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|. ZUSAMMENFASSUNG

. ZUSAMMENFASSUNG

Das in dieser Dissertation untersuchte Intersectin 2- Protein gehort zu einer multimo-
dularen Proteinfamilie, die im Bereich der Endocytose eine tragende Rolle spielt.
Bisher sind ca. 20 solcher Proteine bekannt. Intersectin 2 gehort ebenso wie Inter-
sectin 1 zu den gerUstbildenden Proteinen des Actinskeletts (im englischen werden
diese Proteine als ,scaffolding® Proteine bezeichnet). Intersectin 2 ist der Hauptme-
diator in der Clathrin- vermittelten Endocytose. Die Clathrin- abhangige Endocytose
ist der Mechanismus, durch den Proteine und Membranlipide Zugang ins Zellinnere
erhalten.

Das Intersectin 2 Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert, es werden hauptsachlich drei
verschieden lange (6,5, 8 und 10 kb) Isoformen durch alternatives Splicen expri-
miert. Das Protein besteht aus zwei EH (Eps15 homology)- Domanen und funf SH3
(Src homology 3)- Domanen. Dazwischen liegt eine so genannte coiled- coil Region;
am Carboxyterminus, welcher bei der kurzen Isoform fehlt, wird das Protein durch
eine PH (pleckstrin homology)- Doméane, eine DH (Db1homology)- Domane und eine
C2- Domane, dies ist eine Calcium bindende Domane, erganzt. Diese verschiedenen
Domanen sind fur die Interaktionen mit anderen Proteinen verantwortlich.

Bis jetzt wurden nur wenige Funktionen bzw. Interaktionen von Intersectin 2 gefun-
den. Die Arbeitsgruppe von Pucharos et al. konnte nachweisen, dass eine Uberex-
pression von Intersectin 2 die Transferrinaufnahme hemmt. McGavin et al. haben
gezeigt, dass ein Teil der Intersectin 2- DNA, welcher bei der Isolierung von SH3-
Domanen als SH3P18 identifiziert wurde, als WASP interacting Protein bezeichnet
wird. WASP steht fur Wiskott- Aldrich Syndrom Protein und ist das Produkt eines
Gens, das bei Kindern mit Wiskott- Aldrich Syndrom mutiert ist. Die T- Zell- Antigen-
rezeptor (TCR) induzierte Endocytose wird durch das Wiskott- Aldrich Syndrom Pro-
tein reguliert. Des Weiteren wurde von der Arbeitsgruppe um Nishimura et al. die
Rolle von Intersectin (2 Splicevarianten von Intersectin 1) in der Entwicklung des
Zentralnervensystems hervorgehoben. Es spielt als Interaktionspartner des Proteins
Numb im Bereich der kortikalen Neurogenese eine wichtige Rolle, indem es die
Guanin- Nucleotid- Exchange Faktor (GEF)- Aktivitat der kurzen und langen Splice-
variante von Intersectin 1 gegenuber Cdc42 (cell division cycle 42) in vivo erhoht.
Diese Aktivitatserhohung von GEF gegenuber Cdc42 wurde ebenfalls fur die lange

Isoform von Intersectin 2 beschrieben. Von Lim et al. wurde sowohl in vitro als auch
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|. ZUSAMMENFASSUNG

in vivo eine Protein- Protein- Interaktion zwischen Intersectin 2 und dem humanen
Herpesvirus Typ 8 (HHV8), welches mit der Entstehung des Kaposi Sarkoms assozi-
iert ist, nachgewiesen. Aus der eigenen Arbeitsgruppe (Seifert et al.) wurden erst
kirzlich einige minor Splicevarianten veroffentlicht, im Speziellen eine Variante, die
das Exon 16 beinhaltet (ITSN2C). Entsprechende Expressionsstudien zeigten eine
Hirngewebsspezifitat fur diese Variante.

Um weitere Wechselwirkungen und Funktionen des Intersectin 2- Proteins herauszu-
finden, wird in dieser Arbeit das Yeast- Two- Hybrid System benutzt. Hiermit kdnnen
Protein- Protein- Interaktionen auf eukaryontischer Ebene nachgewiesen werden.
Dieser Interaktionsnachweis erfolgt in einer kommerziell erhaltlichen menschlichen
cDNA- Bank des Matchmaker Yeast- Two- Hybrid Systems, in dem Intersectin 2 in
den Bindungsdomanevektor eingesetzt wird, die cDNA- Bank befindet sich im Akti-
vierungsdomanevektor.

Auf diese Art und Weise werden schon mehr als 60 Klone als Bindungspartner identi-
fiziert, von denen nach mehreren Kontrollexperimenten (a- und - Galaktosidase-
Assays, Vektortausch, etc.) noch 9 potentielle Bindungspartner Ubrig bleiben.

Mit Hilfe eines weiteren Testverfahrens, der Immunprazipitation, wurde initial einer
der 9 potentiellen Bindungspartner in vivo weiter untersucht.

Hierbei liel3 sich Spektrin als Bindungspartner von Intersectin 2 in vivo nachweisen.
Spektrin ist ein Makromolekul, welches aus langen Polypeptidketten mit bis zu 240
kDa aufgebaut ist. Es ist ein wesentlicher Bestandteil des Zytoskeletts von Erythrozy-
ten, in diesem Zusammenhang wurde Spektrin auch erstmals beschrieben. Mittler-
weile ist bekannt, dass Spektrin und Ankyrin eine wichtige Rolle in verschiedenen
Zelltypen spielen, sie sind z.B. fur die Funktion von lonenkanal- und Zell- Adhasi-
onsmolekulen mitverantwortlich. Spectrin und Ankyrin werden ebenfalls wie Intersec-
tin 2 zur Gruppe der ,Scaffolding” Proteine gezahlt, sie spielen eine wichtige Rolle in
der Organisation und Verfestigung der Plasmamembran von vielen Zelltypen.

Sowohl die Bindung von Spektrin via Ankyrin zu Band 3, und die Selbstassociation
von Spektrin a- und B- Heterodimere, um schlieRlich aus diesen Tetramere zu for-
men, sind fundamental wichtig fur die Stabilitat der Erythrozytenmembran.

Kommt es zu einer Storung dieser Wechselwirkung, d.h. zu einem Verlust der Bin-
dung, konnen hieraus mehrere erbliche Erkrankungen, wie z.B. die heriditare Spha-
rozytose oder Elliptozytose, resultieren.
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Spektrin scheint ebenfalls flr die Genese neurologischer Erkrankungen verantwort-
lich zu sein. Die Spinozerebellare Ataxie Typ 5 (SCA5), als dominant vererbte pro-
gressive neurodegenerative Erkrankung, wird auf eine Mutation im 33- Spektrin zu-
ruckgefuhrt. In der Literatur sind bereits mehrere Bindungspartner von Spektrin, wie
die oben erwahnte Ankyrin- Spektrin- Wechselwirkung oder die Bindung zur Protein
4.1- Familie beschrieben, durch deren Ausfall es zu verschiedenen Mem-
brandefekten der Erythrozyten (z.B. hamolytische Anamie durch Fehlfunktion der
Spektrin- Protein 4.1- Bindung) kommen kann.

Der Spektrin- Ankyrin- Komplex spielt ebenfalls eine wichtige Rolle im axonalen An-
fangsbeich von Neuronen und im Bereich des Ranvier’ schen Schnurrings; ein span-
nungsabhangiger Na*- Kanal bindet unter anderem an Ankyrin- G, R4- Spekirin und
Neurofascin, eine Storung dieser Wechselwirkung fuhrt zur Unfahigkeit Aktionspoten-
tiale zu generieren und unter anderem zu schwerer Ataxie.

Daruber hinaus wurde kurzlich eine Rolle von Spektrin bei malignen Erkrankungen
nachgewiesen. Es wurden Spektrin Mutationen bei Brustkrebs und kolorektalen Kar-
zinomen nachgewiesen und erhohte hepatozellulare Krebsraten in 32- Spektrin- de-
fizienten Mausen beschrieben.

Inwieweit die Bindung zwischen Intersectin 2 und Spektrin bei diesen Krankheitsbil-
dern eine Rolle spielt, bleibt weiterhin zu klaren. Aufgrund der hohen Aktivitat von
Intersectin 2 im Aufbau des Zytoskeletts, gerade im Zusammenhang mit der Clathrin-
vermittelten Endocytose, ist allerdings davon auszugehen, dass es fur die Funktion
und die Stabilitat von Erythrozyten und wahrscheinlich auch diverser anderer Zellen
essentiell ist.
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Summary
Using the Matchmaker Two- Hybrid System to de-
tect Protein- Protein- Interactions of the Human En-

docytic Regulator Protein Intersectin 2

The human intersectin 2 as well as the human intersectin 1 (ITSN 2 and ITSN 1) are
members of multimodular highly conserved protein family involved in clathrin- medi-
ated endocytosis. Up to now, more than 20 proteins have been identified to partici-
pate in the molecular machinery of clathrin- mediated endocytosis. Intersectin 2 is
one of the scaffolding proteins of the cytoskeleton of the human cell. Clathrin- medi-
ated endocytosis is am multistep process to internalize proteins and memranlipids
as receptor- ligand complexes or synaptic vesicle recycling in neurons in the cell.
Human intersectin 2 is localised on chromosome 2, expressing three major tran-
scripts, a long isoform with 10 kb and two short isoforms with 8,5 an 6 kb, the
long isoform corresponding to the 6 and 8,5 kb isoforms. Isolation and sequenc-
ing of the human intersectin 2 cDNA demonstrate the three major isoforms being
produced by alternative splicing. The intersectin 2 Protein isoforms contain two
EH (Eps15 homology)- domains and five SH3 (Src homology 3)- domains. In be-
tween there is a coiled- coil domain localised. The COOH- terminal segment of
the long isoforms, which is lacking the short isoform, is composed of a DH (Db1
homology)- domain, a PH (pleckstrin homology)- domain and a C2 domain. These
different domains appear responsible for different interactions to other proteins.
Whereas most analyses so far focused on intersectin 1, only little is known about
intersectin 2. McGavin et al. showed, that intersectin 2 links the Wiskott- Aldrich
Syndrom Protein (WASp)- mediated actin polymerization to the T- Cell Antigen
Receptor endocytosis. Moreover Nishimura et al. underlined the important role of
intersectin 1 as Cdc42 (cell division cycle 42) guanine nucleotide exchange factor
(GEF) interacting with the protein numb, which specifically localizes to dendritic
spines in cultured hippocampal neurons and is implicated in dendritic spine
morphogenesis. Numb enhanced the GEF activity of intersectin 1 toward Cdc42
in vivo. Like intersectin 1, the long isoform of intersectin 2 (ITSN 2- L) exhibits
GEF activity, activates Cdc42 and associates with WASp in T- cells.

Recently, Lim et al. showed an interaction between intersectin 2 an the K15 Pro-
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tein of Kaposi’s Sarcoma- associated Herpes Virus, also known as human herpes
virus 8 (HHV 8). Around the same time minor splice variants have been published
by our own group around Seifert et al.. Mainly important the different expression
of one minor splice variant including exon 16 (ITSN2C) in normal human brain.
Investigating more protein- protein interactions and functions of intersectin 2 we
use the Matchmaker Two- Hybrid System. Using a pretransformed human cDNA
bank initially more than 60 clones were traced as potential binding partners. After
several further control tests (a- und - Galaktosidase- Assays, changing of the acti-
vating and binding vector) finally 9 potential binding partners have been revealed.
After sequencing, 1 of the 9 potential binding partners was procured to co-
immunoprecipitation for in vivo experiments. At least spectrin has been proven as
binding partner of intersectin 2.

Spectrin is a macromolecule with the size up to 240 kDa. New insights into the cell
biology of ankyrin and spectrin reveal that these proteins actively participate in as-
sembly of specialized memrane domains in addition to their conventional mainte-
nance role as scaffolding proteins. The binding of spectrin via ankyrin to band 3 and
the self- association of spectrin to form tetramers and larger oligomers are proc-
esses crucial to the overall stability of the red cell membrane. Disorders, involving
the self- association process of spectrin manifest as elliptocytic and pyropoikilocytic
disorders. In correlation to the phenotype, this means sperocytosis versus elliptocy-
tosis. Some binding partners of spectrin have been described in the literature, as the
spectrin- ankyrin binding to band 3 mentioned above, also the linkage between the
protein 4.1 family and spectrin- actin binding domains. Any deficit in this binding can
cause different membrane defects like haemolysis. Recently described inherited
human diseases due to defects in spectrin or ankyrin include spinocerebellar ataxia
type 5 and cardiac arrythmia (loss- of- function mutations of ankyrin- B), termed sick
sinus syndrome with bradycardia or ankyrin- b syndrom. Moreover roles in malig-
nancys are suggested by identification of spectrin mutations in breast and colorectal
cancers and the finding of increased hepatocellular cancer in [32- spectrin- deficient
mice. An ankyrin- spectrin pathway also operates at axon initial segments in neu-
rons binding with a voltage- gated Na* - channel, where actionpotentials are gener-
ated, and nodes of Ranvier, where action potentials are propagated.

The role of the spectrin- intersectin 2 binding in these disorders is suggested. Re-
garding the high activity in scaffolding and the dominant function in the molecular

Dissertation Andreas Neisius 5



|. ZUSAMMENFASSUNG

machinery of clathrin- mediated endocytosis it can be assumed that intersectin 2

plays a determining role in functionality and stability of erythrocytes.
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Il. Einleitung

Il. EINLEITUNG

1. Intersectin 1 und Intersectin 2

1.1 Allgemeine Klassifikation

Die menschlichen Intersectine 1 (ITSN 1) und 2 (ITSN 2) sind sogenannte multimo-
dulare Proteine. Im Englischen werden sie als scaffolding Proteine bezeichnet. Sie
regulieren den Endocytoseprozess; scaffolding bedeutet Ubersetzt soviel wie unter-
stutzend, gerustbildend. Sie sind beteiligt am Aufbau des Aktinskeletts.

Die Intersectine sind Mitglieder einer stark konservierten Proteinfamilie, die unter an-
derem bei der Clathrin- vermittelten Endocytose eine grof3e Rolle spielen. Diese
Funktion ist vor allem auf die Eps15 homology (EH)- Domane zurtckzuflhren, da
Proteine, die eine solche Domane enthalten, eine fuhrende Rolle in der Clathrin- ab-
hangigen Endocytose haben. Bis jetzt sind mehr als 20 solcher Proteine identifiziert
worden. Die Clathrin- abhangige Endocytose ist der Hauptmeschanismus, durch den
Proteine und Membranlipide Zugang ins Zellinnere erhalten.

