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1. Einleitung


1 Einleitung

Durch das zeitlich aufeinander abgestimmte Zusammenspiel der Funktionen einer Vielzahl von Genprodukten wird der Zellzyklus einer eukaryotischen Zelle reguliert und kontrolliert. Eine Dysregulation kann sowohl vermehrte Zellproliferation induzieren und somit zur Tumorentstehung beitragen, als auch zu unkontrollierten apoptotischen Ereignissen führen, die z.B. neurodegenerative Erkrankungen zur Folge haben können. Um die an diesen Prozessen beteiligten zellulären Faktoren und deren Gene zu charakterisieren, werden Interaktionen von DNA-Tumorviren mit Säugerzellen, deren zelluläre Genprodukte die Viren zur Replikation nutzen, als Modellsystem untersucht. Zu diesen DNA-Tumorviren gehören auch die Adenoviren.

1.1 Adenoviren

Adenoviren, welche zur Klasse der doppelsträngigen DNA-Viren zählen, wurden erstmals 1953 (Rowe et al., 1953) aus humanem adenoiden Gewebe (Rachenmandeln) isoliert. Taxonomisch werden Adenoviren in die Familie der Adenoviridae mit den Gattungen Aviadenovirus, welche ausschließlich die Vogeladenoviren umfaßt, und den Mastadenoviren, zu denen auch die 47 heutzutage bekannten humanen Adenovirus Serotypen zählen, unterteilt (Norrby et al., 1976). Die humanen Adenovirus Serotypen werden aufgrund ihrer Hämagglutinations-Fähigkeit in sechs Untergruppen (A-F) eingeteilt. Bezüglich ihres onkogenen Potentials in Nagern ist auch die Einteilung in hoch-onkogene (z.B. Ad 12), schwach-onkogene (z.B. Ad 7 und Ad 9) und nicht-onkogene (z.B. Ad 2 und Ad 5) Adenoviren geläufig (Green, 1970). Humanpathogene Adenoviren verursachen beim Menschen meist milde Infektionen der Atemwege, des Gastrointestinaltraktes und der Harnblase (Übersicht in Wadell 1984 und 1987). Eine Beteiligung an der Tumorigenese humaner Tumoren konnte aber nicht nachgewiesen werden. Lediglich eine adenovirusähnliche RNA konnte mit neurogenen Tumoren assoziiert werden (Ibelgaufts et al., 1982).

Erste strukturelle Hinweise über das Viruspartikel wurden durch elektronenmikroskopische Untersuchungen gewonnen (Horne et al., 1959). Das membranhüllenlose ikosaederförmige Viron hat einen Durchmesser von 70-100 nm. In seinem Inneren befindet sich der komplex aufgebaute DNA-Protein-Zentralkörper (Core) mit dem doppelsträngigen linearen DNA-Molekül. Die Größe des Genoms variiert je nach Serotyp zwischen 36-38 kb (Green et al., 1967). An den Eckstellen des Virus befinden sich die sogenannten Fiberproteine, mit deren Hilfe sich das Virus an die Rezeptoren einer Zielzelle anheftet. Die adenovirale Infektion einer Zelle kann in verschiedenen Formen ablaufen. Im Falle einer produktiven oder auch lytischen Infektion bei permissiven Zellen kommt es zur erfolgreichen viralen DNA-Replikation und zur Produktion von Virus-Partikeln, die in der Regel mit dem Tod der infizierten Zelle endet. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der abortiven Infektion nicht-permissiver Zellen durch humanpathogene Adenoviren keine Produktion infektiöser Viruspartikel (Doerfler et al., 1969). Dies wird auf eine gestörte virale DNA-Replikation oder fehlende Expression später Gene zurückgeführt (Esche et al., 1979; Esche und Siegmann, 1982).
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Abb 1.1:
Schematische Darstellung der Genomorganisation humanpathogener Adenoviren (verändert nach Watson et al., 1987). Adenoviren besitzen ein lineares, doppelsträngiges DNA-Genom, das in „map units“ (0 - 100) unterteilt dargestellt ist. Die Transkriptionseinheiten werden in frühe (E1 - E4) und späte (L1 - L5) Regionen unterteilt. Die Transkriptionseinheiten der frühen Regionen besitzen je einen eigenen Promotor, während die Regionen L1 - L5 unter der Kontrolle eines Promotors („major late promoter“) stehen. Die den entsprechenden Regionen jeweilig zugeordneten Funktionen der wichtigsten Proteine sind angegeben.

Bei der produktiven Infektion gelangt das Virus, nach Bindung an entsprechende Rezeptoren mittels Endozytose ins Innere der Wirtszelle und wird zum Zellkern transportiert. Dort erfolgt die Expression der viralen Gene (Phillipson et al., 1968). Je nach Zeitpunkt der Expression entsprechender Gene wird das adenovirale Genom in frühe (E=early; E1-E4), “mittel“ frühe (IVa2,IX) und späte (L=late; L1-L5) Regionen unterteilt (Abb 1.1). Während die vorrangigen Funktionen der frühen Genprodukte die Regulation der viralen und zellulären Genexpression, die DNA-Replikation (E2-Region) und die Repression der zellulären Immunantwort (E3) sind, sind die Genprodukte der späten Region unter anderem für die Synthese der im Viruscapsid vorkommenden Strukturproteine verantwortlich (Übersicht in Shenk, 1996). 

Trotz des eingangs beschriebenen unterschiedlichen onkogenen Potentials der verschiedenen Serotypen sind alle in der Lage primäre Zellen in vitro zu transformieren. Diese Eigenschaft ist vor allem mit der Region E1 mit seinen Genen E1A und E1B assoziiert (Überblick inTooze, 1981), deren Struktur im folgenden näher erläutert wird.

1.2 Das E1A-Gen und die Funktionen seiner Genprodukte

Das E1A-Gen, welches am äußersten linken Ende des adenoviralen Genoms lokalisiert ist, kodiert für die ersten nach Infektion der Wirtszelle exprimierten Proteine (Nevins et al., 1979). Durch alternatives Spleißen werden fünf verschiedene mRNAs transkribiert: 13S, 12S, 11S, 10S und 9S mRNA (Boulanger et al., 1991). Für das in dieser Arbeit relevante, hoch-onkogene Adenovirus Serotyp 12 konnte ein zusätzliches 9,5S-mRNA Spleißprodukt detektiert werden, das zur Translation eines 52R-Proteins führt (Brockmann et al., 1990). Dieses Protein ist unter anderem an der Repression der c-Jun/AP-1 induzierten Expression des MHC-Klasse I H-2Kb Gens beteiligt (Brockmann et al., 1994 und 1996). Die Reduktion der MHC-Klasse I Expression könnte möglicherweise zur Folge haben, daß Adenovirus Serotyp 12 E1 transformierte Zellen nicht mehr vom Immunsystem detektiert werden können und so zu Tumoren auswachsen könnten. Im hoch-onkogenen Adenovirus Serotyp 12 führt die Synthese der beiden Hauptprodukte 13S mRNA und 12S mRNA zur Generierung des 266R und 235R Proteins. Beide Proteine erfüllen eine Anzahl von verschiedenen regulatorischen Funktionen wie die Transkriptionsaktivierung oder Inhibierung von viralen (Berk et al., 1979) und zellulären Genen (De Groot et al., 1991; Brockmann et al., 1995). Die von der E1A Region exprimierten Proteine können nicht sequenzspezifisch an DNA binden (Ferguson et al.,1985). Trotzdem beeinflussen sie direkt oder indirekt die Expression einer großen Anzahl von viralen und zellulären Genen, indem sie physikalisch mit zellulären Proteinen interagieren und so ihre Aktivität modulieren (aktivieren oder reprimieren). 

Darüber hinaus sind sie essentiell für die Immortalisierung von primären Nagerzellen (Lynch und Trainer, 1989) und zusammen mit anderen Onkogenen wie E1B und ras verantwortlich für die komplette Zelltransformation (Branton et al., 1985). Wichtig hierbei ist die anti-apoptotische Wirkung des E1B-Genproduktes: neben seiner transformierenden Eigenschaft induziert das E1A-Genprodukt auch Apoptose, die das Ad 12 E1B 19 kDa-Protein durch Bindung an p53 inhibieren kann (Übersicht in White, 1995).

Die E1A-Regionen der verschiedenen Serotypen enthalten Bereiche, die als konservierte Regionen CR1, CR2 und CR3 auf Proteinebene eine Homologie von bis zu 70% aufweisen. Viele dieser Regionen sind für E1A vermittelte Funktionen verantwortlich (Kimelman et al., 1985; Jones N.C., 1992). Einige Sequenzabschnitte zeigen hingegen nur eine geringe Homologie (8-20%). Zu diesen Bereichen zählt unter anderem der N-terminale Bereich, der im Vergleich zum nicht-onkogenen Ad 2/5 im Ad 12 transaktivierende Funktionen aufweist (Lipinski et al., 1997). Weiterhin zählt zu diesen Bereichen eine 20 aa umfassende, alaninreiche Region, die im Ad 12 zwischen der CR2 und CR3 lokalisiert, jedoch in Ad 2/5 nicht präsent ist. Dieser sogenannten Spacer-Region wird eine Beteiligung an der onkogenen Transformation zugeschrieben (Jelinek und Graham, 1992; Jelinek et al., 1994; Telling und Williams, 1994). Weiterhin weist die Promotorregion gravierende Unterschiede auf.

1.3 Die Promotorregion des Ad12 E1A Gens

Die E1A Promotorregion des hoch-onkogenen Adenovirus Serotyp 12, welche in Abb 1.2 schematisch dargestellt ist, umfaßt 456 Nukleotide und beinhaltet im Gegensatz zu allen bisher bekannten Adenovirus E1A Promotoren zwei funktionelle Transkriptionsstartstellen: eine distale (nt 306) und eine proximale (nt 445). Beide Initiationsstartsites sind kurz nach Virusinfektion aktiv (Sawada und Fujinaga, 1980; Saito et al., 1981), resultierend in langen und kurzen 13S mRNA und 12S mRNA Transkripten. Dagegen ist in transformierten Zellen das längere, von der distalen Transkriptionsstartstelle generierte 12S mRNA Transkript nicht nachweisbar (Sawada und Fujinaga, 1980). Die E1A Transkription sowohl von der distalen (TS1) wie auch proximalen (TS2) Transkriptionsstartstelle wird durch verschiedene zelluläre Proteinen gesteuert (Nakanishi et al., 1987) und durch sein größtes Genprodukt, das 266R Protein, translatiert von der 13S mRNA, autoreguliert (Koikeda et al., 1990; Yamazaki et al., 1992; Kirch et al.,1993; Kawamura et al., 1994; Pützer et al., 1997).
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Abb 1.2:
Schematische Darstellung des Ad 12 E1A Promotors und eines hypothetischen Modells für die Autoregulation des Ad 12 E1A Gens (verändert nach Pützer et al., 1997).
Dargestellt sind die distale Promotorregion „upstream“ des TS1(nt 306), und die proximale Promotorregion  „upstream“ des TS2 (nt 445) mit ihren DNA-Bindungsmotiven und den TATA-Boxen. Das Ad12 E1A 266R-Protein autoreguliert seine eigene Genexpression sowohl durch Modulation der E2F Bindungsaktivität in Kooperation mit einem ATF-ähnlichen Motiv, als auch durch die Modulation des an die E2FII-Sequenz bindenden, unbekannten (mit einem „?“ gekennzeichneten) Faktors. 

1.3.1 Die distale Promotorregion

Durch Footprintanalysen der Regionen a (nt 19-55) und b (nt 77-94) konnten erstmals konkrete Zielsequenzen für mögliche trans-aktivierende Faktoren identifiziert werden (Shibata et al., 1989). So finden sich in Region a Bindestellen für NFI und NFIII, zelluläre Faktoren, die in der Adenovirus Replikation eine Rolle spielen (Nagata et al., 1983, Pruijn et al., 1987). Es konnte gezeigt werden, daß die distale Transkriptionsregulation in vitro durch NFI stimuliert wird (Shibata et al., 1989; Koikeda et al., 1990 ). In Anwesenheit des Ad12 E1A Genproduktes geht die DNA-Bindungsaktivität von NFI jedoch verloren (Koikeda et al., 1990; Shibata-Sakurai et al., 1991). Die in der Region b detektierte Bindungssequenz zeigt Ähnlichkeit mit einer Region aus dem B-Enhancer des SV40 (Herbomel et. al., 1984). Signifikante Effekte dieser Region bezüglich der Transkriptionsregulation des E1A Gens konnten jedoch bisher nicht nachgewiesen werden. In der distalen Promotorregion konnten durch Kirch et al. (1993) zwei weitere cis-agierende Elemente identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um eine E2F und eine ATF-ähnliche Bindesequenz. Einzeln zeigen beide keinerlei Transkriptionsaktivierung, gemeinsam hingegen vermitteln sie sowohl Transaktivierung als auch Autoregulation. Da in Bandshiftexperimenten eine gegenseitige Kompetition der entsprechenden Bindungsstellen zu beobachten ist, muß die Beteiligung eines gemeinsamen Cofaktors bei der Transkriptionsregulation in Betracht gezogen werden.

1.3.2 Die proximale Promotorregion 

 Mit dem E1A-stimulating factor (ESF-1) konnte durch Shibata-Sakurai et al., 1991 ein Faktor identifiziert werden, welcher die basale Transkription von der proximalen Transkriptionsstartstelle (TS2) reguliert, aber nicht durch das E1A Genprodukt autoreguliert wird. ESF-1 interagiert mit einer unmittelbar 5‘ der proximalen TATA-Box gelegenen palindromischen Sequenz (5’ TCAGCTGA 3’). Diese Sequenz ist unter den E1A-Promotoren der Adenoviren 2, 5, 7 und 12 hochkonserviert, ihr Abstand zur TATA-Box ist entscheidend für die Transkriptionsstimulation. So konnte in in vitro Experimenten bereits bei einer Insertion von 7 bp keinerlei Transkriptionsaktivität mehr nachgewiesen werden (Shibata-Sakurai et al., 1993). Obwohl die Bindungssequenz dem Erkennungsmotiv für den Transkriptionsfaktor AP-4, welche auch im SV40 Enhancer präsent ist, ähnelt (Mermod et al., 1988), konnte die Bindung des ESF-1 an die Targetsequenz in Bandshiftanalysen nicht durch ein AP-4 Oligonukleotid inhibiert werden (Shibata-Sakurai et al., 1991). Die räumliche Nähe zur TATA-Box läßt dennoch vermuten, daß ESF-1 mit den TATA-Box bindenden Proteinen TBP’s interagiert und so die Ad 12 E1A Transkription stimuliert (Shibata-Sakurai et al., 1993). Ebenfalls in der proximalen Promotorregion konnte durch Pützer et al. (1997) mittels transienter Reportergenexpressionsassays und Bandshiftanalysen ein für die vorliegende Arbeit entscheidendes Sequenzmotiv identifiziert werden. Es handelt es sich hierbei um eine E2F-ähnliche, im folgenden E2FII genannte Sequenz, deren Nukleotidsequenz im Vergleich zu anderen bekannten E2F-Bindungssequenzen in Abb 1.3 dargestellt ist. Es konnte darüber hinaus eine immunologische Ähnlichkeit des DNA-bindenden Faktors zum Transkriptionsfaktor E2F-5 gezeigt werden, da in Bandshiftexperimenten Komplexe zwischen Raji-Kernextrakten und einem E2FII-Oligonukleotid durch Inkubation mit Antikörpern gegen E2F-5 und dem ihm assoziierten Pocket-Protein p130 dissoziiert werden konnten (Pützer et al., 1997). Im Gegensatz zu ESF-1 ist dieser Faktor an der E1A-Autoregulation über TS2 beteiligt. Dies konnte in transienten Reportergentransfektionsexperimenten (CAT-Assay-Analysen) mit Ad 12 E1A 13S cotransfizierten Zellen demonstriert werden, in denen CAT-Konstrukte mit mutierter E2FII-Bindestelle die Autoregulationsaktivität bezüglich der proximalen Transkriptionsstartstelle um das sechsfache vermindern, während CAT-Konstrukte mit defekter ESF-1 Bindesequenz keine signifikante Änderung der CAT-Reportergenexpression bewirken. 

E1A-E2FII
AAAGGGCGCGTTT

TTTCCCGCGCAAA


 Abb1.3:
Verschiedene E2F-Bindungssequen-zen. Dargestellt sind die doppelsträngigen E2F-Motive aus dem Hamster DHFR-Promotor, dem humanen cdc2–Promotor und dem Ad 5 E2-Promotor. Die E2F-Konsensussequenz 5‘TTTCGCGC3‘ zeigt sich im cdc2-Promotor. Sowohl das Ad12 E1A-E2FII Motiv als auch die E2F-Sequenz im DHFR-Promotor bilden ein Palindrom. Nukleotide, die diese Struktur im E2FII-Motiv unterbrechen sind unterstrichen.

DHFR
TTTCGCGCCAAA

AAAGCGCGGTTT




cdc2
TTTCGCGC

AAAGCGCG




E2
TTTCGCGC<16bp>GCGCGAAA

AAAGCGCG      CGCGCTTT












1.3.3 Ad12 E1A Autoregulation 

Beide Promotoren können unabhängig voneinander agieren, wobei das basale Transaktivierungspotential des distalen Promotors eineinhalbmal höher ist als das des proximalen Promotors. Unabhängig voneinander zeigen sie jeweils eine doppelte Aktivierung in 13S cotransfizierten A549 Zellen (Kirch et al., 1993; Pützer et al., 1997). Obwohl das basale Aktivierungspotential des Gesamtpromotorkonstruktes etwas niedriger liegt als das der distalen Promotorregion allein, wird eine neunfache Aktivierung durch die E1A 13S Cotransfektion beobachtet. Dies weist eindeutig auf einen synergistischen Effekt beider Promotoreinheiten bezüglich der Autoregulation hin (Yamazaki et al., 1992; Pützer et al., 1997). Bei der E1A Autoregulation des nicht-onkogenen Ad5 ist im Vergleich dazu nur eine zweifache Aktivierung zu beobachten (Cogan et al., 1992). Ebenso unterscheiden sich die Promotoren in einem Großteil ihrer Sequenzmotive (Berk, 1986). Im Gegensatz zum nicht-onkogenen Ad 5 konnte bis heute weder der genaue Mechanismus der basalen Transkriptionsregulation noch der der synergistischen Autoregulation aufgeklärt werden. Aufgrund der signifikanten Unterschiede in den Promotorregionen ist davon auszugehen, daß sich die Mechanismen unterscheiden. Darüber hinaus könnte der Unterschied in der Autoregulation ebenfalls eine Bedeutung für die Onkogenität des hoch-onkogenen Adenovirus Serotyp 12 haben. 

1.4 Der Zellzyklus 

Die Reproduktion einer Zelle beinhaltet koordinierte und komplex regulierte Vorgänge des Zellwachstums, der  Replikation gentischen Materials und der Zellteilung. Der Ablauf dieser Vorgänge ist in diskrete Phasen eingeteilt (Übersicht Paree, 1989), an deren Ende Kontrollpunkte, sogenannte „Checkpoints“, stehen, die dadurch gekennzeichnet sind, daß die nächste Phase erst dann beginnt, wenn die vorherige Phase vollständig und fehlerfrei verlaufen ist (Murray, 1992). In der Mitose oder M-Phase findet die eigentliche Zellteilung statt. Nach der Mitose tritt die Zelle in die G1-Phase ein, in der die Zelle biosynthetisch aktiv wird, d.h. die Zelle wächst und Faktoren, die zum weiteren Verlauf des Zellzyklus essentiell sind, werden synthetisiert. Sind in der G1 Phase die Voraussetzungen für eine fehlerfreie Zellteilung nicht gegeben oder ist die Zelle ausdifferenziert, wird der Eintritt in die nächste Phase verzögert oder die Zelle gelangt in eine als G0-Phase bezeichnete Ruhephase. Hieraus kann sie jedoch durch bestimmte mitoseauslösende Signale wie z.B. Wachstumsfaktoren wieder in die G1-Phase zurückkehren und nach Überschreiten eines Restriktionspunktes („point of no return“) in die nun folgende S-Phase eintreten, in der die DNA repliziert wird und sich somit der DNA-Gehalt in der Zelle verdoppelt. In der sich anschließenden zweiten Wachstumsphase (G2-Phase) bereitet sich die Zelle auf die darauf folgende Mitose-Phase vor, z.B. mit der Expression von MPF (maturation promotig factor); der Zellzyklus ist somit geschlossen. 

Der gesamte Zellzyklus wird hauptsächlich durch Cykline und Cyklin-abhängige Kinasen (cdks) reguliert (Überblick in Pines, 1993). Weitere wichtige Faktoren sind die Mitglieder der E2F-Transkriptionsfaktorfamilie, die vorrangig den G1/S-Phasenübergang regulieren und die im folgenden Abschnitt näher dargestellt sind.

1.5 Die E2F-Transkriptionsfaktoren und ihr Einfluß auf den Zellzyklus

Die E2F-Transkriptionsfaktoren sind essentiell zur Regulation der korrekten zeitlichen Abfolge der Aktivierung zahlreicher Gene, deren Genprodukte in der DNA-Replikation (u.a. dihydrofolate reductase (DHFR), DNA-Polymerase (, Thymidinkinase) und Zellproliferation (u.a. p107, Cyklin E, Cyklin A , c-myc) eine Rolle spielen (Übersicht in Lavia und Jansen-Dürr, 1999). Identifiziert wurden die E2F-Transkriptionsfaktoren erstmals als ein E1A-induzierbares Protein, welches an die Enhancerregion im adenoviralen E2 Promoter bindet und so die E2-Genexpression reguliert (Kovesdi et al., 1986). Die E2F-Transkriptionsfaktoren gehören strukturell zur Gruppe der Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren und binden bevorzugt als Heterodimere mit einem Mitglied der DP-Familie (DP1 und DP2) an die DNA. Die E2F-Transkriptionsfaktorfamilie umfaßt bis heute sechs Mitglieder: E2F-1-6 (Helin et al., 1992; Ivey-Hoyle et al., 1993; Lees et al., 1993; Ginsberg et al., 1994; Sardet et al., 1995; Trimarchi et al., 1998), die gemäß ihrer Sequenzhomologien untereinander wiederum in drei Gruppen eingeteilt werden. Allen gemeinsam sind die N-terminalen DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomänen gefolgt von einer hochkonservierten „marked box“, die möglicherweise in Dimerisierung und DNA-Bindung involviert ist (Vidal et. al., 1996; Cress und Nevins, 1996). Außer E2F-6 besitzen alle eine C-terminale Transaktivierungsdomäne, in der auch die Pocket-Protein-Bindungsdomäne lokalisiert ist. E2F-1-3 unterscheiden sich zusätzlich noch von E2F-4-6, da sie N-terminal zur DNA-Bindungsdomäne eine Bindestelle für Cyklin A besitzen (Überblick in Black et al., 1999). Die E2F-Aktivität wird durch fünf Mechanismen reguliert  (Zusammenfassung in Helin, 1998): E2F/DP Heterodimere interagieren mit den sogenannten Pocket-Proteinen pRb, p107 und p130 (Überblick Lavia und Jansen-Dürr, 1999). Diese Proteine, Tumorsuppressorgenprodukte, wirken antagonistisch auf die Transkriptionsaktivität von E2F. E2F-1, E2F-2 und E2F-3 sind vorrangig mit pRb assoziiert (Moberg et al., 1996), während E2F-4 hauptsächlich mit p107 und p130 interagiert (Moberg et al., 1996; Beijersbergen et al., 1994; Vairo G. et al., 1995) und E2F-5 ausschließlich mit p130 heterodimerisiert (Hijmans et al., 1995). Die Pocket-Proteine befinden sich in der G0 und frühen G1-Phase des Zellzyklus in einem hypophosphorylierten Zustand. Nur so sind sie in der Lage, an E2F zu binden, dessen Transaktivierungsdomäne zu „maskieren“ und damit die Transaktivierung zu blockieren. In der mittleren G1 Phase wird pRb erst durch Cyklin E/cdk4/6 und dann durch Cyklin E/cdk2 phosphoryliert; so kann „freies E2F“ die entsprechenden Gene aktivieren. Inhibiert werden kann dieser Vorgang z.B. durch Cyclin-abhängige Kinaseinhibitoren wie p21. Ebenso sind virale Onkoproteine wie das large T des SV40 Virus, das E7 des HPV und das adenovirale E1A Genprodukt in der Lage, hypophosphorylierte Pocket-Proteine zu binden und somit E2F freizusetzen (Abb 1.4) (Übersichten in Nevins 1994; Jansen-Dürr, 1996).
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Abb 1.4:
Schematische Darstellung der Dissoziation von E2F/DP/Pocket-Protein-Komplexen (verändert nach Slansky und Farnham, 1996). Die Pocket-Proteine (PP) binden während der G1-Phase an Mitglieder der E2F-Transkriptionsfaktorfamilie, die dadurch in ihrer transkriptionsregulierenden aber nicht DNA-bindenden Aktivität inhibiert werden. Die Phosphorylierung der Pocket-Proteine durch Cyklin-abhängige Kinasen (cdk) (links) bewirkt ebenso wie die Bindung des E1A-Genproduktes an die Pocket-Proteine (rechts) eine Dissoziation der E2F/DP/Pocket-Protein-Komplexe; „freies E2F“ kann nun die Transkription von Zellzyklus regulierenden Genen aktivieren.

Neben dem oben beschriebenen Pocket-Protein-abhängigen Mechanismus zur Regulierung der E2F-Aktivität spielt die zeitliche Expression des E2F-Genproduktes eine entscheidende Rolle; so werden in ruhenden Zellen E2F-4 und E2F-5 während des gesamten Zellzyklus relativ konstant exprimiert (Ginsberg et al., 1994), wohingegen die Expression von E2F-1-3, in ruhenden Zellen nicht detektierbar, in der mittleren bis späten G1-Phase induziert wird (Kaelin et al., 1992; Slansky et al., 1993). Ein weiterer Regulationsmechanismus findet in der späten S-Phase statt: durch die Phosphorylierung von E2F oder /und DP-1 durch Cyklin A/cdk2, welches an eine 8 aa umfassende Sequenz am N-Terminus von E2F-1-3 bindet wird die DNA-Bindungsfähigkeit der E2F/DP1 Heterodimere beeinträchtigt und so die E2F-Aktivität herunterreguliert (Krek et al., 1995; Cobrinik, 1996). Die E2F-Lokalisation innerhalb der Zelle spielt ebenfalls eine Rolle. Während E2F-1-3 ausschließlich im Nukleus detektiert werden können, sind E2F-4/5 größtenteils cytoplasmatisch (Magae et al., 1996). Da sich in ihrem N-Terminus, im Gegensatz zu den erstgenannten keine Kernlokalisationssequenz befindet, können E2F-4 und E2F-5 lediglich als E2F/DP/Pocket-Proteinkomplex in den Kern transloziert werden (Muller et al., 1997). Dies ist jedoch aufgrund des Phosphorylierungstatus nur in der G0 und frühen G1-Phase möglich. Die genauen Mechanismen der Translokalisation sind allerdings bisher unbekannt. Letztlich wird die E2F Aktivität durch Proteolyse über einen Ubiquitin-Proteosom-Pathway reguliert; dies konnte insbesondere für E2F-1 und E2F-4 gezeigt werden. (Hateboer et al., 1996, Martelli und Livingston, 1999). Diese Mechanismen unterstreichen die Vermutung, daß E2F-4 und E2F-5 vorwiegend als Repressoren E2F-abhängiger Transkription im frühen Stadium des Zellzyklus agieren, während E2F-1, E2F-2 und E2F-3 sowohl als Aktivatoren wie auch als Repressoren in späteren Phasen ihre Aufgabe erfüllen. Neben der Fähigkeit den G1/S-Phasenübergang zu induzieren, besitzt E2F-1 auch die Fähigkeit, sowohl p53-abhängige (Qin et al., 1994; Yamasaki, 1999) über p14ARF Aktivierung wie auch p53-unabhängige Apoptose auszulösen (Hsieh et al., 1997).

Zielsetzung der Arbeit

Die in der proximalen Promotorregion des Adenovirus Serotyp 12 E1A-Gens gelegene E2FII-Sequenz ist aus mehreren Gründen von höchstem Interesse: sie ist an der Transkriptionsregulation und dem bisher nicht vollständig untersuchten Mechanismus der Autoregulation des Ad12 E1A-Gens beteiligt. Darüber hinaus weist das Sequenzmotiv Homologien zu verschiedenen E2F-Bindungsstellen auf. Zusätzlich konnte eine immunologische Ähnlichkeit des an das E2FII-Motiv bindenden Faktors zum Transkriptionsfaktor E2F-5 nachgewiesen werden. Das Gen, welches für diesen Faktor kodiert ist jedoch unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte der an die E2FII-Sequenz bindende, zelluläre Faktor isoliert, kloniert und charakterisiert werden.

Einerseits sollte so ein Schlüsselfaktor der Ad12 E1A Autoregulation isoliert werden, der darüber hinaus möglicherweise auch an der Onkogenität des Virus beteiligt ist, andererseits sollte auf diese Weise ein Gen identifiziert werden, welches ein mögliches Mitglied der E2F-Familie ist oder eine ähnlich relevante Rolle in der Zellzyklusregulation spielt.

2 Material

2.1 Bakterienstämme

DH5(
supE44 (lacU169 ((80lacZ(M15del) hsdR17 recA1 gyrA96       thi-1 relA1


(Gibco BRL, Eggenstein; Hanahan, 1983)

XL2-Blue
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB 
laclqZ(M15Tn10(Tetr) Amy Camr]a
      (Stratagene GmbH, Heidelberg; Bullock et al., 1987)

HB101
F- leuB6 proA2 recA13 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 
rpsL20  supE44 hsdS20


(BioRad, München; Boyer et al., 1969)

TOP10 One ShotTM
F- mcrA ((mrr-hsdRMS-mcrBC) (80lacZ(M15 (lacX74 recA1 
deoR araD139 ((ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG


(Invitrogen, Groningen, NL)

SURE(2
e14-(MCRA-)((mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5(Kanr) uvrC  [F’proAB laclqZ(M15Tn10(Tetr) Amy Camr]a


(Stratagene GmbH, Heidelberg)

Y1090r-
araD139 hsdR(r-k,mk+) mcrA- rpsL supF trpC22::Tn10 (lacU169 
(Ion (pMC9)

(Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg; Young und Davis, 1983)

2.2 Hefestämme

YM4271
MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801,leu2-3, 112, trp1-903, tyr1-501 (Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg)

2.3 Zellinien

293 Humane embryonale Nierenzellinie, stabil transfiziert mit Ad-5 E1A (ATCC, Manassas, USA; Graham et al., 1977)

A549
Humane Lungen-Karzinomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Giard et al., 1973)

COS-7
SV40 transformierte Nierenzellinie aus der grünen afrikanischen Meerkatze (ATCC, Manassas, USA; Gluzman et al., 1981)

HeLa 
Humane Zervix-Karzinomzellinie (ATTC, Manassas, USA; Gey et al., 1952)

Hep G2
Humane Nieren-Karzinomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Knowles et al., 1980)

Hs-683
Humane Gliomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Owen et al., 1976)

Jurkart
Humane akute T-Zell Leukämiezellinie (ATTC, Manassas, USA; Weiss et al., 1984)

K-562
Humane chronisch myeloische Leukämiezellinie (ATCC, Manassas, USA; Lozzio und Lozzio, 1975)

MCF-7
Humane Brust-Adenokarzinomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Soule et al., 1973)

Raji
Humane Burkitt Lymphomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Chu et al., 1966)

Saos-2
Humane primäre Osteosarkomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Fogh und Trempe, 1977)

SK-OV-3
Humane Ovar-Adenokarzinomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Fogh et al., 1977)

U-138 MG
Humane Glioblastomzellinie (ATCC, Manassas, USA; Ponten et al., 1968)

VH6
Humane Vorhaut-Fibroblastenzellinie (zur Verfügung gestellt von Prof. M. Roggendorf, Institut für Virologie, Uni-Klinikum Essen)

2.4 Vektoren und Konstrukte

pcDNA3.1(-)myc-His B
Eukaryotischer Expressionsvektor; Expression unter dem CMV-Promotor; C-terminaler myc/His-Tag; Invitrogen, Groningen, NL

pCR(2.1.-TOPO
Vektor zur direkten TA-Klonierung von PCR-Produkten; Invitrogen, Groningen, NL; Shuman, 1994

pGAD-GH
Hefe-Expressionsvektor mit AD-Domäne aus der humanen MATCHMAKER HeLa cDNA-Bibliothek, Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

pGEM(-3Zf(-)
Standard Klonierungsvektor, zur in vitro Translation mittels T7-DNA-Polymerase  geeignet; Promega, Mannheim 

pGEX-4T-1/3
Bakterielle GST-Fusionsprotein Expressionsvektoren; Pharmacia, Freiburg; Smith et al., 1988

pHISi
Hefe-Expressionsvektor mit dem HIS3-Reportergen, Vektor zur Integration in den HIS3 oder URA3-Locus; Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 

pHISi-1
Hefe-Expressionsvektor mit dem HIS3-Reportergen, Vektor zur Integration in den HIS3-Locus; Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 

pLacZi
Hefe-Expressionsvektor mit dem lacZ-Reportergen, Vektor zur Integration in den URA3-Locus; Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 

pRc/CMV
Eukaryotischer Expressionsvektor; Invitrogen, Groningen, NL

pCMV5‘2N3THDAC-1 
HDAC mit N-terminalem 3XHA-Tag im Ursprungsvektor pRc/CMV; zur Verfügung gestellt von A. Harell-Bellan, Centre National de la Recherche Scientifique, Villejuif , Frankreich; Magnaghi-Jaulin et al., 1998

2.5 cDNA-Banken, cDNA-Filter und deren assoziierte Klone

Human HeLa MATCHMAKER cDNA-Library (Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg): mRNA Quelle: HeLa S3 Zellinie, Primer: Xho I-(dT)15; Klonierungsvektor: pGAD‑GH, Klonierungssite: Eco RI/Xho I unidirektional, Zahl der unabhängigen Klone: 6,0 X106
Human HeLa S3 5‘-STRETCH PLUS cDNA-Library (Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg): mRNA-Quelle: HeLa S3 Zellinien, Primer: oligo(dT)+random, Klonierungsvektor: (gt11, Klonierungssite: Eco RI, Zahl der unabhängigen Klone : 2,2x106
EST-Klon IMAGp998C12122 (RZPD, Berlin): I.M.A.G.E.-Klon aus einer humanen fötalen Leber und Milz cDNA (1NFLS)-Bibliothek, einkloniert in pT7T3D-Pac (Soares et al., 1994)

cDNA-Filter Nr.: 274-1-241 (RZPD, Berlin): enthält 36.864 Klone aus einer vollängenangereicherten humanen, fötalen Hirn-cDNA-Bibliothek (DKFZhfb2), Klonierungsvektor: pAmpI, RZPD Nr.: 564 (hergestellt von Dr. Stefan Wiemann, DKFZ, Heidelberg)

Klon DKFZp564P077Q2 (RZPD, Berlin): cDNA Klon aus DKFZhfb2-cDNA-Bibliothek s.o.

