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Ein Loch hatte sich eben in der Galaxis getffnet. Es war exakt ein Nichtstigstel einer Sekunde
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rackwarts. Irgendwo in einer weit zurlickliegenden Vergangenheit schockierte es eine kleine
Ansammlung von Atomen, die dort zufdllig gerade durch die leere Leblosigkeit des
Universums schwebten, so ernstlich, dal3 sie sich zu den alerungewohnlichsten Mustern
zusammenschlossen. Diese Muster lernten schnell, sich zu reproduzieren (das war ein Tell
dessen, was so ungewohnlich an ihnen war), und verursachten auf jedem Planeten, auf dem
sie landeten, jede Menge Arger. So begann das Leben im Universum.

[Per Anhalter durch die Galaxis, Douglas Adams, Verlag Ullstein GmbH, Frankfurt/M - Berlin, 1995]
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Negativ Regulatorische Doméne
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Phosphat Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzldsung)
Polymerase Chain Reaction (Polymerase K etten Reaktion)
Phophat-DTT-Lubrol-Puffer
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plaque forming unit
Polynukleotidkinase
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Umdrehungen pro Minute
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Sodium Dodecyl Sulfat (Natriumdodecylsulfat)
denaturierende Polyacrylamid-Gelel ektrophorese mit SDS
Medium for storage and dilution of phages
einzelstrangig
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Transaktivierungsdoméne
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Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris buffered saline
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Vi Abkurzungsverzeichnis

TPE Tris-Phosphat-EDTA-Puffer

Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan
TTE Tris-Taurin-EDTA-Puffer

U Unit (Aktivitatseinheit fir Enzyme)
UAS Upstream activating site

uv Ultraviolett

\Y, Volt

% viv V olumenprozent

% wiv Gewichtsprozent

wit Wildtyp

X-Gd 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-ga aktopyranosid
Il mikro

A Wellenlange

Aminosduren werden mit dem internationalen Ein- oder Dreibuchstabencode abgekiirzt. Eine Zahl hinter der
Bezeichnung gibt die Position der Aminosdure im Protein an.

Die Abkirzung der Basen entspricht den 1UB tentative rules.
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1 Einleitung

1.1 DieKrankhet Krebs

Wahrend ihrer Entwicklung werden eukaryontische Zellen durch Regulationsprozesse in
Wachstum, Proliferation, Differenzierung und Apoptose gesteuert. Eine Vielzahl von inneren
und &ulleren Signalen hat die Aufgabe, den Ablauf des Zellzyklus zu regulieren. Als
molekularer Zeitgeber fungiert der Faktor MPF (Maturation Promoting Factors, Meiotic
Progression Factor), der einen aktiven Komplex aus Cyclinen und cyclinabhéngigen
Proteinkinasen (Cyclin Dependent Kinases, Cdks) darstellt. MPF reguliert die Aktivitat von
Proteinen, die als Proto-Onkogenprodukte steuernde Einfllsse auf Prozesse des Zellzyklus
haben, durch Phosphorylierung.

Krebs entsteht durch kontinuierliche und unregulierte Proliferation von Zellen. Die Ursache
hierflr ist der Verlust der Zelle, auf innere beziehungswei se &ul3ere Kontrollmechanismen der
Proliferation reagieren zu konnen. Es ist nicht ein einzelnes Ereignis, das zum Verlust der
Kontrolle fuhrt, sondern eine Akkumulation von Mutationen in mehreren regulatorischen
Genen der Zelle. Man unterscheidet zwei Arten von Tumoren: benigne Tumore, welche auf
den Ort ihrer Entstehung begrenzt sind, und maligne Tumore, die fahig sind, in umgebendes
Gewebe einzudringen und sich Uber den Blutkreislauf und das lymphatische System im
K orper auszubreiten.

Die Klassifizierung von Tumoren erfolgt nach dem Ort ihrer Entstehung. Man unterscheidet
Karzinome (epitheliales Gewebe), Sarkomen (mesenchymales Stitz- und Bindegewebe),
Leukdmien (blutbildendes Gewebe) und Lymphome (lymphatisches Gewebe). Karzinome
bilden mit 90 % aller Tumoren die haufigste Krebsart.

Da die Entstehung von Krebs ein klonaler Vorgang ist, lassen sich alle Zellen eines Tumors
auf eine Ursprungszelle zuriickfihren. Die Transformation einer normalen Zelle in eine
Tumorzelle ist ein Mehrstufenprozel3, die Entwicklung findet also nicht in einem Schritt statt,
sondern es missen mehrere Einzel ereignisse zusammentreffen (Fearon and Vogelstein, 1990).
Am Anfang der Entwicklung von Krebs (Tumorinitiation) steht eine genetische Verénderung,
die zu abnormaler Proliferation einer einzelnen Zelle fuhrt. Die damit verbundene hohere
Vermehrungsrate potenziert die Wahrscheinlichkeit, dal3 es in einer dieser Zellen zu einer

zweiten Veranderung kommen wird. Die weitere Krebsentwicklung (Tumorprogression) ist
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von zusétzlichen Mutationen gepréagt, die einen Selektionsvorteil von Tumorzellen gegentiber
normalen Zellen entstehen lassen (siehe Abbildung 1).

/Polyploidien Y

Monosomien
Inaktivierung Trisomien Aktivierung
Translokationen
Inversionen
Deletionen
Punktmutationen
-nonsense
-missense

S

Tumorsuppressorgene Onkogene
Chromosom  5q 12p 18q 17p
Veranderung Verlust Aktivierung Verlust Verlust
Gen APC K-ras DCC p53

normales hyper- frith y A
; > iferati ->- ithes | intermedidres| -» | spates > ;
Epithel Eﬂgatlves Idenom Bienom Rcrom Karzinom

Abbildung 1: Mehrstufenmodell der Karzinogenese nach (Fearon and Vogelstein, 1990)

Diese Mutationen betreffen zwei Gruppen von Gene: Proto-Onkogene (zum Beispiel abl, fos,
jun, myb, myc, src, bcl-2, erbB-2) und Tumorsuppressorgene (zum Beispiel p53, pl6, APC,
DCC, NF1, Rb, WT1) (Cooper, 1997). Be Proto-Onkogenen ist eine Mutation auf einem
Allel zur Transformation ausreichend, das heil3t sie ist dominant. Zu den Proto-
Onkogenprodukten zéhlen Membranrezeptoren, Proteine der Signaltransduktionskaskade und
Transkriptionsfaktoren. Da die Mutation bei Proto-Onkogenen dominant ist, konnten viele
durch die Charakterisierung von tumorerzeugenden Retroviren ermittelt werden. Viele dieser
Onkogene (siehe Tabelle 1) leiten sich von Proto-Onkogenen ab, die durch

Transduktionsereignisse in das Genom von Retroviren gelangt sind.
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Tabelle 1: Beispiele fir retrovirale Onkogene nach (Cooper, 1997)

Onkogen Virus Spezies
abl Abelson leukemia virus Maus
crk CT10 sarcoma virus Huhn
erbA Avian erythroblastosis-ESA virus Huhn
fes Gardner-Arnstein feline sarcoma virus Katze
myb Avian myeloblastosis virus Huhn
myc Avian myelocytomatosis virus Huhn
src Rous sarcoma virus Huhn
yes y73 sarcoma virus Huhn

Nach der Entdeckung viraler Onkogene wurden aus nicht-virusinduzierten Tumoren auch
genomische Onkogene isoliert (siehe Tabelle 2), deren Entstehung aus Proto-Onkogenen

durch physikalische und chemische Karzinogene initiiert wurde.

Tabelle 2: Beigpiele fur Onkogene humaner Tumoren nach (Cooper, 1997)

Onkogen Tumorart

PRAD1 Adenom der Parathyreoidea
c-myc Burkitt Lymphom

ret Schilddriisenkarzinom

gli Glioblastom

bcl-2 Follikuldres B-Zell-Lymphom

Im Gegensatz dazu mussen bel Tumorsuppressorgenen beide Allele funktionell inaktiv sein,
dald heifdt die Mutation ist rezessiv. Die Expression von Tumorsuppressorgenen fuhrt zu
einem Proliferationsstop und letztendlich zur Apoptose.

1.2 Diemyb-Familie

Die Erforschung der myb-Familie beginnt mit der Isolierung von Onkogenen aus Retroviren.
Das virale Onkogen v-myb, welches bei Hihnern myeloide Leukémien induziert, wurde aus
den Retrovirusstammen AMV (Avian myeloblastosis virus) (Hall, 1941; Roussel, 1979) und
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E26 (Ivanov, 1962) isoliert. Das zu v-myb korrespondierende zellulére Proto-Onkogen ist c-
myb. Es wurde in vielen Spezies, unter anderem in Mensch (Mgello et al., 1986), Maus
(Gonda et al., 1985), Huhn (Gerondakis and Bishop, 1986), Getreide (Marocco et al., 1989)
und Hefe (Tice-Baldin et al., 1989) gefunden. Das Onkogen v-myb ist das erste identifizierte
Mitglied einer grof3en Familie myb-homologer Gene, die unter anderem in Tieren (Nomura et
al., 1988), Pflanzen (Leech, 1993; Oppenheimer, 1991; Paz-Ares et al., 1987), Pilzen und
Schleimpilzen (Ju et al., 1990; Ohi et al., 1994; Tice-Baldin et al., 1989) zu finden sind. Die
Uberwiegende Anzahl der myb-Gene wurde aus Pflanzen isoliert. Dort sind sie ebenfalls an
der Regulation der Proliferation von Zellen beteiligt. Hybridisierungsexperimente mit einer T-
Zellen-cDNA-Bibliothek fuhrten zur Isolierung der Gene A-myb und B-myb, die begrenzt
homolog zu c-myb sind (Nomura et al., 1988).

Ein Charakteristikum fir Myb-Proteine ist eine, sich zwei- bis dreimal wiederholende,
hochkonservierte N-terminale Aminosauresequenz, welche al's repeats bezeichnet werden und
die DNA-Bindungsdoméne darstellen. Um Proteine in die Familie der Myb-Proteine
einzuordnen, wird folgende Konsensussequenz der DNA-Bindungsdomane als

Zugehorigkeitskriterium herangezogen:

W-[ST]-(X)>-E-[DE]-X-[LIV] [Swiss-Protein-Bank prosite]
Eckige Klammern kennzeichnen alternative Aminosauren,
Indizes geben die Anzahl der beliebigen Aminosaure X an.

Eine Datenbanksuche mit dieser Konsensussequenz ergibt eine Vielzahl Myb-verwandter
Proteine, zum Beispiel den eukaryontischen Transkriptionsterminationsfaktor TTF-1 (Evers et
al., 1995) und die Telomer-Bindungsproteine TRFL/TRF2 (Broccoli et al., 1997) und das, den
24 Stunden Rhythmus kontrollierende, Circadian Clock Associated 1-Gen (CCA-1) (Sugano,
1998).

1.3 DasProto-Onkogen c-myb

Das Proto-Onkogen c-myb kodiert einen nukleér lokalisierten Transkriptionsfaktor, der an
eine spezifische DNA-Sequenz bindet und zusammen mit diversen Kofaktoren die
Transkription von Genen reguliert (Ness, 1996). Die DNA-Sequenz (C/T)AAC(G/T)G wird
spezifisch erkannt, insbesondere das Kernmotiv AAC ist von Bedeutung (Howe and Watson,
1991; Weston, 1992). Die Hauptspleil3variante (Schuur et al., 1993) des c-Myb-Proteins ist

636 Aminosduren lang und hat ein Molekulargewicht von 75 kDa. Das Protein findet sich in
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vielen verschiedenen Geweben, wobel das hohe Expressionsniveau, das vor alem in
myeloiden, erythroiden und Iymphoiden Vorlauferzellen der blutbildenden Bahn zu
beobachten ist, mit zunehmendem Differenzierungsgrad abnimmt. In differenzierten, adulten
Zéellen ist das Expressionsniveau niedrig (Golay et al., 1992; Gonda and Metcalf, 1984;
Westin et al., 1982). Die mRNA des Proto-Onkogens c-myb liefd sich zudem in embryonalen
Hirnzellen (Gozes et al., 1987), zahlreichen Tumorzellinien (Welter et al., 1990) und
verschiedenen humanen Melanomen (Dasgupta and Reddy, 1989) nachweisen. Mit c-myb
transfizierte hamatopoetische Zellen zeigen eine gesteigerte Proliferationsrate und eine
Inhibierung ihrer Differenzierung (Clarke et al., 1988; McClinton et al., 1990). Diese
Beobachtung und die Tatsache, dal3 M&use mit einer Inaktivierung des c-myb-Gens ab dem
15. Tag der Gestation eine letale Anamie zeigen, legen nahe, dal3 c-Myb eine wichtige Rolle
bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen, vor allem der Hamatopoese, spielt
(Caracciolo et al., 1990; Golay et al., 1991). Die Andmie ist mit schweren Defekten der
embryonalen Leberentwicklung und der Proliferation von T-Zellen verbunden. Das Stadium
der Embryonalentwicklung, in dem der Tod eintritt, fallt zeitlich mit der Verlagerung der
Hamatopoese vom embryonalen Dottersack in die Leber zusammen. Die Abwesenheit von c-
Myb fihrt a'so zum Versagen der adulten Hamatopoese (Mucenski et al., 1991).

Die Transformation von c-myb in seine onkogene Form bedingt eine Deletion 3'- und/oder 5’ -
terminaler Sequenzen, wie sie im viralen Onkogen v-myb beobachtet werden (Dubendorff et
al., 1992; Vorbrueggen et al., 1994). Das v-Myb-Protein unterscheidet sich von c-Myb durch
den Verlust wesentlicher Bestandteile des zellularen Proteins, wie die Casein-Kinase-ll-
Phosphorylierungsstelle und die Negativ Regulatorische Doméne (siehe Abbildung 2). Fur die
Aktivierung onkogener Fahigkeiten von c-Myb scheint die Abwesenheit negativ regulierender
Bestandteile essentiell zu sein.

Dem Transkriptionsfaktor c-Myb kdnnen verschiedene funktionelle Doméanen zugeordnet
werden (Review: Ness, 1996), welche in der nachfolgenden Abbildung schematisch
dargestellt sind.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des c-Myb-Proteins modifiziert nach (L Gscher et al., 1990)

1.3.1 Die DNA-Bindungsdomane

Im aminoterminalen Bereich des c-Myb-Proteins ist die DNA-Bindungsdoméne (DNA-BD)
lokalisiert. Sie umfaldt einen 155 Aminosauren langen Bereich aus drel sequenzhomologen
Regionen (Repeats) R1, R2 und R3 von je 51 beziehungsweise 52 Aminosauren Lange, der
sich von der AS-Position 38 bis 193 erstreckt. Ein charakteristisches Merkmal jeden Repeats
ist ein hoch konserviertes Muster aus drei Tryptophanresten, die in einem Abstand von 18
beziehungsweise 19 Aminosduren angeordneten sind. Die Region der Repeats 2 und 3
zeichnet sich durch einen relativ hohen Anteil an basischen Aminosauren (23 %) aus.

Unterstiitzt durch computerberechnete Strukturen (Modelling) und von Mutagenesestudien
bestétigt machte Frampton (Frampton et al., 1991) den Vorschlag, dal3 die drel Tryptophane
die Ankerpunkte eines hydrophoben Clusters bilden. Dieser positioniert mit weiteren
hydrophoben Aminosauren die drei a—Helices eines jeden Repeats zu einem Helix-Turn-
Helix-Motiv (HTH). Gabrielsen konnte zur gleichen Zeit (Gabrielsen et al., 1991) durch

biochemische Untersuchungen weitere Indizien fir das HTH-Motiv liefern. Anhand NMR-
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spektroskopischer Untersuchungen an synthetischen Peptiden der getrennten Repeats 2 und 3
und einer aus Repeat 2 und 3 bestehenden DNA-BD im Komplex mit der spezifischen DNA
Sequenz (Ogata et al., 1995; Ogata et al., 1994) wurde ein Modell aufgestellt, in dem Repeat
2 und 3 as eigenstandige, identische Doménen ein intramolekulares Dimer bilden, das
ausreicht, um eine spezifische DNA-Sequenz zu erkennen. In diesem Modell positioniert
jeder Repeat die Erkennungshelix seines HTH-Motivs in der grof3e Furche. Es werden
Wasserstoffbriicken (Direct Readout) zu den Basen der spezifischen Sequenz ausgebildet,
wobei die Erkennungshelices teilweise Uberlappen. Die Stabilisierung des Komplexes erfolgt
Uber polaren Aminosauren, die zum Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA Kontakte ausbilden.
Nach diesem Modell sind am Direct Readout die Aminosduren Lys128, Glul32 und Asn136
des zweiten Repeat und die Aminosauren Asnl79, Lys182, Asn183, Asnl186 und Ser187 des
dritten Repeat beteiligt. Dieses Modell steht alerdings im Widerspruch zu den
Untersuchungen von zwel anderen Gruppen. Auch hier sind die Daten einer NMR-
spektroskopischen Messung in ein Strukturmodell der Myb DNA-BD umgesetzt worden
(Jamin et al., 1993; Mclntosh, 1998). Die erhaltenen Daten lassen den Schlul zu, dal’ Repeat
2 und 3 nicht aquivalent sind, sondern dal3 Repeat 2 aus zwei a-Helices besteht und der Rest
einer flexiblen Struktur entspricht. Beide Modelle sind in Abbildung 3 gegeniibergestellt.

Abbildung 3:  Struktur des Myb-DNA Komplexes: (A) Aufsicht auf die Achse der DNA, die Direct-
Readout-K ontakte sind rot (Repeat 3) und gelb (Repeat 2) dargestellt. Vergleich der Myb-
DNA-Bindungsdomane nach Ogata (C) und M clntosh (D)
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Bei dem Modell der beiden Arbeitsgruppen soll der Hauptanteil der Myb-Sequenz durch
Repeat 3 erkannt werden, wobei durch Repeat 2 eine Unterstiitzung der Erkennung und
Bindung erfolgt. Daten aus mehreren Arbeitsgruppen (Myrset et al., 1993; Zargarian L., 1999;
Ebneth et al., 1994b) untermauern diese Vorstellung. Durch zielgerichtete Mutagenese der
DNA-BD wurden die Aminosauren, die nach Ogata am Direct Readout beteiligt sind,
ausgetauscht und die DNA-Bindung der Mutanten in vitro untersucht (Sokolowski, 1998). In
Denaturierungsexperimenten wurde der erste Repeat as thermostabilster Bereich ermittelt,
der sich jedoch in Mutationsexperimeten als fur die Bindung von Myb an DNA entbehrlich
erwies (Howe et al., 1990). Es gibt jedoch Hinweise, dal3 er durch Konformationsénderungen
den spezifischen Protein-DNA-Komplex stabilisiert (Ebneth et al., 1994b).

Repeat 2 enthdlt einen hoch konservierten Cystein-Rest (Cys-130), dessen Thiol-Gruppe frei
zuganglich ist, und weist die flexibelste Struktur auf. Die Reduktion des Cystein-Restes, die
unter Kontrolle des Redoxfaktors Ref-1 steht, ist wesentlich fur die Myb-DNA-Bindung. Ein
oxidiertes Cys-130 verhindert die korrekte Positionierung der dritten Helix von Repeat 2
wahrend der Bindung (Guehmann et al., 1992). Die DNA-Bindung kann ebenfalls durch
Nitrosylierung des Cysteins 130 und durch GTP (>2 mM) inhibiert werden, wobel der
Mechanismus der GTP-Inhibition ungeklart ist.

Repeat 3 ist die fur die DNA-Bindung von elementarer Bedeutung. Er enthdlt die
Aminosduren Asnl79, Lysl182, Asnl83, Asnl86 und Serl87, welche fur die spezifische
Identifizierung des zentrale Myb-Erkennungsmotivs AAC essentiell sind (siehe Abbildung 4).
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Basen sind grau, Phosphate griin, AS von Repeat 2 gelb, AS vonRepeat 3 rot dargestelIt.
Abbildung 4: Schematische Dar stellung der ¢-M yb-R2R3-DNA-Inter aktionen nach (Ogata et al., 1996)

Tabelle3: Abstand der am Direct Readout beteiligten Aminosduren zu den von ihnen kontaktierten Basen
(gemessen als Abstand der Heteroatome moglicher Wasser stoffbriicken). Die Numerierung
der Basen bezieht sich auf Abbildung 4 (Sokolowski, 1998).

Aminosiure | kontaktierte Base |Abstand [A]
K128 G201 2,8
E132 C218 3,3
E132 C199 2,8
N136 A198 4,0
N179 A198 4,7
K182 G220 2,8
N183 A197 2,8
N186 T222 48
N186 T221 54
S187 T196 3,2
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Es konnte bisher eine Vielzahl Myb-regulierter Gene identifiziert werden, denen ein Promotor
mit der Myb-Erkennungssequenz AACGT gemein ist. Dazu z&hlen unter anderem mim-1
(Ness et al., 1989), c-myc (Evans et al., 1990; Zobel et al., 1991), cdc2 (Ku et al., 1993),
CD13/APN (Shapiro, 1995), c-myb (Nicolaides et al., 1991), Neutrophile Elastase
(Oelgeschlager et al., 1996b) und tom-1 (Burk et al., 1997). Die aufgeftihrten Gene sind an
der Regulation von Proliferation und Differenzierung beteiligt und werden spezifisch in

lymphoiden beziehungsweise myeloiden Zellen exprimiert.

1.3.2 Die Transaktivierungsdomane

Die Transaktivierungsdomane (TAD) von c-Myb befindet sich zwischen den Aminosauren
275 und 325. Sie wurde durch Aktivierungsstudien eines Fusionsproteins aus der DNA-
Bindungsdomane von Gal4 und diversen Fragmenten des transaktivierenden Bereiches aus c-
Myb eingegrenzt (Bortner and Ostrowski, 1991; Lane et al., 1990; Sakura et al., 1989) und
besitzt einen hydrophilen und schwach aziden Charakter, wie er auch be anderen
Transkriptionsfaktoren zu beobachten ist (Ptashne, 1988). Es ist nicht geklart, welche
Eigenschaften der Region zur Transaktivierung erforderlich sind. Eine vollstandige
Inaktivierung ist jedoch durch die Deletion von elf Aminosauren in dieser Region moglich
(Weston and Bishop, 1989). Maximale Transaktivierung durch c-Myb erfordert neben der
genannten Region einen kirzlich auf die zehn Aminosauren EFAETLQR(I/L)D eingeengten,
C-terminal gelegenen Bereich, dem sogenannten FAETL-Motiv (AS 392-396) (Fu and
Lipsick, 1996). Die TAD weist eine geringere Homologie zu den einzelnen Mitglieder der
Myb-Familie auf als die hoch konservierte DNA-Bindungsdoméne.

1.3.3 Die Negativ Regulatorische Doméne

Die Negativ Regulatorische Doméane (NRD) umfaldt den C-terminalen Bereich zwischen
Aminosaure 350 und 500. Sie inhibiert die Transaktivierung (Sakura et al., 1989) und die
Transformation (Kanei-Ishii et al., 1992) und scheint die DNA-Bindung (Ramsay et al., 1991)
von ¢c-Myb zu modulieren. Eine Deletion dieser Region, wie sie unter anderem in viralen
Formen des Myb-Proteins vorhanden ist, fuhrt zum zehnfachen Anstieg der Transaktivierung
(Huet al., 1991; Kalkbrenner et al., 1990; Ramsay et al., 1991; Sakuraet al., 1989).
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Der Mechanismus der negativen Regulation ist bisher ungeklért. Es werden verschiedene
Modelle diskutiert. Zum einen wird Uber die Bindung eines zelluléren Inhibitors an die NRD
spekuliert, durch welche die Affinitat von Myb zu seiner Erkennungssequenz moduliert wird,
zum anderen wird die intramolekulare Interaktion der DNA-BD mit dem C-Terminus von
Myb diskutiert (siehe Abbildung 5B) (Ness, 1996). Das erste Modell wird von Versuchen
gestitzt, in denen eine Kotransfektion verschiedener c-Myb- und v-Myb-Konstrukte mit dem
carboxyterminalen Ende von Myb durchgefihrt wurde. Sie zeigten eine Stimulation der
Transaktivierung, was durch einen Inhibitor erklérbar wéare, der von der kotransfizierten NRD
gebunden wird (Vorbrueggen et al., 1994). Die fur das zweite Modell erforderliche C-
terminale Region konnte auf die Aminosduren 541-567 eingeengt werden (Kiewitz, 1997b),
welche in der Lage ist, mit der DNA-Bindungsdoméne zu interagieren. An Position 529
befindet sich das EVES-Motiv, welches ebenfals im Protein pl00 auftritt und
phosphorylierungsabhéngig mit der DNA-BD interagieren kann (siehe Abbildung 5A) (Dash
et al., 1996).

Kinase
Phosphatase

A: Die Transkriptionsaktivitat wird inhibiert durch Phosphorylierung im EVES-Motiv.
B: Die Zugéanglichkeit fir Kofaktoren kdnnte durch Rickfaltung gestért werden.

Abbildung 5: Modell fiir Regulation der NRD, modifiziert nach (Ness, 1996)
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1.3.4 Phosphorylierungsstellen

Das Protein c-Myb besitzt diverse Phosphorylierungsstellen, am N-Terminus sind Casein-
Kinase-II-(CKII)-stellen lokalisiert. Findet dort eine Phosphorylierung an Serll
beziehungsweise Serl2 statt, so bewirkt das in vivo eine verringerte Bindungsaffinitét von
Myb an seine Erkennungssequenz (L Uscher et al., 1990). Wird in einem Protein Serine 11 und
12 zu Alanin mutiert (&hnliche Raumerfillung, keine Ladung), bindet es um den Faktor sechs
besser als bei einem Austausch gegen Aspartat, dessen Carboxylgruppe die negative Ladung
des phosphorylierten Zustandes an dieser Position imitiert (Oelgeschlager et al., 1995).
Allerdings existieren auch Berichte, denen zufolge eine Phosphorylierung in diesem Bereich
die DNA-Bindung verbessern soll (Ramsay et al., 1995).

Im Bereich der NRD sind weitere Phosphorylierungsstellen fur die zellzyklusspezifische
p34°° _Kinase (Pines and Hunter, 1990) gefunden worden. Ferner konnte gezeigt werden,
dal? Myb-Proteine wahrend der Mitose zell zyklusspezifischen Phosphorylierungen unterliegen
(Luscher and Eisenman, 1992). Phosphorylierungsstellen (zum Beispiel Serin 532) der
p42™ _Kinase (Aziz et al., 1993) stellen auerdem eine Verbindung zwischen dem MAP-
Kinase-Weg und dem Myb-Protein her. Eine Mutation von Serin 532 zu Alanin konvertiert c-
Myb nicht in ein transformierendes Protein, dennoch fihrt es in Transfektionsstudien zu
verstarkter Transaktivierungsaktivitét. Es wird infolgedessen ein negativ regulierender Effekt
der Phosphorylierung diskutiert (Aziz et al., 1995). Ob die Phosphorylierung an dieser
Position in vivo eine Rolle spielt, und durch welche Kinase aus der MAPK-Familie sie
katalysiert wird, ist nicht bekannt.

1.4 c-Myb und Kofaktoren

Es ist bis jetzt gelungen, die Proteine NF-M, C/EBPf3, p100, CBP und p300 als Kofaktoren
von c-Myb zu identifizieren. NF-M (Nuclear Factor Of Myolid Cells), ein DNA-bindendes
Protein mit einer C-terminalen Dimerisierungsdoméne (Leucine Zipper) und einer DNA-
Bindungsdomane, verstérkt in vivo die Aktivierung des mim-1-Promotors durch Myb. NF-M
sowie das homologe C/EBPf3 (CCAAT-Box Enhancer Binding Protein Beta) werden von
Myb-Antikorpern koprazipitiert. Nachweise fur die direkte Interaktion der beiden Proteine
stehen noch aus (Ness, 1996; Ness et al., 1993).
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CBP beziehungsweise p300 sind Proteine, die als Bridging Proteins durch Protein-Protein-
Interaktionen einen Komplex mit weiteren Proteinen ausbilden (Akimaru et al., 1997) und
weiterhin eine Histonacetyltransferaseaktivitdt besitzen, die eine Rolle beim Chromatin-
remodelling spielt (Kwok et al., 1994).

CBP (Creb Binding Protein) wurde as Kofaktor des Transkriptionsfaktors CREB (CAMP
Responsive Binding Protein) identifiziert (Arias et al., 1994; Chrivia et al., 1993; Eckner et
al., 1994, Kwok et al., 1994). CREB kann am Serin 133 durch die Proteinkinase A
phosphoryliert werden, was die Bindung an CBP induziert und zu einer gesteigerten
Transaktivierung fuhrt (Chrivia et al., 1993; Gonzales, 1989). CBP (siehe Abbildung 6)
besitzt mehrere Wechselwirkungsdomanen, die den Kontakt zu verschiedenen Proteinen
ermdglicht. N-terminal befindet sich eine mit dem TATA-Bindungsprotein wechselwirkende
Domaéne (Swope, 1996), weiter C-terminal Bindungsdomanen fir c-Fos und TFIIB (Kwok et
al., 1994). Zwischen den Aminosduren 462 und 661 sind Doménen fur CREB, c-Jun und c-
Myb lokalisiert (Oelgeschléger et al., 1996a). Die Myb-Wechselwirkungsdoméane konnte auf
die Aminosauren 317 bis 342 eingegrenzt werden (Kiewitz, 1997b).

AS 500 AS 1500 AS 2000 AS 2441
CREB- Zinkfinger Glutamin-reiche
Bindungs- Region
doméne

c-Myb E1A

CREB c-Fos

c-Jun THIB

Abbildung 6:  Schematische Dar stellung von CBP der Maus und seinen putativen I nteraktionspartnern
[modifiziert nach (Kwok et al., 1994)]

CREB-Bindungsdomane; AS 462-661
Zinkfinger: AS 1284-1312 und AS 1708-1733
Glutamin-reiche Domane: AS 1884-2441

Im Gegensatz zu CREB ist die Bindung von Myb an CBP unabhéngig vom
Phosphorylierungszustand des Proteins (Oelgeschléger et al., 1996a). Das Protein p300 kann
sowohl in der Bindung zu c-Myb, als auch in der zu CREB, CBP substituieren (Mink, 1997).
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Ein weiteres Protein; das an c-Myb bindet; ist der Faktor p100, der auch Wechselwirkungen
zu NF-M ausbildet. p100 galt urspringlich as EBNA-2 (Epstein-Barr Virus) bindendes
Protein (Tong et al., 1995) und enthdt ein EVES-Motiv, das sich im C-Terminus von c-Myb
befindet. Das Protein kann gleichermal3en an die DNA-Bindungsdoméne von c-Myb binden,
was einen gemeinsamen intra- und intermolekularen Regulationsmechanismus vermuten 1&(3t
(Dash et al., 1996). p100 interagiert weiterhin mit dem Transkriptionsfaktor TFIIF, was eine
Funktion als Bridging Factor zum basalen Transkriptionsapparat nahe legt (Tong et al.,
1995). Es wurden zudem mehrere Proteine (p27, p34, p45, p67, p75 und pl160) in vitro aus
Zellkernextrakten durch Pull-Down-Assays mit immobilisiertem c-Myb gefunden. Sie werden
as mogliche Kofaktoren diskutiert (Favier and Gonda, 1994; Gonda et al., 1996). Ob ihre

Wechselwirkung mit c-Myb auch in vivo von Bedeutung sind, ist unklar.

1.5 DasPhage-Display-System

Das Phage-Display-System wurde 1985 als molekularbiologische Technik von Smith etabliert
(Smith, 1985). Hierbel werden Peptide und kleine Proteine als heterologe Hullproteine des
filamenttsen Bakteriophagen M 13 exprimiert und anschlief3end auf dessen Kapsid verankert.
Diese exponierten Proteine kdnnen im weiteren Verlauf des Phage-Displays zusammen mit
immobilisierten Proteinen auf mogliche Interaktionen untersucht werden.

Fur das Verstandnis von Regulationsprozessen ist es unabdingbar, die daran beteiligten
Proteine und ihre Wechselwirkungspartner zu identifizieren und den Wirkungsmechanismus
aufzukl@ren. Hierzu bietet das Phage-Display-System eine Mdglichkeit, da es einen Nachweis
far Interaktion liefert und eine Kartierung der wechselwirkenden Regionen der Protein-
Protein-Interaktionen ermdglicht. Fur die Suche neuer Interaktionspartner wird die Kopplung
des Genotyps der Phagen mit ihrem Phéanotyp, der durch die auf ihrer Oberflache
présentierten Fusionsproteine bestimmt ist, genutzt. Man erhdt mit den bindungsfahigen
Phagen auch gleichzeitig die Sequenzinformation.

1.5.1 Biologische Grundlagen

Der Phage M13 gehdrt zu den, einen nicht lytischen Infektionszyklus durchlaufenden,
temperenten Bakteriophagen. Die Infektion erfolgt durch Anheften des Phage an den F-Pilus

eines E.coli-Bakteriums. Das zirkulare, einzelstrangige, 6047 bp grofe Genom kodiert zehn
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verschiedene Proteine, von denen die Hllproteine des Phagen, g3p, g6p, g7p, g8p und g9p
eine wichtige Rolle bei Anwendungen in Phage-Display-Systemen spielen [Review:
(Makowski, 1993)]. Der Kontakt wird Uber das Hillprotein g3p hergestellt und anschlief3end
das einzelstrangige Genom Uber den F-Pilus in das Bakterium eingeschleust. Dort wird esin
die doppelstrangige replikative Form (dsRF) Uberfihrt, die als Template bei der
anschliefenden Transkription der Phagenproteine dient. Zur Bildung neuer Phagen ist es
notwendig, dal? die dsRF nach der Replikation, durch Phagenproteine vermittelte Rolling-
Circle-Replikation, in das einzelstréngige Phagen-Genom Uberfuhrt wird. Die Phagen-
Hullproteine werden mit Hilfe von Leader-Sequenzen in das Periplasma der E.coli-Zelle
Uberfuhrt. Das Phagen-Genom wird beim anschlief3enden, als Assembly bezeichneten,
Vorgang des Zusammensetzens eines intakten Virions in den reifen Phagenpartikel verpackt
und ohne Lyse des Bakteriums in das Medium freigesetzt. Dieser Infektionszyklus wiederholt
sich, bis es aufgrund der Akkumulation von toxischen Phagenproteinen (g3p, g8p) zu einem
Absterben des Bakteriums kommt.