Die Endocytose ist eine sehr wichtige Zellfunktion. Sie ist ein physiologisch regulier-
ter Prozess, bei dem extrazellulare Faktoren, wie z.B. Nahrstoffe, Giftstoffe, Peptide
und Pathogene von der Zelloberflache in die Zelle aufgenommen werden. Hierbei
invaginiert die Plasmamembran und es bilden sich abgeschnirte Vesikel mit den
Stoffen von der Zelloberflache. Die Vesikel bestehen zum Teil aus Clathrin und bei
der Abschnurung werden Dynamin und Intersectin gebunden. Die abgeschnurten
Vesikel werden von der Plasmamembran abgelOst und dann ins Zellinnere transpor-
tiert. Danach findet die Verarbeitung statt. Die Endocytose spielt auch eine grof3e
Rolle bei der Signaltransduktion.

Bei beiden menschlichen Intersectinen werden zwei kurze und eine lange Isoform mit

unterschiedlichen Proteindomanen beschrieben.
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Il. Einleitung

1.2 Biologie und Funktion Intersectin 1

Intersectin 1 ist ein Protein, das in menschlichen Zellen [24, 42, 44], bei Ratten (ge-
nannt EHSH1 [41, 44], Mausen (genannt Ese1 [44, 48], Xenopus laevis [44, 58] und
Drosophilis melanogaster (genannt Dap160 [44, 45]) identifiziert wurde. In menschli-
chen Zellen existieren drei Hauptisoformen mit naherungsweise 15, 6 und 4,5 kb
Lange. Die beiden Kurzen haben zwei Eps15 homology (EH)- Domanen, eine zentra-
le coiled- coil Region und funf Src homology 3 (SH3)- Domanen. Die lange Isoform
besteht noch aus einem verlangerten Carboxy- Ende, welches sich aus einer DH
(Db1homology)-, einer PH (pleckstrin homology)- und einer C2- Domane zusammen-
setzt [24, 42, 44]. Intersectin bindet mehrere Endocytose- relevante Proteine. Die
EH- Domanen zum Beispiel binden Epsine [44, 48, 58] und Scamp1 [14, 44], die coi-
led- coil Region bindet mit Eps15 und Eps15R [44, 48] und mit den Endocytose- re-
levanten Proteinen SNAP23 und SNAP25 [41, 44]. Die SH3- Domanen interagieren
mit Dynamin [41, 44, 48, 58] und Synaptojanin [41, 44, 58]. AuRerdem spielt Inter-
sectin 1 noch eine grol3e Rolle bei der Signaltransduktion der Zelle, da es mit dem
Ras- Austauschfaktor mSos1 [44, 56] interagiert.

1.3 Biologie und Funktion Intersectin 2

Intersectin 2 besitzt eine groRe Ahnlichkeit zu Intersectin 1. Es wurde anfanglich in
menschlichen Zellen und Mausezellen nachgewiesen [43, 44, 48], mittlerweile auch
in Zelllinien von Hunden, Schimpansen und Ratten [64]. Das Intersectin 2 Gen be-
steht aus mindestens 41 Exons und umfasst einen Bereich von ca. 157 kb. Es ist auf
Chromosom 2 lokalisiert und wird in drei Isoformen exprimiert, die durch alternatives
Splicen entstehen. Die cDNA der beiden kurzen Isoformen sind 6,5 und 8 kb, die der
langen ist 10 kb grof3.

Intersectin 2 besitzt ahnliche Domanen wie Intersectin 1. N- terminal befinden sich
zwei EH- Domanen (Aminosauren 13- 108 und 237- 331). Die Homologie zu Inter-
sectin1 betragt in diesem Bereich: EH1 87,1% und EH2 72,6%. Untersucht man die-
se Aminosauresequenz mit Hilfe des SMART (Simple Modular Analysis research
tool), so findet man im Bereich der EH- Domanen auch so genannte EF- Hand Moti-
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ve. Diese Motive sind Calcium bindend, wobei die Calciumbindung an die EH- Do-
manen bisher funktionell nicht erklarbar ist.

Die darauf folgende coiled- coil Region hat eine geringe Homologie. Sie besteht
hauptsachlich aus Glutaminsaure (18.9%), Lysin (15%), Leucin (14.5%), Gluta-
min(11.3%) und Arginin (9.3%). Der zentrale Bereich besteht aus funf SH3 Gruppen
(A-E). Die kurze Isoform endet nach der letzten SH3- Gruppe (Abb.1). Der Carboxy-
Terminus der langen Form besteht wie bei Intersectin 1 aus drei Domanen. Die erste
Domane von Aminosaure 1212- 1399 ist eine DH- Domane. Diese wirkt Ublicherwei-
se als katalytische Region von Guanin- Nucleotid- Exchange- Faktoren (GEF’s) fur
Rho- like GTPasen. Danach folgt eine PH- Domane, ahnlich wie bei anderen Protei-
nen mit DH- Domane (85,4% Homology zu Intersectin 1). Die letzte Domane ist Cal-
cium bindend und ist auch von anderen Proteinen bekannt. Diese ist wahrscheinlich
an der Interaktion mit Membranen beteiligt.

EH _ EH __CC___—SH3A__ SH3BSH3C_SH3D SH3E_ - Kurze Isoform

“-“DH_PH CZ: Lange Isoform

Abb.1: Schematische Darstellung des Intersectin 2 Proteins (aus Lim et al 2007)

Ein Teil der Intersectin 2 cDNA wurde bei der Isolierung von SH3- Doméanen als Klon
SH3P18 isoliert, der laut Gendatenbankeintrag als WASP interacting Protein be-
zeichnet wird (AF001630). WASP steht fur Wiskott- Aldrich Syndrom Protein und ist
das Produkt eines Gens, das bei Kindern mit Wiskott- Aldrich Syndrom mutiert ist. Es
ist ein hauptsachlich cytoplasmatisches Protein und wird nur in hamatopoetischen
Zellen exprimiert.

Mary K.H. McGavin et al. [36] haben gezeigt, dass die T- Zell Antigen Rezeptor
(TCR) induzierte Endocytose vom Wiskott- Aldrich Syndrom Protein reguliert wird. Es
bindet an cdc Rho42 GTPase, an die zytoplasmatische Tyrosinkinase Fyn und an
die Adaptor- Proteine Nck und Grb2. Es scheint, als wurde Intersectin 2 gemeinsam
mit WASP und cdc42 die Clathrin- induzierte Endocytose mit der WASP- abhangi-
gen Aktin- Polimerisation des Zytoskeletts verknupfen. Au3erdem hat es einen Ein-
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fluss auf die TCR- induzierte Endocytose. Man nimmt an, dass die Anzahl der T- Zell-
Rezeptoren auf der Zelloberflache durch Endocytose reguliert wird. Eine Invagination
von Rezeptoren fuhrt zu einer Verringerung der Gesamtzahl aktiver Rezeptoren auf
der Zelloberflache. Die Zelle reagiert dann abgeschwacht auf Antigenreize.

Die Arbeitsgruppe um Nishimura et al. [39] hob die Rolle von Intersectin 1 in der Ent-
wicklung des Zentralnervensystems hervor. Hier gehen die Splicevarianten (lange
und kurze Isoform) von Intersectin 1 direkte Wechselwirkungen mit dem Protein
Numb ein. Dieses Protein kommt im Bereich der kortikalen Neurogenese wahrend
der Entwicklung des Nervensystems vor; im Speziellen hat es ebenfalls eine Funkti-
on im Clathrin- vermittelten Endocytoseprozess. Durch die Wechselwirkung mit Inter-
sectin wird die Bildung der dentritischen Dorne, vor allem im Bereich des Hippocam-
pus beeinflul3t. Numb steigert die Guanin- Nucleotid- Exchange- Faktor (GEF) Aktivi-
tat von Intersectin zu Cdc42 in vivo [39]. Numb formt zusammen mit Intersectin ein
Komplex mit dem EphB2- Rezeptor und den NMDA (N- methyl-d-aspartate)- Typ
Glutamatrezeptoren im Bereich der Postsynapse, so dass man davon ausgehen
muss, dass dieser Komplex in der synaptischen Entwicklung eine gewichtige Rolle
spielt. Ebenso wie fur Intersectin 1 wird eine vermehrte Aktivierung von Cdc42 durch
die gesteigerte Aktivitat von GEF fur die lange Isoform von Intersctin 2 beschrieben
[26,47].

Weiterhin ist bekannt, dass Intersectin 2 Protein- Protein- Interaktionen mit dem Ka-
posi Sarkom assoziierten Herpesvirus (KHSV), welches auch als humanes Herpesvi-
rus Typ 8 (HHV8) bekannt ist, eingeht. Dies wurde von Lim et al. [33] in vitro und in
vivo nachgewiesen. Es handelt sich um eine spezifische Bindung mit einer der funf
SH3- Domanen. HHV 8 kann bei verschiedenen Krebsarten nachgewiesen werden,
u. a. bei dem Kaposi Sarkom, bei dem primaren Effusionslymphom (PEL aus der
Gruppe der B- Zell Lymphome) und der multicentrischen Castleman Krankheit (MCD
aus der Gruppe der B- Zell Lymphome). Das HHV 8- Genom kodiert ein bestimmtes
Protein, das K15. Dieses Protein besitzt einen Carboxy- Terminus, welcher die Bin-
dung zu bestimmten Interaktionsdomanen ermoglicht (z.B. zu SH2- oder SH3- Grup-
pen). K15 ist unter anderem fur die Downregulierung der B- Zell- Rezeptoren verant-
wortlich und scheint somit eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der viralen
Latenz zu sein, bzw. es scheint dadurch infizierte B- Zellen vor der Apoptose zu be-
wahren. Es konnte nachgewiesen werden, dass K15 und ITSN 2 in der B- Zelle kolo-
kalisiert sind. Damit scheint K15 ebenfalls eine wichtige Rolle in der Regulierung des
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endocytotischen Systems zuzukommen. Lim et al. konnten Uberdies nachweisen,
dass es in Zellen mit einer Uberexpression von ITSN 2 zu einer Inhibition der B- Zell
Rezeptor- Internalisierung kam. Einen ahnlichen Mechanismus zeigen Publikationen,
in denen nachgewiesen wurde, dass ITSN 2 den Transferrin- Uptake hemmen kann
[43] und dass eine Uberexpression von ITSN- SH3- Doménen die Endocytose inhi-
biert [33, 50].

Die meisten veroffentlichen Daten beziehen sich auf die wichtigen, so genannten
,major‘ Splicevarianten. Uber die so genannten ,minor‘ Splicevarianten liegen bis
jetzt noch wenige Informationen vor. Aus unserer Arbeitsgruppe (Seifert et al 2007)
[47] wurde kurzlich noch eine neue Variante mit fehlendem Exon 7 veroffentlicht. Au-
Rerdem konnte eine relative Vermehrung einer bestimmten Splicevariante, die Exon
16 beinhaltet (ITSN2C), in erwachsenem Hirngewebe nachgewiesen werden (im
Vergleich zu anderen menschlichen Gewebearten). Die hauptsachlich beschriebenen
Varianten (so genannte major Splicevarianten) besitzen gerade dieses Exon 16
nicht. Vergleichbare Analysen ergaben das Fehlen dieser Variante in erwachsenem
Hirntumorgewebe (bei Oligodendrogliomen). Diese Ergebnisse lassen ebenfalls den
Schluss zu, dass ITSN2 eine wichtige Rolle im Bereich der physiologischen neurona-

len Zellfunktion spielt.

Zusammenfassend kann man zur Funktion des Intersectin 2 also sagen, dass eine
Uberexpression sowohl der kurzen, als auch der langen Isoform eine Blockade der
Transferrinaufnahme hervorruft. AuRerdem wird die Clathrin- induzierte Endocytose
gestoppt, wahrscheinlich durch Interaktionen mit den Bindungspartnern, die bei die-
sem Prozess eine Rolle spielen [44].

Die Intersectine stehen sowohl in Verbindung mit der Endocytose, als auch mit dem
mitogenetischen System [40]. Sie sind am Bau des Aktinskeletts beteiligt. Intersecti-
ne stellen also als multiple Adapter fur Proteine eine wichtige Schnittstelle in der bio-
chemischen Regulation der Zellfunktionen (speziell der Endocytose und der zytoske-
lettalen Regulation) dar.
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2. Das Yeast- Two- Hybrid System

2.1 Ubersicht

Das Yeast- Two- Hybrid (YTH) System ist ein genetisches Testsystem mit dem sich in
Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) Protein-Protein-Interaktionen nachweisen und
untersuchen lassen [15]. Das YTH- System wird hauptsachlich fur die folgenden drei
Fragestellungen eingesetzt:

1.) Findet eine Protein- Protein- Interaktion zwischen zwei bekannten Proteinen statt?

2.) Welche Protein- Domanen oder Aminosaurereste sind kritisch fur die Interaktion?

3.) Lassen sich in einer cDNA- Bank Klone detektieren, die fur Proteine kodieren, welche an

ein bestimmtes Zielprotein binden?

2.2 Prinzip und Anwendung des YTH- Systems

Protein-Protein-Interaktionen sind essentiell fur fast alle biologischen Prozesse (bei-
spielsweise Replikation, Transkription und Signaltransduktion). Fur die Untersuchung der
Bedeutung und Wirkungsweise eines bestimmten Proteins ist deshalb auch die Frage nach
dessen moglichen Interaktionspartnern von groRer Bedeutung. Klassische Methoden,
um interagierende Proteine zu finden, wie z.B. Koimmunoprazipitation oder chemi-
sche Quervernetzung (Crosslinking), haben den entscheidenden Nachteil, dass mit
ihnen zunachst nur Informationen tUber die Grof3e des Proteins (bestimmte Bande im
Polyacrylamidgel) gewonnen werden. Um vom Protein zum kodierenden Gen zu ge-
langen, muss ein schwieriger experimenteller Weg beschritten werden (Proteinanrei-

cherung und -reinigung, Sequenzierung und/oder Antikdrpergewinnung, Bank- Scree-
ning).

Mit dem YTH- System konnen Protein- Protein- Interaktionen in vivo detektiert werden.
Zugleich ist die kodierende DNA- Sequenz fur ein interagierendes Protein, das
beim Screening einer Expressionsbibliothek mit dem YTH- System entdeckt
wurde, sofort verfugbar. Nur die Sequenz des Zielproteins muss im Voraus bekannt
sein.

Das YTH- System basiert auf dem modularen Aufbau vieler eukaryotischer
Transkriptionsfaktoren, der erlaubt eine DNA- bindende Domane von einer
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transkriptionsaktivierenden Domane zu trennen. Dies wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen z.B. fur die Hefe-Proteine GCN4 [25] und GAL4 [29] gezeigt.

