwendig, um die vorderen embryonalen Strukturen auszubilden (Episkopou et al.,
2001; Niederldnder et al., 2001; Patten und Placzek, 2001; Koinuma et al., 2003;
Schier et al., 2003; Mavrakis et al., 2007). TGF-B kontrolliert die Proliferation und
Differenzierung vieler Zelltypen sowohl in der Embryogenese als auch in reifen
Geweben (Koinuma et al., 2011). Als intrazelluldrer Modulator des TGF-B-Signals
spielt ARKADIA somit u. a. eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Malignomen (Kleef et al., 1999; Shinagawa et al., 2000 und 2001; Imoto et al., 2001;
Reed et al., 2001; Zhang et al., 2003; Buess et al., 2004; Fukuchi et al., 2004; Levy et
al., 2007) und der Entwicklung der Organfibrose. Letzteres konnte am Herzen
(Cunnington et al., 2009; Yuzawa et al, 2009) an der VHF-induzierten
Vorhoffibrose (He et al., 2011), der renalen Fibrose (Liu und Li, 2006; Liu et al.,
2006 und 2007; Gai et al., 2010) und der Sklerodermie (Dong et al., 2002) gezeigt

werden.

4.1.1.1 Interaktionspartner von ARKADIA

Die Rolle von ARKADIA in der Signaltransduktion der TGF-B-Superfamilie wurde
besonders am TGF-B-Signalweg untersucht, welcher sich durch eine grofle Anzahl
verschiedener Signalmolekiile und Kontrollelemente auszeichnet. Um die genaue
Funktion von ARKADIA in dieser komplexen Signalkaskade zu verstehen, wurde
die funktionelle Relevanz der Interaktionen u.a. mit den Transkriptionsfaktoren R-

SMAD 2 und 3, den I-SMADs 6 und 7 und den nukledren Corepressoren SNON und
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c-SKI untersucht (Koinuma et al., 2003; Liu und Li, 2006; Choi et al., 2007; Levy et
al., 2007; Nagano et al., 2007; Inoue und Imamura 2008). Dabei konnte gezeigt
werden, dass ARKADIA mittels seiner E3-Ubiquitin-Ligase-Funktion eine
Polyubiquitinierung sédmtlicher Interaktionspartner initiiert und diese fiir eine

Degradation tiber die Proteasomenkomplexe markiert.

4.1.2 TRPS1 und ARKADIA interagieren in Hefen wund
Sdugerzellen
Die Interaktion von TRPS1 und ARKADIA wurde zundchst in einem Hefe-Zwei-
Hybrid-System mit einem murinen Trpsl-Konstrukt als ,, Koder entdeckt. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden zur Verifizierung ausschlieBlich die humanen
Orthologe TRPS1 und ARKADIA verwendet. Die Binderegionen innerhalb beider
Proteine spezifizierten wir durch Interaktionsstudien mit Fragmenten, welche
Teilbereiche definierter Grofe beider Proteine codierten. Innerhalb von TRPSI
grenzten wir die Interaktionsregion auf die 100 C-terminalen Aminoséduren (aa), die
grofle Teile der Repressionsdomédne mit dem IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger
enthalten, ein. Innerhalb dieses Bereiches konnten auch die Interaktionen mit LC8a
(Kaiser et al., 2003a), UBC9 (Kaiser et al., 2007) und der SUMO-E3-Ligase
TOPORS (unverdffentlichte Daten) lokalisiert werden. Es verwundert nicht, dass in
dieser funktionellen Proteindomidne bevorzugt Bindungen zu anderen Proteinen
stattfinden, da Zinkfinger allgemein und die zwei C2H2-Zinkfinger in IKAROS
speziell flir Protein-Protein-Interaktionen innerhalb der IKAROS-Familie bekannt
sind. Die hohe Selektivitit und Spezifitdt wird durch eine Dimerisierungsdoméne
vermittelt, die auch TRPS1 in seinem IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger enthilt
und die Homodimerisierungen mit Mitgliedern der IKAROS-Familie — wie
AIOLOS, PEGASUS, EOS und HELIOS - ermdglicht (Perdomo und Crossley,
2002; Mc Carty et al.,, 2003). Dariiber hinaus sind IKAROS-Zinkfinger in die
Sequenz-spezifische DNA-Bindung involviert (Perdomo und Crossley, 2002). Uber

Interaktionen in diesem Bereich bieten sich daher vermutlich vielseitige
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Regulationsmdglichkeiten. Weitere Hinweise darauf geben die Verdnderungen der
Repressoraktivitidt durch eine SUMOylierung innerhalb dieser Region, welche im
weiteren Verlauf der Diskussion erdrtert wird.