1.5.2 Methodische Grundlagen

Das Phage-Display nutzt den nicht lytischen Lebenszyklus des Phagen M13, indem zu
untersuchende Proteine als N-terminale Fusionsanteile der Phagen-Hdllproteine g3p, g6p
beziehungsweise g8p exprimiert, und anschlieffend beim Assembly in das Phagen-Kapsid
integriert werden. Die rekombinanten Proteine werden auf der Oberflache der Phagen
prasentiert und sind so fur Affinitatsuntersuchungen mit potentiellen Interagenten zugéanglich.
Rekombinante Phagen-Hllproteine lassen sich Uber den M13-Phagemid-Klonierungsvektor
exprimieren. Phagemid-V ektoren sind hybride Vektoren, dal3 heil3t ein Teil des M13 Genoms
ist mit Plasmidfragmenten kombiniert. Zur Replikation der dsRF besitzt das Plasmid einen
E.coli-Replikationsursprung (Ori, Origin Of Replication). Um die dsRF fir das Assembly in
die einzelstrangige Form umzuwandeln, befinden sich die erforderlichen Signalsequenzen
ebenfalls auf den Vektoren. Die Gene der zu exprimierenden Proteine werden 5”-terminal zur
Sequenz des g3p Proteins entsprechend des L eserasters kloniert.

Ein rekombinanter Phagemid-V ektor kodiert ein einziges Fusionsprotein. Bakterien, die mit
solch einem Vektor transformiert werden, sind deshalb nicht in der Lage, Bakteriophagen zu
produzieren. Erst die as Phage Rescue bezeichneten Infektion mit einem Helferphagen

ermdglicht dieses. Die Helferphagen-DNA liefert die fehlende Information zur Expression der
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notwendigen Replikationsenzyme, der restlichen Proteine der Phagenhille sowie fir das

Assembly.

Um beim Phage-Display nur rekombinante Phagen mit der verpackten Phagemid-DNA zu
produzieren, werden Helferphagen mit mutiertem Ori beim Phage Rescue eingesetzt. Die
DNA des Helferphagen enthalt alle notwendigen Informationen, wird aber nur ineffizient in
die einzelstrangige Form Uberfihrt. Daher wird Uberwiegend die effektiver amplifizierte und
kleinere Phagemid-DNA in die rekombinanten Phagen verpackt. Abbildung 7 stellt das

Prinzip der Produktion rekombinanter Bakteriophagen dar.
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Abbildung 7: Produktion rekombinanter Bakteriophagen
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Um die Stdrke der Wechselwirkung der rekombinanten Phagen, welche die g3p-
Fusionsproteine auf ihrer Oberflache prasentieren, mit immobilisierten Wechselwirkungs-
partnern zu untersuchen, wird ein Panning durchgeftihrt. Dabel werden die Phagen zusammen
mit dem Protein inkubiert und unspezifisch bindende Phagen durch anschlief3ende
Waschschritte entfernt. Man kann daher die Wechselwirkung der g3p-Fusionsproteine auf
dem Kapsid der Phagen mit den immobilisierten Proteinen Uber die Anzahl der
Bakteriophagen, die nach dem Waschen zurlick bleibt, quantifizieren. Die verbleibenden
Phagen konnen durch erneute Infektion von E.coli nachgewiesen werden. Die Anzahl, der
nach der Infektion auf Selektionsmedium gewachsenen Bakterienklone stellt damit ein Mal3
fur die Grofe der Protein-Protein-Interaktion dar.

1.6 Das Yeast-Two-Hybrid-System

In den letzten Jahren wurden fur den Transkriptionsfaktor c-Myb mehrere direkte und
indirekte Wechselwirkungspartner isoliert, wodurch man Hinweise auf den Ablauf der
Transkriptionsaktivierung und -inhibierung bei Myb-regulierten Genen erhaten hat (siehe
1.4). Um solche Kofaktoren zu ermitteln, stehen verschiedene in vitro-Methoden wie Cross
Linking, Koimmunoprézipitation oder Phage-Display zur Verfigung, die jedoch nicht oder
nur unzureichend die Bedingungen in natlrlichen biologischen Systemen widerspiegeln.

Ein, den natiirlichen Bedingungen in eukaryontischen Zellen nahekommendes, in vivo-System
zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist das von Fields und Song (Fields
and Song, 1989) entwickelte Two-Hybrid-System, das auch dem Matchmaker” Yeast-Two-
Hybrid-System der Firma Clontech zugrunde liegt. Durch die Expression der Faktoren in
Hefezellen wird die natiirliche Proteinkonformation ermdéglicht und somit die Empfindlichkeit
und Zuverlassigkeit der Detektion von transienten oder schwachen Interaktionen erhoht.
Molekulare Grundlage des Systems ist die Tatsache, dal3 eine grof3e Zahl eukaryontischer
Transkriptionsfaktoren aus funktionell unabhangigen, separierbaren Doméanen besteht, die
unter Erhalt ihrer Funktionalitdt mit Hilfe rekombinanter Vektoren einzeln exprimiert werden
koénnen. Die Doméanen sind jedoch nicht in der Lage, durch intermolekulare Interaktion ihre
urspringliche funktionelle Einheit zu rekonstituieren (Brent, 1985). Essentiell erforderlich fir
die Funktion eines Transkriptionsfaktors ist eine DNA-Bindungsdoméne, die DNA spezifisch
erkennt und bindet, sowie eine Transaktivierungsdomane, welche die Transkription eines
Gens durch RNA-Polymerase steuert. Nur die unmittelbare réaumliche Néhe beider Doménen,

wie sie in einem nativen Transkriptionsfaktor gegeben ist, ermoglicht die Bildung eines
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transkriptionsaktiven Komplexes. Im Two-Hybrid-System werden beide Domanen als
separate Fusionsproteine exprimiert und konnen nur durch Interaktion ihrer jewelligen
Fusionsanteile in eine réaumliche Nahe gelangen, welche die Formierung eines Transkriptions-
komplexes bewirkt.

Im Matchmaker” Two-Hybrid-System sind die DNA-BD und die TAD des Transkriptions-
faktors GAL4 Basis fur zwei Vektoren, die der Klonierung der zu untersuchenden Sequenzen
dienen. In mit diesen Vektoren transformierten Hefezellen, die eine deletionsbedingte
Unterdriickung der GAL4-Expression aufweisen, werden zwei Hybridproteine exprimiert.
Eines dieser Fusionsproteine enthélt die GAL4-DNA-BD und ein Kdderprotein, das andere
die GAL4-TAD mit einem potentiellen Wechselwirkungspartner. Bel Interaktion der beiden
Proteine kommt es zu einer raumlichen Anndherung der GAL4-Domanen (siehe Abbildung
8), so dal} eine Rekonstitution der Funktionalitdt des Transkriptionsfaktors stattfindet. Die
entsprechenden Gene (lacZ- und HIS3-Reportergene) werden transkribiert und fihren zu

phanotypisch detektierbarer Synthese von Histidin und 3-Gal aktosidase.

GAL1 UAS | Promoter] 1acZ (His3) Reportergen

AD

GAL1 UAS | Promoter| 1acZ (His3) Reportergen

_h.

GAL1UAS | Promaoter| 1acZ (His3) Repartergen

Abbildung 8: Prinzip desM atchmaker GAL4-Two-Hybrid-Systems (Firma Clontech, Handbuch, 1997)

Das Two-Hybrid-System ist zur Charakterisierung von Wechselwirkungen bekannter Proteine
und zur Detektion unbekannter Kofaktoren durch das Screening von cDNA-Bibliotheken
geeignet.
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1.7 Zieleder Arbeit

Diese Arbeit verfolgt mehrere Ziele. Das Phage-Display-System soll soweit modifiziert
werden, dal3 das Screening von cDNA-Bibliotheken moglich wird. Bis jetzt ist es aufgrund
mangelhafter Transformationseffizienz nur maoglich, kleinere DNA-Pools in den
Phagemid-Vektor zu klonieren. Verdnderungen in der Klonierungsstrategie und der
Transformationsmethode sollen entwickelt und auf ihre Wirksamkeit untersucht werden.

Aullerdem soll mit dem Yeast-Two-Hybrid-System mit einem modifizierten Kdder nach
neuen Wechselwirkungspartner von c-Myb gesucht werden und der mit diesem System
gefundene Faktor rcdl+ (Siegert, 1998) isoliert und charakterisiert werden. Hierzu ist vor
allem die Bestimmung der zelluldren Lokalisation des rcdl+-Proteins notwendig. Sie soll
durch Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Die entsprechende Technik ist dafUr

Zu etablieren.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien (Reinheitsgrad pro analysis) wurden von den Firmen Alpha,
Amersham-Pharmacia-Biotech, AppliChem, Biozym, Clontech, Fluka, GIBCO BRL, ICN,
Invitrogen, Merck, Qiagen, Riedel-de-Haén, Stratagene und Sigma bezogen.
Restriktionsendonukleasen, Modifikationsenzyme und Polymerasen stammten von
Boehringer-Mannheim, MBI-Fermentas, New England Biolabs, Pharmacia, Stratagene und
Qiagen.

Verbrauchsmaterialien von den Firmen Beckman, Boehringer, Clontech, Eppendorf, Falcon,
Gilsen, Greiner, Kodak, Millipore, Nunc, Pharmacia, Qiagen, Schleicher & Schill und
Whatman fanden Verwendung.

Die Sequenzierungen wurden von der Firma gatc und teilweise in Eigenarbeit nach der
Methode von Sanger durchgefihrt.

2.1 Puffer und L 6sungen

2.1.1 Puffer und L6sungen fir mikrobiologische Arbeiten

2.1.1.1 Puffer und Losungen fur Herstellung kompetenter E.coli (chemische M ethode)

TFBI

30 mM K-Acetat
100 mM RbCl

50 mM CaCl;

15% (v/iv)  Glycerin
pH 5,8 einstellen, autoklavieren
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TFBII

10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaCl,

15% (viv)  Glycerin
pH 5,8 einstellen, autoklavieren

2.1.1.2 Puffer und Lésungen zur Her stellung kompetenter E.coli (Elektroporation)

Resuspensionspuffer
10% (v/iv)  Glycerinin ddH,O

autoklavieren

2.1.2 Puffer und Losungen fir das Two-Hybrid-System

2.1.2.1 Puffer und Ldsungen fur die Hefetransformation

TE-Puffer (10x)
100 mM Trig/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

autoklavieren

Lithiumacetat (10x)
1M Lithiumacetat

pH 7,5 einstellen, autoklavieren

PEG/LiAc-L6sung

40 % (w/v)  Polyethylenglycol 6000
1x TE

1x Lithiumacetat
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carrierDNA
10 mg/ml Heringssperma carrierDNA
bei 100°C fir 20 Minuten erhitzen und auf Eis abschrecken

2.1.2.2 Puffer und Ldsungen fur 3-Galaktosidase-Colony-Lift-Filter-Assay

Z-Puffer

60 mM NaHPO4[{ H,0
40 mM NaH,PO4H,0
10 mM KCl

1mM MgSO44 HO

pH 7,0 einstellen, autoklavieren

X-Gal-L6sung
20 mg/ml X-Gal in DMF |6sen
im Dunkeln lagern

Z-Puffer/X-Gal-Ldsung

98 % (v/v)  Z-Puffer

0,26 % (v/v) [>-Mercaptoethanol
1,64 % (viv) X-Gal-Lésung

2.1.2.3 Puffer und Ldsungen fur Plasmid-DNA-Praparationen aus Hefen

L yticase/Sorbitol-L6sung

1,2M Sorbitol

01M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,4
5U/ul Lyticase



Material und Methoden

2.1.3 Puffer und Lésungen fur das Phage-Display-System

PBS-Puffer

136 mM NaCl

2,7mM KCI

4,5mM Na;HPO,

pH 7,4 einstellen

SM-Puffer

100 mM NaCl

10 mM MgSO,

50 mM Trig/HCI, pH 7,5
0,01 % Gelatine

sterilfiltirieren 0,45 um Porengrofie

PEG/NaCl
20 % (w/v)  Polyethylenglycol 6000
14,6 % (w/v) NaCl

autoklavieren

Blockpuffer

PBS

1% BSA

0,1 % Triton X-100

Phage-Display Waschpuffer
PBS
0,1% (v/v)  Triton X-100

2.1.4 Puffer und Lésungen fur die Zellkultur

PBS: Phosphat Buffered Saline, steril, fur die Zelkultur (Gibco)
0,2 g/l KClI

8,09/ NaCl

0,29/ KH,PO,

1,15 g/l NaHPO,
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Penicillin/Streptomycin-Ldsung (Sigma)
100 U/ml Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

in 0,9 % NaCl-L6sung

sterilfiltriert

Die Losung wird in 5 ml Portionen aliquotiert und bel -20°C gelagert.

Trypsin/EDTA-L6sung (10x) (Sigma)

5d Trypsin

29/l EDTA

in 0,9 % NaCl.

sterilfiltriert

Die Losung wird mit sterilem PBS 1:10 verdinnt, in sterilen 15 ml Falcon-Gefal3en aliquotiert
und bei -20°C gelagert. Angebrochene Aliquots werden bei 4°C gelagert.

L-Glutamin-L6sung (100x) (Gibco)
200 mM L-Glutamin
sterilfiltriert

Die Losung wird in 5 ml Portionen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.1.4.1 Puffer und Ldsungen fur das Reporter gen-Assay

21.4.1.1 [B-Galaktosidase-Assay

Extrationspuffer

25 mM Tris’/H3PO,, pH 7,8
2mM EDTA

10 % Glycerin

1% Triton X-100

vor Gebrauch Zugabe von 100 pl 1 M DTT-L6sung auf 10 ml Puffer.
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Z-Puffer

60 mM NapgHPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KCl
1mM MgSO,

Lagerung bel Raumtemperatur, kurz vor der Messung werden 35 ul 3-Mercaptoethanol pro

10 ml Puffer zugegeben.
ONPG-L0Osung
4 mg/ml o-Nitrophenyl-D-pyranogal actosid (Sigma) in ddH,O

Losung wird zu 1 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Na,COs-L6sung
1M Na,COs

21.4.1.2 Luziferase-Assay

ATP-L6sung
100 mM ATP
0,2M Tris

aufbewahren bei -20°C

Luzferin-Stammlésung
25mM Luziferin-Natriumsalz (Sigma) in ddH,0
aliquotiert und bei -20°C gelagert, zum Gebrauch 1:100 mit Mef3puffer verdinnt

Mef3puffer
25mM Glycylglycin
15mM MgSO,

vor Gebrauch ATP zusetzen (Endkonzentration 5 mM)
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2.1.4.2 Puffer und Losungen fur die lmmunfluoreszenz

PFA 3% in PBS (Fixierlosung)

129 Paraformaldehyd (PFA)

40 ml 10x PBS

Mit ddH,0 auf etwa 300 ml auffiillen und unter dem Abzug unter RUhren erhitzen, bis sich
alles gelost hat. Sollte sich nicht alles 16sen, NaOH-Pldtzchen zugeben, bis der
L 6sungsvorgang beendet ist. Wéahrend des Rihrens 40 pl 1 M CaCl, und 40 pl 1 M MgCl,
zugeben. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur den pH-Wert auf 7,4 einstellen und die
Losung auf 400 ml auffillen und in Aliquots zu 12 ml bei —20°C lagern.

Permeabilisierungsldsung
0,1% (v/v)  Triton X-100

in PBS

Neutralisationd ésung

50 mM NH,CI

in PBS

Blockpuffer

5% (vIv) hitze-inaktiviertes Ziegenserum
in PBS

Mowiol (Eindeckungsmittel)

60 Glycerin

2449 Mowiol

6 ml ddHO

12 mi 0,2 mM Trig/HCI, pH 8,5

Glycerin in ein 50 ml Falcon-Réhrchen geben, mit dem Mowiol versetzen und durchmischen.
Das Wasser dazugeben, mischen und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen. 12 ml Tris
zugeben und 10 min bei 50°C ruhren (oder langer, das Mowiol muf3 sich vollstandig 16sen).
Anschlief3end 20 min bei 6500 g zentrifugieren und in Aliquots zu 1 ml bel —20°C lagern. Die
Losung ist etwa ein Jahr haltbar.
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2.1.4.3 Puffer und Ldsungen fur die Frackelton-Extraktion

Frackelton-Ready-Mix

10 mM Tris’/HCI, pH 7,07
50 mM NaCl

30 mM Na,P,O;

50 mM NaF

5uM ZnCl,

1% (w/v) Triton X-100
ad 500 ml ddH,0, bei 4°C lagern

Stammlésungen

e 100 uM  Natriumorthovanadat in ddH,O
e 5U/ml  ap,-Macroglobulinin ddH,O

e 25ug/ml Pepstatinin EtOH

e 25ug/ml Leupeptinin ddH,O

e 0,15mM Benzamidinin ddH,O

e 28pug/ml Aprotininin ddH,O

* 05mM PMSFinEtOH

bei —20°C lagern

Frackelton-Puffer

3ml Frackelton-Ready-Mix
3ul Natriumorthovanadat
3l 0-Macroglobulin

15 ul Pepstatin

3ul L eupeptin

3ul Benzamidin

6 ul Aprotinin

15 pl PMSF

Puffer erst kurz vor Benutzung ansetzen und auf Eis aufbewahren.
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2.1.5 Puffer und Lésungen fur molekular biologische Arbeiten

2.1.5.1 Puffer und Ldsungen fur Plasmid-DNA Pré&parationen aus E.coli (Qiagen)

Puffer P1
50 mM TriHCI pH 8,0
10 mM EDTA

100 pg/ ml RNaseH
Lagerung bel 4°C

Puffer P2
200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

Puffer P3

3M Kalium-Acetat, pH 5,5
Puffer N3

4,09 M Guadiniumhydrochlorid

0,759 M Kalium-Acetat, pH 4,2

Puffer PE

70% (viv)  EtOH

100 mM NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 7,0
1mM EDTA,pH 7,5

Puffer EB " Elution-Buffer” (Elutionspuffer flr Minipraparation)
10 mM TrigHCI, pH 8,5
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Puffer QBT
750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15% (v/iv)  Isopropanol
0,15 % (w/v) Triton X-100

Puffer QC
1M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15% (v/v)  Isopropanol

Puffer QF
1,25M NaCl
50 mM Tris’/HCI, pH 8,5

15 % (v/v) Isopropanol

2.1.5.2 Puffer und Ldsungen fur die Praparation genomischer DNA

DNAzol"

Guanidiniumthiocyanat-haltige Ldsung

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
0,1M EDTA

2.1.5.3 Puffer fir Restriktionsenzyme

Die Firmen MBI-Fermentas und New England Biolabs haben fir die von ihren Firmen
vertriebenen Restriktionsenzyme ein aus vier beziehungsweise funf Puffern bestehendes
System entwickelt, das mit fast alle Enzyme verwendet werden kann. Fir einige wenige
Enzyme sind jedoch Spezialpuffer erforderlich. Die Enzyme wurden jeweils im empfohlenen

Puffer verwendet.
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2.1.5.3.1 Puffer von MBI-Fermentas

Puffer B+ (blue)

10 mM TrisHCl, pH 7,5 bel 37°C
10 mM MgCl,

0,1 mg/ml BSA

Puffer G+ (green)

10 mM TrisHCl, pH 7,5 bel 37°C
10 mM MgCl,
50 mM NaCl

0,1 mg/ml BSA

Puffer O+ (orange)

50 mM Tris/HCI, pH 7,5 bei 37°C
10 mM MgCl,

100 mM NaCl

0,1 mg/ml BSA

Puffer R+ (red)

100 mM TrigHCl, pH 8,5 bei 37°C
10 mM MgCl,

100 mM KCI

0,1 mg/ml BSA

Puffer Y+/Tango (yellow)

33 mM Tris/Acetat, pH 7,9 bei 37°C
10 mM MgAc,
66 MM KAc

0,1 mg/ml BSA



Material und Methoden

31

EcoRI / Notl Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,5 bei 37°C
10 mM MgCl,

100 mM NaCl

0,02 % Triton X-100

0,1 mg/ml BSA

BamH| Puffer

10 mM Tris’/HCI, pH 8,0 bei 37°C
5mM MgCl,

100 mM KCI

0,02 % Triton X-100

0,1 mg/ml BSA

2.1.5.3.2 Puffer von New England Biolabs
NEBuffer 1 (yellow)

10 mM Bis-(Tris)-Propan/HCI, pH 7,0 bel 25°C
10 mM MgCl,
1mM DTT

NEBuffer 2 (blue)

10mM Trig’HCI, pH 7,9 bei 25°C
50 mM NaCl

10 mM MgCl,

1 mM DTT

NEBuffer 3 (red)

50 mM Tris’/HCI, pH 7,9 bei 25°C
100 mM NaCl
10 mM MgCl,

1mM DTT
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NEBuffer 4 (green)

20mM Trig/Acetat, pH 7,9 bel 25°C
50 mM KAc

10 mM MgAcC,

1mM DTT

2.1.5.4 Puffer fur Ligation, Dephosphorylierung, Auffullreaktion und PCR

T4 DNA Ligase-Puffer (10x) (M BI-Fer mentas)
400 mM TrigHCI, pH 7,8

100 mM MgCl,

100 mM DTT

5mM ATP

CIAP-Puffer (10x) (M BI-Fer mentas)
0,1 M Tris’/HCI, pH 7,5 bel 25°C
01M MgCl,

Klenow-Puffer (10x) (M BI-Fer mentas)
500 mM Tris/HCI, pH 8,0 bei 25°C
50 mM MgCl,

10 mM DTT

Taq DNA-Polymer ase-Puffer (10x) (M Bl-Fer mentas)
100 mM TrigHCI, pH 8,3

500 mM KCI

15mM MgCl,

0,8% Nonidet P40
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2.1.5.5 Puffer und Ldsungen die Sequenzierreaktion

Annealing-Puffer fir Sequenzierreaktion
1M Tris’HCI, pH 7,6

100 mM MgCl,

160 mM DTT

Labelling-Mix
1,374 uM dATP
1,374 uM dCTP
1,374pM  dGTP
1,374 uM dTTP
334 mM NaCl

Read-Short-Gemische
A-, T- und G-Mix

1,87 ul dATP (dTTP bzw. dGTP), 5 mM
je 16,8 pl dTTP, dGTPund dCTP, 5 mM
bzw. dATP, dGTP und dCTP, 5 mM
bzw. dATP, dTTP und dCTP, 5 mM
2,8 ul ddATP (ddTTP bzw. ddGTP) 0,5 mM
2 pl TrigHCI, 2M, pH 7,6

1pl NaCl, 5 M

41,9 ul ddH,O

C-Mix

1,87 pl dCTP, 5mM

16,8 pl dATP, dTTP und dGTP, 5 mM
3,4 ul ddCTP, 5 mM

2 pl TrigHCI, 2M, pH 7,6

1pl NaCl, 5 M

41,3 }.J.| ddeO
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T7 DNA-Polymer ase-Ver diunnungspuffer
20 mM TrisHCI, pH 7,5

5mM DTT

100 pg/ml BSA

5% (v/v) Glycerin

2.1.5.6 Puffer fur das Electrophoretic Mobility Shift Assay (EM SA)

TTE 20x

1,8M Tris-Base
0,575 mM Taurin
2,7mM EDTA

L,Anderter” -Shift-Puffer

10 mM Tris’/HCI, pH 7,9
50 mM NaCl
1mM B-MESH

0,05 % (w/v) Magermilchpulver
5% (viv) Glycerin

» Hambur ger* -Shift-Puffer

10mM TrigHCI, pH 7,9
50 mM NaCl

1 mM EDTA

1mM DTT

0,05 % (w/v) Magermilchpulver
5% (vIv) Glycerin
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2.1.5.7 Puffer und Ldsungen fur die Proteinaufreinigung

KP
Stamml dsungen:

1M K3POq4
1M K2HPO,

Stamml ésungen so mischen, dal3 sich der gewtinschte pH-Wert einstellt.

PDL -Puffer
30mM KP;, pH 7,5
100mM DTT

0,01 % (v/v) Lubrol

2.1.5.8 Puffer und Ldsungen fur den DNA-Zellulose-Bindungs-Assay

Puffer Z1
50 mM Tris/HCI, pH 7,9
1mM DTT

20% (viv)  Glycerin
0,1% (viv) NP40

Puffer 22
50 mM Tris/HCI, pH 7,9
1mM DTT

20% (viv)  Glycerin
01%(v/iv) NP40
2M KCl
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2.1.6 Puffer und Lésungen fir Gelelektrophoresen

2.1.6.1 Agarosegele

TPE-Puffer (10x)

09M Tris-Base
20 mM EDTA
pH 8,0 einstellen

Auftragspuffer fir Agarosegele (MBI) 6x
50 mM EDTA

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % (w/v) Xylencyanol FF

30% (v/v)  Glycerin

Langenmarker fur Agarosegele

* 1kb DNA-Leiter, MBI-Fermentas
Der Marker enthélt 14 definierte Fragmente mit einer Lange von 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 Basenpaaren.

* ADNA/HindllI-Marker, MBI-Fermentas
Der Marker enthélt 7 definierte Fragmente mit einer Lénge von 23130, 9416, 6557,
4361, 2322, 2027 und 564 Basenpaaren.

2.1.6.2 Polyacrylamidgele

Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung
30 %ige Losung von Acrylamid und Bisacrylamid im Verhdtnis 37,5zu 1

TTE-Puffer (20x)

1.8M Tris-Base
0,575 M Taurin
8,25M EDTA

pH 9,0 einstellen
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Azorubinauftragspuffer (AAP) fur Acrylamidgele (2x)

509% (v/v)  Glycerin
0,1 % (w/v)  Azorubinfarbstoff
in 1x TPE-Puffer

Langenmarker fur Acrylamidgele

e 100 bp DNA-Leiter, MBI-Fermentas

Der Marker enthdlt 11 definierte Fragmente mit einer Lange von 1000, 900, 800, 700,

600, 500, 400, 300, 200, 100 und 80 Basenpaaren.

* pPTR54/Hinfl-Marker

Der Marker enthdlt 13 definierte Fragmente mit einer Lange von 1061, 796, 719, 517,

396, 338, 298, 255, 221, 191, 154, 105 und 75 Basenpaaren.

2.1.6.3 SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli

Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung

30 %ige Losung von Acrylamid und Bisacrylamid im Verhdtnis 37,5 zu 1

Laufpuffer (10x)
250 mM Tris’/HCI, pH 8,3

19M Glycin
1% SDS
Coomassie-Farbeldsung

0,2% (w/v) Coomassie Blue R 250
0,05 % (w/v) Coomassie Blue G 250

42,6 % EtOH

5% MeOH

10 % Essigsdure
Entfarbel6sung

7 % (wWiv) Essigsdaure
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Laemmliauftragspuffer (LAP) (3x)

02M Tris-Base

33% Glycerin

3% SDS

auffdllen auf 60 ml; pH 6,8 einstellen,
3.2% [3-Mercaptoethanol

1,6€” % (w/v) Bromphenolblau
>62ml

Protein-Grof3enstandard (10 kDa Protein Ladder, Gibco BRL)
Der Marker enthdlt zwolf definierte Fragmente der Grof3e 200, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60,
50, 40, 30, 20 und 10 kDa.

2.2 Medien

2.2.1 Medien zur Kultivierung von Escherichia coli

Luria Bertani-Kulturmedium (L B) fur E.coli
1 % (w/v) Pepton

1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5% (w/v) NaCl

pH 7,0 einstellen, autoklavieren

LBA™-Platten fiir E.coli

1 % (w/v) Pepton

1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5% (w/v) NaCl

2 % (Wiv) Agar

pH 7,0 einstellen, autoklavieren, auf 50°C abkihlen und
75 mg/l Ampicillin dazugeben
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LBG-Medium fur E.coli

LB-Medium mit 2 % Glukose

M9-F estplatten

42 mM NaHPO,

22 mM KH,PO,

8,5mM NaCl

18 mM NH,CI

2 % (wiv) Agar

pH 7,4 einstellen, autoklavieren, auf 50°C abkuhlen und

0,1 mM CaCl,

2mM MgSO,, autoklaviert

0,2% (viv)  Glukosel6sung, autoklaviert

50 mg/l Ampicillin

1mM Thiamin-HCI, sterilfiltriert

2 % (VIv) 10x DO-Solution mit bendtigter AS-Zusammensetzung (autoklaviert)

dazugeben. Fir HB101 Zellen zusétzlich eine LGsung von
40 mg/l Prolin (sterilfiltriert) hinzuftgen.

2.2.2 Medien zur Aufzucht von Saccharomyces cerevisiae

YPD-Medium und YPD-Festplatten

2% (w/v)  Pepton

1% (wiv) Hefeextrakt

2 % (wW/v) Agar (nur fir Festplatten)

pH 5,8 einstellen, autoklavieren, auf 50°C abkihlen und

2% (viv) autoklavierte Glukosel 6sung dazugeben

SD-Medium und SD-Festplatten

0,67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids

2 % (wiv) Agar (nur fur Festplatten)

2% (viv) 10x Dropout solution mit den jewells benttigten Aminosduren
pH 5,8 einstellen, autoklavieren, auf 50°C abkihlen und

2 % (VIv) autoklavierte Glukosel 6sung dazugeben
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Dropout solution (DO) (10 x)
0,62 % (w/v) SD/-Trp/-Leu/-His,
0,64 % (w/v) SD/-Trp/-Leu,
0,69 % (w/v) SD/-Leu oder

0,74 % (w/v) SD/-Trp

2.2.3 Medien fur die Zellkultur

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (High Glucose) (Gibco)
(Dulbecco and Freeman, 1959)

4500 mg/l D-Glucose

Natriumpyruvat

ohne L-Glutamin,

gelagert bei 4°C

FCS: Fetal Calf Serum, fotales Kalberserum (Gibco)
Vor der Verwendung wird das FCS durch Erhitzen auf 54°C fior 30 Minuten
dekomplementiert. Eswird gelagert in 50 ml Portionen bei -20 °C.

2.3 Mikrobiologisches M aterial

2.3.1 Verwendete Bakterienstamme

Bel den im Folgenden beschriebenen Escherichia coli-Stdmmen handelt es sich um K12-

Sicherheitsstamme, welche fir Arbeiten mit Plasmid-DNA eingesetzt wurden.

TG1

Genotyp: K12, A(lac-pro), supE, thi, hsdA5/F , traA36, proA*B”, lacl?, lacZAM 15.
Escherichia coli TG1 wurde fir diverse Arbeiten mit Plasmid-DNA eingesetzt. Hauptséchlich
fand er Verwendung im Phage-Display zur Amplifikation von Phagen.
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HB101

Genotyp: F-, thi-1, hsdS20 (rg,, mg’), recAl3, ara-14, leuB6, proA2, lacY1l, galK2,
rpsL20 (str"), xyl-5, mtl-1, SUpE44, \".

Escherichia coli HB101 wurde zur Amplifikation von aus Hefezellen préparierten Plasmiden

eingesetzt.

LK111(A)
Genotyp: r« mg’, thi-1, thr-1, leuB6, tonA21, SupE44, lacl9ZAM 15, Hfr, A™.
Escherichia coli LK111(A) wurde zur Plasmidamplifikation und bei Expressionsversuchen

verwendet.

DH5(a)

Genotyp: @80d, lacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (remy’), SUpE44,
relAl, deoR, A (lacZY A-argF), U169, F.

Escherichia coli DH5(a) fand Anwendung bel der Amplifikation der cDNA-Bibliothek und

bei Versuchen zur Elektroporation.

ToplOF’
Genotyp: F {lacl®Tn10(Tet%)}, merA, A(mrr-hsdRMS-merBC), g80lacZAM 15, AlacX 74,
deoR, recA1, araD139, A(ara-leu) 7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG

Escherichia coli ToplOF wurde zur Vermehrung des Plasmids pcDNA1.1/Amp und aller
daraus abgeleiteten Plasmide verwendet. Es handelt sich um einen rekombinationsdefizienten
Stamm fur die stabile Replikation von High Copy Number-Plasmiden. Der Stamm ist recAl
fir eine erhdhte Stabilitét des Inserts, endA fir eine bessere Plasmid-Qualitat bei
Minipraparation und hsdRMS flr geringe Spaltungsaktividt endogener Nukleasen.
Blue/White-Screening wird durch den lacZAM15 Genotyp ermdglicht. Der Stamm enthalt
eine Tetracyclin-Resistenz auf dem F-Episom und bendtigt Tetracyclin in einer Konzentration

von 15 pg/ml im Medium.

2.3.2 Verwendeter Hefestamm

Das Genom von Saccharomyces cerevisiae besteht aus einen haploiden Satz von 16

Chromosomen mit einer Gesamtléange von 14000 kb und ein kernstandiges 2 pm-Ring-
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Plasmid mit eigenem Replikationsursprung. In der Wildtyp-Hefezelle werden die fur die
[3-Gal aktosidase-Expression verantwortlichen Gene von den beiden Proteinen GAL4 und
GAL80 reguliert. Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die Kohlenstoffquelle des
verwendeten Mediums. Wenn es Galaktose enthdlt, bindet GAL4 am Promotor des
[3-Galaktosidase-Gens und aktiviert die Transkription. In Abwesenheit von Galaktose bindet
GAL80 und blockiert den Promotor. Bei den Stammen des Matchmaker” Two-Hybrid-
Systems wurden die Gene fir GAL4 und GALS80 deletiert. Die Regulation der Expression der
verwendeten Reportergene lacZ und HIS3 erfolgt daher Uber eine intakte GAL1-Upstream
Activating Ste (UAS) mit vier GAL4-Bindungssequenzen oder ein UAS-Konstrukt aus drei
Kopien einer 17 bp-langen, palindromen Sequenz (UA Sg 17mer(3x))-

Die native HIS3-Promotor-Region besteht aus einer UAS, die durch den Transkriptionsfaktor
GCN4 erkannt wird und zwei TATA-Boxen (TR und TC). TR steht unter der Kontrolle von
GCN4, wahrend TC weder von GCN4 noch GAL1 oder UAS-Konstrukten reguliert werden
kann.

Y 190-Stamm
Genotyp: MATa, ura3-52, his3-200, ade 2-101, lys2-801, trpl1-901, leu2-3, 112, gal4A,
gal80A, cyh2.