2.6 Lösungen und Puffer 

Ethidiumbromid-Lösung
10 mg/ml

10X DNA-Probenpuffer
0,25% (w/v) Bromphenolblau


0,25% (w/v) Xylencyanol


50% (v/v) Glycerol

20X SSC
3 M NaCl


0,3 M Natriumcitrat


pH 7,0

20X SSPE
1,5 M NaCl


0,2 M NaH2PO4 x H2O

25 mM EDTA


pH 7,4

100X BFP (Denhards)
2% (w/v) BSA


2% (w/v) Ficoll


2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon

10X TE-Puffer
0,1 M Tris/HCl 


10 mM EDTA

pH 7,5

5X TBE-Puffer
0,45 M Tris


0,45 M Borsäure


10 mM EDTA


pH 8,0

25X TAE-Puffer
2 M Tris


0,5 M Eisessig


25 mM EDTA 


pH 8,0

PBS
137 mM NaCl


2,7 mM KCl


1,4 mM KH2PO4


6,5 mM Na2HPO4


0,4 mM MgSO4


0,7 mM CaCl2

PBS=
wie PBS, aber ohne MgSO4 und CaCl2

2.7 Nährmedien

TB-Medium
Lösung 1


12 g Bacto-Trypton


24 g Hefeextrakt


4 ml Glycerol


ad 900 ml mit H2O, autoklavieren


Lösung 2


0,17 M KH2PO4


0,72 M K2HPO4

ad 100 ml mit H2O, autoklavieren


Nach dem Autoklavieren Lösung 1 und 2 
vereinigen

SB-Medium
40 g LB-Premix


44 g Bacto-Trypton


30 g Hefeextrakt


2 g Glukose


10 ml 1 N NaOH


ad 2 l mit H2O, autoklavieren

SB-Agar-Platten
analog SB-Medium plus 15 g Agar

LB-Medium
10 g Bacto-Trypton


5 g Hefeextrakt


10 g NaCl


pH 7,0 mit NaOH einstellen, ad 1 l mit H2O, 
autoklavieren

LB-Agar-Platten
analog LB-Medium plus 15 g Agar

LBM-Medium
10 g Bacto-Trypton


5 g Hefeextrakt


5 g NaCl


10 ml 1 M MgSO4

pH 7,0 einstellen, ad 1 l mit H2O, 
auoklavieren

LBM-Agar-Platten
analog LBM-Medium plus 15 g Agar

LBM-Top
analog LBM-Medium plus 6,4 g Agar

SOC-Medium
2% (w/v) Bacto-Trypton


0,5% (w/v) Hefeextrakt


10 mM NaCl


2,5 mM KCl


10 mM MgCl2


10 mM MgSO4


20 mM Glukose

YPD-Medium
20 g Bacto-Peptone


10 g Hefeextrakt

ad 950 ml mit H2O, autoklavieren, auf 55°C abkühlen lassen und 40% (w/v) sterile Glukoselösung zufügen

SD-Medium
6,7 g Hefeextrakt mit/ohne Aminosäuren“


20 g Agar ( für Platten)


ad 850 ml mit H2O, pH 5,8, autoklavieren,


auf 55°C abkühlen lassen 


100 ml Mangelmedium (DO-Supplement)


50 ml 40% (w/v) sterile Dextroselösung

2.8 Medien und Seren zur Zellkultivierung

DMEM
Gibco BRL, Eggenstein

DMSO
Merck, Darmstadt

Fötales Kälberserum
Biochrom KG, Berlin

L-Glutamin
Merck, Darmstadt

Nicht-essentielle Aminosäuren 
Gibco BRL, Eggenstein

Penicillin G
Hoechst, Frankfurt a.M.

RPMI 1640
Gibco BRL, Eggenstein

Streptomycinsulfat
Sigma, Deisenhofen

Das fötale Kälberserum wurde vor Gebrauch für 1 h 56°C inaktiviert. Je 500 ml sterilfiltriertem Zellkulturmedium wurde vor Verwendung 10% (v/v) fötales Kälberserum, 5 ml L-Glutamin, 5 ml nicht-essentielle Aminosäuren (100x) sowie 1000 U/ml Penicillin G und 120 µg/ml Streptomycin zugesetzt.

Zur Verwendung als Einfriermedium wurden den Zellkulturmedien neben den oben angegebenen Zusätzen 20% (v/v) FKS und 20% (v/v) DMSO zugesetzt.

2.9 Molekulargewichtsstandards (DNA/RNA/Protein)

1 kb PLUS-Leiter
Gibco BRL, Eggenstein

RNA Markers, 0,28-6,58 kb
Promega, Mannheim

Prestained Protein Molecular Weight Standard 
Gibco BRL, Eggenstein 

Full Range Rainbow Marker
Amersham, Braunschweig

Multicolored Protein Markers, Wide Range
DuPont-NEN, Bad Homburg

2.10 Enzyme und Proteine

Alkalische Phosphatase
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

BSA
Roth, Karlsruhe

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase
Gibco BRL, Eggenstein

Lysozym
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Restriktionsenzyme
New England Biolabs, Schwalbach/Taunus


Promega, Mannheim


Roche Diagnostics GmbH, Mannheim


Gibco BRL, Eggenstein

Superscript II (Reverse Transkriptase)
Gibco BRL, Eggenstein

T4-DNA-Polymerase
Gibco BRL, Eggenstein 

Taq DNA Polymerase
Sigma, Deisenhofen;

Pharmacia, Freiburg;


PE Applied Biosystems, Langen

2.11 Antikörper

Maus-HA-Antikörper (F7)
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

Rabbit-HA-Antikörper (Y-11)
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

Die verwendeten, entsprechenden peroxidase-(HRP)-konjugierten Zweit-Antikörper wurden von der Firma Amersham, Braunschweig bezogen

2.12 Kits

5‘RACE System Version 2.0

Gibco BRL, Eggenstein

AutoRead(Sequencing Kit

Pharmacia, Freiburg 

Effectene(Transfektionsreagenz

Qiagen, Hilden 

MATCHMAKER One-Hybrid-System
Clontech, Heidelberg

Nucleobond AX-500 Plasmid-Präparations-Kit
Macherey-Nagel, Düren

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

Qiagen tip 500 Plasmid-Präparations-Kit
Qiagen, Hilden

RNeasy Total RNA Purification Kit

Qiagen, Hilden

SuperSignal ULTRA Chemiluninescent Substrate
Pierce, Rockfort, USA

TOPO-TA-Cloning( Kit

Invitrogen, Groningen, NL

Thermosequenase Fluorescent Sequencing Kit
Amersham, Braunschweig

TNT(Quick-Kit

Promega, Mannheim

2.13 Radiochemikalien

([32P]-dCTP (370 MBq/ml)

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

[35S]-Methionin (377,4 MBq/ml)

DuPont-NEN, Bad Homburg; Amersham, Braunschweig

2.14 Verbrauchsmaterialien und Filme

Einmalküvetten
TPP über Renner GmbH, Dannstadt

Gene Pulser Cuvette 0,1 cm und 0,4 cm
BioRad, München; Peqlab, Erlangen

Glass Beads
Sigma, Deisenhofen

Hybond-ECL-Membranen
Amersham, Braunschweig 

Hybond N (Nylon)
Amersham, Braunschweig 

Kryoröhrchen
Nunc, Wiesbaden

Petrischalen für die Zellkulturen
Greiner GmbH, Solingen 

Polaroidfilme
Kodak, Rochester, USA

Röntgenfilme (X-omat AR-5, BIOMAX MS)
Kodak, Rochester, USA

Sterilfilter
Millipore, Eschborn

Whatman-Chromatographiepapier 3 MM
Whatman, Maidstone, UK 

Zellkulturflaschen
Greiner GmbH, Solingen

„6-well“ Zellkulturplatten
Greiner GmbH, Solingen

2.15 Chemikalien

3-Aminotriazol (3AT)
Sigma, Deisenhofen 

Acrylamid-Lösung 30%
Sigma, Deisenhofen

Agarose
Peqlab, Erlangen

Ammoniumpersulfat
Serva, Heidelberg

Ampicillin
Sigma, Deisenhofen

ATP
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Bacto-Agar
DIFCO Laboratories, Augsburg

Bacto-Pepton
DIFCO Laboratories, Augsburg

Bacto-Trypton
DIFCO Laboratories, Augsburg

Bromphenolblau
Serva, Heidelberg

Cäsiumchlorid
Fluka, Deisenhofen

Coomassie Violett R 150
Serva, Heidelberg

Desoxynukleotide
Peqlab, Erlangen

DO Supplements (verschiedene)
Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 

DTT
Merck, Darmstadt

EDTA
Sigma, Deisenhofen

Enlightning, Fluorographie-Lösung
DuPont-NEN, Bad Homburg

Ethidiumbromid
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Glutathion, reduziert
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Glutathion Sepharose Beads 4B
Pharmacia, Freiburg

Glycerin
Merck, Darmstadt

Hefeextrakt mit/ohne Aminosäuren
DIFCO Laboratories, Augsburg 

IPTG
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Lithiumacetat
Sigma, Deisenhofen

(-Mercaptoethanol
Merck, Darmstadt

Mineralöl
Sigma, Deisenhofen

MOPS
Sigma, Deisenhofen

N,N-Dimethylformamid
Merck, Darmstadt

PEG 4000
Sigma, Deisenhofen

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)ICN, Eschwege

PMSF
Sigma,Deisenhofen

ReadyMix Gel, A.L.F.(grade
Pharmacia, Freiburg

SDS
ICN, Eschwege

TEMED
BioRad, München

Tris
Serva, Heidelberg

Triton-X-100
Roth, Karlsruhe

Tween 20
Merck, Darmstadt

X-Gal
Roche Diagnostics, GmbH

Xylencyanol FF
Serva, Heidelberg

Yeastmaker Carrier DNA
Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

Alle an dieser Stelle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden (in p.A.-Qualität), ebenso wie nicht aufgeführter, allgemeiner Laborbedarf, von verschiedenen Herstellern bezogen.

2.16 Geräte

A.L.F.-DNA-Sequencer
Pharmacia, Freiburg

Bakterienschüttler
New Brunswick Scientific, Edison, USA

DU-64-Spektralphotometer
Beckmann, München

Gene Pulser II
BioRad, München

E.coli Pulser
BioRad, München

Mastercycler Gradient (PCR-Block)
Eppendorf, Hamburg

Mini-Protean II Cell
BioRad, München

Protean II xi SLAB Cell
BioRad, München

Phasenkontrastmikroskop
Leitz, Wetzlar

Trio-Thermoblock
Biometra, Göttingen

Szintillationszähler
Packard Instrument B.V., Groningen, NL

Beckmann Tube Sealer
Beckmann, München

Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell
BioRad, München

Transilluminator (UV, 302 nm)
Bachhofer, Reutlingen

2.17 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion, Planegg-Martinsried oder MWG Biotech, Ebersberg bezogen. 

Name
5‘(3‘ Sequenz

Oligonukleotide zur Generierung der Reporterhefestämme

3EX-A
AAT TCA AAG GGC GCG TTT ACA AAG GGC GCG TTT ACA AAG GGC GCG TTT T

3EX-B
CTA GAA AAC GCG CCC TTT GTA AAC GCG CCC TTT GTA AAC GCG CCC TTT G

3EXho-A
AAT TCA AAG GGC GCG TTT ACA AAG GGC GCG TTT ACA AAG GGC GCG TTT C

3Exho-B
TCG AGA AAC GCG CCC TTT GTA AAC GCG CCC TTT GTA AAC GCG CCC TTT

Name
5‘(3‘ Sequenz

3Exmut-B
CTA GAA AAC TAT CCC TTT GTA AAC TAT CCC TTT GTA AAC TAT CCC TTT G

Oligonukleotide zur Umklonierung pGAD-GH-23 in pGEM und pGEX

GEM-ATG-5‘
GAT GGA TCC CCC GGG GTG CAT GAA 

3‘GEM-HIII-2
AAT AAG CTT CTA ATT GGG TAC CGG

5‘Sal I
AGA TCC TAG AAC TAG TCG ACC CC

3‘Sal I
CTA TAG GTC GAC TTG GGT ACC GG

Oligonukleotide für Bandshiftanalysen

E2FII A
GGG ATC CGC TCA AAG GGC GCG TTT ATT ATC

E2FII-B
GGG GAT AAT AAA CGC GCC CTT TGA GCG GAT

Oligonukleotide zur PCR-Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken

Lgt11-5‘
GAC TCC TGG AGC CCG TCA

Lgt11-3‘
AAG GGT AGC GAC CGG CGC

Lgt11 5‘(-60)
ACG CGG AAG AAG GCA CAT G

5‘-23 (2)
CGA GCT CAT CCA CAA GGA GTG

3‘-23 (2)
GGA GGT GTC TGC TTC TGC TGT

3‘-23 (500-518)
GTA ATT CTT CCC ACT TTT

5‘23compl
CTG GTG GAT GAG CTC GTG C

5‘200 compl
CCT TTC ACT CTC CAC ATC AGA

5‘100 compl
CTC TAT TTC AGC GTC AGC TTC

5‘-23 (29-47)
CGA GCT CAT CCA CAA GGA

5‘183-163
ATC ATG AGA AGA CGA TTA

5‘168-151revM13F
GTA AAA CGA CGG CCA GTC CTT CTA ACA GAA TTA GC

5‘183-163revplus
GGA CAC CGA GAA GAA CAT TCA

Oligonukleotide zur Test-RT-PCR

Primer A
AAG TCA TAC TCA CAG AAA AG

Primer B
GAC TTC AGG CAG GAC TGT G

Primer C
GTG AAC CAA ATT GTG AAA CC

Primer D
TTC CAT ATC TCT GGA ACT GA

A1+M13(-20)F
GTA AAA CGA CGG CCA GTG AAA AGA AAG GCT GGG GC

D1+M13rev(-24)
AAC AGC TAT GAC CAT GGG AAC TGA TAG TCA AAC G

C1+M13(-20)F
GTA AAA CGA CGG CCA GTG GAC TGT GAA CGG ACA AC

B1+M13rev(-24)
AAC AGC TAT GAC CAT GGG ACT GTG AGT GTG TGT T

Primer 0a
CCC ATT ACT AAA CCC ACA

Primer 0b
ATA TTC TAG GAC AAA GGT G

0a-1-M13F(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GTC CCA CAC TCA ACA GAA AG

0b-1-T7
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA AAG GTG TTC CTG TAA TC

Primer E
GCA GGA GGG AAA ATG AAG

Primer F
ATA TTT TTA GTA GGA ATG GGC 

E1-M13F(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GTA TGA AGA AGG AAC GAT CT

F1-T7
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG GCA AGT GTT CCA AA

Primer G
GGA ACG TCA TGG GCT GTC 

Primer H
CAT TCA GGC AGC TGT TGT

G1-M13F(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GTG CTG TCT TTG TTG TGG AT

H1-T7
TAA TAC GAC TCA GTA TAG GGT GTT GTG GGA GTA GTT GT

Primer K
TGG CAA AGA GGA TCT TGA 

Primer L
CTG AAG CCA ACA GCA TCC

K1-M13F(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GTT CTT GAT CAA TTA GAA AA

L1-T7
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GTT GTG GGA GTA GCT GT

Primer M
CCT GGA CAG TTG GAA AGA

Primer N
TAA TAC GAC TCA GTA TAG GGT AAC CTG GTG GGT AAC CA

M1-M13F(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GTG AAA GAC CTA AAG GAG GT

N1-T7
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT AAC CTG GTG GGT AAC CA

5‘EST 0-20
GGC AGG AAA TAG AGA GTG AT

5’23 0-20
GGC TTA GAA GAA AAC CCC AC

5‘025-X1-31 außen
CCT CCC CCA AAA TTC AGA

5‘025-X1-31 innen
TAA CAC ACC CGA CCA CAC CG

5‘EST 05783 außen
ATG GAT GAC TTC AGG GAC

Name
5‘(3‘ Sequenz

3‘Stop-außen
CCC CAC ATG CTA TTT CAC

3‘Stop innen
GAA AGA GGT GTA CAC TCA CAC

5‘4R TEST-1
CGA TCT AAA ACA GAC AGA GAT

5‘4R-TEST-2
GAC AGA GAT GAT AAA TAT TTT AGC

3‘4R TEST-1
AGA ATA CTT GCC TCT TCT CTT

3‘4R TEST-2
CAT CTC TAA GTA AGA GGT CTC

5‘TEST-1-a
GCA GAA TCT GAT TTG GCA AC

5‘TEST-1-i
GCA ACA TTT TGC ACT TCT AAA

3‘TEST-1-a
GAA ATC TTC ATA ACT GAA GGC

3‘TEST-1-i
GAA GGC TCA ATA TTT TCA GCT

5‘TEST-2-a
CTG CAA AAC CAA AGA TTC AGA

5‘TEST-2-i
CAT ATA ATG TAC TTT GAA CGA

3‘TEST-2-a
TTC TTT TTG AGC CTC GTT CAA

3‘TEST-2-i
ACA TTT CCC AGA TAA CCC ATT

5‘TEST-3-a
GAA GAG CTG CCA ATT TAT TCT

5‘TEST-3-i
TCT GAT TTT GAA GAT GTC CCA

3‘TEST-3-a
CTT GAG TTC GAT CAT ACA CAA

3‘TEST-3-i
CAT ACA CAA CCC CAG TTC C

Oligonukleotide zur 5‘RACE-PCR

23-GSP-1
AGA AAG AGG TGT ACA CTC ACA CT 

23-GSP-2
CGC TTA ATA TCT CGA TGA GAT TTA

2RACE-Start
AAG TGT CCT TAA TGG AAT TG

2RACE-Start neu
GGG AAT CTG GTA CTT GTC

2RACE-GSP-1
GGT CTA CCT GAT CTT GGA TCC

2RACE-GSP-2
CCC ACC ATA CTG TTC TGC ATT T

4RACE-Start
TAG GTG AAT CAT TTA ATC GA

4RACE-GSP1
ATG GAG CTG GAG ACC CAG CCT

4RACE-GSP2
CCT TTT GAA CAA GGT GTC TGT AAA C

5RACE-Start
GCC TCT CTC AGA CCT AGA

5RACE-GSP1
CCG TCG CTC TCT TTC TGA TCT

Name
5‘(3‘ Sequenz

Oligonukleotide zur Klonierung der cDNA-Vollängensequenz Klon 23

UK 3‘S/M-2
AAT TTC CGG ATT CTT CTC TGT TC

UK 5‘S/M-1
CAT CGG TAG CAC TAG TTC AGC

UK 3‘S/M-mut-1
CTC TGA ACT TTT TTT ACT CTT TAG C

UK 5‘S/M-mut-2
GCA GTG CTA AAG AGT AAA AAA AGT

UK 3‘4Raußen
TCA TGG CTA TCA TGT GT ATA

UK 3‘4Rinnen
CTA TCA TGT GTT ATA AAT TCG GAC

UK 5‘4RNheIAflII-Start
ATA GCT AGC TTA AGT ACT TAG AGA TGG AA

UK 5‘ClaIaußen
TCC TGA AAG AGA AAA GGC TGG

UK 5‘ClaIinnen
GGC TGG GTC TCC AGC TTC ATC

UK 5‘2RSpeI
ACG ACT AGT AGA CAC TAT TCT GAC CCA

UK 3‘SpeIaußen
GGA AGA CTC TGA AGA GAT GAA

UK 3‘SpeIinnen
GAT GAA GCA ATA CCT GAA CTC

UK 3‘2R PmaCI
AAT CAC GTG TCC CAC CAT ACT GGT CT

5‘UK A/H außen
AAA GAA AGT TAG AGT GGA GGT

5‘UK A/H innen
AGA GCA GGG AGA GAC ATC AGT

3‘UK A/H außen
CGC AGA AAC ATT TCT GGG GT

3‘UK A/H innen
GGG CTT CTT TTC CAT ATC TCT GG

5‘UK HpaI außen
ACT GAG GGT TGG GTT TTT TAC

5‘UK HpaI innen
TTA CCA CCA AAC TGG TTC CTT

3‘UK HpaI innen
ACA CCC TCC TCT TCA TCT TGG

3‘UK HpaI innen2
CTT CAT CTT GGG ATG GTG TTT

5‘UK PflM1 innen
CAA AGA GAG CAA CGG CAC AAA

5‘UK PflM1 innen2
GAG CAA CGG CAC AAA ACT AGA

3‘UK PflM1 außen
GAA TCC CAA ACA CTA TAA TTC TGT

3‘UK PflM1 innen
CTA TAA TTC TGT CCC TGA ACT

5‘HP-1
AGA CCT AAA GGA GGT ATA TCG

3‘HP-2-innen
ACC TCC TTT AGG TCT TTC CAA

3‘HP-3-außen
CTT TGG AAT TCG ATA TAC CTC

1.3‘UK23KpnI-HA1
GTA TGG GTA GGT ACC CTC TAA TTC AGT GTC

2.3‘UKKpn1-HA1-HA2
GTA GTC AGG CAC GTC GTA TGG GTA GGT ACC

Name
5‘(3‘ Sequenz

3.3‘UK-HA2-Stop-Not1
TGC GGC CGC CTA GGC GTA GTC AGG CAC GTC

5‘N/X/C
ATA GCT AGC CGC TAG TCT AGA TAC TTA GAG ATG GAA AGA AGA

Verschiedene Sequenzierprimer

pCR3.1reverse
TAG AAG GCA CAG TCG AGG

3‘pcDNA
CGA GGT GAT CAG CGG TTT AAA

Gal4Adseq
TAC CAC TAC AAT GGA TG

pHISi-Seq
TTC CCA GTC ACG ACG TTG

pHISi-1Seq
ATT ATC ATG ACA TTA ACC

PLacZi-Seq
GCT ACA AAG GAC CTA ATG

5‘AD10 Insert
CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CC

3‘AD10 Insert
GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG AT

fluoro-M13r(-24)
AAC AGC TAT GAC CAT G

fluoro-M13f(-20)
GTA AAA CGA CGG CCA GT

T7
GTA ATA CGA CTC ACT TAT G

3 Methoden

Das Arbeiten mit Bakterien (E. coli-Bakterienstämme) und Säugerzellen erfolgte prinzipiell unter sterilen Bedingungen. Die Lösungen wurden entweder autoklaviert (1 bar, 121 °C) oder sterilfiltriert. Hier nicht erwähnte Standardmethoden sind dem molekularbiologischen Laborhandbuch „Molecular Cloning: A Laboratory Manual“ von Sambrook, Fritsch und Maniatis (Sambrook et al., 1989) entnommen.

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung

Die verschiedenen Zellinien wurden auf beschichteten Zellkulturschalen bei 37°C in einer 5%igen CO2-Atmosphäre kultiviert. Suspensionszellen wurden in RPMI-1640-Medium, adhärent wachsende Zellen in DMEM-Medium mit einem Zusatz an 10% fötalem Kälberserum (FCS) gehalten. Vor Erreichen der Konfluenz wurden die adhärenten Zellen einmal mit auf 37°C vorgewärmten PBS= gewaschen, mit 1-2 ml Trypsinlösung vom Boden der Zellkulturschale abgelöst und im Verhältnis 1:4 bis 1:20 auf sterilen Zellkulturschalen mit entsprechendem vorgewärmten Medium verteilt. Den Suspensionszellen wurde ein Aliquot entnommen und entsprechend des gewünschten Verdünnungsverhältnisses in vorgewärmtem RPMI-1640-Medium in einer neuen sterilen Zellkulturflasche aufgenommen.

3.1.2 Zellzahlbestimmung

Für die Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen in einer Suspension wurde ein Aliquot dieser mit gleichem Volumen einer 0.5%igen Trypanblau-Lösung versehen und mit Hilfe eines Haemocytometers (Neubauerzählkammer) ausgezählt.

Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Bakterien 

3.1.3 Kompetente E. coli-Bakterien zur Elektroporation 

Mit 1/100 Volumen einer E. coli-Übernachtkultur wurden 2x 250 ml LB Medium angeimpft. Bei 37°C wurde die Kultur bis zu einer OD600nm von 0,6 im Bakterienschüttler inkubiert und anschließend für 15 min auf Eis abgekühlt. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C mit vorgekühlten Gefäßen und Lösungen durchgeführt. Die Zellen wurden im GS3-Rotor bei 5.000 rpm und 4°C für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in insgesamt 500 ml H2O resuspendiert und erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml H2O aufgenommen, in sterile Falcongefäße überführt und bei 2.500 rpm und 4°C für 15 min zentrifugiert. Auf analoge Weise wurde nun mit sterilem 10%igen Glycerin sedimentiert. Das Zellpellet wurde abschließend in 1 ml sterilem 10%igen Glycerin aufgenommen, in Aliquots von 40 µl in flüssigem N2 schockgefroren und bei ‑80°C gelagert.

3.1.4 Kompetente E. coli-Bakterien nach der CaCl2-Methode

Mit 2 ml einer E. coli-Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium angeimpft, bei 37°C bis zu einer OD600nm von 0,3 im Bakterienschüttler inkubiert und 10 min auf Eis abgekühlt. Es folgte eine 10-minütige Zentrifugation bei 4°C und 5.000 rpm im GS3 Rotor. Das Zellpellet wurde mit eiskalter, steriler 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation unter o.g. Bedingungen. Die Zellen wurden nun in 10 ml einer 100 mM CaCl2-Lösung mit 20% Glycerin gelöst, zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem N2 schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.1.5 Kompetente E. coli-Bakterien nach der RbCl-Methode

Mit 4 ml einer frischen E. coli-Übernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium angeimpft und bis zu einer OD600 nm von 0,3 im Bakterienschüttler bei 37°C vermehrt.

Nach 15-minütiger Inkubation auf Eis wurde die Bakteriensuspension im GS3-Rotor bei 4°C und 6.000 rpm 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Bakterien in 32 ml Puffer TFP1 resuspendiert und die Suspension wie zuvor zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 8 ml Puffer TFP2 aufgenommen, zu je 100 µl aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots wurden bis zur weiteren Verwendung bei ‑80°C gelagert. 
TFP1
100 mM RbCl


50 mM MnCl2 

30 mM Kaliumacetat


10 mM CaCl2


15% (v/v) Glycerol

TFP2
10 mM MOPS


10 mM RbCl


100 mM CaCl2


15% (v/v) Glycerol

3.1.6 Transformation chemisch kompetenter E. coli Bakterien 

Die zu transformierende DNA-Lösung wurde mit H2O oder 1X TE auf 50 µl aufgefüllt und auf Eis vorgekühlt. 100 µl kompetente E. coli-Bakterien wurden hinzugefügt, es erfolgte eine 20-minütige Inkubation auf Eis. Zum Hitzeschock wurden die Bakterien für 90 sek bei 42°C im Wasserbad inkubiert, dann erneut für 2 min auf Eis gegeben und auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Die Bebrütung erfolgte bei 37°C über Nacht im Inkubator.

3.1.7 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien durch Elektroporation

Zu 40 µl elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 2 µl der zu transformierenden DNA-Lösung gegeben. Nach einminütiger Inkubation auf Eis wurde das Gemisch in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette gegeben. Der Elektroschock in der E. coli-Pulser Apparatur erfolgte bei 1,8 kV. Die Bakterien wurden zügig in 1 ml SOC-Medium aufgenommen, in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und für 30 min bei 37°C im Bakterienschüttler inkubiert. 100 µl der Bakteriensuspension wurden anschließend auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und bei 37°C über Nacht bebrütet. 

Arbeiten mit DNA

3.1.8 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien

3.1.8.1 Plasmid-Mini-Präparation mittels kommerzieller Kits

Für 30 sek wurden bei 14.000 rpm 1,5 ml einer E. coli-Übernachtkultur in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Medienüberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 300 µl Puffer S1 aufgenommen. Es wurde 300 µl Puffer S2 hinzugefügt, vorsichtig gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von 300 µl Puffer S3. Nach gutem Durchmischen und 15-minütiger Inkubation auf Eis wurde nun für 30 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Zur Fällung der Plasmid-DNA wurde 0,7 Volumen Isopropanol zugegeben und 30 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Plasmid-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter 10-minütiger Zentrifugation bei 14.000 rpm wurde das Pellet im Exikator getrocknet und in 50 µl H2O aufgenommen.

S1-Puffer 
50 mM Tris/HCl pH 8,0


10 mM EDTA


100 µg/ml RNase A

S2-Puffer
200 mM NaOH


1% (w/v) SDS


S3-Puffer
2,6 M Kaliumacetat pH 7,2

3.1.8.2 Plasmid-Mini-Präparation (nach Birnbiom und Doly, 1979)

1,5 ml einer Übernachtkultur wurde im Eppendorfreaktionsgefäß für 1 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Medienüberstand wurde abgenommen, das Zellpellet in 100 µl GTE-Puffer resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Es wurde 300 µl SDS-Lösung hinzugefügt, vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von 300 µl Natriumacetat-Lösung. Nach gutem Durchmischen und 15-minütiger Inkubation auf Eis wurde nun für 30 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Zur Fällung der Plasmid-DNA wurde 0,7 Volumen Isopropanol zugegeben und 30 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Plasmid-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter 10-minütiger Zentrifugation bei 14.000 rpm wurde das Pellet im Exikator getrocknet und in 50 µl H2O aufgenommen.

GTE-Puffer
50 mM Glukose


10 mM EDTA


25 mM Tris pH 8,0

SDS-Lösung
0,2 N NaOH


1% (w/v) SDS

Natriumacetat-Lösung
3 M Natriumacetat pH 4,8

3.1.8.3 Plasmid-Maxi-Präparation mittels kommerzieller Kits

Die Plasmid-Maxi-Präparation wurde mit dem "Qiagen tip 500"-Kit oder mit dem "Nucleobond AX 500"-Kit nach den jeweiligen Angaben des Herstellers durchgeführt.

QBT-Puffer 
50 mM MOPS pH 7,0


750 mM NaCl 


15% (v/v) Ethanol


0,15% (v/v) Triton-X-100

QC-Puffer
50 mM MOPS pH 7,0


1 M NaCl


15% (v/v) Ethanol

QF-Puffer
50 mM MOPS pH 8,5


1,25 M NaCl


15% (v/v) Ethanol

N2-Puffer
100 mM Tris


900 mM KCl


15% (v/v) Ethanol


pH 6,3 mit H3PO4

N3-Puffer
100 mM Tris


1150 mM KCl


15% (v/v) Ethanol


pH 6,3 mit H3PO4

N5-Puffer
100 mM Tris


1000 mM KCl


15% (v/v) Ethanol


pH  8,5 H3PO4

3.1.8.4 Plasmid-Maxi-Präparation nach der CsCl Methode (nach Birnboim, modifiziert)

Mit einer Bakterienkolonie wurden 450 ml SB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angeimpft und über Nacht im Bakterienschüttler bei 37°C inkubiert. Bei 5.000 rpm und 4°C wurde nun 10 min im GS3-Rotor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 40 ml GTE-Puffer resuspendiert. Nach 20-minütiger Inkubation bei RT wurde 80 ml SDS-Lösung zugegeben, sorgfältig gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe von 40 ml einer 3,5 M Kaliumacetat-Lösung mit 20-minütiger Inkubation auf Eis. Nachdem 10 ml H2O hinzugefügt worden waren, wurde bei 5.000 rpm und 4°C im GS3-Rotor für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde durch ein Faltenfilter gegeben, mit 0,6 Volumen Isopropanol 30 min bei RT gefällt und 10 min im GS3-Rotor bei RT und 5.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde nun an der Luft getrocknet, in 7 ml 0,1X SSC resuspendiert und in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Pro ml Suspension wurde 1 g CsCl hinzugefügt, gut durchgeschüttelt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 20-minütiger Zentrifugation bei 4°C und 4.000 rpm wurde der Überstand in ein Beckman-Zentrifugenröhrchen überführt. Es wurden 200 µl Ethidiumbromid-Lösung hinzugefügt und mit Mineralöl überschichtet. Nach genauem Austarieren der Röhrchen wurden diese mit dem Beckman Tube Sealer verschlossen und zur 16-20-stündigen Zentrifugation bei 55.000 rpm im TFT 75.13 Rotor in die Ultrazentrifuge gegeben. Es wurden bis zu vier rote Banden sichtbar, wobei es sich bei der deutlichsten, ca. 3-4 cm vom Boden des Zentrifugenröhrchens befindlichen Bande, um die gewünschte Plasmidbande handelte. Diese wurde nun mittels einer 16-Gauge Kanüle, die etwas unterhalb der Bande in das Röhrchen eingeführt wurden, aufgesogen. Zum Entfernen des Ethidiumbromids wurde mit gleichem Volumen TE-gesättigtem Butanol bis zur Klärung der wäßrigen Phase extrahiert. Anschließend wurde diese in ein frisches Falcon-Röhrchen überführt. Es wurden 3 Volumen 1X TE-Puffer und 8 Volumen abs. Ethanol hinzugefügt und bei 4°C und 4.000 rpm für 15 min zentrifugiert. Abschließend wurde das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 1 ml in 0,1X SSC für 20 min bei 65°C gelöst. 