ARKADIA bindet iiber die Aminosduren 240-750 an TRPS1. Da jedoch die
Abschnitte aa 240-500 und aa 501-750 auch getrennt Interaktionen zeigen, sind zwei
an einander angrenzende Bindeabschnitte wahrscheinlich (3.1.2.1). Eben diese(n)
Bereich(e) identifizierte auch Koinuma fiir die Bindung mit SMAD7 (Koinuma et al.,
2003). Er verwendete dhnliche Fragmente wie wir. Nagano dagegen machte
Interaktionsstudien mit anderen Fragmenten und erhielt andere Ergebnisse fiir die
Interaktion von ARKADIA mit SMAD7 (aa 1-291 und 772-936) (Nagano et al.,
2007). Weitere Interaktionen mit diesem Abschnitt von ARKADIA (aa 240-500 und
aa 501-750) zeigen sich auch zu AXIN (aa 241-404), einem Gerlistprotein, das zur
Bindung mit SMAD7 benétigt wird (Liu et al., 2006). Mit SnoN und c-SKI bindet
ARKADIA im Bereich der Aminosduren 772-936 (Nagano et al., 2007). Alle diese
Bereiche enthalten nicht den fiir die Ubiquitin-Ligase-Funktion entscheidenden
RINGfinger (aa 937-977), obwohl auch RINGfinger als Protein-Protein-
Interaktionsdoménen bekannt sind. Auch fiir TRPS1 konnte eine direkte Interaktion
mit dem RINGfinger von ARKADIA ausgeschlossen werden. Lediglich fiir
Interaktionen mit SMAD 2 und 3 wurden die 100 C-terminalen Aminoséuren
(Mavrakis et al.,, 2007), die den RINGfinger enthalten, bestimmt. Da jedoch
zahlreiche bekannte RINGfinger-Proteine E3-Ligase-Funktion zeigen (Lorick et
al.,1999) und auch ARKADIA SMAD7, SNON und C-SKI ubiquitiniert, ohne dass
eine Interaktion im RINGfinger-Bereich stattfindet, wurde die Relevanz der
Ubiquitin-Ligase-Funktion fiir die Interaktion von ARKADIA mit TRPS1 genauer
untersucht. Hierzu mutierten wir nur eine einzige - fir die Funktion jedoch
essentielle - Aminosédure (aa 937) und hoben die E3-Ligase-Aktivitit auf (Koinuma
et al.,, 2003; Levy et al., 2003; Chasapis et al., 2010). Diese geringfiigige
Verdnderung sollte die Struktur des ARKADIA-Proteins nach Maoglichkeit

weitestgehend erhalten. Dann analysierten wir die Interaktion von TRPS1 mit eben
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dieser E3-defizienten Mutante (C937A) und dem Wildtyp-ARKADIA in
verschiedenen Séugerzellen. In allen getesteten Zelllinien konnte ein Einfluss der E3-
Ligase-Aktivitit von ARKADIA auf die Interaktion mit TRPS1 ausgeschlossen
werden. Des Weiteren deutet der immunchemische Nachweis dieser Protein-Protein-
Interaktion in unterschiedlichen Zelllinien (HEK294, HeLLa, COS-7) darauf hin, dass
fiir diese Interaktion keine hoch zellspezifischen Co-Faktoren erforderlich sind. Dies
wiederum konnte ein Hinweis auf einen allgemeingiiltigen Mechanismus sein, der
auf eine Zell- bzw. Gewebetyp-unabhingige Interaktion dieser beiden nahezu

ubiquitdr exprimierten Proteine hindeutet.