Saccharomyces cerevisiae Y 190 (Firma Clontech), ein Abkémmling des Hefestammes Y 153
(Durfee, 1993), ist auxotroph fur Tryptophan und Leucin. Das lacZ-Reportergen steht unter
der Kontrolle eines intakten GAL 1-Promotors. Das HIS3-Reportergen wird von der GAL1-
UAS und einem Minimalpromotor kontrolliert, der beide HIS3-TATA-Boxen enthélt. Hieraus
resultiert eine hohe Expressionsrate bel positiven Two-Hybrid-Interaktionen, so dal3 auch
schwache Signale detektiert werden koénnen. Allerdings ist signifikante unkontrollierte
Expression auf Grund der unregulierten TC-TATA-Box mdglich, dal3 heifdt der Y 190-Stamm
[&3t in Bezug auf HIS3 zu einem geringen Mal3 Expression zu. Dieses Verhalten kann durch
Zugabe von 3-AT zum Medium minimiert werden, ohne die Empfindlichkeit merkbar zu

verschlechtern.
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2.3.3 Verwendete Zdlinien

HEK-293: Human embryonic kidney (kidney transformed) - humane, embryonae
Nierenzellinie

HEK-293, oder auch nur 293-Zellen, sind mit einem Adenovirus Typ 5 (Ad 5) infiziert und
exprimieren stabil das virale ELA-Protein, das in die regulatorischen Prozesse der Wirtszelle
eingreift und deren Zelzyklus verandert. Diese Zellinie fand zu Beginn der Arbeit
Verwendung, wurde dann aber durch die robusteren Linien CV-1 und spéter COS 7 abgel 6st.
Zur Verfugung gestellt wurde sie von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Martin
(Institut fir Molekularpharmakologie).

CV-1. African Green Monkey Nierenzellinie - Vorlaufer der COS Zellinien

Die Zellinie wurde von M. Oelgeschléger (Oelgeschléger et al., 1996a) bel der Untersuchung
der c-Myb-Wechselwirkungen am mim1 Promotor verwendet. Sie wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernhard Luscher (Institut fir Molekularbiologie) zur Verfligung
gestellt.

Cos-7:

Cos-7-Zellen sind von der zuvor genannten Affennierenzellinie CV-1 abgeleitet, die durch
Transformation mit einer Origin-defekten Mutante des Affenvirus SV40 entstanden ist
(Ibelgaufts, 1990). Cos-7-Zellen enthalten ein in das zelluldre Chromosom integriertes SV 40-
Genom, welches die Synthese des grof3en T-Antigens steuert. Dieses Protein reguliert durch
Bindung an spezifische Bindungsstellen der viralen DNA sowohl die virale Genexpression as
auch die Replikation der SV40-DNA. Cos-7-Zellen setzen jedoch kein Virus mehr frei, da
eine Deletion im Bindebereich des T-Antigens die Expression der hierfir bendtigten viralen
Gene verhindert. In Cos-7-Zellen verwendete Vektoren setzen sich aus Anteilen bakterieller
Plasmide, einem geeigneten Promotorbereich und dem Ori des SV40 Genoms zusammen.
Durch das von den Cos-7-Zellen bereitgestellte T-Antigen konnen solche Plasmide

extrachromosomal gehalten und vermehrt werden.
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2.4 Verwendete Vektoren

2.4.1 Vektoren fur Escherichia coli

pGEX-Vektoren

Die pGEX-V ektoren wurden von der Firma Pharmacia bezogen und dienen als Expressions-

vektoren von GST-Fusionsproteinen unter Kontrolle des lac-Promotors. Die Proteine kdnnen
Uber GSH-Sepharose aufgereinigt, und der Fusionsanteil mittels einer Protease (Thrombin)
abgespalten werden. Das Plasmid besitzt einen pBR322 Ori fur die Replikation in E.coli, ein
Ampicillinresistenzgen fur die Selektion und produziert gleichzeitig den lac-Repressor. Die
Vektoren unterscheiden sich in der Multiple Cloning Ste (MCS) und in der zu verwendenden
Protease. In dieser Arbeit finden die Vektoren pGEX-2T und pGEX-4T3 mit der schon
erwahnten Thrombinschnittstelle beziehungsweise pGEX-5X1 Verwendung.
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Abbildung 9: Plasmidkarte und M CS der pGEX-Vektoren
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pQE-Vektoren

Die Vektoren werden von der Firma Qiagen vertriecben und enthaten das

Ampicillinresistenzgen, den ColE1-Ori, einen T5-Promotor, eine MCS und die fir sechs
Histidine kodierende Sequenz. Der T5-Promotor besteht aus dem T5-Phagen Promotor Pyas
und dem lac-Operator, er ist mit IPTG induzierbar. Die mit dem exprimierten Protein
fusionierten sechs Histidine ermdglichen eine affinitdtschromatographische Aufreinigung mit
Ni?*-NTA-Agarose. Die einzeln Plasmide unterscheiden sich durch ihre MCS. Es wurde
pQES30 verwendet.

E%_E__E§E%_
s uvia T
l—*| I—I

FI5 -loc Q- lac O -RBS !—‘-.TG SxHis gllek]
[

T pQE-30 —-—
pRE-31 AC
pE-32 -G
=£
g
& PpQE30, pQE3],
pQE32
3.4 kb
Col E1
pQE-30
Sma |
Em Hl-"REE fueHis Boam HI Sphl  Seel Kol Xmol Sall Pat | Hired 11l
| —i e ] [BEATE COr AT GAGE T GET AL O GOET L GACC TGO AGECAAGCTT| AATTAGETGAG I:l

RiGS-Hi epitope

Abbildung 10: Plasmidkarte und M CS des pQE30-Vektors

pCANTABSE

Der im Phage-Display-System als Ausgangspunkt verwendete Vektor ist ein modifiziertes
pCANTABSE-Konstrukt (Kiewitz, 1997a). Er wurde durch Einklonieren eines Polylinkers
(siehe Anhang) Uber die Sfil und die Notl-Schnittstelle generiert.

Die zu untersuchenden DNA-Fragmente werden zwischen die pel B-Leader-Sequenz und das
M13-g3p-Gen des Vektors kloniert. Die pelB-Leader-Sequenz codiert das Signal fur den

Export des Fusionsproteins ins Periplasma der Bakterien. Beim sogenannten Assembly wird
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das g3p-Fusionsprotein an der Spitze der rekombinanten Phagen verankert. Die Mehrzahl der
prozessierten Phagen tragen auf ihrer Oberflache eine Kopie des Fusionshillproteins und vier
Kopien des nativen g3p-Proteins. Das Pili-Protein ist voll funktionsféhig und ermdglicht den
Phagen weliterhin die Infektion von E.coli-Bakterien (Makowski, 1993). Der pPCANTABSE
Vektor enthdlt einen induzierbaren lac-Promotor. Dieser wird durch den lacl® kodierten lac-
Repressor reguliert und kontrolliert die Expression des Fusionsproteins. Um bel der
Bakterienanzucht die Akkumulation von letalen Mengen des g3p-Fusionsproteins zu
verhindern, wird das lac-Operon durch Zugabe von 2 % Glukose zum Néhrmedium stringent
reguliert. Die Infektion mit Helferphagen findet in glukosefreiem LB-Medium statt, wodurch
die Bildung der fir das Assembly bendtigten Fusionsproteine induziert wird. Der
Phagemid-V ektor tragt als Selektionsmarker die Resistenz gegen Ampicillin. Der verwendete
Helferphage M13KO07 Ubertrégt eine Kanamycinresistenz. Bakterien, die sowohl mit dem
Phagemid-Vektor transformiert als auch mit dem Helferphagen infiziert wurden, kbnnen mit
LBA™ sl ektiert werden.

Abbildung 11: Plasmidkarte des Phagemid-Vektors pCANTABSE

2.4.2 Vektoren fur Saccharomyces cerevisiae

Die Plasmide des Matchmaker” Two-Hybrid-System sind Shuttle-Vektoren, da heif}t sie
kénnen in Scerevisiae und E.coli repliziert werden, da sie den Col E1-Replikationsursprung
aus E.coli und den Replikationsursprung der Hefe Sccerevisiae aus dem 2 p-Ring tragen. Das
[3-Lactamase-Gen (bla) sorgt fur Ampicillinresistenz in E.coli-Zellen. Als Selektionsmarker

flr auxotrophe S.cerevisiae-Stamme dienen das TRP1-Gen beziehungsweise das LEU2-Gen.
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Die Expresson der Fusionsproteine steht unter der Kontrolle des Promotors der
Alkoholdehydrogenase 1 (ADH1).

PAR-1

Der pAS2-1-Vektor wird zur Erzeugung eines Fusionsproteins eingesetzt, das aus der GAL4-
DNA-Bindungsdomane und einem zu untersuchenden Protein, dessen kodierende Sequenz in
die MCS des Vektors kloniert wurde, besteht. Das Hybridprotein wird in Hefezellen unter

Kontrolle des ADH1-Promotors exprimiert und durch eine Nuclear Localization Sequence

(NLS) zum Hefenukleus trandoziert. Als Selektionsmarker in tryptophanauxotrophen
Hefezellen dient das TRP1-Gen.

JALY BD
- _—
E " ®
ACT GTA TCG CCG GTA TTG CAA TAC CCA GCT TTG ACT

[T =0 ]

e

.
AT ATG GCC ATGE GAG GCC GA& TTC CCG GGG ATE G

CTT ATG ATT TAT GAT TTT TAT TAT TAA ATA
Abbildung 12: Plasmidkarte und M CS des pAS2-1-Vektors

pPAS2-1 ist ein Derivat des pAS2 Vektors (Harper, 1993) und wurde durch Deletion des HA
Epitops und Austausch der Aminosdure 149 (Glutamin gegen Valin) erzeugt. Diese
Veranderungen des Plasmids eliminieren komplett die autonome Aktivierungsaktivitdt von
PAS2.

pGAD10

Der pGAD10-Vektor dient der Erzeugung eines Fusionsproteins bestehend aus der GAL4-
Aktivierungsdoméne und Proteinen beliebig kodierender Sequenzen einer cDNA-Bibliothek.
Das Hybridprotein wird in Hefezellen unter der Kontrolle eines verkirzten ADH1-Promotors
auf niedrigem Niveau exprimiert und durch die SV40-T-Antigen-NLS zum Nukleus geleitet.
Als Selektionsmarker in leucinauxotrophen Hefezellen tragt das Plasmid das LEU2-Gen.
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Abbildung 13: Plasmidkarte und MCSdes pGAD10-Vektors

pACT2
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Der pACT2-Vektor erzeugt ein Fusionsprotein bestehend aus der GAL4-Aktivierungsdomane

und dem zu untersuchenden Protein. Als Selektionsmarker tragt dieses Plasmid ebenfalls das

LEU2-Gen.

amp' irlll Hpal

Bgill CalEY
HA epitope or
Nz |-

LEw2

Abbildung 14: Plasmidkarte und MCSdes pACT2-Vektors

2.4.3 Vektoren fur die Zellkultur

pEGFP-C2, -C3

Der von der Firma Clontech bezogene 4,7 kb grofl3e pEGFP-Vektor ist in drel verschiedenen

Leserastern erhdtlich und dient der Expression von Enhanced Green Fluorescent Protein

(EGFP)-Fusionsproteinen. Der Vektor kodiert eine optimierte Variante des Wildtyp-GFP, die

sich durch ein hohere Expressionsrate und starkere Fluoreszenz in eukaryontischen Zellinien
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auszeichnet (Clontech, 1998). Die kodierende Sequenz des EGFP-Gens wird durch den
Cytomegalovirus-Promotor (CMV) kontrolliert und wurde der menschlichen Codon Usage
angepaldt. Die MCS befindet sich zwischen dem C-Terminus von EGFP und dem SV40-
Polyadenylierungssignal. In die MCS klonierte Gene werden as C-terminaler Fusionsanteil
exprimiert. Durch SV 40-Polyadenylierungssignale des EGFP-Gens wird die Prozessierung
des 3'-Endes der EGFP-mRNA kontrolliert. Ein SV40-Promotor, ein Neomycin/Kanamycin-
Resistenzgen (TN5) und Polyadenylierungssignale des Herpes Smplex-Virus-
Thymidinkinase-Gens (HSV-TK) bilden einen Gencluster, durch den die Selektion
transfizierter eukaryontischer Zellen auf neomycinhaltigem Medium méglich ist. Durch einen,
vor dieser Sequenz (upstream) gelegenen, bakteriellen Promotor wird das Kanamycin-
Resistenzgen in E.coli-Zellen transkribiert. Ein pUC-Replikationsursprung sorgt fir
Propagation in E.coli. Ein fi;-Ursprung ermdglicht die Produktion einzelstrangiger DNA in
Bakterienzellen, welche F-Plasmide enthal ten.
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Abbildung 15: Plasmidkarte und MCSder pEGFP-Vektoren

pMim-1Luc
pMim-1Luc ist ein Reportergenkonstrukt. ES besitzt die mim-1 Promotorregion, gefolgt von

dem Firefly-Luziferasegen. Das Plasmid besitzt fir die Replikation in E.coli ein Ampicillin-
resistenzgen.

HinDlll

Xhol
mim-1

pMim-1Luc

Luziferase

Abbildung 16: Plasmidkarte despMim-1Luc-Vektors
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pQEL176
Das Plasmid pEQL176 ist ein Expressionsvektor fur B-Galaktosidase in Sdugetierzellen. Das

B-Galaktosidasegen wird von enem CMV-Promotor und enem  SV40-
Polyadenylierungssignal flankiert. Es existiert ein SV40-Ori fur die Replikation in Zellinien,
die das SV40 T-Antigen exprimieren. Fir die Replikation in E.coli ist ein pBR322-Ori
vorhanden und ein Ampicillinresistenzgen ermdglicht die Selektion. Der f1-Ori dient der

Einzelstrangreplikation.
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Smal 20
all 30
stl 40 HinDIl 1160

Bolll 1170

¥hel 1170
UG 1180
pnl 1180

L Pwll 1350
‘-\-\'\-\.\_\_\_\-\-\-\-\\

CMV IE pr
Scal 6840

Xmnl 6720
Saul 1490
pEQ17S
8220 bp
S 40 ori
beta-Gal
SWA0 poly A+
Stul 5040 Sacl 3200

SAl4000  BamHl 4710
Pyull 4270 Spil 4030 Pyull 3910

Abbildung 17: Plasmidkarte des pEQ176-Vektors
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pQE176P2, pEQ176P2Myb

Das Plasmid pEQ176P2 ist durch eine Deletion des [3-Galaktosidasegens aus dem Plasmid
PEQL76 hervorgegangen. Mittels Pvull wurde das etwa 2900 bp lange Fragment des

[3-Galaktosidasegens herausgeschnitten und das Plasmid religiert. Das Plasmid zeigt keine

[3-Gal aktosidaseexpression und dient als Kontrollvektor.

BamHI 20 Smal 20
Sall 30

¥mal 10

stl 40

CMV IE pr

HinDIll 1160
Xhol 1170
%Bgm 1170
pEQI7EP2 =_—AUG 1180
3300 bp Kpnl 1180

beta-Gal left over il 1350

Xmnl 3800
S0 poly A+

S 40 ori BamHI 1790

Sfil 2070
Stul 2120

Abbildung 18: Plasmidkarte des pEQ176P2-Vektors

Das Plasmid pEG176P2Myb wurde durch das Einfigen des c-Myb Gens in den Vektor
PEQL176P2 kloniert. Der Vektor fungiert als c-Myb Expressionsvektor.
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pCMV-CEBPa
Der Vektor pCMV-CEBPa ist ein Expressionsvektor fir CEBPa in Sdugetierzellen. Das

CEBPa-Gen wird durch eénen CMV-Promotor kontrolliert. Der Vektor kann in E.coli

repliziert und durch das Ampicillinresistenzgen selektiert werden.

EcoRl Mool
BamHI
HinDI
o \
CMV
CEBP ORF Ncol
pCMV-CEBP Poly A

4000 bp

HinDINl

Abbildung 19: Plasmidkarte des pCM V-CEBP-Vektors



54 Material und Methoden

pcDNA1.1/Amp-Plasmide

Der Vektor pcDNA1.2/Amp stammt von der Firma Invitrogen und ist ein Expressionsvektor

flr Saugetierzellen. Zwischen dem CMV-Promotor und dem SV 40-Polyadenylierungssignal
befindet sich die MCS. Der Vektor besitzt einen SV40-Ori, der eine Replikation in SV40 T-
Antigen-tragenden eukaryontischen Zellen, ermdglicht. Der ColE1 Replikationsursprung wird
fUr die Replikation des Plasmids in ToplOF bendtigt. Fir die Selektion in Bakterien besitzt

das Plasmid ein Ampicillinresistenzgen.
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Abbildung 20: Plasmidkarte und M CS des pcDNA1.1/Amp-Vektors

2.4.3.1 Vektoren des Mercuryl[J Pathway Profiling-Systems

pAP1-Luc
pPAP1-Luc wurde entwickelt, um Induktion des Aktivatorproteins 1 (AP1) und des

stref3aktivierten Proteinkinase/Jun N-terminale Kinase (SAPK/INK) Signal-Transduktions-
weges zu detektierten. Er enthdt das Firefly-Luziferasegen und vier aufeinanderfolgende
Kopien des AP1-Enhancer, die mit der TATA-ahnlichen Promotorregion (Pra) des Herpes
S mplex Thymidinkinasepromotors (HSV-TK) fusioniert wurden.

Dem Luziferasegen folgt ein SV40-Polyadenylierungs-Signal. Upstream von AP1 befindet
sich ein synthetischer Transkriptionsblocker (TB), der den Hintergrund minimiert. Der Vektor
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enthdlt ferner einen f1-Ori fur die Produktion von einzelstrangiger DNA, einen pUC-Ori und

ein Ampicillinresistenz fir Propagierung und Selektion in E.coli.

Bgl
U4 Hind Il

luciferase

pAP1-Luc
5.0 kb

TB=Transcription Blocker

Abbildung 21: Plasmidkarte des pAP1-L uc-Vektors

pCRE-Luc
PCRE-Luc dient dem Nachweis der Aktivierung des cAMP-bindenden Proteins und des

cAMP-vermittelten Signaltransduktionsweges. Der Vektor ist analog zu pAP1-Luc, enthalt
jedoch vor Pry drei Kopien der CRE-Bindungssequenz.
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Abbildung 22: Plasmidkarte des pCRE-L uc-Vektors
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pPE2F-Luc
pE2F-Luc  dient dem  Nachweis der  Aktivieeung des  E2F-vermittelten

Signaltransduktionsweges. Der Vektor ist analog zu pAP1-Luc, enthdt jedoch vor Pry vier
K opien des E2F-Enhancer-Elementes.
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Abbildung 23: Plasmidkarte des pE2F-Luc-Vektors

pISRE-Luc

pISRE-Luc dient dem Nachweis der Aktivierung des durch Interferon (IFN) ausgeldsten
Signaltransduktionsweges. Der Vektor ist analog zu pAP1-Luc, enthdlt jedoch vor Pry fnf
Kopien der | SRE-Bindungssequenz.
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Abbildung 24: Plasmidkarte des pl SRE-L uc-Vektors
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pSRE-Luc

PSRE-Luc dient dem Nachweis der Aktivierung des Serum Response Element (SRE) und des
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP) Signaltransduktionsweges. Der Vektor ist analog zu
pPAP1-Luc, enthélt jedoch vor Pry drei aufeinanderfolgende Kopien des SRE.
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Abbildung 25: Plasmidkarte des pSRE-L uc-Vektors

pTAL-Luc

pTAL-Luc dient dem Untersuchung von Enhancer-Sequenzen. Der Vektor ist analog zu
pAP1-Luc, enthdlt jedoch vor Pry eine MSC, in welche die zu testenden Sequenzen kloniert
werden konnen. Ohne Modifikation dient er als Kontrollvektor.
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Abbildung 26: Plasmidkarteund MCSdespTAL-Luc-Vektors
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2.5 Verwendete Antikorper

Die verwendeten Antikorper fur die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden von der
Arbeitsgruppe von Dr. Beate Sodeik (Institut fur Physiologische Chemie) zur Verfligung
gestellt.

Primare Antikorper:

* Monoklonaler Antikérper MAb414, spezifisch fur das nukleare Kernporenprotein; Isotyp
1gGy/k; Katalognummer: MMs-120R, Berkley Antibody Company; aus der Maus

 CI-MPR, cationindependent Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, spezifisch fur spétes
Endosom/Lysosom; aus dem Kaninchen

* Anti-Canetin, spezifisch fir das Endoplasmatische Retikulum; aus dem Kaninchen

* X222, anti-clatenin, spezifisch fur Clatenin/Vesikel; aus der Maus

 EEA1, Early Endosom Associated Antigen 1; spezifisch fur frihes Endosom; aus der
Maus

Sekundéare Antikorper:

» Lissamine Rhodamine-Conjugated Goat Anti Mouse; Dianova

» Lissamine Rhodamine-Conjugated Goat Anti Rabbit; Dianova

2.6 Mikrobiologische M ethoden

2.6.1 Arbeiten mit Escherichia coli

2.6.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Escherichia coli wird bel 37°C in LB-Flussigmedium unter Schitteln oder auf LB-Platten
kultiviert, wobei gegebenenfalls Antibiotika zugesetzt werden. Die Kulturdauer betragt im
Allgemeinen 16 bis 20 Stunden.
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Tabelle 4: Konzentration der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Flussigmedien [pg/ml] Festmedien [ug/ml]
Ampicillin 100 75
Kanamycin 30 35
Tetracyclin 15 15

2.6.1.2 Chemische Transformation

Herstellung kompetenter Zellen

Die Praparation kompetenter Zellen fur die chemische Transformation erfolgt nach der RbCl-
Methode (Biolabs, 1996), einer modifizierten Vorschrift nach Hannahan (1983). Es werden
Transformationseffizienzen von etwa 10’ cfu pro pg pBR322 erreicht. Die kompetenten
Zellen kénnen bis zu einem Jahr bei -70°C gelagert werden.

250 ml LB-Medium werden mit 20 mM MgSO, und 2,5 ml einer Vorkultur versetzt. Nach 2-3
Stunden bei 37°C wird eine Zelldichte von ODgy = 0,4-0,6 (Beginn der logarithmischen
Wachstumsphase) erreicht. Die Zellen werden 5 min bei 4000 g und 4°C abzentrifugiert und
das Pellet in 100 ml eiskaltem TFBI resuspendiert. Einer fUnfmindtigen Inkubation auf Eis
folgt erneut eine Zentrifugation. Das Pellet wird in 10 ml kaltem TFBII aufgenommen und die
Zellen weitere 45 min auf Eis inkubiert. Anschlief?end wird die Suspension zu 100 pl
Aliquotsin Eppendorfgefale gefillt und in fllssigem Stickstoff schockgefroren.

Durchftihrung
Ein Aliquot kompetenter Zellen wird im Eisbad langsam aufgetaut, mit 100 ng Plasmid-DNA

oder einem Ligationsansatz versetzt und 30 min inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock (42°C) wird
der Transformationsansatz mit 1 ml LB-Medium aufgeftllt und eine Stunde bel 37°C
inkubiert. Nach schonender Zentrifugation (2 min, 2000 g) wird der Ansatz auf
Selektionsplatten  ausplattiert  beziehungsweise in FlUssigkulturmedium mit  dem

entsprechendem Antibiotikum Uberfhrt.

2.6.1.3 Elektroporation

Herstellung kompetenter Zellen
11 LB-Medium wird mit 10 ml einer Ubernachtkultur versetzt und 2-3 Stunden bei 37°C
inkubiert. Bel einer Zelldichte von ODggo = 0,5 wird das Kulturgefald fur 30 min auf Eis
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gestellt und anschlief3end die Zellen 15 min bel 4000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird
in 1| eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Waschvorgang
wird mit 500 ml und 20 ml 10 % Glycerin wiederholt. Anschlief3end werden die Zellen in 2
bis 3 ml 10 % Glycerin resuspendiert. Die kompetenten Zellen werden zu 40 pl aiquotiert, in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bel -70°C aufbewahrt.

Durchfiihrung
Ein Aliguot kompetenter Zellen wird mit maxima 4 pl Plasmid-DNA (etwa 100 ng/ul)

versetzt und zwei Minuten lang auf Eis inkubiert. Nach Uberfiihrung des Ansatzes in eine
eisgekihlte 1 mm-Kuvette wird mittels eines Elektroporators (Modell 2510, Firma
Eppendorf) ein 4 ms langer Spannungsimpuls von 1800 V erzeugt. Die Zellen werden eine
Stunde lang in 1 ml LB-Medium bei 37°C inkubiert und anschlief3end auf Selektionsplatten
oder in Flissigmedium mit Antibiotikum Uberfuhrt. Die Transformationseffizienz betrégt
etwa 10°-10™ cfu/pg DNA.

2.6.1.4 Proteinexpression

Mit dem rekombinanten Vektor (pGEX fur GST-Fusionsproteine, pQE fur (His)s-tag-
Proteine) werden chemisch kompetente TG1-Zellen oder LK111(A)-Zellen transformiert. Aus
einer iber Nacht inkubierten Vorkultur werden 500 ml LB*™-Medium angeimpft (ODggo =
0,1) und bei 37°C bis zum Erreichen einer Zelldichte von ODgy = 0,7-0,9 inkubiert.
Anschlieffend wird mit Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert, die
Endkonzentration betragt bei pGEX-Vektoren 0,1 mM und bei pQE-Vektoren 1 bis 2 mM.
Nach zweistindiger Inkubation bei 37°C wird die Zellsuspension fir 10 Minuten bei 4000 g
zentrifugiert und das Pellet bei -20°C aufbewahrt oder wie beschrieben aufgereinigt (siehe
2.7.7und 2.7.8).

Fur einen Expressionstest wird von einer Vorkultur eine 1 ml Probe genommen, sedimentiert
(3 min, 13000 g) und das Pellet in LAP aufgenommen. Eine 3 ml Kultur wird von der
Vorkultur angeimpft und bis ODgy = 0,7-0,9 inkubiert, mit IPTG induziert und nach
2 Stunden eine 1 ml Probe genommen. Diese wird wie die Probe vor der Induktion
aufgearbeitet und beide Proben auf einem SDS-PAAGE analysiert.
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2.6.1.41 Fermentation

Die Produktion grofRerer Mengen Protein erfolgt in einem 10 I|-Fermenter unter sterilen
Bedingungen. Dazu wird der Fermenter mit 8 | ddH,O beschickt und 14 Stunden bei 120°C
im Warmeschrank inkubiert.

Nach der Zugabe von 1 | autoklaviertem 10x LB-Medium, den entsprechenden Antibiotika
sowie 3 ml Entschdumer (Extran 31, Merck), wird das Medium durch Zugabe von 1 |
Vorkultur angeimpft. Es folgt eine Anzucht der Zellen bel 37°C bis zu einer ODggo = 0,7-0,9.
Nach Erreichen der gewtnschten Zelldichte wird durch Zugabe der erforderlichen Menge
IPTG induziert. Nach zweistindiger Expression wird der Fermenterinhalt zentrifugiert
(4000 g, 10 min).

Nach Resuspension der Zellen in 500 ml PDL und Aliquotierung auf 50 ml konnen die Zellen
direkt zur Aufarbeitung (siehe 2.7.7 und 2.7.8) eingesetzt oder eingefroren werden (-20°C).

2.6.1.5 Amplifikation der cDNA-Bibliothek

Eine cDNA-Bibliothek (M&useembryo, Swiss Webster, 11. Tag p.c. in E.coli DH5(a)) wurde
von der Firma Clontech bezogen. Die Bibliothek liegt im pGAD10-Vektor vor, die
Insertgrofie liegt zwischen 0,5 und 3,5 kb. Die Anzahl unabhéngiger Klone betragt 3 x 10°,
der Titer der Originalkultur liegt bei 1 x 10 cfu/ml.

Fur den Einsatz im Two-Hybrid-System muf3 die cDNA-Bibliothek nach dem Protokoll der
Firma Clontech amplifiziert werden. Dazu werden 1 x 10 cfu der Originalkultur in 10 ml LB-
Medium aufgenommen und direkt auf 50 LB®™-Platten (O 150 mm) ausplattiert. Nach
Inkubation bel 37°C dber Nacht werden samtliche Kolonien in LB-Flussigmedium
aufgenommen und die Bibliotheksplasmide mittels einer Plasmidpraparationsmethode
(Abhangig von der Zellmenge; siehe 2.7.1) isoliert.
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2.6.2 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

2.6.2.1 Working Stock und Glycerinkultur

Es gibt zwei unterschiedliche Strategien zur Aufbewahrung von Hefen, den Working Stock
und die Glycerinkultur. Zum Anlegen eines Wor king Stocks werden 50 ul einer tiefgefrorenen
Hefekultur auf eine YPD-Agarplatte aufgetragen und 3-5 Tage bel 30°C inkubiert. Diese
Platte dient als Grundlage fur weitere Hefekulturen und kann verschlossen (Parafilm) bei 4°C
1-2 Monate verwendet werden. Von dieser Platte kann nach dieser Zeit auch wieder ein neuer
Working Stock angelegt werden, aber generell ist diese Methode nur fir den kurzfristigen
Einsatz gedacht.

Fir ein langfristige Lagerung werden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wird eine einzelne
Kolonie des Working Stocks in 500 ul YPD-Medium resuspendiert und anschlief3end mit
500 ul 50 %igen Glycerinlésung versetzt. Die Suspension wird 30 min auf Eis inkubiert und
die Zellen dann bei -70°C aufbewahrt. Die Haltbarkeit betrégt etwa ein Jahr.

2.6.2.2 Kultivierung

S cerevisiae wéchst bei 30°C auf Vollmedium (zum Beispiel YPD) beziehungsweise auf
entsprechenden  SD-Mangelmedien. Die Generationszeit in  der  exponentiellen
Wachstumsphase betrégt durchschnittlich 180 Minuten. Durch Messung der Tribung bei
600 nm konnen folgende Wachstumsphasen unterschieden und verschiedenen Zelldichten
zugeordnet werden. Mit der Naherung ODgoo = 0,1 03 x 10° Zellen/ml 143 sich die Zellzahl
abschétzen.

» Anlaufphase

* Exponentielle Phase

* Early log-Phase ODggo = 0,4 0O <1x10 Zelen/ml
* Mid log-Phase ODgyo= 0,4-1,7 0O  15x10 Zellen/ml
* |ate log-Phase ODggo= 1,7-6,6 O  5x10'—2x 10° Zellen /ml

« Stationare Phase

* Absterbephase
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2.6.2.3 Elektroporation

Die Elektroporation stellt bei Hefezellen eine sehr effiziente Methode zur Transformation mit
Plasmid-DNA dar. Ein Spannungsimpuls 6ffnet Poren in der Plasmamembran, so dal3d DNA
aus dem umgebenden Medium ins Zytoplasma gelangen kann. Die Transformationseffizienz
liegt fur ein Plasmid bei 1 x 10*— 1 x 10° cfu/pug DNA. Bei der Kotransformation von zwei

Plasmiden ist die Zahl der resultierenden Transformanden gering.

Herstellung kompetenter Zellen
Ein 500 ml Y PD-Hefekultur wird bei 30°C bis zu ODggo = 1,3-1,5 inkubiert und anschliefl3end
funf Minuten bei 4000 g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ml eiskaltem sterilem

ddH»O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Es schlief3en sich Waschschritte mit 250 ml
sterilem ddH,O (4°C) und 20 ml einer 1 M Sorbitol-Losung (4°C) an. Das Pellet wird in
0,5ml 1 M Sorbitol-Ldsung (4°C) resuspendiert, so dal3 sich ein Endvolumen von 1-1,5 ml

mit einer Konzentration von etwa 1 x 10™ Zellen/ml ergibt.

Durchfiihrung
Ein Gemisch aus 65 ul frisch préparierter, kompetenter Zellen und maximal 4 pl Plasmid-

DNA (0,5-3,0 pg/ul) wird fanf Minuten lang auf Eis inkubiert. Es wird in eine eisgekihlte
Kivette Uberfihrt und fur etwa 4 ms einem Spannungsimpuls von 750 V ausgesetzt.
Anschlieflend werden die Zellen in 1 ml 1 M Sorbitol-Losung aufgenommen und auf

Agarplatten mit einem Sorbitolgehalt von 1 M ausplattiert.

2.6.2.4 Chemische Transformation in Gegenwart von Lithiumacetat

Bel der chemischen Transformation von Hefezellen liegt die Effizienz im Bereich von etwa
1 x 10% cfu/pug DNA. Auch lassen sich mit dieser Methode im Gegensatz zur Elektroporation

zwei Plasmide gleichzeitig mit hoher Effizienz transformieren.
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Her stellung kompetenter Zellen und Dur chfiihrung

Kulturvolumina und Reagenzienmengen variieren je nach Konzentration und Anzahl der

verwendeten Plasmide (Anzahl in Klammern): Konzentration (Anzahl)
gering (1) _mittel (2) hoch (1-2)
small scalelarge scale library scale

1. YPD- bzw. SD-Medium wird mit einer Hefekolonie inokuliert 50ml 50ml 150 ml

und 18 Stunden lang bei 30°C bis zu einer Zelldichte von
ODgwo= >1,5inkubiert (Stationére Phase).
2. Die Vorkultur wird tberimpft (ODeggo = 0,2). Die anschlief3ende 300m 300ml 11
Inkubation erfolgt bel 30°C im Schiittelwasserbad bis zu einer
Zéelldichte von ODggyo = 0,5 (etwa 3 Stunden).
3. Die Kultur wird far 5 Minuten bei 1000 g und Raumtemperatur
zentrifugiert und das Pellet in sterilem ddH,O resuspendiert. 25ml 25ml 500 ml
4. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet in frisch hergestellter

1x TE/LiAc-L6sung aufgenommen. 15ml 1,5ml 8 mi

Die kompetenten Zellen missen innerhalb einer Stunde transformiert werden.