GTE-Puffer
50 mM Glukose


25 mM Tris


10 mM EDTA


pH 8,0; autoklavieren und frisch 5 mg/ml Lysozym hinzufügen

SDS-Lösung
1% (w/v) SDS


0,2 M NaOH

Kaliumacetat-Lösung
3,5 M Kaliumacetat


pH 5,5

3.1.9 Glycerindauerkulturen

Zu 300 µl sterilem Glycerin wurden 700 µl einer frischen E. coli-Übernachtkultur gegeben und bei -80°C gelagert.

3.1.10 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente aufzutrennen, und deren Größe bestimmen zu können, wurden Elektrophoresen mit 0,8%-2,5%ige (w/v) Agarose-Gelen im TAE-Puffersystem durchgeführt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1X TAE aufgenommen und bis zur vollständigen Lösung in der Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf 60°C wurden 0,2 µg Ethidiumbromid pro ml hinzugefügt. Die Agaroselösung wurde in einen abgedichteten Geltäger gegossen und nach Abkühlung in horizontaler Lage bei 80-150 V in 1X TAE-Puffer elektrophoriert. Zum Größenvergleich ließ man einen DNA-Marker mitlaufen.

3.1.11 Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen

Die DNA-Konzentration einer Lösung wurde im Photometer bei 260 nm gemessen. Eine OD260nm von 1 entspricht einer Konzentration von 50 µg DNA/ml.

3.1.12 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion der DNA mittels Restriktionsendonukleasen erfolgte in Puffern und bei Temperaturen gemäß Herstellerangaben. Pro eingesetztem µg DNA wurden etwa eine Einheit (unit) des entsprechenden Enzyms eingesetzt. Die Restriktion ließ sich mittels Gelelektrophorese (3.3.3) kontrollieren

3.1.13 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose

Zur Elution von DNA aus Agarose-Gelen wurde das "QIAquick Gel Extraction Kit" der Firma Qiagen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Eluiert wurde wahlweise mit 50 µl H2O oder 30 µl EB-Puffer.

3.1.14 Auffüllen von 5’ überhängenden DNA-Enden

Zu 25 µl DNA-Lösung eines Restriktionsansatzes wurden 3 µl 10X Klenow-Puffer, 1 µl Klenow-Enzym (2U/µl) und 1 µl dNTP-Lösung (je 1,25 mM) hinzugefügt. Es wurde 20 min bei RT inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 1 µl 0,5 M EDTA zugegeben. Die DNA wurde entweder über eine QIAquick-Säule nach Herstellerangaben, oder mittels einer Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt (3.3.10).

10X Klenow-Puffer
0,5 M Tris/HCl pH 7,5


0,1 M MgCl2
3.1.15 Dephosphorylierung von geschnittener Vektor-DNA

Um die Religation eines linearisierten Vektors zu verhindern, mußten zuvor dessen 5’ Phosphatgruppen durch alkalische Phosphatase (AP) abgespalten werden. Hierzu wurden zu 30 µl DNA-Lösung 3,5 µl 10X AP-Puffer und 1,5 µl alkalische Phosphatase hinzugefügt. Es wurde für 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3,5 µl 200 mM EGTA gestoppt und 10 min bei 65°C hitzeinaktiviert. Die Reinigung der DNA erfolgte nach Herstellerangaben über eine QIAquick-Säule oder mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (3.3.10). 

10X AP-Puffer
0,5 M Tris/HCl


1 mM EDTA


pH 8,5

3.1.16 Ligation von DNA-Fragmenten

Zu 50 µg linearisierter und gereinigter Vektor-DNA wurde die fünffache, bei einer „blunt end“ Ligationen die zehnfache molare Menge an ebenfalls gereinigter Insert-DNA gegeben. Die Ligation erfolgte in Ligasepuffer mit einer Einheit T4-DNA-Ligase gewöhnlich in einem Gesamtvolumen von 10-20 µl bei 16°C für mindestens 4 h. Die DNA konnte nun zur Transformation kompetenter E. coli-Bakterien (3.2) eingesetzt werden.

3.1.17 Phenol/Chloroform-Extraktion von Plasmid-DNA

Zur DNA-Lösung wurde ein Volumen eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1, pH 7,7-8,3 gepuffert mit 100 mM Tris pH 7,9) gegeben. Nach gründlichem Durchmischen wurde 2 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert und die obere, wäßrige Phase in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Ein Volumen Chloroform wurde zugefügt und wie zuvor zentrifugiert. Die wäßrige Phase wurde ebenfalls in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt und die darin enthaltene DNA mit 0,1 Volumen Natriumacetat und 2,5 Volumen absolutem Ethanol gefällt.
3.1.18 TA-Klonierung

Zur direkten Insertion eines mit Taq DNA-Polymerase amplifizierten PCR-Produktes in einen Plasmidvektor wurde das TOPO TA Cloning( Kit der Firma Invitrogen verwendet. Die Klonierung erfolgte nach Herstellerangaben. 

3.1.19 PCR-Techniken

3.1.19.1 Standard-PCR

Die PCR („Polymerase Chain Reaktion“)-Technik (Mullis et al.,1986) ermöglicht die spezifische Vervielfältigung von DNA mit Hilfe von sequenzspezifischen Oligonukleotiden. Ein typischer Amplifikationsansatz sah wie folgt aus:

5 µl 100X PCR-Puffer

4 µl dNTPs (je 1,25 mM)

2 µl 5’ Primer (20 pmol/µl)

2 µl 3’ Primer (20 pmol/µl)

1 µl Taq DNA-Polymerase (1 U/µl)

x µl DNA-Template (10-50 ng)

ad. 50 µl mit H2O

Das PCR-Reaktionsgemisch wurde mit 2 Tropfen Mineralöl überschichtet. Eine typische PCR in einem PCR-Block wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

Denaturierung
94°C
1 min 

Annealing
Tm-3°C
1 min 

Elongation
72°C
2 min

20-30 Zyklen

Elongation
72°C
7 min

3.1.19.2 "Touch-down"-PCR

Zur Vermeidung unspezifischer PCR-Produkte wurde die „Touch-down“ PCR eingesetzt. Hierbei wurde während der PCR-Zyklen die Anlagerungstemperatur kontinuierlich von einem Wert 5-3°C oberhalb der Tm auf einen Wert 5°C-3°C unter der Tm abgesenkt. Das erleichterte eine optimale Hybridisierung des Primers mit dem Zielmolekül; das richtige Amplikon wird vermehrt und kann sich ansammeln, bevor unerwünschte Produkte synthetisiert werden.

3.1.19.3 PCR langer DNA-Fragmente

Zur Amplifikation langer DNA Fragmente wurde das Expand(Long Template PCR System der Firma Boehringer Mannheim (jetzt Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben benutzt.
3.1.19.4 RT-PCR

Die Technik der RT-PCR dient zur Amplifizierung einer RNA-Matrize mittels Reverser Transkriptase. Zur cDNA Synthese wurde Superscript(II der Firma GIBCO BRL nach Herstellerangaben verwendet. Als Template diente eine zuvor aus Zellen isolierte Gesamt-RNA (3.4.1). Zur DNA Synthese wurde eine "nested"-PCR durchgeführt bei der sich nach einer Standard-PCR eine PCR-Reaktion mit weiter 3' bzw. 5' gelegenen Primerpaaren anschloß.

3.1.19.5 5' RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die 5' RACE ist eine spezielle Form der RT-PCR und dient der Amplifizierung unbekannter 5' Enden. Dazu wurde das 5' RACE System der Firma GIBCO BLR nach Herstellerangaben verwendet. 

3.1.19.6 Aufreinigung von PCR-ampifizierter DNA

Die Aufreinigung von PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten erfolgte mit dem „QIAquick-Spin Purification“-Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde wahlweise mit 30 µl EB-Puffer oder 50 µl H2O eluiert. 
3.1.20 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen von DNA erfolgten entweder mit dem AutoRead(Sequencing Kit (Pharmacia Biotech) oder mit dem "Termo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing" Kit (Amersham) nach Herstellerangaben. Die Proben wurden auf einem A.L.F-DNA-Sequencer der Firma Pharmacia analysiert.

DNA-Sequenzierungen von Konstrukten mit über 500 bp Länge, sowie die Sequenzierung von RT-PCR Produkten wurden von den Firmen Seqlab und Qiagen durchgeführt.

3.1.21 Herstellung doppelsträngiger Oligonukleotide

Äquimolare Mengen komplementärer Einzelstänge wurden gemischt und 5 min aufgekocht. Die DNA-Lösung wurde dann langsam auf RT abgekühlt und die Bildung des Doppelstrangs mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

3.1.22 Radioaktive 3' Endmarkierung von doppelsträngigen Oligonukleotiden 

Doppelstängige Oligonukleotide, denen am 5' Ende drei dG-Nukleotide angehängt worden waren, wurden mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase in Gegenwart von ([32P]-dCTP wie folgt radioaktiv markiert:

1 µl
DNA-Fragment (20 ng/µl)

1 µl
Klenow Enzym

1,5 µl
([32P]-dCTP

5 µl
10X Klenow-Puffer

mit H2O auf 50 µl auffüllen

Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei RT inkubiert. Zur Abtrennung der freien Nukleotide erfolgte eine Gelfiltration über eine mit 1X TE-Puffer äquilibrierten Sephadex G50-Säule. Die Aktivität konnte mittels Messung der Cerenkov-Strahlung im Szintillationszähler ermittelt werden. 

3.1.23 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA Fragmenten erfolgte mit den „Ready To Go( DNA Labelling Beads(-dCTP)“ der Firma Amersham/Pharmacia Biotech nach Herstellerangaben. Die Abtrennung der freien Nukleotide erfolgt durch Gelfiltration über eine mit 1X TE-Puffer äquilibrierten Sephadex G50-Säule. Die Aktivität kann mittels Messung der Cerenkov-Strahlung im Szintillationszähler ermittelt werden. Vor der Hybridisierung muß die Sonde durch Erhitzen auf 95°C denaturiert werden.

3.2 Arbeiten mit RNA

3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen 

Beim Arbeiten mit RNA wurden grundsätzlich alle Lösungen mit DEPC-H2O angesetzt.

Zu 1x107 pelletierten eukaryotischen Zellen aus der Zellkultur wurde 1 ml Denaturierungs-Lösung hinzugefügt. Das Lysat wurde mehrmals durch eine Pipette oder Kanüle gezogen. Es wurde 100 µl einer 2 M Natriumacetat-Lösung (pH 4,0) zum Homogenisat gegeben und vorsichtig durchmischt. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ml H2O-gesätigtem Phenol und 0,2 ml Chloroform. Die Suspension wurde durchmischt und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach 20-minütiger Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm in der Tischzentrifuge wurde die obere wäßrige Phase in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Die RNA wurde durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol präzipitiert. Zur vollständigen  Fällung wurde 30 min bei -20°C inkubiert und anschließend für 10 min unter o.g. Bedingungen zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in 300 µl Denaturierungs-Lösung resuspendiert und erneut wie zuvor präzipitiert. Die RNA wurde in 75%igem Ethanol aufgenommen, 15 min bei RT inkubiert und 5 min bei 4°C und 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet unter Vakuum getrocknet. Die RNA wurde in 100 µl H2O aufgenommen und zur vollständigen Lösung 10-15 min bei 60°C inkubiert. Die RNA konnte nun direkt in weiteren Experimenten eingesetzt oder in Ethanolfällung bei -20°C gelagert werden.

Denaturierungs-Lösung
4 M Guanidiniumthiocyanat



25 mM Natriumcitrat



0,5% (w/v) N-Lauroylsarcosine



frisch 0,1 M (-Mercaptoethanol

3.2.2 RNA-Isolierung mittels kommerzieller Kits

Alternativ zur unter 3.4.1 beschriebenen RNA-Isolierung wurde auch das „RNeasy Mini Kit“  der Firma Qiagen nach Herstellerangaben eingesetzt.

3.2.3 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die RNA-Konzentration einer Lösung wurde im Photometer bei 260 nm bestimmt. Eine OD260nm von 1 entspricht einer Konzentration von 40 µg RNA/ml.

3.2.4 Formaldehyd-Agarosegelektrophorese

Für die Elektrophorese von RNA wurden alle benötigten Geräte (Gelkammer, Kamm, Gelform) für 30 min in eine 3%ige (v/v)-Wasserstoffperoxidlösung gelegt und anschließend mit DEPC-H2O abgespült. Die Auftrennung erfolgte in 1,2%igen Formaldehyd-Agarosegelen. Zur Herstellung des Gels wurde 1,2 g Agarose in 90 ml DEPC-H2O aufgeschmolzen. Nach dem Abkühlen der Lösung auf 60°C wurde sie mit 10 ml 10X FA-Puffer und 1,8 ml 37 %iger Formaldehyd-Lösung vermischt und in den Gelträger gegossen. Die RNA wurde mit der entsprechenden Menge an 5 X FA-Laufpuffer versehen, 10 min bei 65°C denaturiert und auf Eis gestellt. Die Elektrophorese erfolgte in 1X FA-Laufpuffer bei 70 V. Als Größenstandard diente der RNA Marker (0,28-6,58 kb) von der Firma Promega. 

10X FA-Gelpuffer
200 mM MOPS


50 mM Natriumacetat


10 mM EDTA


mit DEPC-H2O auffüllen

1X FA-Laufpuffer
100 ml 10X FA-Gelpuffer


20 ml 37% Formaldehyd


880 ml DEPC-H2O

5X RNA Ladepuffer
200 µl 0,2 mM EDTA 


2 ml Glycerol


720  µl 37% Formaldehyd


3084 µl Formamid


4 ml 10X FA-Gelpuffer


einige Körner Bromphenolblau

3.2.5 Färben/Entfärben von Formaldehyd-Agarosegelen

Zum Färben wurde das Formaldehyd-Agarosegel in einer 0,1 M Ammoniumacetat-Lösung, die 0,5 µg Ethidiumbromid pro ml enthielt auf dem Kippschüttler für 45 min inkubiert. Das Entfärben erfolgte analog mit 0,1 M Ammoniumacetat-Lösung ohne Ethidiumbromid. Die Lösung wurde im Abstand von jeweils 20 min erneuert und der Färbezustands des Gels wurde ständig bis zur gewünschten Intensität auf dem Transilluminator (UV, 302 nm) überprüft.

3.2.6 Northern-Blot

3.2.6.1 Übertragung von RNA auf eine Nylonmembran

Alle benötigten Geräte (Gelkammer, Glasschalen, Kamm, Gelform etc.) wurden für 30 min in eine 3%ige (v/v) Wasserstoffperoxidlösung gelegt und anschließend mit DEPC-H2O abgespült. 20 µg Gesamt-RNA oder 2 µg poly(A)+-mRNA wurden auf einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Die Markerbande wurde abgetrennt, eingefärbt und fotografiert. Das übrige Gel wurde zur partiellen Hydrolyse der RNA für 20 min in 0,05 N NaOH inkubiert und anschließend für 45 min in 20X SSC geschwenkt. Die Blottapparatur wurde wie folgt aufgebaut: Eine Glasschale wurde mit 20X SSC gefüllt und darüber eine Glasplatte gelegt. Über die Glasplatte wurde ein mit 20X SSC Lösung getränktes Whatman-Papier luftblasenfrei so plaziert, daß die beiden Enden in die Transferflüssigkeit tauchten. Darauf wurde das Gel mit den Auftragungskammern nach unten aufgelegt. Das Gel wurde mit Parafilmstreifen umrandet. Die auf die Größe des Gels zurechtgeschnittene und zuvor in 20X SSC inkubierte Nylonmembran Hybond N wurde luftblasenfrei auf das Gel geschichtet, gefolgt von drei ebenfalls mit 20X SSC durchtränkten Whatman-Papieren und einem ca. 10 cm dicken Stoß aus Papiertüchern. Auf diesen Stapel wurde eine Glasplatte mit einem zusätzlichen Gewicht von 500 g gelegt. Die Apparatur wurde mit Klarsichtfolie umwickelt. Der Transfer erfolgte über Nacht. Nachdem auf der Membran die Auftragungskammern mit Bleistift markiert worden waren, wurde diese für 5 min in 6X SSC inkubiert und 30 min bei RT getrocknet. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte für 2 h bei 80°C.

3.2.6.2 Hybridisierung

Die Membran wurde, um unspezifische Bindungen zu vermeiden mit Vorhybridisierungslösung bei 42°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Vorhybridisierungslösung wurde entfernt und durch Hybridisierungslösung ersetzt; dabei wurden 1,5x106 cpm pro ml Hybridisierungslösung an radioaktiv markierter, zuvor denaturierter DNA-Sonde zugesetzt (3.3.16). Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 42°C im Hybridisierungsofen. Der Filter wurde einmal kurz mit 1X SSC/0,1% (w/v) SDS bei RT abgespült, zweimal mit 0,2X SSC/0,1% (w/v) SDS und einmal mit 0,1X SSC/0,1% (w/v) SDS für je 20 min bei 68°C gewaschen. Anschließend wurde die Membran auf Whatman-Papier leicht getrocknet. Zur Autoradiographie wurde ein Röntgenfilm aufgelegt und über Nacht mit einer Verstärkerfolie bei -80°C exponiert. 

Vorhybridisierungslösung
50% Formamid


5X SSPE


2X Denhards (BFP)


0,1% (w/v) SDS 


100 µg denaturierte Heringssperma-DNA/ml

Hybridisierungslösung
analog Vorhybridisierungslösung mit radioaktiv markierter Sonde

3.2.7 MTN-Blot (Multiple Tissue Northern-Blot)

Um die Expression eines Gens in verschieden Geweben zu untersuchen wurde der MTN I (Multiple Tissue Northern-Blot I) der Firma Clontech nach Herstellerangaben benutzt. 

3.3 Proteinchemisches Arbeiten

3.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung wäßriger Lösungen nach Bradford

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in wäßrigen Lösungen wurde die Methode von Bradford (Bradford, 1976) verwendet. Zu 1-5 µl Proteinlösung die auf 800 µl mit H2O aufgefüllt worden war wurden 200 µl Bradford-Reagenz gegeben. Der Ansatz wurde gut durchmischt und 30 min bei RT inkubiert. Im DU-64-Spektralphotometer wurde die Absorption bei 595 nm gemessen und die Proteinkonzentration im Vergleich mit einer BSA-Eichkurve ermittelt. 

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unter denaturierenden Bedingungen in einem diskontinuierlichem Puffersystem (Laemmli,1970). Die Herstellung der verwendeten Trenngele im Bereich von 7,5%-12,5% und Sammelgele (5%) erfolgte nach folgendem Schema:

Sammelgel
Trenngel
7,5%
10%
12%

2,5 ml
0,5 M Tris pH 6,8
1,5 M Tris pH 8,8
2,5 ml
2,5 ml
2,5 ml

6,1 ml
H2O
4,9 ml
4,1 ml
3,4 ml

100 µl
10% (w/v) SDS
100 µl
100 µl
100 µl

1,3 ml
30% Acrylamid-Lsg.
2,5 ml
3,3 ml
4,0 ml

11 µl
TEMED
6 µl
6 µl
6 µl

17 µl
30% APS
17 µl
17 µl
17 µl

Die Proteinproben wurden mit 2X Laemmli-Probenpuffer vermischt und 5 min aufgekocht. Die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld wurde bei 80-120 V für 1-2 h in einer Mini-Protean II-Kammer durchgeführt. Zur Visualisierung der Proteine wurde entweder eine Coomassie- oder Silberfärbung durchgeführt (3.5.3 und 3.5.4).

2X Lämmli-Puffer

0,125 M Tris/HCl pH 6,8



20% (v/v) Glycerol



4% (w/v) SDS



10% (v/v) (-Mercaptoethanol



0,004% (w/v) Bromphenolblau

5X SDS-Elektrophoresepuffer
125 mM Tris


1,25 mM Glycin


0,5% (w/v) SDS

3.3.3 Coomassie-Färbung 

Die SDS-PA-Gele wurden 45 min mit Fixierer P fixiert. Nach zweimaligem kurzen Waschen mit H2O wurden die Gele für 45 min in Coomassie-Lösung gefärbt. Die Gele wurden kurz mit H2O abgespült und mit dem Fixierer P so lange entfärbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.

Fixierer P

7% (v/v) Essigsäure



50% (v/v) Methanol

Coomassie-Lösung

0,1% (w/v) Coomassie Blue R250




50% (v/v) Methanol

3.3.4 Silberfärbung

Zur Detektion geringer Proteinmengen (<1 µg) auf SDS-PA-Gelen wurde das "Silver Staining" Kit der Firma Pharmacia gemäß Herstellerangaben verwendet.

3.3.5 Fluorographie 

Zur Detektion von 35S-markierten Proteinen wurde die Fluorographie eingesetzt. Nach der SDS-PA-Gelelektrophorese wurden die Gele für 60 min bei RT in Fixierer P fixiert. Anschließend wurde dreimal für 10 min mit H2O gewaschen. Es folgte die Inkubation mit „Enlightning-Lösung“ für 1 h auf dem Kippschüttler. Das Gel wurde 1 h bei 80°C unter Vakuum getrocknet und gegen einen Röntgenfilm bei -80°C exponiert.

3.3.6 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur Expression und anschließenden Aufreinigung von Proteinen wurde das Glutathion-S-Transferase (GST) Genfusionssystem von Pharmacia ausgewählt. Die Vorbereitung der Gluthation Sepharose Matrix erfolgte nach Herstellerangaben.

3.3.6.1 Expression der GST-Fusionsproteine

Mit 2 ml einer Übernachtkultur der Bakterien mit dem entsprechenden pGEX-Vektor wurden 200 ml SB-Medium angeimpft und bei 37°C im Bakterienschüttler inkubiert, bis die OD600nm einen Wert von 0,5-0,8 erreicht hatte. Zur Expressionsinduktion wurde nun 2 ml 0,1 M IPTG hinzugefügt und weitere 2 h unter analogen Bedingungen inkubiert. Die Bakterien wurden bei 4°C und 6.000 rpm für 10 min im GS3 Rotor sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml kaltem PBS= gelöst und auf Eis für 3 min auf Stufe 5, 40% pulsierend, mit Hilfe des Gilson Sonifiers beschallt. Es wurden 100 µl Triton-X-100 zugefügt und 1 h auf dem Rollenschüttler bei RT inkubiert. Nach der anschließenden 10-minütigen Zentrifugation bei 6.000 rpm und 4°C im SS34 Rotor wurde der Überstand, welcher die löslichen Proteine enthält, in ein Falcon-Röhrchen überführt und auf Eis gelagert. Das Pellet, welches die unlöslichen Proteine beinhaltet, wurde in 10 ml 5 M Harnstoff/100 mM Tris/HCl pH 8,0 resuspendiert, für 1 h bei RT auf den Rollenschüttler inkubiert und anschließend wie zuvor zentrifugiert. Der Überstand wurde ebenfalls in ein Falcon-Röhrchen überführt. Zu beiden Überständen wurden 200 µl der Glutathion Sepharosematrix gegeben. Die Suspension wurde für 15 min bei RT auf dem Rollenschüttler inkubiert. Die Beads wurden durch eine 10-minütige Zentrifugation bei 1.500 rpm sedimentiert und dreimal mit 5 ml PBS= gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads in 500 µl PBS= aufgenommen und in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Die GST-Fusionsproteine konnten nun mittels SDS-PAGE (3.5.2) überprüft werden.

3.3.6.2 Elution der GST-Fusionsproteine 

Die unter 3.5.6.1 generierten Sepharosematrix-gekoppelten GST-Fusionsproteine wurden in der Tischzentrifuge kurz sedimentiert und mit 200 µl Elutionspuffer versehen. Die Suspension wurde 5 min bei RT und bei 6.000 rpm in der Tischzentrifuge für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und der Elutionsschritt analog wiederholt. Die Eluate wurden vereinigt und mittels SDS-PAGE überprüft. 

Elutionspuffer
50 mM Tris/HCl pH 8,0


40 mM reduziertes Glutathion

3.3.6.3 Abspaltung des GST-Parts von GST-Fusionsproteinen

Die unter 3.5.6.1 generierten, an die Sepharosematrix gebundenen Fusionsproteine wurden 5 min bei 4°C und 500 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Anschließend wurden sie mit 200 µl einer Thrombinlösung (0,05 U/µl PBS=) 16 h auf dem Rollenschüttler bei RT inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation s.o. konnte das sich nun im Überstand befindliche Protein analysiert werden. 

3.3.7 Zellkernextrakte

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C bzw. mit vorgekühlten Lösungen durchgeführt. Tiefgefrorene Zellen (3x108) wurden in 10 ml Puffer A aufgenommen und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 1.200 rpm wurde das Zellpellet dreimal mit je 40 ml Puffer B gewaschen, in 300 µl Puffer C aufgenommen und anschließend in ein 15 ml-Falcon-Röhrchen überführt. Auf dem Magnetrührer wurde die Zellsuspension vorsichtig 30 min durchmischt, anschließend in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Konzentration der sich nun im Überstand befindlichen Kernproteine wurde mittels Bradfordtest (3.5.1) bestimmt. Die Kernextrakte wurden bei -80°C gelagert. 

Puffer A

10 mM Na-HEPES



0,5 mM Spermidin



0,15 mM Spermin



1 mM EDTA



0,25 mM EGTA



0,5 M Saccharose



50 mM NaCl



vor Gebrauch 2 µg/ml Aprotinin



und eine Spatelspitze PMSF hinzufügen

Puffer B

analog Puffer A, aber mit 0,35 M Saccharose

Puffer C

analog Puffer A, aber mit 0,05 M Saccharose 



und 420 mM NaCl

3.3.8 Zellextrakte

3.3.8.1 Zellextrakte unter denaturierenden Bedingungen 

Zur Herstellung von Zellextrakten wurden die Zellen von einer 100 mm-Zellkulturschale zweimal mit eiskaltem PBS= gewaschen, in 1 ml PBS= mit einem Zellschaber abgeschabt und in ein Falcon-Gefäß überführt. Die Suspension wurde für 10 min bei 1.500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 100 µl Zell-Lysispuffer resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Unlöslicher Zelldebris wurde durch eine 10-minütige Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm in der Tischzentrifuge abgetrennt, das Zelllysat in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -80°C gelagert.

Zell-Lysispuffer
50 mM Tris/HCl pH 8,0



150 mM NaCl



0,1% (w/v) SDS



1% (v/v) Triton-X-100

3.3.8.2 Zellextrakte unter nativen Bedingungen

Zur Herstellung von Zellextrakten wurden die Zellen von einer 100 mm-Zellkulturschale zweimal mit eiskaltem PBS= gewaschen, in 700 µl PBS= abgeschabt, in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und bei 6.000 rpm für 5 min in einer vorgekühlten Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 µl 0,25 M Tris/HCl pH 7,8 resuspendiert. Die Zellösung wurde 5 min in flüssigem Stickstoff eingefroren und anschließend 5 min bei 37°C aufgetaut. Dieser Einfrier-und Auftauvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach einer 30-minütigen Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C in der Tischzentrifuge wurde der Überstand in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Reagenz bestimmt (3.5.1).  

3.3.9 Western-Blot (nach Harlow und Lane, 1988)

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine ECL-Nitrocellulose-Membran übertragen. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde 10 min in 1X Transfer-Puffer äquilibriert und die Proteine anschließend in einem „Semi-dry Blotting“-System für 90 min bei 1,25 mA/cm2 auf die Membran übertragen. Die ECL-Nitrocellulose-Membran wurde in PBS=/0,1% (w/v) Tween-20 mit 10% Milchpulver über Nacht bei 4°C blockiert. Die erste Antikörper-Inkubation erfolgte für 1 h bei einer Antikörperkonzentration von 1 µg/ml in PBS=/0,1% (w/v) Tween-20 mit 5% Milchpulver. Anschließend wurde dreimal für 5 min mit PBS=/0,1% (w/v) Tween-20 gewaschen. Die Inkubation mit einem entsprechenden HRP-konjugierten Zweitantikörper wurde für 45 min bei einer Antikörperverdünnung von 1:2000-1:5000 in PBS=/0,1% (w/v) Tween-20 mit 5% Milchpulver durchgeführt. Es wurde anschließend dreimal für 5 min mit PBS=/0,1% (w/v) Tween-20, einmal für 5 min mit PBS=/0,2% (w/v) Tween-20 und abschließend einmal mit PBS= gewaschen. Die Chemilumineszenz-Detektion wurde mit dem „Super Signal ULTRA Kit“ und „Scientific Imaging Film X-OMAT AR“ (Kodak) gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Zur Wiederverwendung des Blots wurde dieser mit 1X Abstrippuffer für 30 min bei 70°C gewaschen, in eine Plastikfolie eingeschweißt und bei 4°C gelagert.

5X Transfer-Puffer
970 mM Glycin



125  M Tris



pH 8,3

5X Abstrippuffer
0,5 M Tris


10% (w/v) SDS


pH 7,0

3.3.10 Transiente Transfektion von Säugerzellen 

3.3.10.1 Transiente Transfektion von Säugerzellen mittels Elektoporation

Die Zellen wurden auf den Zellkulturschalen mit PBS= gewaschen, mit Trypsin abgelöst und in Medium aufgenommen. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 4°C und 1.500 rpm wurde das Zellpellet in 10 ml eiskaltem PBS= resuspendiert und die Zellkonzentration bestimmt. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und mit eiskaltem Cytomix in einer Konzentration von 3x107/ml aufgenommen. Transfiziert wurde mit 10-12 µg Plasmid-DNA, wobei bei Cotransfektionen ein Mengenverhältnis von 1:5-1:10 gewählt wurde. Die DNA-Lösung, deren Volumen mit H2O auf 25 µl aufgefüllt wurde, und 225 µl Zellsuspension wurden in Gene Pulser Küvetten (0,4 cm) gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde in einem Gene Pulser II mit einem Capacitance Extender II (BioRad) bei 250 V und 975 µF durchgeführt. Die Zellen wurden anschließend 10 min  bei 37°C inkubiert und dann in 10 ml Medium aufgenommen. Aliquots dieser Zellsuspension wurden dann auf Zellkulturschalen ausgesät.

Cytomix
120 mM KCl


0,15 mM CaCl2


10 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,6


25 mM HEPES, pH 7,6


2 mM EGTA, pH 7,6


5 mM MgCl2, pH 7,6


2 mM ATP, pH 7,6


5 mM Glutathion


10% (v/v) fötales Kälberserum
3.3.10.2 Transiente Transfektion von Säugerzellen mittels nicht-liposomaler Lipide

Die nicht-liposomale Transfektion von Säugerzellen erfolgte mittels des „Effectene Transfection“-Reagenz der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. 

3.3.11 In vitro Transkriptions/Translations-System

Die in vitro Expression von Proteinen erfolgte mit dem "TNT( T7 Quick Coupled Transcription/Translation System" der Firma Promega. Es wurde jeweils 1 µg Plasmid-DNA eingesetzt. Die Effizienz der Transkription/Translation wurde anschließend mittels Inkorporationsassay nach Angaben des Herstellers überprüft. Darüber hinaus erfolgte eine quantitative und qualitative Analyse der Translations-Produkte in der SDS-PA-Gelelektrophorese und anschließender Fluorographie.
3.3.12 Gel-Retardations-Analysen (Bandshiftexperimente)

Radioaktiv-markiertes Oligonukleotid (0,5 ng), mit der zu untersuchenden Bindungssequenz wurde mit 10X RAP-Puffer, 0,5 µg poly(dAdT) und 2 µg Kernextrakten bzw. 1 µg GST-Fusionsprotein für 30 min auf Eis inkubiert. Die DNA-Protein-Komplexe wurden unter nativen Bedingungen mittels PAGE aufgetrennt. Dazu wurden 6%ige PA-Gele (Acrylamid/ Bis-Acrylamid-Verhältnis 30:0,5) eingesetzt. Als Elektrophoresepuffer wurde 1X TBE-Puffer verwendet. Die Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe im elektrischen Feld erfolgte bei 160 V für 2 h in einer BioRad-Protean II-Kammer. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel für 15 min in 14%iger Essigsäure fixiert und anschließend bei 80°C im Vakuum getrocknet. Zur Autoradiographie wurde ein BIOMAX MS-Röntgenfilm für 1‑4 Tage bei -70°C gegen das Gel exponiert.