4.2 Ubiquitinierung

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen mit dem Polypeptid Ubiquitin ist
in unzdhlige zelluldre Prozesse einbezogen. So spielt sie eine wichtige Rolle in der
Zellzyklus-Progression, DNA-Reparatur, Transkriptionsregulation, Apoptose,
Proliferation, Differenzierung, Signaltransduktion, der Endozytose u. a. von
Rezeptoren, Protein-Transport und -Lokalisation, proteasomalem und lysosomalem
Abbau sowie der Inflammation, Antigen-Prozessierung und Stressantwort (Hershko
und Ciechanover, 1998; Weissmann, Allan M., 2001; Muratani und Tansey, 2003;
Haglund und Dikic, 2005; Hecker und Dikic, 2006). Die Spezifitét ist zum Einen in
der Vielzahl der E1-3-Enzyme (s. 1.4.3), die die Ubiquitinierung vermitteln, zum
anderen in der Art der Modifikation angelegt. So konnen Proteine an einem oder
mehreren Lysinresten kovalent an (das Glycin 76 von) Ubiquitin gebunden und
mono-, oligo oder polyubiquitiniert werden (Hershko et al., 1998; Haglund et al.,
2003a und b; Haglund und Dikic, 2005). ,,Ubiquitinketten* entstehen, indem
Ubiquitin-Molekiile an Lysin 48 oder 63 von bereits gebundenem Ubiquitin
angehingt werden. Lysin 48-gebundene ,,Polyubiquitinierungsketten* — mit vier oder
mehr Ubiquitin-Molekiilen — fiihren zur Erkennung und Degradation durch 26S-
Proteasomen. Alle von ARKADIA bekannten Bindepartner wie SMAD7, ¢-SKI oder
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SNON werden auf diese Weise polyubiquitiniert und zeigen einen dadurch
vermittelten proteasomalen Abbau. Hierdurch ist ARKADIA in der Lage, den TGF-
B-Signalweg zu modulieren und bestitigt damit die Wichtigkeit dieses Prozesses in
der Regulation der Transkription spezifischer Zielgene. Ob dieser Prozess auch fiir
die Regulation von TRPSI von Bedeutung ist, sollte indirekt an der intrazelludren
Lokalisation der Proteine in Immunfluoreszenzstudien in Sdugerzellen untersucht
werden. Dafiir analysierten wir sowohl die Lokalisierung der einzeln als auch mit
TRPS1 und ARKADIA bzw. der E3-defizienten ARKADIA-Mutante (ARKADIA
C937A) cotransfizierten Zellen (3.2.2). Der Transkriptionsfaktor TRPS1 zeigte sich -
wie bereits in der Literatur beschrieben (Malik et al., 2001; Kaiser et al., 2003) - als
ein ausschlieBlich nukleédr lokalisiertes Protein, dessen intrazelluldre Verteilung
unabhingig von der (Uber-)Expression von ARKADIA oder der C937A-Mutante
war. ARKADIA verteilte sich sowohl mit als auch ohne TRPS1 in der ganzen Zelle
(Koinuma et al., 2003; Liu et al., 2006), was auch durch die Mutation C937A nicht
beeinflusst wurde. In friiheren Studien konnte eine Abhdngigkeit der intrazelluldren
Verteilung von ARKADIA durch die Anwesenheit des Axin-Proteins und das TGF-
B-Signal beschrieben werden (Liu et al., 2006). Hier beobachteten wir eine
Colokalisation beider Proteine im Zellkern. Untersuchungen zur Lokalisation und
Interaktion von ARKADIA mit SMAD7 zeigten die gleiche Verteilung der Proteine
wie TRPS1 und ARKADIA (Koinuma et al., 2003; Liu et al., 2006).

Um eine mogliche Verdnderung der intrazelluldren Verteilung von TRPS1, die durch
eine ARKADIA-vermittelte Polyubiquitinierung von TRPS1 hervorgerufen wird,
beobachten zu konnen, behandelten wir in weiteren Experimenten die
cotransfizierten Zellen mit Lactacystin. Lactacystin inhibiert die fiir den Abbau
polyubiquitinierter Proteine zustindigen Proteasomen, so dass es zu einer
Akkumulation dieser mit Ubiquitin markierten Proteine im Bereich der
Proteasomenkomplexe kommt.