PEG/LiAc-Losung wird frisch hergestellt. 10ml 10 ml 100 ml
6. Der Transformationsansatz wird erstellt:
» Plasmid 1 (K6derkonstrukt) 0,1ug 50 ug 0,5mg
 Plasmid 2 (Bibliothekskonstrukt) 30ug 0,3mg
» carrierDNA 01mg 2mg 20mg
* Hefezellen 01lm 1ml  8ml
7. PEG/LiAc-Losung wird dazugegeben und der Ansatz 06ml 6m 60ml

intensiv durchmischt.
8. Nach 30 minutiger Inkubation unter stdndigem Schuitteln 70l 700 pl 7ml
erfolgt die vorsichtige Zugabe von DM SO.
9. Nach einem 15mindtigen Hitzeschock (42°C) wird der Ansatz
1-2 min auf Eis gekuhlt und anschlief3end fir 5 min bel 1000 g
zentrifugiert.
10. Das Pellet wird in TE aufgenommen und auf entsprechende 05m 10ml 10 ml
Selektionsmedien ausplattiert.
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2.6.2.5 R-Galaktosidase-Colony-Lift-Filter-Assay

Die auf His-Mangelmedium gewachsenen Kolonien (His-produzierende Kotransformanten)
mit einem Durchmesser grof3er as 1 mm werden auf frisches Selektionsmedium Uberimpft
und 2 bis 4 Tage bei 30°C inkubiert. Es wird dann ein Papierfilter (Whatman #5, 00 75 mm)
auf die Kolonien gelegt, wodurch diese ganz oder teilweise von der Agarplatte abgehoben
werden. Der Filter mit den Kolonien wird fir zehn Sekunden in flUssigem Stickstoff
schockgefroren, wobel die Zellmembranen zerstért werden. Nach dem Auftauen wird der
Filter mit den lysierten Zellen in eine Petrischale tUberfuhrt, in welcher sich ein mit X-Gal/Z-
Puffer-Losung getrankter Nitrozellulosefilter befindet. Die Petrischale wird bei 30°C
inkubiert, wobel sich bel [3-Galaktosidase-produzierenden Kolonien nach 0,5 bis 8 Stunden

eine Blaufarbung zeigt.

2.6.3 Arbeiten im Rahmen des Phage-Display-Systems

2.6.3.1 Vermehrung von M 13K O7-Helferphagen

100 pl TG1-Zélen werden in 20 ml LB Fissigmedium gegeben und bei 37°C im
Schiittelwasserbad bis zu einer ODggo = 0,5 inkubiert. Nach Zugabe von 1 x 107 cfu (Colony
Forming Unit) M 13K O7-Helferphagensuspension wird fur weitere 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Zellen werden abzentrifugiert (20 min, 1000 g), in 100 ml LB*®" resuspendiert und tiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die M13K07-Phagen werden, im Gegensatz zu den rekombinanten
Phagen, nach der Aufarbeitung in SM-Puffer aufgenommen. Die Aufarbeitung und

K onzentrationsbestimmung erfolgt analog zu den rekombinanten Phagen.

2.6.3.2 Produktion rekombinanter Phagen

100 pl kompetente TG1-Bakterienzellen werden mit 100 ng des rekombinanten Phagemid-
V ektors chemisch transformiert. Nach dem Hitzeschock werden die Bakterien in 800 pl LBG-
Medium aufgenommen und bei 37°C 60 min inkubiert. Auf einer LB™-Agarplatte werden
50 ul der Bakteriensuspension ausgestrichen, um die Transformationseffizienz zu
kontrollieren. Der Rest wird in 20 ml LBG"™-Medium uberfihrt und bei 37°C im
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Schittelwasserbad bis zu einer Zelldichte von ODgy = 0,5 inkubiert, was je nach
Transformationseffizienz 4 bis 6 Stunden dauert. Bei Erreichen der erforderliche Zelldichte
werden 3 x 10" cfu M13KO7-Helferphagen zugegeben und 60 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend werden die Zellen 10 min zentrifugiert (1000 g), das Pellet in 12 ml LBA™/Ka.
Medium resuspendiert und Uber Nacht bei 37°C im Schiittelwasserbad inkubiert.

2.6.3.3 Isolierung rekombinanter Phagen und deren Konzentrationsbestimmung

Die Zellen der Ubernachtkultur werden sedimentiert (20 min, 1000 g) und der Uberstand, der
die rekombinanten Phagen enthalt, in ein 50 ml Falcon-Gefal3 tUberfihrt. Die Bakteriophagen
werden dann durch Zugabe von 1/5 des Suspensionsvolumens an PEG-NaCl und
nachfolgender 4stindiger Inkubation bei 4°C gefdllt. Anschliel3end werden die Phagen
2 Stunden sedimentiert (6200 g). Das Pellet wird in 10 ml 1 x PBS, 0,1 % (v/v) Triton X-100
resuspendiert und sterilfiltriert (Sterilfilter, Satorius, Porengrofie 0,45 pm).

Wahrend der Zentrifugation werden 20 ml LB-Medium mit 100 pl kompetenten TG1-Zellen
angeimpft und bei 37°C im Schittelwasserbad bis zu einer Dichte von ODgy = 0,5 inkubiert.
Um den Phagentiter zu bestimmen, wird folgende Verdinnungsreihe der Phagensuspension
mit ddH,0 hergestellt: 1:10% 1:10% 1:10°, 1:10°% 1:10".

Je 10 pl Phagenverdinnung werden zu je 1 ml der TG1-Kultur gegeben, 30 min bei 37°C
inkubiert und anschlief3enden zentrifugiert (3000 rpm, 5 min, Eppendorf Centrifuge 5415).
Der Uberstand wird dekantiert, das Pellet im verbleibenden Restvolumen resuspendiert und
auf LBA™-Agarplatten (bei Helferphagen auf LB*®-Platten) ausgestrichen. Aus der Anzahl
der Klone auf den Agarplatten &3t sich dann tber den Verdiunnungsfaktor und das eingesetzte
Volumen der Phagentitersin der Einheit cfu/ml bestimmen.

2.6.3.4 Beschichtung der Mikrotiterplatten

Fur die Durchfiihrung des Pannings (siehe 2.6.3.5) wird eine Mikrotiterplatte mit den zu
untersuchenden Proteinen beschichtet (Coating). Die Proteinlésungen werden mit ddH,O auf
eine Konzentration von 10 pg/ml verdinnt und in jede der zu beschichtenden Vertiefungen
(Well) der Mikrotiterplatte 200 pl der Proteinverdinnungen eingefiillt. Nach Inkubation tber
Nacht bei 4°C, bei der die Proteine an die Oberflache binden, wird die Proteinldsung

vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Die beschichteten Platten sind bei 4°C etwa 3
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Wochen ohne Qualitatsverlust lagerbar. Es wurden nur frisch beschichtete Mikrotiterplatten
verwendet.

2.6.3.5 Panning

Das Panning dient der Untersuchung der Wechselwirkung der rekombinanten Bakteriophagen
mit den auf der Mikrotiterplatte immobilisierten Proteinen. Damit man unspezifische
Wechselwirkungen ausschlief3en kann, wird fir jeden rekombinierten Phagen ein Blindwert
mit einem unbeschichteten Well gemacht. Zu Beginn des Panning werden in jedes Well, egal
ob beschichtet oder Blindwert, 300 ul Blockpuffer gegeben und die Mikrotiterplatte 30 min
bei RT inkubiert. Wahrenddessen werden die Phagentiter bestimmt und fir das Panning mit
ddH.0 eine Verdiinnung mit einem Titer von 1 x 10° cfu/ml hergestellt.

Nach der Inkubation wird der Blockpuffer aus den Wells abgesaugt und 200 ul der verdinnten
Phagensuspensionen zugegeben. Es folgt eine 4stindige Inkubation bel 4°C, anschlief3end
wird die Suspension abpipettiert. Nun beginnt das Waschen der Wells mit 250 pl Phage-
Display-Waschpuffer, wodurch unspezifisch gebundene Phagen entfernt werden. Es wird bis
zu 30 ma mit Puffer gewaschen, wobei die Einwirkzeit 3 min betragt. Jeder Pipettierschritt
muf3 mit einer frischen Spitze erfolgen, da es sonst zu Kontaminationen mit Bakteriophagen
aus anderen Wells kommen wirde, die das Ergebnis verfél schen.

Vor Beginn des Waschens werden 20 ml LB-Medium mit 100 pl TG1-Bakterien angeimpft
und bis zu einer ODgpo = 0,5 inkubiert. Um die Effizienz des Waschens zu Uberprifen wird
jeder 5. bis 10. Waschschritt (Wash) in einem 1,5 ml Reaktionsgefald aufgefangen. Nach
Beendigung des Waschens werden 200 ul der zuvor angesetzten TG1-Kultur in jedes benutzte
Well und 500 pl zu jedem aufgefangenen Wash gegeben. Beides wird 30 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die Suspensionen in den Reaktionsgefal3en werden sedimentiert
(3000 rpm, 5 min, Eppendorf Centrifuge 5415) und ein Grofiteil des Mediums dekantiert. Das
Pellet wird im Restmedium resuspendiert und ebenso wie die Bakteriensuspension in den
Mikrotiterplatten auf LB*™-Platten ausgestrichen. Die Anzahl der Klone auf den Platten der
Waschschritte spiegelt die Wirksamkeit der Waschprozedur wieder. Ist es durch spezifische
Wechselwirkungen rekombinante Phagen mit den proteinbeschichteten Wells zu einer
Anreicherung gekommen, so 18/% sich dieses an der erhdhten Kolonienanzahl auf den
zugehorigen Agarplatten im Vergleich zu den Platten der unbeschichteten Wells erkennen.
Der Faktor zwischen beschichtetem und unbeschichtetem Well stellt ein Mal3 fur die Stérke



68 Material und Methoden

der Wechselwirkung dar, wobei es sich um relative Werte handelt. Man kann die Werte
zweier Pannings also nicht direkt vergleichen; sondern muf3 immer den Bezug zum Blindwert

beachten.

2.6.4 Arbeiten mit euykariontischen Zellinien

Die Arbeiten mit eukaryontischen Zellkulturen werden an der Sterilwerkbank Biobench der
Firma Ceag Shirp durchgefuhrt. An sterilen Einmalverbrauchsgtitern finden einzeln verpackte
10 und 25 ml Plastikpipetten, Zellkulturflaschen mit 80 cm? Grundfléche sowie 60
beziehungsweise 100 mm Petrischalen Verwendung. Die Zellinien werden im
Begasungsbrutschrank BB16 der Firma Heraeus bel 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Die Zellen werden in DMEM unter Zusatz von 10 % FCS, 5 ml L-Glutamin-Lésung und 5 ml
Penicillin/Streptomycin-Losung kultiviert. Das in Gebrauch befindliche Medium sowie die
Medienvorrédte werden bei 4°C gelagert. Das Medium ist vor Verwendung im Wasserbad auf
37°C zu temperieren.

2.6.4.1 Passagieren von Zellen

Es ist in der Zelkultur notwendig, die Zellen bei Erreichen eines gewissen Bedeckungs-
grades zu teilen und ein Aliquot in eine neue Kulturschale auszuséen. Dieser als Passagieren
bezeichnete Vorgang findet statt, bevor die Zellen vollstandig konfluent gewachsen sind (bel
80-90 % Bedeckung). Sollten die Zellen dichter wachsen; kommt es zu einer sogenannten
Kontaktinhibierung, die zum Absterben und Abldsen der Zellen fuhrt. Durch Zellzdhlungen
lieRen sich bei etwa 80 bis 90 % Konfluenz Werte von 0,75 x 10’ bis 1,25 x 10’
Zellen/80 cm?Flasche feststellen. Wurde die Konfluenz erreicht, lag die Zellzahl bei iber
1,5 x 10’ Zellen/Flasche und das zuvor beschrieben Phanomen der Zellablésung trat auf.

Das Passagieren beginnt mit dem Dekantieren des Mediums, Waschen mit 10 ml sterilem
PBS, Dekantieren des PBS und anschlief3ender Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung zu
den Zellen. Nach 30 s bis 1 min werden die Zellen durch Klopfen vom Boden der
Zellkulturflasche gelost. HEK-293 Zellen sind leicht ablosbar. Einwirkzeiten der
Trypsin/EDTA-L6sung von einer Minute und mehr fihren zu einer steigenden Zahl toter
Zellen. CV-1 Zellen und die davon abgeleiteten COS-7 Zellen sind robuster und zeigen auch
eine deutlich hohere Adhdrenz, was eine langere Einwirkzeit der Trypsin/EDTA-LOsung
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bedingt, damit auch sie sich durch Klopfen ablosen lassen. Nun werden 8 ml Medium
zugegeben, der Boden der Kulturflasche mehrfach mit der Zellsuspension gespllt und die
Z€ellen durch mehrfaches Aufziehen in der Pipette resuspendiert und Zellklumpen aufgel Ost.
Eine Probe der Suspension wird enthommen und mit einer Neugebauer-Zadhlkammer die
Zellzahl bestimmt. 50 pl der Zellsuspension werden mit 50 pl einer 0,4 % Trypanblaul sung
gemischt und einige Tropfen in die Zahlkammer gegeben. Trypanblau ist ein Farbstoff der
von lebenden Zellen nach dem Eindringen in die Zelle abgebaut oder ausgeschleust wird. Er
wird verwendet, um |lebende von toten Zellen, die im Lichtmikroskop blau erscheinen, zu
unterscheiden. Bei der Zahlung wird die Zellzahl in vier grof3e Quadrate bestimmt und der
Mittelwert gebildet. Ein grof3es Quadrat umschlieft ein Volumen von 0,1 pl. Unter
Beriicksichtigung der Verdiinnung ergibt sich die Zellzahl pro ml nach: Zahlwerts 2+ 10%. In
der neuen Kulturflasche werden 1,5 bis 2x 10° Zellen ausgesdt, was meist 1,5 bis 2 ml
Zé€llsuspension entspricht, der dann 20 ml Medium zugegeben werden. Die Zellen missen alle
2 bis 3 Tage im Verhdtnis 1:5 oder 1:6 passagiert werden. Fur l1angere Kulturzeiten werden
0,5 bis 1 x 10° Zellen ausgesét, was eine Zeit zwischen zwei Passagen von vier bis fiinf Tagen

ermdglicht.

2.6.4.2 Lagerungvon Zellen

1. Einfrieren

Eukaryontische Zellen kdnnen fir léngere Zeit in flissigem Stickstoff gelagert werden. Esist
sinnvoll, sich einen Vorrat an eingefrorenen Zellen anzulegen, da auch bel sorgféltigem
Arbeiten eine Kontamination der Kultur mit Bakterien oder Pilzen nicht auszuschlief3en ist.
Auch kann es nach haufigem Passagieren zu Anderungen im Wachstumsverhaltens, in der
Morphologie oder in der Transfizierbarkeit der verwendeten Zellen kommen. Sollte es zu
solchen Veranderungen kommen, hilft nur die Verwendung von Zellen mit einer geringeren
Passagenzahl.

Um Zellen einzufrieren, werden vier 80 cm? groRRe Zellkulturflaschen ausgesét und bis zu
einer Zellzahl von etwa 1 x 10’ Zellen/Flasche kultiviert. Die Zellen werden wie beschrieben
abgel0st, die 4 x 10 ml Zellsuspension in einem sterilen 50 ml Falcon-Gefal? vereinigt und bei
15 g und 4°C fur 30 min zentrifugiert. Das Medium wird dekantiert, die Zellen werden in
6ml FCS10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und die Suspension auf
6 Cryorohrchen aufgeteilt. Alle Arbeitsschritte nach der Zentrifugation sind auf Eis
durchzufiihren und das FCS vorzukuhlen, um die Aufnahme von DMSO in die Zellen zu
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verringern. Die Cryordhrchen werden in einer doppelwandigen Styroporbox im
Tiefkthlschrank langsam auf -80°C gekuhlt. Nach zwei bis drei Tagen konnen sie in fllssigen
Stickstoff Uberfihrt werden, wobei ein Rohrchen direkt wieder aufgetaut wird, um
sicherzustellen, dal3 die Zellen den Einfriervorgang Uberlebt haben und nicht kontaminiert

wurden.

2. Auftauen

Nach der Entnahme des Cryordhrchens aus dem Stickstoff werden die Zellen schnell in der
Hand oder im Wasserbad aufgetaut. Anschlief3end wird die Zellsuspension in einem sterilen
Falcon-Gefald mit 20 ml Medium versetzt, gut durchmischt, dann fir 30 min bei 15 g und 4°C
zentrifugiert, das Medium dekantiert und durch neues ersetzt. Diese Vorgehensweise soll
moglichst viel DMSO aus der Suspension entfernen. Die Zellsuspension wird in eine

Kulturflasche Uberfiihrt und wie oben beschrieben inkubiert.

2.6.4.3 Transfektion

Das Einbringen von Plasmid-DNA in einen eukaryontischen Organismus wird as
Transfektion bezeichnet. Es gibt verschiedene Methoden, um dieses Ziel zu erreichen. Die
klassische Kalziumphosphat-Methode ist fir unsere Zwecke nicht effizient genug (Scholz,
1999), daher wird eine Methode, die mit einem Lipid-Transfektionsreagenz der Firma Qiagen
arbeitet, verwendet.
Ziel der Transfektionen ist es, eine moglichst hohe Transfektionseffizienz zu erreichen, dal3
heif%t einen hohen Anteil an transfizierten Zellen bezogen auf die Gesamtpopulation. Die
Kenntnis der Transfektionseffizienz ist wichtig fur die Bewertung von Reportergen-Assays.
Hierbei werden einzelne Transfektionen miteinander verglichen und eine Normierung
durchgefuihrt. Es gibt zwei allgemein verwendete Methoden um eine Quantifizierung zu
verwirklichen:
 Verwendung eines Kkonstitutiv exprimierten Proteins, das durch Aktivitétstests
quantifiziert und in Relation zur Transfektionseffizienz gesetzt werden kann.
* Verwendung eines konstitutiv exprimierten Indikatorproteins, das zum Beispiel eine
Verfarbung (Blue/White-Screening) der transfizierten Zellen hervorruft, so dal3
transfizierte und nicht transfizierte Zellen ausgezahlt werden kénnen.



Material und Methoden 71

Beide Verfahren wurden angewendet. Die Transfektionen von GFP-Proteinen werden tber
das Verhdltnis von fluoreszierenden zu nicht fluoreszierenden Zellen quantifiziert, wahrend
beim Reportergen-Assay das [3-Gal aktosidase-Assay (siehe 2.6.4.6) durchgeftihrt wird.

2.6.44 Transfektion mit Effectene

Effectene ist ein Lipid-Transfektionsreagenz der Firma Qiagen, das fir alle im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrten Transfektionen verwendet wird. Die DNA wird bei dieser
Transfektionsmethode durch die Wechselwirkung des negativen Phosphatriickgrats mit
positiven Molekilen, sogenannten Enhancern, kondensiert. Die kondensierte DNA wird
anschlieffend mit einem Monolayer kationischer, nichtliposomaler Lipide umschlossen und
der so gebildete Komplex durch Endozytose von den Zellen aufgenommen.
Im dem Transfektions-Kit sind enthalten:
» Puffer EC (Verdinnungspuffer)
e Enhancer (DNA-Kondens erendes Reagenz)

1 mg/ml, 4°C Lagertemperatur
» Effectene (Transfektionsreagenz)

1 mg/ml, 4°C Lagertemperatur

Einen Tag vor der Transfektion werden 5 x 10° Zellen in 60 mm Petrischalen ausgesét, so dal3
die Konfluenz am Tag der Transfektion zwischen 60 und 80 % liegt. Am Transfektionstag
werden 2 pg DNA in 150 pl EC in einem 5 ml Roéhrchen vorgelegt und 8 pl des Enhancers
zugegeben und gut vermischt. Nach etwa 5 min werden 20 pl des Effectene-Reagenz
zugesetzt, auf dem Schiittler 10 s durchmischt und dann 10 min bel RT inkubiert.
Wahrenddessen wird von den Petrischalen das Medium abgesaugt, einmal mit sterilem PBS
gewaschen und 4 ml frisches Medium zugegeben. Die Transfektionslésung wird mit 1 ml
Medium verdinnt und tropfenweise auf die Zellen gegeben. Da die Cytotoxizitdt gering ist, ist
ein Mediumwechsel nicht zwingend erforderlich, er wird nach etwa 16-20 h, wie im
Effectene-Handbuch vorgeschlagen, dennoch durchgefiihrt. Bel den Mengenangaben fir
Enhancer und Effectene handelt es sich um die von Scholz (1999) optimierten Ansétze.

Bel Transfektionen von Reportergenkonstrukten und den zugehdrigen Expressionsvektoren
wird die Gesamt-DNA-Menge von 2 g beibehalten und die Plasmide im gleichen
Gewichtsverhdtnis eingesetzt.
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2.6.45 Erntenvon Zdlen

Zum Ernten der Zellen wird das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und mit 500 pl Extraktionspuffer 10 min bel RT inkubiert. Die Zellen werden dann mit einem
Schaber abgekratzt und das Zdlllysat in Eppendorfgefal3e Uberfuhrt. Die ZelltrGmmer werden
2 min bei 13000 rpm in der Tischzentrifuge sedimentiert, das Lysat in neue Gefél3e Uberfihrt
und fur die Messungen verwendet oder bei -80 °C aufbewahrt.

26.4.6 [-Galaktosidase-Assay

Im [B-Galaktosidase-Assay wird o-Nitrophenyl-(3-D-galaktopyranosid (ONPG) durch die in
den Zellen exprimierte und sich im Zelllysat befindende B-Galaktosidase hydrolysiert. Es
entsteht der gelbe Farbstoff o-Nitrophenyl, dessen Konzentration kolorimetrisch bestimmt
wird.

Diese Reaktion mit [(3-Galaktosidase dient der Normierung der Signalstdrken auf die
Transfektionseffizienz beim Reportergen-Assay. Bei dieser Normierung wird angenommen,
dai3 die Transfektionseffizienz des 3-Galaktosidase-Plasmids proportional zur Transfektions-
effizienz der anderen Konstrukte ist. Durch Quantifizierung der [3-Galaktosidase-Aktivitat
und damit der exprimierten [3-Galaktosidase erhélt man die Basis fur die Berechnung der

normierten Reportergenaktivitét.

Fir den Assay werden 360 ul Z-Puffer, 40 ul Zelllysat und 100 pl ONPG-L6sung bei 37°C in
1,5 ml-Reaktionsgefalien inkubiert, bis eine deutliche Gelbférbung zu erkennen ist. Durch
Zugabe von 250 pl Na,COs-Lésung wird die Reaktion beendet, wobei darauf zu achten ist,
dal? die Zugabe der Carbonat-L6sung in der gleichen Reihenfolge erfolgte wie die ONPG-
Zugabe, damit ale Proben die gleiche Reaktionszeit aufweisen. In einer Mikrotiterplatte
werden 100 ul von jedem Ansatz gegen Z-Puffer im ELISA-Reader EL309 gemessen. Der
[3 Galaktosidase-Assay ist als Doppelbestimmung durchzufthren. Die Inkubationszeiten bis
zur sichtbaren Gelbfarbung variieren je nach Transfektionseffizienz von wenigen Sekunden

bis zu mehreren Minuten.
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2.6.4.7 Luziferase-Assay

Der Luziferase-Assay beruht auf der von der Firefly-Luziferase, einer Monooxygenase,
katalysierten Reaktion, in der Luziferin unter ATP-Verbrauch zu einem reaktiven
Zwischenprodukt oxidiert wird. Dieses relaxiert durch Emission von Licht bel 508 nm in
seinen Grundzustand Oxyluziferin. Die entstehende Chemolumineszenz wird in
Lumineszenzmessgerdten, sogenannten Lumaten, gemessen und ist proportiona zu der im
Zelllysat enthaltenen Luziferasemenge. Diese ist abhangig von der Aktivierung des

Luziferasegens und den regul atorischen Prozessen am vorgeschalteten Promotor.

Fur die Messung der Lumineszenz wird ein Réhrchenlumaten der Firma Beckman verwendet.
300 ul Mefl3puffer werden in 5 ml Sarstedt-Rohrchen vorgelegt und direkt vor der Messung
mit 50 pl Lysat versetzt. Das Réhrchen wird in den Lumaten gestellt, der selbstandig 100 pl
Luziferinldsung injiziert und fur 10 s die Lumineszenz detektiert. Es hat sich aufgrund der
Schwankungen zwischen zwel Messungen als sinnvoll erwiesen, eine Doppel bestimmung zu

machen. Die Messung wird mittels der 3-Gal aktosidase-M esswerte normiert.

2.6.4.8 Fluoreszenzmikroskopie GFP-exprimierender Zellen

Die Fluoreszenzmikroskopie dient der Lokalisation exprimierter GFP-Fusionsproteine. Das
inverse bi-okkulare Mikroskop CK40 der Firma Olympus mit Fluoreszenzaufsatz regt bei
488 nm die Fluoreszenz an, welche as grine Lichtemission (Emissionsmaximum bel
507 nm) im Blaukanal betrachtet werden kann. Durch die zusdtzliche Verwendung von
Durchlicht lassen sich auch die Zellumrisse sichtbar machen. Die fluoreszierenden Zellen

wurden mittels Farb- oder Schwarzwei3-Fotografie dokumentiert.

2.6.4.9 Immunfluoreszenzmikroskopie adharenter Zellen

Ebenso wie die Fluoreszenzmikroskopie dient die Immunofluoreszenzmikroskopie der
Lokalisation von Zellbestandteilen. In diesem Fall wird die Fluoreszenz aber nicht durch ein
exprimiertes Protein hervorgerufen, sondern durch einen Antikérper, an den ein

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Man kann somit durch spezielle Antikorper gegen
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verschiedene Zellorganellen feststellen, in welchem Zellkompartiment sich ein exprimiertes
GFP-Fusionsprotein befindet.

2.6.4.9.1 Vorbereitungen und Optimierung der Zelldichte

Es ist fur die Immunofluoreszenzmikroskopie notwendig, die Zellen auf einem Deckglas zu
kultivieren, um sie dann auf Objekttréger aufbringen zu kdnnen, welche sich besser lagern
und betrachten lassen as Zellen in einer Kulturschale.

Man benutzt for die Kultivierung in einer 6-Well-Platte quadratische Deckgléschen der
Dimension 20 x 20 mm. Diese werden zuerst mit 2 ml 70 % Ethanol und anschlief3end mit
2 ml ddH,O gespiilt, auf den Luftungslochern der Sterilwerkbank auf Zellstofftiichern einzeln
getrocknet und in einer Glaspetrischale zwischen zwel Filterpapierlagen so plaziert, dal3 sie
nicht aneinander haften konnen. Nun werden sie autoklaviert und kénnen in der Zellkultur
verwendet werden.

Weiterhin ist es notwendig, dal3 die Zellen eine geringe Dichte aufweisen, da sonst die
Morphologie der Zellen durch Kontakt zu anderen Zellen verandert wird. ES hat sich bei der
Untersuchung von transfizierten COS-7-Zellen, mit denen alle Untersuchungen gemacht
wurden, als zweckmal3ig erwiesen, die Zellen in einer 60 mm Petrischale zu transfizieren, sie
einen Tag wachsen zu lassen und sie dann in 6-Well-Platten mit Deckgl&schen zu passagieren.
Hierbei zeigte sich, dal3 Transfektanten leicht unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten
besitzen, so dal3 man verschiedene Zellmengen eines Transfektanten in die Wells Uberfihren
sollte, um sich am darauffolgenden Tag das Well mit der optimalen Zelldichte auswahlen zu

konnen. Ublicherweise werden zwischen 1 und 4 x 10° Zellen transferiert.

2.6.4.9.2 Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Bel diesem Vorgang mul3 ein Kompromif3 zwischen zwei sich widersprechenden Zielen
gefunden werden. Einerseits sollen die Zellen in situ sofort und irreversibel fixiert werden.
Andererseits soll die Antigenitdt der zu untersuchenden Moleklle erhaten bleiben, und sie
sollen fur den Antikorper zuganglich sein. Die irreversible Fixierung erfordert eine starke
Quervernetzung der subzelluldren Strukturen, die Antigenitdt gar keine. Fur die vorliegenden

Antikorper erwies sich eine Standardfixierung/Permeabilisierung al's guter Kompromif3.
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Fur die Fixierung werden die Zellen einmal mit 2 ml PBS gewaschen und danach mit 1 ml
3 % PFA (frisch oder zum ersten Ma aufgetaut) fir 20 min bei RT inkubiert. Anschlief3end
wird dreima mit 2 ml PBS gewaschen und verbliebenes PFA durch 10mindtige Inkubation
mit 2 ml Neutralisationslosung inaktiviert. Nun wird noch dreimal mit 2 ml PBS gewaschen.
Die Zellen konnen in diesem Stadium 1 bis 2 Tage bei 4°C aufbewahrt werden.

Zur Permeabilisierung werden die Zellen 5 min mit 0,1 % Triton X-100/PBS behandelt. Bel
grof3en Probenzahlen kann es daher nétig werden, die Permeabilisierung in zwei oder drei
Durchgangen durchzufihren. Die Deckglaser werden dreimal mit 2 ml PBS gewaschen und es

wird sofort mit der Immunmarkierung begonnen.

2.6.4.9.3 Immunmarkierung

Zunéchst werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen durch 30minltiges Inkubieren
mit 0,5 ml Blockpuffer bei RT blockiert. Wahrenddessen wird der erste Antikorper in
Blockpuffer verdinnt, wobei man etwa 20 pl mehr ansetzt as benétigt werden. Kurz vor
Gebrauch wird die Antikorperverdinnung 3 min bel 13000 rpm in der Tischzentrifuge
sedimentiert.

Fur die Inkubation mit dem Antikorper wird ein Einmal papierhandtuch angefeuchtet und auf
den Tisch gelegt. Darauf wird ein Stiick Parafilm gelegt, ohne die nach oben weisende Flache
mit den Fingern zu bertihren und ohne das sich unter dem Film Luftblasen bilden. Auf den
Parafilm werden pro Deckglaschen 30 ul Antikorperlésung pipettiert. Das Deckgl dschen wird
aus dem Blockpuffer genommen, kurz mit PBS gespilt und die Rickseite mit einem
Filterpapier getrocknet. Von der Seite, an der die Zellen haften, wird das tberschiissige PBS
vorsichtig an einer Ecke mit Filterpapier abgesaugt und das Deckglas mit den Zellen nach
unten in die Antikorperlésung gelegt. Wahrend der nun folgenden 30minitigen Inkubation
wird der zweite Antikorper wie beim ersten beschrieben vorbereitet.

Das Deckglaschen wird von der ersten Antikdrperldsung genommen und dreimal 5 min mit
2ml PBS gewaschen. Dann wird es vorsichtig getrocknet und in den zweiten

Antikorpertropfen gelegt, fir 30 min inkubiert und wie zuvor mit PBS gewaschen.



76 Material und Methoden

2.6.4.9.4 Einbettung

Als Einbettungsmedium dient Mowiol, welchem nach dem Auftauen noch 25 mg/ml
1,4-Diazabicyclo(2,2,2)oktan (DABCO) a's Ausbleichschutz zugesetzt werden.

Die Objekttrager werden entsprechend den Experimenten beschriftet und pro Deckglas ein
Mowiol/DABCO-Tropfen, etwa 30 pl, aufgetragen. Die Deckglaschen werden aus dem PBS
des letzten Waschschritts genommen und kurz mit ddH,O gespult um restliches PBS zu
entfernen. Dieser Schritt dient dazu, die Salze zu entfernen, die sonst beim Trocknen
auskristallisieren wirden und so das Préparat und die Optik des Mikroskops beschédigen
wuirden. Das gespllte Deckglas a3t man nun vorsichtig von der Seite auf den Mowiol-
Tropfen gleiten. Es dauert mindestens eine Stunde, bis das Mowiol geliert und man sich das
Préparat anschauen kann, sicherer ist es, das Einbettungsmedium Uber Nacht fest werden zu
lassen. Die Praparate werden bel 4°C gelagert.

2.6.4.10 Frackelton-Extraktion

Die Frackelton-Extraktion dient der Gewinnung von Zellextrakten transfizierter Zellen um
damit Shift-Experimente durchzuf Ghren.

Pro Schale mit transfizierten Zellen werden 2 Eppendorfgefé3e auf Eis vorgekihlt. Die
Petrischalen werden unter der Sterilwerkbank auf Eis gestellt und das Medium abgesaugt. Es
werden 200 pl eiskalter Frackelton-Puffer zu jeder Schale gegeben und 10 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen werden abgeschabt, in die vorbereiteten Eppendorfgefaide tberfuhrt, 45 s
stark geschiittelt und 20 min zentrifugiert ( 4°C, 13000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415). Der
Uberstand wird in neue, vorgekiihite Eppendorfgefalie aliquotiert und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Lagerung erfolgt bei —-80°C.

2.6.4.11 Modifizierte Frackelton-Extraktion

Da es bei der oben beschriebenen Methode nicht méglich ist, die Extrakte zweier Schalen
miteinander zu vergleichen, wurde die bestehende Vorschrift modifiziert. Zum einen wird
jede Schale zusédtzlich mit enem [(3-Ga-Vektor transfiziert und dann (ber das
[B-Galaktosidase-Assay die Transfektionseffizienz, zum anderen wird die Zelldichte durch
Auszahlen bestimmt.
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Damit diese beiden Untersuchungen durchgefihrt werden kénnen, ist das Protokoll der
Extraktion wie folgt geéndert worden:

Alle Arbeiten sind auf Eis unter einer Sterilwerkbank auszuftihren. Von den Petrischalen mit
transfizierten Zellen wird das Medium abgesaugt und die Zellen mit 300 pl Trypsin/EDTA-
Losung von der Oberflache geldst. Anschlief3end werden sie mit einem Zellkulturschaber
zusammengeschoben und in vorgekihlte Eppendorfgefal3e Gberfuhrt. Es wird 1 ml Medium
zugegeben und die Zellen werden 20 min bei 1000 g sedimentiert. Dieser Waschschritt wird
wiederholt und die Zellen am Schlul3 in 1 ml Medium resuspendiert. Durch die Waschschritte
wird das Trypsin weitgehend entfernt.

Von dem Milliliter werden 50 ul abgenommen mit 50 pl 0,4 % Trypanblau versetzt und die
Zéllzahl in einer Neugebauer-Zahlkammer bestimmit.

Weitere 350 ul werden 3 min bei 6000 rpm (4°C, Eppendorf Centrifuge 5415) zentrifugiert,
das Pellet in 350 pl Extraktionspuffer resuspendiert, 10 min bei RT inkubiert und der
[3-Gal aktosidase-Assay nach der Vorschrift weitergefihrt.

Die restlichen 650 pl werden 3 min be 6000 rpm (4°C, Eppendorf Centrifuge 5415)
zentrifugiert und das Pellet in 200 pl Frackelton-Puffer resuspendiert. Man inkubiert 5 min
auf Eis und durchmischt die Suspension 1 min auf einem mechanischen Schiittler. Es schlief3t
sich eine 20miniitige Zentrifugation bei 4°C an, nach welcher der Uberstand in, auf -80°C
temperierte, Eppendorfgefal3e in einem Aluminiumblock pipettiert und bei dieser Temperatur
gelagert wird.