6%iges PA-Gel
12 ml 30% (w/v) Acrylamid-Lösung (Acrylamid:bis-Acrylamid 30:0,5)



12 ml 5X TBE-Puffer



36 ml H2O



63 µl TEMED



180 µl 30% (w/v) APS 

10X RAP Puffer
100 mM Na-HEPES


1,5 M NaCl


pH 7,4

3.3.13 Radioaktive Immunpräzipitation

3.3.13.1 Radioaktive Markierung der Zellen

Das Medium der 36 Stunden zuvor tranzfizierten und auf einer 100 mm Zellkulturschale ausplattierten Zellen wurde entfernt und gegen 5 ml vorgewärmtes MEM-(-Met/-Glu)-Medium mit 2% dialysiertem FCS ausgetauscht. Nach 30-minütiger Inkubation im CO2-Brutschrank bei 37°C wurde dieses Medium ebenfalls entfernt, 2 ml Medium mit 100 µCi 35S-Methionin aufpipettiert und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS++ gewaschen, in 1 ml RIPA-Puffer abgeschabt, in ein Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 30-minütiger Zentrifugation bei 3.500 rpm und 4°C in der Tischzentrifuge wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß übertragen.

RIPA-Puffer

50 mM Tris/HCl, pH 7,2



150 mM NaCl



0,1% (w/v) SDS



1% (w/v) Natrium-Deoxycholat



1% (v/v) Triton -X 100



35 µg/ml PMSF und 9,5 µg/ml Aprotinin frisch zufügen
3.3.13.2 Präzipitation

Zum Vorklären des Zellextrakts wurde 20 µl Protein A/G Sepharose hinzugefügt und 30 min bei 4°C inkubiert. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 2.500 rpm und 4°C wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 13 µg Protein A/G Sepharose und 1-10 µg des gewünschten Antikörper versehen. Über Nacht wurde bei 4°C auf dem Rollenschüttler inkubiert. Es wurde für 2 min bei 4°C und 2.500 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, 1 ml RIPA-Puffer hinzugefügt und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde fünfmal wiederholt. Das Pellet wurde in 40 µl 2X Lämmli-Puffer aufgenommen, aufgekocht und mittels SDS-PAGE analysiert.

3.4 Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken

3.4.1 Durchmusterung einer Phagen-Bank

3.4.1.1 Ermittlung des Phagentiters

LBM-Medium mit 0,2% (w/v) Maltose wurde mit einer Kolonie Y1090r- E. coli-Bakterien angeimpft und bis zu einer OD600nm von 2 bei 37°C im Bakterienschüttler inkubiert. Es wurde eine 1:250.000 Verdünnung der Phagen in 1X Dilution-Puffer hergestellt. 2,5 µl und 10 µl dieser Lösung wurden in je 100 µl 1X Dilution-Puffer aufgenommen und zu 200 µl der oben beschriebenen Übernachtkultur hinzugefügt. Nach 15-minütiger Inkubation bei 37°C wurde der Infektionsansatz mit 3 ml zuvor auf 45°C temperierten LBM-Top-Agar gemischt und zügig auf vorgewärmte LBM-Agar Platten (9 cm () ausplattiert. Die Bebrütung erfolgte entweder 3-4 h bei 42°C oder über Nacht bei 37°C. Der Phagentiter (pfu/ml) konnte nun wie folgt bestimmt werden:

pfu/ml=(Plaquezahl /ausplattierte Phagenlösung in µl) x Verdünnungsfaktor x 103µl/ml

10X Dilution-Puffer
1 M NaCl


0,1 M MgSO4

0,35 M Tris/HCl (pH 7,5)

1X Dilution-Puffer
10 ml 10X Dilution-Puffer


5 ml 2% Gelatine

3.4.1.2 Filterabzüge 

Nach der Bestimmung des Titers wurde die benötigte Menge Phagenlösung so berechnet, daß man pro Platte (14,5 cm () 20.000 Plaques erhielt. Zu 600 µl Y1090r- Übernachtkultur (3.6.1.1) wurde nun die errechnete Menge Phagenlösung hinzugefügt, bei 37°C für 20 min inkubiert und anschließend zu 7 ml vorgewärmten LBM-Top-Agar gegeben. Nachdem die Suspension auf LBM-Agar-Platten ausplattiert worden war, erfolgte die Bebrütung bei 42°C. Die Bebrütung mußte ständig beobachtet und abgebrochen werden, sobald die Plaques sich berührten. Nachdem die Platten bei 4°C abgekühlt worden waren, wurden sie luftblasenfrei für 5 min mit einer zuvor markierten Nylonmembran (Hybond-NX) bedeckt. Die Filter wurden abgenommen und für 10 min mit der Rückseite auf ein mit Denaturierungs-Lösung getränktes Whatman-Papier gelegt. Die anschießende Neutralisierung erfolgte zweimal 5 min auf mit Renaturierungs-Lösung getränktem Whatman-Papier. Die Filter wurden kurz in 2X SSC gegeben, getrocknet und zur Fixierung der DNA 1 h bei 80°C inkubiert. Die Filter konnten jetzt sofort hybridisiert oder luftdicht verschlossen gelagert werden.   

Denaturierungs-Lösung
0,5 M NaOH


1,5 M NaCl

Renaturierungs-Lösung
0,5 M Tris/HCl pH 7,4


1,5 M NaCl

3.4.1.3 Hybridisierung

Die Filter wurden um unspezifische Bindungen zu vermeiden mit Vorhybridisierungslösung bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Vorhybridisierungslösung wurde entfernt und durch Hybridisierungslösung ersetzt, dabei wurden 1,5x106 cpm pro ml Hybridisierungslösung an radioaktiv markierter, zuvor denaturierter DNA-Sonde zugesetzt (3.3.16). Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen. Die Filter wurden mit 2X SSC bei RT abgespült, zweimal mit 0,5X SSC/0,1% (w/v) SDS und einmal mit 0,1X SSC/0,1% (w/v) SDS für je 20 min bei 65°C gewaschen. Anschließend wurden sie auf Whatman-Papier leicht getrocknet. Zur Autoradiographie wurde ein Röntgenfilm aufgelegt und über Nacht mit einer Verstärkerfolie bei -80°C exponiert. Die positiven Plaques wurden mit einer Pasteurpipette gestochen und in 500 µl 1X Dilution-Puffer bei RT eluiert. Die sich anschließenden „Feinscreens“ erfolgten analog mit kleineren LBM-Agar-Platten (9 cm (). 

Vorhybridisierungslösung
6X SSC


5X Denhards (BFP)


0,1% (w/v) SDS 


100 µg denaturierte Heringssperma-DNA/ml

Hybridisierungslösung
analog Vorhybridisierungslösung mit radioaktiv markierter Sonde

3.4.2 Hefe-„One-Hybrid“ System

Beim Hefe-„One-Hybrid“ System handelt es sich um ein in vivo Assay zur Isolierung DNA-bindender Proteine. Das Prinzip des Hefe-„One-Hybrid Systems“ ist unter 4.1 erläutert. 

3.4.2.1 Herstellung der kompetenten Zellen

Mit einer Hefenkolonie des Stammes YM4271 wurden zunächst 1 ml YPD-Medium angeimpft, gut durchmischt und in 50 ml YPD-Medium überführt. Bei 30°C wurden die Zellen für 16-18 Stunden bis zum Erreichen der stationären Phase im Bakterienschüttler  inkubiert. Mit dieser Übernachtkultur wurden in 300 ml YPD-Medium eine OD600nm von 0,2-0,3 eingestellt. Es erfolgte eine weitere Inkubation bei 30°C für 3 Stunden im Bakterienschüttler. Die Zellen wurden bei RT und 1.500 rpm für 5 min sedimentiert, das Zellpellet wurde in 25 ml 1X TE-Puffer aufgenommen und erneut unter o.g. Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 1 ml 1X TE/LiAc-Lösung aufgenommen. 

10X LiAc

1 M Lithiumacetat pH 7,5

1X PEG/LiAc

8 ml 50% (w/v) PEG



1 ml 10X TE



1 ml 10X LiAc

1X TE/LiAc

1 ml 10X TE



1 ml 10X LiAc



8 ml H2O

3.4.2.2 Transformation der kompetenten Hefezellen (zur Generierung des Reporterstamms)

Heringssperma-DNA (100 µg) und 1 µg linearisiertes Reporterplasmid wurden in einem Eppendorfreaktionsgefäß vorgelegt und mit 100 µl kompetenten Zellen vermischt. Nach Zugabe von 600 µl einer PEG/LiAc-Lösung wurde erneut gut durchmischt und bei 30°C im Bakerienschüttler inkubiert. 70 µl DMSO wurden hinzugefügt, die Suspension wurde für 15 min bei 42°C inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Die Zellen wurden kurz in  der Tischzentrifuge sedimentiert, in 150 µl 1X TE-Puffer aufgenommen und auf SD/-His bzw. SD/-Ura Platten ausgestrichen. Die Bebrütung erfolgte bei 30°C für 4-6 Tage. Eine Einzelkolonie wurde erneut auf entsprechendem Mangelmedium ausgestrichen und unter o.g. Bedingungen inkubiert. Sie diente weiter als "Masterplatte". 

3.4.2.3 ß-Galaktosidase Filter-Assay

Nach der Inkubation der transformierten Hefezellen für 3-4 Tage auf selektiven Agarplatten wurde auf jede Platte ein Hybond C-Extra Filter aufgelegt, bis dieser gut durchfeuchtet war. Die Filter wurden dann, um die Hefezellen aufzubrechen in flüssigem Stickstoff für etwa 30 sek schockgefroren. Die Filter wurden anschließend zum Auftauen und Trocknen mit den Kolonien nach oben auf Filterpapier ausgebreitet. In eine Petrischale wurde ein zuvor in 2 ml Z/X-Lösung getränktes Whatman-Papier gegeben und die Filter ebenfalls mit der Kolonieseite nach oben luftblasenfrei aufgelegt. Die Inkubation erfolgt unter regelmäßiger Beobachtung bei RT für 30 min bis zu 8 h.

Puffer Z

10 mM Na2HPO4 x 7H2O



10 mM NaH2PO4 x H2O



10 mM KCl



1 mM MgSO4x7H2O



pH 7,0    

X-Gal-Stocklösung
20 mg X-Gal



in 1 ml DMF lösen 
Z/X-Lösung

100 ml Puffer Z



0,27 ml (-Mercaptoethanol



1,67 ml X-Gal-Stocklösung
3.4.2.4 Titerbestimmung und Amplifikation der MATCHMAKER cDNA-Bank

Zur Titerbestimmung der in E. coli-Bakterien transformierten cDNA Bank wurde eine 1: 106 Verdünnung in LB-Medium hergestellt. 50 µl bzw. 100 µl dieser Verdünnung wurden auf einer LB-Amp-Platte ausgestrichen und über Nacht bei 37°C bebrütet. Der Titer (cfu/ml) wurde wie folgt bestimmt:

(Anzahl der Kolonien/ausplattiertes Volumen) x 103 x103 x 103 =cfu/ml

Zur Amplifikation wurden je 150 mm LB-Agarplatte 20.000-50.000 Kolonien ausgestrichen. Die Gesamtmenge der Kolonien entsprach der dreifachen Anzahl der unabhängigen Klone in der vorliegenden cDNA Bank. Nachdem die Platten über Nacht bei 37°C inkubiert worden waren, wurden die Kolonien abgeschabt und in einem Gesamtvolumen von 2 Litern LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum aufgenommen. Im Bakterienschüttler wurde die Suspension für 2 h bei 37°C geschüttelt; abschließend wurde eine Plasmid-Maxi-Präparation durchgeführt.

3.4.2.5 Transformation der cDNA-Bibliothek Plasmid-DNA in den Reporterhefestamm

Die Transformation erfolgt analog 3.6.2.1. Die benötigten Mengen an Lösungen und DNA  wurden den Herstellerangaben entnommen. 

3.4.2.6 Präparation der Plasmid-DNA aus Hefezellen

SD/-Leu Medium (5 ml) mit entsprechender 3-AT Konzentration wurde mit einer Hefekolonie angeimpft und 20 h bei 30°C im Bakterienschüttler inkubiert. Nach Sedimentation der Zellen bei 2.000 rpm für 5 min in der Tischzentrifuge wurde das Pellet in 300 µl Hefe-Lysepuffer gelöst. Je 300 µl „Glass-Beads“ und 300 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurden hinzugefügt. Nach 2-minütigem kräftigem Durchmischen erfolgte die Zentrifugation bei 14.000rpm und RT für 10 min in der Tischzentrifuge. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfreaktiosgefäß überführt und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, 1 µl Glycogen und 2,5 Volumen abs. Ethanol versetzt. Nach Inkubation bei -70°C für 30 min wurde 10 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde der Ansatz mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 µl 1X TE-Puffer aufgenommen. 

Die Plasmid-DNA konnte nun in PCR-Analysen eingesetzt werden. Zur Sequenzierung und Umklonierung war eine Retransformation in E. coli-Bakterien durch Elektroporation und eine entsprechende DNA-Aufreingung notwendig.

Hefe-Lysepuffer
2% Triton-X-100



1% (w/v) SDS



100 mM NaCl



10 mM Tris pH 8,0



1 mM EDTA

3.4.3 Hybridisierung eines cDNA-Filters (High Density Filter Library)

Die Hybridisierung und Auswertung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten cDNA-Filters erfolgte nach Angaben des RZPD (Ressourcen Zentrum/Primär Datenbank).

4 Ergebnisse

DNA-bindende Proteine können mittels verschiedener Methoden detektiert und isoliert werden. Bei der Identifizierung des an das E2FII-Motiv bindenden Proteins wurde zunächst eine (gt11-Expressionsbibliothek durchmustert. Die identifizierten Klone erwiesen sich jedoch als Artefakte. Parallel wurde versucht, den Faktor proteinchemisch über Affinitätschromatographie aus HeLa-Kernextrakten zu isolieren. Zwar konnten so putative E2FII-bindende Proteine detektiert werden, diese konnten allerdings nicht in ausreichender Menge und Reinheit gewonnen werden. Sie waren somit zum damaligen Zeitpunkt für weitere Untersuchungen, wie z.B. Peptidsequenzierungen, ungeeignet. Eine weitere Alternative, die schließlich zum Erfolg führte, stellte das Hefe-„One-Hybrid“-System dar. 

4.1 Hefe-"One-Hybrid"-System

Das Hefe-"One-Hybrid"-System ermöglicht die Analyse von DNA/Protein-Interaktionen unter in vivo-ähnlichen Bedingungen. Das System wurde 1993 erstmals zur Klonierung des Transkriptionsfaktors OLF-1 etabliert (Wang und Reed, 1993). Das Prinzip des Hefe-"One-Hybrid"-Systems ist schematisch in Abb 4.1 dargestellt. Die Zielsequenz, hier das E2FII‑Sequenzmotiv, wird in dreifacher Ausführung vor ein Reportergen (HIS3 oder lacZ) kloniert und in das Hefegenom integriert. Der so neu generierte Hefestamm wird mit der Plasmid-DNA einer humanen HeLa cDNA-Bibliothek transformiert, welche für Fusionsproteine aus einem zielspezifischen, möglichen E2FII-bindenden Protein und einer zielunabhängigen Aktivierungsdomäne (AD) kodiert. Bindet ein solches Fusionsprotein an eines der Zielsequenzelemente, so resultiert daraus die Aktivierung der Reportergenexpression, die, je nach Art des Reportergens, durch Selektion auf Histidinmangelmedium oder durch X-Gal-Färbung nachgewiesen werden kann. 
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Abb 4.1: 
Schematische Darstellung des Hefe‑"One-Hybrid"-Systems. Die Zielsequenz, hier die E2FII Sequenz wird in dreifacher Ausführung vor ein Reportergen kloniert und in das Hefegenom integriert. Der so neu generierte Hefestamm wird mit der Plasmid-DNA einer humanen HeLa cDNA-Bank transformiert, welche unter anderem für Fusionsproteine aus einem zielspezifischen E2FII-bindenden Protein und einer zielunabhängigen Aktivierungsdomäne (AD) kodiert. Bindet ein solches Hybridprotein an eines der Zielsequenzelemente, so resultiert daraus die Aktivierung der Reportergenexpression, die, je nach Art des Reportergens, durch Selektion auf Histidinmangelmedium oder X-Gal-Färbung nachgewiesen werden kann. 

4.1.1 Generierung verschiedener Reportergenhefestämme

Zur Generierung der Reporterstämme standen die Plasmide pHISi und pHISi-1, welche für das HIS3-Gen als Reportergen kodieren, sowie der das lacZ-Reportergen exprimierende pLacZi Vektor zur Verfügung. Die doppelsträngigen Oligonukleotide 3EXbaI und 3EXhoI, welche die E2FII-Sequenz in dreifacher Ausführung beinhalten, wurden über die Eco RI/Xba I Schnittstellen in die HIS3-exprimierenden Vektoren, und über die Eco RI/Xho I Schnittstellen in den pLacZi kloniert, in das Genom des Hefestammes YM4271 durch Transformation integriert und zur Selektion auf dem entsprechenden Mangelmedium ausgestrichen. 

4.1.2 Überprüfung der Reportergenbasalexpression und Auswahl des zur Durchmusterung geeigneten Reporterhefestammes

Die Hintergrundexpression der ß-Galaktosidase ist bei Abwesenheit aktivierender cis-regulatorischer Faktoren in Hefestämmen mit integrierten pLacZi-Konstrukten gering. Die Integration der Zielsequenz kann diese Basalexpression jedoch modulieren. Um feststellen zu können, ob die ß-Galaktosidase-Hintergrundexpression in dem unter 4.1.1 generierten Reporterhefestamm ausreichend gering war, wurde ein X-Gal-Filtertest durchgeführt. Die Hefekolonien zeigten bereits nach wenigen Minuten eine Blaufärbung, was auf eine deutlich erhöhte Hintergrundexpression schließen ließ. Der Reporterhefestamm war somit für anschließende Durchmusterungsexperimente nicht geeignet.

Das HIS3-Gen in den Vektoren pHISi und pHISi-1 fungiert nicht nur als Reportergen, sondern auch als Selektionsmarker und weist daher unter seinem Minimalpromotor PminHIS3 eine Basalexpression auf, die durch Zugabe von 3AT unterdrückt werden kann. Die Integration der Zielsequenz kann die Basalexpression modulieren. Daher wurde eine Titration mit 3AT Konzentrationen von 0-60 mM durchgeführt. Der Reporterhefestamm mit integriertem pHISi-Konstrukt zeigte zwar mit zunehmender 3AT Konzentration ein vermindertes Wachstum, es konnte jedoch auch mit 60 mM 3AT nicht vollständig unterdrückt werden. Dieser Reporterhefestamm war somit für die Durchmusterung der cDNA-Bibliothek nicht geeignet. Im Gegensatz dazu konnte die Hintergrundexpression des HIS3 Gens im pHISi-1-Reporterhefestamm bei einer Konzentration von 30 mM 3AT minimiert werden. Dieser Hefestamm war damit als einziger zur folgenden Durchmusterung geeignet.

4.1.3 Durchmusterung einer humanen HeLa MATCHMAKER cDNA-Bank

Für die Suche nach zellulären Proteinen, die an die E2FII-Sequenz binden und damit an der Transaktivierung der Adenovirus 12 E1A-Genregulation beteiligt sind, wurde eine humane HeLa cDNA Bibliothek der Firma Clontech ausgewählt (Human HeLa MATCHMAKER cDNA Library). Die Bank ist Xho I-(dT)15 geprimed und unidirektional über Eco RI/Xho I in den Vektor pGAD-GH einkloniert, der das neben dem HIS3-Gen für die Selektionierung wichtige LEU2-Gen trägt. Die Bibliothek enthält 6,0 x 106 unabhängige Klone. Die durchschnittliche Insertgröße beträgt 1,5 kb. Da die cDNA/AD-Klone in E.coli-Bakterien vorlagen, wurde die Bank amplifiziert und die Plasmid-DNA anschließend mittels Plasmid-Maxi-Präparation isoliert. Der Reporterhefestamm wurde in zwei Durchmusterungsschritten mit insgesamt 60 µg Bankplasmid-DNA transformiert und auf ‑His,‑Leu,+30 mM 3AT Medium selektioniert. Die parallel durchgeführte Testtransformation auf ‑Leu,+30 mM 3AT-Platten ergab, daß so 1,13x107 Klone durchmustert werden konnten. Von diesen wuchsen 37 Klone auf dem o.g. Mangelmedium. Die Klone wurden erneut ausgestrichen, jedoch um die Stringenz zu erhöhen auf ‑His,‑Leu,+45 mM 3AT Medium. Hierbei zeigten noch 20 Klone Wachstum.

4.1.4 Retransformation der positiven Klone in den Reporterhefestamm

Da die Plasmide nach der Isolierung aus den Hefezellen mit genomischer Hefe-DNA verunreinigt waren, mußten sie für weitere Untersuchungen mittels Elektroporation in E. coli-Bakterien retransformiert und durch Plasmid-Präparation erneut isoliert werden. Die so amplifizierten und gereinigten Konstrukte wurden in den Reporterhefestamm erneut transformiert. Die Retransformation wurde dreimal mit unabhängigen Plasmid-Präparationen durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor pGAD-GH retransformiert. Von den 20 Klonen wuchsen bei drei Klonen auf -His/-Leu+45 mM 3AT Selektionsmedium große Kolonien, die sich deutlich von der Negativkontrolle unterschieden. Die Klone werden im folgenden pGAD-GH-8, pGAD-GH‑9 und pGAD-GH23 genannt. Hinzugefügt werden sollte, daß pGAD-GH-8 und pGAD‑GH‑9 durch die erste Durchmusterung gewonnen werden konnten, während pGAD-GH-23 aus dem zweiten Durchmusterungsschritt stammt. 

4.1.5 Sequenzierung und Homologievergleich

Die Inserts der Klone pGAD-GH-8, pGAD-GH-9 und pGAD-GH-23 wurden sowohl von ihrem 5' als auch 3' Ende sequenziert. Die Sequenzen wurden mit Hilfe des BLAST Sequence Similarity Searching des NCBI (National Center for Biotechnology Information) auf Proteinebene mit der Programmeinstellung blastx mit allen gängigen Datenbänken verglichen (Altschul et al.,1997). Der Klon pGAD-GH-8 zeigte eine 100%ige Homologie zur 37-kDa Untereinheit des Aktivator 1 (Chen et al.,1992). Dieser Faktor, auch Replikationsfaktor C genannt, besteht aus fünf unterschiedlichen Untereinheiten (Lee et al., 1991) und dient zusammen mit PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) als "Hilfsprotein" für die DNA Polymerase ( und (. Siehe auch Diskussion 5.2.

Die Klone pGAD-GH-9 und pGAD-GH-23 zeigten eine 100%ige Sequenzhomologie zueinander. Es wurde daher nur noch mit einem Klon, dem Klon pGAD‑GH‑23, der in Abb 4.2 schematisch dargestellt ist, weitergearbeitet. Die Insertlänge beträgt 1102 bp. Wie bei der Durchmusterung einer dT15 geprimten cDNA-Bibliothek zu erwarten war, weist das Insert eine poly(A)-Sequenz auf, welche das 3‘ Ende des Gens markiert. Da im Vektor pGAD-GH die Aktivierungsdomäne (AD), mit der die cDNA der Bibliothek für Fusionsproteine kodiert, 5‘ bezüglich der cDNA-Sequenz liegt, ist das Leseraster vorgegeben. Es war hierbei ein offener Leserahmen von 675 bp, der für 225 aa kodiert, zu detektieren (Abb 4.2). Die Sequenz zeigte auf Proteinebene keine 100%ige Homologie zu einem zu diesem Zeitpunkt bekannten Gen auf. Es konnte aber eine sogenannte WW-Domäne detektiert werden. Diese Domäne, auch WWP oder rsp5 Domäne genannt (Bork und Sudol, 1994; André und Springael, 1994; Hofmann und Bucher, 1995), umspannt ca. 40  Aminosäurereste und beinhaltet zwei hochkonservierte Tryptophane (W), gefolgt von einem invariablen Prolin (P). WW/WWP-Domänen wurden bereits in einer Vielzahl unabhängiger Faktoren identifiziert, u.a. auch in Transkriptionsaktivatoren (Suñé et al., 1997; Duilio et al., 1991). Die Domänen sind an Protein-Protein Interaktionen beteiligt, ihre genaue Funktion ist bisher noch unbekannt (s. auch 4.5.3 und 5.5.2). 
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Abb 4.2:
Schematische Darstellung pGAD-GH-23. Schematisch dargestellt ist die Insertsequenz des Klons pGAD-GH-23 mit ihrem translatierten und untranslatierten (3‘ UTR) Bereich. 5‘ angrenzend liegt die von der Vektorsequenz kodierte Aktivierungsdomäne (AD), sowie die „Multiple Cloning Site“ (MCS). Gekennzeichnet sind die WW/WWP-Domäne und das putative Stopcodon mit der jeweiligen Positionsangabe.

4.2 Bindung an die DNA-Zielsequenz

4.2.1 Hefemutationstest

Um die Bindungsspezifität der Klone bezüglich der E2FII Sequenz zu überprüfen, wurden die Klone zusätzlich in einen Reporterhefestamm retransformiert, welcher eine mutierte E2FII‑Sequenz besitzt (AAA GGG ATA GTT T statt AAA GGG CGC GTT T vgl. La Thangue et al., 1990). Hierzu wurde zunächst wie unter 4.1.1 beschrieben das entsprechende doppelsträngige Oligonukleotid Eco RI/Xba I in die Vektoren pHISi und pHISi-1 einkloniert und diese in das YM4271 Hefegenom integriert. Bei der Überprüfung der Basalexpression zeigte sich, daß der Reporterhefestamm mit integriertem pHISi Vektorkonstrukt bei +45 mM 3AT für den Test geeignet war. Die Klone pGAD-GH-8 und pGAD-GH-23, sowie pGAD-GH als Negativkontrolle wurden sowohl in den E2FII mutierten wie auch nicht‑mutierten Reporterhefestamm retransformiert. Während durch die Transformation von pGAD-GH-8 in beiden Reporterstämmen ein Hefewachstum induzieren werden konnte (Abb 4.3), hat pGAD-GH-23 lediglich die Reportergentranskription in dem E2FII-nichtmutierten Hefestamm aktivieren können. Dies bedeutet, daß nur das von pGAD-GH-23 kodierte Fusionsprotein  spezifisch an das E2FII-Motiv bindet. Alle weiteren Versuche wurden daher ausschließlich mit dem Klon pGAD-GH-23 durchgeführt. 
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Abb 4.3: 
Hefe-„One-Hybrid“ Bindungsassay mit mutiertem und nicht-mutiertem E2FII Sequenzmotiv. Die beiden positiven Klone pGAD-GH-8 und pGAD-GH-23 der Hefe „One-Hybrid“ HeLa cDNA-Bibliothek Durchmusterung und das Plasmid pGAD-GH als Negativkontrolle wurden in den YM4271 Hefestamm mit mutierter (YM4271-E2FIImut) und nicht-mutierter (YM4271-E2FII) E2FII-Zielsequenz retransformiert. Während die Transformation von pGAD-GH-8 in beiden Hefestämmen ein Hefewachstum induzieren konnte, induzierte pGAD-GH-23 nur die Reportergentranskription in dem Hefestamm, der das nicht-mutierte E2FII-Motiv beinhaltete. Dies bestätigte die Bindungsspezifität dieses Klons zur E2FII-Sequenz.

4.2.2 Verifizierung der Klon 23/E2FII-Bindung in einem hefeunabhängigen System mittels Bandshiftanalysen

Um die Bindung des von Klon pGAD-GH-23 exprimierten Proteins an die E2FII-Zielsequenz in einem hefeunabhängigen System zu verifizieren, wurden Bandshiftanalysen durchgeführt. Hierzu wurde das Insert mittels PCR amplifiziert und gerichtet über Xba I/Hind III-Schnittstellen in den Vektor pGEM3Zf(-) einkloniert. Mit diesem Konstrukt (pGEM-23) wurde in Kaninchen-Reticulozytenlysat eine in vitro Translation durchgeführt, bei der die Produkte durch 35S-Methionin radioaktiv-markiert wurden. Als Positivkontrolle wurde ein Luciferase-Konstrukt mittranslatiert. Die Proben wurden auf einem 10%igen SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. In der anschießenden Fluorographie konnte ein etwa 30 kDa großes Protein detektiert werden (Abb. 4.4 A), was der erwarteten Größe eines vollständig translatierten Konstruktes entsprach. Mit diesem in vitro translatierten Protein und dem E2FII-Oligonukleotid, das die E2FII-Sequenz in einfacher Ausführung beinhaltet, wurde eine Bandshiftanalyse durchgeführt. Das Ergebnis konnte jedoch nicht verwertet werden, da das Reticulozytenlysat selbst bereits zahlreiche unspezifische Bindungen mit dem E2FII-Oligonukleotid zeigte und in der Autoradiographie so putativ spezifische Banden überstrahlt wurden. Alternativ wurde das Insert über eine PCR amplifiziert, in den Vektor pGEX-4T3 über die Sal I Schnittstelle einkloniert und als GST-Fusionsprotein in E. coli-Bakterien exprimiert. Das Fusionsprotein (GST-23) wurde von der Glutathion-Sepharosematrix eluiert und, um sicherzustellen, daß eine mögliche DNA/Proteininteraktion nicht auf den GST-Anteil des Fusionsproteins zurückzuführen ist, mittels Thrombin vom Glutathion-S-Transferasepart abgespalten. Die Expression und Größe des Proteins vor und nach Abspaltung der 25 kDa großen Glutathion-S-Transferasesequenz wurde auf einem 10% SDS-PA-Gel überprüft (Abb  4.4 B). Auch hier ließ sich, wie bereits bei der in vitro Translation, ein etwa 30 kDa großes Protein [GST-23(-23)] detektieren. Anschließend wurde eine Gelshiftanalyse durchgeführt. Mit dem radioaktiv-markierten E2FII-Oligonukleotid wurden 1 µg GST-23-Protein inkubiert. Da das Protein in 5 µl Thrombinlösung vorlag, wurden als Negativkontrolle ebenfalls 5 µl Thrombinlösung mit dem Oligonukleotid inkubiert. Als Vergleich wurden 2 µg HeLa-Kernextrakt eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe erfolgte auf einem 6%igen PA-Gel. Auf der Radiographie konnte ein eindeutiger GST-23-(-GST)-Protein/E2FII-Komplex im unteren Bereich detektiert werden (Abb 4.4 C). Zur weiteren Diskussion s. 5.2.
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Abb 4.4:
Experimente zur Verifizierung der Protein/E2FII-Bindung in einem hefeunabhängigen System. (A) Radiographie der zuvor auf einem 10%igen SDS-PA-Gel elektophoretisch aufgetrennten 35S-Methionin markierten in vitro Translation des pGEM-23 Konstruktes, der Luciferase Positivkontrolle und der Wasserprobe (Negativkontrolle). Ein Molekulargewichtsstandard ist angegeben. (B) Dargestellt ist ein 10%iges SDS-PA-Gel nach Coomassie-Färbung. Neben dem Größenstandard (Marker) sind 1µg GST/Klon 23 Fusionsprotein (GST-23) und 1 µg GST/Klon 23-Protein nach Abspaltung des GST-Teils mittels Thrombin [GST-23(-GST)] aufgetragen. (C) Mit dem radioaktiv-markierten E2FII-Oligonukleotid (E2FII*) wurden 1 µg GST-23-Protein in 5 µl Thrombinlösung, 5 µl Thrombinlösung und 2 µg HeLa-Kernextrakt inkubiert. Die DNA-Protein-Komplexe wurden auf einem 6%igen- PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. „a“ und „d“ kennzeichnen die detektierbaren Komplexe, die bei der Inkubation mit HeLa-Kernextrakten auftraten. „c“ markiert den GST-23-Protein/E2FII-Komplex. Mit „d“ ist das ungebundene „freie“ Oligonukleotid gekennzeichnet.
4.3 Northern-Blot-Analysen

Um die Gesamttranskriptlänge des nativen, dem Klon p-GAD-GH-23 entsprechenden Transkripts zu bestimmen, und um eine Aussage über eine mögliche Gewebespezifität treffen zu können, wurden Northern-Blot-Analysen mit RNAs aus verschiedenen Normalgeweben und Tumorzellinien durchgeführt. Als Hybridisierungssonde diente das 32P-markierte Sal I-Fragment aus dem unter 4.2.2 beschriebenen GST-23 Konstrukt. 

4.3.1 Multiple Tissue Northern-Blot

Der Multiple Tissue Northern-Blot I der Firma Clontech wurde mit dem 1,1 kb langen radioaktiv‑makierten Sal I-Fragment des Klons GST-23 (#23 cDNA-Sonde) hybridisiert. Jede Spur beinhaltet 2 µg poly(A)+-mRNA der in Abb 4.5 aufgeführten humanen Gewebe. Nachdem der Blot unter höchst stringenten Bedingungen gewaschen worden war, konnte ein einzelnes, etwa 7,5 kb langes Transkript in fast allen Geweben detektiert werden. Während in Herz-, Hirn- und Plazentagewebe eine sehr starke Expression beobachten werden konnte, ist sie in der Lunge, den Nieren und der Bauchspeicheldrüse deutlich schwächer und in Leber und Skelettmuskelgewebe auch nach längerer Exposition kaum noch detektierbar. 