Die DNA- Bindungsdomane (DB) lokalisiert einen bestimmten Transkriptionsfaktor
zu einer spezifischen DNA- Sequenz in der URS (upstream regulating region) des
Gens, das von diesem Faktor reguliert wird. Die Transkriptionsaktivierungsdo-
mane nimmt Kontakt zu anderen Komponenten der Transkriptionsmaschinerie
auf und dient der Initiation der Transkription. Brent und Ptashne konstruierten
ein Fusionsgen, welches fur ein Hybridprotein aus dem LexA- Repressor (aus
E.coli) und dem GAL4- Protein (aus Hefe) kodierte [6]. Dieses Hybridprotein konnte
in Hefe die Expression eines Gens aktivieren, dessen Promoter Bindungsstellen
fur LexA hatte, womit erstmals experimentell belegt wurde, dass mittels DNA- Re-
kombination die Domanen naturlicher Transkriptionsaktivatoren getrennt und neu
kombiniert werden konnen, um funktionelle kinstliche Transkriptionsfaktoren zu
konstruieren.

Fur die Anwendung eines YTH- Systems, das auf der Rekonstitution der Transkripti-
onsaktivitat des GAL4- Proteins beruht, werden Plasmide konstruiert, die fur zwei
Arten von Hybridproteinen kodieren: Ein Test- Protein 'X' (oder das Zielprotein fur
das Screening einer Bank) wird mit der DNA-Bindungsdomane (DB) von GAL4 fusi-
oniert (Abb. 2a).

Das andere Testprotein Y™ (oder die cDNAs einer Bank) wird mit der Aktivierungs-
domane von GAL4 verknupft (Abb. 2b). Die Plasmide werden in einen Stamm von
Saccharomyces cerevisiae transformiert, der ein Reportergen (z.B. lacZ) mit GAL4-
Bindungsstellen in der Kontrollregion enthalt. Die beiden Hybridproteine durfen allein
nicht in der Lage sein, das Reportergen zu aktivieren. Nur wenn die beiden Hybridpro-
teine 'X- GAL4BD' und 'Y- GAL4AD' miteinander interagieren, werden die GAL4-
Aktivierungs- und Bindungsdomane zusammengebracht. Die Funktion des GAL4-
Proteins wird somit rekonstituiert und das Reportergen kann exprimiert werden (Abb.
2c).

In dieser Doktorarbeit wurde das YTH- System fUr das Screening einer gekauften
cDNA- Bank eingesetzt, um Bindungspartner fiir das ITSN 2 (Zielprotein) zu finden.
Anhand der so entdeckten Bindungspartner sollen dann Ruckschlisse auf die Funktion
des ITSN 2 in der menschlichen Zelle, auch im Zusammenhang mit den schon weiter

oben erwahnten, bereits nachgewiesenen Funktionen gezogen werden.
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Abb.2: Funktionsprinzip des YTH- Systems, das in dieser Doktorarbeit verwendet wurde.

a.) Das Zielprotein 'X' (z.B. das Intersectin 2) wird mit der DNA-Bindungsdoméane des GAL4- Prote-
ins fusioniert. Dieses Hybridprotein bindet an die GAL4- Bindungsstelle des Reportergens (lacZ), kann
aber nicht dessen Expression aktivieren, da es keine Aktivierungsfunktion besitzt.

b.) Das Protein 'Y' (bzw. die von der cDNA- Bank kodierten Proteine), wird mit der Aktivierungsdo-
mane des GAL4- Proteins fusioniert. Seine Aktivierungsfunktion wird nicht wirksam, da dieses Hybrid-
protein nicht an die DNA binden kann.

c.) Wenn die beiden Hybridproteine 'X- GAL4BD' und Y- GAL4AD' miteinander interagieren, werden die
DNA- Bindungsfunktion und die Aktivierungsfunktion zusammengebracht. Der entstandene Prote-
inkomplex hat somit die Transkriptionsaktivierungseigenschaften des nativen GAL4- Proteins. Somit
kann der Komplex aus den beiden Hybridproteinen an die GAL4-Bindungsstelle in der regulatori-
schen Region des Reportergens lacZ binden und dessen Expression aktivieren. Die Expression von
lacZ wird durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht. [1]
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3. Ziele dieser Arbeit

Der zentrale Bereich des Intersectin 2 besteht aus funf SH3- Domanen. Dieser zent-
rale Bereich ist bei allen drei Splicevarianten des Intersectin 2 identisch. SH3- Do-
manen sind dafur bekannt, dass Proteine an ihnen binden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Bindungspartner fur das von Intersectin 2 kodierte
Protein gefunden werden, um die Bedeutung des Intersectin 2 fur die biochemische
Zellfunktion weiter zu erforschen. Hierfur wird das Matchmaker 3- Two- Hybrid Sys-
tem der Firma Clontech® mit einer pratransformierten cDNA- Bank benutzt. Diese
cDNA- Bank kodiert fur eine bestimmte Anzahl bekannter Proteine, die eine Rolle in
menschlichen Zellen spielen.

Die Screening- Bibliothek ist in den Vektor pACT 2, den Aktivierungsdomanevektor
des Yeast- Two- Hybrid- Systems hineinkloniert.

Das Intersectin 2 muss in pGBKT 7, den Bindungsdomanevektor des Systems klo-
niert werden.

Die beiden Vektoren mit der Bank und dem Intersectin 2 werden in einen geeigneten
Hefestamm des Yeast- Two- Hybrid Systems (AH 109) transformiert und auf einem
bestimmten Selektionsmedium ausplattiert.

Die nun gewachsenen Kolonien werden u. a. mit Hilfe des a- und - Galaktosidase-
Filter- Assays auf Bindungspartner Uberpruft. Die blau angefarbten Kolonien werden
dann noch mit verschiedenen Kontrollversuchen auf falsch- positive Ergebnisse, be-
ziehungsweise auf andere Fehlerquellen Uberpruft.

Danach werden die so gefundenen Bindungspartner noch sequenziert und charakte-
risiert.

Die so mittels Yeast- Two- Hybrid System identifizierten potentiellen Bindungspartner
werden nun noch in vivo uberpruft. Dies geschieht durch ein weiteres Nachweisver-

fahren, die Immunprazipitation.
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lll. Material und Methoden

A. Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

1. Hefestamme fur das Matchmaker GAL4 YTH-
System 3

Die Hefestamme AH 109 und Y 187 wurden von Clontech speziell fur das YTH- Sys-
tem entwickelt. AH 109 verfugt dber HIS3, ADE2, lacZ und MEL1 als Reportergene,
Y 187 benutzt nur lacZ. Sie konnen fur die Untersuchung zweier bekannter klonierter
Proteine auf Interaktion verwendet werden, oder fur das Screening einer cDNA- Biblio-
thek auf Proteine, die mit einem bekannten klonierten Protein interagieren. AH 109 ist
der Hefestamm fur die GAL4- DNA- Bindungsdomane und Y 187 dient als Mating-
Partner fur die komplexe cDNA- Bibliothek, die dann in dieser GAL4- DNA- Aktivie-

rungsdomane exprimiert wird.

AH 109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, g al4A, gal80A,
LYS2 :: GALTuas- GAL11ata-HIS3, GAL2uas- GAL27a1a- ADE2,
URAS3 : : MEL1uas- MEL11a1a lacZ (Harper et al.)

Y187: MATa, ura3- 52, his3- 200, ade2- 101, trp1- 901, leu2- 3, 112, gal4A, met-, gal80A,
URAS3 : : GAL1uas - GAL1rata — lacZ (Holz)
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A: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

2. Puffer und Stammlosungen fur YTH- System

Puffer/ Losung

Praparation (fur 11)

3-Amino-1,2,4- Triazol, 5M

420.5g 3-AT mit A.d. auf 1l auffullen, I6sen, filtersterilisie-

ren

Cycloheximid 1000x
(1mg/ml)

1g Cycloheximid auf IOml mit A.d. auffullen, 16sen, filter-
sterilisieren, bei 4°C lagern

10x Dropout Losung

300mg L-Isoleucin,1500mg L- Valine, 200mg L-Adenin
Hemisulfat, 200mg L-Arginin HCI, 200mg L-Histidin HCI,
1000mg L-Leucin, 300mg L-Lysin HCI, 200mg L- Methio-
nin, 500mg L- Phenylalanin, 2000mg L-Threonin, 200mg
L-Tryptophan, 300mg L-Tyrosin, 200mg L-Uracil mit

A.d. auf 1l auffullen, autoklavieren. Je nach Selektion

werden bestimmte Aminosauren weggelassen.

40% Glukosel6sung

400g Glukose mit A.d auf 1l auffillen, |I6sen, autoklavie-

ren oder filtersterilisieren

SD- Agar (Minimalmedium
fur Selektion bestimmter
Hefe- Phanotypen)

6.7g Difco yeast nitrogen base without amino acids und
20g Agar mit A.d. auf 850ml auffullen, 100ml geeigneter
10x Dropout zugeben, mit HCI pH= 5.8 einstellen, auto-
klavieren, auf 55°C abkuhlen, 50ml 40% Glukoseldsung
zugeben, mischen, Platten giel3en

SD-Medium

Praparation wie SD- Agar, aber ohne Zugabe von Agar

Yeast-Lysis-Solution

2% Triton X-100, 1%SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris (pH
8.0), 1.0mM EDTA

YPD-Agar (Vollmedium far
Hefekultivierung)

20g Difco Pepton, 10g Yeast Extrakt, 20g Agar mit A.d.
auf 950ml auffullen, pH 5.8 einstellen, autoklavieren, ab-
kuhlen auf 55°C, 50ml 40% Glukoseldsung zugeben,
Platten giel3en

YPD- Medium

Praparation wie YPD-Agar, aber ohne Zugabe von Agar
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Z-Buffer 16.1g Na2HPO4x 7H20, 5.5g NaH2P04x H20O, 0.75¢g
KCI, 0.246g MgSO4x 7H20 mit A.d. auf 1l auffullen,
pH7.0 einstellen, autoklavieren

X-Gal Stammlésung 20mg/ ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-
Galactopyranoside in DMF (N, N-Dimethylformamide)
I6sen, bei -20°C lichtgeschutzt lagern

Z- Buffer/X-Gal-Losung (ca. [100ml Z-Buffer, 0.27m1 [3-Mercaptoethanol, 1.67ml X-
100ml) Gal Stammldsung, mischen, erst kurz vor Gebrauch an-

setzen

Tab.1: Puffer und Stammldsungen fur das Matchmaker Yeast- Two- Hybrid System 3

3. Hefe- Kultivierung

31 Kultur in Flissigmedium
Etwa 100ml YPD- Medium oder SD-Selektionsmedium (in 250ml Erlenmeyer-

kolben) werden mit einer Hefe- Kolonie beimpft. Die Inkubation erfolgt bei 30°C im

Schattler (230rpm) bis zur Sattigung (ca. 2-3 Tage).

3.2 Kulturen auf Festmedium

Eine Hefe- Kolonie wird in ca. 500ul Flissigmedium resuspendiert. Mit der Impfose
wird ein Tropfen dieser Resuspension auf eine Platte mit geeignetem Fest-
medium ubertragen und ein Verdunnungsausstrich durchgefuhrt. Die Plat-
ten werden in Kunststofftuten verpackt und mit der Oberseite nach unten im
30°C- Brutschrank 3-7 Tage inkubiert.

3.3 Hefe- Glyzerolkulturen

Etwa 10ml YPD- Medium werden mit einer frischen Hefe-Kolonie (2-3 Tage auf Platte
gewachsen) beimpft und im Schuttler (230rpm) bei 30°C bis zur ODgg= 0.8-1.0
wachsen gelassen. Zu dieser 10ml Kultur werden anschlielend 5ml 50% Glyzerol

Dissertation Andreas Neisius 18



lll. Material und Methoden A: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

(in YPD verdinnt) gegeben und gemischt. Aliquots werden in sterile Eppendorfgefa-
Re Uberfuhrt und bei -80°C gelagert.

4. Shuttle- Plasmide

Vektor Beschreibung
BD= Bindungsdomane, AD= Aktivierungsdomane
pGBKT7 7.3 kb , DNA-BD Vektor, fir Fusion mit ITSN 2 (Zielprotein),
Selektionsmarker ist TRP1, Kana
PGADT? 8.0 kb, DNA-AD Vektor, fir cDNA Bibliothek
Selektionsmarker: Leu2 , Amp
Selektionsmarker: Leu2, amp (Li et al., 1994)
pCL1 15.3 kb, Plasmid fur Positiv-Kontrolle, kodiert und exprimiert Wildtyp
GAL4 Protein, Selektionsmarker: Leu2, amp (Field und Song, 1989)
pGBKT7-Lam 8.17 kb, Plasmid fiir Detektion falsch positiver Klone, kodiert fiir Lamin C,
Selektionsmarker: Trp1, Kana
pGADT7-T 10.1 kb Plasmid fir Positivkontrolle, kodiert fiir SV 40 large
T- Antigen in AD- Vektor pGADT?7 Selektionsmarker: Leu2, amp
pGBKT7-53 8.3 kb, Plasmid fiir Positivkontrolle, kodiert fiir p53 im GAL4 BD- Vektor
Selektionsmarker: TRP1, Kana

Tab. 2: Plasmide fur die Arbeit mit dem Matchmaker YTH- System 3 (Clontech®)

Die Vektoren lassen sich sowohl in geeigneten Stammen von Saccharomyces cere-
visiae, als auch in E. coli Stammen amplifizieren (so genannte Shuttle- Plasmide).
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4.1: pGADT7:
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4.3: pACT2
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5. Hefe- Transformation

Prinzip der Methode

Um die Hefe-Transformation durchzufuhren, nutzt man die Lithiumacetat-
Methode (Gietz, 1992)). Kompetente Hefe- Zellen werden gemeinsam mit der
Plasmid- DNA in einer Lithiumacetat- Losung resuspendiert. Anschlie3end wird
die Resuspension mit Lithiumacetat haltigem Polyethylenglykol (PEG) gemischt
und bei 30°C inkubiert. Danach werden die transformierten Zellen auf geeignetem
Selektionsmedium (SD- Agar) ausplattiert.

Material

Die Hefe Transformation wurde mit dem “S.c. EasyComp™ Transformation Kit" von
Invitrogen durchfihrt. Weiterhin werden benoétigt: YPD- oder geeignetes SD-
Medium, Erlenmeyerkolben, 30°C-Schuttler, Agar- Platten mit geeignetem Selektions-

medium, 30°C- Brutschrank

Durchfiihrung

Die Herstellung kompetenter Hefe- Zellen, sowie die anschlielende Transforma-
tion wurden nach dem Protokoll von Invitrogen mit dem ,S.c. EasyComp™
Transformation- Kit* durchgefihrt Das Protokoll kann dem Kit- Handbuch entnommen
werden. Die transformierten Zellen werden auf geeignetem SD-Medium ausplattiert, und
die Platten mit der Oberseite nach unten (in Kunststofftiten verpackt) bei 30°C fur
3-7 Tage inkubiert. Je nach Zielsetzung, konnen danach von einzelnen Kolonien
Glyzerol- Kulturen angelegt werden, oder die Transformanten werden mit dem

- Galaktosidase- Filter- Assay auf Protein- Protein- Interaktion untersucht.
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6. a-und B- Galaktosidase- Filter- Assay

Methodik

Die Hefe-Stamme Y187 und AH109 enthalten /lacZ und Mel1 als Reportergene flr
den Protein- Protein- Interaktions- Nachweis. Diese Reportergene werden uber
einen Gal4 regulierten Promoter aktiviert.