Unter diesen Bedingungen lieB sich eine Anreicherung und — moglicherweise nur

scheinbare - Umverteilung von TRPS1 (und auch ARKADIA) ins Zytoplasma
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beobachten, was dem Verteilungsmuster der Proteasomenkomplexe entspricht. Eine
geringe Menge des TRPSI-Proteins zeigte sich wie auch ohne Lactacystin-
Behandlung weiterhin im Zellkern. Dieses Verhalten von TRPSI1 ist nur nach der
Cotransfektion mit dem ubiquitinierungsfahigen ARKADIA und nicht der E3-
defizienten Mutante zu beobachten und gleicht der ARKADIA-abhidngigen
intrazelluldren Verteilung von SMAD?7 (Koinuma et al., 2003). Dies ldsst vermuten,
dass TRPS1 nicht nur wie in der Coimmunprézipitierung bewiesen mit ARKADIA
interagiert und sich deshalb im Zellplasma anhéuft, sondern dass es - wie auch
SMAD7 - von der E3-Ligase polyubiquitiniert wird, aber durch die Inhibierung der
Proteasomen nicht abgebaut werden kann. Da ohne Zugabe von Lactacystin kein
zytoplasmatisches TRPS1 nachweisbar war, ist davon auszugehen, dass der Abbau
des TRPSI-Proteins an den zytoplasmatischen Proteasomenkomplexen sehr rasch,
vielleicht sogar unmittelbar nach der Synthese an den Ribosomomen erfolgt.
Wabhrscheinlich wird im Zytoplasma synthetisiertes TRPS1 bei der Uberexpression
von ARKADIA zum groBen Teil direkt dort ubiquitiniert und - ohne
Proteasomeninhibition - degradiert und nur ein kleinerer nicht ,,abgefangener* Anteil
an TRPS1-Protein gelangt in den Kern. Diese Hypothese wird gestérkt durch unsere
Schwierigkeiten, groBBere Mengen des TRPS1-Proteins unter Cotransfektion mit dem
ubiquitinierungsfahigen ARKADIA im Westernblot nachzuweisen. Mit der E3-
defizienten Mutante gelang dies dagegen problemlos.

Ein geringer Teil des TRPSI1-Proteins ist allerdings auch bei der chemischen
Inhibition der Proteasomen im Zellkern nachweisbar. Somit wire aufgrund der
dortigen Colokalisation auch eine durch ARKADIA-vermittelte Ubiquitinierung von
TRPS1 im Zellkern moglich, auf die ein ,,Auswirtstransport (Nuclear-Export)
erfolgt. Dagegen spricht jedoch die nur verstirkte zytoplasmatische nicht aber
nukledre Anreicherung von TRPS1 nach der Inhibierung der Proteasomen. Dieses
Verhalten wurde bei der ARKADIA-vermittelten nukledren Ubiquitinierung von
SNON beobachtet (Levy et al., 2007).
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Kontrollexperimente mit der E3-Ligase-defizienten ARKADIA-Mutante fiihrten
unter Proteasomeninhibition nicht zu einer zytoplasmatische Akkumulation von
TRPS1, so dass die Polyubiquitierung durch ein anderes endogenes E3-Enzym
ausgeschlossen werden konnte.

Es wird angenommen, dass eine ARKADIA-vermittelte Ubiquitinierung durch
verschiedene Cofaktoren (wie SMAD 2/3)(Levy et al., 2007), Gerlistproteine (wie
Axin oder RB1CCI1)(Liu et al., 2006; Koinuma et al., 2011), extrazelluldre Signale
(wie TGF-B)(Liu et al., 2006), bestimmte Konzentrationen (Mavrakis et al., 2007)
oder den Zellzyklus (Palmer et al., 1994) beeinflusst und determiniert wird.

4.2.1 ARKADIA inhibiert die TRPS1-vermittelte Repression
In seiner Funktion als Ubiquitin-E3-Ligase reguliert ARKADIA den Abbau

verschiedener Transkriptionsfaktoren und somit indirekt die Expression zahlreicher
Zielgene. So fiihrt der ARKADIA-vermittelte proteasomale Abbau von SMAD 2, 3
und 7 sowie SNON und c-SKI zu einem Anstieg der Transkription spezifischer
Ziegene der TGF-B-Signalkaskade (He et al., 2003; Koinuma et al., 2003; Liu und
Li, 2006; Choi et al., 2007; Levy et al., 2007; Nagano et al., 2007; Inoue und
Imamura 2008; Cunnington et al., 2009; Guzman-Ayala et al., 2009; Li et al., 2009).
Dariiber hinaus reguliert die ARKADIA-vermittelte Ubiquitinierung des Clathrin-
Adapterprotein-2p (Mizutani et al.,, 2010; Koinuma et al.,, 2011; Miyazono und
Koinuma, 2011) den EGFR-Signalweg und damit die Transkription bestimmter
EGFR-Zielgene, wie CyclinDI (Lin et al., 2001), iNOS (Lo et al., 2005a), B-MYB
(Hanada et al., 2006), AuroraA (Hung et al., 2008) und COX-2 (Lo et al., 2010).
Sowohl die in dieser Arbeit untersuchte Interaktion von TRPS1 mit ARKADIA als
auch die sich anschlieenden Experimente zur ARKADIA-abhédngigen Anreicherung
von TRPS1 an den Proteasomenkomplexen legten eine Polyubiquitinierung von
TRPS1 durch ARKADIA nahe.