4.3.2  Northern-Blot-Analysen verschiedener mRNAs aus Tumorzellinien

Aus verschiedenen, in Abb 4.6 aufgeführten Tumorzellinien wurde Gesamt-RNA isoliert. Jeweils 20 µg Gesamt-RNA wurden über eine Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. Anschließend wurde mit dem unter 4.3.1 beschriebenen radioaktiv-markierten Sal I-Fragment (#23 cDNA-Sonde) hybridisiert. Zur Standardisierung der aufgetragenen RNA-Menge wurde anschließend zusätzlich mit einer ebenfalls radioaktiv-markierten (‑Aktin Sonde hybridisiert. Auch hier ist in jeder Spur mit der #23 cDNA-Sonde nur ein einzelnes Transkript bei einer Größe von etwa 7,5 kb zu detektieren. Besonders stark ist eine Expression in Saos-2 (Osteosarkom), 293 (Niere), Hep G2 (Leberkarzinom) und A549 (Lungenkarzinom)–alles Tumorzellinien aus inneren Organen- zu erkennen. In den Zellinien HeLa und SK-OV-3 (Zervixkarzinom und Ovarialkarzinom) ist die Expression deutlich schwächer und teilweise nicht mehr detektierbar (MCF-7, Brust-Adenokarzinom). In den hämatopoetischen Zellinien ist ein Transkriptsignal in Raij (Burkitt-Lymphom) und K-562-Zellen (chronische myeloische Leukämie) deutlich zu beobachten, während die Expression in Jurkart-Zellen (akute T-Zell Leukämie) deutlich schwächer ist. In einer zweiten Northern-Blot-Analyse wurden zusätzlich jeweils 20 µg Gesamt-RNA einer Fibroblastenzellinie (VH6), und zweier Gliomzellinien (U-138 MG und Hs-683) analysiert. Während in den VH6-Zellen nahezu keine Expression detektierbar ist, können in den Gliomzellinien starke Transkriptsignale beobachtet werden. Während alle Ergebnisse reproduziert werden konnten, sei in Hinblick auf die bei der Vollängensuche (s. 4.4) verwendete HeLa cDNA-Bibliothek an dieser Stelle erwähnt, daß zuvor Northern-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen zur Austestung der Versuchsbedingungen durchgeführt worden sind (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich mit 20 µg Gesamt-RNA ein wesentlich stärkeres Transkriptsignal bei 7,5 kb. In den hier dargestellten Experimenten ist die HeLa Gesamt-RNA möglicherweise teilweise degradiert gewesen und hat daher zu einem schwächeren Signal geführt. 
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Abb 4.5: 
Multiple Tissue Northern-Blot mit radioaktiver #23-Sonde. Der MTN I (Clontech Laboratories GmbH) wurde mit einer 1,1 kb langen #23-Sonde (cDNA) hybridisiert. Jede Spur beinhaltet je  2µg poly(A)+-mRNA aus den oben aufgeführten Geweben. Der RNA-Größenstandard ist links neben der Radiographie angegeben. Ein etwa 7,5 kb langes Transkript ist in fast allen Geweben zu detektieren.
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Abb 4.6: 
Northern-Blot-Analysen der #23-RNA, isoliert aus verschiedenen Tumorzellinien. (A)+(B) Jede Spur des Northern-Blot-Filters beinhaltet 20 µg Gesamt-RNA aus den oben angegebenen Tumorzellinien. Die Filter wurden mit einer 1,1 kb langen #23-Sonde (cDNA) hybridisiert. Zur Standardisierung der aufgetragenen RNA-Menge wurden die Blots zusätzlich mit einer ebenfalls radioaktiv-markierten (-Aktin-Sonde hybridisiert. Links neben den Radiographien ist ein RNA-Größenstandard angegeben.

4.4 Vollängensuche 

Zur weiteren Charakterisierung des durch das Hefe-"One-Hybrid"-System isolierten Faktors wurde die Vollängen-cDNA-Sequenz identifiziert und kloniert (4.6). Aufgrund der aus den Northern-Blot-Analysen gewonnenen Daten zur Transkriptgröße war zu erwarten, daß dazu eine mehrfache Durchmusterung verschiedener cDNA-Bibliotheken mittels Kombination einer Vielzahl molekularbiologischer Methoden nötig werden würde. Die Suche nach der kompletten cDNA-Sequenz des dem Klon pGAD-GH-23 entsprechenden Gens wurde somit zur Hauptzielsetzung der vorliegenden Arbeit. Ausgangspunkt war der bereits in Abb 4.2 schematisch dargestellte Klon pGAD-GH-23. Die einzelnen Schritte, die zur Identifizierung der Vollängensequenz führten sind im folgenden beschrieben und in Abb 4.10 zusammengefaßt. 

4.4.1 Durchmusterung einer humanen HeLa cDNA-Bibliothek

Da der Ausgangsklon pGAD-GH-23 aus einer humanen Hela cDNA Bank isoliert werden konnte, wurde zur weiteren Vollängensuche die humane HeLa S3 5'Stretch Plus cDNA Bank von der Firma Clontech, welche im Phagenvektor (gt11 vorliegt, verwendet. Da diese Bank oligo(dT) und random geprimed worden war, war die Wahrscheinlichkeit, weiter 5' liegende Sequenzen zu isolieren gegenüber der unter 4.1 verwendeten Hela cDNA Bank größer. Um nicht die gesamten 2,2x106 unabhängigen Klone der Bibliothek über Phagenfilter-Hybridisierung einzeln durchmustern zu müssen, wurde die Bibliothek in 30 Gruppen zu je 100.000 unabhängigen Klonen unterteilt, und diese mittels PCR mit einem (gt11 spezifischen 5' Primer und einem genspezifischen 3' Primer vorsortiert. Dabei zeigte sich in der Gruppe 4 die größte spezifische Bande mit 700 bp (Abb 4.10). Mit diesem Phagenpool wurde eine Phagenfilter-Hybridisierung durchgeführt. Auf 6 Platten wurden hierzu je 20.000 Phagenklone aus der Gruppe 4 ausplattiert und entsprechende Filterabzüge hergestellt. Bei der anschließenden Hybridisierung mit dem Sal I Fragment aus dem Klon GST-23 (analog Northern-Blot-Analysen 4.3), konnten zwei Phagenklone, Klon‑4.1.1 und Klon‑4.5.2, isoliert werden. Die Inserts wurden über eine PCR mit (gt11 spezifischen Primern isoliert und in den Vektor pCR2.1-TOPO mittels TA-Klonierung einkloniert und sequenziert. Während die Insertsequenz des Klons 4.5.2. keine Überlappung mit dem Klon pGAD‑GH‑23 zeigt, stimmte die Sequenz des Klons 4.1.1. in 350 Basenpaaren mit dem 5' Ende von pGAD‑GH‑23 überein. Da die Gesamtlänge des Inserts 1018 bp beträgt, konnten so weitere 668 5' gelegene Basenpaare generiert werden (Abb 4.10). Die Translation im vorgegebenen Leseraster in die analoge Aminosäuresequenz ergab jedoch weiter einen Richtung 5' offenen Leserahmen.
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Abb 4.7: 
Durchmusterung einer humanen HeLa cDNA-Bibliothek mittels PCR. Analyse der PCR-Produkte aus den Gruppen 1-10 (analog Spur 1-10) durch elektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel. Die größte spezifische 700 bp große Bande ist in Gruppe 4 detektierbar (weißer Pfeil). Ein Größenstandard (M) ist angegeben.
4.4.2  Überlappende EST-Sequenzen

Parallel zur Durchmusterung der HeLa cDNA-Bibliothek wurde die pGAD-GH-23 Insertsequenz mit Hilfe des BLAST Sequence Similarity Searching des NCBI (National Center for Biotechnology Information) auf Nukleotidebene in der Programmeinstellung blastn mit der EST-Datenbank verglichen. Unter einer Vielzahl homologer EST's konnte auch der EST mit der ID-Nummer ye87f06.s1 identifiziert werden dessen 3' Ende eine 100%ige Homologie zum 5' Ende des Klons pGAD-GH-23 aufweist. Dieser EST ist Teilsequenz eines Klons, der vom I.M.A.G.E. Consortium aus einer humanen fötalen Leber und Milz cDNA‑Bibliothek isoliert wurde (Soares et al.1994). Der Klon lag im Vektor pT7T3D-Pac vor, konnte über das RZPD bezogen werden und trägt die Klonnummer IMAGp998C12122. Der Klon wurde amplifiziert und das Insert sequenziert. Die Länge des Inserts betrug 1631 bp, von denen 374 Basenpaare mit dem 5' Ende von Klon pGAD‑GH‑23 überlappten. Die komplette Sequenz von Klon 4.1.1 wurde von der neu isolierten IMAGp998C12122 Insertsequenz überspannt (Abb 4.10). Die Sequenz zeigte ein, gemäß des putativen Leserahmens, weiter nach 5' offenes Leseraster.

4.4.3  Durchmusterung einer gruppierten HeLa cDNA Bank

Die neu gewonnene Sequenz wurde ebenfalls auf das Vorhandensein von EST-Sequenzen überprüft. Dabei zeigte sich der EST mit der ID oc56f03.s1 in 395 Basen überlappend. Da dieser Klon aufgrund von Kontaminationen zu diesem Zeitpunkt weder beim RZPD noch beim I.M.A.G.E.-Consortium direkt verfügbar war, wurde die unter 4.4.1 eingesetzte gruppierte Hela cDNA‑Bibliothek erneut mit einer verschachtelten PCR durchmustert. Die größten PCR-Produkte zeigten sich in den Gruppen 11 und 24 mit Banden von etwa 2,0 kb. In den Gruppen 1, 5 und 21 konnte je eine ca. 1,5 kb große Bande detektiert werden (Abb 4.8). Aufgrund der Stärke und Spezifität der Banden konnten die Fragmente direkt aus dem Agarosegel isoliert und in den Vektor pCR2.1.-TOPO kloniert werden. Dabei konnten jedoch nur mit den PCR-Produkten aus den Gruppen 1, 5 und 21 Klone generiert werden (PCR2.1.-1, pCR2.1.-5 und pCR2.1.-21). Die Insertsequenzierung zeigte, daß die Klone pCR2.1.-1 und pCR2.1-21 identisch sind. Bei einer Sequenzüberprüfung durch RT‑PCRs (4.4.8) zeigte sich eine 92 bp Insertion zwischen 3615/3616 als nicht der Sequenz zugehörig. Dabei handelte es sich um einen Fehler in der HeLa cDNA-Bibliothek. Die Insertsequenz des Klon pCR2.1.-5 beinhaltet ebenfalls die Insertsequenzen von Klon pCR2.1-1/21, besitzt jedoch Richtung 5' 84 zusätzliche Basenpaare, deren Sequenz zunächst ein Stopcodon bezüglich des vermuteten Leserasters zeigte. 
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Abb 4.8: 
PCR-Durchmusterung einer gruppierten HeLa cDNA-Bibliothek. Analyse der PCR-Produkte aus den Gruppen 1-30 (analog Spur 1-30) durch elektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel. Ein Größenstandard (1 kb Plus Marker) ist angegeben.
4.4.4 Verifizierung des putativen Stopcodons 

Da das mögliche Stopcodon unmittelbar am 5' Ende der Sequenz lag, konnte es nicht über eine einfache RT-PCR verifiziert werden. Mit Hilfe des BLAST Sequence Similarity Searching des NCBI (National Center for Biotechnology Information) wurde deshalb erneut auf Nukleotidebene in der Programmeinstellung blastn in der EST-Datenbank nach überlappenden EST-Sequenzen gesucht. Dabei konnten zwei ESTs identifiziert werden, die Homologien aufwiesen. Es handelte sich dabei zum einen um den EST 05783 aus einer humanen fötalen cDNA-Bibliothek und um den EST 025-X1-31 aus einer humanen Skelettmuskel cDNA-Bank. Wie in Abb 4.6 dargestellt, überlappten die EST-Sequenzen aber nur in Teilbereichen, die EST 025-X1-31-Sequenz hatte mit dem äußersten 5‘ Ende des Klons pCR2.1‑5, das das putative Stopcodon enthielt, identische Basen. Richtung 3‘ wich sie aber komplett von der Klonsequenz ab. Beim EST 05783 verhielt sich dies genau andersherum (Abb 4.9). 
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Abb 4.9: 
Schematische Darstellung der Klon pCR2.1-5 Sequenz mit überlappenden EST-Sequenzen. Die Lage der EST-Klone EST 025-X1-31 und EST 05738 bezüglich des Klon pCR2.1-5 und ihre gemeinsamen Sequenzen sind dargestellt. Die  Positionsangaben sind in nt angegeben und beziehen sich auf den jeweiligen Klon. Die Lage der in der RT-PCR verwendeten Primer ist schematisch dargestellt.

Um zu überprüfen ob und welche EST-Sequenz der nativen Vollängensequenz entspricht, wurden RT-PCRs durchgeführt, bei denen jeweils ein in der 5‘ Region der EST-Sequenzen gelegener Primer (5‘EST025-X1-31 und 5‘EST05738) mit dem 3‘ Primer aus der pCR2.1‑5-Sequenz (3‘Stop) gepaart wurde. Lediglich mit der Primerpaarung 5‘EST05783/3‘Stop konnte in der anschließenden Agarose-Gelelektophorese ein Produkt detektiert werden. Dies bedeutete, daß hier ebenfalls ein Fehler in der verwendeten HeLa cDNA-Bank vorlag und die letzten 81 5‘ gelegenen Basenpaare nicht zur Vollängensequenz gehören (s. Diskussion 5.4). Das detektierte RT-PCR-Produkt mit der nativen Basenabfolge wurde sequenziert. Wie erwartet, zeigte es eine 100%ige Homologie zum EST 05783. Ein Stopcodon bezüglich des vorgegebenen Leserasters konnte allerdings nicht detektiert werden.

4.4.5 Erste und zweite 5' RACE-PCR 

Da keine weiteren 5’ überlappenden EST-Sequenzen in den Datenbanken gefunden wurden, und auch durch eine erneute PCR-Durchmusterung der gruppierten HeLa cDNA Bank keine weiter 5' gelegenen Sequenzen detektiert werden konnten, wurden 5' RACE-PCRs durchgeführt. (Rapid Amplification cDNA Ends). Aufgrund der Ergebnisse im Northern-Blot (s.4.3.2) wurde als Ausgangsmaterial Gesamt-RNA aus U138 MG Zellen verwendet. Da bei der ersten RACE-PCR statt der erwarteten definierten  Einzelbande ein Bandenmuster zwischen 200 bp und etwa 800 bp zu detektieren war, wurden diese einzeln aus dem Agarosegel eluiert, in den Vektor pCR2.1.-TOPO einkloniert und sequenziert. Dabei zeigte sich bereits mit dem Klon 1RACE1-1, welcher die längst mögliche  Insertsequenz von 795 Basen enthielt, eine Überlappung mit dem 5' Ende (Abb 4.10). Die Sequenz zeigte jedoch weiterhin einen Richtung 5' Ende offenen Leserahmen. Daher wurde eine zweite RACE-PCR durchgeführt, bei der der genspezifische Primer in die 5' Region des Klon 1RACE1-1 gelegt wurde. Als Ausgangsmaterial wurde  ebenfalls die aus U138 MG Zellen isolierte Gesamt-RNA verwendet. Auch hier trat ein Bandenmuster auf, das ebenfalls aus dem Agarosegel isoliert und mittels TA-Klonierung in den Vektor pCR2.1.-TOPO einkloniert wurde. Der größte so generierte Klon 2RACE1-1 mit einer Insertgröße von 602 bp wurde sequenziert. Wie bei der ersten RACE-PCR konnte auch hier die Überlappung mit dem bis dahin sequenzierten 5' Ende verifiziert werden (Abb 4.10), jedoch zeigte sich auch hier ein Richtung 5' offener Leserahmen.

4.4.6 Durchmusterung einer vollängenangereicherten cDNA-Bibliothek mittels DNA-Filterhybridisierung

Parallel zur 5' RACE-PCR wurde zusätzlich eine vollängenangereicherte cDNA-Bank durchmustert. Dabei wurde auf einen, vom RZPD zur Verfügung gestellten DNA-Filter zurückgegriffen. Es handelte sich dabei um den Filter Nr. 274-1-241, der die cDNA von 36.864 Klonen aus einer vollängenangereicherten, humanen, fötalen Hirnbank (Stefan Wiemann) enthält (RZPD Nr.: 564). Zur späteren Zuordnung der Signale ist der Filter in 48 X 48 Quadrate unterteilt, auf denen sich je maximal 12 Klone in doppelter Ausführung (5 X 5) befinden. Damit nicht falsch-positive Klone detektiert werden, sind diese "Dubletten" zusätzlich in ganz bestimmten Signalmustern zueinander angeordnet. Die Membran wurde mit dem radioaktiv-markierten Insert der zweiten RACE-PCR (Insert Klon 2RACE1‑1) hybridisiert. Es konnten zwei Signale im Koordinatenquadrat (25/45) detektiert werden. Innerhalb dieses Quadrates hatten sie die Koordinaten 2/2 und 5/3 und waren so dem Signalmuster 10 zuzuordnen. In der Datenbank des RZPD konnten diese Koordinaten dem Klon DKFZp564D2457Q3 zugeordnet werden, der ebenfalls vom RZPD bezogen werden konnte. Der Klon wurde in E.coli-Bakterien amplifiziert und sequenziert. Das Insert, welches eine Länge von 2460 Basenpaaren aufwies, überlappte mit dem 5' Ende von Klon 1RACE1-1 um 376 Basen und beinhaltete die gesamte Klon 2RACE1-1 Insertsequenz. Die Sequenzierung ergab weiterhin ein Richtung 5’offenes Leseraster (Abb 4.10).
4.4.7 Vierte und fünfte 5’ RACE-PCR

Ausgehend vom 5' Ende des Klon DKFZp564D2457Q3 wurde eine vierte RACE-PCR analog der ersten und zweiten RACE-PCR durchgeführt. Der längste Klon, Klon 4RACE 2‑3, mit einer Insertlänge von 690 Basen, wurde sequenziert. Dabei zeigte sich an Position 50 ein mögliches Stopcodon. Zur Verifizierung des Stopcodons und zur möglichen Generierung weiter 5' liegender Sequenzen wurde eine fünfte RACE-PCR durchgeführt. In der anschließend durchgeführten Gelelektrophorese zeigte sich ein definiertes Fragment von 100 bp, das in den Vektor pCR2.1-TOPO einkloniert (Klon 5RACE2) und sequenziert wurde. Die Sequenzierung ergab, daß das Insert zu 100% mit den ersten 78 Basenpaaren des Klons 4RACE2-3 übereinstimmte, jedoch keine weiter 5' gelegenen Basen zu detektieren waren. Es kann davon ausgegangen werden, das somit die komplette cDNA‑Vollängensequenz vorliegt, die im folgenden Klon 23 genannt wird (4.4.9 und Abb 4.10).
4.4.8 Sequenzverifizierung mittels RT-PCR

Traten Differenzen zwischen Sequenzen auf, die aus unterschiedlichen Quellen stammten bzw. konnte die Sequenz nur aus einer Quelle gewonnen werden, so wurden diese durch Test-RT-PCRs verifiziert bzw. korrigiert. Als Template wurde Gesamt-RNA aus VH6 oder/und U138 MG Zellen verwendet. Die verwendeten Primer sind unter 2.17 aufgeführt. In die Primer wurde eine T7 oder M13reverse-Sequenz integriert, damit die RT-PCR-Produkte ohne vorherige Klonierung sequenziert werden konnten. Es wurden mehr als zwanzig solcher Test-RT-PCRs, die an dieser Stelle jedoch nicht alle explizit aufgelistet werden, durchgeführt und bei bestehenden Unsicherheiten mehrfach reproduziert. Neben den unter 4.4.3 und 4.4.4 beschriebenen Sequenzinsertionen, die in der HeLa cDNA-Bibliothek aufgetreten sind, wurden vor allem in den über das RZPD bezogenen Klonen IMAGp998C12122 und DKFZp564D2457Q2 einzelne Basenaustausche detektiert. Zur Diskussion s. 5.4.
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Schematische Darstellung der Vollängensuche Klon 23

.

 Die einzelnen Klone, die zur Identifizierung der Vollängen-

                    sequenz 

geführt haben sind dargestellt. Die Positionen sind in nt bezüglich der Gesamtsequenz angegeben. Der translatierte

                    Bereich und die UTRs sind

  mit den jeweiligen Start-und Stopcodons angegeben.


4.4.9  cDNA-Vollängensequenz Klon 23

Im folgenden ist die komplette cDNA-Sequenz des Klon 23 und die Aminosäuresequenz des längsten offenen Leserahmens, beginnend mit dem putativen Startcodon (nt 410) aufgeführt. Die wichtigsten Strukturmerkmale sowie die unter 4.5 näher erläuterten Homologien und detektierten Domänen sind bereits markiert (grau unterlegt oder umrandet).

Die Vollängensequenz ist mit der Accessionnummer AJ238403 in der EMBL/GenBank/DDBJ-Datenbank eingetragen.

1                                                                     ACGATCTAAAACAG

15   ACAGAGATGATAAATATTTTAGCTATTCAAAACTTGAATGAGATACTCGGTATGTATCTTCCCGATGTAGATCAGAAAG

94   AGAGCGACGGCGGAGCAGATCTCACTCTAGGTCTGAGAGAGGCTCTAGAACTAATTTATCCTATTCCAGATCAGAACGA

173  TCTCATTATTATGACTCTGATCGTCGCTACCATAGGAGCTCCCCTTATCGAGAGAGGACGCGCTATTCTCGGCCATACA

252  CAGATAACAGAGCACGAGAGAGTTCTGACTCAGAAGAAGAGTATAAGAAGACATACTCAAGGCGTACCTCATCTCATTC

331  CTCTTCTTACAGGGACCTAAGGACATCATCCTATTCTAAATCTGATCGGGACTGTAAAACTGAGACCTCTTACTTAGAG

410  ATG GAA AGA AGA GGC AAG TAT TCT TCA AAA CTA GAA AGA GAA TCT AAA AGG ACT TCA GAA 

      M   E   R   R   G   K   Y   S   S   K   L   E   R   E   S   K   R   T   S   E

470  AAT GAA GCA ATT AAA AGA TGT TGT TCT CCC CCT AAT GAA CTG GGA TTC CGA CGA GGG TCA
      N   E   A   I   K   R   C   C   S   P   P   N   E   L   G   F   R   R   G   S

530  TCA TAT TCT AAG CAT GAC AGT AGT GCT TCC CGT TAT AAA TCT ACC CTT TCA AAA CCT ATA
      S   Y   S   K   H   D   S   S   A   S   R   Y   K   S   T   L   S   K   P   I

590  CCC AAG TCT GAT AAA TTT AAA AAT TCT TTC TGT TGT ACA GAA TTA AAT GAA GAA ATC AAA 

      P   K   S   D   K   F   K   N   S   F   C   C   T   E   L   N   E   E   I   K   

650  CAA TCT CAT TCT TTT AGT TTA CAG ACA CCT TGT TCA AAA GGT AGT GAA TTA AGA ATG ATT
      Q   S   H   S   F   S   L   Q   T   P   C   S   K   G   S   E   L   R   M   I

710  AAT AAA AAT CCT GAA AGA GAA AAG GCT GGG TCT CCA GCT CCA TCA AAT CGA TTA AAT GAT 

      N   K   N   P   E   R   E   K   A   G   S   P   A   P   S   N   R   L   N   D   

770  TCA CCT ACT TTA AAA AAG CTA GAT GAA TTG CCT ATT TTT AAG TCC GAA TTT ATA ACA CAT
      S   P   T   L   K   K   L   D   E   L   P   I   F   K   S   E   F   I   T   H

830  GAT AGC CAT GAT AGT ATT AAG GAA TTA GAC TCT TTA TCT AAA GTG AAG AAT GAT CAA TTA 

      D   S   H   D   S   I   K   E   L   D   S   L   S   K   V   K   N   D   Q   L 

890  AGA AGT TTT TGT CCC ATA GAA TTA AAT ATA AAT GGA TCT CCT GGG GCA GAA TCT GAT TTG 
      R   S   F   C   P   I   E   L   N   I   N   G   S   P   G   A   E   S   D   L   

950  GCA ACA TTT TGC ACT TCT AAA ACT GAT GCT GTT TTA ATG ACT TCT GAT GAT AGT GTG ACT
      A   T   F   C   T   S   K   T   D   A   V   L   M   T   S   D   D   S   V   T   

1010 GGA TCG GAA TTA TCC CCT TTG GTC AAA GCA TGC ATG CTT TCA TCA AAT GGA TTT CAG AAT 

      G   S   E   L   S   P   L   V   K   A   C   M   L   S   S   N   G   F   Q   N  

1070 ATT AGT AGG TGC AAA GAA AAA GAC TTG GAT GAT ACC TGC ATG CTG CAT AAG AAG TCA GAA
      I   S   R   C   K   E   K   D   L   D   D   T   C   M   L   H   K   K   S   E

1130 AGC CCA TTT AGA GAA ACA GAA CCT CTG GTG TCA CCA CAC CAA GAT AAA CTC ATG TCT ATG
      S   P   F   R   E   T   E   P   L   V   S   P   H   Q   D   K   L   M   S   M

1190 CCA GTT ATG ACT GTG GAT TAT TCC AAA ACA GTA GTT AAA GAA CCA GTT GAT ACG AGG GTT
      P   V   M   T   V   D   Y   S   K   T   V   V   K   E   P   V   D   T   R   V

1250 TCT TGC TGC AAA ACC AAA GAT TCA GAC ATA TAC TGT ACT TTG AAC GAT AGC AAC CCT TCT
      S   C   C   K   T   K   D   S   D   I   Y   C   T   L   N   D   S   N   P   S

1310 TTG TGT AAC TCT GAA GCT GAA AAT ATT GAG CCT TCA GTT ATG AAG ATT TCT TCA AAT AGC 

      L   C   N   S   E   A   E   N   I   E   P   S   V   M   K   I   S   S   N   S

1370 TTT ATG AAT GTG CAT TTG GAA TCA AAA CCA GTT ATA TGT GAT AGT AGA AAT TTG ACA GAT
      F   M   N   V   H   L   E   S   K   P   V   I   C   D   S   R   N   L   T   D

1430 CAC TCA AAA TTT GCA TGT GAA GAA TAT AAG CAG AGC ATC GGT AGC ACT AGT TCA GCT TCT
      H   S   K   F   A   C   E   E   Y   K   Q   S   I   G   S   T   S   S   A   S

1490 GTT AAT CAT TTT GAT GAT TTA TAT CAA CCT ATT GGG AGT TCA GGT ATT GCT TCA TCT CTT 

      V   N   H   F   D   D   L   Y   Q   P   I   G   S   S   G   I   A   S   S   L  

1550 CAG AGT CTT CCA CCA GGA ATA AAG GTG GAC AGT CTA ACT CTC TTG AAA TGC GGA GAG AAC
      Q   S   L   P   P   G   I   K   V   D   S   L   T   L   L   K   C   G   E   N

1610 ACA TCT CCA GTT CTG GAT GCA GTG CTA AAG AGT AAA AAA AGT TCA GAG TTT TTA AAG CAT
      T   S   P   V   L   D   A   V   L   K   S   K   K   S   S   E   F   L   K   H

1670 GCA GGG AAA GAA ACA ATA GTA GAA GTA GGT AGT GAC CTT CCT GAT TCA GGA AAG GGA TTT
      A   G   K   E   T   I   V   E   V   G   S   D   L   P   D   S   G   K   G   F

1730 GCT TCC AGG GAG AAC AGG CGT AAT AAT GGG TTA TCT GGG AAA TGT TTG CAA GAG GCT CAA
      A   S   R   E   N   R   R   N   N   G   L   S   G   K   C   L   Q   E   A   Q

1790 AAA GAA GGG AAT TCC ATA TTG CCT GAA AGA AGA GGA AGA CCA GAA ATC TCT TTA GAT GAA 

      K   E   G   N   S   I   L   P   E   R   R   G   R   P   E   I   S   L   D   E

1850 AGA GGA GAA GGA GGA CAT GTG CAT ACT TCT GAT GAC TCA GAA GTT GTA TTT TCT TCT TGT
      R   G   E   G   G   H   V   H   T   S   D   D   S   E   V   V   F   S   S   C

1910 GAT TTG AAT TTA ACC ATG GAA GAC AGT GAT GGT GTA ACT TAT GCA TTA AAG TGT GAC AGT

      D   L   N   L   T   M   E   D   S   D   G   V   T   Y   A   L   K   C   D   S

1970 AGT GGT CAT GCC CCA GAA ATT GTG TCT ACA GTT CAT GAA GAT TAT TCT GGC TCT TCT GAA

      S   G   H   A   P   E   I   V   S   T   V   H   E   D   Y   S   G   S   S   E

2030 AGT TCA AAT GAT GAA AGT GAT TCA GAA GAT ACG GAT TCG GAT GAT AGC AGT ATT CCA AGA
      S   S   N   D   E   S   D   S   E   D   T   D   S   D   D   S   S   I   P   R   

2090 AAC CGT CTC CAG TCT GTT GTG GTT GTG CCA AAG AAT TCT ACT TTG CCC ATG GAA GAA ACA

      N   R   L   Q   S   V   V   V   V   P   K   N   S   T   L   P   M   E   E   T

2150 AGT CCT TGT TCT TCT CGG AGC AGT CAA AGT TAT AGA CAC TAT TCT GAC CAT TGG GAA GAT 

      S   P   C   S   S   R   S   S   Q   S   Y   R   H   Y   S   D   H   W   E   D 

2210 GAG AGA TTG GAG TCA AGG AGA CAT TTG TAT GAG GAA AAA TTT GAA AGT ATA GCA AGT AAA
      E   R   L   E   S   R   R   H   L   Y   E   E   K   F   E   S   I   A   S   K

2270 GCC TGT CCT CAA ACT GAT AAG TTT TTC CTT CAT AAA GGA ACA GAG AAG AAT CCG GAA ATT

      A   C   P   Q   T   D   K   F   F   L   H   K   G   T   E   K   N   P   E   I   

2330 TCT TTT ACA CAG TCC AGT AGA AAA CAA ATA GAT AAC CGC CTG CCT GAA CTT TCT CAT CCT
      S   F   T   Q   S   S   R   K   Q   I   D   N   R   L   P   E   L   S   H   P

2390 CAG AGT GAT GGG GTT GAT AGT ACA AGT CAT ACA GAT GTG AAA TCT GAC CCT CTG GGT CAC 

      Q   S   D   G   V   D   S   T   S   H   T   D   V   K   S   D   P   L   G   H

2450 CCA AAT TCA GAG GAA ACC GTG AAA GCC AAA ATA CCT TCT AGG CAG CAA GAA GAG CTG CCA 

      P   N   S   E   E   T   V   K   A   K   I   P   S   R   Q   Q   E   E   L   P
                                                             putative Tyrosinkinase- 

2510 ATT TAT TCT TCT GAT TTT GAA GAT GTC CCA AAT AAG TCT TGG CAA CAG ACC ACT TTC CAA 

      I   Y   S   S   D   F   E   D   V   P   N   K   S   W   Q   Q   T   T   F   Q

      Phosphorylierungsstelle

2570 AAC AGG CCA GAT AGT AGA CTG GGA AAA ACA GAA TTG AGT TTT TCT TCC TCT TGT GAG ATA 

      N   R   P   D   S   R   L   G   K   T   E   L   S   F   S   S   S   C   E   I  

2630 CCA CAT GTG GAT GGC TTG CAC TCA TCA GAA GAG CTC AGA AAC TTA GGT TGG GAC TTC TCT 

      P   H   V   D   G   L   H   S   S   E   E   L   R   N   L   G   W   D   F   S

2690 CAA GAA AAG CCT TCT GCC ACG TAT CAG CAA CCT GAC AGT AGC TAT GGA GCT TGT GGT GGA 

      Q   E   K   P   S   A   T   Y   Q   Q   P   D   S   S   Y   G   A   C   G   G

2750 CAC AAG TAT CAG CAA AAT GCA GAA CAG TAT GGT GGG ACA CGT GAT TAC TGG CAA GGC AAT 

      H   K   Y   Q   Q   N   A   E   Q   Y   G   G   T   R   D   Y   W   Q   G   N

2810 GGT TAC TGG GAT CCA AGA TCA GGT AGA CCT CCT GGA ACT GGG GTT GTG TAT GAT CGA ACT 

      G   Y   W   D   P   R   S   G   R   P   P   G   T   G   V   V   Y   D   R   T

2870 CAA GGA CAA GTA CCA GAT TCC CTA ACA GAT GAT CGT GAA GAA GAG GAG AAT TGG GAT CAA 

      Q   G   Q   V   P   D   S   L   T   D   D   R   E   E   E   E   N   W   D   Q

2930 CAG GAT GGA TCC CAT TTT TCA GAC CAG TCC GAT AAA TTT CTT CTA TCC CTT CAG AAA GAC 

      Q   D   G   S   H   F   S   D   Q   S   D   K   F   L   L   S   L   Q   K   D

2990 AAG GGG TCA GTG CAA GCA CCT GAA ATA AGC AGC AAT TCC ATT AAG GAC ACT TTA GCT GTG 

      K   G   S   V   Q   A   P   E   I   S   S   N   S   I   K   D   T   L   A   V

3050 AAT GAA AAG AAA GAT TTT TCA AAA AAC TTA GAA AAA AAT GAT ATC AAA GAT AGA GGG CCT 

      N   E   K   K   D   F   S   K   N   L   E   K   N   D   I   K   D   R   G   P

3110 CTT AAA AAA AGG AGG CAG GAA ATA GAG AGT GAT TCT GAA AGT GAT GGT GAG CTT CAG GAC 

      L   K   K   R   R   Q   E   I   E   S   D   S   E   S   D   G   E   L   Q   D

3170 AGA AAG AAA GTT AGA GTG GAG GTA GAG CAG GGA GAG ACA TCA GTG CCC CCA GGT TCA GCA 

      R   K   K   V   R   V   E   V   E   Q   G   E   T   S   V   P   P   G   S   A   

3230 CTG GTT GGG CCC TCC TGT GTC ATG GAT GAC TTC AGG GAC CCA CAG CGA TGG AAG GAA TGT 

      L   V   G   P   S   C   V   M   D   D   F   R   D   P   Q   R   W   K   E   C

3290 GCC AAG CAA GGG AAA ATG CCA TGT TAC TTT GAT CTT ATT GAA GAA AAT GTT TAT TTA ACA 

      A   K   Q   G   K   M   P   C   Y   F   D   L   I   E   E   N   V   Y   L   T

3350 GAA AGA AAG AAG AAT AAA TCT CAT CGA GAT ATT AAG CGA ATG CAG TGT GAG TGT ACA CCT 

      E   R   K   K   N   K   S   H   R   D   I   K   R   M   Q   C   E   C   T   P

3410 CTT TCT AAA GAT GAA AGA GCT CAA GGT GAA ATA GCA TGT GGG GAA GAT TGT CTT AAT CGT 

      L   S   K   D   E   R   A   Q   G   E   I   A   C   G   E   D   C   L   N   R

3470 CTT CTC ATG ATT GAA TGT TCT TCT CGG TGT CCA AAT GGG GAT TAT TGT TCC AAT AGA CGG 

      L   L   M   I   E   C   S   S   R   C   P   N   G   D   Y   C   S   N   R   R   
3530 TTT CAG AGA AAA CAG CAT GCA GAT GTG GAA GTC ATA CTC ACA GAA AAG AAA GGC TGG GGC 