Wenn das Hybridprotein, das von GAL4- Aktivierungsdomanevektor (AD- Vektor)
kodiert wird, an das GAL4-Bindungsdomane-Hybridprotein bindet, entsteht ein
Proteinkomplex mit GAL4- transkriptionsaktivierenden Eigenschaften. Dieser Kom-
plex bewirkt die Expression von lacZ und Mel1. Das Mel1 Gen kodiert fur a- Galak-
tosidase, das lacZ- Gen fur die 3- Galaktosidase. Beide spalten das Substrat X-
Gal, wobei ein blauer Farbstoff entsteht.

Der B- Galaktosidase- Filter- Assay erlaubt die gleichzeitige Untersuchung vieler
Hefekolonien auf Expression des lacZ- Reportergens. Die transformierten Zellen wer-
den auf ein Filter Ubertragen und einem Gefrier/Tau-Zyklus mit flissigem Stickstoff
ausgesetzt. AnschlieRend werden die Filter mit X-Gal haltiger LOsung getrankt und in-
kubiert.

Material

Whatmann #5 Filterpapier, steril (76mm-Filter fir 100mm-Platte, 125mm-Filter fur
150mmPlatte), sterile Pinzetten, Z-Puffer, Z-Puffer/X-Gal-Losung, X-Gal-
Stammldsung, flussiger Stickstoff

Durchfiihrung [39]
Die besten Ergebnisse werden mit frischen Kolonien (2-4 Tage bei 30°C gewachsen) er-
zielt. Die Z- Puffer/X-Gal-L6sung wird frisch angesetzt.

Um den a- Galaktosidase Assay durchzufuhren wird das Substrat X Gal bereits
vor Ausplattieren der Klone zu den entsprechenden Flissigmedien hinzugefugt.
Auf diese Art und Weise kann eine Blaufarbung direkt uberpruft werden. Es wur-
den unterschiedliche Konzentrationen pro Agarplatte verwendet (von 50ul — 200l

Zusatz). Die Intensitat der Blaufarbung war von der Konzentration abhangig.
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Um den RB- Galaktosidase- Assay durchzufuhren wurde fur jede zu testende
Transformanten- Platte ein Whatmann #5 Filterpapier in eine 100mm (150mm)-
Petrischale plaziert und mit 2.5ml (5ml) Z-Puffer/X-Gal-Losung getrankt.

Mit einer Pinzette wird je ein steriles, trockenes Filterpapier auf die Oberfla-
che der Transformanten- Platten gelegt und vorsichtig angeprel3t. Die Kolonien
sollen am Papier haften bleiben. Luftblasen zwischen Filter und Kolonien mus-
sen vermieden werden. Die Orientierung des Filters auf der Platte muss gekennzeich-
net werden. Nach 2-5 min wird der Filter mit den anhaftenden Kolonien in ein Gefal® (z.B.
Petrischale) mit flussigen Stickstoff Ubertragen und vollstandig fur mind. 10 Se-
kunden eingetaucht. Dabei soll die Seite mit den anhaftenden Kolonien nach
oben zeigen. Anschliellend wird der Filter mit einer Pinzette aus dem flissigen
Stickstoff genommen und vollstandig bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach dieser
Behandlung sind die Zellen permeabilisiert.

Der aufgetaute Filter wird danach vorsichtig auf einen anderen, mit Z-Puffer/X-Gal-
Losung getrankten, Filter Ubertragen, wobei die Kolonien wieder nach oben weisen.
Luftblasen zwischen beiden Filtern missen vorsichtig entfernt werden. Die Filter
werden anschliellend bei RT oder 30°C inkubiert (1h- 24h) und periodisch auf
das Erscheinen blauer Kolonien gepruft. Eine Inkubation > 8h erhoht die Wahr-
scheinlichkeit fur die Blau-Farbung falschpositiver Kolonien. Kolonien, die R-
Galaktosidase produzieren, werden auf der Ausgangsplatte identifiziert, gepickt
und auf frisches Wachstumsmedium tbertragen.

7. Isolation von Plasmid- DNA aus Saccharomyces

cerevisiae

Prinzip der Methode

Die Hefe- Zellwand wird enzymatisch (Lyticase) und physikalisch (vortexen nach
Inkubationszeit) aufgebrochen. Die Plasmid- DNA, die mit chromosomaler DNA verun-
reinigt ist, wird dann Uber die mitgelieferten Saulen gereinigt und isoliert. Plasmid-
DNA, die auf diese Art gewonnen wurde, kann als PCR- Template eingesetzt-

oder genutzt werden, um E.coli zu transformieren.
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Falls eine besonders reine DNA (z.B. fur die Sequenzierung) oder gro3ere Menge
Plasmid- DNA bendtigt wird, muss immer zunachst E.coli transformiert werden.
Die Plasmid- DNA kann dann nach Standardmethoden (z.B. Alkalische Lyse) iso-

liert werden.

Material

»Yeastmaker ™ Yeast Plasmid Isolation Kit* , 250 ml 20% SDS, 200 ml Lyticase (5 u-
nits/ul in TE), 1 ml Kaliumphospat (67 mM KH2PO4; pH 7,5), CHROMA- SPIN™- 1000
DEPC- H20 Saulen, 2 ml Eppendorf Gefalde, SD Medium, TE Puffer ( PH 7,4)

Durchfiihrung

2ml YPD- oder geeignetes SD-Medium werden mit einer transformierten Hefe-
Kolonie beimpft und etwa 2-3 Tage bei 30°C geschuttelt (230rpm). Danach wird die
Kultur in ein 2ml Eppendorfgefall tberfuhrt und mit 10ul Lyticase versetzt. Die
Losung wird 30- 60 min bei 37°C inkubiert und dann gevortext. Hiernach werden 10l
SDS zugesetzt und erneut gevortext. Die Suspension wird nun auf die mitgelieferten
CHROMA- SPIN™- 1000 DEPC- H20 Saulen aufgetragen und danach 5 min bei
14000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wird gesammelt, die DNA (enthalt das Plasmid) ist
nun gereinigt und gebrauchsfertig fur eine PCR oder die E.coli Transformation. [63]

8. Mating (des BD- und AD- Vektors)

Prinzip der Methode

Da Hefen im Gegensatz zu den Bakterien eukaryote Zellen sind, werden sie bei
guten Kultivierungseigenschaften (in Medien und auf Kulturplatten) verstarkt in
wissenschaftlichen Laboren eingesetzt. Die Generationszeit ist kurz (1,5h), da-
durch eignen sich Hefezellen gut fir molekulargenetische Untersuchungen. Im
Yeast- Two- Hybrid System ist das Genom von S. cerevisiae auf 16 Chromoso-
men verteilt und haploid. Es gibt zwei verschiedene Geschlechter (mating types),
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den a- und den a- Typ. Es gibt auch einige diploide Zellen, die durch Fusion von
zwei verschieden geschlechtlichen Zellen entstehen. Die Vermehrung von He-
fezellen wird als ,budding® bezeichnet, sie ist unsymmetrisch und funktioniert
mittels Zellaussprossung. An der Mutterzelle bilden sich Knospen, die mit einem
vollstandigen Chromosomensatz versehen sind. Diese spalten sich im weitern
Verlauf ab und kdnnen nach dem Heranwachsen ebenfalls wieder Knospen bil-
den, usw. Bei knappem Nahrungsangebot fusionieren haploide Zellen verschie-
dener Geschlechter zu einer diploiden Zelle, die dann durch Meiose wieder
haploide Zellen hervorbringt.

Im Yeast- Two- Hybrid System macht man sich das zu Nutzen, um 2 verschie-
dene Plasmide in dieselbe Zelle zu bringen; es stellt somit eine Alternative zur
Kotransformation dar. Um die Ergebnisse des Systems zu kontrollieren, ist es
wichtig, dass sich durch das erfolgreiche Mating auch die Wachstumscharakte-
ristika andern und verschiedene Reportergene vorkommen. Im Yeast Two Hybrid
System findet das Mating zwischen dem Stamm AH 109 (a- Typ) und dem
Stamm Y 187 (a- Typ) statt. In AH 109 befindet sich der Bindungsdomanevektor
mit dem zu untersuchenden Substrat (in diesem Fall ITSN 2) und in Y 187 befin-

det sich die cDNA- Bank, die zum Screening der Bindungspartner benaotigt wird.

Durchfiihrung

Die Durchfuhrung des Matings erfolgt streng nach dem Small- Scale Yeast Mating
Protocol der Firma Clontech. Bevor das Bank Screening durchgefuhrt wird, mussen
erst noch einige Kontrollen bezuglich der Funktionsfahigkeit der Hefestamme durch-
gefuhrt werden. Dies ist ebenfalls im Protokoll von Clontech beschrieben, aulierdem
wird das zu untersuchende Substrat noch auf seine Mating Effizienz (die Rate sollte
zwischen 3 und 10 % liegen) getestet. Die Kontrolle und die Funktionsweise des
Bankscreenings sind beispielhaft in Tab.3 dargestellt.
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RECOMMENDED SET-UP FOR LIBRARY SCREENING USING YEAST MATING

Plate on Mel1/LacZ
Cross Strain[Plasmid] SD Minimal medium Phenotype
Control  AH109[pGBKT7-53] —Leu/~Trp? Blue
X Y187[pGADT7-T or pTD1-1] -His/-Leu/-Trp" Blue
—Ade/-His/-Leu/-TrpP Blue
Experi-  AH109[bait] x Y187[library] ~Leysd White
mental ~Trpe-d White
~Leu/~Trp? Varies

—His/-Leu/~Trp/(+3-AT)®  (Experimental)f
—Ade/-His/-Leu/-Trp (Experimental)f

Tab.3: Screening of a Pretransformed Library by Yeast Mating (Fa. Clontech)

9. Proteinisolierung und —nachweis

9.1 Methodenubersicht

e Proteinisolierung aus Hefezellen
e Gelelektrophorese (SDS Page)
o Elektrotransfer (Western Blot)

e Immunoblot (Antikbrper gekoppelt)
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9.1.1 Proteinisolierung aus Hefezellen

Material

Blue Caps, Brutschrank, Eis, Eppendorfgefalle (1,5 ml), SDS- Puffer, SD- TRP,

Spektrophotometer, Wasserbad, Zentrifuge

Methodik

1.

Animpfen von Ubernachtkulturen: SD- TRP Medium, je 5 ml werden jeweils
mit 1 Kolonie versetzt und Uber Nacht bei 230 rpm bei 30 ° inkubiert.

. Am nachsten Morgen wird eine frische Kultur beimpft, so dass eine Start

ODsgoo (siehe Il B 3.2.2) von 0,15 entsteht.

Diese Kultur wir in einem Zeitfenster von 4- 6 h im Schuttler bei 30 °C wach-

sen gelassen bis die ODgop zwischen 0,45 und 0,7 liegt.

1,5 ml der Suspension werden in ein Eppendorfgefal’ pipettiert und bei 14000
rom bei RT fur 3 min zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen.

Es werden 50yl SDS Puffer (1x) auf das Pellet pipettiert, gevortext und
dann fur ca. 2 min auf Eis gelegt.

Danach folgt ein Hitzeschock (5 min bei 95° kochen).

Dann 1 min mit 14000 rpm bei RT zentrifugieren und

auf SDS- Page auftragen
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9.1.2 SDS-PAGE

Material

sample loaded onto gel
by pipetie

cathode

Abb.6: SDS- Polyacrylamid- Geleletrophorese (Gel mit Kammer und angelegter
Spannung abgebildet)

Prinzip der Methode

Das Gel besteht aus einer netzartigen Struktur von Sodium- Dodecyl- Sulfat- Polyac-
rylamid. Unter bestimmten Voraussetzungen konnen Proteine die Maschen des
Netzwerkes passieren. Um eine Auftrennung der Proteine nach dem Molekularge-
wicht zu erreichen, mussen diese die gleiche geometrische Form (eindimensional)
und die gleiche Ladung (negativ) aufweisen. SDS ist ein anionisches Detergens, das
sich an die Proteine anlagert, ihnen eine negative Gesamtladung verleiht und ihre
dreidimensionale Struktur durch Auflosung aller nicht kovalenten Bindungen in eine
eindimensionale Uberfuhrt (unterstutzt durch Reduktionsmittel, die die kovalenten
Disulfidbricken spalten). Wird ein elektrisches Feld an das Gel angelegt, wandern
kleine Proteine mit geringem Molekulargewicht aufgrund geringerer Reibungskraft

schneller durch das Gel als die groferen Proteine mit hoherem Molekulargewicht.

Dissertation Andreas Neisius 30



lll. Material und Methoden A: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

9.1.3 Western Blot

Material

Kathode

3MM (Kathodenpuffer)
3MM (Kathodenpuffer)

s s Gel

Nitrozellulose
3MM (Anodenpuffer 2)

3MM (Anodenpuffer 1)

Anode

Transfer

pr—

Abb.7 : Schema eines Western Blots mit SDS Gel

Prinzip der Methodik

Durch die Methodik des Western Blots werden die im Gel aufgetrennten Proteine
durch elektrischen Strom auf eine sehr dunne, stabile Membran (bestehend aus Nit-
rozellulose oder Polyvinylidendifluorid 0.a.) gebracht. Hier werden die Proteine fest-
gehalten, durch die spezielle Oberflache ist die Membran in der Lage, grof’e Men-

gen an Protein zu speichern.
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9.1.4 Detektion

Material
o
NH i
H.0,
HH '
< I
ff,.- NH, O
/ ht
W"‘-\,_l‘",.' o~ 428 nm
e i i/ Nt iy
I ; ™ H,.f -
: ~ *HO+N
‘ _'.1—“.:%’:;.‘_ ‘._'J H”_ I'_'l
; Primérer Antikdsper | Chemilumineszent Reaktion
b Sekundirer Antikbrper
/"_ mit gekoppeltem HRP
Antigen

Abb. 8 : Schematische Darstellung einer Detektion

Da die Proteine auf der Membran nach dem Western Blotting nicht sichtbar sind,
muss man Antikoper zu Hilfe nehmen. Der primare Antikorper bindet an sein Antigen,
welches auf einer Membran fixiert ist. An diesen wiederum bindet der sekundare
Antikorper, der z. B. mit dem Enzym HRP gekoppelt ist. Das HRP katalysiert die Um-
setzung von Luminol in seine oxidierte Form, dessen Chemilumineszenz detektiert

werden kann.