Durch die Bestimmung der Zellzahl und der Transfektionseffizienz ist es mdglich einen
Koeffizienten auszurechnen, mit dem sich vergleichbare Proteinmengen fir zum Beispiel
Shift-Ansétze bestimmen |assen.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Plasmidpréparation

a.) aus Escherichia coli

Fur Plasmidpréparationen aus E.coli wurden Materialien und Vorschrift der Firma Qiagen
verwendet.

Es handelt sich dabei um die Kombinationen der alkalischen Extraktionsmethode (Birnboim,
1979) mit anschliefRender saulenchromatographischer Aufreinigung der DNA, wodurch die
Abtrennung von chromosomaler DNA, RNA und Proteinen vereinfacht wird. In Abhangigkeit
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vom Kulturvolumen werden verschiedene, jedoch nur leicht unterschiedliche Protokolle
verwendet:

- Minipréparation

Eine 12 bis 16 Stunden bel 37°C inkubierte Suspensionskultur (4 ml) von E.coli wird
zentrifugiert (3500 g) und das Pellet in Puffer P1 (enthdlt RNase) resuspendiert
(Puffervolumina siehe Tabelle: 5). AnschliefRend erfolgt der Zellaufschluf® durch Zugabe und
funfmindtige Inkubation mit Puffer P2 (alkalischer Aufschlufd). Nach Zugabe von Puffer N3
(Neutralisation und Fallung) und nachfolgender Inkubation auf Eis (5 min) werden Proteine
und chromosomale DNA durch zehnminitige Zentrifugation (13000 rpm, Eppendorf
Centrifuge 5415) abgetrennt. Das klare Lysat enthdlt die Plasmid-DNA. Diese wird an eine
QIAprep-spin-Saule gebunden, durch Waschen mit Puffer PE gereinigt und durch Zugabe von
Puffer EB eluiert.

- Midi- und Maxipréparation

Das Kulturvolumen bei Midipraparationen betragt 100 ml, bei Maxipréparationen 250
beziehungsweise 500 ml. Resuspension und Aufschlu3 der Zellen erfolgt analog zur
Minipraparation. Die Neutralisation und Prazipitation geschieht durch Zugabe von Puffer P3
und anschlieffender 15-20mindtiger Inkubation auf Eis. Es folgt eine 30mindtige
Zentrifugation (6300 g, 4°C). Zur Isolierung der Plasmid-DNA werden Qiagen tip-100-
beziehungswei se tip-500-Saulen benutzt. Diese werden zuvor mit Puffer QBT &quilibriert und
binden die Plasmid-DNA des klaren Lysats. Nach Waschen mit Puffer QC wird die DNA mit
Puffer QF eluiert, mit Isopropanol gefadlt und fir 30 Minuten bei 6300 g sedimentiert. Das

Pellet wird nochmals mit 70 % Ethanol gewaschen und in EB-Puffer aufgenommen.
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Tabelle 5: M engenangaben fir eingesetzte Puffer in Mini-, Midi- und M axipr &par ationen

Mini-Prap. Midi-Prap. | Maxi-Prap.

Puffer P1[ml] 0,25 4 10
Puffer P2 [ml] 0,25 4 10
Puffer N3 [ml] 0,35 - -
Puffer P3 [ml] - 4 10
Puffer QBT [ml] - 4 10
Puffer QC [ml] - 2x10 2x 30
Puffer PE [ml] 2x0,75 - -
Puffer QF [ml] - 5 15

| sopropanol [ml] - 35 10,5

Ethanol 70 % [ml] - 2 5
Puffer EB [pl] 50 150 250

b.) aus Saccharomyces cerevisiae

Die Isolierung von Plasmiden aus Hefezellen wurde nach der Methode von Ling et al. (Ling,
1985) mit Vorschrift und Materialien der Firma Clontech durchgefihrt.

Eine zu préparierende Hefekolonie wird auf en entsprechendes SD-Festmedium
ausgestrichen und 2-3 Tage bel 30°C inkubiert. Man entnimmt etwa 1 cm? des Zellrasens und
resuspendiert in 50 ul TE-Puffer. Bei einem anderen Protokoll wird die Kolonie in 500 pl SD-
Flissigmedium 18-20 Stunden inkubiert und anschlief3end abzentrifugiert.

Der Zelaufschluf3 erfol gt enzymatisch durch Inkubation der Suspension mit 50 U Lytikase fur
60 min bel 37°C. Der enzymatischen Lyse folgt eine Behandlung mit 10 pl einer 20 %igen
SDS-Losung und einmindtiges Schitteln, gefolgt vom Einfrieren der Suspension. Nach dem
Auftauen wird die Suspension auf eine CHROMA SPIN-1000-Séule aufgetragen, die mit
DEPC-H,0 &quilibriert wurde und bei 700 g funf min zentrifugiert. Proteine, RNA und ein
Tell der genomischen Hefe-DNA werden dabel von der Plasmid-DNA abgetrennt. Im Eluat
befindet sich ein Gemisch aus Plasmid- und restlicher genomischer DNA.

Zur Isolierung reiner Plasmid-DNA ist es notwendig, E.coli-Bakterien (TG1, HB101) mit
einem Aliquot des Eluats zu transformieren. Der Transformationsansatz wird in
Selektionsmedien Uber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlief3end nach der Methode der
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Minipréparation (siehe 2.7.1 a) weiterverarbeitet. Aufgrund der geringen Kopienzahl pro
Hefezelle und der daraus zu erwartenden geringen Plasmid-Konzentration im Eluat ist die

Elektroporation der chemischen Transformation vorzuziehen.

2.7.2 Praparation genomischer DNA

Eine 20 ml Ubernachtkultur von nicht transformierten LK111(A) wird 10 min bei 4000 g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 10 ml DNAzol” resuspendiert
und gut durchmischt. Es folgt ein 10 miniitige Zentrifugation bei 6000 g. Der klare Uberstand
wird in ein 50 ml Falcon-Gefd? wberfihrt und mit 10 ml Ethanol (96 %) versetzt.
AnschlieRend wird 15 min bei 6000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wird mit einem Gemisch aus 700 pl DNAzol und 300 pl Ethanol (96 %) und danach mit 1 ml
Ethanol (70 %) vorsichtig gewaschen. Am Schluf® wird die genomische DNA in 500 pl TE

aufgenommen.

2.7.2.1 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Das zu isolierende DNA-Fragment wird unter UV-Licht aus einem EtBr-geféarbten
Agarosegel (siehe 2.7.6.1) ausgeschnitten und in ein 2 ml-Reaktionsgeféld tberfihrt. Pro
100 mg Gel werden 300 pl Puffer QG zugegeben und das Gemisch bis zur vollstandigen
Auflésung des Gels bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl Isopropanol/100 mg Gel
wird der Ansatz auf eine QIAquick-spin-Saule Uberflhrt, eine Minute zentrifugiert
(13000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415) und auf der Saule mit 750 ul PE gewaschen. Die
DNA wird mit 50 ul EB-Puffer eluiert.

2.7.3 DNA-Modifikationen

2.7.3.1 Restriktionsspaltung von DNA

Es finden folgende Restriktionsenzyme mit den angegebenen Erkennungssequenzen

Verwendung.
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Restriktionsenzym Erkennungssequenz mit markierter Spaltstelle
Accl GT ! PUPyAC
Aval Cl PyCGPuG

BamH| GIGATCC
Balll AlLGATCT
Blpl GCITNAGC

BsuRI GG.CC
Eagl Cl1 GGCCG

EcoRl GIAATTC

EcoRV GATLATC

Haell PuGCGC. Py

Haelll GG.ICC

Hindlll ALAGCTT
Ncol CICATGG

Nlalll CATG!

Notl GCI1GGCCGC
Pael GCATG.C

PfIMI CCANNNNINTGG

PshAl GACNNINNGTC

Pwull CAGICTG

Smal CCCI GGG

Sphl GCATG!C

Taq|l TICGA

Tsp509I LAATT

Xbal TICTAGA

Xhol CITCGAG

Xmal Cl1CCGGG

Xmnl GAANNINNTTC

FUr eine Restriktionsspaltung werden, je nachdem ob es sich um einen analytischen oder
praparativen Ansatz handelt, 1 bis 10 ug DNA, 10 x Puffer (Ansatzgrof3e: 10 bis 50 pl) und
10 bis 50 U Enzym eingesetzt. Der Spaltansatz wird 1 bis 4 Stunden bei der vom Hersteller
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angegebenen Temperatur inkubiert, anschlief3end mit 5 bis 25 ul Stoppuffer versetzt und auf
einem Agarose- beziehungsweise Acrylamidgel analysiert.

2.7.3.2 Ligation linearer DNA

Ein linearisiertes Plasmid, etwa 100 bis 200 ng, und ein zu ligierendes DNA-Fragment
werden im molaren Verhadltnis Rahmen:Insert [11:3 gemischt, mit 10 x Ligasepuffer und 5 bis
10 U Ligase versetzt. Der Ansatz wird vier Stunden bei Raumtemperatur oder alternativ
16 Stunden bei 10°C inkubiert. Die Gesamtmenge des Ligationsansatzes wird direkt zur
Transformation von kompetenten Bakterien eingesetzt. Wird ene Elektroporation
durchgefuhrt, verwendet man nur ein Aliquot, da sonst die Salzkonzentration in der

Elektroporationskuvette zu grof3 wirde.

2.7.3.3 Dephosphorylierung von DNA

Fur die zuvor beschriebene Ligation ist es nétig, dald zumindest auf einer der beiden zu
verknipfenden Seiten des DNA-Stranges eine Phosphatgruppe vorhanden ist. Um die
Religation eines Rahmens zu verhindern, ist es sinnvoll, die Phosphatgruppen zu entfernen, da
sie vom Insert bereitgestellt werden. Diese Spaltungsreaktion wird von der Alkalischen
Phosphatase (CIAP) durchgefihrt, welche in den gangigen Restriktionsendonukleasepuffern
arbeitet, so da® man sie direkt im Anschlull an ene Restriktionsspaltung der
Reaktonsmischung zusetzen kann. Man verwendet 1 U CIAP/20 pmol DNA und inkubiert
30 min bei 37°C. Anschlief3end wird die Phosphatase durch 20minditiges Erhitzen auf 85°C
inaktiviert und die DNA Uber ein Agarosegel aufgearbeitet (siehe 2.7.6.1).

2.7.3.4 Auffillen von Uberhangen nach der Restriktionsspaltung

In einigen Falen ist es notwendig, die bei der Restriktionsspaltung generierten Uberhange
(Sticky Ends) aufzuftllen, so daf3 stumpfe Enden (Blunt Ends) entstehen. Dazu wird das, nach
der Spaltung Uber ein Agarosegel aufgereinigte, lineare Plasmid mit einer Mischung aus
dATP, dCTP, dGTP und dTTP (dNTP's) versetzt und mit Klenow-Polymerase 30 min bei
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37°C inkubiert. Das Enzym wird anschlief?end durch 10minttiges Erhitzen auf 75°C
inaktiviert. Die DNA kann direkt weiter eingesetzt werden.

Ein typischer Reaktionsansatz besteht aus etwa 2 bis 5 pg linearsiertem Plasmid (50 ul, nach
der Gelextraktion), 1 pl dNTP's (2 mM), 16 U Klenow-Polymerase, 7 pl 10 x Klenow-Puffer
und wird mit ddH,0 auf 70 ul aufgefillt.

274 PCR

Fur die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) wurde der Thermocycler
Primus 25 der Firma MWG-Biotech eingesetzt. Folgende Polymerasen wurden verwendet:
 Pyrococcus furiosus DNA-Polymerase (Pfu, Stratagene)

 Thermus aquaticus DNA-Polymerase (Taq, MBI-Fermentas)

« Expand~high fidelity PCR-System (Boehringer Mannheim), Thermostabile DNA-

Polymerase-Mischung
Die PCR wurde zum Screening von Klonen nach einer Liagtion, zum Amplifzieren von
Inserts oder zum Einfligen neuer Schnittstellen benutzt. Die typische Zusammensetzung eines

PCR-Ansatzes zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: M engenangaben fir PCR-Ansétze

Analytische PCR | Préparative PCR
10 x Puffer 25ul 125ul
dNTPs[2 mM] 2,5ul 125ul
3 Primer [10 uM] 25ul 125ul
5 Primer [10 pM] 2,5l 12,5 l
DNA-Polymerase [U] 0,5 5
ddH,0 ad 25 pl ad 125 pl

Als Template dient fur die analytische PCR eine Bakterienkolonie oder eine Probe der zu
untersuchenden Plasmidlésung. Fir eine préparative PCR werden dem Ansatz 0,5 bis 1 g
DNA zugesetzt.

Tabelle 7 zeigt einen typischen PCR-Zyklus.
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Tabelle 7: Exemplarischer PCR-Zyklus

1 2 3 4 5 6
T[°C] 94 94 50-70 72 72 4
Zeit [5] 300 60 60 60 180 0

1: Einleitender Denaturierungsschritt

2: Denaturierung

3: Annealing } 15 bis 25 Wiederholungen
4: Elongation

5: Abschlief3ender Elongationsschritt

6: Endtemperatur

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgt nach einem Protokoll der Firma Qiagen Uber
QIAquick-spin-Séule gemal? den Herstellerangaben.

Verwendete PCR-Primer

Die verwendeten PCR-Primer wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen
beziehungsweise von Dr. Heiner Wolfes mit einer vollautomatischen Syntheseapparatur
(Beckman) nach der Cyanoethylphosphoamidit-Methode synthetisiert. Die Primersequenzen
sind im Anhang oder an entsprechender Stelle bei der Durchfihrung angegeben.

2.7.5 Sequenzierungvon DNA

Das im folgenden beschriebene Sequenzierverfahren basiert auf der Didesoxy-Methode nach
Sanger (Sanger, 1977).

1. Denaturierung und Féllung von DNA

1-2 ug DNA in 32 pl ddH,0O werden mit 8 ul 2 M NaOH versetzt und zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wird mit 7 pul 3 M NaAc (pH 5,2) und 4 ul ddH,O
neutralisiert und die DNA durch Zugabe von 120 ul eiskaltem 100 % Ethanol und
anschlief3ender Inkubation bei -70°C eine Stunde geféllt. Nach zehnminttiger Zentrifugation
bei 13000 rpm (4°C, Eppendorf Centrifuge 5415) wird das Sediment in 300 pl 70 % Ethanol
gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das bei 37°C getrocknete Pellet wird in 10 pl ddH,O

aufgenommen (Template).
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2. Annealing
Ansatz:

10 Template

2ul Annealing-Puffer

je2ul Primer (10 pmol)

Der Ansatz wird funf Minuten auf 65°C erhitzt und anschlief3end weitere zehn Minuten bei
37°C inkubiert.

Die verwendeten Sequenzierprimer sind im Anhang aufgefthrt.

3. Markierungsreaktion

Ansatz:

14 pl Annealingansatz

3ul Labelling-Mix (je2 mM dGTP, dCTP und dTTP in ddH,0)
1l [a-**S] dATP (10 pCi/pl)

2ul T7 DNA-Polymerase (1,5 U/ul)

Das Gemisch wird anzentrifugiert und funf Minuten bel Raumtemperatur inkubiert.

4. Terminationsreaktion
Vier 1,5 ml-Reaktionssgefale mit je 2,5 ul eines Didesoxynukleotids (A-, T-, G-

beziehungsweise C-Read Short-Mix) werden fur eine Minute bei 37°C vorgewarmt. Nach

Zugabe von je 4,5 ul des Markierungsansatzes folgt eine finfmindtige Inkubation bei 37°C.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 5 pl Sequenzierauftragspuffer gestoppt und die Proben
bis zur Gelelektrophorese bei 4°C aufbewahrt (Gel siehe 2.7.6.5).

2.7.6 Gel-Elektrophoresen

2.7.6.1 Agarosege-Elektrophorese

Agarosegele eignen sich zur prdparativen und analytischen Auftrennung von DNA einer
Grofe > 250 bp. Bel Standardgelen, die zur Qualitatskontrolle von Plasmidpraparationen oder
Restriktionsspaltungen dienen, wird 1 g Agarose in 100 ml 1 x TPE-Puffer durch Aufkochen
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gelost und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Plexiglaskamme formen die
Probentaschen aus. Nach dem Erstarren wird das Gel mit TPE-Puffer bedeckt. Der Gellauf
erfolgt Uber 1 bis 2 Stunden bei 60 bis 70 mA unter Wasserkiihlung. Nach Farbung mit
Ethidiumbromid (20 pl auf 50 ml Wasser, 10 min) und anschlief3ender Entférbung in Wasser
(20 min) wird das Gel unter UV-Licht (312 nm) betrachtet und mit einem Videosystem
(E.SA.Y, FirmaHerolab) dokumentiert.

2.7.6.2 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAAGE)

Fur die Auftrennung von kleinen DNA-Fragmenten (50 bis 1000 bp) eignet sich die
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAAGE). Es werden Minigele (9 x 7 x 0,1 cm) benutzt.
Fur ein 10 %iges Acrylamidgel bendtigt man:

5mi 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L ésung
1mi 10x TPE-Puffer
4ml ddeO

Die Polymerisation wird durch Zugabe von 20 pl TEMED und 20 pl 40 %
Ammoniumperoxodisulfat (APS) ausgelost. Die Losung wird dann zigig zwischen die
Glasplatten gegossen, welche die Kammer bilden, und der Kamm eingesetzt. Nach etwa
30 Minuten ist die Polymerisation abgeschlossen und das Gel kann in die
Elektrophoreseapparatur gespannt werden. Als Laufpuffer wird TPE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese wird bel 30 mA durchgefihrt und dauert etwa eine Stunde. Anschlief3end wird
das Gel 5 min in ETBr gefarbt und 10 min in Wasser entfarbt, bevor es auf den UV-Tisch
(312 nm) betrachtet und mittels eines Videosystems dokumentiert wird.

2.7.6.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAAGE)

Die SDS-PAAGE (Laemmli, 1970) wird sowohl fir die Uberpriifung der Induktion bei
Expressionsexperimenten als auch zur Reinheitsbestimmung bei der Proteinaufreinigung
eingesetzt. Das Gel besteht aus zwei Teilgelen, dem Trenngel und dem, auf dem Trenngel

aufpolymerisierten, Sammelgel. Die Zusammensetzung der Tellgeleist wiefolgt:
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* Trenngel (17,5 %ig)

5,8 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung
2,8ml 1,5M TrigHCI, pH 8,8

1ml 1% SDS

0,4 mi ddH,0O

Zum Start der Polymerisationsreaktion werden zugesetzt:
25 pl TEMED

25 pl APS (40 %)

» Sammelgel (6 %ig)

300 pl 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung
190 pl 1M Tris/HCI, pH 6,8

150 pl 1% SDS

910 ul ddH,0

Zum Start der Polymerisationsreaktion werden zugesetzt:
4 pl TEMED

4l APS (40 %)

Es wird eine Minigelkammer benutzt. Die Proben werden vor dem Auftragen 5 min auf 95°C
erhitzt. Der Gellauf erfolgt Uber etwa 1,5 Stunden bei einer konstanten Stromstérke von 30
mA. Das Ge wird durch Aufkochen mit Coomassie-Farbelbsung angeféarbt, in 7 %iger

Essigsdure entfarbt und mit einem Videosystem dokumentiert.

2.7.6.4 Shadow Cast-Gel-Elektrophorese

Die Shadow Cast-Gel-Elektrophorese dient der Reinigung der nach der Cyanoethylphospho-
amidit-Methode synthetisierten Oligonukleotide. Man verwendet ein 20 x 20 x 0,1 cm grof3es,

denaturierendes, 15 %iges Polyacrylamidgel folgender Zusammensetzung:

30 mi 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung
3ml TTE 20 x
2529 Harnstoff

5ml ddH»0
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Zum Start der Polymerisationsreaktion werden zugesetzt:

120 pl TEMED

120 pl APS 40 %

Als Laufpuffer wird 1 x TTE verwendet. Das Gel benttigt einen Vorlauf von 30 min bei
500V, wobei die Taschen mit etwas Azorubinauftragspuffer (AAP) beflllt werden, um den
Lauf kontrollieren zu kdnnen. Anschlief3end werden die Taschen mit TTE gespult, um aus
dem Ge diffundierten Harnstoff zu entfernen. Die Proben werden in einer SpeedVac
lyophilisiert und in einem geeigneten Volumen ddH,O, abhangig von der Taschengrofle,
aufgenommen. Die Lésung wird dann mit AAP versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nun
wird die Elektrophorese bei 500 V durchgefuhrt, bis der Azorubinfarbstoff die Gelunterkante
erreicht hat.

Nach der Elektrophorese wird das Gel auf eine Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator
gelegt und von oben mit UV-Licht (312 nm) bestrahlt. An den Stellen, an denen sich DNA
befindet wird das UV-Licht absorbiert und es entsteht eine dunkle Stelle (Schatten, Shadow
Cast). Das gewiinschte Fragment wird mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
Uber Nacht mit 2 ml TE unter Schitteln aus dem Gelstiick eluiert. Die Lésung wird auf 1 ml
eingeengt und Uber NAP-10 Saulen (Firma Pharmacia) entsal zt.

2.7.6.5 Sequenzierge

Die elektrophoretische Auftrennung der radioaktiv. markierten DNA-Fragmente der
Sequenzierreaktion (siehe 2.7.5) erfolgt in einem 6 %igen, denaturierenden Polyacrylamidgel
mit konischen Spacern (0,2 bis 0,6 mm Dicke).

Die mit Ethanol gereinigten Glasplatten werden mit Haftsilan (40 ul Silan A-174 = t-Metha-
cryloxypropyltrimethoxysilan, BDH) und 200 pl 10 %ige (v/v) Essigsdure in 10 ml Ethanol)
beziehungsweise Repellsilan (5 ml 10 %iges Dichlordimethylsilan in Toluol) beschichtet und
die Platten nach etwa 10 min Trocknungszeit grindlich poliert. Fir 50 ml 6 %ige Acrylamid-
L 6sung werden benétigt:

259 Harnstoff
10 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung
2,5ml 20X TTE

mit ddH.O auffillen
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Die Lésung wird unter leichter Erwarmung gerdhrt, bis der Harnstoff gel0st ist. Durch Zugabe
von 27 ul TEMED und 270 pl APS 40 % (w/v) wird die Polymerisation gestartet und das Gel
fUr eine Stunde auspolymerisiert.

Das Gel wird in eine temperierbare Elektrophoresekammer (T = 55°C) eingebaut. Beide
Pufferbehélter werden mit 1 x TTE-Puffer geflllt. Die Auftragstaschen werden von
Luftblasen befreit, mit etwa 2 pul SAP gefillt. Ein Vorlauf wird fur 30 bis 60 min bel 1500 V
durchgefihrt.

Anschlief3end werden 2 pl der vorbereiteten Proben (2 min auf 95°C erhitzen) in die Taschen
pipettiert und die DNA-Fragmente bei 1500 V etwa 2 bis 3 h getrennt, bis das
Bromphenolblau des Auftragspuffers das Gelende erreicht hat.

Zur Entfernung des Harnstoffs wird das Gel fur 1 bis 2 h in 10 %ige (w/v) Essigsaure gelegt
und anschlieRend bel 65°C getrocknet. Die radioaktiv markierten Banden werden durch
Auflegen eines Rontgenfilmes (Firma Kodak; Kodak Bio Max) sichtbar gemacht.

2.7.6.6 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EM SA)

Der EMSA wird in 0,5x TTE durchgefihrt. Als Substrat dient der mittels PCR amplifizierte
mim-1-Promotor, wobel die Primer 3'markiert wurden. Alternativ wird ein 5 markiertes
Oligodesoxynukleotid-Paar benutzt. Man verwendet ein 6 %iges Acrylamidgel mit dem
Abmessungen 20 x 20 x 0,1 cm. Die Komplexe werden 30 min bel 4°C in Shift-Puffer
vorinkubiert (Schweers, 1993). Alle Oligodesoxynukleotide werden durch Gelfiltration mit
MicroSpinTM-Saulen (Firma Pharmacia) nach Angaben des Herstellers (Pharmacia 1993)
gereinigt. Die Reinigung des PCR-Produktes erfolgt mit dem Qiagen QIAquick PCR
Purification Kit. Der Gellauf erfolgt 90 min bei 170 V.

M arkierungsansatz fur 5' -Phosphorylierungen:

jels5ul Oligonukleotid (100 uM)

8ul 5 x Kinasepuffer

1pl 200 mM DTT

4l [y-2P] dATP (Firma Amersham, 10 pCi/ul)

1l T4-Polynukleotidkinase (5 U/ul, MBI-Fermentas)
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Markierungsansatz fir 3' -Phosphorylierungen:

15 pl Oligonukleotid (100 uM)

6 ul 5x Terminale Transferase-Reaktionspuffer
1pl [0-*2P] ddATP (Firma Amersham, 10 pCi/pl)
7.5 ul ddH,O

0,5 pl Terminale Transferase (10 U/ul, Stratagene)

Die Inkubationsdauer betragt jeweils 60 min bei 37°C. Anschlief3end erfolgt funfmindtiges
Erhitzen auf 95°C, um die Enzyme zu deaktivieren. Das Oligonukleotidpaar wird langsam
abgekihlt, damit ein Annealing stattfinden kann. Das als Primer verwendetete Oligonukleotid
wird mittels Qiagen QIAquick Nucleotide Removal Kit gereinigt und fir die PCR eingesetzt.

2.7.7 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

1. Zellaufschluf und Bindung an GSH-Sepharose

Einer Zellsuspension in 50 ml PBS (Aliquot aus einem Fermenter) werden 1 % Triton X-100
und 400 ul PMSF (100 mM) zugegeben. Die Zellen werden durch Ultraschallbehandlung im
Eisbad (Branson Sonifier 250, Stufe 6, 3 x 30 Sekunden) aufgeschlossen und die Zelltrimmer
abzentrifugiert (1 Stunde, 6000 g, 4°C). Das im Zdllysat befindliche GST-Fusionsprotein
wird an GSH-Sepharose gebunden. Hierzu wird das Lysat mit 1 ml GSH-Sepharose zwel

Stunden lang in einem 50 ml Falcon-Gefal bel Raumtemperatur geschittelt. Nun wird das
Saulenmaterial mit dem gebundenen GST-Fusionsprotein sedimentiert, zwei mal mit PBS-
Puffer gewaschen und in 5 ml PBS aufgenommen.

Fur die anschlief3ende Proteinisolierung stehen zwei Methoden zur V erfligung:

2a. Spaltung mit Thrombin

Die Suspension von Saulenmaterial mit daran gebundenem GST-Fusionsprotein in PBS wird
nach Aquilibrierung mit TBS-Puffer in Gegenwart von 2 mM CaCl, mit 5 U Thrombin fir 4
bis 22 Stunden bei 4°C gespalten. Anschlief3end wird das Sdulenmaterial durch Zentrifugation
abgetrennt. Das Protein befindet sich im Uberstand. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt
photometrisch durch die Aufnahme von Spektren im Wellenléngenbereich zwischen 240 nm
und 320 nm.
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2b. Elution mit Glutathion

Das beladene Saulenmaterial wird auf eine Saule mit einer Keramikfritte aufgebracht und
durch mehrfaches Eluieren mit 1 ml 1 x PBS/50 mM Glutathion das Protein von seiner GST-
Bindungsstelle verdréngt und somit vom Saulenmaterial abgelést. Die Konzentrations-
bestimmung gestaltet sich aufgrund des im Eluat enthaltenen Glutathions etwas aufwendiger.
Man vergleicht hierzu eine Probe des Eluat auf einem Laemmligel mit anderen Proteinbanden
verschiedener, bekannter Konzentration und kann so Uber einen Intensitétsvergleich die
Konzentration der Probe abschédtzen. Eine weitere Mdaglichkeit ist Uber ene
Auswertungssoftware (E.A.S.Y) die Intensitét der Banden bei bekannter Konzentration zu
bestimmen und mittels Linearer Regression die Intensitét der Probenbande in Korrelation zur

Konzentration zu setzen.

2.7.8 Aufreinigung von (His)s-tag-Proteinen

2.7.8.1 Affinitatschromatographie

Der Aufschlul3 der Zelle erfolgt analog zu den GST-Fusionsproteinen (siehe 2.7.7) mit
Ultraschall. Zur Aufreinigung eines Aliquots (50 ml) aus einem Fermenter wird eine Saule
mit 1 ml Ni?*-NTA-Agarose gepackt und mit 15 ml PDL (10 mM Imidazol) aquilibriert. Der
Uberstand nach der Zentrifugation wird zum Aufbringen auf die Saule drei mal (ber das
Saulenmaterial gegeben. Anschlief3end wascht man zuerst mit 50 ml PDL (10 mM Imidazol),
danach mit 5 ml PDL (30 mM Imidazol) und eluiert das Protein anschlief3end zweifach mit
1 ml PDL mit einer steigenden Imidazolkonzentration beginnend bei 75 mM und 200 mM als
Maximalkonzentration. Durchlauf, die beiden Waschfraktionen, das Saulenmaterial und die
eluierten Proteinfraktionen werden auf einem Laemmligel analysiert (siehe 2.7.6.3). Hierzu ist
es bel geringer Proteinkonzentration nétig, die in den Lésungen enthaltenen Proteine zu
konzentrieren, da das Probenvolumen 20 ul nicht Ubersteigen darf (Grol3e der Probentaschen).
Man versetzt ein Aliquot der Proteinlosung auf Eis mit 1/10 des Volumens an 100 %iger
Trichloressigsaure (TCA), wodurch die Proteine ausgefallt werden. Sie werden dann bei 4°C
und 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415) fir 15 min sedimentiert. Der Uberstand wird
vollstéandig abgenommen und das Pellet mit 20 pl LAP aufgenommen. Sollte der Farbstoff
des Puffers einen Farbumschlag zeigen wird mit 0,5 pul 2 M Tris (nicht eingestellt)

neutralisiert.
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2.7.8.2 lonenaustauscherchromatographie

Das Protein sollte nach dem ersten Aufarbeitungsschritt (siehe 2.7.8.1) in etwa 80 %iger
Reinheit vorliegen. Bel dem Protein Rcd1l+ wird nach der Affinitdtssaule eine Sdule mit
Phosphozellulose (P-Cell, Whatman) verwendet, an der DNA-bindende Proteine gebunden
werden. So kann das Protein zu 90 bis 98 % rein dargestel It werden (Coomassie-Farbung).
Die Protein enthaltenden Fraktionen werden mit 20 ml &quilibrierter (PDL, 100mM NaCl)
P-Cell-Suspension versetzt und 1,5 Stunden bei 4°C geschittelt. Die Suspension wird in eine
Saule gegeben und mit 50 ml PDL (100 mM NaCl) gewaschen. Anschlief3end wird ein
linearer Salzgradient verwendet, mit je 75 ml PDL und PDL (2 M NaCl) und mit einem
Fraktionssammler etwa 5 ml grof3e Aliquots aufgefangen. Von diesen wird ein Tell durch
TCA gefdlt und zusammen mit dem Durchlauf, dem Wasch und dem Saulenmaterial auf
einem Laemmligel (siehe 2.7.6.3) analysiert. Bel einer grof3en Fraktionsanzahl ist es
vorteilhaft, erst durch UV-Spektroskopie die proteinhaltigen Proben zu identifizieren
(Absorption bei 280 nm), und sich fur die weitere Untersuchung auf diese Proben zu
beschranken.

2.7.9 DNA-Zdlulose-Bindungs-Assay
DNA-Zédlulose-Chromatografie ist ein etabliertes Verfahren, die Bindungsfahigkeit eines

Proteins an DNA zu untersuchen. Dazu wird 1 ml DNA-Zellulose-Suspension mit etwa 8 bis
10 ml Proteinlésung (¢ = 150 ng/ml) 30 min bel RT in einem 15 ml Falcon-Gefél3 geschittelt.
Anschliefiend wird die Suspension in eine Saule mit Keramikfritte Gberfihrt, wobel der
Durchlauf noch ein zweites ma Uber die Sdule gegeben wird. Nun wird mit einem
Stufengradienten mit steigender Salzkonzentration in 1 ml Schritten eluiert. Zur Herstellung
des Stufengradienten werden die Puffer Z1 und Z2 verwendet, wobei Z1 kein KCl enthélt und
Z2 2 M KCI. Die Elution wird mit reinem Z1 begonnen und der Anteil von Z2 pro Stufe um
100 pl erhoht, so dai3 auf der elften Stufe eine Salzkonzentration von 2 M erreicht wird. Von
Durchlauf und Eluaten wird jeweils ein Aliquot genommen und durch TCA-Féllung (siehe
2.7.8.1) die Proben konzentriert. Sie werden zusammen mit dem Saulenmaterial auf ein
Laemmligel (siehe 2.7.6.3) aufgetragen. Findet eine Bindung des Proteins an DNA statt, so
sollte sich auch in Proben mit hoher Salzkonzentration (etwa 1 M) noch eine Bande auf dem

Laemmligel zeigen.
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3 Durchflhrung und Ergebnisse

3.1 Etablierung eines modifizierten Phage-Display-Systems

Das Phage-Display soll im Rahmen dieser Arbeit angewendet werden, um intermolekulare
Interaktionen des Proto-Onkogenproduktes c-Myb mit moglichen Wechselwirkungspartnern
zu untersuchen, dal3 heif3t es soll nach neuen Interagenten gesucht, beziehungsweise die
Interaktion mit im Yeast-Two-Hybrid-System gefundenen Kandidaten verifiziert werden.
Ausgehend von der Arbeit und den Ergebnissen von Kiewitz (Kiewitz, 1997a) wurden
Uberlegungen angestellt, wie das bestehende System verbessert werden konnte. Kiewitz hatte
den pCANTABSE-Vektor dahingehend modifiziert, da’ in die Linkersequenz ein neuer
Polylinker mit den Erkennungssequenzen von drel Blunt-schneidenen Restriktions-
endonukleasen klonierte (siehe Anhang) wurde. Da Ligationen von Blunt-End-Fragmenten
weniger effizient sind as die mit Sticky-End-Fragmenten, lag es nahe, Erkennugssequenzen
fur Sicky-End-erzeugende Restriktionsendonukleasen einzufihren. Aul3erdem ist es sinnvall,
die Transformationsbedingungen und Methoden zu verbessern. In den folgenden Abschnitten
wird der schematische Ablauf eines Phage-Displays und die Klonierung der Phagemid-
Vektoren fur die Produktion der bendtigten rekombinanten Bakteriophagen beschrieben.