      F   Q   R   K   Q   H   A   D   V   E   V   I   L   T   E   K   K   G   W   G  
3590 TTG AGA GCT GCC AAA GAC CTT CCT TCG AAC ACC TTT GTC CTA GAA TAT TGT GGA GAG GTA 

      L   R   A   A   K   D   L   P   S   N   T   F   V   L   E   Y   C   G   E   V
                           SET-Domäne

3650 CTC GAT CAT AAA GAG TTT AAA GCT CGA GTG AAG GAG TAT GCA CGA AAC AAA AAC ATC CAT 

      L   D   H   K   E   F   K   A   R   V   K   E   Y   A   R   N   K   N   I   H  
3710 TAC TAT TTC ATG GCC CTG AAG AAT GAT GAG ATA ATA GAT GCC ACT CAA AAA GGA AAT TGC 

      Y   Y   F   M   A   L   K   N   D   E   I   I   D   A   T   Q   K   G   N   C  
3770 TCT CGT TTC ATG AAT CAC AGC TGT GAA CCA AAT TGT GAA ACC CAA AAA TGG ACT GTG AAC 

      S   R   F   M   N   H   S   C   E   P   N   C   E   T   Q   K   W   T   V   N  
3830 GGA CAA CTG AGG GTT GGG TTT TTT ACC ACC AAA CTG GTT CCT TCA GGC TCA GAG TTA ACG
      G   Q   L   R   V   G   F   F   T   T   K   L   V   P   S   G   S   E   L   T
3890 TTT GAC TAT CAG TTC CAG AGA TAT GGA AAA GAA GCC CAG AAA TGT TTC TGC GGA TCA GCC 

      F   D   Y   Q   F   Q   R   Y   G   K   E   A   Q   K   C   F   C   G   S   A

3950 AAT TGC CGG GGT TAC CTG GGA GGA GAA AAC AGA GTC AGC ATT AGA GCA GCA GGA GGG AAA 

      N   C   R   G   Y   L   G   G   E   N   R   V   S   I   R   A   A   G   G   K

4010 ATG AAG AAG GAA CGA TCT CGT AAG AAG GAT TCA GTG GAT GGA GAG CTA GAA GCT CTG ATG 

      M   K   K   E   R   S   R   K   K   D   S   V   D   G   E   L   E   A   L   M  

4070 GAA AAT GGT GAG GGT CTC TCT GAT AAA AAC CAG GTG CCC AGC TTA TCC CGG CTA ATG GTT 

      E   N   G   E   G   L   S   D   K   N   Q   V   P   S   L   S   R   L   M   V

4130 AGA ATT GAA ACT TTG GAG CAG AAA CTT ACC TGT CTG GAA CTC ATA CAG AAC ACA CAC TCA 

      R   I   E   T   L   E   Q   K   L   T   C   L   E   L   I   Q   N   T   H   S 

4190 CAG TCC TGC CTG AAG TCC TTT CTG GAA CGT CAT GGG CTG TCT TTG TTG TGG ATC TGG ATG 

      Q   S   C   L   K   S   F   L   E   R   H   G   L   S   L   L   W   I   W   M

4250 GCA GAG CTA GGT GAC GGC CGG GAA AGT AAC CAG AAG CTT CAG GAA GAG ATT ATA AAG ACT 

      A   E   L   G   D   G   R   E   S   N   Q   K   L   Q   E   E   I   I   K   T

4310 TTG GAG CAC TTG CCC ATT CCT ACT AAA AAT ATG TTG GAG GAA AGC AAA GTA CTT CCA ATT 

      L   E   H   L   P   I   P   T   K   N   M   L   E   E   S   K   V   L   P   I

4370 ATT CAA CGC TGG TCT CAG ACT AAG ACT GCT GTC CCT CCG TTG AGT GAA GGA GAT GGG TAT 

      I   Q   R   W   S   Q   T   K   T   A   V   P   P   L   S   E   G   D   G   Y

4430 TCT AGT GAG AAT ACA TCG CGT GCT CAT ACA CCA CTC AAC ACA CCT GAT CCT TCC ACC AAG 

      S   S   E   N   T   S   R   A   H   T   P   L   N   T   P   D   P   S   T   K

4490 CTG AGC ACA GAA GCT GAC ACA GAC ACT CCC AAG AAA CTA ATG TTT CGC AGA CTG AAA ATT 

      L   S   T   E   A   D   T   D   T   P   K   K   L   M   F   R   R   L   K   I

4550 ATA AGT GAA AAT AGC ATG GAC AGT GCA ATC TCT GAT GCA ACC AGT GAG CTA GAA GGC AAG 

      I   S   E   N   S   M   D   S   A   I   S   D   A   T   S   E   L   E   G   K

4610 GAT GGC AAA GAG GAT CTT GAT CAA TTA GAA AAT GTC CCT GTA GAG GAA GAG GAA GAA TTG 

      D   G   K   E   D   L   D   Q   L   E   N   V   P   V   E   E   E   E   E   L   

4670 CAG TCA CAA CAG CTA CTC CCA CAA CAG CTG CCT GAA TGC AAA GTT GAT AGT GAA ACC AAC 

      Q   S   Q   Q   L   L   P   Q   Q   L   P   E   C   K   V   D   S   E   T   N

4730 ATA GAA GCT AGT AAG CTA CCT ACA TCT GAA CCA GAA GCT GAC GCT GAA ATA GAG CCC AAA 

      I   E   A   S   K   L   P   T   S   E   P   E   A   D   A   E   I   E   P   K

4790 GAG AGC AAC GGC ACA AAA CTA GAA GAA CCT ATT AAT GAA GAA ACA CCA TCC CAA GAT GAA 

      E   S   N   G   T   K   L   E   E   P   I   N   E   E   T   P   S   Q   D   E

4850 GAG GAG GGT GTG TCT GAT GTG GAG AGT GAA AGG AGC CAA GAA CAG CCA GAT AAA ACA GTG 

      E   E   G   V   S   D   V   E   S   E   R   S   Q   E   Q   P   D   K   T   V  

4910 GAT ATA AGT GAT TTG GCC ACC AAA CTC CTG GAC AGT TGG AAA GAC CTA AAG GAG GTA TAT
      D   I   S   D   L   A   T   K   L   L   D   S   W   K   D   L   K   E   V   Y

4970 CGA ATT CCA AAG AAA AGT CAA ACT GAA AAG GAA AAC ACA ACA ACT GAA CGA GGA AGG GAT 

      R   I   P   K   K   S   Q   T   E   K   E   N   T   T   T   E   R   G   R   D

5030 GCT GTT GGC TTC AGA GAT CAA ACA CCT GCC CCG AAG ACT CCT AAT AGG TCA AGA GAG AGA 

      A   V   G   F   R   D   Q   T   P   A   P   K   T   P   N   R   S   R   E   R

5090 GAC CCA GAC AAG CAA ACT CAA AAT AAA GAG AAA AGG AAA CGA AGA AGC TCC CTC TCA CCA 

      D   P   D   K   Q   T   Q   N   K   E   K   R   K   R   R   S   S   L   S   P

5150 CCC TCT TCT GCC TAT GAG CGG GGA ACA AAA AGG CCA GAT GAC AGA TAT GAT ACA CCA ACT 

      P   S   S   A   Y   E   R   G   T   K   R   P   D   D   R   Y   D   T   P   T

5210 TCT AAA AAG AAA GTA CGA ATT AAA GAC CGC AAT AAA CTT TCT ACA GAG GAA CGC CGG AAG 

      S   K   K   K   V   R   I   K   D   R   N   K   L   S   T   E   E   R   R   K   

5270 TTG TTT GAG CAA GAG GTG GCT CAA CGG GAG GCT CAG AAA CAA CAG CAA CAG ATG CAG AAC 

      L   F   E   Q   E   V   A   Q   R   E   A   Q   K   Q   Q   Q   Q   M   Q   N

5330 CTG GGA ATG ACA TCA CCA CTG CCC TAT GAC TCT CTT GGT TAT AAT GCC CCG CAT CAT CCC 

      L   G   M   T   S   P   L   P   Y   D   S   L   G   Y   N   A   P   H   H   P

5390 TTT GCT GGT TAC CCA CCA GGT TAT CCC ATG CAG GCC TAT GTG GAT CCC AGC AAC CCT AAT 

      F   A   G   Y   P   P   G   Y   P   M   Q   A   Y   V   D   P   S   N   P   N

              putative WWP1-Bindestelle s. 5.5.2

5450 GCT GGA AAG GTG CTC CTG CCC ACA CCC AGC ATG GAC CCA GTG TGT TCT CCT GCT CCT TAT
      A   G   K   V   L   L   P   T   P   S   M   D   P   V   C   S   P   A   P   Y

5510 GAT CAT GCT CAG CCC TTG GTG GGA CAT TCT ACA GAA CCC CTT TCT GCC CCT CCA CCA GTA 

      D   H   A   Q   P   L   V   G   H   S   T   E   P   L   S   A   P   P   P   V  

5570 CCA GTG GTG CCA CAT GTG GCA GCT CCT GTG GAA GTT TCC AGT TCC CAG TAT GTG GCC CAG 

      P   V   V   P   H   V   A   A   P   V   E   V   S   S   S   Q   Y   V   A   Q

5630 AGT GAT GGT GTA GTA CAC CAA GAC TCC AGC GTT GCT GTC TTG CCA GTG CCG GCC CCC GGC 

      S   D   G   V   V   H   Q   D   S   S   V   A   V   L   P   V   P   A   P   G

5690 CCA GTT CAG GGA CAG AAT TAT AGT GTT TGG GAT TCA AAC CAA CAG TCT GTC AGT GTA CAG 

      P   V   Q   G   Q   N   Y   S   V   W   D   S   N   Q   Q   S   V   S   V   Q

5750 CAG CAG TAC TCT CCT GCA CAG TCT CAA GCA ACC ATA TAT TAT CAA GGA CAG ACA TGT CCA
      Q   Q   Y   S   P   A   Q   S   Q   A   T   I   Y   Y   Q   G   Q   T   C   P

5810 ACA GTC TAT GGT GTG ACA TCA CCT TAT TCA CAG ACA ACT CCA CCA ATT GTA CAG AGT TAT
      T   V   Y   G   V   T   S   P   Y   S   Q   T   T   P   P   I   V   Q   S   Y  

5870 GCC CAG CCA AGT CTT CAG TAT ATC CAG GGG CAA CAG ATT TTC ACA GCT CAT CCA CAA GGA
      A   Q   P   S   L   Q   Y   I   Q   G   Q   Q   I   F   T   A   H   P   Q   G   

5930 GTG GTG GTA CAG CCA GCC GCA GCA GTG ACT ACA ATA GTT GCA CCA GGG CAG CCT CAG CCC 

      V   V   V   Q   P   A   A   A   V   T   T   I   V   A   P   G   Q   P   Q   P

                                                          ( HYPB

5990 TTG CAG CCA TCT GAA ATG GTT GTG ACA AAT AAT CTC TTG GAT CTG CCG CCC CCC TCT CCT
      L   Q   P   S   E   M   V   V   T   N   N   L   L   D   L   P   P   P   S   P
               ( huntingtin-interacting protein
6050 CCC AAA CCA AAA ACC ATT GTC TTA CCT CCC AAC TGG AAG ACA GCT CGA GAT CCA GAA GGG 

      P   K   P   K   T   I   V   L   P   P   N   W   K   T   A   R   D   P   E   G
                          WW/WWP-Domäne

6110 AAG ATT TAT TAC TAC CAT GTG ATC ACA AGG CAG ACT CAG TGG GAT CCT CCT ACT TGG GAA 

      K   I   Y   Y   Y   H   V   I   T   R   Q   T   Q   W   D   P   P   T   W   E

6170 AGC CCA GGA GAT GAT GCC AGC CTT GAG CAT GAA GCT GAG ATG GAC CTG GGA ACT CCA ACA 

      S   P   G   D   D   A   S   L   E   H   E   A   E   M   D   L   G   T   P   T

6230 TAT GAT GAA AAC CCC ATG AAG GCC TCG AAA AAG CCC AAG ACA GCA GAA GCA GAC ACC TCC 

      Y   D   E   N   P   M   K   A   S   K   K   P   K   T   A   E   A   D   T   S   

6290 AGT GAA CTA GCA AAG AAA AGC AAA GAA GTA TTC AGA AAA GAG ATG TCC CAG TTC ATC GTC 

      S   E   L   A   K   K   S   K   E   V   F   R   K   E   M   S   Q   F   I   V   

                    putative NLS

6350 CAG TGC CTG AAC CCT TAC CGG AAA CCT GAC TGC AAA GTG GGA AGA ATT ACC ACA ACT GAA 

      Q   C   L   N   P   Y   R   K   P   D   C   K   V   G   R   I   T   T   T   E 

 HYPB (
6410 GAC TTT AAA CAT CTG GCT CGC AAG CTG ACT CAC GGT GTT ATG AAT AAG GAG CTG AAG TAC 

      D   F   K   H   L   A   R   K   L   T   H   G   V   M   N   K   E   L   K   Y

6470 TGT AAG AAT CCT GAG GAC CTG GAG TGC AAT GAG AAT GTG AAA CAC AAA ACC AAG GAG TAC 

      C   K   N   P   E   D   L   E   C   N   E   N   V   K   H   K   T   K   E   Y 

6530 ATT AAG AAG TAC ATG CAG AAG TTT GGG GCT GTT TAC AAA CCC AAA GAG GAC ACT GAA TTA
      I   K   K   Y   M   Q   K   F   G   A   V   Y   K   P   K   E   D   T   E   L 

6590 GAG TGA  CTGTTGGGCCAGGGTGGGAGGATGGGTGGTCAGGTAAGACAGACTCTAGGGAGAGGAAATCCTGTGGGCC

      E   * 

6666 TTTCTGTCCCACCCCTGTCAGCACTGTGCTACTGATGATACATCACCCTGGGGAATTCAACCCTGCAGATGTCAACTGA

6745 AGGCCACAAAAATGAACTCCATCTACAAGTGATTACCTAGTTGTGAGCTGTTGGCATGTGGTTAGAAGCCATCAGAGGT

6824 GCAAGGGCTTAGAAAAGACCCTGGCCAGACCTGACTCCACTCTTAAACCTGGGTCTTCTCCTTGGCGGTGCTGTCAGCG

              huntingtin-interacting protein  (
6903 CACAGACCCATGCGCATCCCCACCCACAACCCTTTACCCTGATGATCTGTATTATATTTTAATGTATATGTGAATATAT

6982 TGAAAATAATTTGTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

   Polyadenylierungssignal

4.5 Sequenzanalyse und Homologievergleich

Die unter 4.4 identifizierte Vollängensequenz wurde mittels verschiedener Computerprogramme und im Internet verfügbarer Datenbanken hinsichtlich ihrer Restriktionsschnittstellen, der von ihr codierten Aminosäuresequenz und möglicher Homologien zu bekannten Proteinen und Domänen untersucht. Auf die wichtigsten Strukturmerkmale und Homologien wird im folgenden näher eingegangen. Die Ergebnisse sind vorab in der Abb 4.11 schematisch zusammengefaßt und in der vollständigen cDNA-Sequenz entsprechend unterlegt (4.4.9). Die wichtigsten Punkte werden ebenfalls in der Diskussion unter 5.5. aufgegriffen.
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Abb 4.11: 
Schematische Darstellung und Zusammenfassung der Klon 23-Vollängen-cDNA Sequenzanalyse. Die beim Homologievergleich detektierten Domänen bzw. homologen Proteinsequenzen sind dargestellt. Ferner sind der translatierte Bereich und die UTRs mit den jeweiligen Start- und Stopcodons aufgeführt. Die Positionsangaben entsprechen der nt-Position in der Vollängensequenz s. 4.4.9.

4.5.1  Translatierte und untranslatierte Bereiche in der Vollängen-cDNA

Die komplette Vollängen-cDNA, inklusive poly(A)-Sequenz, hat eine Länge von 7020 bp. Der längste offene Leserahmen umfaßt 6183 bp und ist von nt 410 bis nt 6592 positioniert. Er entspricht zugleich dem für das AD/Klon 23-Fusionsprotein vorgegebenen Leseraster des Klons pGAD-GH-23. Das putative Startcodon befindet sich an Position nt 410. Es liegt zudem in einer Umgebungssequenz, die den Anforderungen einer Kozak-Sequenz entspricht (Kozak, 1984). Das Stopcodon TGA beginnt an Position nt 6593. Der 3‘UTR-Bereich, in dem auch das Polyadenylierungssignal AAATAA ab nt 6985 lokalisiert ist, umfaßt somit 427 bp.

4.5.2 Homologie zu einem huntingtin-bindenden Protein

Die Sequenz wurde mit Hilfe des BLAST Sequence Similarity Searching des NCBI (National Center for Biotechnology Information) auf Proteinebene mit der Programmeinstellung blastx mit allen gängigen Datenbänken verglichen (Altschul et al., 1997). Die größte Homologie konnte hierbei, in partiellen Bereichen zu einem zwischenzeitlich identifizierten huntingtin-bindenden Protein detektiert werden. Dabei handelt es sich um das huntingtin-interacting protein (AF049103), das 100% homolog zu der cDNA Sequenz zwischen nt 6059 und nt 6943 ist und den diese Sequenz überlappenden (nt 6031-nt 6413) Klon HYPB (AF049610), der ebenfalls eine 100%ige Homologie zum 3‘Ende des Klon 23 aufweist. Die Klone wurden mittels Hefe-„Two-Hybrid“-System, mit dem huntingtin-interagierende Proteine identifiziert werden sollten, von Faber et al. (1998) aus einer humanen cDNA-Bibliothek isoliert. An dieser Stelle muß deutlich erwähnt werden, daß es sich bei diesen Klonen nur um Teilsequenzen einer bisher unbekannten Vollängensequenz handelt. Da in Northern-Blot-Analysen mit einer HYPB‑Sonde ebenfalls ein einzelnes Transkript mit einer Länge von etwa 7,5 kb zu detektieren war (Faber et al., 1998), ist davon auszugehen, daß die in der vorliegenden Arbeit identifizierte Sequenz auch die der bisher unbekannten Vollängensequenz der oben beschriebenen Klone entspricht. Mit der Expansion eines CAG-Trinukleotidrepeats im N-Terminus des huntingtin-Gens (Huntington’s Disease Collaborativ Research Group, 1993) ist die neurodegenerative Krankheit Chorea Huntington unmittelbar assoziiert (Überblick in Gusella et al., 1996). Der Mechanismus der Pathogenese ist trotz umfangreicher Untersuchungen bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt. Zur weiteren Diskussion s. 5.5.1.

gi|3319282 (AF049103) Huntingtin-interacting protein [Homo sapiens]

            Length = 178

 Score =  363 bits (921), Expect = 1e-98

 Identities = 168/168 (100%), Positives = 168/168 (100%)

 Frame = +2

Query: 6080 NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK 6259

            NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK

Sbjct: 8    NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK 67

Query: 6260 KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTEDFKHLARKLT 6439

            KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTEDFKHLARKLT

Sbjct: 68   KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTEDFKHLARKLT 127

Query: 6440 HGVMNKELKYCKNPEDLECNENVKHKTKEYIKKYMQKFGAVYKPKEDT 6583

            HGVMNKELKYCKNPEDLECNENVKHKTKEYIKKYMQKFGAVYKPKEDT

Sbjct: 128  HGVMNKELKYCKNPEDLECNENVKHKTKEYIKKYMQKFGAVYKPKEDT 175

 gi|3329423 (AF049610) huntingtin-interacting protein HYPB [Homo sapiens]

            Length = 127

 Score =  240 bits (607), Expect = 9e-62

 Identities = 111/111 (100%), Positives = 111/111 (100%)

 Frame = +2

Query: 6080 NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK 6259

            NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK

Sbjct: 17   NWKTARDPEGKIYYYHVITRQTQWDPPTWESPGDDASLEHEAEMDLGTPTYDENPMKASK 76

Query: 6260 KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTED 6412

            KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTED

Sbjct: 77   KPKTAEADTSSELAKKSKEVFRKEMSQFIVQCLNPYRKPDCKVGRITTTED 127

Abb 4.12: 
Teilausschnitt aus dem Internetausdruck des BLASTX Homologievergleichs von Klon 23. Dargestellt sind die Proteinsequenzen, die mit dem von Klon 23 exprimierten Protein die größten Homologien aufweisen. Diese sind im Ausdruck als „Sbjct“ gekennzeichnet, während die eingegebene Sequenz durch den Ausdruck „query“ angezeigt ist. 

4.5.3 WW/WWP-Domäne

In dem eben beschriebenen Bereich liegt auch die bereits unter 4.1.5 erwähnte WW-Domäne. Diese Domäne, auch WWP oder rsp5 Domäne genannt (Bork und Sudol, 1994; André und Springael, 1994; Hofmann und Bucher, 1995), umspannt ca. 40 aa und beinhaltet zwei hochkonservierte Tryptophane (W), gefolgt von einem invariablen Prolin (P). WW/WWP-Domänen wurden bereits in einer Vielzahl unabhängiger Faktoren identifiziert, u.a. auch in Transkriptionsaktivatoren wie dem humanen CA150 (Suñé et al. 1997) und dem Npw38 (Komuro et al., 1999). Die Domänen sind an Protein-Protein Interaktionen beteiligt, ihre genaue Funktion ist bisher noch unbekannt. Zur weiterführenden Diskussion siehe 5.5.2. 

4.5.4 SET-Domäne

Eine weitere Domäne konnte mit Hilfe der über das Sanger-Center verfügbaren (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) Datenbank Pfam (Protein families database of alignments and HMMs) identifiziert werden (Sonnhammer et al., 1998). Dabei handelt es sich um eine sogenannte SET-Domäne. In der vorliegenden Sequenz ist sie von nt 3524-nt 3919 lokalisiert. SET-Domänen sind 130 aa umfassende evolutionär und unter den verschiedenen Spezies konservierte Sequenzmotive, die die Aktivitäten einer Vielzahl von Genen regulieren. SET-Domänen stellen u.a. eine wichtige Determinante in der „Chromosomen Architektur“ dar. Weitere Beobachtungen lassen vermuten, daß Proteine mit SET-Domänen multifunktionale Chromatinregulatoren sind. In den meisten Proteinen mit SET-Domänen ist diese mit ebenfalls transkriptionsmodulierenden Domänen wie cysteinreichen Zinkfinger-Domänen oder der Chromodomäne umgeben (Übersicht in Jenuwein et al.,1998). Ebenso wie bei den WW/WWP-Domänen ist die genaue Funktion der SET-Domäne unbekannt (zur weiteren Diskussion s. 5.5.3). Bezüglich der SET-Domäne wurden beim Homologievergleich auf Proteinebene mit der Programmeinstellung blastx über 20 verschiedene Proteine bzw. Peptidsequenzen unterschiedlichster Spezies mit SET-Domänen angezeigt. Als Beispiel seien hier das humane MMSET typ II (Chelsi et al., 1998), welches mit multiplen myeloischen Tumorerkrankungen assoziiert ist, und der murine Coaktivator/Corepressor NSD1 (Huang et al., 1998) aufgeführt. Zur ausführlichen Diskussion s. 5.5.3.

gb|AAC24150.1| (AF071593) MMSET type II [Homo sapiens] >gi|4378019|gb|AAD19343.1|

            (AF083386) putative WHSC1 protein [Homo sapiens]

            >gi|4521954|gb|AAD21770.1| (AF083387) putative WHSC1

            protein [Homo sapiens] >gi|4521955|gb|AAD21771.1|

            (AF083388) putative WHSC1 protein [Homo sapiens]

            >gi|5123789|emb|CAB45386.1| (AJ007042) TRX5 protein [Homo

            sapiens]

            Length = 1365

 Score =  205 bits (516), Expect = 4e-51

 Identities = 99/224 (44%), Positives = 140/224 (62%), Gaps = 7/224 (3%)

 Frame = +2

Query: 3392 QCECTPLSKDERAQGEIACGED--CLNRLLMIECSSR-CPNGDYCSNRRFQRKQHADVEV 3562

            +C C P  ++        CG D  CLNR+LM EC  + CP G++C N+ F ++Q+ + ++

Sbjct: 1015 KCNCKPTDENP-------CGFDSECLNRMLMFECHPQVCPAGEFCQNQCFTKRQYPETKI 1067

Query: 3563 ILTEKKGWGLRAAKDLPSNTFVLEYCGEVLDHKEFKARVKEYARNKNIHYYFMALKNDEI 3742

            I T+ KGWGL A +D+    FV EY GE++D +E  AR+K    N   H+Y + +  D I

Sbjct: 1068 IKTDGKGWGLVAKRDIRKGEFVNEYVGELIDEEECMARIKHAHENDITHFYMLTIDKDRI 1127

Query: 3743 IDATQKGNCSRFMNHSCEPNCETQKWTVNGQLRVGFFTTKLVPSGSELTFDYQFQRYGKE 3922

            IDA  KGN SRFMNHSC+PNCET KWTVNG  RVG F    +P+G+ELTF+Y     G E

Sbjct: 1128 IDAGPKGNYSRFMNHSCQPNCETLKWTVNGDTRVGLFAVCDIPAGTELTFNYNLDCLGNE 1187

Query: 3923 AQKCFCGSANCRGYLGGENRVSIRAA----GGKMKKERSRKKDSVDGELEA 4063

               C CG++NC G+LG   + S   +    G K KK+  R++   +G+ ++

Sbjct: 1188 KTVCRCGASNCSGFLGDRPKTSTTLSSEEKGKKTKKKTRRRRAKGEGKRQS 1238

gi|3329465 (AF064553) NSD1 protein [Mus musculus]

            Length = 2588

 Score =  186 bits (467), Expect = 2e-45

 Identities = 101/234 (43%), Positives = 142/234 (60%), Gaps = 10/234 (4%)

 Frame = +2

Query: 3356 KKNKSHRDIKRMQCECTPLSKDER----AQGEIACGED--CLNRLLMIECSSR-CPNGDY 3514

            K  K +R I R+Q     LS+  R    A  E  CG D  C+NR+L+ EC    CP G  

Sbjct: 1769 KHIKVNRPIGRVQIFTADLSEIPRCNCKATDENPCGIDSECINRMLLYECHPTVCPAGVR 1828

Query: 3515 CSNRRFQRKQHADVEVILTEKKGWGLRAAKDLPSNTFVLEYCGEVLDHKEFKARVKEYAR 3694

            C N+ F ++Q+ DVE+  T ++GWGLR   D+    FV EY GE++D +E +AR++ YA+

Sbjct: 1829 CQNQCFSKRQYPDVEIFRTLQRGWGLRTKTDIKKGEFVNEYVGELIDEEECRARIR-YAQ 1887

Query: 3695 NKNI-HYYFMALKNDEIIDATQKGNCSRFMNHSCEPNCETQKWTVNGQLRVGFFTTKLVP 3871

              +I ++Y + L  D IIDA  KGN +RFMNH C+PNCETQKW+VNG  RVG F    + 

Sbjct: 1888 EHDITNFYMLTLDKDRIIDAGPKGNYARFMNHCCQPNCETQKWSVNGDTRVGLFALSDIK 1947

Query: 3872 SGSELTFDYQFQRYGKEAQKCFCGSANCRGYLG--GENRVSIRAAGGKMKKERSRKKDSV 4045

            +G+ELTF+Y  +  G     C CG+ NC G+LG   +N+  +     +  K +   K   

Sbjct: 1948 AGTELTFNYNLECLGNGKTVCKCGAPNCSGFLGVRPKNQPIVTEEKSRKFKRKPHGKRRS 2007

Query: 4046 DGEL 4057

             GE+

Sbjct: 2008 QGEV 2011
Abb 4.13: 
Teilausschnitt aus dem Internetausdruck des BLASTX Homologievergleichs von Klon 23. Dargestellt sind die zur Klon 23 Vollängensequenz homologen SET-Proteinsequenzen des humanen MMSET-Proteins und des murinen NSD1. Diese sind im Ausdruck als „Sbjct“ gekennzeichnet, während die eingegebene Klon 23 Vollängensequenz durch den Ausdruck „query“ angezeigt ist. 

4.5.5 Tyrosinkinase Phosphorylierungsstelle

N-terminal der SET-Domäne ist eine mögliche Tyrosinkinase Phosphorylierungsstelle zu finden (PROSITE -database of protein families and domains- im Internet unter http://www.expasy.ch/prosite/). Substrate für Tyrosinkinasen sind generell durch einen Lysin oder Argininrest (R/K) sieben oder acht aa N-terminal bezüglich des zu phosphorylierenden Tyrosinrests (Y) gekennzeichnet. In den meisten Fällen kann zusätzlich eine saure Aminosäure, wie die Asparaginsäure oder Glutaminsäure (D/E), drei oder vier aa N‑terminal des Tyrosinrests detektiert werden (Patschinsky et al., 1982; Hunter, 1982). Die von der cDNA-Sequenz zwischen nt 2486 und nt 2515 kodierte Peptidsequenz RQQEELPIY entspricht genau den erforderlichen Kriterien. Tyrosinkinasen und ihren Substraten kommt ein zentraler Stellenwert im Rahmen der Regulation von Wachstumsprozessen aber auch der malignen Transformation zu. Zur weiteren Diskussion s. 5.5.4.

4.5.6 Putative Kernlokalisationssequenz

Im C-terminalen Bereich, kodiert durch die Sequenz zwischen nt 6299 und nt 6313, ist eine putative Kernlokalisationssequenz (NLS) lokalisiert, die eine 100% Homologie zur E2F-1 Kernlokalisationssequenz AKKSK aufweist. Darüber hinaus weist die Proteinsequenz allerdings noch zahlreiche andere arginin-oder/und lysinreiche Peptidsequenzen auf, die ebenfalls den Kriterien einer Kernlokalisationssequenz genügen würden (Boulikas, 1993), so daß erst experimentell nachgewiesen werden könnte, ob und welche der Sequenzen zum Kerntransport in Anspruch genommen wird. 

4.5.7 Größe und Struktur des translatierten Proteins

Das offene Leseraster zwischen nt 410 und nt 6593 kodiert für ein 2061 aa umfassendes Protein. Die Proteinstruktur wurde mit Hilfe der Computerprogramme SAPS (Statistical Analysis of Protein Sequences; Brendel et al., 1992) und DNasis analysiert. Dabei wurde ein theoretisches Molekulargewicht von 231,1 kDa errechnet. Der theoretische isoelektrische Punkt liegt bei pI 5,49.

4.6 Klonierung des translatierten Bereichs der cDNA-Vollängensequenz Klon 23 

Zur weiteren Charakterisierung des von der vorliegenden Sequenz kodierten Proteins mußte der translatierte Bereich der cDNA in einen Expressionsvektor kloniert werden. Angesichts der Sequenzlänge war eine einzige RT-PCR aufgrund der zu erwartenden Mutationen nicht empfehlenswert. Auch konnten größtenteils die einzelnen Klone nicht zur Klonierung verwendet werden, da sie einerseits Mutationen aufwiesen, die zu Aminosäureaustauschen hätten führen können, zum anderen befanden sich oftmals in den zum Teil nur sehr kurzen Überlappungssequenzen keine zur Klonierung geeigneten Restriktionsschnittstellen. 

Daher wurden zunächst über mehrere Einzelklonierungen das 5' und das 3' Ende separat kloniert und anschließend in dem Expressionsvektor pcDNA3.1. zusammengefügt. Als Ausgangsmaterial für die RT-PCRs wurde aus U138 MG Zellen gewonnene Gesamt-RNA benutzt. Die Insertsequenz der durch RT-PCR oder PCR generierten Konstrukte wurden zur Sequenzverifizierung sequenziert. Ebenso wurde mit den Sequenzbereichen verfahren in denen die bei der Klonierungen benutzten Schnittstellen lagen. Um die später erforderliche immunologische Detektion des von der Klon 23-Vollängensequenz exprimierten Proteins zu ermöglichen, wurde C-terminal eine Hämagglutininpeptidsequenz, ein sogenannter HA-Tag, fusioniert. Die einzelnen Klonierungsschritte sind im folgenden in Übersichtsschemata (Abb 4.14 und 4.15) und stichpunktartig in den Tabellen Tab 4.1 und Tab 4.2 dargestellt.