9.1.5 Proteinnachweis

Material

Plotting Membran, Western Blocking Reagenz, PBS, Tween20, Schuttler, Enhanced
Chemiluminescence Entwicklungslosung (ECL), Rontgenfilm, primarer (anti- flag)

und sekundarer (anti- maus) Antikorper

Methodik
1. Die geplottete Membran wird fur eine Stunde in 0,5% Blocking Puffer (5 ml
Western Blocking Reagenz (WBR) + 45 ml PBS) gelegt.
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2. Nun wird die Membran fur eine Stunde in konzentrierten Blocking Puffer(1%),
der mit dem primaren Antikdper versetzt ist (2,5 ml WBR + 47.5 ml PBS inklu-
sive 10 ml PBS mit 20pl prim. Antikorper) gelegt.

3. Waschen : 2x 10min mit PBST (50 ml PBS + 50ul Tween20)

2x 10min mit 0,5% Blocking Puffer

4. Die Membran wird jetzt eine Stunde mit dem Sekundarantikbrper (10ml
0,5%WBR + 1pl sek. Antikorper) versetzt.

5. Waschen: 4x15 min mit PBST

6. Detektion der Banden nach kurzem Abspulen mit Wasser mit dem ECL Detek-
tionssystem. 2 ml der Losung werden gleichmafig uber der Membran verteilt,
durch eine Oxidation von Luminol durch eine Peroxidase wahrend einer 3 mi-
natigen Inkubationzeit wird eine Chemilumineszenz ausgeldst [18]. Die Aktivi-
tat dieser Peroxidase kann durch Exposition (30s - 10min) eines Rontgenfilms

auf der Membran nach entsprechender Entwicklung dargestellt werden.

9.2 Kultivierung von HEK- Zellen

9.2.1 Prinzip der Methode

Die Zellen werden bei konstantem pH Wert, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
>80% und bei 37 °C in einem Brutschrank vermehrt. Bei HEK Zellen handelt es sich
um in Kultur gehaltene embryonale Nierenzellen des Menchen.

Die Subkultivierung findet in Zellkulturflaschen in einem bestimmten Medium statt.
Dieses Kulturmedium muss uUblicherweise alle 2 - 3 Tage gewechselt werden. Dem
Kulturmedium ist ein pH- Indikator (Phenolrot) zugeflugt, wenn dieser im Farbton
Richtung sauer (gelb) umschlagt, spricht das fur eine hohe Stoffwechselaktivitat der
Zellen, respektive eine hohe Zellzahl oder eine Kontamination. In einem solchen Fall
muss das Medium ofter gewechselt werden, bzw. die Kultur muss passagiert werden.
Wenn der Indikator Richtung basisch (pink) umschlagt, muss der Verschluss der Kul-
turflasche Uberpruft werden, ggf. ist dieser leicht zu 6ffnen. Nach einer bestimmten

Kultivierungszeit erreichen die Zellen das so genannte Stadium der Konfluenz. Der
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Boden der Schalen ist nun dicht bewachsen, es erfolgt hierdurch eine Hemmung der
weiteren Proliferation, es kommt zur so genannten Kontaktinhibition. Um eine weitere
Proliferation zu erhalten, missen die Zellen verdinnt werden. Dieses Verdunnen,
bzw. das Uberfiihren der Zellen in ein neues KulturgefaR nennt man Passagieren
oder Subkultivieren.

Um die Zellen zu passagieren, mussen sie zunachst von der Oberflache der Kultur-
flaschen geldst werden. Dieses Ablosen wird mit Trypsin durchgefuhrt. Trypsin ist
eine Protease, die die Zelloberflache verandert und somit die Zellwand- Oberflachen
Wechselwirkung stort und zum Ablosen der Zellen fuhrt. Um ein problemloses Gelin-
gen dieser Methode zu erreichen, muss das Kulturmedium Ca?+ und Mg?+ frei sein,
da diese lonen inhibitorisch auf die Protease Trypsin wirken. Folglich werden die Kul-
turen mit Ca*+ und Mg?+ freier Pufferlosung gewaschen. Die Einwirkzeit der Trypsin
Losung muss unter 10 Minuten liegen, da eine hohe Toxizitat besteht.

Die Zellen werden in Zellkulturflaschen mit mindestens der doppelten Menge an fri-
schem Medium und Serum pipettiert. Durch die Beimengung von Serum wird die Pro-
tease inaktiviert.

Zur Sicherheit und Erhdhung der Effizienz werden die Zellen nochmals abzentrifu-
giert und in frisches Medium Uberfuhrt, da eventuelle Trypsin Reste die Anheftung
der Zellen verlangsamen. Nach bestimmten Richtlinien werden die Zellen nun ver-
dunnt, da dies fur die Subkultiverung eine wichtige Rolle spielt. Bei langsam wach-
senden Zelllinien liegt die Verdinnung zwischen 1:2 und 1:5, bei schnell wachsen-
den Zelllinien, wie bei den HEK- Zellen zwischen 1:5 und 1:20.

Das Wachstum der Zellen ist vor allem von der anfanglich eingesetzten Zellzahl ab-
hangig. Bei einer zu niedrigen Zellzahl wachsen diese nur langsam, zu dicht ausge-
sate Zellen mussen sehr oft subkultiviert werden, was bei nicht permanenten Zellen
die Lebenszeit der Zellen verkurzt. Um die Zellen auszuzahlen wird eine Neubauer-

Zahlkammer und ein Mikroskop benutzt [75].
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9.2.2 Durchfiuihrung

Um die Zellen zu kultivieren, wurde als Standardmedium das ,Dulbeccos’s Modified
Eagle Medium®“ mit den Zusatzen fetales Kalberserum (FKS) und den Antibiotika
Streptomycin und Penicillin benutzt.
Um die adharenten HEK- Zellen von der Oberflache der Zellkulturflaschen zu |9sen,
wurde wie folgt vorgegangen:
e Das alte Medium wird aus der Zellkulturflasche mit einer sterilen Glaspipette
und einer Absaugvorrichtung entfernt.
e Eswerden 2 ml Trypsin 0,05% hinzugegeben und 5 min inkubiert.
e Es werden 10 ml Medium zu den abgel6sten Zellen hinzugegeben und durch
hin- und herpipettieren werden die Zellen abgeldst.
e Die abgelosten Zellen werden in ein Zentrifugengefal® uberfuhrt und bei 1200
U/min 10 Minuten abzentrifugiert.
o Der Uberstand wird abpipettiert, das Zellpellet wird in 1 ml frischem Medium
eluiert.

e Nun erfolgt die Verdinnung und die Verteilung auf mehrere Zellkulturflaschen.

Im nachsten Schritt wird die Zellzahl mit der Neubauer- Zahlkammer bestimmt.
Zunachst wird die Oberflache der Zahlkammer mit 70% igem Isopropanol gereinigt.
Das Deckglas wird ebenfalls mit Alkohol gereinigt. Nachdem man das Deckglas an-
gehaucht und auf die Zahlkammer gelegt hat, erscheinen so genannte ,Newtonrin-
ge”, dies bedeutet, dass alles richtig angebracht ist und die Tiefe der Zahlkammer
gut eingestellt ist. Die Kammer wird mit Hilfe einer Pipette beflllt, sie zieht sich Uber
Kapillarkrafte von selbst voll, wichtig ist eine akkurate Fullung.

Nun wird die Kammer unter das Mikroskop gelegt und solange justiert bis die Eintei-
lungslinien sichtbar werden. Die Neubauer Zahlkammer besteht aus 9 grof3en Quad-
raten, die 0,1 mm tief und eine Flache von 1 mm? haben, damit betragt das Volumen
exakt 0,1 pl. Es werden in 4 Feldern mit je 16 Unterquadraten je 3 dieser Unterquad-
rate ausgezahlt. Aus diesen 12 Unterquadraten wird die mittlere Zellzahl pro Unter-
quadrat berechnet und mit 1,6 x 10°> multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu
erhalten (Kammer mit 0,0625 mm? Flache pro Unterquadrat mit einer Tiefe von 0,1
mm,; ein Feld mit 16 Unterquadraten hat eine Flache von 1 mmz; bei einer Tiefe von
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0,1 mm ergibt sich ein Volumen pro Feld von 0,1 yl, d.h. Zellzahl x 16 x 10 x 10% =
Zellzahl/ml).

9.3 Transfektion von HEK- Zellen

Im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrte
Transfektionen wurden mit einem Roche® Kit,
dem ,FUGENE® 6 Transfection Reagent Kit,
durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um ein
mulitkomponentes Reagens, welches ein
Komplex mit DNA formt und diesen Komplex
dann in die Zellen transportiert. Dieses
Reagens wird verwendet, um hohe Trans-

fektionsraten zu erzielen. [70]

Abb.9: Transfektion mit dem FuGene

Transfection Reagens von Roche®

FuGene- DNA complex
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9.3.2 Durchfiuihrung

Die konkrete Durchfihrung Iasst sich aus dem Protokoll von Roche enthehmen [70].

Das FuGene Reagens wird zur DNA, die in Optimem gel0st ist, gegeben.

e Der Komplex wird gemischt und 15 min bei RT inkubiert.

e Der Komplex wird zu den Zellen hinzugegeben.

e Die Zellen werden zurick in den Inkubator getan, bis die Gen Expressions
Analyse durchgefuhrt wird.

e Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wird ein GFP (green fluorescent prote-

in)- Expressionsvektor verwendet.

9.4 Immunprazipitation
9.4.1 Prinzip der Methode

In der so genannten Immunprazipitation werden Antigene aus einer Losung mit spe-
zifisch gegen eben diese Antigene gerichteten Antikorpern herausgefiltert. Die Anti-
korper bilden mit den Antigenen Immunkomplexe, die dann mit verschiedenen Me-
thoden prazipitiert werden konnen. Besteht zwischen dem Protein mit der Antigen-
struktur und einem anderen Protein eine Interaktion, so kann dieses Protein mitpra-
zipitiert werden. In einem speziellen Immunoblot kdnnen dann die prazipitierten Pro-
teine nachgewiesen werden. Falls die Bindung zwischen den Proteinen nicht stark
genug ist, um wahrend des Verfahrens bestehen zu bleiben, kdbnnen die Proteine in
den Zellen mit membrangangigen Detergenzien quervernetzt werden. Im Immunoblot
wird ein Antikorper gegen den zu erwartenden Wechselwirkungspartner, oder ein
Antikorper gegen ein Protein mit einer spezifischen Tag- Antigen Struktur verwen-
det. Auf diese Art und Weise kann man Protein- Protein- Wechselwirkungen in vivo

nachweisen.
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® Ein immobilisierter Antikoper ist an eine
beliebige Matrix gekoppelt

M,

"

T (

R &."-.,. ¢ Der Antikorper erkennt sein Antigen
v 1 Ak

I

XN

® Hierdurch erfolgt eine spezifische
Anreicherung dieses Antigens

Abb.10 : Schematische Darstellung der Immunprazipitation [74]

9.4.2 Durchfiuihrung

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Immunprazipitationen wurden mit
dem ,FLAG® Tagged Protein Immunoprecipitation Kit* von Sigma® durchgefuhrt. Die
Durchfuhrung richtet sich im GroRen und Ganzen nach dem mitgelieferten Protokoll
[72]. Das Wirkprinzip des Sigma Kits beruht auf der Tatsache, dass ein FLAG Peptid
(in diesem Fall: N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C), welches mit dem Zielprote-
in am N- oder am C- terminalen Ende fusioniert ist, detektiert wird. Dieses Verfahren
hat den Vorteil, dass die Proteine ihre Konformation und Funktion beibehalten kon-
nen; durch den hydrophilen Charakter des FLAG- Peptids ist dieses auf der Protein-
oberflache lokalisiert und kann somit leichter von einem Antikdper gebunden werden.
Der in dieser Arbeit verwendete p3XFLAG-CMV-13- Vektor ist bereits mit der kodie-
renden Sequenz fur das FLAG- Peptid versehen. Die benutzten eukaryontischen
Vektoren sind in Abb.11 noch einmal dargestellit.
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Die Immunprazipitation wird nun in folgenden Schritten durchgeflhrt:
o ZellLyse
e Bindung des Antigens an einen spezifischen Antikoper
e Prazipitation des Antigen- Antikoper- Komplexes

e Waschen und Eluieren des Komplexes

Benutzte Vektoren:

EcdR | EcoRV

[ =i
Hind Il | Balll | Kol
Notl al I)'(\‘Jal
| Bant |
I
Met Prepro- Multiple Claning region IXFLAG  Stop

trypsin

CMV promoter

% _CMV 24

W\ hGH

poly A

p3XFLAC -CMV-13
6362 bp

pcDNA3.1 (+/-)

5428/5427 bp

ori

Sv40
poly A

Abb.11 : pcDNA 3.1 Vektor [69] p3XFLAG-CMV-13- Vektor (Sigma®) [73]

9.5 Methodentubersicht

e Proteinisolierung aus HEK- Zellen
e Gelelektrophorese (SDS Page)
o Elektrotransfer (Western Blot)

e Immunoblot (Antikbrper gekoppelt)

Die Methoden sind detailliert unter Il A 9.1 beschrieben.
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B: Alilgemeine Methoden der DNA- Klonierung

1. Bakterienstamme
Folgende Stamme von Escherichia coli wurden verwendet:

TOP10 One Shot™ [68]

F-mcrA A(mrr- hsaRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139
A(ara-leu)7697 garU garK rpsL endA1 nupG (Invitrogen)

Epicurian® Coli XL1- Blue Supercompetent Cells [59]

SupE44 hsaR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
lac[F proAB lacl"ZAM15 Tn10(tet)] (Stratagene)

2. Reagenzien

2.1 Puffer und Stammlosungen

Puffer/ Losung Praparation

CaCl2 1M 110.9g in 11 A.d. I6sen

DMSO 7% (v/v) 70ml DMSO mit A.d. auf 11 auffillen

EDTA 0.5M, pH8 186.1 g/l A.d. mit 10N NaOH pH8 einstellen
Ethanol 70% (v/v) 700ml/ | A.d.

Ethidiumbromid-Stammisg. | 10mg/ ml A.d.

Gelatine 2% (w/v) 20g/ 1 A.d.

Glyzerol 10% (w/v) 100g/ I A.d.

Glyzerol 50% (v/v) 500g mit LB-Medium auf 1l auffullen
in LB- Medium
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GEB-Ladepuffer 5x

50% Glyzerol, 100mM NazEDTA (pH8), 1%SDS, 0.1%
Brom- phenol- Blau, 0.1% Xylen- Cyanol

IPTG-Stammldsung

200mg/ ml A.d., sterilfiltrieren, Aliquots bei -20°C lagern

Lysozym-Stamml6sung

1g/ ml A.d., Aliquots bei -20°C lagern

Maltose 20% (w/v)

20g/ 100ml A.d., sterilfiltrieren

MgCl2x 6 H20 "IM

203.3gin 11 A.d. Idsen

MgSO4x 7 H20 1M

246.5gin 11 A.d. |0sen

Natriumacetat 3M, pH5.2

408.3g in 11 A.d I6sen, pH 5.2 einstellen

NaCl 5M

292.2gin 11 A.d. I6sen

NaOH 10N

400g in 11 A.d. lI6sen

PEG 3350, 50% (w/v)

50g PEG 3350 mit A.d. auf 100ml auffullen, sterilfiltrie

ren

PCI (50:48:2) 50ml Phenol (neutralisiert mit Tris- HCI), 48ml Chloro
form, 2ml Isoamylalkohol, bei 4°C lagern
SM-Puffer 5.8g NaCl, 2.0g MgSO4* 7H20, 50ml Tris- HCI (1M,

pH7.5), 5ml 2% (w/v) Gelatine, mit A.d. auf 1l auffillen

SDS 10% (w/v)

1009/ 1 A.d.