In sich anschlieBenden funktionellen Analysen sollte untersucht werden, ob auch die

Aktivitdit von TRPS1 als Transkriptionsfaktor durch ARKADIA reguliert bzw.
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moduliert werden kann. Hierzu analysierten wir in Luciferase-Reporter-Versuchen
die reprimierende Wirkung von TRPS1 in der GATA-abhéngigen Transkription.
ARKADIA zeigte dabei einen konzentrationsabhéngigen inhibierenden Effekt auf
die TRPS1-vermittelte Repression. Um zu priifen, ob diese Wirkung nicht nur auf
(allo-)sterische Effekte durch die Interaktion zuriickzufiihren ist, wurden die gleichen
Experimente mit der zwar interaktionsfahigen jedoch nicht ubiquitinierungsfdhigen
ARKADIA-Mutante C937A durchgefiihrt. Hier zeigte sich kein Einfluss auf die
Funktion von TRPSI1 als Transkriptionsfaktor. Dadurch konnte nachgewiesen
werden, dass die inhibierende Wirkung auch hier von der E3-Ligasefunktion
abhiangt. FEin direkter Einfluss von ARKADIA auf die GATA-abhingige
Transkription in diesem Reportergen-System konnte durch Kontrollexperimente

ohne TRPS1 ausgeschlossen werden.

4.2.2 Bedeutung der posttranslationalen Modifikation von TRPS1

In der hier vorliegenden Arbeit konnte mit ARKADIA ein weiterer
Interaktionspartner von TRPS1 identifiziert werden, welcher iiber eine mdogliche
Ubiquitinierung und somit posttranslationale Modifikation die Aktivitdt von TRPS1
als Transkriptionsfaktor reguliert. Leider war es uns nicht moglich, die
Ubiquitinierung von TRPS1 durch ARKADIA direkt nachzuweisen: Vielfaltige
Versuchsansitze zur Coimmunprézipitierung von TRPS1 mit ARKADIA und einer
Analyse der gewonnen TRPSI-Prizipitate mit einem Ubiquitin-Antikdrper
misslungen. Der schnelle Abbau des durch ARKADIA ubiquitinierten TRPS1 bei der
Uberexpression von ARKADIA ist eine mdgliche Erklirung. Denkbar ist auch, dass
nur ein geringer Teil von TRPSI in Versuchen mit den endogenen TRPSI- und
ARKADIA-Proteinen mit Ubiquitin modifiziert wird. Versuche unter zusétzlichem
Einsatz von Lactacystin schlugen fehl, da die Prazipitierung im Gegensatz zu den
Colokalisierungsexperimenten grofle Zellzahlen erforderte. Die Zellen waren jedoch
nach der Zugabe des chemischen Proteasomen-Inhibitors in groleren Volumina nicht

kultivierbar. Auch Experimente von akkumulierten kleineren Ansétzen der Zellen fiir
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die Immunprézipitierung waren nicht erfolgreich, da wahrscheinlich auch hier die
Gesamtproteinmenge nicht ausreichte.

Allerdings deuten alle unsere Experimente eindeutig auf die ARKADIA-vermittelte
Polyubiquitinierung von TRPS1 als funktionellen Mechanismus hin: Denn sowohl
die Hemmung der Transkriptionsrepression von TRPS1 als auch die Translokation
und Akkumulation am Proteasom nach Lactacystin-Zugabe lieBen sich nur durch ein
ubiquitinierungsfiahiges Wildtyp-ARKADIA-Protein hervorrufen. Dariiber hinaus
war TRPS1 ausschlieBlich bei Uberexpression des Wildtyp-ARKADIA schwer

mittels immunchemischer Verfahren (Westernblot) nachweisbar.
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20S core