3.1.1 Schematischer Ablauf eines Phage-Displays

Der Ablauf eines Phage-Displays |a3 sich in drei Bereiche gliedern. In der
Vorbereitungsphase werden die Phagemid-Vektoren und die Expressionsvektoren flr das zu
untersuchende Protein kloniert. In diese Vorbereitungsphase gehort auch die Anzucht von
Wildtypphagen, die Proteinexpression und -aufreinigung, sowie die Beschichtung einer
Mikrotiterplatte mit dem zu untersuchenden Protein. Als néchstes schliefdt sich die Phase des
eigentlichen Phage-Displays an, in der Bakterien mit den Phagemid-Vektoren transformiert
und mit Wildtypphagen infiziert werden. Die dabel entstehenden rekombinanten Phagen
werden aufgereinigt und im Panning in Kontakt mit dem zu untersuchenden Protein gebracht.
Nach dem Panning, bei dem die Phagen mit einer erhdhten Affinitét zu dem vorgelegten
Protein angereichert werden, wird aus den durch das Panning erhaltenen Bakterienkolonien
der Phagemid-Vektor isoliert und ein neuer Zyklus mit der Transformation des Vektors
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begonnen (siehe Abbildung 27). Man flhrt drei bis vier solcher Anreicherungszyklen aus, je
nach Starke der Anreicherung.

Klonierung des
Phagemidvektors

Transformation

Infektion

E.Coli-Wirtsstamm «

TG-1

Phage Rescue mehrere
Komplementierung des Phagemid-Vektors Amp;;l}{l:::ons-

Panning
Anreicherung von rekombinanten Phagen

Abbildung 27: Schema eines Amplifikationszyklus

In der dritten Phase werden die nach dem letzten Anreicherungszyklus gewonnenen
Phagemid-Vektoren sequenziert und die Ergebnisse mittels einer Datenbanksuche auf
signifikante Ahnlichkeiten zu bekannten Genen untersucht. Dieses Vorgehen ist bei der
Untersuchung von DNA-Bibliotheken erforderlich und entfdlt, wenn intramolekulare
Wechselwirkungen oder Kontakte bel zwei bekannten Proteinen untersucht werden. Bei den
beiden zuletzt genannten Anwendungen endet das Phage-Display nach der Auszéhlung der
Kolonien. Esist auch nicht notwendig, mehrere Zyklen zu durchlaufen, da nur ein Phagemid-
Vektor verwendet wird (kein Pool, wie beim Screening einer Bibliothek).
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3.1.2 Klonierung der Phagemid-Vektoren

Um die angesprochenen Modifikationen in pPCANTABSE durchzufiihren, wurde a's Basis das
von Kiewitz modifizierte Konstrukt gewéhlt. Dabel war es von Vorteil, dal3 die von ihm
eingefuhrte Smal-Schnittstelle (Blunt-End) die gleiche Erkennungssequenz besitzt wie Xmal,
das dlerdings ein Sticky-End erzeugt. Man hatte also die Mdglichkeit, Uber Xmal und Notl
einen neuen Polylinker gerichtet in den Vektor einzufihren. Bei dem Design der
Nukleotidsequenz spielte vor allem die angestrebte Verwendung von cDNA-Bibliotheken
eine Rolle. So sollten zu Testzwecken eine Bibliothek aus genomischer E.coli-DNA
verwendet werden, die sich am einfachsten durch eine Restriktionsspaltung mit einen Enzym,
dessen Erkennungssequenz aus vier Basen besteht, herstellen 1&3%t. Man erhdlt dabel
Fragmente mit einer durchschnittlichen Lange von 296 bp, was der statistischen Haufigkeit
fUr das Auftreten eines bestimmten Basenquadrupels entspricht. Daher wurden Paare von
Enzymen verwendet, die einem kompatiblen Uberhang erzeugen und von denen das eine
Basenquartett und das andere ein Basensextett erkennt. Die folgenden drei Paare wurden

genutzt:

e EcoRI / Tsp509I
e Sphl/ Nlalll
e Accl/ Taql

Zur Verwendung des Paars EcoRI / Tsp5091 mufdte zunachst die EcoRI-Schnittstelle auf
pCANTABSE entfernt werden. Dazu wurde das Plasmid mit EcoRI gedffnet (siehe 2.7.3.1),
die Uberhange mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aufgefillt (siehe 2.7.3.4)
und das Plasmid religiert (siehe 2.7.3.2). Dieser Vektor tragt den Namen pCANTABAECORI.
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Abbildung 28: Kontrollspaltung von pPCANTABAEcoRI mit EcoRl,
1: ADNA/Hindll1-Marker; 2 bis9: verschiedene Klone von pCANTABAECcoRI, gerade
Zahl: nativ, ungerade Zahl: geschnitten, mit dem Klon in Bahn 2 wurden die Arbeiten
fortgesetzt; 10, 11: pCANTAB nativ, geschnitten

Entsprechend den Enzympaaren wurden die Oligonukleotide entworfen. Die drei
Basensextetts der Erkennungssequenzen wurden aneinandergereiht und die Uberhange so
konzipiert, dal3 sowohl am 5‘- as auch am 3'-Ende jeweils um eine Base variiert wurde, so
dai alle Leseraster realisierbar sind. Es waren demnach neun Oligonukleotidpaare, die nach
der Cyanoethyl phosphoamidit-Methode synthetisiert wurden. Die Bezeichnungen spiegeln die
Varianz am 5'- beziehungsweise 3'-Ende wieder. Die Sequenzen sind nachfolgend

aufgefihrt:

PAS 1/1

CCGG GAATTCGCATGCGTCGAC GC
CTTAAGCGTACGCAGCTG CGCCGG

PAS 2/1

CCGGG GAATTCGCATGCGTCGAC GC
C CTTAAGCGTACGCAGCTG CGCCGG

pPAS 3/1

CCGGGC GAATTCGCATGCGTCGAC GC
CG CTTAAGCGTACGCAGCTG CGCCGG
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PAS 1/2

CCGG GAATTCGCATGCGTCGAC G

CT

PAS1/3

TAAGCGTACGCAGCTGC C

CCGG GAATTCGCATGCGTCGAC G

C
PAS 2/2

CCGGG
C

pAS 2/3

CCGGG
C

PAS 3/2

CCGGGC
CG

PAS 3/3

CCGGGC
CG

TTAAGCGTACGCAGCTG C

GAATTCGCATGCGTCGAC
CTTAAGCGTACGCAGCTG

GAATTCGCATGCGTCGAC
CTTAAGCGTACGCAGCTG

GAATTCGCATGCGTCGAC
CTTAAGCGTACGCAGCTG

GAATTCGCATGCGTCGAC
CTTAAGCGTACGCAGCTG

GC
GCCGG

CGC
GCGCCGG

GGC
CCGCCGG

GCGC
CGCGCCGG

GGC
CCGCCGG

GCGC
CGCGCCGG

Nach der Synthese wurden die Oligonukleotide mittels der Shadow Cast-Technik gereinigt
(sehe 2.7.6.4), die erhaltene Losung tUber NAP-10-Saulen entsalzt und die entsprechende
Paare hybridisiert. Der Vektor pPCANTABAEcoRI wurde mit Xmal und Notl verdaut (siehe

2.7.3.1), dephosphoryliert (siehe 2.7.3.3) und nach der Aufreinigung mit den verschiedenen

doppelstrangigen Oligonukleotide ligiert (siehe 2.7.3.2). Das Screening erfolgte Uber

Restriktionsspaltungen von DNA-Minipréparationen (siehe 2.7.1) entsprechend den

eingefiigten Restriktionsschnittstellen. Die Richtigkeit der Ubergénge wurde durch

Sequenzierung Uberprift und bestdtigt. Die Vektoren werden nach den engeflgten

Oligonukl

eotidpaaren benannt.
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Abbildung 28: Kontrollspaltung der Vektoren pAS 1/1 bis pAS 3/3 mit Accl und Sphl
1: pAS /1 nativ; 2 bis10': pAS 1/1 bis pAS 3/3 mit Accl und Sphl () geschnitten;
11: ADNA/HindlI1-M arker

3.1.3 Effizienzbestimmung des neuen Systems

Um die Effizienz zu bestimmen, wurden Versuche mit einer genomischen E.coli-DNA-
Bibliothek durchgefihrt. Dazu wurde die DNA mit einem der drei Enzyme Tsp5091, Nlalll
oder Tagl gespaten und die so erhatenen Fragmente mit einem entsprechend praparierten
Rahmen ligiert, wobei die meisten Versuche mit der Kombination Sphl / Nlalll durchgefthrt
wurden, da die beiden anderen Paare nur bedingt verwendbar waren.

Die Enzyme Tsp5091 und Tag|l lief3en sich nicht von den DNA-Fragmenten trennen. Die nicht
abgetrennten und noch aktiven Enzyme waren auch unter den Pufferbedingungen der Ligation
in der Lage, zu spalten. Die Ligations- und nachfolgende Transformationsausbeute waren
infolgedessen sehr gering. Es wurden verschiedene Methoden getestet (zum Beispiel
Aufreinigung Uber ein Agarosegel, Phenolféllung des Proteins, Abtrennung des Proteins Uber
eine Ultrafiltrationssaule), aber mit keiner lief3en sich die Enzyme entfernen. Da es sich um
Proteine aus den Stamm Thermus aquaticus handelt, war auch eine Hitzeinaktivierung nicht
moglich.

Es stand somit nur ein System zur Verfiigung, mit dem die sondierenden Untersuchungen
gemacht werden konnte. Dieses System wurde dann hinsichtlich Ligationsausbeute und
Transformationseffizienz optimiert. Zuerst wurde das Verhdtnis von Rahmen zu Insert
variiert, bis eine maximale Kolonienzahl auf der Selektionsplatte erreicht war, wobei das
Optimum bel einem molaren Verhéltnis von etwa 1 zu 25 lag. Eine Verwendung von DNA-
Ligase verschiedener Hersteller brachte keinen signifikanten Unterschied. Anschlief3end
wurde mit diesem Verhdtnis weltergearbeitet und die Bedingungen der chemischen
Transformation optimiert. Dabei wies sich die Verwendung eines Hitzeschocks von
90 Sekunden bel 42°C und anschlieffender einstindiger Inkubation in antibiotikafreiem
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Medium als sehr effektiv. Die Steigerung entsprach einem Faktor von 10? bis 10%, was eine
Gesamtkompetenz von etwa 10* bis 10° Kolonien pro g DNA bedeutet.

Die Benutzung eines Elektroporators brachte hingegen keine weitere Verbesserung. Zwar
lieRen sich Zellen mit einer Kompetenz von bis zu 10 Kolonien pro pg DNA (pUCS als
Testvektor) herstellen, allerdings erwies sich die Transformation eines Ligationsansatzes als
problematisch. Die erreichten Koloniezahlen waren um den Faktor 10 schlechter als bel der
chemischen Methode. Die Elektroporation scheint aso ein Verfahren sein, mit dem man
Zellen mit reinen Plasmidl6sungen effizient transformieren kann. Will man hingegen einen
Ligationsansatz verwenden, scheint man durch geringe Ligationsausbeuten und die Tatsache,
da3 man aufgrund der hohen Salzkonzentration im Ligationsansatz nur ein Aliquot

transformieren kann, an die Grenzen dieses Verfahrens zu stofen.

Tabelle 8: Koloniezahlen in Abhangigkeit von Rahmen/Insert-Verhdltnis und der verwendeten
Transfor mationsmethode

Verhaltnis Rahmen/Insert 1:3 | 1:110 1:25 1:40 | 1:50
Transformation ohne Hitzeschock:
Klonzahl 9 | 23 164 30 | 10
Transformation mit Hitzeschock:
Klonzahl / /| bisetwa30000 | / /
Elektroporation:
Klonzahl / / bis etwa 1500 / /

Nachdem die Ligations- und Transformationsbedingungen optimiert wurden, konnte die
eigentliche Leistungsfahigkeit des Systems untersucht werden. Im Anfangsstadium wurde nur
mit dem Vektor pAS 1/1 gearbeitet, eine Ausweitung auf allen Vektoren erfolgte spéter. Als
Zielprotein wurde RecA, welches bel Reparatur und Rekombination eine Rolle spielt,
gewdhlt. Zu Beginn wurde eine Bibliothek aus genomischer DNA von E.coli durch
Restriktionsspaltung mit Nlalll hergestellt und in den entsprechend préparierten Rahmen
kloniert. Aus den erhaltenen, etwa 20000 unabhangigen Klonen wurde die Plasmid-DNA
isoliert und Bakterien damit transformiert. Das Phage-Display wurde durchgeftihrt und nach
vier Amplifikationszyklen mehrere Klone sequenziert. Neben etlichen ubiquitér
vorkommenden Proteinen konnte ene E.coli-Helikase und eine Integrase als
Wechselwirkungspartner identifiziert werden. Beide Proteine kooperieren mit RecA bei der
DNA-Reperatur. Die Ausdehnung des Screenings auf alle Leseraster brachte keine weiteren

Erkenntnisse.
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Tabelle 9: Klonzahlen der vier Amplifikationszyklen

Amplifikationszyklus | Klonzahl recA | Klonzahl Blindwert Faktor
1 1800 900 2:1
2 1400 112 12,5:1
3 307 64 4,7:1*
4 1424 315 4,5.1*
5 1700 46 37:1

* Die verwendeten Zellen zeigten bei Transformationen nur eine geringe Kompetenz, obwohl sie erst vier
Monate alt waren. Ein Einflul der Ursache des Kompetenzverlustes auf die Infizierbarkeit ist nicht
auszuschliefen. Die im finften Zyklus verwendeten frischen Zellen zeigen wieder ein , normales’
Verhalten.

3.1.4 Untersuchungintra- und intermolekularer Wechselwirkungen

Nachdem die Erprobungsphase abgeschlossen war, wurden die, in unserer Arbeitsgruppe
gefundenen moglichen intermolekularen Wechselwirkungspartner rcdl+ und fog (Kersten,
1999; Siegert, 1998) die mit dem Yeast-Two-Hybrid-System detektiert wurden, auf ihre in
vitro Wechselwirkungen hin untersucht. Fir die Untersuchungen wurde jeweils das
entsprechende Tellstiick von c-myb in den passenden pAS-Vektor kloniert (fir Redl+ ist es
CK3, siehe Abbildung 33) und der Wechselwirkungspartner als Hiss-tag-Fusionsprotein in
der Mikrotiterplatte immobilisiert. Die Wechselwirkung wurde fir Rcdl+ bestétigt (siehe
Tabelle 10)

Tabelle 10: Klonzahlen des Panning von Red1+

Versuch | Klonzahl Red1+ | Klonzahl Blindwert | Faktor
1 1700 87 19,5:1
2 500 25 20:1

Der zweite Faktor konnte noch nicht auf seine Wechselwirkung im Phage-Display gepruft
werden, da es erst vor kurzem gelungen ist, das Gen in einen Expressionsvektor zu klonieren
(Ackermann, 2000). Der Versuch, die cDNA-Bibliothek des Two-Hybrid-Systemsin die pAS-
Vektoren umzusetzen, scheiterte an der zu geringen Klonzahl von etwa 18000 Klonen. Um
die Multiplizitdt der cDNA-Bibliothek vollstandig zu erhalten, sind aber drel Millionen

unabhéngige Klone notwendig.
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Unserer Arbeitsgruppe untersuchte mit dem modifizierten System die Wechselwirkungs-
partner B-Myb und CyclinD1. In Vorversuchen konnte Stover (Stover, 2000) ene
intramolekulare Wechselwirkung von B-Myb detektierten. Aul3erdem deutete sich eine

Wechselwirkung des C-terminalen Bereichs von B-Myb beim Panning mit dem gesamten

CyclinD1 an.
\/ \/
N-Terminus—{ Phagel | [Fso| |- C-Terminus
0-420 bo 678-769 bo

Abbildung 29: Ergebnis der Phage-Display-Untersuchung zur Detektion der intramolekularen Wechsel-
wirkungen von B-Myb nach (Stéver, 2000)

Um diese Wechselwirkung zwischen B-Myb und CyclinD1 zu kartieren, wurden von mir aus
B-myb durch PCR (Primer siehe Anhang) funf etwa gleich grof3e Tellstiicke amplifiziert, die
in die entsprechenden pAS-Vektoren kloniert wurden. Diese wurden zur Produktion
rekombinanter Phagen eingesetzt, mit denen ein Panning gegen Fragmente von CyclinD1
durchgefuihrt wurde. Die CyclinD1-Fragmente wurden auch mittels PCR amplifiziert, in die
entsprechenden pGEX-Vektoren kloniert (siehe Anhang) und exprimiert. Eine Ubersicht der
Fragmente ist in Abbildung 30 dargestellt.
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Cyclin D1
103 181 258

0 63 141 219 296
B-Myb

< >l >l >l >l >

o Phagel oPhage2 g, Phage3 ,5 Phaged gq, Phage5 44

Abbildung 30: Fragmentierung von CyclinD1 und B-Myb; die Zahlen stellen die Aminosdur eposition dar

Die B-myb-Phagemid-Vektoren wurden Uber die EcoRI-Schnittstelle in pAS 2/1 kloniert,
mittels PCR auf ihre Richtigkeit Uberprift und fir die weiteren Arbeiten verwendet. Die
CyclinD1 pGEX-Vektoren wurden mittels PCR auf korrekte Grof3e (etwa 240 bp) ihrer
Inserts Uberprift und die Induktion durch SDS-PAAGE nach Laemmli kontrolliert (siehe
Abbildung 31).
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Abbildung 31: a) CyclinD1-Fragmente nach der PCR

1: 100 bp DNA-Leiter; 2 bis7: Fragmente A bisF

b) Screening mehrerer Klone nach Insertgr63e, je drei Klone pro Fragment
1: 100 bp DNA-Leiter; 2: Fragment E; 3: Fragment F; 6: Fragment D; 7: Fragment C;
8: Fragment B; 9: Fragment A; 4, 5: Kontrolle auf den leeren Rahmenplasmiden

¢) Induktionstest
1: 10 kDa Protein Ladder; 2 bis8': Fragmente A, B, C, D, E, F, jeweilsvor und nach (‘)
der Induktion

d) Gel der Elutionsfraktionen nach der Affinitatschromatographie
1: 10 kDa Protein Ladder; 2 bis 7*: Fragmente A bisF, jeweilseine Bahn vor der Induk-
tion und drei Bahnen der Elutionsfraktionen
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Anschliel3end wurde ein Panning durchgefihrt, bel dem alle Fragmente gegeneinander

getestet wurden. Wie der Abbildung 32 zu entnehmen ist, konzentriert sich die
Wechselwirkung auf den Bereich der Aminosauren 103 bis 258 des CyclinD1. Die stérkste
Interaktion ist dabei zwischen Fragment 5 (AS 181 bis 258) mit dem Phagen B5, dem

C-Terminus von B-Myb, zu erkennen. Dort konnte eine Anreicherung um den Faktor 100

beobachtet werden. Die Ergebnisse aus den Vorversuchen konnten also bestétigt und
prézisiert werden. Die Mel3werte sind in Tabelle 11 aufgefhrt.

1000

500

Frag A

Frag B

Frag C

Frag D

Frag E Frag F

Phage B2
Phage B1

Blindwerte

Phage B5
Phage B4
Phage B3

OPhage B1
B Phage B2
OPhage B3
OPhage B4
B Phage B5

Abbildung 32: Ergebnisdes Pannings CyclinD1 gegen B-Myb, die Zuordnung der einzelnen Teilstlicke ist
Abbildung 31 zu entnehmen

Tabelle 11: Me3werte des Pannings

Phage B1 Phage B2 Phage B3 Phage B4 Phage B5
Frag A 125 118 56 100 217
Frag B 1300 1100 65 600 900
Frag C 190 180 10 109 204
Frag D 85 211 35 234 61
Frag E 717 1120 211 825 2844
Frag F 700 1200 95 500 600
Blindwerte 44 44 3 36 29
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3.1.5 Grenzen und Vortelle des Systems

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Experimente zur Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen sind mit Kenntnis der methodischen Beschrankungen des Phage-Display-
Systems zu betrachten. Bei den auf dem Phagen-Kapsid exponierten Protei nfragmente handelt
es sich nicht um Fusionsproteine, wie man sie in in vivo-Systemen vorfindet. Vielmehr sind es
Proteine, die nur aufgrund der Wechselwirkung ihrer Aminosduren untereinander eine
Sekundérstruktur ausbilden. Sie unterliegen keinerlei posttransationaler Modifikation wie
zum Beispiel Phosphorylierung, Glykosylierung oder Faltung, die in vivo eine Rolle bel
Protein-Protein-Interaktionen spielen konnen. Die mit dem Phage-Display-System
detektierten Interaktionen lassen sich daher nicht automatisch auf die Verhaltnisse bel nativen
Proteinen Ubertragen. Auch ist zu beachten, dal3 durch das Phage-Display-System nur starke
Wechselwirkungen detektiert werden konnen. Eine weitere Einschrankung stellt die Tatsache
dar, dal? die Fragmentierung willkirlich vorgenommen wird. Es ist denkbar, dal3 bei dieser
zufélligen Fragmentierung des Proteins Doménen auseinandergeschnitten werden, die in vivo
aus mehreren schwach aber synergistisch interagierenden Regionen bestehen. Diese Art von
Wechselwirkungen ist mit dem Phage-Display-System nur schwer nachweisbar, es sei denn,
die funktionellen Domanen des zu untersuchenden Proteins sind bekannt, so dal3 man eine
gezielte Fragmentierung vornehmen kann. Desweiteren schrankt die Transformations-
beziehungsweise Ligationsausbeute die Anwendung des Systems zum Screening auf die
Untersuchung von Minibibiliotheken ein. Eine komplette eukaryontische cDNA-Bibliothek ist
mit diesem Verfahren nicht zu untersuchen.

Trotz dieser Einschrankungen ist das Phage-Display-System aufgrund der Qualitét der
erzielbaren Ergebnisse seit Jahren ein erfolgreich eingesetztes System zur Detektion von
Protein-Protein-Interaktionen. Vorteilhaft an Phage-Display-System ist dabei vor allem die
einfache Handhabung und die schnelle Durchfihrbarkeit. Das System ist auflerdem sehr
robust gegenuiber auleren EinflUssen. Ein weiterer Vorteil ist die relativ gute Skalierbarkeit,
die einen hohen Probendurchsatz auch ohne Automation erlaubt.

3.2 Screening einer cODNA-Bibliothek mittels Two-Hybrid-System

Ein weitere Moglichkeit zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktion stellt das Two-
Hybrid-System dar. Mit ihm ist es moglich, eukaryontische cDNA-Bibliotheken zu
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untersuchen, allerdings ist die Methode zeitaufwendiger und empfindlicher gegen &ulere
Einflisse. Dennoch stellt sie durch die Tatsache, dal3 die Proteine posttranglational prozessiert

werden, dal? heil3t in ihren nativen Faltungsform vorliegen, ein wertvolles Werkzeug dar.

3.2.1 Flief3schema eines Two-Hybrid-Screening

1. Klonierung des GAL4-DNA-BD/K 6derkonstruktes

|

2. Transformation von Y 190/CG1945: Uberpriifung des K dderkonstruktes auf
autonome Transkriptionsaktivitdt und Zelltoxizitét

!
3. Amplifizierung der cDNA-Bibliothek

!

4. Simultane oder sequentielle Transformation der Kdder- und Bibliotheksplasmide

|

5. Option: Amplifizierung der Kotransformanten auf histidinhaltigem Medium
(His-Jump)

|

6. Ausplattieren der Kotransformanten auf SD/-His/-Leu/-Trp-Medium fir HIS3-
Expressionstest

7. R-Galaktosidase-Test mit His™-Klonen

8. Eliminierung falsch-positiver Klone

!

9. Isolierung und Identifizierung der Bibliotheksplasmide; Verifizierung positiver
Two-Hybrid-Interaktionen

3.2.2 Klonierung des K dder plasmids

Fur das Two-Hybrid-System waren bereits vier Koderkonstrukte kloniert. Die Position der
einzelnen Fragmente von c-Myb, die Verwendung fanden, ist in der nachfolgenden Grafik zu
sehen.



Durchfihrung und Ergebnisse 107

R1T R2 RS3 TA NRD
100 200 300 400 200 600
pCK1 pCK2 pCK3
pCK4

PAN1

Abbildung 33: Regionen von c-Myb, die als K 6der verwendet werden sollten

Von den vier Konstrukten pCK1 bis pCK4 konnte jedoch nur mit pCK2 und pCK3 en
Screening  durchgefiihrt werden. Die anderen beiden zeigten schon bel  alleiniger
Transformation positive Interaktion beziehungsweise fiihrten zum Absterben der Zellen.

Es wurde von mir ein weiteres Kdderkonstrukt (pAN1) entworfen, das 30 Aminosauren nach
pCK3 beginnt und bis zum C-Terminus von c-Myb reicht. Dazu wurde das Plasmid pAS2-1
mit EcoRI und BamHI geschnitten, dephosphoryliert und tber ein Agarosegel aufgearbeitet.
Der die Aminosauren 530 bis 636 kodierende Teil des c-myb-Gens wurde mittels préparativer
PCR amplifiziert (Primer siehe Anhang) und das Fragment auf einem Acrylamidgel
kontrolliert. Anschlief3end wurde das Fragment mit EcoRI und BamHI gespalten und mittels
eines Agarosegels aufgereinigt. Rahmen und Insert wurden nun ligiert, transformiert und ein
Tell der erhaltenen Klone mittels PCR untersucht, wobel ein Primer auf dem Gal4-Gen des
Rahmens lag und der zweite auf dem Insert. Von des sechs Klonen zeigten vier das erwartete
PCR-Produkt (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: a) Acrylamidgel des PCR-Produktes (c-Myb AS 530 bis 636)
1. pTR54/Hinfl-Marker; 2, 3: vor der Reinigung; 4, 5: nach der Reinigung
b) Screening des K éder konstruktes, sechs Klone wurden Gber pr iift
1: pTR54/Hinfl-Marker; 2 bis 7: PCR-Produkt der untersuchten Klone, 2 bis5 zeigen
das erwartete Ergebnisvon 412 bp, die Arbeit wurde mit Klon in 4 weiter gefuhrt

3.2.3 Transformation und Kultivierung von Hefezellen

Hefezellen des Y 190-Stammes wurden mit dem Vektor pAN1 transformiert (Small Scale) und
auf SD —T —Platten kultiviert. Der Y 190-Stamm neigt aufgrund der unregulierten TC-TATA-
Box zu einer unkontrollierten Expression von HIS 3. Dieses Eigenschaft wirde im weiteren
Verlauf zu vielen falsch-positiven Klonen fihren. Es ist daher notwendig, die Expression, die
bei jedem Konstrukt unterschiedlich stark ausgepragt ist, durch Zusatz von 3-Amino-1,2,4-
triazol (3-AT) zu unterdriicken. Die nétige Konzentration von 3-AT wurde experimentell
ermittelt: Dazu wurden SD —T —H —Platten mit einer steigenden Konzentration an 3-AT von 5
bis 60 mM verwendet, auf denen die transformierten Hefen vier Tage inkubiert wurden. Die
Konzentration, bei der noch ein geringes Wachstum festgestellt wurde, war optimal fur die
weiteren Arbeiten. pAN1 benttigt eine 3-AT-Konzentration von 15 mM.

Anschliefiend wurden die Hefen mit dem pAN1-Konstrukt mit der cDNA-Bibliothek
transformiert (Library Scale) und auf SD —T —L —H —Platten inkubiert (optional konnen auch
SD —T —L —Platten verwendet werden, Histidin Jump Sart; siehe Abbildung 35). Nach acht
Tagen wurden die 155 Kolonien, deren Durchmesser grofRer als zwel Millimeter war, auf
frische Platten Uberimpft und nach weiteren sechs Tagen das [3-Galaktosidase-Colony-Lift-
Filter-Assay (siehe 2.6.2.5) durchgefiihrt.
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GAL4 DNABD bait plasmid GAL4 AD fusion librrary

Marker TRP1 Marker: LEU2

Cotransform yeast reporter
strain with fusion plasmids ) o
(large or library scale transformation) Optional: Histidine Jump-start. Plate culture

on SD/-Leu/-Trp to select and amplify
all cotransformants

~a

Plate culture directly on
SD/-His/-Leu/-Trp to select for
colonies expressing the HIS3
reporter.

(Nearly confluent growth)
Scrape colonies, make glycerol
stock and plate at High density on

SD/-His/-Leu/-Trp

interadtion

Only His+ colonies grow: these are candidates for a two-hybrid
Perform colony lift assay for lacZ expression

= 5T

Colony growth and blue color White colonies are one class of false positives,
indicates interaction between likely due to nonspecific activation of the HIS3
the two hybrid protreins reporter only

Abbildung 35: Alternative nach der Transformation; der Histidin Jump Start dient zum Nachweis
schwacher Kontakte (Clontech, Handbuch, 1997)

Nur eine von 155 Kolonien zeigte nach vier Stunden eine Blaufarbung. Der Klon wurde in
einer SD —T —L —H —Hussigkultur inkubiert, das Plasmid isoliert, in E.coli amplifiziert und
sequenziert. Die Sequenz zeigte in allen Leserastern Stop-Kodons, so dal3 eine weitere
Untersuchung nicht sinnvoll erschien. Als einziges Ergebnis 18/% sich festhalten, daR die
Aminosauren von 500 bis 530 vermutlich essentiell fur die Protein-Protein-Interaktion sind.
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Um diese Aussage prazisieren zu konnen, bedarf es noch weiterer Untersuchungen, die im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr moglich waren.

3.3 Untersuchung desProteinsrcdl+

Das Protein Rcdl+ wurde 1998 von Siegert als potentieller Wechselwirkungspartner von
c-Myb in einem Two-Hybrid Screening gefunden. Das rcd1+-Gen der Maus ist evolutionar
konserviert und homolog zu Genen von Saccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und anderen Spezies (siehe Anhang).
Kirzlich konnte es aus menschlichen Fibroblasten isoliert werden (Okazaki et al., 1998). Das
Rcd1+-Protein umfald 299 Aminoséuren, von denen 20 % Leucin und Isoleucin sind und ist
Zu 99,7 % identisch mit dem humanen Rcd1+-Protein. Auf genetischer Ebenen besteht eine
65 %ige Homologie. In Saccharomyces pombe stimuliert Rcdl+ den Transkriptionsfaktor
Stell+ (siehe Abbildung 36), welcher an Meioseprozessen und der sexuellen Differenzierung
des Spaltpilzes in Hungersituationen beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, da3 Rcdl+
besonders in Milz, Thymus und glattem Muskel exprimiert wird und in Mauseembryonen ab
dem 15. Gestationstag nachweisbar ist.

\ \

o

N

Meiose

Abbildung 36: Stell+-Signalweg mit méglicher Position fir Red1+; modifiziert nach (Okazaki et
al., 1998)

./
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3.3.1 Aufreinigung und Charakterisierung des Hiss-Fusionsproteins von Rcd1+

Versuche Red1+ as GST-Fusionsprotein zu exprimieren, erwiesen sich als problematisch, da
das Protein instabil war und so keine Untersuchungen vorgenommen werden konnten. Das
Gen wurde daraufhin in den Vektor pQE30 kloniert und als Hiss-Fusionsprotein exprimiert
und mittels Ni%*-NTA-Agarose aufgereinigt (siehe 2.7.8.1). Die Reinheit betrug etwa 80 %.

——

eI e . 4+— 30kDa

2 0 345 6T Bk 0e 10T

Abbildung 37: Laemmligel der Fraktionen nach der Ni%-NTA-Agarose-Saule von Red1+
1: Durchlauf; 2: Waschschritt, 10 mM Imidazol; 3: Waschschritt, 30 mM I midazol
4bis9: je zwei Elutionsschritte mit 75, 125 und 200 mM Imidazol; 10: Sdulenmaterial
11: 10 kDa Protein Ladder

Anschlief3end erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt mit Phosphozellulose (siehe 2.7.8.2).
Die Reinheit konnte mit diesen Schritt auf 90 bis 98 % gesteigert werden.

1492+ 354644859410 191213 1 45

Abbildung 38: Laemmligel nach dem zweitem Reinigungsschritt von Rcd1+ auf Phosphozellulose
1: Durchlauf; 2: Waschschritt; 3 bis 14: Probe, die nach dem linearen Salzgradienten im
UV-Spektrum einen Proteingehalt aufwiesen, die Salzkonzentration steigt von links nach
rechts; 15: 10 kDa Protein Ladder
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Dadie Bindung des Proteins an P-Cell durch die Affinité zu Phosphatgruppen erfolgt, lag es
nahe, ein DNA-Zelulose-Bindungs-Assay (siehe 2.7.9) durchzufihren. Das Ergebnis des
Assaysist in Abbildung 39 wiedergegeben. Sie zeigt ein Laemmligel der einzelnen Fraktionen

der Elution mit von links nach rechts zunehmender Salzkonzentration.

~ 4— 30kDa

Abbildung 39: Laemmligel des DNA-Zellulose-Bindungs-Assays von Rcd1+
1: Durchlauf; 2 bis 12; Elutionsschritte, die Salzkonzentration liegt im ersten Schritt bei
0 mM und steigt je Schritt um 200 mM bis2 M im letzten Schritt
13: 10 kDa Protein Ladder; 14: Saulenmaterial

Auffallend ist hierbel die Tatsache, dal3 sich schon bei sehr geringer Salzkonzentration Protein
vom Saulenmaterial 10st, aber auch noch bei hohen Salzkonzentration von tiber 1 mol/I NaCl
Protein an der Saule bindet. Méglicherweise liegen in der Lsung zwei verschiedene Spezies
des Rcd1+-Proteins vor, von denen eine gut DNA bindet, die andere aber schon bei geringer

Salzkonzentration ihre Bindungsfahigkeit verliert.

Durch Circulardichroismus-Spektroskopie konnte der a-Helix-Antell zu 43 % bestimmt
werden und eine Untersuchung in der analytischen Ultrazentrifuge zeigte, dald das Protein
monomer vorliegt und ein Molekulargewicht von 33 kDa besitzt. Die Interaktion mit c-Myb
wurde durch Phage-Display untersucht und bestétigt (siehe 3.1.4). Auch im Pull Down Assay
lield sich die Wechselwirkung detektieren (siehe Abbildung 40). Hierzu wurden Myb-GST-
Fusionsproteine auf einer Glutathion-Sepharose-Saule immobilisiert und das Rcdl+-(His)s-
tag-Fusionsprotein Uber diese Saule gegeben. Die Proteinkomplexe werden mit Glutathion
eluiert, auf einem Laemmligel aufgetrennt und anschlief3end mittels Elektroblot auf eine

PVDF-Membran Ubertragen. Die Markierung erfolgte mit einem Antikorper gegen (HisS)e.
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Abbildung 40: Pull Down Assay, die c-Myb-Fragmente 1 bis 5 wurden als GST-Fusionsproteine an eine
Saule mit Glutathion-Sepharose gebunden, Uber die Rcdl+-(His)s-tag-Fusionsprotein
gegeben wird; Con: Kontrolle Red1+-(His)e-tag-Fusionsprotein; als Antikérper wurde ein
Antikorper gegen (His)g verwendet

Man konnte sowohl eine Wechselwirkung mit den N- als auch mit dem C-terminalen Ende
von c-Myb detektieren. Einzig die transaktivierende Domane scheint nicht an der Interaktion
beteiligt zu sein.