SSC-Puffer 20x, pH7

175.3g NaCl, 88.2g Natriumcitrat, 800ml A. d., mit 10 N
NaOH auf pH7.0, mit A.d. auf 1l auffullen

STE-Puffer 10x

1M NaCl, 200mM Tris-HCI (pH7.5), 100mM EDTA

TAE-Puffer 50x, pH8.5

242g Tris, 57.1ml Essigsaure, 100ml 0.5M EDTA, mit
A.d. auf 11, pH 8.5

TE-Puffer 10x

100mM Tris, pH7.4, 10mM EDTA

Tris-HCI
1M, pH7.5; pH8; pH9.5

121.1g/11 A.d., gewlnschten pH mit 37% HCI einstellen

X-Gal-Stammlosung

20mg in 1ml Dimethylformamid |0sen, sterilfiltrieren,
Aliquots bei -20°C lagern

Tab. 4: Puffer- und Stammlosungen
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2.2 Antibiotika- Stammlosungen

Ampicillin (Amp)

50mg / mlin H20 I6sen, sterilfiltrieren, Aliquots bei -20°C
lichtgeschutzt lagern, Arbeitskonzentration 50- 100pg/ ml

Kanamycin (Kana)

10mg/ ml in H20 |osen, sterilfiltrieren, Aliquots bei -20°C
lichtgeschutzt lagern, Arbeitskonzentration 10- 50ug/ ml

Tab.5: Antibiotika- Stammlosungen

Dies sind nur die wichtigsten, bzw. die gebrauchlichsten Reagenzien. Weitere ver-

wendete Losungen werden direkt bei der Methodik angegeben.

3. Bakterien- Medien

3.1 Festmedien

LB Agar (11)

10g NaCl, 10g Trypton, 5g Hefe Extract, 20g Agar, mit
A.d. auf 11 auffullen, mit 5N NaOH pH7.0 einstellen,

autoklavieren

LB- Ampicillin Agar (11)

11 LB Agar, autoklavieren, abkuhlen auf 5§5°C, 50mg

filtersterilisiertes Ampicillin zugeben

LB- Kanamycin Agar (11)

11 LB Agar, autoklavieren, abkuhlen auf 55°C, 50mg

filtersterilisiertes Kanamycin zugeben

LB Agar fur
Blau-Weil3-Selektion

11 LB Agar, autoklavieren, abkuhlen auf 55°C, 200pl

IPTG- Stammlosg.und 2ml X- Gal zugeben, mischen

NZY Agar (11)

5g NaCl, 2g MgS0O4*7 H20, 5g Hefe Extrakt, 10g NZ
Amin (Casein Hydrolysat),15g Agar, mit A.d. auf 1l
auffullen, mit NaOH auf pH7.5 einstellen, autoklavie

ren

Tab.6: Festmedien
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Fur die Herstellung von Agarplatten werden etwa 25ml/ 100mm-Petrischale

autoklavierter und auf 55°C abgekuhlter Agar verwendet. AnschlieRend werden

die Platten mindestens 30min unter der Sterilbank getrocknet.

3.1.1 Kultur auf Festmedium

Es werden Verdunnungsausstriche von Glyzerinkulturen oder Einzelkolonie-

Suspensionen angefertigt. Die Platten werden anschlieRend tber Nacht bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

3.2 Flussigmedien

LB- Medium (11)

10g NaCl, 10g Trypton, 5g Hefe-Extrakt, mit A.d. auf 1l
auffullen, mit 5N NaOH pH7 einstellen, autoklavieren

LB- Ampicillin Medium (11)

11 LB Medium, autoklavieren, auf 55° C abkuhlen, 50mg
filtersterilisiertes Ampicillin zugeben

LB- Kanamycin Medium (11)

11 LB Medium, autoklavieren, auf 55°C abkuhlen, 50mg
filtersterilisiertes Kanamycin zugeben

NZY Medium (11)

5g NaCl, 2g MgS0O4*7 H20, 5g Hefe Extrakt, log NZ A-
min (Casein Hydrolysat), mit A.d. auf 1l auffullen, mit
NaOH auf pH7.5 einstellen, autoklavieren

SOB Medium (11)

20g Trypton, 5g Hefe Extrakt, 0.5g NaCl, mit A.d. auf 1l
auffullen, autoklavieren, danach zugeben: |I0ml 1M
MgCl2, 10ml 1M MgSQy, filtersterilisieren

SOC Medium (100ml)

100ml SOB Medium, 1ml 2M (40%) Glukosel6sung

zugeben, sterilfiltrieren

Tab.7 : Flussigmedien
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3.2.1 Kultur in Flussigmedium

Je nach Zielsetzung werden 5ml (im Reagenzglas) oder 50ml (im 250ml Erlenmey-
erkolben) Kulturmedium mittels Impfose oder sterilem Zahnstocher mit einer Ein-
zelkolonie beimpft. Die Inkubation erfolgt in der Regel im Schuttler (ca. 230rpm) bei 37°C
uber Nacht.

3.2.2 Messen der Zelldichte

Uber die Messung der ODgyp einer Bakteriensuspension lasst sich mit dem
Spektrophotometer die Zelldichte abschatzen. Als Nullwert wird die ODggo des ver-
wendeten Kultur- oder Suspensionsmediums bestimmt. Eine ODgpo= 1 entspricht et-
wa 0.8x 10° Zellen/ml Medium. Fiir die meisten Anwendungen werden die Zellen bis
zum Beginn der Sattigungsphase (Zelldichte etwa 1-2 x 10° Zellen/ml) wachsen ge-

lassen.

3.2.3 Anlegen einer E. coli- Glyzerinkultur

In einem 1.5ml EppendorfgefaR werden 500yl einer E. coli Ubernachtkultur mit
100pl Glyzerin (in LB-Medium) gut gemischt und anschlief3end bei -70°C gelagert.
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4. Vektoren

4.1 pCRA4.0- Vektor

Abb. 12: pCR4.0 Vector [66]

5. Agarose- Gelelektrophorese

Prinzip der Methode

Diese Methode ermoglicht die Trennung von DNA- Fragmenten verschiedener Grol3e.

Sie beruht auf den Wanderungseigenschaften elektrisch geladener Molekile in
einem elektrischen Feld konstanter Spannung. Bei der Agarose- Gelelektrophorese
wird der Molekularsiebeffekt der Gelmatrix genutzt, um die negativ geladenen DNA-
Fragmente wahrend ihrer gerichteten Wanderung von der negativen zur positiven E-
lektrode in Abhangigkeit von ihrer Grolde aufzutrennen. Die pro Zeiteinheit zurlickgelegte
Wegstrecke ist dabei etwa proportional zum dekadischen Logarhythmus der Frag-
mentlange. Die Wahl der geeigneten Agarosekonzentration ermoglicht eine Auftren-
nung von DNA-Fragmenten im Bereich von 0.1 kb bis 60 kb.
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/Agarosekonzentration (%) jaufgetrennter GréRenbereich (bp)
0.3 5000 bis 60000

0.6 1000 bis 20000

0.8 800 bis 10000

10 400 bis 8000

12 300 bis 7000

15 200 bis 4000

2.0 100 bis 3000

Tab.8: Trennungsbereiche von Agarosegelen [35]

Material

Strom/Spannungs- Netzgert, Elektrophoresekammer, Kamm, Seakem® GTG® Agaro-

se (Biozym), Laufpuffer TAE Ix, Gelladepuffer GEB Ix, Langenstandards (je nach Frage-

stellung: 1kb- Leiter (Invitrogen), Marker VIII (Roche)), jeweils mit der Konzentration

100ng/pl.

Durchfiihrung

Die Agarose wird in Ix TAE aufgekocht, bis sie sich vollstandig gel6st hat. Die Losung

ist dann klar und schlierenfrei. Nach Abkuhlen auf Handwarme wird in der Gel-

kammer das 0.3 bis 0.5 cm dicke Gel gegossen, wobei ein an der Gelkammer befes-

tigter spezieller Kamm, die Ausbildung der Gelladetaschen ermdoglicht. Das feste

Gel wird in die Elektrophoresekammer Uberfuhrt, nachdem der Kamm entfernt wur-

de. AnschlieBend wird die Kammer mit Laufpuffer gefullt und das Gel beladen.

Es wird eine Spannung zwischen 25-150 V angelegt.
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6. Farbung und Auswertung von DNA- Agarosegelen

Prinzip der DNA-Farbung mit Ethidiumbromid

Der Farbstoff Ethidiumbromid besteht aus aromatischen planaren Kationen, die mit
der DNA interkalierend binden. Dabei wird die Fluoreszens im UV- Bereich im Ver-
gleich zum freien Farbstoff verstarkt und die DNA leuchtet orangerot auf. Durch An-
farben mit Ethidiumbromid lassen sich im Gel noch Mengen von nur 50ng DNA sichtbar

machen.

Material
EtBr- Farbelosung [100pl Stammidsung (conc.: 10mg/ml) in 11 A.d.], UV- Leuchttisch,
Polaroid- Sofortbildkamera, Polaroid- Sofortbildfilm (ISO 3000/36°)

Durchfiihrung

Nach der Elektrophorese wird das Gel mit A.d. gespult und anschlielend 20 min in
EtBr gefarbt. Danach wird das Gel 10 min gewassert. Die Auswertung erfolgt auf dem
UV- Leuchttisch. Zur Dokumentation kdonnen die Ergebnisse mit der Polaroid-
Sofortbildkamera fotografiert werden (Belichtungszeit: 1s, Blende: 8).

7. Isolierung von DNA- Fragmenten aus Agarose- Gelen

Material
GFX Mikro- Spin Zentrifugenfilter (Pharmacia®©), UV-Leuchttisch (302 nm), Skalpell

Durchfiihrung

Das gefarbte Agarose- Gel wird auf dem UV- Transilluminator bei schwacher UV-
Intensitat ausgewertet, und die gewunschte Bande wird zlgig mit einem sterilisierten
Skalpell herausgeschnitten. Das DNA- haltige Agaroseblockchen wird anschlie3end
in ein 1.5ml Eppendorfgefaly Uberfuhrt. Jetzt wird das Agarosestickchen, welches
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die DNA beinhaltet, gewogen. Je 100 mg werden 300pl Capture Puffer zugegeben.
Nach kraftigem vortexen wird die Probe 5 - 15 min bei 60°C inkubiert, bis die Agaro-
se sich aufgeldst hat. Jetzt wird die Probe auf eine Mikro- Spin Saule pipettiert und 1
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Mikro- Spin Zentrifugenfilter
(im Eppendorfgefal®) zugig in eine Tischzentrifuge gestellt. Es wird 30s bei maxima-
ler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Losung wird verworfen und der Mikro- Spin Fil-
ter wird in ein neues Gefald gestellt. Jetzt wird 500ul Waschpuffer auf die Saule ge-
geben und wieder bei voller Geschwindigkeit 30s zentrifugiert. Danach Uberfuhrt man
die Saule in ein frisches Eppendorf- Gefal® und pipettiert 50 pl Elutionspuffer (10mM
Tris- HCL, pH 8.0) auf die Saule. Nach einer Minute Inkubationszeit bei RT wird 1
min bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befindet sich am
Boden des Eppendorfgefal’es die DNA- haltige Losung, aus der mittels Natriumace-
tat/ Ethanol- Prazipitation die DNA gefallt wird.

8. DNA- Fallung (Natriumacetat / Ethanol- Methode)

Prinzip der Methode

Die DNA- Fallung mittels Natriumacetat und Ethanol beruht auf der kombinierten
Wirkung von Aussalzeffekt (durch Natriumacetat) und Herabsetzung der Solvatati-
onskraft des Losungsmittels durch die niedrige Dielektrizitatskonstante des wasser-
I6slichen Ethanol. Die Salzionen konkurrieren mit der DNA um die solvatisierenden
Losungsmittelmolekule, so dass ab einer bestimmten NaAc- Konzentration nicht
mehr genugend Wasser/ Ethanolmolekuile zur Verfigung stehen, um die DNA in LO-
sung zu halten. Damit steigen die Wechselwirkungen zwischen den DNA-Molekilen und
die DNA fallt aus.

Material
Natriumacetat 3M (pH5.2), Ethanol 100% und 70%, TE- Puffer, Isopropanol 100%
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Durchfiihrung

Die DNA-LAsung wird mit 1/10 Vol. NaAc (3M) und 2.5 Vol. Ethanol (100%) gemischt
und etwa 20min bei -70°C (oder 1-2h bei -20°C) gefallt. Danach wird 15 - 30min
bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wird der Uberstand verworfen, das
Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (15min, 14000rpm, 4°C). Der U-
berstand wird dekantiert und das DNA- Pelletim Vakuum getrocknet. Die DNA kann in einem
geeigneten Volumen TE (1x) oder H20 geldst und bei -4°C (in TE) oder -20°C (H20) gela-
gert werden.

Alternativ kann die DNA mit 1 Vol. Isopropanol 100% gefallt und anschliel3end, wie

oben angegeben, weiterverarbeitet werden.

9. Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (PCI)-
Extraktion

Prinzip der Methode

Mit der PCI- Extraktion lassen sich DNA- Losungen von Verunreinigungen aus Prote-
inen oder Agarosebestandteilen reinigen. Nach grindlichem Mischen der DNA- L6-
sung mit PCIl und anschlielender Zentrifugation befindet sich die (wasserldsliche)
DNA in der wassrigen Phase, wahrend sich Proteine und andere Verunreinigungen
an der Grenzflache zwischen wassriger (oberer) und organischer (unterer) Phase

ansammeln.

Material
Phenol- Chloroform- Isoamylalkohol (PCI), Mischungsverhaltnis 50:48:2

Durchfihrung

Die DNA- Losung wird mit 1Vol. PCI gemischt (das Volumen der DNA- Losung sollte
nicht weniger als 100pl betragen), etwa 10s grundlich gevortext und anschlie®end ca.
1min bei 14000 rpm und RT zentrifugiert. Danach wird die obere (wassrige), DNA- hal-
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tige Phase vorsichtig abpipettiert, in ein neues Eppendorfgefal® Uberfuhrt und begut-
achtet. Sollte nach der PCI- Extraktion die abgenommene wassrige Phase noch
sichtbare Verunreinigungen aufweisen, wird die Extraktion wiederholt. Aus der gereinig-
ten Losung wird die DNA gefallt.