Klonierung des 5'Endes (nt 410-nt 3245)
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Abb 4.14: 
Schematische Darstellung der 5‘VL-23 Klonierung. Die zur Klonierung 5‘VL-23 generierten Klone sind aufgeführt. Die Positionen der bei der Klonierung benutzten Schnittstellen sowie die Position des putativen Startcodons sind in nt angegeben. Artifiziell, über PCR eingefügte Restriktionsschnittstellen sind mit einem (a) gekennzeichnet. 

Klon
Klonierung

UK4R-NAC
RT-PCR über das putative Startcodon und Cla I-Schnittstelle.

5‘ wurden hierbei eine Nhe I und eine Afl II-Schnittstelle eingefügt 

TA-Klonierung: Insert in 3‘(5’ Orientierung in pCR2.1-TOPO kloniert, um die in der MCS-Sequenz vorhandene SpeI-Schnittstelle nutzen zu können.  

UK-CS
RT-PCR über Cla I und Spe I-Schnittstelle

TA-Klonierung: Insert in beliebiger Orientierung in pCR2.1-TOPO

UK4R-NAC-CS
Cla I/Spe I-Fragment aus UK-CS in 4R-NAC

UK2R-SP
PCR mit 2RACE1-1 als Template, dabei wurde beim Insert 5‘ eine artifizielle Spe I Schnittstelle eingefügt und 3‘ die Sequenz bis zur PmaCI-Schnittstelle verlängert

TA-Klonierung: Insert in beliebiger Orientierung in pCR2.1-TOPO

1RACE1-1
s.4.4.5

UK-SP
Spe I(a)/PmaCI-Fragment aus 2R-SP in Klon 1RACE1-1 (dabei wird Spe I aus MCS benutzt)

UK-SM
PCR-Mutagenese (verschachtelt)

TA-Klonierung: Insert in beliebiger Orientierung in pCR2.1-TOPO

UKNAC-CS-SP
Spe I(a,blunt)/Xho I(MCS)-Fragment aus UK-SP in Bam HI (MCS,blunt)/Spe I restringierten Klon UK4R-NAC-CS

5‘VL23
Spe I/Mro I-Fragment aus UK-SM in UKNAC-CS-SP

Tabelle 4.1: 
Tabellarische Auflistung der einzelnen Schritte zur 5‘VL23 Klonierung. Die Klonierungsschritte sind unter Angabe der verwendeten Methoden und Restriktionsschnittstellen in der rechten Spalte aufgelistet. Die dazugehörigen Klonbezeichnungen befinden sich in der linken Spalte. Für RT-PCRs wurde Gesamt-RNA aus U138 MG Zellen als Template eingesetzt. Die Matrizen für die durchgeführten PCRs sowie die verwendeten Vektoren sind in der Tabelle explizit aufgelistet. Die zu RT-PCRs und PCRs benötigten Primer sind unter 2.17 aufgeführt. Wurden zur Klonierung Restriktionsschnittstellen in Anspruch genommen, die nicht in der Gensequenz vorhanden waren, so sind diese wie folgt gekennzeichnet: (MCS) steht für Restriktionsschnittstellen aus einer im Vektor enthaltenen „Multiple Cloning Site“. (a) heißt, daß diese Schnittstelle artifiziell, z.B. über PCR eingefügt wurde. (blunt) bedeutet, daß diese Schnittstelle nach Restriktion aufgefüllt worden ist.

4.6.1 Klonierung des 3‘Endes (nt 3240-nt 6592)
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Abb 4.15: Schematische Darstellung der 3‘VL23-HA Klonierung. Die zur Klonierung 3‘VL23-HA generierten Klone sind aufgeführt. Die Positionen der bei der Klonierung benutzten Schnittstellen sowie die Position des putativen Startcodons sind in nt angegeben. Artifiziell über PCR eingefügte Restriktionsschnittstellen sind mit einem (a) gekennzeichnet. 

Klon
Klonierung

UK3‘23HA
Verschachtelte PCR mit dem Klon pGAD-GH-23 als Template, dabei wurde 3‘ ein HA-Tag mit anschließendem Stopcodon und Not I-Schnittstelle angehängt. Darüber hinaus wurde, um spätere Umklonierungen zu erleichtern, das native Stopcodon durch eine Kpn I Schnittstelle ausgetauscht.

TA-Klonierung: Insert in 5‘(3‘ Orientierung in pCR2.1-TOPO kloniert, um die in der MCS-Sequenz vorhandene Bam HI-Schnittstelle nutzen zu können.

IM8-Bam HI
Bam HI/Bam HI-Fragment aus IMAGp998C12122 (4.4.2) über Bam HI-Schnittstelle in beliebiger Orientierung in pGEX-4T1

IM8-3‘23HA
Bam HI-Fragment aus IM8-Bam HI in 5‘(3‘ Orientierung in Bam HI/Bam HI restringiertem UK3‘23HA

UK-AH
Verschachtelte RT-PCR über Apa I und Hpa I Schnittstelle

TA-Klonierung: Insert in beliebiger Orientierung in pCR2.1-TOPO

AH(IM8-HA
Eco RI/Eco RI (blunt,beide in MCS)-Fragment aus UK-AH in Hind III(blunt,MCS) restringiertem IM8-3‘23HA

UK-HP
Verschachtelte RT-PCR über Hpa I und PflMI Schnittstellen

TA-Klonierung: Insert in beliebiger Orientierung in pCR2.1-TOPO

3‘VL23-HA
Hpa I/PflMI-Fragment aus Klon UK-HP in Klon AH(IM8-HA

Tabelle 4.2:
Tabellarische Auflistung der einzelnen Schritte zur 3‘VL23-HA Klonierung. Die Klonierungsschritte sind unter Angabe der verwendeten Methoden und Restriktionsschnittstellen in der rechten Spalte aufgelistet. Die dazugehörigen Klonbezeichnungen befinden sich in der linken Spalte. Für RT-PCRs wurde Gesamt-RNA aus U138-MG Zellen als Template eingesetzt. Die Matrizen für die durchgeführten PCRs sowie die verwendeten Vektoren sind in der Tabelle explizit aufgelistet. Die zu RT-PCRs und PCRs benötigten Primer sind unter 2.17 aufgeführt. Wurden zur Klonierung Restriktionsschnittstellen in Anspruch genommen, die nicht in der Gensequenz vorhanden waren, so sind diese wie folgt gekennzeichnet: (MCS) steht für Restriktionsschnittstellen aus einer im Vektor enthaltenen „Multiple Cloning Site“. (a) heißt, daß diese Schnittstelle artifiziell, z.B. über PCR, eingefügt wurde. (blunt) bedeutet, daß diese Schnittstelle nach Restriktion aufgefüllt worden ist.

4.6.2 Klonierung der Gesamtvollänge 

Zur endgültigen Klonierung des gesamten kodierenden Bereichs des Klon 23 in einen Expressionsvektor wurde das Apa I/Not I(a)-Fragment des Klons 3‘VL23-HA in den ebenfalls Apa I/Not I restringierten Vektor pcDNA3.1(-)myc/His-B kloniert. Das Nhe I(a)/Apa I-Fragment aus Klon 5‘VL23 wurde anschließend gerichtet in das zuvor generierte Konstrukt einkloniert. Das Konstrukt wird im folgenden mit VL23-HA bezeichnet. Wie bereits unter 4.6 erwähnt, wurden die Bereiche der benutzten Schnittstellen zur Sequenzverifizierung sequenziert. An dieser Stelle sei erwähnt, daß die Aufzucht des Konstrukts in E. coli-Bakterien idealerweise bei 30°C erfolgen sollte, um Rekombinationen vorzubeugen.

4.7 In vitro Translation und Expressionsversuch der Vollängensequenz

4.7.1 Expression des VL23-HA-Konstruktes in Säugerzellen

Die Expression des Vollängenklons VL23-HA in eukaryotischen Zellen sollte in HeLa und COS-7 Zellen gezeigt werden. Zunächst wurden die Zellen mittels Elektroporation mit 20 µg VL23‑HA-Plasmid-DNA transfiziert. Die anschließend präparierten Zellextrakte (50 µg) wurden in einem 6%igen SDS-PA-Gel aufgetrennt, auf eine ECL-Membran übertragen und durch Western-Blot-Analysen auf ihre mögliche Expression getestet. Hierzu wurde sowohl ein monoklonaler Maus-HA-Antikörper als auch ein polyklonaler Rabbit-HA-Antikörper verwendet. Es konnte jedoch mit beiden Antikörpern weder in den HeLa Zellen noch den COS-7 Zellen eine Expression detektiert werden. Die Transfektion durch Elektroporation basiert auf dem Diffusionsprinzip, was bei relativ großen Plasmiden, wie dem vorliegenden zu Schwierigkeiten führen kann. Daher wurde ein weiterer Transfektionsversuch mittels Effectene als alternatives Transfektionssystem durchgeführt. Um sicherzustellen, daß der Umgang mit dem Transfektionsreagenz und der Proteintransfer auf die ECL-Membran nicht fehlerhaft erfolgte, wurde ein Kontrollplasmid mittransfiziert. Während bei dem anschließend durchgeführten Western-Blot-Experiment mit dem Rabbit-HA-Antikörper bei den mit dem Kontrollplasmid transfizierten Zellextrakten in der erwarteten Höhe ein Bandensignal zu detektieren war, konnte auch durch Einsatz dieser Transfektionsmethode keine Expression des VL23-HA Konstruktes nachgewiesen werden. Neben der Möglichkeit, daß die Transfektion des VL23‑HA-Plasmids nicht erfolgreich verlaufen war, und damit kein Protein exprimiert wurde, konnte eine fehlende Detektion auch an der C-terminalen Lage und der einfachen Ausführung des HA-Tags liegen. Zur weiteren Diskussion s. 5.6. 

4.7.2 In vitro Translation des VL23‑HA-Plasmids

Um zu überprüfen ob das VL23-HA-Konstrukt prinzipiell in der erwarteten Proteinlänge translatiert werden kann, und ob das putative Startcodon ATG an Position nt 410 für die Transkription genutzt wird, wurde parallel zu den Expressionsversuchen eine  in vitro Translation in Kaninchen-Reticulozytenlysat durchgeführt, bei dem das translatierte Protein radioaktiv-markiert wurde. Nach elektrophoretischer Auftrennung auf einem 6%igen SDS-PA-Gel, anschließender Fluorographie und Radiographie war eine deutliche Hauptbande etwas oberhalb der 205 kDa Markerbande zu detektieren (Abb 4.16 A), was im Rahmen des unter 4.5.7 errechneten theoretischen Molekulargewichts von 231,1 kDa lag. Mit einer analog durchgeführten nicht-radioaktiven in vitro Translation wurden ebenfalls Western-Blot-Analysen mit beiden unter 4.7.1 aufgeführten HA-Antikörpern durchgeführt. Hierbei ließen sich keine Banden detektieren, was die unter 4.7.4 geäußerte Vermutung unterstreicht, daß die C‑terminale Lage des HA-Tags und seine einfache Ausführung den Grund für die nicht zu detektierende Expression darstellt.

4.7.3 Umklonierung der Vollängensequenz in alternative Expressionsvektoren

Aus den oben aufgeführten Gründen sollten nun alternative Konstrukte mit anderen bzw. modifizierten Erkennungssequenzen (Tags) hergestellt werden. Zum einen sollte die VL23-HA Insertsequenz über Nhe I und Kpn I in den Vektor pcDNA3.1-myc/His-A, welcher C-terminal einen myc/His-Tag trägt, einkloniert werden. Parallel sollte der HA-Tag in dreifacher Ausführung N‑terminal vor das bereits bestehende VL23-HA Konstrukt kloniert werden. Aus strategischen Gründen mußte dazu jedoch das unmittelbar 5‘ gelegene Nhe I/Afl II/Cla I-Fragment gegen ein analoges RT-PCR-Produkt, das anstelle der Afl II-Schnittstelle eine Xba I-Restriktionsschnittstelle besitzt, ausgetauscht werden, um anschließend das aus dem Vektor pCMV5‘2N3T-HDAC-1 (Harel-Bellan et al., 1998) erhaltene Nhe I/Bam HI-Fragment 5‘ einklonieren zu können. Dieses Fragment enthält neben einem HA-Tag in dreifacher Ausführung auch zwei NLS-Sequenzen. 

Bei der ersten Klonierung, bei der die Vollängensequenz in einem Schritt in das Expressionsplasmid pcDNA3.1(-)myc/His-A kloniert werden sollte, traten unerwartete Schwierigkeiten auf: zwar waren nach erfolgter Transformation der Ligation in E. coli- Bakterien Kolonien zu beobachten, in der Restriktionsanalyse der präparierten Plasmid-DNA zeigten sich jedoch lediglich „Nonsens“-Strukturen. Auch eine zweistufige Klonierung, bei der zuerst das 3‘ Ende der VL23-HA Insertsequenz in den Vektor pcDNA3.1(‑)myc/His‑A und anschließend das 5‘ Ende kloniert wurde, brachte ähnliche Ergebnisse. Zwar verlief die Klonierung des 3‘ Endes problemlos, bei der Einklonierung des 5‘ Endes waren hingegen die oben bereits erwähnten „Nonsens“-Strukturen zu beobachten. Dies ließ auf mögliche Sekundärstrukturen wie z.B. Z-DNA Strukturen im 5‘ Bereich der Sequenz schließen. Solche Sekundärstrukturen können durch das Reparatursystem von E. coli-Bakterien deletiert oder rearrangiert werden, und somit zu den „Nonsens“-Strukturen führen. Bei der zweiten Klonierung traten ebenfalls bei der Klonierung des 5‘ Endes (Austausch des Nhe I/Cla I-Fragmentes) dieselben Probleme wie bei der ersten, oben beschriebenen Umklonierung auf (Diskussion 5.6). Durch den Einsatz spezieller rekombinationsdefekter E. coli SURE-Zellen und der Variation der Versuchsbedingungen konnte das Problem gelöst werden, so daß Klon 3XHA23VL erfolgreich generiert werden konnte. 

4.7.4 In vitro Translation mit anschließender Western-Blot-Analyse

Diesmal wurden direkt mit dem 3XHA23VL-Plasmid in vitro Translationen in Kaninchen-Reticulozytenlysat durchgeführt. Die Translation erfolgte einmal mit und einmal ohne radioaktive Markierung der Produkte. Diese wurden auf einem 4%-20%igen SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Fluorographie und Radiographie war in der radioaktiven Probe, wie bei der in vitro Translation des VL23‑HA‑Konstruktes (4.7.2) eine deutliche Hauptbande etwas oberhalb der 205 kDa Markerbande zu detektieren (Abb 4.16 B). Mit dem nicht-radioaktiv markierten in vitro Translationprodukt wurde eine Western-Blot-Analyse mit den unter 4.7.1 aufgeführten Rabbit-HA-Antikörpern durchgeführt. Im Gegensatz zum in vivo translatierten VL23-HA ließ sich eine Bande in erwarteter Höhe detektieren (Abb 4.16 C), d.h. der 3XHA-Tag konnte prinzipiell detektiert werden.

4.7.5 Transfektion 3XHA23VL in Säugerzellen

Der Klon wurde erneut mittels Elektroporation (10 µg Plasmid) und Effectene‑Reagenz (0,1 µg Plasmid) in HeLa-Zellen transfiziert. Wie unter 4.7.1 wurden Kernextrakte isoliert und je 50 µg auf einem Gradienten-SDS‑PA‑Gel (4%-20%) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine ECL-Membran wurde eine Western-Blot-Analyse mit dem unter 4.7.1 aufgeführten Rabbit-HA-Antikörper durchgeführt. Jedoch war auch mit diesem Konstrukt keine Expression in HeLa-Zellen zu detektieren (Abb 4.16 C). Eine ausführliche Diskussion erfolgt unter 5.6.  
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Abb. 4.16:
In vitro Translation und Western-Blot-Analysen der Klone VL23-HA und 3XHA23VL-Expression. (A) Das Plasmidkonstrukt VL23-HA wurde in vitro translatiert (radioaktiver Einbau von 35S-Methionin) und auf einem 6%-SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist die Radiographie der SDS-PAGE. Ein Molekulargewichtsgrößenstandard ist angegeben. (B) Das Konstrukt 3XHA23VL wurde analog VL23-HA in vitro translatiert (radioaktiver Einbau von 35S-Methionin), und auf einem 4%-20%-SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist die Radiographie der SDS-PAGE. Ein Molekulargewichtsgrößenstandard ist angegeben (C) Western-Blot-Analysen der nicht-radioaktiv markierten in vitro Translations-Produkte des 3XHA23VL-Plasmids (Spur 1). Außerdem sind die Expressionsversuche desselben Konstruktes in HeLa-Zellen dargestellt: mittels Elektroporation transfizierte Zellen (Spur 3) und mittels Effectene transfizierte Zellen (Spur 4). Aufgetragen wurden je 50 µg Zellextrakt der transformierten Zellen, sowie als Negativkontrolle eine analoge Menge an Zellextrakt aus nicht-transfizierten HeLa-Zellen (Spur 2). Inkubiert wurde mit einem Rabbit‑HA‑Antikörper. Die in vitro Translations-Produkte und die Zellextrakte wurden auf einem 4%-20%igen-SDS‑PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Molekulargewichtsstandard ist angegeben.
4.7.6 Immunpräzipitation des putativ durch den Klon 3XHA23VL exprimierten Proteins

Mit einer letzten alternativen und sehr sensitiven Methode wurde versucht, die putativ erfolgte Expression des 3XHA23Vl-Konstruktes in HeLa-Zellen zu detektieren. Dabei handelte es sich um eine radioaktive Immunpräzipitation 3XHA23VL‑transfizierter und nicht-transfizierter Zellen mit dem unter 4.7.1 beschriebenen Rabbit-HA-Antikörper. Die Präzipitate wurden auf einem 4%-20%igen-SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Fluorographie und Radiographie konnte aber auch bei diesem Versuch keine Expression detektiert werden. Zur weiteren Diskussion s. 5.6.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein spezifisch an die E2FII-Sequenz der proximalen Promotorregion des Ad 12 E1A Gens bindender, putativer Transkriptionsfaktor identifiziert werden. Ferner gelang die Isolierung und Klonierung seiner 7020 bp umfassenden cDNA-Vollängensequenz, die für ein 2061 aa großes Protein kodiert. In vitro konnte seine Expression nachgewiesen werden, erste Expressionsversuche in eukaryotischen Zellen gelangen leider bisher nicht. Da es sich um einen sehr großen Faktor handelt, müssen möglicherweise eine Reihe von Transfektionstechniken getestet und optimiert werden. Dies, und die sich anschließenden umfangreichen funktionellen Untersuchungen stellen daher eigene Projekte dar.

5 Diskussion

Die E1A Promotorregion des hoch-onkogenen Adenovirus Serotyp 12 beinhaltet im Gegensatz zu allen bisher bekannten Adenovirus E1A Promotoren zwei funktionelle Transkriptionsstartstellen: eine distale und eine proximale (Sawada und Fujinaga, 1980; Saito et al., 1981). Die E1A Transkriptionsregulation von beiden Startstellen wird durch verschiedene zelluläre Proteine gesteuert (Nakanishi et al.,1987) und durch sein größtes Genprodukt, das 266 R Protein, autoreguliert (Koikeda et al., 1990). Eine wichtige Rolle bei der Ad 12 E1A Autoregulation stellt das E2FII-Motiv in der proximalen Transkriptionsstartstelle dar, das zudem Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war. Die Sequenz weist Homologien zu bekannten Bindungssequenzen des Transkriptionsfaktors E2F auf, der im Zellzyklus eine entscheidende Rolle spielt (s. Einleitung). Durch Bandshiftanalysen und transiente Transfektionsassays konnte gezeigt werden, daß der an das Sequenzmotiv bindende Faktor nicht nur an der Transaktivierung der Ad 12 E1A-Genregulation beteiligt ist, sondern auch immunologisch dem Transkriptionsfaktor E2F-5 ähnelt (Pützer et al., 1997). 

Mit der Isolierung und Klonierung des bis dato nicht bekannten assoziierten Gens und dem von ihm exprimierte Protein konnte in dieser Arbeit nicht nur eine entscheidende Basis für weitere Untersuchungen der Ad 12 E1A Transkriptionsregulation gelegt werden. Aufgrund der detektierten Homologien läßt sich darüber hinaus vermuten, daß es sich um einen multifunktionellen Faktor handelt. Zunächst wurde versucht, in vitro über das Durchmustern einer (gt11 cDNA-Expressionsbibliothek und durch Affinitätschromatographie das gesuchte DNA-bindende Protein zu identifizieren. Diese Methoden erwiesen sich allerdings als ungeeignet. Die Durchmusterung einer cDNA-Bank mittels des alternativen Hefe-„One-Hybrid“-Systems führte schließlich zum Erfolg. Die in Kapitel 4. dargestellten Ergebnisse aber auch die während der Experimente aufgetretenen Schwierigkeiten werden im folgenden noch einmal aufgegriffen und diskutiert.

5.1 Identifizierung eines E2FII-bindenden Proteins mit Hilfe des Hefe‑„One‑Hybrid“-Systems

Im Gegensatz zu den zunächst eingesetzten Methoden, bei denen die DNA/Protein-Bindungsbedingungen artifiziell waren, stellt das Hefe-„One-Hybrid“-System erstmalig eine Methode dar, unter in vivo ähnlichen Bedingungen DNA-bindende Faktoren zu charakterisieren und zu isolieren. Das System bietet eine maximale Empfindlichkeit, da die DNA-Bindung detektiert wird, während das Protein in seiner nativen Konfiguration vorliegt. Obwohl das System noch nicht sehr lange etabliert ist, konnten bisher bereits etliche Transkriptionsfaktoren damit isoliert werden, z.B. OLF-1 (Wang und Reed, 1993), ORC-6 (Li und Herskowitz, 1993), OBF-1 (Strubin et al.,1995; Gstaiger et al., 1995), bzw. näher charakterisiert werden. Als Beispiel sind hier MAD (Chen et al.,1996) und der bZIP Transkriptionsfaktor Nrl (Kumar et al., 1996) zu nennen.

Bevor mit dem Hefe‑„One‑Hybrid“‑System die Durchmusterung der HeLa cDNA-Bibliothek stattfinden konnte, mußten die drei zur Verfügung stehenden, in das Hefegenom integrierten Vektorkonstrukte, auf ihre Basalaktivität hin getestet werden. Dabei stellte sich heraus, daß nur einer der HIS3-Vektoren die Bedingungen erfüllte (siehe 4.1.2). Dadurch konnte leider kein „ dualer Hefestamm“ mit einem lacZ und einem HIS3-Reportergen generiert werden, der die Stringenz der anschließenden Durchmusterung erhöht hätte. Aufgrund der von Pützer et al. (1997) in HeLa-Zellen durchgeführten ersten Untersuchungen zur näheren Charakterisierung des E2FII-Motivs in der proximalen Promotorsequenz des Ad 12 E1A-Gens wurde bei der Durchmusterung eine HeLa cDNA-Bibliothek verwendet.

Die Analyse von 1,13x107 aus dieser Bibliothek stammenden Klone führten zunächst zur Identifizierung von 20 Hefeklonen. Diese recht hohe Anzahl läßt sich einerseits durch die bereits erwähnte Empfindlichkeit des Systems, andererseits durch die fehlende Kontrolle des lacZ-Reportergens erklären. Zudem können sich in 1-2% kleinere (<1 mm) Hefeklone durch spontane Mutationen, die die mitochondriale Funktion stören, bilden (Clontech MATCHMAKER One-Hybrid System User Manual; Holm, 1993). Da die Beurteilung der Hefeklone sehr subjektiv ist, sind diese kleinen Hefeklone oft nur schwer von den etwa 2 mm großen positiven Klonen zu unterscheiden. Diese Hefekolonien wurden dann zunächst im Experiment belassen, erwiesen sich aber letztendlich nach dreimaliger Retransformation als Fehleinschätzungen. Drei Klone stellten sich nach dieser Untersuchung als endgültig positiv dar. Bei zweien (pGAD‑GH‑9 und pGAD‑GH‑23) handelte es sich um identische Klone einer bis zu diesem Zeitpunkt unbekannten Gensequenz. Die Tatsache, daß die Klone aus zwei verschiedenen Durchmusterungsschritten stammen unterstreicht die Richtigkeit der Klone. Der dritte Klon repräsentierte die Gensequenz des Aktivator 1 (s.5.2). 

5.2 Verifizierung der Bindung an die E2FII-Zielsequenz

Um die Bindungsspezifität der Klone bezüglich der E2FII-Sequenz zu überprüfen, wurden die Klone zusätzlich in einen Reporterhefestamm retransformiert, der eine mutierte E2FII-Sequenz (vgl. La Thangue et al., 1990) in dreifacher Ausführung besitzt (s. 4.2.1) und hinsichtlich des von ihnen induzierten Hefewachstums analysiert. Dabei konnte beobachtet werden, daß das von Klon pGAD‑GH‑8 exprimierte Protein sowohl an die mutierte wie auch an die nicht-mutierte E2FII-Sequenz bindet. Bei der Insertsequenz dieses Klons handelt es sich um die Sequenz eines bekannten Gens. Es kodiert für die 37 kDa-Untereinheit des Aktivator-1 Proteins, auch RF-C (Replication Factor C) genannt (Lee et al., 1989 und 1991; Tsurimoto und Stillman, 1989). Das RF-C-Protein ist ein Komplex bestehend aus fünf verschiedenen Untereinheiten (36, 37, 38, 40 und 128 kDa). Es stellt zusammen mit dem PCNA ein unerläßliches Hilfsprotein für die DNA-Polymerase ( und ( dar (Übersichten in Kelman und O’Donnell, 1994; Kelman, 1997) und ist somit essentiell für die DNA-Replikation. Der Komplex fungiert dabei als „clamp loader“ für ein PCNA-Trimer, indem er an den „Primer Terminus“ bindet und sich dadurch die einzelnen PCNA-Moleküle zu einem ringförmigen Trimer zusammensetzen können. Dieser PCNA-Komplex wiederum bindet an Untereinheiten der DNA-Polymerase ( und (, die die DNA-Replikation steuern. Da RF-C, und auch seine 37 kDa-Untereinheit generell in der Lage sind an DNA zu binden, ist dies eine mögliche Erklärung, warum der Klon zunächst als positiv bei der Durchmusterung aufgetreten ist. Auch könnte durch die Überexpression dieser Untereinheit in den Hefen die HIS3-Basalexpression angeregt worden sein. Da in der Arbeit ein spezifisch an die E2FII-Sequenz bindender Faktor identifiziert werden sollte, wurde ausschließlich mit dem Klon pGAD‑GH‑23, der im Hefemutationstest kein Wachstum bei E2FII-mutierten Hefezellen induzieren konnte, weitergearbeitet. Die Bindung des von Klon pGAD‑GH‑23 exprimierten Proteins an die E2FII-Sequenz konnte zusätzlich auch durch eine Bandshiftanalyse in einem hefeunabhängigen System verifiziert werden (4.2.2). Da bei der Bandshiftanalyse ein Oligonukleotid eingesetzt wurde, welches im Gegensatz zu den Durchmusterungsexperimenten das E2FII-Sequenzelement nur in einfacher Ausführung beinhaltete, konnten so letzte Zweifel beseitigt werden, daß die Protein/DNA-Bindung an überlappenden Sequenzen stattgefunden hat. Daß im Bindungsexperiment ein im Vergleich zu den Komplexen mit den Kernextrakten viel tiefer liegendes Signal zu detektieren war, erklärt sich durch die Tatsache, daß es sich bei dem im Versuch eingesetzten Protein noch nicht um das Vollängenprotein handelte, sondern nur um eine Teilsequenz. 

5.3 Northern-Blot-Analysen 

Durch erste Sequenzanalysen des Klons pGAD‑GH‑23 stand fest, daß es sich bis zu diesem Zeitpunkt nur um die Teilsequenz, genauer um das 3‘ Ende eines Gens handeln konnte. Zur Bestimmung der Gesamttranskriptlänge wurde die Insertsequenz des bis dahin isolierten Klons in Northern-Blot-Analysen als Sonde eingesetzt. Darüber hinaus sollte in den Versuchen eine Information darüber gewonnen werden, in welchen Geweben die entsprechende Vollängensequenz exprimiert wird. Dazu wurde zum einen ein Northern-Blot mit mRNA aus verschiedenen humanen Geweben hybridisiert (MTN I, 4.3.1), zum anderen Blots analysiert, auf denen die Gesamt-RNA verschiedener Tumorzellinien präsent war. In allen Experimenten konnte jeweils ein einzelnes Transkript bei einer Größe von etwa 7,5  kb detektiert werden. Die Transkripte waren sowohl in verschiedenen Normalgeweben wie auch in Tumorzellinien vertreten. Da die Expressionssignale aber nicht in allen Spuren zu detektieren waren, und wenn dann auch in unterschiedlicher Intensität, kann ausgeschlossen werden, daß es sich bei dem in dieser Arbeit neu identifizierten Gen um ein sogenanntes Haushaltsgen handelt. Auffällig war allerdings eine starke Expression in Geweben bzw. Zellinien, die aus dem Gehirn stammten (U138 MG und Hs-683, beides Gliomzellinien). Eine Tatsache, die vor allem hinsichtlich der später detektierten Homologie zu einem huntingtin-bindenden Protein beachtet werden sollte (s. 5.5.1). Eine explizite Aussage über eine Gewebespezifität bzw. Tumorspezifität kann aber zu diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden. Das Auftreten eines singulären Bandensignals deutet darauf hin, das keine Spleißvarianten vorhanden sind. 

5.4 Vollängensuche

Die in beiden Northern-Blot-Analysen detektierte Transkriptlänge von etwa 7,5 kb ließ vermuten, daß es sich bei der gesuchten Vollängensequenz um eine relativ lange cDNA-Sequenz handeln würde. Besonders interessant für weitere Untersuchungen war vor allem die Identifizierung des translatierten Bereichs der cDNA. Da die Länge des 3‘ translatierten Bereichs von 427 bp bekannt war, und da die Länge der 5‘ untranslatierten Region von Gen zu Gen zwar variiert aber zwischen 35 bp und 670 bp liegt, konnte man zu diesem Zeitpunkt davon ausgehen, daß noch ca. 6 kb zur Vollängensequenz fehlten. Durch den Erfahrungsaustausch und Literatur, in der cDNA-Vollängenidentifizierungen beschrieben sind, wußte man, daß zur Isolierung von wesentlich kleineren Vollängensequenzen bereits das Durchmustern mehrerer cDNA-Bibliotheken von Nöten war, und daß die Vollängensuche somit zur zentralen und zeitaufwendigsten Aufgabe in dieser Arbeit führen würde. Neben der klassischen Durchmusterung von Phagen-Banken wurde in der vorliegenden Arbeit auch auf verschiedene andere molekularbiologische Methoden zurückgegriffen. Als besonders effektiv erwiesen sich dabei die computergestützten Methoden. Zum einen war das die Identifizierung des EST-Klons IMAGp998C12122 durch Datenbankvergleich (4.4.2) und die Hybridisierung einer sogenannten High Density Filter Library (4.4.6). Durch diese Methoden konnten die beiden größten Einzelsequenzen (1631 bp und 2460 bp) gewonnen werden. Während der gesamten Vollängenidentifizierung wurden Differenzen zwischen Sequenzen, die aus unterschiedlichen cDNA-Bibliotheken stammten, durch Test-RT-PCRs analysiert. Ebenso wurden Sequenzen, die nur aus einer cDNA-Bibliothek oder RNA-Quelle stammten, verifiziert und korrigiert. Die gravierendsten der aufgetretenen Fehler waren zwei jeweils ca. 100 bp lange Sequenzinsertionen (unter 4.4.3 und 4.4.4 näher beschrieben). Solche Insertionen von „Fremd-DNA“ entstehen schon in den ersten Schritten der Generierung von cDNA-Banken, z.B. dann, wenn die zur Herstellung der Bibliothek verwendete mRNA mit genomischer DNA verunreinigt ist. Beim Erfahrungsaustausch mit anderen Doktoranden stellte sich im nachhinein heraus, daß diese Problematik in der hier verwendeten humanen HeLa S3 5‘ Stretch Plus cDNA Bank besonders häufig zum Tragen kommt. Bei den weiter aufgetretenen Fehlern handelte es sich um das Fehlen oder die Insertion einzelner Basenpaare sowie deren Austausch. Diese Fehler können zwar auch bereits bei der Herstellung der cDNA-Bibliotheken eingebracht worden sein, sind aber auch durch eine mehrfache Amplifikation der Klone bzw. cDNA-Banken zu begründen. Dies trifft vor allem auf die vom RZPD bezogenen Klone, IMAGp998C12122 und DKFZp564D2457Q2 zu (vgl. 4.4.2 und 4.4.6). Bei der Sequenzidentifizierung durch 5‘RACE-PCRs wurden die PCR-Produkte vor der Sequenzierung in einen Vektor einkloniert. Fehler (Basenpaaraustausch) die bei der PCR-Reaktion entstanden sind, wurden so ebenfalls amplifiziert. Um diese Fehlerquelle zu vermeiden, fand die Sequenzierung der Produkte der Test-RT-PCRs ohne vorherige Klonierung statt. 

5.5 Sequenzanalyse und Homologievergleich

Die unter 4.4 identifizierte Vollängensequenz wurde mittels verschiedener Computerprogramme und im Internet verfügbarer Datenbanken hinsichtlich bekannter Proteine und Domänen untersucht (s. 4.5.2‑4.5.5). Die wichtigsten Strukturmerkmale und die Ergebnisse des Homologievergleichs sind unter 4.5 dargestellt und kurz erläutert. Im folgenden werden diese Punkte erneut aufgegriffen und ihre mögliche Bedeutung für die Funktionen des von der vorliegenden Sequenz kodierten Proteins diskutiert.