26S proteasome

Abb. 4.1 Modell der ARKADIA-vermittelten Polyubiquitinierung von TRPS1

ARKADIA interagiert mit TRPS1, nachdem es durch spezifische Aktivierungs (E1)- und
Konjugierungsenzyme (E2) ,vorbereitet“ wurde, und induziert als E3-Ubiquitinligase die
Polyubiquitinierung von TRPS1. Das polyubiquitinierte TRPS1 wird durch das Proteasom erkannt
und degradiert (nach Kostova und Wolf, 2003).
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Neben ARKADIA wurde mit RNF4 bereits 2003 ein RINGfinger-Protein mit
Ubiquitin-Ligase-Funktion als TRPS1-Bindepartner beschrieben (Kaiser et al.,
2003b). Auch RNF4 verringerte die Funktion von TRPS1 als Transkriptionsfaktor.
Allerdings war die E3-Ligase-Funktion von RNF4 zu diesem Zeitpunkt noch nicht
bekannt, so dass die RNF4-vermittelten Ubiquitinierung von TRPS1 bis heute nicht
untersucht worden ist. Im Gegensatz zu wunseren Expressions- und
Interaktionsstudien hatte die RNF4-Expression jedoch keinen FEinfluss auf den
Nachweis des TRPS1-Proteins im Westernblot und somit die Stabilitdt von TRPSI.
Dies konnte durch die verschiedenen mdglichen Arten der Ubiquitinierung - wie die
singuldre oder multiple Mono-, die Oligo- und Polyubiquitinierung - begriindet sein:
So kann die Monoubiquitinierung zu einer Konformations- und Aktivititsdnderung
ithrer Substrate - insbesondere der von Transkriptionsfaktoren — fithren (Haglund und
Dikic, 2005) und damit die inhibierende Wirkung von RNF4 auf die Funktion von
TRPSI1 als TF erkléren.

Die verschiedenen Formen der Ubiquitinierung mit ihren ganz unterschiedlichen
funktionellen Konsequenzen geben einen FEindruck von der Komplexitit
posttranslationaler Modifikationen. Hinzu tritt noch der Ubiquitin-dhnliche
Mechanismus der SUMOylierung. Wie bei der Ubiquitinierung werden Lysine -
meist innerhalb einer bestimmten SUMO-Zielsequenz — mit SUMO (small ubiquitin-
related modifier) modifiziert und konkurrieren dadurch oftmals um die selben
Akzeptorstellen zur Ubiquitinierung. Die SUMOylierung beeinflusst ebenfalls auf
viele Arten u. a. die zelluldre Lokalisation und Aktivitdt ihrer Substrate. Allerdings
zeigt sie keinen direkten Einfluss auf deren proteasomale Degradation. Auch fiir
TRPS1 wurde die posttranslationale Modifikation mit SUMO als ein wichtiger
unterstiitzender Mechanismus bei dessen Funktion als Transkriptionsfaktor
nachgewiesen (Kaiser et al., 2007). Wie jedoch die SUMOylierung und die
Ubiquitinierung im Fall von TRPS1 in Wechselwirkung stehen, ist bislang nicht

bekannt und Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen.

71



Diskussion

4.2.3 Bedeutung der Interaktion von TRPS1 mit ARKADIA

Bindepartner regulieren die Funktion von Proteinen bzw. Transkriptionsfaktoren. Die
Expression solcher Bindepartner ist oftmals entwicklungs- und gewebespezifisch.
Auch im Fall von TRPS1 wurden bereits einige Regulationsmechanismen durch
Interaktionen aufgedeckt: So wird TRPS1 z. B. durch die Interaktion mit LC8a
reguliert. Dartiber hinaus fiihrt die vermittelte posttranslationale Modifikation mit
SUMO oder - wie hier gezeigt - mit Ubiquitin durch ARKADIA zu einer
Funktionsverdnderung von TRPS1. Dass eine verhinderte Ubiquitinierung durch
TRPSI-Mutationen im Bereich von Ubiquitin-Bindungstellen zur Pathogenese des
TRP-Syndroms beitrdgt, ist jedoch eher unwahrscheinlich, da TRPS1 multiple —
moglicherweise alternative - Ubiquitin-Bindungsstellen aufweist und Versuche mit
vorhergesagten mutierten Ubiquitin- bzw. SUMO-Akzeptorstellen nicht zu einer
Funktionsverdnderung von TRPSI1 fiihrten (Kaiser et al., 2007).