10. Praparation und Reinigung von Plasmid- DNA

Prinzip der Methode

Die Praparation der Plasmid- DNA erfolgt mittels alkalischer Lyse. Die geernteten und
resuspendierten Bakterienzellen werden in einer Losung aus NaOH und SDS, in Ge-
genwart von RNase A (baut die freigesetzte RNA ab) lysiert. SDS, das Phospholipide und
Proteine der Zellmembranen herauslost, fuhrt zur Lyse der Zellen, wahrend NaOH line-
are chromosomale DNA, sowie Proteine denaturiert. Die kleinere Plasmid- DNA in
ccc (covalently closed circular) Form unterliegt dagegen bei optimierten Bedingungen
kaum einer Denaturierung. Das alkalische Lysat wird durch Zugabe von saurem Ka-
liumacetat neutralisiert. Durch den erhohten Salzgehalt beginnt SDS zu prazipitieren
und schwerlosliche Komplexe mit Zelltrammern, denaturierten Proteinen und chro-
mosomaler DNA zu bilden, die sich leicht abzentrifugieren lassen. Da die kleinere
cccPlasmid- DNA in Lésung bleibt, 1dsst sie sich mit dem Uberstand leicht von der
chromosomalen DNA (im Pellet) trennen. Mit einem makroporosen Anionen-
Austauscher, der selektiv Nukleinsguren von anderen Substanzen wie Proteine, Kohle-
hydrate oder Farbstoffe trennt, wird die Plasmid- DNA aufgereinigt. Zunachst wird die
DNA bei niedriger lonenstarke gebunden. Durch schrittweises Waschen und Eluieren
mit Puffern steigender lonenstarke werden kontaminierende Substanzen beseitigt.
Mit einem Puffer hoher Salzkonzentration (1.25M NaCl, pH8.5) wird schliellich die
DNA von der Saule gel6st und eluiert. Die DNA- Fallung erfolgt mit Isopropanol.
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Material

Puffer Chemikalien Praparation (fur 11)

P1 (Resuspension) Tris-HCI, EDTA, RNase |6.06 Tris (50mM) und 3.72g
EDTA (10mM) in 800mI H,O
I6sen, mit HCI pH8 einstel-
len,100pg/ml RNAse zugeben,

P2 (Lyse) NaOH, SDS 8.0g NaOH (200mM) in 950ml
H20 16sen, 50ml 20%SDS
zugeben

P3 (Neutralisation) Kaliumacetat 294.5g KAc (3M) in 500ml H,O
|6sen, mit Essigsaure pHS5.5
einstellen, Volumen mit H,O
auf 1l bringen

QBT (Equilibrierung) NaCl, MOPS, Ethanol, 43.83g NaCl (750mM) und

Triton X-100 10.46g MOPS (50mM) in
100ml H>O, pH 7 einstellen,
150ml 100% EtOH und 15ml
10% Triton X-100 zugeben,
mit H2O auf 11 bringen

QC (Waschen) NaCl, MOPS, Ethanol  58.44g NaCl (1M) und 10.46g
MOPS (50mM) in 800ml H0,
pH 7 einstellen, 150ml 100%
EtOHzugeben, mit H,O auf 1l

bringen
QF (Elution) NaCl, Tris-HCI, Ethanol [73.05g NaCl (1.25M)und 1.21g

Tris (50mM) in 800ml H20 16-
sen, mit HCI pH8.5 einstel-
len,150ml 100% EtOH
zugeben, mit H,O auf 1l

bringen

Tab.9: Puffer fur Plasmid- Isolation (Alkalische Lyse)
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Weiteres Material:

Ix TE, 100% Isopropanol, 70% Ethanol, Faltenfilter, Anionen- Austauscher- Saulen (z.B.
von QIAGEN: QlAprep spin column; Quiagen- tip 20, 100 oder 500.)

Die Plasmid- Praparation und Reinigung wurde in der Regel mit den folgenden Kits
von QIAGEN®: QlAprep Spin Plasmid Kit; MINI-, MIDI-, MAXI- Kit oder Pharmacia® Biotech
inc.: GFX Mikro Plasmid Prep Kit durchgefuhrt.

Durchfiihrung

Hier wird nur das Protokoll fur die Midi- Praparation (QIAGEN) [71] angegeben. Wei-
tere Protokolle finden sich in den Broschiuren zu den jeweiligen Kits. Etwa 50ml einer
Ubernachtkultur werden 15min bei 6000xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und das Bakterienpellet in 4ml Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe
von 4 ml Puffer P2, wird vorsichtig gemischt (Tubes invertieren, nicht vortexen) und
5min bei RT inkubiert. Danach werden 4ml Puffer P3 (eisgekuhlt) zugesetzt
und die Losungen erneut durch vorsichtiges Invertieren gemischt. Nach 15min
Inkubation auf Eis, wird 30min bei 20000x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
durch ein befeuchtetes Faltenfilter filtriert und auf eine Anionen- Austauscher- Saule
(QIAGEN-tip 100) gegeben, die mit 4ml QBT-Puffer equilibriert wurde. Das Bakte-
rien- Pellet wird verworfen. Nachdem der Uberstand durch die Saule gelaufen
ist, wird mit 2x 10 ml QC-Puffer gewaschen und anschlief3end die DNA mit Sml QF-
Puffer eluiert. Die Fallung der Plasmid- DNA erfolgt durch Zugabe von 0.7 Vol. (3.5 ml)
raumtemperiertem Isopropanol. Es wird sofort fir 30min bei 15000x g und 4°C
zentrifugiert. Das DNA- Pellet wird mit 2ml 70% Ethanol gewaschen,

zentrifugiert (4°C, 15000x g, 10min), getrocknet und in TE oder H,O geldst.

11. DNA- Restriktion

Prinzip der Methode

Fir den Restriktionsverdau von DNA werden Restriktions- Enzyme verwendet. Sie
spalten DNA an einer spezifischen Stelle innerhalb einer meist palindromischen
Erkennungssequenz. Je nach Enzym kdnnen dabei glatte (blunt)- oder Uberhan-

gende (sticky) Enden entstehen.

Dissertation Andreas Neisius 52



lll. Material und Methoden B: Allgemeine Methoden der DNA- Klonierung

Material

Restriktionsenzyme (z.B. von Roche®) Enzym-Puffer (wird vom Hersteller des En-
zyms mitgeliefert)

GEB-Ladepuffer 5x

Durchfiihrung

Die Restriktion erfolgt nach den Angaben der Hersteller. Es wird 1-2h inkubiert. Danach
wird die Reaktion abgestoppt (10min bei 65°C). Fur weitere Restriktionen in anderen Puf-
fern muss zunachst eine PCI- Extraktion mit DNA- Fallung durchgefuhrt werden.
Zur Analyse mittels Gelelektrophorese wird der Restriktionsansatz mit 0.2 Vol GEB-
Ladepuffer gemischt.

12. Dephosphorylierung

Prinzip der Methode

Die SAP (Shrimp Alkalische Phosphatase) katalysiert die Dephosphorylierung des
freien 5' -Phosphat von DNA und RNA. Sie ist an 5'- Gberhangenden und 5'- rezessiven,
als auch an glatten Enden aktiv. Linearisierte Klonierungsvektoren mit gleichen Enden
(blunt oder sticky) werden vor der Ligationsreaktion dephosphoryliert, um den Anteil
rezirkulierter Vektoren (ohne Insert) zu senken und somit die Ausbeute an rekombi-
nanten Vektoren zu erhdhen. Die fur die Ligation notwendigen 5'- Phosphatgruppen
konnen nach der Phosphatase- Behandlung nicht mehr von den Vektor- Enden, son-

dern nur vom zu klonierenden Insert- Fragment geliefert werden.

Material
Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) von Roche® Dephosphorylie-
rungspuffer fir SAP (wird mit Enzym geliefert)

Durchfihrung

Die Dephosphorylierung wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durch-
geflihrt oder nach folgendem Protokoll: Der Vektor- Verdau (10ul oder
15ul mit 1ug Vektor) wird mit 10ul 5x Dephosphorylierungspuffer und 3ul SAP versetzt,
mit A.d. auf 50ul aufgefillt, gemischt und anschlieRend 30min (sticky ends) oder 60min
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(blunt ends) im 37°C Wasserbad inkubiert. Danach wird die SAP 15min bei 65°C inakti-

viert.

13. Ligation

Prinzip der Methode

Die T4 DNA Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiester- Bindung zwischen
einer 3'- Hydroxylgruppe und einer 5'- Phosphatgruppe. Bei der Ligation von sticky
oder blunt ends werden zwei Phosphodiester- Bindungen gebildet. Die Reaktion ist
ATP abhangig. Je nach DNA- Konzentration konnen zirkulare oder konkatemere Li-

gationsprodukte entstehen.

Material

Fur alle durchgefuhrten Ligationen wurde der "Rapid DNA Ligation Kit" von Ro-
che® verwendet. Er enthalt T4- DNA- Ligase, DNA- Dilution- Buffer und Ligations-
Buffer.

Durchfiihrung

Die Ligation wird nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Es werden
etwa 50ng Vektor und 150ng Insert eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde 5-30min bei
RT inkubiert.

14. Transformation von E. coli

Prinzip der Methode

Plasmid- DNA wird zur Bakteriensuspension gegeben und tritt mit den Zellen
in Wechselwirkung. Durch Hitzeshock kann die DNA effektiv in die Bakterien
eindringen. Zunachst werden die Zellen unter nicht- selektiven Bedingungen wachsen
gelassen, um die Synthese der Plasmid- kodierten Antibiotika- Resistenz- Fakto-
ren zu ermoglichen. Durch anschlielRende Ausplattierung auf antibiotikahaltigen

Agarplatten werden die Kolonien identifiziert, die Plasmide enthalten.
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Material
E.coli TOP10 One Shot™ (Invitrogen®), Eis, Wasserbad 42°C, SOC Medium, LB A-
gar- Platten mit geeignetem Antibiotikum

Transformation von kauflich erhaltlichen kompetenten Zellen

OneShotTOP10 Competent Cells (INVITROGEN®)
Epicurian Coli XL1-Blue Supercompetent Cells (STRATAGEN®)

Transformation (nach Strathern, 1991 [53])

50ul der kompetenten Zellen werden mit 1 — 3 pl Plasmid- DNA im eisgekuhlten
Eppendorfgefald gemischt und 30min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgt der
Hitzeschock (45s im 42°C Wasserbad). Nach 2min auf Eis wird 200yl SOC- Me-
dium zu den Zellen gegeben und danach etwa 1h bei 37°C und 250rpm geschuttelt. Es
werden Aliquots von 50- 250ul auf LB- Agar mit geeignetem Antibiotikum ausplat-
tiert und die Platten Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

15. Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR)

Prinzip der Methode

Die PCR ermoglicht die selektive Amplifikation eines DNA- Abschnittes. Sie ba-
siert auf der Denaturierung eines doppelstrangigen DNA- Templates, so dass
spezifische Oligonukleotide (Primer) an entsprechende homologe DNA- Berei-
che binden kdénnen. Diese Primer werden von einer DNA- abhangigen DNA- Po-
lymerase bei Anwesenheit freier Desoxynukleotid- Triphosphate verlangert. Mit
einem Thermocycler und einer hitzestabilen DNA- Polymerase, lasst sich die
DNA in wiederholten Zyklen von Denaturierung, Primer- Anlagerung (Annealing)
und Synthese (Elongation) exponentiell amplifizieren.

Material
Thermocycler, Tag- Polymerase (PHARMACIA®), 10x Tag- Puffer (PHARMACIA®), dNTP-
Mix (e 1mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5- und 3'- Primer (synthetisiert von
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INTERAKTIVA® Biotechnologie GmbH, Uim), Two PCR- Kit, Angewandte Gentechnologie
Systeme GmbH, Heidelberg (Die Zusammensetzung der Kit- Komponenten ist im Kit-
Handbuch angegeben).

Verwendete Primer:

SH3THSFor: 5-GCC ATG GAT CAG TTA GCC CTT GAA CAG C-3’ Ncol
SH3THSRev: 5°-CGA ATT CCT ACC CTT CAG TGA GAA AG-3 Eco RI
Flag- Tag (Eco): 5°-GTA CGA ATT CCT ACC CTT CAG TGA GAA AGC CTG-
3" EcoRI
Flag- Tag (Not): 5-AGC TTG CGG CCG CGC AGT TAG CCC TTG AAC AGC-3’
Not |

15.1 PCR- Ansatz bei Gebrauch der Taq- Polymerase von

Phamacia

In ein 200pl PCR-Gefald werden 10ng Template- DNA, jeweils 50umol forward und
reverse Primer, 10ul [0x Tag- Puffer, 2ul dNTP- Mix (10mM dNTPs) und 0.5l Tag- Poly-
merase gegeben. Es wird anschliellend auf 100ul mit A.d. aufgefullt und gemischt. Danach
wird das Gefal} in den auf etwa 80°C vorgeheizten Thermocycler gestellt und das PCR-

Program gestartet.

PCR- Programm
Die PCR wurde vollautomatisch in dem PCR- Automat (Perkin Elmer, GeneAmp
PCR-System 9600) durchgefuhrt. Dabei fand das folgende Programm Anwen-
dung:
l. 94°C, 2min
II. 35 Zyklen: 94°C, 30s
60°C, 30s
72°C (60s/ kb), 2min,
1. 72°C,10min,
V. kiihlen bei 4°C
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Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem "QIAquick PCR Purification Kit"
von QIAGEN. Dieser Kit erlaubt die Entfernung von Primern, Nukleotiden, Polymerasen
und Salzionen aus dem PCR-Reaktionsansatz mittels Sdulenchromatographie. Die
DNA wurde mit 30pl A.d. eluiert. Weitere Angaben zu Material und Durchfihrung

sind dem Kit- Handbuch des Herstellers zu entnehmen.

16. DNA- Sequenzierung

Prinzip der Methode

DNA wird nach dem Prinzip des Kettenabbruchs durch zufalligen Einbau von
Nukleotid Derivaten (Sanger- Methode) sequenziert. Ein spezifischer Oligonukleotid- Pri-
mer, der sich an das denaturierte DNA-Template angelagert hat, wird von einer
DNA- abhangigen DNA- Polymerase solange verlangert, bis zufallig ein Deso-
xynukleotid eingebaut wird. Diese Nukleotid- Derivate besitzen anstelle der 3'-
Hydroxylgruppe ein Wasserstoffatom, das die Bildung einer Phosphodiesterbin-
dung mit dem nachsten Nukleotid verhindert. Somit wird die DNA- Synthese
nach Einbau des Derivats (chain terminator) abgebrochen. Die Sequenzierung
wird im Thermocycler nach der Methode des DNA- Cycle- Sequencing unter Ver-
wendung von Fluoreszenz- markierten Nukleotidderivaten durchgefuhrt. Die Ana-

lyse erfolgt mit einem Sequenzierungsautomaten.