Anschlief3end wurden EM SA-Experimente durchgefihrt, in denen versucht wurde, Rcd1+ an
einen DNA-c-Myb-Komplex zu binden und so Uber einen Shift des Komplexes einen weiteren
Beweis fur die Interaktion zu erhaten. Als DNA-Template diente der mit PCR amplifizierte
mim-1-Promotor und ein 22 Basen langes Oligonukleotid, das von Sokolowski fur die
Bindungsstudien seiner Mutanten eingesetzt wurde (Sokolowski, 1998).

Bel den Transkriptionsfaktoren Fos und Myc konnte nachgewiesen werden, dal3 die Fahigkeit,
DNA zu binden, durch reduzierende oder oxidierende Reagenzien reguliert werden kann
(Xanthoudakis and Curran, 1996). Auch der ubiquitdre nukledre Redox-Faktor Ref-1
stimuliert die DNA-Bindungsaktivitét. Bei c-Myb konnte gezeigt werden, dal3 fir die Bindung
die Anwesenheit eines reduzierenden Agens, wie zum Beispiel DTT, essentiell ist (Moelling
et al., 1992). In Anaogie zu diese Ergebnissen wurde vermutet, dal3 der Redox-Zustand des
Proteins Rcd1+ das Bindungsverhalten an DNA beziehungsweise an c-Myb reguliert. Um
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dies zu Uberprifen, wurde ein EMSA unter Verwendung von Diazen-Dicarbonsdure-bis-

(N,N-Dimethylamid) (Diamide) und DTT durchgefthrt.

Die Proteine wurde jewells eine halbe Stunde mit Diamide und / oder DTT bei 4°C inkubiert,
das DNA-Template zugesetzt wurde. Das Ergebnis ist dem dargestellten

bevor

Autoradiogramm zu entnehmen (siehe Abbildung 41).

1 2 3 4 SGEEEEEEeEE g0 1112 1314 15 16 17 18 19

TER .2 B L

o

Abbildung 41: Autoradiogramm des Diamide-EM SA; Die Zuordnung der Bahnen ist der Tabelle zu

aEe B

E 5 B

entnehmen, die Zahlen geben das Verhaltnis c-Myb/Rcd1+ an.

Nr. Nr.

1 / 11 c-Myb/Rcd1+/1:6

2 c-Myb 12 c-Myb/Rcd1+/Diamide/1:6

3 c-Myb/Diamide 13 c-Myb/Rcd1+/Diamide/DTT/1:6
4 c-Myb/Diamide/DTT 14 c-Myb/Rcd1+/1:9

5 Rcd1+ 15 c-Myb/Rcd1+/Diamide/1:9

6 Rcd1+/Diamide 16 c-Myb/Rcd1+/Diamide/DTT/1:9
7 Rcd1+/Diamide/DTT 17 | c-Myb/Rcd1+/1:12

8 c-Myb/Rcd1+/1:3 18 c-Myb/Rcd1+/Diamide/1:12

9 c-Myb/Rcd1+/Diamide/1:3 19 c-Myb/Rcd1+/Diamide/DTT/1:12
10 c-Myb/Rcd1+/Diamide/DTT/1:3

Es zeigte sich, dal3 die DNA-Bindungsféhigkeit von c-Myb durch Zugabe von Diamide
gehemmt und durch anschlief3ende Behandlung mit DTT wieder regeneriert werden kann. Auf
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Rcd1+ beziehungsweise auf das Gemisch c-Myb und Rcdl+ haben die beiden Reagenzien
keinen Einfluf3.

Um festzustellen, ob sich die Interaktion zwischen c-Myb und Rcd1+ auch in vivo nachweisen
|&3t, wurden mehrere Transfektionen (siehe 2.6.4.4) mit eukaryontischen Zellen durchgefihrt.
Begonnen wurden diese Untersuchungen von Scholz (Scholz, 1999), der das rcdl+-Gen in
den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA1.1Amp klonierte und erste Transfektionen in
HEK-293-Zellen durchfiihrte, wobei er die Interaktion bestétigen konnte (siehe Abbildung
42). Er erhielt, bei gleichzeitiger Anwesenheit von c-Myb, fur Rcdl+ eine &hnliche
Aktivierung der Reportergenaktivitdt wie fur CEBPa und c-Myb (Oelgeschlager et al.,
1996b). Waren in den Zellen mit allen drei Faktoren anwesend, so schwéchte sich das Signal
ab, was auf eine Konkurrenz zwischen Rcd1+ und CEBPa schlief3en 18(3.

4,00E+06

3,50E+06 +
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B MeRwerte
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2,00E+06 +
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Red1+ Rcd1+/CEBP CEBP

Abbildung 42: Aktivitat des mim-1 Promotors mit c-Myb, CEBPa und Red1+, HEK-293

Nach diesen einleitenden Untersuchungen wurde die Zellinie gewechselt, da es Probleme
bereitete, die empfindlichen HEK-293-Zellen bei den Waschschritten, die zur Transfektion
notwendig sind, nicht von der Oberflache des Kulturgefales abzul 6sen. Es wurden nun CV-1-

Zellen verwendet, die eine grofliere Adhérenz und eine héhere Toleranz gegentiber dul3erem
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Strel3 besitzen. Ein Nachteil der CV-1-Zellen ist ihre etwas geringere Expressionsrate, was zu
einem insgesamt niedrigerem Signal in den Reportergenassays fuhrt. Die Experimente von
Scholz wurden von mir mit der neuen Zellinie wiederholt, alerdings lieRen sich die
Ergebnisse in CV-1 nicht reproduzieren. Da sich bei spédteren Transfektionen von COS-7-
Zéellen ein dnliches Bild wie bei den HEK-293-Zellen zeigte (siehe Abbildung 51), liegt die
Vermutung nahe, dal3 neben den eingesetzten Plasmiden auch der Genotyp der verwendeten
Zéllinie (E1A bei HEK-293; T-Antigen bei COS-7) fir die Ergebnisse von Bedeutung ist. Es
kénnte sein, dal3 CV-1-Zellen in ihrem Zytoplasma einen Faktor besitzen, der die Interaktion
zwischen Rcdl+ und c-Myb hemmt oder ihnen ein Faktor fehlt, der essentiell fur die
Wechselwirkung ist. Dasich die Interaktion aber sowohl im Phage-Display- as auch im Two-
Hybrid-System und im Pull Down Assay nachweisen 14, ist die Uberlegung, daB ein in
CV-1-Z€llen enthaltener Faktor die Interaktion behindert, als wahrscheinlich zu betrachten.

Da es in den Datenbanken keine Anhaltspunkt fir die Funktion des Proteins Rcdl+ gibt,
wurden verschiedene Ansétze verfolgt um Hinwelse auf die Aufgabe des Proteins zu finden.

Da Rcd1+ die MAP-Kinase Stell stimuliert, bestand die Moglichkeit, dal’ auch Red1+ eine
MAP-Kinase ist und sollte als solche die Féhigkeit besitzt, ATP zu binden. Um dieses zu
tberpriifen, wurde ein EMSA durchgefiihrt, bei dem Red1+ mit y-*P-ATP inkubiert wurde.
Es zeigte sich, dal3 Rcd1+ kein ATP bindet. Desweiteren wurde untersucht, ob das Protein in
der Lage ist, depurinierte supercoiled Plasmid-DNA zu relaxieren, also eine AP-

Endonuklease-Aktivitét besitzt. Auch in diesem Fall war das Ergebnis negativ.

Das Mercury Pathway Profiling-System (Firma Clontech) erlaubt die Untersuchung des

Effekts von Stimuli auf verschiedene Signaltransduktionswege. Die Anwendung des System

ist sehr einfach, und es ist schnell durchzufihren. Fir das Experiment standen die folgenden

Vektoren mit den zugehorigen Signalwegen zur Verflgung:

* pAPl1-Luc Nachweis der Induktion des Aktivatorproteins 1 (AP1) und des stref3aktivierten
Proteinkinase/Jun N-terminale Kinase (SAPK/INK) Signal-Transduktions-
weges

* pCRE-Luc Nachweis der Aktivierung des cAMP-bindenden Proteins und des cAMP-
vermittelten Signaltransduktionsweges

* pE2F-Luc Nachweis der Aktivierung des E2F-vermittelten Signaltransduktionsweges

* pISRE-Luc Nachweis der Aktivierung des durch Interferon (IFN) ausgeltsten
Signaltransduktionsweges
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e pSRE-Luc Nachweis der Aktivierung des Serum Response Element (SRE) und des
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP) Signaltransduktionsweges
e pTAL-Luc Kontrollvektor

Mit diesen Vektoren, pcDNA-rcd1l+ und dem Vektor des [3-Gal aktosidase-Assays wurde die
Transfektion durchgefiihrt. Das Ergebnis der Transfektion ist in Abbildung 43 dargestellt.

Die Transfektion von COS-7-Zellen wurde analog 2.6.4.4 ausgefuhrt, mit der Modifikation,
dal? serumfreies Medium verwendet wurde. Diese Anderung war notwendig, um Einfliisse
durch Bestandteile des Serums auszuschliefien. Im serumfreien Medium war das
Zellwachstum erheblich verlangsamt, was auf das Fehlen der im Serum enthaltenen
Wachstumsfaktoren zurtickzufUhren ist. Die Zellen wurden nach zwei Tagen geerntet und das

[3-Galaktosidase- und das Luziferase-Assay (siehe 2.6.4.6 und 2.6.4.7) durchgefiihrt.
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Abbildung 43: Reportergenaktivitét des Mercury Pathway Profiling-Systems
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Dem Diagramm ist eindeutig zu entnehmen, dal3 Rcd1l+ eine signifikante Veranderung des
Signals bei pAPl-Luc hervorruft. Das Signal wird um den Faktor 4 verringert. Die
Veranderung bei den anderen Vektoren sind minimal, sie liegen in der GrofRe des
Kontrollvektorsignals. Welche Bedeutung dieses Ergebnis fir die Funktionsbestimmung des
rcd1+-Gens hat, 183t sich noch nicht sagen. Es &3 sich jedoch feststellen, dal3 Rcd1l+ bel der
Induktion des Aktivatorproteins 1 (AP1l) (siehe Abbildung 44) oder der Induktion des
stref3aktivierten  Proteinkinase/Jun  N-terminale  Kinase  (SAPK/INK)  Signal-
Transduktionsweges beteiligt ist.

—

cAMP
cAMP )
i Kinase A
MEK
APl
(jun/fos)

Abbildung 44: AP1-Signal-Transduktionweg

3.3.2 Lokalisation des Proteins Rcd1+ in eukaryontischen Zellen

Fur die weitere Charakterisierung des Proteins ist es wichtig, die Position des Proteins in der
Zelle zu kennen, da die Lokalisation Rickschlisse auf die Funktion erlaubt. Um den
Aufenthaltsort von Rcdl+ in der Zelle zu bestimmen, wurden COS-7 Zellen mit pEGFP-
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rcdl+ transfiziert. Der Vektor stand zu Beginn der Arbeiten zur Verfigung. Essentiell fir eine
korrekte Lokalisation ist eine einwandfreie Zellmorphologie, dal3 heild die Zellen sollten
vereinzelt wachsen und keinen oder kaum Kontakt zu Nachbarzellen haben, da sonst die Zelle
in ihrer Ausbreitung behindert wirde. Eine hohe Zelldichte kann durch auf3eren Stref3 die
Ergebnisse verfadschen, da die Zelle den Stoffwechsel umstellt, das Wachstum verlangsamt
und im Extremfall abstirbt. Um Verfé schungen durch zu dichtes Wachstum auszuschlief3en,
wurde zu Beginn der Untersuchung die Zelldichte optimiert (siehe 2.6.4.9.1).

Fur die Immunmarkierung wurden die Deckglaschen mit transfizierten Zellen unter dem
Lichtmikroskop ausgewadhlt, die eine optimale Dichte fur die Immunfluoreszenz besitzen.
Auch wurde die Transfektionseffizienz durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die
Transfektionsausbeute mul? nicht besonders hoch sein, aber so, dald bei einer 400fachen
VergroRerung noch 4 bis 5 transfizierte Zellen im Blickfeld des Mikroskops liegen. Die
Zellen auf diesen Deckglaschen werden fixiert, permeabilisiert und die Antikorpermarkierung
mit dem priméaren und sekundaren Antikorper durchgefihrt (siehe 2.6.4.9.2 und 2.6.4.9.3).
Anschlief3end werden die Zellen in Mowiol eingebettet, was die Diffusionsprozesse im
Zellinneren weitgehend unterbindet (siehe 2.6.4.9.4). Es wurden die in 2.5 aufgefihrten
Antikorper verwendet. Die Ergebnisse der Immunmarkierung wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Das EGFP-Rcd1+-Fusionsprotein wurde dabei durch Licht
im blauen Bereich (460 bis 490 nm) angeregt, die Anregungswellenlange fur den an den
sekundaren Antikorper gebundenen Fluoreszenzfarbstoff liegt im griinen Spektralbereich (475
bis 545 nm). Zur Dokumentation wurden Schwarzwell3photographien des selben
Bildausschnitts mit beiden Anregungswellenlangen angefertigt. Im Folgenden st
exemplarisch pro Antikorper ein Bildpaar dargestellt. Die Aufnahmen wurden bei 630facher
VergroRerung am Leitz-Fluoreszenzmikroskop im Institut fur Physiologische Chemie
gemacht.

Als erstes wurde der Antikorper MADb414 gegen den nukledren Kernporenkomplex verwendet
(siehe Abbildung 45). Es ist deutlich zu erkennen, dal3 die Markierungen durch GFP-Rcd1+
und den Antikorper die selbe Position in der Zelle einnehmen. Es ist zwar auch noch GFP-
Rcd1l+ im Zytosol und in der Ndhe der Plasmamembran zu erkennen, aber dieser Anteil ist
klein. Das Auftreten im Zytosol ist auch nicht weiter ungewoéhnlich, da Proteine jaim Zytosol
prozessiert werden und von dort zu ihrem Bestimmungsort transloziert werden. Bei dem
Antikorper CI-MPR, der spezifisch das spate Endosom/Lysosom markiert konnte keine
Ubereinstimmung mit GFP-Rcd1+ beobachtet werden (siehe Abbildung 46). Auch der
Antikorper X22 (Anti-Clatenin), der spezifisch fur Clatenin/Vesikel ist (siehe Abbildung
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47), und der Anti-Calnetin-Antikoper, der das Endoplasmatische Retikulum markiert (siehe
Abbildung 48), zeigen keine Ubereinstimmende Lokaisation mit GFP-Rcdl+. Die
Markierung mit dem Antikoérper EEAL (Early Endosom Associated Antigen 1), der spezifisch
das frihe Endosom erkennt war nicht erfolgreich. Die Markierung war sehr diffus und

entsprach nicht dem erwarteten Bild (siehe Abbildung 49).

b)
Abbildung 45: a) GFP-Rcd1+, b) Antikdrper M Ab414; die Pfeile markieren jeweils identische Positionen

a)
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a)
Abbildung 46: a) GFP-Rcd1+, b) Antikérper CI-MPR; die Pfeile markieren jeweilsidentische Positionen

a) : b)
Abbildung 47: a) GFP-Rcd1+, b) Antikorper X22; die Pfeile markieren jeweilsidentische Positionen
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3) b)"

Abbildung 48: a) GFP-Rcd1+, b) Calnetin-Antikoper; die Pfeile markieren jeweilsidentische Positionen

a) b)

Abbildung 49: a) GFP-Rcd1+, b) Antikorper EEA1L; die Pfeile markieren jeweilsidentische Positionen
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Es 1813 sich eindeutig feststellen, dal3 GFP-Rcd1+ im Nukleus der Zelle lokalisiert ist. Diese
Beobachtung unterstiitzt die These, dal Rcdl+ bei der Transkription eine Rolle spielt.

Aul¥erdem ist eine geringe Affinitét zur Plasmamembran festzustellen.

3.3.3 Versuche zur Bestimmung der wechselwirkenden Region

Um die Funktion von Rcd1l+ zu verstehen, ist es notwendig die Wechselwirkungsregion zu
bestimmen. Eine Madglichkeit, die interagierende Region einzugrenzen, ist es,
Deletionsmutanten von Red1+ zu generieren und die Veranderung des Reportergensignals in
vivo zu beobachten. Fir die Erzeugung von Deletionsmutanten wurden zwei unterschiedliche
Ansétze gewéhlt. Mittels PCR (Primer siehe Anhang) wurden sowohl Fragmente von rcdl1+
als auch das gesamte Gen amplifiziert, mit EcoRI und Xhol gespalten und in den entsprechend
praparierten Rahmen von pcDNAL1L.1Amp ligiert. Das Ergebnisse wurde durch
Restriktionsspaltung verifiziert.

Uber Restriktionsspaltung von pcDNA-rcd1+ mit den Enzympaaren Notl/Bglll, Notl/Bpll und
Smal/Sphl wurden Fragmente des rcdl+-Gens aus dem Plasmid herausgeschnitten.
Anschlief3end wurde mit einem ausgleichenden Oligonukleotidpaar (Notl/Bglll, Notl/Bpll,
N-terminale Deletion) ligiert oder Uberhéngende Enden mit Klenow-Polymerase (Smal/Sphl,
C-terminale Deletion) aufgefillt und ligiert. Die Verwendung eines Oligonukleotidpaares bei
der N-terminalen Deletion war notwendig, um eine Verschiebung des Leserasters zu
verhindern. Die Deletionen wurden durch Restriktionsspaltung tiberprift. Eine Ubersicht tiber
die generierten Mutanten bietet Abbildung 50.
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Abbildung 50: Fragmente von rcdl1+, die Zahlenangaben bezeichnen Basenpaare

Die Deletionsmutanten wurden anschlief3end zusammen mit dem Ausgangskonstrukt und den
Reportergenvektoren in COS-7-Zellen transfiziert. Das Ergebnis ist in Abbildung 51
dargestellt. Man kann erkennen, dal3 der N-terminale Bereich bis etwa 140 bp eine negativ
regulierende Wirkung besitzt. Wird er entfernt, steigt das Signal auf den doppelten bis
vierfachen Wert an. Deletionen am C-Terminus oder grof3ere Deletionen am N-Terminus
scheinen keinen Einflufd auf die Signalstarke zu haben.
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Abbildung 51: Ergebnisder Transfektion mit den Rcd1+-Deletionsmutanten

34 Auswirkung von Mutationen in der DNA-Bindungsdomane des

Proteinsc-Myb bel in vivo Experimenten

Neben den Untersuchungen zu Rcdl+ war auch das Verhaten von c-Myb in der Zellkultur
von Interesse, insbesondere, wie sich die von Sokolowski (Sokolowski, 1998) eingefiihrten
Mutationen in der DNA-Bindungsdoméne auf die Signalstarke im Reportergen-Assay
auswirken. Sokolowski hatte die von der japanischen Arbeitsgruppe um Kazuhiro Ogata
(Ogata et al., 1994) durch NMR-Strukuranalyse ermittelten acht spezifische Bindungen von
Aminosauren an die DNA (siehe Abbildung 5, Einleitung) durch gezielte Mutation der
Aminosauren verandert und die Bindungsfahigkeit der Mutanten durch EMSA untersucht
(siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Assoziations- und Dissoziationskonstanten der 13 untersuchten Mutanten und des Wildtyp
c-Mybs (Sokolowski, 1998)

Mutante |K128A |KI128E |E132A |E132N |[N136A |N136D |N179A
K s 3,2x10°  |34x10° |nd <10° nd 6,0x10° |<10°
K giss 3,1x10° |2,9x10°® |nd >107° nd 1,7x107 |>10°
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Mutante [N179D |N183A N183D N186A S187A S187N Wildtyp

K ass nd <10° nd 34x10° |6,7x10" [2,8x10° |3.2x10°

K giss nd >107° nd 29x10° |15x10° |3,6x10° |3,2x10°

Speziell die Frage, ob die im EMSA als bindungsinaktiv zu bewertenden Mutanten in der
Zéellkultur auch ohne Einflufd sind, ist von Interesse. Esist hierbei zu berticksichtigen, dal3 die
Bindungsstudien nur mit einem Konstrukt, das die Repeats R1, R2 und R3 représentiert,
durchgefthrt wurden, da die Expression von Full Length-c-Myb in bakteriellen Systemen
nicht moglich war. Bei den in vivo Experimenten wurde das gesamte Protein benutzt. Dazu
wurde das Gen mittels PCR aus dem Vektor pEQ176p2Myb amplifiziert und Uber die Eagl-
und EcoRI-Schnittstelle in den Vektor pcDNAL1.LJAmp kloniert. Dann wurde die DNA-
Bindungsdomane durch Restriktionsspaltung aus dem Vektor entfernt und durch die
mutierten, mit PCR amplifizierten DNA-Bindungsdomédnen aus den von Sokolowski
hergestellten Konstrukten ersetzt. Anschlief3end wurde eine Transfektion von COS-7-Zellen
mit den Mutanten und dem Wildtyp-Konstrukt durchgefthrt.

Das Ergebnis der Transfektion ist in Abbildung 52 dargestellt. Sie zeigt die normierten
Durchschnittswerte der Messungen aus drei Transfektionen.
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Abbildung 52: Mittelwerte ausdrei Transfektionen
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In Abbildung 53 sind die Ergebnisse der Transfektionen nach Repeat 2 und Repeat 3 getrennt
und den Bindungsaktivitaten gegeniibergestellt.

DNA-Bindung Repeat 2 Transaktivierung Repeat 2
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Abbildung 53: Gegenuiber stellung von DNA-Bindungsfahigkeit und Transaktivierung

Interessant an den Ergebnissen ist die Tatsache, dal3 einige Mutanten (E132A, E132N,
N136A), diein der Bindungsstudie inaktiv sind, transaktivierende Eigenschaften besitzen und
einige Mutanten (K128E, N186A, S187N), die DNA binden, dennoch keine Transaktivierung

hervorrufen.
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Um EM SA-Experimente mit dem gesamten Protein durchzufthren, wurde durch Frackelton-
Extraktion (siehe 2.6.4.10) Zellextrakte hergestellt und mit ihnen ein Shift-Experiment
durchgefuihrt. Daman bei den urspriinglichen Methode jedoch nicht weil3, wie viele Zellen fir
den Extrakt verwendet wurden und wie hoch die Transfektionseffizienz war, dal? heif%t wie
hoch die Proteinkonzentration in den Zellen ist, wurde die Extraktionsmethode modifiziert
(siehe 2.4.6.11). Bei der Transfektion wurde zusétzlich zu dem Plasmid pEG176P2Myb noch
der B-Galaktosidase-Vektor pEQ176 verwendet, um die Transfektionseffizienz bestimmen zu
konnen. AuRerdem wurde die Zellzahl bestimmt. Uber die Signalstarke im Reportergen-Assay
und die Zellmenge wurde fir jeden Zellextrakt ein Faktor ermittelt, mit dem die
einzusetzende Menge so berechnet werden konnte, dal? der Proteingehalt bei den verschieden
Versuchen gleich war. Dennoch konnte selbst beim Wildtyp kein Shift beobachtet werden.

Offenbar war die Proteinkonzentration der Extrakte zu gering.
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4 Diskussion

4.1 Dasmodifizierte Phage-Display-System

Ausgehend von einem bestehenden Phage-Display-System (Kiewitz, 1997a) wurde das
System so verandert, dal3 eine Klonierung mit tberhdngenden Enden erméglicht wurde. Diese
Modifikation stellt eine entscheidende Verbesserung gegentiber dem bisher verwendeten
System dar, bel dem stumpfe Enden verwendet wurden. Die Verwendung von
Uberhangerzeugenden Restriktionsendonukleasen vereinfacht den gerichteten Einbau von
Fragmenten, stellt alerdings auch héhere Anforderungen an die Klonierungsstrategie. Die
Ligationsausbeute konnte erhdht werden ebenso die Transformationseffizienz, so dal3 es
maoglich wurde, kleine DNA-Bibliotheken zu untersuchen. Eine Bibliothek von 20000 Klonen
aus genomischer E.coli-DNA, die etwa 4000 Gene des Bakteriums reprasentiert, konnte in
den Phagemid-Vektor kloniert werden. RecA as Kdderprotein lieferte mehrere mogliche
Wechselwirkungspartner darunter eine Helikase und eine Integrase, die mit RecA bei der
DNA-Reparatur kooperieren kdnnten.

Die Untersuchung von cDNA-Bibliotheken eukaryontischer Organismen ist mit dem
modifizierten System trotz der Verbesserungen immer noch nicht méglich, da die Ausbeute
von unabhéngigen Klonen zu gering ist. Um die Multiplizitdt einer cDNA-Bibliothek zu
erhalten, ist es notwendig, eine Zahl von 3x10° unabhangiger Klone zu erzeugen. Die erzielte
Klonzahl lag um den Faktor 107 unter dieser VVorgabe. Eine weitere Steigerung der Ligations-
und Transformationsausbeute war nicht moglich.

Fur die Untersuchung intra- und intermolekularer Wechselwirkungen ist das entwickelte
System jedoch gut geeignet, da es durch die eingefigten Restriktionsendonuklease-
schnittstellen  flexibel ist. Ein Ergebnis ist die Bestdigung der intermolekulare
Wechselwirkung zwischen c-Myb und Red1+.

Desweiteren wurde die Wechselwirkung zwischen B-Myb und CyclinD1 untersucht. B-Myb
ist ein Mitglied der Myb-Familie. Es handelt sich um einen Transkriptionsfaktor, der wahrend
des Zellzyklus durch CyclinA-Cdk2 vermittelte Phosphorylierung am C-Terminus reguliert
wird. Er stellt somit eine Art Sensor dar, welcher die Aktivitét des Transkriptionsfaktors zum
erforderlichen Zeitpunkt des Zellzyklus initiiert (Zieblold, 1997). Der Takt der

aufeinanderfolgenden Vorgange des Zellzyklus wird durch mehrere Regulatorproteine
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gesteuert. FUr die Steuerung des Zellzyklus durch Proteinkinasen ist es notwendig, dal3 sie an
ein Cyclin gekoppelt werden. Diese speziellen Kinasen werden deshalb auch als
cyclinabhéngige Kinasen (Cyclin Dependend Kinases, Cdks) bezeichnet. Cycline stellen eine
weitere Klasse von Regulatorproteinen dar und erhalten ihren Namen aufgrund der
Eigenschaft, dal3 sie wahrend des Zellzyklus einem periodischen Auf- und Abbau unterliegen.
Die verschiedenen Cdks liegen wéahrend des gesamten Zellzyklus in konstanter Konzentration
in der Zelle vor. lhre Aktivitét bei der Phosphorylierung von Zielproteinen wird durch die
Konzentrationsschwankungen eines spezifischen Cyclins reguliert. Dieser aktive Komplex
aus Cdk und Cyclin wird als MPF (Maturation Promoting Factor) bezeichnet. Die
wechselnde Aktivitédt verschiedener MPFs bestimmt den zeitlichen Ablauf der verschiedenen
Stadien des Zellzyklus. Ein Komplex aus dem CyclinD1 und Cdk4 ist zum Beispiel
notwendig, damit die Zelle den Restriktionspunkt Gberschreiten und von der G 1-Phase in die
S-Phase lbergehen kann (Zieblold, 1997). B-Myb vermittelt wirksam die Aktivierung des
Heat Shock Promotors (HSP70), wobei nachgewiesen werden konnte, dal3 diese
Transaktivierung unter Einbeziehung des Heat Shock Elementes (HSE) vermittelt und durch
Interaktion mit CyclinD1 verstarkt wird (Kamano, 1997). Bei den beschriebenen MPFs hatten
Cycline die Aufgabe, Cdks fur regulierende Aufgaben im Rahmen des Zellzyklus zu
aktivieren. Bel der Verstérkung der transaktivierenden Eigenschaften von B-Myb wirkt das
CyclinD1 jedoch as Aktivator fir ein anderes Zielmolekil. Bel der Untersuchung der
Wechselwirkung dieser beiden Proteine zeigte sich, dal3 sich die Interaktion hauptsachlich mit
dem Mittelteil (AS 103 bis 258) von CyclinD1 stattfindet, wobel der Einflufd des vom Phagen
prasentierten B-Myb-Fragments relativ gering ist.

Abschlief3end |43t sich sagen, dal? das modifizierte Phage-Display-System fast alle gestellten
Anforderungen erfillt. Es eignet sich gut zur Untersuchung intra- beziehungsweise
intermolekularer Wechselwirkungen zwischen bekannten Proteinen von denen gezielt
Fragmente generiert und exprimiert beziehungsweise auf dem Phagen-Kapsid présentiert
werden konnen. Auch die Untersuchung kleinerer DNA-Bibliotheken ist nicht problematisch.
Allerdings  konnte das Ziel, ene eukaryontische cDNA-Bibliothek  auf
Wechselwirkungspartner eines bekannten Proteins zu untersuchen, nicht erreicht werden. Bel
der Anwendung des Systems sind die erwdhnten Einschrankungen (siehe 3.1.5) zu beachten.
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4.2 Two-Hybrid-Screening

Fur die Untersuchung mit dem Yeast-Two-Hybrid-System wurde das in der Arbeitsgruppe
etablierte System (Kersten, 1999; Siegert, 1998) verwendet. Es sollte untersucht werden, ob
eine weitere Verschiebung des Koderproteins in Richtung C-Terminus von c-Myb zur
Entdeckung neuer Wechselwirkungspartner fuhrt. Dazu wurde das Koderplasmid pAN1
(siehe Abbildung 33) kloniert und das Screening nach dem erprobten Protokoll durchgefihrt.
Dabel wurde ein mdglicher positiver Klon gefunden und sequenziert. Dieser zeigte jedoch
Stops in alen Leserastern, so dald3 weitere Untersuchungen mit dem Koderplasmid pAN1
wenig sinnvoll erscheinen. Als Ergebnis dieses Screenings bleibt festzuhalten, dal3 die Region
von Aminosaure 500 bis 530 essentiell fir eine Wechselwirkung ist. Dort findet sich auch das
EVES-Motiv, das mit der DNA-BD interagieren kann (Dash et al., 1996). Abschlief3end l&f3t
sich sagen, dal3 das Yeast-Two-Hybrid-System eine elegante Methode ist, um intermolekulare
Interaktionen zu untersuchen. Dabei ist von Vorteil, dal3 man nicht, wie beim Phage-Display
auf ein etwa 300 Aminosauren langes Fragment beschrankt ist. Aul3erdem wird beim Yeast-
Two-Hybrid-System das Protein posttrandational prozessiert und liegt somit in der
natUrlichen Faltungsform vor. Ferner ist die Untersuchung von cDNA-Bibliotheken moglich.
Von Vortell ist weiterhin, dal3 cDNA-Bibliotheken kommerziell vertrieben werden und in
einem Vektor vorliegen, der direkt im System verwendet werden kann.

4.3 DasProtein Rcd1+

Das rcd1+-(Required For Cell Differentiation)-Gen der Maus wurde mit dem Koder pCK3
(Myb-Protein AS 500 bis 600) gefunden. Die Funktion von Rcdl+ in Wirbeltieren ist
unbekannt. Es wird durch Erythropoietin (EPO) induziert. Beim Menschen scheint Rcdl+
spezifisch in den blutbildenden Organen exprimiert zu werden. Wie schon erwahnt (siehe 3.3)
ist es im Spatpilz Saccharomyces pombe bel der sexuellen Entwicklung der Sporulation
beteiligt (Maekawa, 1994; Okazaki et al., 1998). Der sexuellen Differenzierungsprozess der
Hefe wird von dem Faktor stell gesteuert, der von der cAMP-ProteinkinaseAl (PKA)
Kaskade und Strefisignalen reguliert wird. Stell interagiert mit dem Hefehomologon von
CREB, das as PCR bezeichnet wird. Die beschriebenen Parallelen zwischen Maus und Hefe
sind in Abbildung 54 dargestellt. Rcdl+ aktiviert stell, das Hefeanalogon der humanen
MAP-Kinase MeKK3, welches ein High-Mobility Group (HMG) Mativ enthdt. HMG-
Proteine haben eine durchschnittliche Grofze von 100 bis 200 Aminosduren und sind

Bestandteil des Chromatins. Sie kdnnen doppelstrangige DNA in der kleinen Furche binden.
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Weiterhin gibt es Hinweise auf eine strukturelle Verwandtschaft zwischen der DNA-
Bindungsdomane von Myb und HMG-Proteinen. Der Faktor TCF-1 ist ebenfals ein HMG-
Protein (Verbeek, 1995). Er steuert die Differenzierung von Thymozyten.

cAMP
Maus Hefe
MAPK Rcd
PKA k
c-Myb | == | CREB PCR | <= | stell

Abbildung 54: Red1+ und c-Myb als Teile von Signaltransduktionskaskaden

Die Differenzierungsprozesse in eukaryontischen Zellen werden von mehreren Protein-
Protein-Interaktionen, wie dem von cAMP regulierten Netzwerk oder dem MAP-Kinase
Pathway reguliert. Eine Konservierung dieser Differenzierungssysteme in allen
eukaryontischen Zellen ist wahrscheinlich. Auch in Spombe wurden hochkonservierte
Homologa der genannten Proteine gefunden. Man kann nun, aufgrund der evolutiondren
Konservierung des Gens, annehmen, dald von rcdl+ ein Kofaktor kodiert wird, der unter
anderem bei den Differenzierungsprozessen, die von Myb bewirkt werden, eine wichtige
Aufgabe erflllt.