Fiir die Funktion von TRPS1 als Transkriptionsfaktor scheint jedoch der C-Terminus
mit den IKAROS-dhnlichen Zinkfingern bedeutsam zu sein: Hier findet sich zum
Einen eine klare Prédilektionsstelle fiir die Interaktion mit Bindepartnern — wie auch
hier gezeigt mit ARKADIA - zum anderen liegen die fiir das TRP-Syndrom
relevanten Missense-Mutationen auch ausschlieBlich in der IKAROS-Region bzw.
im Bereich des GATA-Zinkfingers und des Kernlokalisierungssignals. (Liidecke et
al. 2001 und nicht veroffentlichte Daten). Ob Mutationen die Interaktion zu
spezifischen Bindepartnern beeinflussen, wurde bisher nicht detailliert untersucht
und bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen. Moglicherweise ist die
Interaktion von ARKADIA und TRPS1 bei der Entstehung der renalen Fibrose, die
auch bei einigen Patienten mit TRPS beobachtet wird, von Bedeutung. Denn TRPSI
inhibiert das TGF-B-Signal - einen Schliisselmediator der renalen Fibrose - indem es
die Expression von ARKADIA als intrazelluldren Verstirker des TGF-B-Signals
vermindert. Eine ARKADIA-vermittelte Ubiquitinierung und ein so induzierter
Abbau von TRPS1 wiirde somit zu einem Anstieg der Expression von ARKADIA

fuhren.
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Des Weiteren ist eine funktionelle Relevanz der Interaktion von TRPS1 und
ARKADIA in der Onkogenese nicht auszuschliefen. Bei einigen Tumoren — wie
dem Brust- und Prostata-Karzinom — konnten ,,Fehlexpressionen® von 7RPS! oder
ARKADIA beobachtet werden: Mamma-Karzinome zeigen hiufig eine
Uberexpression von TRPSI (Chen et al., 2010; Litton et al., 2011). Die besonders
bosartigen Androgen-unabhdngigen Prostata-Karzinome weisen dagegen meist
verminderte TRPS1-Konzentrationen auf (Chang et al., 2002, 2004, 2007; Van den
Bemd et al., 2003). ARKADIA ist in vielen untersuchten Malignomen ebenfalls in
verringerter Konzentration bzw. nicht vorhanden (Levy et al., 2007). Die Analyse
eines Zusammenhangs fand bisher nicht statt, erscheint jedoch aufgrund unserer
Ergebnisse, der von Gai (2010, 2011) sowie der potentiellen Funktion beider
Proteine als Tumorsuppressorgene (Levy et al., 2007; Chen et al., 2010; Nagano et
al., 2010) vielversprechend.
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5 Zusammenfassung

Mutationen im TRPSI-Gen verursachen das Trichorhinophalangeale Syndrom.
TRPSI codiert fiir einen Transkriptionsfaktor (TF), dessen Aktivitdt sowohl durch
Interaktionspartner als auch die posttranslationale Modifikation reguliert wird. In
dieser Arbeit wurde die Interaktion von TRPS1 mit der Ubiquitin-Ligase ARKADIA
nachgewiesen. Durch den Einsatz unterschiedlich groer TRPS1- und ARKADIA-
Fragmente grenzten wir die Interaktionsregion innerhalb von TRPS1 auf die
Repressionsdomédne mit dem IKAROS-dhnlichen Zinkfinger und innerhalb von
ARKADIA auf zwei Regionen, die jedoch nicht im Bereich der RINGfinger-Doméne
liegen, ein. ARKADIA als RINGfinger-Ubiquitin-Ligase induziert {iiber die
Polyubiquitinierung ihrer Substrate — insbesondere TFs - deren proteasomale
Degradation und reguliert dadurch u. a. den TGF-3-Signalweg.

In Analysen der intrazelluliren Lokalisation der Wildtyp-TRPS1- und ARKADIA-
Proteine sowie der nicht ubiquitinierungsfihigen ARKADIA-Mutante lief3 sich unter
Inhibition der Proteasomenkomplexe ausschlieBlich durch das E3-fdhige ARKADIA
eine Anreicherung von TRPS1 im Zytoplasma im Bereich der Proteasomen
nachweisen. Dieses auffillige Verteilungsmuster von TRPS1 sowie die schwierige
Nachweisbarkeit von TRPS1 in der Coimmunprizipitierung bei der Uberexpression
des Wildtyp-ARKADIA-Proteins weisen stark auf eine ARKADIA-vermittelte
Polyubiquitinierung und dadurch proteasomale Degradierung von TRPS1 hin.