5.5.1 Homologie zu einem huntingtin-bindenden Protein

Beim Homologievergleich auf Proteinebene  konnte die größte Homologie zu einem zwischenzeitlich identifizierten huntingtin-bindenden Protein detektiert werden. Dabei handelt es sich um das huntingtin-interacting protein (AF049103) und den diese Sequenz überlappenden Klon HYPB (AF049610), die eine 100%ige Homologie zur 3‘ Sequenz der vorliegenden Klon 23 Sequenz aufweisen. Die in den blastx-Ausdrucken fehlenden Aminosäuren (beim huntingtin-interacting protein die ersten 8 aa, beim HYPB die ersten 17 aa) sind ebenfalls 100% homolog zur Klon 23-Sequenz. Die Klone wurden mittels Hefe‑„Two-Hybrid“-System, mit dem huntingtin‑interagierende Proteine identifiziert werden sollten, von Faber et al. (1998) aus einer humanen cDNA-Bibliothek isoliert. Es handelt sich hierbei jedoch nicht um Vollängenklone. Da in Northern-Blot-Analysen mit einer HYPB‑Sonde ebenfalls ein einzelnes Transkript mit einer Länge von etwa 7,5 kb zu detektieren war (Faber et al., 1998), ist davon auszugehen, daß die in der vorliegenden Arbeit identifizierte Sequenz auch der Vollängensequenz der oben beschriebenen Klone entspricht. 

Mit der Expansion eines CAG-Trinukleotidrepeats im N-Terminus des huntingtin-Gens (Huntington’s Disease Collaborativ Research Group, 1993) ist die neurodegenerative Krankheit Chorea Huntigton unmittelbar assoziiert (Überblick in Gusella et al., 1996). Es handelt sich dabei um eine erbliche, selektive Nervendegeneration im Hirn, benannt nach dem Arzt Georg Huntington (Martin und Gusella, 1986). Betroffen sind hier vor allem die zentralen neuronalen Schaltstellen (Striatum, Caudatum und Putamen) im Großhirn (Graveland et al., 1985). Wie später gezeigt werden konnte, handelt es sich bei der neuronalen Degeneration um Apoptose. Die Krankheit, die  durchschnittlich einen von zehntausend Menschen betrifft, wird autosomal dominant vererbt (Haper,1992). Die Symptome, wie z.B. motorische Störungen und unkontrollierte tanzartige Bewegungen, treten hauptsächlich um das vierzigste Lebensjahr auf; in Fällen in denen die Krankheit früher auftritt, ist sie zumeist vom Vater vererbt (genomic imprint). Nach einem progressiven Krankheitsverlauf versterben die Patienten im Durchschnitt 15-20 Jahre nach Ausbruch der Krankheit (Überblick in Gusella, 1996 und Wellington et al., 1997). Die genetische Ursache von Chorea Huntington wurde erst 1993 mit der Identifizierung und Klonierung des huntingtin Gens/IT 15 gefunden (Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Das von ihm translatierte 348 kDa große Protein besitzt in seinem N-Terminus einen durch CAG-Tripletts kodierten Glutaminbereich. Solche sogenannten Trinukleotidrepeats sind auch von anderen neurodegenerativen Krankheiten ähnlicher Symptomatik bekannt. Hierzu zählen u.a. das Fragile X Syndrom, die Myotone Dystrophie, und die Spinocerebellare Ataxie (SCA) (Zoghbi, 1995). Es liegt eine klinische Korrelation mit der Länge der CAG-Wiederholungen vor. Personen, in deren huntingtin-Gen (HD-Gen) über 39 CAG-Tripletts detektiert werden, bilden die Krankheit in voller Penetranz aus. Menschen mit Triplettlängen von 35-39 können erkranken, müssen es aber nicht zwangsläufig. Die Anzahl der CAG-Codons korreliert invers mit dem Eintrittsalter der Krankheit (Andrew et al., 1993; Gusella und MacDonald, 1995; Persichetti et al., 1995). Der Pathogenesemechanismus, d.h. der Mechanismus, durch den die CAG-Verlängerung im HD-Gen den neuronalen Zelltod im Hirn auslöst, ist bis heute nicht bekannt. Es wurden bisher mehrere Theorien aufgestellt, in die sich die Bindung des HD-Genprodukts an das von Klon 23 exprimierte Protein durchaus eingliedern würde. Zwar kann weder ausgeschlossen werden, daß die CAG-Tripletts die Chromatinstruktur oder Transkription des Gens verändern, noch daß Veränderungen auf mRNA-Ebene verantwortlich für den Ausbruch der Krankheit sind; das Hauptaugenmerk gilt aber der Regulation auf Proteinebene. Damit eng verbunden ist die Identifizierung möglicher Interaktionspartner für das HD-Genprodukt. Einige Faktoren konnten bisher identifiziert werden. Hierzu zählen u.a. HAP-1 (Li et al., 1995), HIP-1 (Wanker et al., 1997), GAPDH (Burke et al., 1996) HIP-2, das dem bekannten Ubiquitin-konjugierten Protein hE2-25 entspricht (Kalchman et al., 1996) und auch die von Faber et al. (1998) isolierten Proteinsequenzen huntingtin-interacting protein und der diese Sequenz überlappende Klon HYPB (s.o.). Eine Assoziation zum EGF‑Rezeptorkomplex konnte ebenfalls gezeigt werden (Liu et al., 1997). Interessanterweise verläuft die Interaktion über die SH3-Domänen der im Komplex enthaltenen Faktoren Grb2 und RasGAP, was vermuten läßt, daß das HD-Genprodukt an einem ras-abhängigen Signaltransduktionsweg beteiligt sein könnte. Zudem ist das HD-Genprodukt Substrat für das Apopain (CPP32). Huntingtin wird, vergleichbar der PARP-Spaltung, einem Schlüsselereignis bei der Apoptose, in ein kurzes und langes Proteinfragment gespalten (Goldberg et al.,1996). Das bei der Proteolyse entstandene kürzere Fragment enthält den Polyglutamintrakt. Die Spaltungsrate wird durch einen verlängerten Polyglutamintrakt erhöht. Goldberg et al. postulieren aus den Ergebnissen, daß durch die Spaltung ein toxisches Abbauprodukt entsteht oder/und, daß dadurch eine mögliche, bisher jedoch nicht nachgewiesene, anti-apoptotische Wirkung vom huntingtin-Genprodukt inhibiert wird. Diese Hypothesen sind auch in einem positiven „feed back loop model“ zusammengefaßt, in dem postuliert wird, daß interagierende Proteine möglicherweise die Produktion trunkierter HD-Genprodukte beeinflußen, was wiederum zur Toxizität führt, die ebenfalls von interagierenden Faktoren direkt moduliert werden könnte. (Wellington et al., 1998). Ein weiterer Aspekt ist die Lokalisation des HD-Genprodukts innerhalb der Zelle. Während in den meisten Zelltypen das HD-Genprodukt ausschließlich im Cytoplasma zu detektieren ist, befindet es sich in neuronalen Zellen sowohl im Cytoplasma, als auch im Nukleus. (Hoogeveen et al., 1993). Jedoch konnte kein Unterschied zwischen Gewebe aus gesunden und erkrankten Personen beobachtet werden. Verschiedene Arbeitsgruppen hingegen konnten zeigen, daß ausschließlich ein mutiertes huntingtin-Genprodukt sich zu Aggregaten, den sogenannten „neuronal intranuclear inclusions“ zusammenschließt (u.a. DiFiglia et al., 1995 und 1997; Gutekunst et al., 1995; Sharp et al., 1995; Trottier et al., 1995, De Rooij et al., 1996;). Die anfängliche Hypothese, daß diese Aggregatbildung unmittelbar mit der Toxizität zusammenhängt, konnte jedoch nicht bestätigt werden (Saudou et al., 1998; Hackam et al., 1999). Unbestritten ist aber die Notwendigkeit, daß das huntingtin-Genprodukt zur Induktion der Neurodegeneration im Nukleus agieren muß. Der Mechanismus des Kerntransports ist bisher noch nicht bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, daß eine von Bessert et al. (1995) postulierte Kernlokalisationssequenz nicht aktiv ist (Hackam et al., 1999). Der Kerntransport müßte also passiv durch Kerndiffusion oder durch eine Art „Shuttleprotein“ erfolgen. Da davon auszugehen ist, daß es sich bei dem in dieser Arbeit klonierten Faktor um ein Kernprotein handelt (mögliche NLS s. 4.5.6), stellt dieses solch ein putatives Transporterprotein dar. Das im Kern vorliegende mutierte huntingtin-Genprodukt könnte mit Transkriptionsregulatoren, die den Zellzyklus neuronaler Zellen steuern, interagieren und sie so aktivieren. Die Deregulation dieser Interaktionsprozesse ist eine Konsequenz der Expansion des Polyglutamintrakts (Hypothesen aus De Rooij et al., 1996; Saudou et al., 1998 und Hackam et al., 1999). Der in dieser Arbeit klonierte Faktor könnte einen der möglichen Transkriptionsregulatoren darstellen. Da sich unter den bisher identifizierten huntingtin-bindenden Proteine keine Transkriptionsfaktoren befinden, würde es sich beim vorliegenden Faktor erstmals um einen putativen Transkriptionsregulator, der mit dem HD-Genprodukt interagiert, handeln.

5.5.2 WW/WWP Domäne

Im C-Terminus des von Klon 23 exprimierten Proteins konnte mittels Homologievergleich eine eindeutige WW-Domäne, auch WWP oder rsp5-Domäne genannt, detektiert werden (Bork und Sudol, 1994; André und Springael, 1994; Hofmann und Bucher, 1995 ). Sie umspannt ungefähr 40 aa und beinhaltet zwei hochkonservierte Tryptophane (W), gefolgt von einem invariablen Prolin (P). Neben den namensgebenden Aminosäuren sind vor allem polare Aminosäuren in der Domäne präsent. Einen hohen Prolinanteil findet man vor allem am N- und C‑Terminus der Peptidsequenz (Sudol et al., 1995b). Strukturell erscheint die Domäne als ein dreisträngiges antiparalleles (-Faltblatt ((1,(2,(3) mit einer hydrophoben Tasche („Pocket“), die aus einem Leucinrest, einem Tyrosinrest und dem zweiten Tryptophan gebildet wird (Sudol, 1996; Staub und Rotin, 1996; Macias et al., 1996, Rotin, 1998). Zwar konnten nachträglich in verschiedenen, zu diesem Zeitpunkt bereits bekannten Genprodukten WW-Domänen detektiert werden, besondere Beachtung fand sie aber erstmals durch die Identifizierung von YAP (Yes-associated protein) durch Sudol et al., 1995a. Dieses Protein, das eine WW-Domäne enthält, bindet an die SH3-Domäne des zu den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der SCR-Familie zählenden Yes Protoonkogens (s. auch 5.5.4). WW/WWP-Domänen wurden bis heute in einer Vielzahl unabhängiger Faktoren identifiziert. Einige dieser Proteine sind in die Signaltransduktion involviert, wie z.B. Msb1, das im MAP-Kinase Pathway eine Rolle spielt (Sudol et al., 1995; Rotin, 1998). Andere WW-Proteine sind direkt mit Krankheitsbildern assoziiert. Hierzu zählt das Dystrophin das im Muskelgewebe von Patienten, die an Duchenne Muskel Dystrophy (DMD) leiden, fehlt und bei Menschen mit Becker Muskel Dystrophy (BMD) verändert ist (Staub und Rotin, 1997; Rotin , 1998). Eine WW-Domäne findet sich auch im humanen FE65 (Bressler et al., 1996), einem Protein, daß mit der intrazellulären Domäne des (APP (Alzheimer‘s Amyoloid Precursor Protein) interagiert. Der Zusammenhang zwischen WW-Domänen und einer neurodegenerativen Krankheit wie Alzheimer ist vor allem hinsichtlich der unter 5.5.1 diskutierten Beteiligung des in dieser Arbeit identifizierten Gens und seines Genproduktes an der Pathogenese der ebenfalls neurodegenerativen Erkrankung Chorea Huntington von Interesse. Die mit dem Liddle’s Syndrom assoziierte Ubiquitin-Proteinligase Nedd4 (Kumar et al., 1992) besitzt sogar mehrere WW-Domänen (Staub und Rotin, 1997). Einen großen Anteil der Proteine, die eine oder mehrere WW-Domänen enthalten, stellt die Gruppe der Faktoren, die direkt als Transkriptionsfaktoren, oder indirekt als Coaktivatoren an der Genregulation beteiligt sind. So konnte dem bereits beschriebenen YAP (s.o.) erst kürzlich die Funktion eines starken Transkriptionsaktivators nachgewiesen werden (Yagi et al., 1999). Ein weiterer Transaktivator ist das humane CA150 (Suñé et al. 1997). Dieses nukleäre Protein ist mit dem RNA-Polymerase II Holoenzym assoziiert und an der Tat-aktivierten Genexpression des HIV-1 beteiligt. Ein weiteres WW-Protein, das 1999 von Waragai et al. identifizierte PQBP-1, inhibiert die hirnspezifische Transkriptionsaktivierung durch den Transkriptionsfaktor Brn-2. Hinsichtlich der putativen Bindung des Klon 23-Genproduktes an das durch huntingtin kodierte Protein ist in diesem Zusammenhang besonders interessant, daß PQBP-1 an den Polyglutamintrakt von Brn-2 bindet. Schließlich sei noch das Kernprotein Npw38 erwähnt, das an der Basaltranskription verschiedener Gene beteiligt ist (Komuro et al., 1999). Durch Mutationen in der WW-Domäne des Npw38 konnte eine direkte Beteiligung der WW-Domäne an der Transaktivierung gezeigt werden. Unabhängig von der jeweiligen Funktion der Gene sind die WW-Domänen an Protein-Protein Interaktionen beteiligt. Als Liganden fungieren prolinreiche Sequenzen, sogenannte PY-Motive (Chen und Sudol, 1995, Sudol, 1998). Dabei werden die WW-Domänen in zwei Gruppen unterteilt. Die Faktoren der einen Gruppe (WW1) binden an Liganden mit der Konsensussequenz PPxY, die der anderen (WW2) an das Sequenzmotiv PPLP. Da die in der vorliegenden Arbeit identifizierte Gensequenz in dem Bereich nt 5402-nt 5413 für die Peptidsequenz PPGY kodiert, könnte das Klon 23-Genprodukt möglicherweise homodimerisieren oder mit anderen WW/WWP-Proteinen heterodimerisieren. 

5.5.3 SET-Domäne

In der vorliegenden Sequenz konnte von nt 3524-nt 3919 eine SET-Domäne detektiert werden. Namensgeber dieser ca. 130 aa umfassenden und unter den verschiedenen Spezies konservierten Domäne sind die Drosophila Gene Su(var)3-9, Enhancer of zeste [E(z)] und trithorax, in denen SET-Domänen vorliegen (Jenuwein et al.,1998). Die meisten SET-Domänen sind aus Drosophila und den Hefen S.cerevisiae und S.pombe bekannt. Diese sind dort z.B. an der Aktivierung (trx-G) oder Repression (Pc-G) übergeordneter homöotischer Kontrollgene (HOM-C) beteiligt (Überblick Jenuwein et al., 1998). Die SET-Domänen stellen dabei u.a. wichtige Determinaten in der „Chromosomen Architektur“, sowie beim telomeren und centromeren „Gene-Silencing“ dar. Dies läßt vermuten, daß Proteine mit SET-Domänen multifunktionale Chromatinregulatoren sind. Die Chromatinmodulation hat in den letzten Jahren für die Transkriptionsaktivierung oder Repression nicht zuletzt auch durch intensive Untersuchung der HAT-(Histon-Acetyltransferase) Aktivität z.B. im Coaktivator p300 enorm an Bedeutung gewonnen. Das zum trx humane Homolog HRX/ALL-1 (Tkachuk et al.,1992; Gu et al., 1992) sowie das letztlich durch Chelsi et al. (Chelsi et al., 1998) identifizierte MMSET (Multiple Myeloma SET-Domain) sind mit Leukämieerkrankungen assoziiert. Wie oft bei Tumorerkrankungen des hämatopoetischen Systems sind es in beiden Fällen Translokalisationen bzw. Rearrangements die zur Dysregulation der entsprechenden Gene und damit zur Erkrankung führen. Einen direkten Zusammenhang zwischen SET-Domänen und Zellzyklusregulation konnte mit der Identifizierung des mit der SET-Domäne interagierenden Proteins Sbf1 hergestellt werden (Cui et al., 1998), da dieses Protein in der Lage ist NIH 3T3 Fibroblastenzellen zu transformieren. Funktionell läßt sich die SET-Domäne des Klon 23-Genproduktes wahrscheinlich am besten mit dem murinen NSD1 (Huang et al., 1998) vergleichen. Es handelt sich bei diesem Protein sowohl um einen Coaktivator als auch Corepressor. Es interagiert direkt mit der Ligandenbindungsdomäne verschiedener nukleärer Rezeptoren. Die SET‑Domänen der beiden Proteine (NSD1 und Klon 23) sind nicht nur hoch homolog (s. Datenbankausdruck 4.5.4), NSD1 ist ebenfalls ein überdurchschnittlich großes Protein (2588 aa). Da die Funktion vieler SET-Faktoren bekannt ist, man aber über die genaue funktionelle Bedeutung der SET-Sequenz ansich nicht viel weiß, kann über die Funktion der SET-Domäne im Klon 23-Genprodukt zum jetzigen ebenfalls nur spekuliert werden.

5.5.4 Die Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle

Tyrosinkinasen und ihren Substraten kommt ein zentraler Stellenwert im Rahmen der Regulation von Wachstumsprozessen, aber auch der malignen Transformation zu. N-terminal der SET-Domäne konnte die Peptidsequenz RQQEELPIY, kodiert durch nt 2486 und nt 2515, als eine mögliche solche detektiert werden. Substrate für Tyrosinkinasen, d.h. putative Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstellen, sind prinzipiell durch einen Lysin oder Argininrest (R/K) sieben oder acht aa N-terminal bezüglich des zu phosphorylierenden Tyrosinrests (Y) gekennzeichnet. In den meisten Fällen wie auch hier, kann zusätzlich eine saure Aminosäure wie die Asparaginsäure oder Glutaminsäure (D/E), drei oder vier aa N‑terminal des Tyrosinrests detektiert werden (Patschinsky et al., 1982; Hunter, 1982). Es gibt eine Vielzahl von Faktoren deren Tyrosinreste phosphoryliert werden. Die bisher bekannten Funktionen dieser Proteine reflektieren die vielfältigen zellulären Vorgänge, die  mit Zellteilung und Differenzierung einhergehen. Viele Proteine sind an Vorgängen der Zelladhäsion beteiligt, wie z.B. das Catenin. Andere Proteine sind mit dem Zytoskelett assoziiert. Hierbei wäre das Annexin zu nennen. Bei wiederum anderen Proteinen handelt es sich um RNA-bindende Proteine oder Transkriptionsfaktoren. Zu den bekanntesten dieser Transkriptionsfaktoren zählen die STATs (signal transducers and activators of transcription). Induziert durch rezeptorvermittelte Kinasierung eines C-terminal gelegenen Tyrosinrests homodimerisieren diese, gelangen anschließend in dieser Form in den Zellkern und sind dort durch DNA-Bindung unmittelbar an der Genregulation verschiedener Gene beteiligt (Übersicht in Darnell, 1997). Obwohl das in dieser Arbeit klonierte Gen auch für einen putativen Transkriptionsfaktor kodiert, können zur Zeit, aufgrund der strukturellen Unterschiede zu den STAT-Transkriptionsfaktoren noch keine funktionellen Parallelen gezogen werden.

Mittlerweile ist eine große Anzahl von Tyrosinkinasen bekannt. Grundsätzlich lassen sich diese in zwei verschiedene Klassen einteilen: die Rezeptor-Tyrosinkinasen und die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Zu den letzteren zählt auch das bereits unter 5.5.2 erwähnte Yes Protoonkogen der SCR-Familie. Charakteristisch für diese Proteine sind die SH2/SH3-Domänen („SRC-Homologieeinheit“-2 und 3). Wie bereits beschrieben, kann die SH3-Domäne mit WW/WWP-Domänen interagieren (5.5.2). Da eine solche Domäne in der vorliegenden Proteinsequenz präsent ist, kann spekuliert werden, daß die Tyrosinkinasierung in der Peptidsequenz RQQEELPIY möglicherweise durch eine der SCR-Familie zugehörigen Tyrosinkinase vermittelt wird.

5.5.5 Zusammenfassung des Homologievergleichs und seine Bedeutung für die funktionellen Eigenschaften von Klon 23 

Durch einen Homologievergleich konnten, in dem von Klon 23 exprimierten Protein, verschiedene multifunktionelle Domänen identifiziert werden: eine WW/WWP-Domäne, eine SET-Domäne und die putative Tyrosinkinasierungsstelle. Darüber hinaus weist es eine 100%ige Homologie zu dem huntingtin interacting protein (bzw. HYPB) auf, von dem bisher jedoch nur eine kurze Teilsequenz bekannt war. Da die eigentlichen Wirkungsmechanismen der o.g. Domänen bzw. des HYPB größtenteils nicht exakt erforscht sind, können Rückschlüsse auf Ihre funktionelle Bedeutung für die Funktion des in dieser Arbeit identifizierten Faktors nur vermutet werden. Grundlage dieser Vermutungen bildet die genaue Auseinandersetzung mit den Faktoren, die ebenfalls Träger der detektierten Domänen sind und ihrer funktionellen Bedeutung. Hierbei konnten in der bisherigen Diskussion Parallelen zu einem weiten Spektrum von Proteinen mit den vielschichtigsten Funktionen gezogen werden, so daß davon auszugehen ist, daß der klonierte Faktor ebenfalls eine große Bandbreite von Aufgaben im Zellkontext erfüllen kann. Alle Informationen unterstützen jedoch die Annahme, daß es sich beim vorliegenden Faktor tatsächlich um den gesuchten Transkriptionsaktivator handelt. Auszuschließen ist an dieser Stelle jedoch, daß es sich um ein Mitglied der E2F-Transkriptionsfaktorfamilie oder ein E2F-ähnliches Protein handelt, da keiner der charakteristischen E2F-Domänen (s. 1.5) in der vorliegenden Sequenz detektiert werden konnte. Die vor Beginn dieser Arbeit in Bandshiftanalysen gezeigte immunologische Ähnlichkeit zu E2F-5 könnte durch eine Antikörperkreuzreaktion entstanden sein. Da die E2FII-Sequenz nur auf 13 Nukleotide eingeschränkt werden konnte, zu einer effektiven E2F-Bindung jedoch 7 Basenpaare ausreichend sind, ist es durchaus auch möglich, daß sowohl ein E2F-ähnlicher Faktor und das in dieser Arbeit isolierte Protein, an die Zielsequenz binden. Gegebenenfalls konnte ein zusätzlicher, E2F-ähnlicher Faktor im Hefe-„One-Hybrid“-System nicht aufgrund der fehlenden Interaktion mit einem der DP-Proteine (s. Einleitung) detektiert werden. 

Auf Grund der Größe und der Anwesenheit verschiedenster Domänen könnte vermutet werden, daß es sich auch um einen Coaktivator, ähnlich z.B. dem p300, das in der Transkriptionsregulation verschiedenster Gene eine Rolle spielt, handeln könnte. Ein Gegenargument ist allerdings die eindeutig durch verschiedene Methoden verifizierte Bindung an die DNA-Zielsequenz, die für einen Transkriptionsfaktor spricht.

5.6 Klonierung der cDNA-Vollängensequenz in Expressionsvektoren und deren Expressionsversuch

Zur weiteren Charakterisierung des von der vorliegenden Sequenz kodierten Proteins wurde der translatierte Bereich der cDNA in einen Expressionsvektor kloniert. Angesichts der großen Sequenzlänge war eine einzige RT-PCR aufgrund der zu erwartenden Mutationen nicht empfehlenswert. Auch konnten größtenteils die einzelnen Klone nicht zur Klonierung verwendet werden, da sie einerseits Mutationen aufwiesen, die zu Aminosäureaustauschen hätten führen können, zum anderen befanden sich oftmals in den zum Teil nur sehr kurzen Überlappungssequenzen keine zur Klonierung geeigneten Restriktionsschnittstellen. Die Klonierung erfolgte über mehrere Einzelschritte. Dabei wurde zur späteren immunologischen Detektierung zunächst ein HA-Tag am C-Terminus der Sequenz eingesetzt. Aufgrund später auftretender Schwierigkeiten bei der Expression  wurde zusätzlich noch ein Konstrukt generiert, welches N-terminal einen dreifachen HA-Tag besitzt. Probleme, die sich bei der Klonierung, vor allem des N-terminalen Bereichs der in dieser Arbeit identifizierten Sequenz ergaben, lassen auf mögliche Sekundärstrukturen wie z.B. Z‑DNA Strukturen in der Sequenz schließen, die bei der Amplifikation in E.coli‑Bakterien durch das Reparatursystem deletiert oder rearrangiert werden. Die Vollängensequenz konnte erfolgreich in vitro translatiert werden, wobei die Funktionalität des dreifachen, N-terminalen HA-Tags  durch Western-Blot-Analysen verifiziert werden konnte. Der Nachweis einer Expression in Säugerzellen gelang bisher leider nicht. Mögliche Ursachen bzw. Verbesserungsvorschläge werden im folgenden noch einmal aufgegriffen. 

5.7 Ausblick

In der Arbeit konnte mit der Identifizierung und Klonierung der Klon 23 Gensequenz die Basis für alle folgenden funktionellen Studien bezüglich ihrer Beteiligung bei der Ad 12 E1A Genregulation und der Pathogenese von Chorea Huntington sowie der funktionellen Bedeutung im Zellzyklus gelegt werden. Das nächste Ziel sollte die heterologe Expression des Gens im eukaryotischen Zellsystem sein. Am Ende der vorliegenden Arbeit wurden dazu bereits erste Versuche mit zwei unterschiedlichen Transfektionssystemen, Elektroporation und Transfektion mittels nicht-liposomaler Lipide (Effectene), vorgenommen. Es sind aber auch noch eine Vielzahl anderer Transfektionsmethoden und Transfektionsreagenzien, die auf unterschiedlichen Wirkungsmechanismen basieren, bekannt. Bei schwierigen Transfektionen wird häufig auch auf das Baculovirus-Expressionssystem zurückgegriffen, bei dem sehr hohe Transfektionsraten erzielt werden können.

Da der Hintergrund zu Beginn dieser Arbeit die Autoregulation der Ad 12 E1A-Genregulation war, könnte in transienten Transfektionsassays die funktionelle Bedeutung des exprimierten Proteins hinsichtlich des Autoregulationsmechanismus geklärt werden. In diesem Zusammenhang sind zwei weitere Aspekte interessant: zum einen sollte die DNA-Bindungsdomäne, die aufgrund der vorliegenden Ergebnisse im C-Terminus des Proteins liegen muß, genau detektiert werden um so durch Homologievergleich mit Promotordatenbanken mögliche zelluläre Zielgene zu identifizieren. Zum anderen sollte der Zusammenhang des in dieser Arbeit identifizierten Faktors mit dem Ad12 E1A 266R Protein hinsichtlich der Autoregulation untersucht werden. Eine mögliche Fragestellung diesbezüglich wäre, ob die beiden Proteine direkt miteinander interagieren oder ob die Autoregulation möglicherweise über gemeinsame Interaktionspartner vermittelt wird. Angesichts der Tatsache, daß es sich bei dem von Klon 23 exprimierten Protein um einen putativen Transkriptionsfaktor handelt sollten ferner die von ihm regulierten, putativen zellzyklusrelevanten Gene, z.B. durch Einsatz von cDNA-Arrays, identifiziert werden. Da Transkriptionsfaktoren vornehmlich im Kern lokalisiert sind, sollte dies für den vorliegenden Faktor ebenfalls gezeigt werden können (z.B. durch Detektion als GFP-Fusionsprotein oder durch Immunfluoreszenz). Mit der Detektion auf chromosomaler Ebene mit Hilfe von FISH-Analysen in Zusammenarbeit mit der Abteilung Innere Klinik (Tumorforschung) an der Universitätsklinik Essen ist begonnen worden. In diesem Zusammenhang konnte auch bereits ein der Klon 23 Gensequenz entsprechender PAC-Klon identifiziert werden. 

Die Detektion von putativen Interaktionspartnern für die SET und WW/WWP-Domäne z.B. mittels Hefe‑„Two‑Hybrid“‑System ist nicht zuletzt auch für die mögliche Beteiligung des vorliegenden Proteins an der Pathogenese der bis zum heutigen Zeitpunkt unheilbaren neurodegenerativen Krankheit Chorea Huntington von höchstem Interesse. 

6 Zusammenfassung

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die in der proximalen Promotorregion des  Adenovirus 12 E1A-Gens gelegene E2FII-Sequenz. Sie ist aus mehreren Gründen von höchstem Interesse: sie ist einerseits an der Transkriptionsregulation und dem bis heute nicht vollständig aufgeklärten Mechanismus der Autoregulation des Ad12 E1A-Gens beteiligt. Andererseits weist das Sequenzmotiv eine Homologie zu verschiedenen Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor E2F auf, der eine  zentrale Rolle im Zellzyklus spielt. Das Protein sowie das entsprechende Gen waren zu Anfang der vorliegenden Arbeit unbekannt.

Mit Hilfe des Hefe‑„One‑Hybrid“‑System wurde eine humane cDNA-Bibliothek hinsichtlich putativer E2FII-bindender Proteine durchmustert. Dabei konnten zunächst zwei verschiedene positive Klone identifiziert werden. In einer anschließenden Hefemutationsstudie sollte die Bindungsspezifität der isolierten Faktoren bezüglich der E2FII-Zielsequenz verifiziert werden. Dabei zeigte sich nur der in der Arbeit als pGAD‑GH‑23 bezeichnete Klon als spezifisch. Die Bindung des von ihm exprimierten Proteins an das E2FII-Motiv konnte zusätzlich in einem hefeunabhängigen Assay mittels Bandshiftanalyse bestätigt werden. Durch Northern-Blot-Analysen konnte eine ungefähre Gesamttranskriptlänge von 7,5 kb detektiert werden. Mögliche Spleißprodukte wurden nicht beobachtet. Darüberhinaus konnte in den Experimenten gezeigt werden, daß das entsprechende Gen sowohl in verschiedenen Tumorzellinien wie auch humanen Normalgeweben exprimiert wird. Aufgrund der bei den Northern-Blot-Analysen gewonnenen Daten war nun die Isolierung der assoziierten cDNA-Vollängensequenz das Hauptziel. Dies konnte mittels Kombination einer Vielzahl von molekularbiologischen Methoden erfolgreich erreicht werden. Zu den Methoden zählten neben der klassischen Durchmusterung und PCR-Durchmusterung von Phagen-Banken auch der Einsatz eines High Density Filter Library-Blots. Darüberhinaus wurden zur Identifizierung der Vollängensequenz mehrere 5‘ RACE-PCR durchgeführt und ein durch Datenbankvergleich identifizierter EST-Klons sequenziert. Die so identifizierte 7020 bp umfassende cDNA-Vollängensequenz wurde über RT-PCRs verifiziert. Der translatierte Bereich wird von 6183 bp repräsentiert; sie kodieren für ein 2061 aa großes Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von 231,1 kDa. Durch computergestützten Homologievergleich auf Proteinebene konnten mehrere interessante Domänen detektiert werden. Es handelt sich dabei um eine WW/WWP-Domäne im C-Terminus des Proteins, eine SET-Domäne und eine putative Tyrosinkinasierungsstelle. Darüberhinaus besteht eine 100%ige Homologie zu einem huntingtin-bindenden Protein, von dem bisher jedoch nur eine Teilsequenz bekannt war und dessen Vollängensequenz hiermit ebenfalls identifiziert ist. Die detektierten Homologien und Domänen unterstreichen die Vermutung, daß die in dieser Arbeit identifizierte und klonierte Gensequenz für einen Transkriptionsfaktor kodiert, und daß es sich um einen multifunktionellen Faktor handelt. Die Klonierung des kompletten translatierten Bereichs in einen Expressionsvektor, welches die Basis für alle zukünftigen funktionellen Studien darstellt, erfolgte zur Vermeidung von Mutation über mehrere Einzelklonierungen. Dieses Konstrukt konnte erfolgreich in vitro translatiert werden. Eine Expression in Säugerzellen konnte in dieser Arbeit trotz Einsatz verschiedener Transfektionsmethoden leider bisher weder durch Western-Blot-Analysen noch durch Immunpräzipitation nachgewiesen werden. 

Das Ziel in nächster Zukunft stellt also die Optimierung der Expressionsbedingungen für den in dieser Arbeit identifizierten und klonierten Transkriptionsfaktor dar, damit umfangreiche Studien bezüglich seiner Beteiligung bei der Ad 12 E1A Genregulation und der Pathogenese von Chorea Huntington sowie seiner funktionellen Bedeutung im normalen und malignen Zellsystem, möglich sind. 
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Erklärung zu § 6, Abs. 2, Nr. 8:

Hiermit erkläre ich, gem. § 6, Abs. 2, Nr. 8. der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 bis 9 zur Erlangung des Dr. rer. nat., daß ich keine anderen Promotionen bzw. Promotionsversuche in der Vergangenheit durchgeführt habe und daß diese Arbeit von keiner anderen Fakultät abgelehnt worden ist. 

Essen, den


Susanne Rega
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