Durch einen Dot Blot wurde gezeigt, dal’3 die Expression des Protein in der Maus bevorzugt in
Milz, Thymus und glatter Muskulatur stattfindet (Kersten, 1999). Das Protein Rcd1l+ umfal3t
299 Aminosauren und konnte von mir in E.coli as (His)s-tag-Fusionsprotein in etwa
80 %iger Reinheit isoliert werden (siehe Abbildung 37). Ein weiterer Reinigungsschritt Uber
eine Phosphozelluloseséaule erhéhte den Reinheitsgrad auf tber 90 % (siehe Abbildung 38).
Eine schwache Bindung an DNA-Z€dllulose konnte ebenfalls nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 38). Das Pull Down Assay des (His)e-tag-Proteins zeigt mit Ausnahmen der
transaktivierenden Doméane mit allen anderen Konstrukten Interaktion (siehe Abbildung 40).
Die Lokalisation von Rcdl+ konnte durch Transfektion eines Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP) —Fusionsproteins und anschlief3end Immunfluoreszenzmikroskopie auf den
Kern eukaryontischer Zellen begrenzt werden (siehe Abbildungen 45 bis 49). Signale von
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Rcd1l+-EGFP aus dem Zytosol sind auf die dort stattfindende Synthese des Proteins

zuriickzufUhren.

Die Kotransfektion von c-Myb und Rcdl+ l6st im Reportergen-Assay (siehe 2.6.4.7) die
gleiche Verstérkung aus wie die Kotransfektion von c-Myb und C/EBP. Wird zusétzlich zu c-
Myb und C/EBP noch Recd1+ transfiziert kommt es zu einer Verringerung des (Scholz, 1999).
Diese Beobachtungen legen nahe, dal3 Rcdl+ ein positiver Kofaktor der Myb-induzierten
Transaktivierung sein konnte. Bel Anwesenheit von C/EBP kommt es durch Rcdl+ zur

Repression des von c-Myb und C/EBP synergistisch induzierten Signals.

Es ist offensichtlich, dal3 c-Myb und Rcd1+ Gemeinsamkeiten besitzen. So werden beide in
blutbildenden Organen exprimiert und sind in vielen Spezies hochkonserviert. c-Myb ist ein
Transkriptionsfaktor. Allerdings fand sich in der Proteinsequenz von Rcd1+ kein Motiv, das
eine Zuordnung in eine Proteinfamilie zul &l3t.

Daher wurde systematisch versucht, weitere Eigenschaften des Proteins zu ermitteln.
Zungchst wurde mit dem Mercury Pathway-System der Firma Clontech nach
Signaltransduktionswegen gesucht, in die Rcd1+ regulatorisch eingreift.

Man konnte in den letzten Jahren eine grof3e Anzahl von Genen identifizieren, durch welche
Mitose oder Differenzierung eukaryontischer Zellen kontrolliert werden. Faktoren, welche die
Mitose stimulieren, werden in einem Netzwerk untereinander verknipfter Signal-
transduktionswege (z.B. PKA-Pathway, Jak/Stat-Pathway, M AP-Kinasekaskade, etc.) von der
auleren Membran bisin den Kern der Zelle weitergel eitet (siehe Abbildung 55).
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Abbildung 55: Beispielhafte Darstellung einiger Signaltransduktionskaskaden

Das Pathway Profiling ermoéglicht es, die Rolle eines Gens unbekannter Funktion in
wichtigen Signaltransduktionskaskaden zu untersuchen. Es werden dafiir mehrere Vektoren
mit unterschiedlichen cis-agierende Elementen (zum Beispiel E2F, CRE oder AP1) solcher
Signaltransduktionswege kombiniert mit einem Reportergen (zum Beispiel Luziferase oder
SEAP, Secreted Alkaline Phosphatase) bendtigt. Werden diese Vektoren in Zellen transfiziert,
so werden durch endogene Faktoren Reportergensignale induziert. Wird nun eine
Kotransfektion mit dem zu untersuchenden Gen durchgefihrt, so wird das Signal positiv oder
negativ verandert. Das erwahnte System der Firma Clontech enthélt solche Pathway Profiling
Vektoren. Eine Untersuchung von Rcd1l+ mit diesem System zeigte eine Reduzierung des
AP1-Signals auf die Halfte des urspriinglichen Wertes (siehe Abbildung 43).

Weitere wichtige Erkenntnisse tiber die Funktion von Rcd1+ lassen sich gewinnen, wenn man
eine Kartierung der Wechselwirkungsdomane vornimmt. Dazu wurden C- und N-terminale
Deletionsmutanten von Recd1+ hergestellt (siehe 3.3.3). Diese wurden mit c-myb und einem
Reportergenkonstrukt (pMiml-Luc) transfiziert. ES zeigte sich, dal3 N-terminale Deletionen
bis zur Aminosaure 140 eine Verstarkung bewirken, wahrend Deletionen am C-Terminus das
Signal weitgehend unveréndert lassen.



Diskussion 135

Interessant ist die anfangs erwéhnte Tatsache, das die Expression von Rcdl+ durch die
Zugabe von EPO zum Kulturmedium stimuliert wird (Gregory et al., 2000). EPO induziert
die Differenzierung von Vorlauferzellen in erythropoide Zellen. Myb ist in analoger Weise an
der Differenzierung von Vorlauferzellen zu myeloiden Zellen beteiligt. Wegen der nukledren
Lokalisation von Rcdl+ ist es denkbar, dald das Protein an der Transkription beteiligt ist.
Einen weitere mdgliche Funktion wére, dal3 Rcd1+ ein Faktor ist, der bel Kondensation und
Dekondensation des Chromatins eine Rolle spielt. Erst im letzten Jahr wurde das von
Histonacetylasen und Histondeacetyl asen ausgel 6ste Chromatin Remodelling a's ein wichtiger
Faktor der Transkriptionsregulierung erkannt (Reviews. Gregory, 1998; Muchardt, 1999;
Wolffe, 1999).

4.4 Bindungs- und Transaktivierungsver halten von c-Myb-M utanten

Wie in der Einleitung beschrieben, ist die DNA-Bindungsdoméne (DNA-BD) von Myb
Proteinen hochkonserviert und findet sich in vielen Spezies. Sie besteht aus zwei bis drei
Wiederholungen (Repeats) von etwa 50 Aminosduren, wobel in jedem Repeat drei
Tryptophane im Abstand von 18 Aminosauren angeordnet sind.

Im Phage-Display-System (Kiewitz, 1997a) und im Yeast-Two-Hybrid-System (Kersten,
1999; Siegert, 1998) konnte gezeigt werden, dal3 die N-terminade DNA-BD mit dem
C-Terminus des Proteins interagiert. Diese intramolekulare Wechselwirkung kann vermutlich
durch Bindung von transkriptionelle Kofaktoren aufgehoben werden. Dabel wird auch die
Konformation der DNA-BD beeinflul®t. Desweiteren zeigte die DNA-BD im
Transkriptionskomplex die Fahigkeit Kofaktoren zu binden. Ein Modell ist in Abbildung 5
dargestellt (Ness, 1996).

Dasin der Einleitung dargestellte Modell von Ogata geht von acht Direct Readout K ontakten
der Aminosduren K128, E132, N136 (Repeat 2) und N179, K182, N183, N186, S187
(Repeat 3) aus. Durch zielgerichtete Mutagenese in der DNA-Bindungsdoméne wurden zu
jeder Position zwei Mutanten generiert (Sokolowski, 1998). Sie wurden as GST-
Fusionsproteine exprimiert und aufgereinigt. Durch CD-Spektroskopie konnte fur alle
Mutanten und den Wildtyp ein a-Helixgehalt von etwa 48 % ermittelt werden, so dal3 man
von einer identischen Konformation ausgehen kann. Durch EMSA wurden die
Dissoziationskonstanten (siehe Tabelle 13) der Komplexe bestimmt. Als Template diente das
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doppelstrangige Oligodesoxynukleotid TTACCTAACTGACACACAT, das von Ogata zur
Ermittlung der NMR-Struktur benutzt wurde.

Tabelle 13: Bindungskonstanten der unter suchten M utanten (Sokolowski, 1998)

Position 179 182 | 183 186 | 187 | Bindungs-
Mutante | Asp | Asn | Ala| lle | Lys | Asn | His | Trp | Asn | Ser | konstante
N179A Ala <10°
N179D Asp nd
K182A Ala <10°
K182E Glu nd
N183A Ala <10°
N183D Asp nd
N186A Ala 34x 10
N186D Asp <10°
S187A Ala| 6.7x 10
S187N Asn| 2.8x10°
Wildtyp 3.2x10°
Position 128 132 136

Mutante | Gly | Lys | GIn | Cys | Arg | Glu | Arg | Trp | His | Asn

K128A Ala 3x10°
K128E Glu 3x 10
E132A Ala nd
E132N Asn <10°
N136A Ala nd
N136D Asp| 6x10

Die Transaktivierung durch die einzelnen Mutanten wurde in vivo in eéinem Reportergen-
Assay bestimmt (siehe 2.6.4.7). Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 dargestellt. In
Abbildung 53 sind diese Werte den Bindungskonstanten gegentibergestellt, wobel Repeat 2
und 3 getrennt betrachtet werden. Im Folgenden werden die Auswirkungen der einzelnen
Mutationen sowohl auf die Bindung als auch auf die Transaktivierung getrennt nach Repeat 2
und 3 diskutiert.
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Substitutionen in Repeat 3

Die Aminosauren N179, K182 und N183 sind essentiell fur die Bindung an die spezifische
DNA-Sequenz. Mutationen an diesen Positionen fiihren zu einem Verlust der DNA-Bindung
sowie der Transaktivierung. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Bindungskonstanten
der Mutanten N186A, S187A und S187N kaum vom Wildtyp. Man kann daher annehmen,
dald fur den Erkennungsprozess diese Positionen nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Interessanterweise zeigt von diesen drei Mutanten, die eine hohe Affinitdt zu DNA haben, nur
S187A eine Transaktivierung, die der des Wildtyps entspricht.

Es sellt sich die Frage, warum von drei Mutanten mit nahezu identischen DNA-
Bindungskonstanten nur eine transaktivierende Eigenschaften besitzt. Die Bindungskonstante
des Proteins wurde in vitro unter den Bedingungen des EMSA bestimmt. Die
transaktivierenden Fahigkeiten des Proteins werden demgegentiber in vivo im Reportergen-
Assay bestimmt, wo neben der DNA-Bindung auch Konformationsénderung und Interaktion
mit anderen Kofaktoren eine Rolle spielen. So konnte gezeigt werden, dal3 durch die Bindung
an eine spezifische DNA-Sequenz der a-Helix-Anteil in der DNA-BD um 10 % steigt
(Ebneth et al., 19944). Es besteht die Mdglichkeit, dal3 die Mutanten nicht in der Lage sind,
trotz ihrer Fahigkeit DNA zu binden, diese Konformationsanderung zu vollziehen. Da der
Austausch von Serin durch das fast gleich grole Alanin in S187A zu keiner Anderung der
Eigenschaften fihrt, ist zu vermuten, dal3 der Hydroxygruppe des Serins keine wichtige
Funktion im Erkennungsprozess zukommt. Im Gegensatz hierzu wird bei N186A eine grofie
Aminosdureseitenkette durch eine kleine und bei S187N eine kleine Aminosiureseitenkette
durch eine grof3e substituiert, was offensichtlich zu einer Konstellationen in Repeat 3 fuhrt,
die die DNA-BD hindert, die fur die Bindung von Kofaktoren notwendige
Konformationsanderungen zu durchlaufen.

Substitutionen in Repeat 2

Durch die Substitution von Lysin 128 in den Mutanten K128A und K128E kommt es zu einer
Verringerung der Bindungsstéarke von einer beziehungsweise drel Grofdenordnungen im
Vergleich zum Wildtyp, die sich auch in den Signalverhal tnissen im Reportergen-Assay zeigt.
Wahrend das Signal bei K128A schwach aber mefibar ist, liegt das Signal der K128E Mutante
im Grundrauschen. Ein eher ungewohnliches Verhalten zeigen die Mutanten E132A, E132N
und N136A. Sie sind bindungsinaktiv liefern aber dennoch reproduzierbar ein schwaches,
deutlich Uber dem Grundrauschen liegendes Signal. Diese Beobachtung steht im Widerspruch
zu der Tatsache, dal3 DNA-Bindung die Voraussetzung fir eine transaktivierende Funktion
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eines Proteins ist. Offenbar verhindern die eingefiihrten Mutationen die Bindung der DNA-
BD an spezifische DNA. Allerdings wurde beobachtet, dald DNA-Bindungsfahigkeit keine
Voraussetzung der Transaktivierung sein muf3. So zeigte ein Konstrukt von v-myb ohne
DNA-BD ein Signal im Reportergen-Assay (Klempnauer et al., 1989). Der Mechanismus, der
hinter dieser Transaktivierung steht ist unbekannt. Esist moglich, dal3 in der Zelle Kofaktoren
die Bindungsfahigkeit des Proteins verbessern. Ferner konnte es unter den in vivo
Bedingungen im Full-Length Protein  mdglich sein, da3 durch intramolekulare
Wechselwirkungen mit anderen Domanen die schwache DNA-Bindung einiger Mutanten
partiell kompensiert werden kann und man daher eine schwache Transaktivierung registriert.
Gestiitzt wird diese Uberlegung durch die Flexibilitét des zweiten Repeat, die von Mclntosh
beobachtete wurde. Die Mutante N136D zeigt trotz der hohen Bindungsaktivitdat nur eine
geringe transaktivierende Eigenschaft, die auf dem Niveau der Mutanten E132A, E132N und
N136A liegt. Die Ursache hierfir kann in der Sokolowski (Sokolowski, 1998) beschrieben
Positionierung von N179 durch N136 liegen, die bel Substitution durch Alanin in N136A
nicht mehr moglich ist.
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5 Zusammenfassung

5.1 Deutsch

Das Thema der vorliegenden Dissertation war die Optimierung des im Labor etablierten
Phage-Display-Systems und die Untersuchung der Interaktion von c-Myb mit méglichen
K ofaktoren.

Im ersten Tell der Arbeit wurde ein bestehendes Phage-Display-System modifiziert, um durch
Screening einer cDNA-Bibliothek der Maus neue Interagenten von c-Myb zu finden. Die
durchgefuihrten Modifikationen ermdglichen zwar die Untersuchung kleinerer Bibliotheken,
allerdings reichte die erreichbare Zahl unabhangiger Klone nicht aus, die Multiplizitét einer
umfassenden cDNA-Bibliothek zu erhalten. Ferner wurde fir ein bestehendes Yeast-Two-
Hybrid-System ein neues Koderkonstrukt hergestellt und auf mdgliche Wechselwirkungen
untersucht. Es zeigte sich im Vergleich zu einem friher verwendeten Koder, dald die
Aminosauren 500 bis 530 des Myb-Proteins essentiell sind. Sie enthalten das EVES-Mativ,
das mit der DNA-BD interagieren kann (Dash et al., 1996).

Bel der Untersuchung der transaktivierenden Eigenschaften von c-Myb-Mutanten konnte
gezeigt werden, dal3 Mutanten, welche die Bindungsaktivitdt des Wildtyp-Proteins besitzen,
keine transaktivierenden Eigenschaften haben, wahrend Mutanten, deren Bindungsfahigkeit
im EM SA nicht nachzuweisen war, ein mef3bares Signal im Reportergen-Assay liefern.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Protein Rcdl+ biochemisch und biophysikalischen
charakterisiert. Ein Pathway Profiling detektierte eine Involvierung von Rcd1l+ in die AP1-
Signaltransduktionskaskade. Ferner wurden Deletionsmutanten des Proteins generiert und im

Reportergen-Assay untersucht.

SchlUsselwoérter: c-Myb, Red1+, Protein-Protein-Interaktion
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5.2 English

The topic of this thesis was the optimization of the phage display system previously
established in the laboratory and the examination of interactions of c-Myb with possible
cofactors.

In the first part of the thesis, an existing phage display system was modified in order to detect
new c-Myb interacting proteins by screening a murine cDNA library. Although the
improvements of the system alowed for the screening of small libraries, the number of
independent clones obtained was not sufficient to cover the multiplicity of a whole c-DNA
library. Furthermore, a new plasmid was constructed for an established yeast-two-hybrid
system and used as bait in the screening of an embryonic cDNA library. Although the
outcome of the screen was negative, it could be concluded that amino acids 500 to 530 of the
Myb protein are essentia for an interaction. This domain comprises the EVES motif which
can interact with the DNA binding domain (Dash et al., 1996).

An investigation of the transactivating activities of c-Myb mutants revealed no stringent
relationship between the abilities to bind DNA and to transactivate: mutants with wildtype
binding constants were lacking transactivating activity, whereas mutants devoid of DNA
binding activity in the EMSA essay showed a detectable signal in the reporter gene assay.

In the second part of the thesis, the Rcdl+ protein was charaterized by biochemical and
biophysical means. A pathway profiling system was used to demonstrate that Rcdl+ is
regulated by the AP1 signa transduction pathway. Furthermore, deletion mutants of the

Rcd1+ protein were generated and examined in reporter gene assays.

Keywords. c-Myb, Rcd1+, protein-protein-interaction
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7 Anhang

Ubersicht Uiber die Sequenz von Red1+ in ver schiedenen Spezies
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Sequenz des c-myb-Gensaus der Maus

ATGGCCCCCGAGACCCCGACACAGCATCTACAGT AGCGAT GAAGATGATGAAGACAT TGAGATGT GTGACCATGAC
TACGATGGEGCTGCTGCCCAAAT CTGGAAAGCGT CACT TGEGGAAAACT AGGT GGACAAGGGAAGAGGATGAGAAG
CTGAAGAAGCT GGT GGAACAGAACGGAACAGACGACT GGAAAGT CAT TGCCAATTATCTGCCCAACCGGACAGAT
GT' GCAGT GCCAACACCGGT GGCAGAAAGT GCTGAACCCT GAACT CATCAAAGGT CCCTGGACCAAAGAAGAAGAT
CAGAGAGT CATAGACGCTTGT CCAGAAATATGGT CCGAAGCGT TGGTCTGT TATTGCCAAGCACT TAAAAGGGAGA
ATTGGAAAGCAGT GT CCGGAGAGGT GGCACAACCAT T TGAAT CCAGAAGT TAAGAAAACCT CCTGGACAGAAGAG
GAGGACAGAATCATTTACCAGGCACACAAGCGT CTGEGGAACAGAT GGECAGAGAT CGCAAAGCT GCTGCCCGEA
CGGACTGATAATGCTATCAAGAACCACT GGAATTCCACCAT GCGT CGCAAGGT GGAACAGGAAGGECTACCTGCAG
GAGCCTTCCAAAGCCAGCCAGACGCCAGT GGCCACGAGCT TCCAGAAGAACAATCATTTGATGGGGT TTGGEGCAT
GCCTCACCTCCATCTCAGCTCTCTCCAAGT GECCAGT CCTCCGT CAACAGCGAATATCCCTATTACCACATCGCC
GAAGCACAAAACATCTCCAGT CACGT TCCCTATCCTGI CGCAT TGCATGCTAATATAGT CAACGT CCCTCAGCCG
GCTGCGGCAGCCATCCAGAGACACTATAACGACGAAGACCCT GAGAAGGAAAAGCGAATAAAGGAGCTGGAGT TG
CTCCTGATGT CAACAGAGAACGAGCT GAAGGGACAGCAGGCAT TACCAACACAGAACCACACT TGCAGCTACCCC
GGGTGECACAGCACCT CCATTGT GGACCAGACCAGACCT CATGCEGATAGTGCACCTGT TTCCTGT TTGCGAGAA
CACCATGCCACCCCAT CTCTGCCT GCAGAT CCCGGCT CCCTACCT GAAGAAAGT GCCTCACCAGCAAGGTGCATG
ATCGT CCACCAGGGCACCATTCTGGACAATGT TAAGAACCTCTTAGAATTTGCAGAAACACT CCAGT TTATAGAT
TCTTTCTTGAACACT TCCAGCAACCATGAAAGCT CGGCCTTAGATGCACCTACCTTACCCTCCACTCCTCTCATT
GGTCACAAACT GACACCAT GT CGAGACCAGACT GTGAAAACCCAGAAGGAAAATTCCATCTTTAGAACT CCAGCT
ATCAAAAGGT CAAT CCTCGAAAGCT CTCCTCGAACT CCCACACCATTCAAACATGCCCTTGCAGCTCAAGAAATT
AAATACGGT CCCCTGAAGAT GCTACCT CAGACCCCCT CCCATGCAGT GGAGGACCTACAAGATGTGATTAAGCAG
GAATCGGATGAATCTGGAAT TGTGGCTGAGT TTCAAGAGAGT GGACCACCGT TACTGAAAAAAAT CAAGCAGGAG



Anhang 151

GTI' GGAGT CGCCAACT GAGAAAT CGGGAAACT TCTTCT GCT CAAACCACT GGGCAGAGAACAGCCT GAGCACCCAG
CTGTTCTCGCAGCCGT CTCCTGI GGCAGATGCCCCAAATATTCTTACAAGCTCTGT TTTAATGACACCTGTATCA
GAAGATGAAGACAATGT CCTCAAAGCCT TTACCGT ACCT AAGAACAGGCCCCT GGTGEGT CCCTTGCAGCCATGC
AGT GGT GCCTGGGAGCCAGCAT CCT GT GCGAAGACAGAGGACCAGAT GACGGECCT CCGGT CCGGCTCGGAAATAC
GIGAACGCGI TCTCAGCTCGAACTCTGGTCATGTGA

Sequenz desrcdl+-Gensausder Maus

ATGCACAGCCT GGCAACGGECAGCGCCT G GCCTACT GCACT AGCCCAAGT GGACAGAGAGAAGATCTATCAGTI GG
ATCAATGAACT GTCCAGT CCTGAGACAAGGGAAAAT CCTTTGT TGGAGCT GAGCAAGAAGAGAGAGT CTGT CCCT
GACCTTGCACCCATGCCTATGCCATTCATTTGGTACTATTGCAGCACTGT TACAGGAAATTGTAAATATTTATCCA
TCTATCAACCCCCCAACCT TGACAGCACACCAGT CTAACAGAGT TTGCAATGCTTTAGCATTGCTGCAGIGTGT G
GCCTCACACCCGGAGACCAGGTCAGCTTTTCTGECAGCACACATCCCACTCTTTTTGTACCCCTTTTTGCACACA
GTCAGCAAAACTCGTCCCTTTGAATATCT TCGGECT CACCAGCCT TGGAGT TAT TGGGEGECCT TGGT TAAAACAGAT
GAGCAAGAAGTAATCAACTTTTTATTGACCACAGAGATCATCCCTCTGTI GTCTGCGCATCATGGAGT CTGGAAGT
GAACTCTCTAAAACGGTTGCCACATTCATACT CCAGAAGATCCTCTTGGATGACACTGGT TTAGCTTATATATGT
CAGACATATGAGCGI TTTTCCCATGT TGCCATGATCT TGGGTAAAAT GGTCCTGCAGCTATCCAAAGAACCGT CA
GCCCGTCTGCTGAAGCACGTAGT AAGATGT TACCT TCGACT CTCAGATAAT CCCAGGGCACGT GAAGCACTCAGA
CAGT GCCTCCCTGACCAGCT GAAGGACACAACCT TTGCCCAGGT GCTAAAAGACGACACCACCACGAAACCCT GG
CTTGCACAACT GGT GAAGAACCT GCAAGAGGGECCAGGT CACCGAT CCCCGEEEGAT TCCCCTGCCCCCTCAGT GA

Sequenz des B-myb-Gens

Kodierende Sequenz: 143-2257

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

cagacct gca
gcct gagt cc
cggcggggt ¢
acact accag
at ggacccac
ctggaagttc
gct gagggt t
ggt cat t gag
gaagggccgg
gaagaagt ca
gggt aaccgc
gaat cact gg
cagggact gc
t gt ccagccg
t gt gaaggag
cggacat gag
t ct caagcgt
ggt agaggcg
cttgattgag
accctctacg
gcaggaggag
gtaccgcctt
ccccatttct
caagcgacag
gtccttectg
cttctctcct
cccctcactg
cagggat aag
gtactccatg
cggaccgct g
ccgttctgag
gagaaagcct

gacacgct ga
t gaccccggce
cgggccgggg
gacgt ggact
gaggaggacg
ttggccagtc
ttgaatcccg
tt ggt caaga

ct ggggaagc
t gct ggaccg
t gggct gaga
aactccacta
aagcct gt ct
gt ggacggcec
gagagcagcg
cctgtccctg
gaat accagg
gcaaacct cc
tcggaccctg
gagggcagt g
gcact gcagt
gat ggccaca
cctagcactg
aagaaacggc
gactcttgta
tcccagtttc
acat ccactc
acacccct gc
gacaacactc
aagcccct gc

gct ggcat gg
gggctgcggce

cgcct gagag
ccggct cccg
ggat gt ctcg
cagacct cct
agcagt t gag
actttcctaa
accttgttaa
agt at ggcac
agt gccgt ga
aggaggaaga
t cgccaagat
t caaaaggaa
acttgctcct
agggaagt ct
aggaggagat
ct gat ct ggg
agttctcctc
t cat cccgge
atgcttggtg
tcgt cagcag
cat cccagca
ctatttcaga

agtttggggg
gt gt ggccct
acagcct cac
tgaacttctg
cagt gt gt ag
accagaagt a
cccacacgcc
cgcagact cc
agct cat cat
gaagccct at

caccgcct gg
ct ccgggcetc
gcggacgegce
ggagcagaga
ggccct ggt g
ccgcacagac
gggaccat gg
caaacagt gg
gcgct ggcac
caggat aat c
gct accaggg
agt cgacacg
ggagct ggag
cgt gagcagc
tgccat agct
agaagt gcgc
cccggaaacg
t gt ggggt cc
cgacct gagt
cccagt gcag
ggct gccacg
cct gagccgg
ctcaggcatt
gtcgcctgtc
cccgaagagc
gaacaaacag
ccaaaaggt g
tccatcatca
aaccccgttc
gcacct ggag
t gaggat gac
caagaaggt c

ggcccggage
ggccggeggg
t gcgaggat c
gacaacagat
aggcagtttg
cagcaat gcc
accaaagagg
acgct gat ag
aaccacct ca
t gt gaggccc
aggacggaca
ggaggtttcc
gacaaggaac
tggccgetgg
gctacttctg
accccagagc
agcct gccct
agcctctctg
aaatttgacc
ccccagacgt
ccggggcecca
agcagt cggg
ggcacacctc
acagagaaca
acgcctgtca
gat accct gg
gt cgtcacca
gaagt act cc
aagaat gccc
gaggacttga
at gaggcccg
cgcaagtctc

ggct cgagca
cgtaagggtg
t ggat gagt t
gt aaggt t aa
gacagcaaga
agt accggt g
aagat caaaa
ccaagcacct
accccgaggt
at aaagt cct
at gct gt gaa
cagccgagt c
agcaccaggg
tgccctctat
ct aaagaact
ccccagaat c
acaagt gggt
aagct ct gga
ttcctgaaga
cgcagcagca
gt gt gact ga
gggagct gat
cct cagt gct
gt gccagcect
aaaccct ccc
agct ggagag
cgcccctgca
cagat cagaa
t ggagaagt a
aggaggt gct
agaagcagaa
tggctctcga
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1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

cat t at ggat
aaccagtgtc
cctgct caac
t cggagccac
gggcaccaaa
gt ccagccac
ctctcatgtt
tcaggatgtc
cccttcectg
ggcctgectg
t ccagt ct gg
ttcctcgtct

gaagat ggga
acacccagct
cagggtttcc
attccaaccc
gaccagct ct
acat ct cgga
t acaggggt a
ttctgccagc
agt ctagctt
tcctctaccc
cctcatctca
cctgttggta

Sequenz des CyclinD1-Gens

Kodierende Sequenz: 188-1075

cacggact ac
ggcgcagt ag
gcagcgegeg
ccgecgecat g
t gacaccaat
tgcgccectcc
aat cgt ggcc
cccgct ggece
cctgcagctg
cttgactgcc
gcaaat ggaa
cgatttcatc
ccgcaagcat
cccaccctcc
cagccccaac
gt gt gacccg
cctgcgccag
ggaagaggct

Polylinker

5(
3‘

aggggagttt
cagagagct a
t cagcagcag
gaacaccagc
ct cct caacg
gt atcttact
acct ggat gc
at gaact acc
ctgggggcca
gagaagt t gt
ctgcttctgg
gaacacttcc
gcacagacct
at ggt agctg
aacttcctct
gact gcct cc
gcccagcaga
ggt ct ggect

t gt t gaagt t
cagacttcgc
ccaccggagc
tcctgtgctg
accgggt gct
t caagt gcgt
tggaggtctg
t ggaccgcet t
cctgcatgtt
gcat ct acac
t gaacaagct
t ct ccaaaat
tt gt ggccct
ctgggagcegt
cctgctaccg
gt gcct gcca
acgt cgaccc
gcacgcccac

agctgatgtc
cctgtggett
t acaggccaa
ctgcccct at
t cat gcagga
ccctcattct

gggt gt gggg
ccct ccaact

t gggaagttc
aat gct agaa
gact cct gct
cact gt cccc

gcaaagt cct
gcgct ccgga
ccaaccgaga
cgaagt ggag
gcgagccat g
gcagaaggag
t gaggagcag
cctgtcecctg
cgt ggcct ct
t gacaact ct
caagt ggaac
gccagaggcg
ctgtgccaca
ggtggcetgceg
cacaacgcac
ggaacagat t
caaggccact
cgacgt gcga

cgcccgggagt cgacagaaaggcct t gc
t cggcgggcecct caget gt cttt ccggaacgecgg 5°

Sequenzier primer fur pCantab/pAS X/X

Forward acgccaagctttggagcc
Reverse gt aaatgaattttctgtatga

Gal4 Sequenzier primer

Forward t accact acaat ggat ¢

ctctaccatg
cacct cgcca
acccgagaag
gacccat gcc
gaaagcccgg

gt cct gaggg
t aaggt t aaa

act t aggt gg
ctggt gct aa
ggaaccct at

t aggat gggg
acaat aaaat

gcagcct cca
gaccggcagt
ccacagccct
accat ccgcc
ct caagacgg
attgtgccat
aagt gcgaag
gagcccct ga
aagat gaagg
at ccggcccg
ct ggccgeca
gat gagaaca
gat gt gaagt
at gcaaggcc
tttctttcca
gaagcccttc
gaggaggagg
gat gt ggaca

3(

cccaaacccc
ggt agcaaag
gt ggt ggccg
t ggaagacgg
cagct cctga
act t gaat gg
gt cacattaa
cagaagt cac
t agaacaagg
cagggt ct cc
gt gt ggct ag
gccattctcc

gagggctgtc
acagcgcgag
ccccagacgg
gcgegt accc
aggagacctg
ccat gcggaa
aggaggtctt
agaagagccg
agaccattcc
aggagct gct
t gactcccca
agcagaccat
tcatttccaa
t gaacct ggg
gagt cat caa
t ggagt caag
gggaagt gga
tctga

tgtccttgece
agggt aacag
cccagaagac
tggcctgtgg
gccgcect gaa
caagagccgg
gt gaccagct
gt ggt aat ac
tccactcctg
caggct ctca

gggt gcgcct
ccC

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1075
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Primer fur die Generierung des c-myb-Fragmentsvon AS 530 bis 636

Forward cgcggat ccacat gaccagagtt cgagc
Reverse ccggaatt cact gagaaat cgggaaac

Primer fur die Generierung des c-myb-Fragmentsvon AS 500 bis 600

Forward ccggaatt cgaat cggat gaat ct gga

Reverse cgcgaatt cgcat ggct gcaagggac

Primer fur die Generierung der Rcd1+-Fragmente

Fragment | Primer Primersequenz

Full Length 5 5" - CTA CTC GAG ATG CAC AGC CTG GCA ACG 37

Full Length 3 5"- ATC GAA TTC TCA CTG AGG GGG CAG GGG 37
CA297 5 5"-CTA CTC GAG ATG CAC AGC CTG GCA ACG 37
CA297 3 5"- ATC GAA TTC ACA TAT ATA AGC TAA ACC 3’
NAS500 5 5"-CTA CTC GAG ATC CCT CTG TGT CTG CGC 37
NAS500 3 5"- ATC GAA TTC TCA CTG AGG GGG CAG GGG 37
NA700 5 5" - CTA CTC GAG GTA AGA TGT TAC CTT CGA-3
NA700 3 5"-ATC GAA TTC TCA CTG AGG GGG CAG GGG 37

Primer flr die Generierung der B-myb-Fragmente

Fragment | Primer Primer sequenz
Phage 1 5 5"-GCG GAA TTC ATG TCT CGG CGG ACG CGC 37
Phage 1 3 5"-GCG GAA TTC CTC CTC GGI CCA GCA TGA- 37
Phage 2 5 5"-GCG GAA TTC GAG GAG GAA GAC AGG ATA- 3
Phage 2 3 5"-GCG GAA TTC CTC CTG GTA TTC ACG CTT-3°
Phage 3 5 5"-GCG GAA TTC TTC TCC TCC CCG GAA ACG 37
Phage 3 3 5"-GCG GAA TTC CCG TTT CIT CIG TCG CTT- 37
Phage 4 5 5"-GCG GAA TTC CGT GIG GCC CTG TCG CCT- 37
Phage 4 3 5"-GCG GAA TTC CAT GCC AGC CTC AGA ACG 37
Phage 5 5 5"-GCG GAA TTC GAG CTC ATC ATT GAG GAT- 37
Phage 5 3 5"-GCG GAA TTC GGA CAG AAT GAG GGT CCG 37
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Primer fur die Generierung der CyclinD1-Fragmente
(gesamtes CyclinD1: A5 und D3")

Fragment | Primer Primersequenz

A 5 5" - GCG GAA TTC CAT GGA ACA CCA CGCT CCT GIG C- 3
A 3 5" - GCG GCG GCC GCC CAGGTG GCC ACG ATT TTC C- 37
B 5 5"-GCG GAA TTC ATG CTG GAG GIC TGI GAG 3’

B 3 5" -GCG GCG GCC GCT CCA TTT GCA GCA GCT CC- 3
C 5 5"-GCG GAA TTC ACT GCT TCT GGI GAA CAA-37

C 3 5" -GCG GCG GCC GCT GCC CAG GIT CAG GCC TT-3
D 5 5"-GCG GAA TTC GCC CCA ACA ACT TCC TCT-3’

D 3 5" -GCG GCG GCC GCT CAG ATG TCC ACA TCT CG 3
E 5 5"-GCG GAA TTC GGG GGC CAC CTG CAT GIT-37

E 3 5" -GCG GCG GCC GCT TGC GGA TGG TCT GCT TG 3
F 5 5"-GCG GAA TTC GCA TGC ACA GAC CITIT TGT-3’

F 3 5" -GCG GCG GCC GCT GAC TCC AGA AGG GCT TC- 3
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