Auch in Luciferase-Reporter-Studien zeigte nur das ubiquitinierungsfahige
ARKADIA ceinen inhibierenden Effekt auf die TRPS1-vermittelte Repression und
damit die Funktion von TRPS1 als TF.

Mit ARKADIA wurde hier ein weiterer Bindepartner und mit der (ARKADIA-
vermittelten) Ubiquitinierung ein neuer Mechanismus zur Regulation der Funktion
von TRPS1 als TF identifiziert. Ob diese Interaktion durch die fiir das TRP-Syndrom
ursdchlichen Mutationen beeinflusst wird und damit fiir dessen Pathogenese

physiologisch relevant ist, bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen.
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7 Anhang

Anhang

ARKADIA-Primer/Oligonukleotide

ARKADIA

volle Lénge

Restriktion Not

vorwarts

5’geg gee gea
tgt ctc aat gga
ctc 3’

Restriktion

Xho rickwarts

5’ct gag act ttc
act tgg cag ctg
g3

ARKADIA

volle Lénge

(open reading frame)

Restriktion

Xhol vorwirts

5'ctc gag atg
tct caa tgg act

cctg 3’

Restriktion

Notl riickwirts

5’geg gee gee
aac ttt cac ttg

gc 3’

ARKADIA Position 1 S’cca tgg tgt Position Ende | 57 gga tcc tca
volle Lange vorwarts ctc aat gga ctc | riickwirts act ttc act tgg ¢
ctg 3’ 3
ARKADIA Al Position 1 S’cca tgg tgt Position 738 5’gtc gac ttt tct
vorwarts ctc aat gga ctc | riickwirts tcgagctaac 3’
ctg 3’
ARKADIA A2 Position 1 S’cca tgg tgt Position 1500 | 5'gtc gac agg
vorwarts ctc aat gga ctc | riickwirts atg tcc taa tgc
ctg 3’ atg 3’
ARKADIA A3 Position 1504 5" gaa ttc aca Position Ende | 5" gga tcc tca
vorwarts agt tge ttt cag ¢ | riickwirts act ttc act tgg ¢
3 3
ARKADIA A4 Position 718 5’gaa ttc gaa Position 2250 | 57 gga tcc cac
vorwarts gtg tta gct cga | riickwirts ttc atg agg atg ¢
ag 3’ 3
ARKADIA A5 Position 718 5’gaa ttc gaa Position 1500 | 5'gtc gac agg
vorwarts gtg tta gct cga | riickwirts atg tcc taa tgc
ag 3’ atg 3’
ARKADIA A6 Position 1505 5" gaa ttc aca Position 2250 5" gga tcc cac
vorwarts agt tge ttt cag ¢ | riickwirts ttc atg agg atg ¢
3 3
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Anhang

ARKADIA C937A | C937A 5’ gga aaa atg C937A
vorwarts tac tat cge ttt gtc | riickwirts
tat ttt aga gg 3’

5’cct cta aaa tag
aca aag cga tag

tac att ttt cc 3~

TRPS1- Primer/Oligonukleotide

TRPS1 Restriktion | 5'gaa ttc acc atg | Restriktion 5" gga tcc tet tta
volle Lénge EcoRI gtc cgg aaa aag | BamHI ggt ttt cc 3°
(open reading frame) | vorwérts aac 3’ rickwirts

TRPS1 F1 F1 vorwirts 5’gaa ttc gcc tec | F1 riickwirts 5’gga tcc tta ctc

aag gag aaa acg

3’

ttt agg ttt tcc 3”

TRPSI F5 F5 vorwarts 5’gaa ttc agt gtg | F5 riickwiérts
cat gag tccc 3’

5’gga tcc tta ctc
ttt agg ttt tcc 3”

TRPS1 F6 F6 vorwirts 5’gaa ttc agt gtg | F6 riickwérts
cat gag tccc 3’

5" gga tcc ttt cte
ctt gga ggc ac 3’

TRPS1 F9 F9 vorwirts 5’gaa ttc agt gtg | F9 riickwiérts

cat gag tccc 3’

5" gga tcc tga
cctectcetctaac

3’

TRPS1 F10 F10 vorwirts 5'gaa ttc agt gtg | F10 riickwirts
cat gag tccc 3’

5’gga tce gee
aga cac agg cgt
c3’
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