Material

Thermocycler, 200ul PCR- Gefalle, "Dye Terminator Cycle- Sequencing"-Kit von PE
Applied Biosystems®, Sequenzierungs- Primer (1pmol/ul), Template- DNA, Eis, 3M
NaAc (pH5.2), Ethanol 100% und 70%
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Sequenzierungsprimer

GAL4BD- Primer (fir pAS2-1, pGBT9): 5'- TCA TCG GAA GAG AGT AG- 3'
GAL4AD- Primer (fiir pACT-2): 5'- TAC CAC TAC AAT GGA TG- 3
pACT2Rev: 5°-TCG TAG ATA CTG AAA AAC CCC GCA AGT TCA C-3°
pACT2For: 5-CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CC-3
Intseq1: 5-GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT G-3°

Intseq2: 5-CGT AGG AGAACCTGG TTG GCT T-3°

Intseq3: 5-AGG TGC ATG GAG GAA GAG GAT G-3°

Intseq4: 5-GCA AGG AGA GTT ACA GGC CAG A-3’
Sequenzierungsansatz

In ein 200l PCR- Gefald werden 800ng Template- DNA (in maximal 8.8ul H20), 3.2yl
Sequenzierungs-Primer (1pmol/pl) und 8ul Reaktionsmix (mit DNA- Polymerase) gegeben.
Es wird mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 20ul aufgefullt und gemischt. Die Reakii-

onsgefal’e werden bis zum Start des Sequenzierungsprogramms auf Eis gestellt.

16.1 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte automatisch mit dem PCR-Automat (Perkin Elmer, Ge-
neAmp PCR-System 9600) nach folgendem Programm:
l. 25 Zyklen:  96'C, 10s
50°C, 5min
60°C, 3min
1. 4°C, keine Zeitbegrenzung

Nach der Sequenzierung wird die DNA mit NaAc/Ethanol prazipitiert, gewaschen und
danach das DNA- Pellet getrocknet. Die Inkubation der Fallung bei -70°C bzw. -20°C ent-
fallt, um das Ausfallen von Salzen (storen bei der automatischen Sequenzanalyse) zu

vermeiden. Die Sequenz wurde automatisch bestimmt.
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C: Konstruktion der Intersectin 2- cDNA

1. Isolation von Gesamt- RNA aus HEL- Zellen und

humanem Gewebe

Prinzip der Methode

Um intakte RNA aus Gewebe zu isolieren, kombiniert man die selektiven Bindungs-
eigenschaften einer Membran, basierend auf einem Silica- Gel, mit der Geschwin-
digkeit der Mikrospin- Technologie. Durch spezielle hoch salzhaltige Puffer kann man
bis zu 100pug RNA (langer als 200 Basen) an die Silica- Gel Membran binden. Die
RNA wird dann gewaschen und spater in 30ul eluiert.

Material

Die RNA- Isolation wird mit dem ,RNeasy Kit“ von Qiagen© durchgefuhrt. Entschei-
dend ist hierbei der GITC (guanidin isothiocyanat) haltige Puffer, der die Gewebe-
probe lysiert, homogenisiert und die RNasen inaktiviert.

Durchfiihrung

Mit dem RNeasy- Kit kénnen maximal 1x 10’ Zellen bearbeitet werden. Das Zell- Pel-
let wird mit 600ul RLT Puffer (GITC- haltig) lysiert. Das Eppendorf- Gefaly wird gevor-
text, um das Pellet mit dem Puffer zu mischen. Das Lysat wird direkt auf eine ,QIA
shredder” Saule aufgetragen und 2 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert,
um es zu homogenisieren. Dem homogenisierten Lysat wird 600ul 70% Ethanol zu-
gegeben. Bis zu 700ul der Probe konnen jetzt auf auf eine RNeasy Saule mit der
silica- Membran aufgetragen werden. Nach 15s zentrifugieren (>10000 rpm) werden
700ul Waschpuffer RW1 auf die Saule gegeben und wieder 15s zentrifugiert. Dieser
Schritt wird noch zweimal mit 500ul RPE- Puffer wiederholt. Schliel3lich wird 30- 50l
RNase freies Wasser direkt auf die getrocknete Silica- Membran gegeben und 1 min
zentrifugiert, um die gereinigte RNA zu eluieren.
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2. Formaldehyd- RNA- Agarose- Gel

Prinzip der Methode

Im Formaldehyd- Agarose- Gel werden die RNA- Molekule unter denaturierenden
Bedingungen entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Vor dem Beladen des Gels wird
die RNA bei 65° denaturiert, um Sekundarstrukturen aufzul6sen.

Material:

MOPS Puffer 10x (11) 200 mM MOPS [(N- morpholino) Propan- Sulfonséure] (41.8g),
50 mM NaAc (6.8g), 10mM EDTA (3.7g) in 11 A.d. lésen, pH
7.0 mit NaOH- Platzchen (ca. 30 Stuck) einstellen, steriffiltrie-

ren, lichtgeschuitzt aufbewahren

Formaldehyd- Agarose | 0.5 g Agarose in 47 ml 1x MOPS Iésen (aufkochen bis schlie-
Gel (1%) (50 ml) renfrei), auf 60° C abkihlen (Wasserbad), danach 3 ml For-

maldehyd dazu, mischen, unter Abzug giefden

Formaldehyd- Ladepuf- | 10ul Formamid, 3.5 pl Formaldehyd, 2 yl 10x MOPS, 1 pl Ethi-
fer (je RNA Probe) diumbromid (10ug/ul), 2 yl Bromphenolblau (gesattigte Lésung
in A.d.), 2 ul steriles Glyzerol

Tab.10: Losungen fur Formaldehyd- Agarose- Gel

Benotigt wird auRerdem: Eis, Wasserbad 65° C

Durchfiihrung

Etwa 2- 3 ug RNA- Probe wird mit dem RNA- Ladepuffer gemischt und 10 min im 65°
C Wasserbad denaturiert. Dann kommt die Probe auf Eis. Um die erneute Bildung
von Sekundarstrukturen zu vermeiden, wird das Formaldehyd- Gel moglichst zugig
beladen. MOPS 1x dient als Laufpuffer. Als GroRenmarker wird E. coli 16s- und 23s-
rRNA (wie die Proben behandelt) aufgetragen. Die Gel- Elektrophorese wird mit einer
Spannung von 50- 100 Volt durchgefuhrt. Wenn die Bromphenolblau- Bande die
Halfte der Gellange erreicht hat, wird das Gel mit A. d. gespult und danach mit dem
UV- Transilluminator ausgewertet.
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3. CcDNA- Synthese aus Gesamt- RNA

Prinzip der Methode

Das Enzym Reverse Transkriptase kann in Gegenwart freier ANTPs RNA in komple-
mentare DNA (cDNA) umschreiben (RNA abhangige DNA- Polymerase). Die Syn-
these erfolgt von 5" nach 3°, ausgehend von einem Oligo- dT- Primer, der an die Po-
ly(A)- Sequenz der RNA hybridisiert ist. Danach erfolgt eine Degradation des RNA-
Strangs durch RNase H. Jetzt wird durch eine DNA abhangige DNA- Polymerase der
komplementare DNA- Strang gebildet.

Material

Die cDNA- Synthese wurde mit dem ,Omniscript Kit von Qiagen® durchgefiihrt. ES
werden bendtigt: Omniscript Reverse Transkriptase, dNTP- Mix, RNase freies Was-
ser, Eis, Wasserbad (37° C), Zentrifuge

Primer: oligo- dT Primer (Random Primer: zufallige Bindungsstellen)

Durchfiihrung

Das Wasserbad wird auf 37° C erwarmt. Die folgenden Reagenzien werden aufge-
taut und auf Eis gestellt: RNA- Template, Random Primer, 10x Puffer RT (Kit), dNTP
Mix, RNase freies Wasser

Danach wird folgender Ansatz in ein Eppendorf- Gefal} pipettiert:

Komponenten Volumen
Master Mix

10x Puffer RT 2.0 ul
dNTP Mix (5mM jede dNTP) 2.0yl
Oligo- dT Primer (10uM) 2.0 ul
RNase Inhibitor (10 units /ul) 1.0 pl
Omniscript Reverse Transkriptase 1.0 pl
RNase freies Wasser variabel
Template RNA

Template RNA Var., bis 2 ug
Totales Volumen 20 pl

Tab.11: cDNA Synthese mit dem OmniScript Kit
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Nach dem Mischen des Mastermix wird dieser auf Eis gestellt. Anschliefend wird
das RNA Template in den Ansatz pipettiert, kurz gevortext und dann 5s zentrifugiert,
um Reste von der Wand des Eppendorfgefales zu sammeln. Jetzt wird der Ansatz
1h im 37° C Wasserbad inkubiert.

4. Amplifikation der cDNA mit der PCR- Methode

Die Funktionsweise der PCR im Allgemeinen habe ich im Teil Ill B 15 erlautert. Hier
wird nur das PCR- Programm fur diese Amplifizierung angegeben. Durch die ent-
sprechenden Primer wird nur das Stuck des Intersectin 2- Gens mit den SH3- Grup-

pen amplifiziert.

Primer: ITSN SH3 FOR
ITSN SH3 REV
PCR- Programm:
94° 1 min prim. Denaturie-
rung
94° 10 sec | Denaturierung (35 Zyklen)
53° 20 sec | Enhealing
72° 2 min | Extension
72° 10 min
4° o0 Aufbewahrung

Tab.12: PCR Programm
5. Klonierung in den TOPO®- Kloning- Vektor

Dieser Schritt wird auch als Transformation in die kompetenten E. coli Zellen be-
zeichnet und ist im Teil Material und Methoden Il B14 ausfuhrlich erlautert. Er wird
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durchgefuhrt, um genltgend grof3e Mengen der schon richtig geschnittenen DNA

herzustellen.

6. Praparation und Reinigung der Plasmid- DNA

Diese Methode muss bei jeglicher Plasmid- DNA, die in Bakterienzellen enthalten ist
angewendet werden, wenn die zu vervielfaltigende DNA wieder isoliert werden soll.

Sie ist ausfuhrlich im Teil Il B 10 beschrieben.

7. Restriktionsverdau u. Ligation von DNA und BD-
Vektor

Auch diese Schritte werden im Teil Ill B 11 und 13 beschrieben. Es finden folgende
Schritte statt:

e Behandlung mit Restriktionsenzymen

e Agarose- Gel Elektrophorese

e Gel Reinigung mit Pharmacia®©- Kit

e Ligation
8. Transformation in E. coli (TOP10)

Nach der Ligation wird der fertige Bindungsdomane- Vektor in chemisch kompetente
E. coli Zellen transformiert, um genugend grol3e Mengen des Vektors herzustellen.

Die Transformation ist im Teil lll B 14 erklart.

9. Plasmidreinigung

Die Plasmidreinigung wird normalerweise mit dem Mini-, Midi-, oder Maxi- Kit von
Qiagen durchgefluhrt. In diesem Fall wird der Midi Kit benutzt, um gentgend grol3e
Mengen des Bindungsdomane- Vektors herzustellen. Der genaue Ablauf ist im Teil 1lI
B 10 beschrieben.
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IV. ERGEBNISSE

A: Konstruktion der ITSN 2- DNA und des ITSN 2-

Bindungsdomanevektors

1. Ubersicht

In dieser Arbeit wurde nur der Bereich von Intersectin 2 (1700 bp) benutzt, der die funf
SH3- Gruppen enthalt, da diese Gruppen, wie schon in der Einleitung erwahnt, die hochste
Bindungsaktivitat auf andere Proteine entwickeln. Dieser Bereich ist in allen Isoformen ent-
halten, was bedeutet, dass die erzielten Ergebnisse sowohl fur die kurze Isoform, als auch

fur die lange Isoform Guiltigkeit besitzen.

Das Intersectin 2- Gen wurde aus HEL- Zellen (Human- Erythro- Leukaemia) bzw. aus
menschlichen Nierengewebszellen in verschiedenen Schritten isoliert und dann wurde der
entscheidende Abschnitt, der die funf SH3- Gruppen enthalt, in den Bindungsdomanevek-
tor pGBKT7 des Yeast- Two- Hybrid Systems kloniert.

2. Die Konstruktion der ITSN 2- cDNA und des
ITSN 2- BD- Vektors

Isolation von Gesamt- RNA aus HEL- Zellen / menschlichen Nierengewebszellen

e cDNA- Synthese

o Amplifikation der cDNA mittels PCR

¢ Klonierung in den TOPO®- Klonung Vektor

e Sequenzierung der TOPO®- Klone um Mutationsvarianten auszuschlief3en

e Restriktionsverdau des Vektors pGBKT7 und Intersectin 2 mit Eco Rl und Nco |

und Ligation, Verifizierung der gelungenen Ligation
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2.1 Isolation von Gesamt- RNA aus HEL- Zellen

Je Probe wurden etwa 1x 10’ Zellen fiir die Isolation der Gesamt- RNA mit dem RNeasy-
Kit verwendet. Die isolierte Gesamt- RNA wird jeweils in 50 pl A. d. gelost. Anschlie3end
wird die RNA Konzentration spektrophotometrisch bestimmt und Aliquots jeder RNA- Pro-
be (1 — 3 pl) mit einem Formaldehyd- Agarose- Gel analysiert.

2.2 cDNA- Synthese aus Gesamt- RNA

Mit Hilfe des ,Omniscript Kit“ von Qiagen®© wird aus den Gesamt- RNA Proben cDNA
hergestellt. Hierfur wird ein PolyT- Primer eingesetzt.

2.3 Amplifikation der cDNA mit der PCR- Methode

Die PCR wurde mit spezifischen Primern durchgefuhrt, um den, fur diese Arbeit wich-
tigen Abschnitt des Intersectin 2 zu vervielfaltigen, welcher die funf SH3- Gruppen
enthalt. Die Primer heil3en ITSN SH3 FOR und ITSN SH3 REV, und wurden bei der
Firma Interactiva synthetisiert.

Die PCR wurde nach der im Teil lll C 4 beschriebenen Vorschrift (PCR- Programm)
durchgefuhrt.

Hiernach wurden verschiedene PCR- Produkte zusammen mit einer Kb- Leiter in ei-
nem Agarose- Gel elektrophoretisch aufgetrennt, um zu Uberprifen ob ein PCR-
Produkt die gewlnschte Lange von 1700 Basen hat. In der folgenden Abbildung

wurde in dem PCR- Produkt eine Bande entsprechender GrofRe gefunden.

Dissertation Andreas Neisius 65



IV. ERGEBNISSE A: Konstruktion der ITSN 2- DNA und des ITSN 2- BD- Vektors

--- 2,0kb
--- 1,5 kb

Abb.13: Agarose Gel mit PCR Produkten und Referenz kB Leiter

1: PCR Produkt mit 1,7 kB
2: leeres Produkt
3: kB Leiter

2.4 Kilonierung in den Topo- Kloning- Vektor und Sequenz-

uberpriufung

Es wurden 3 ul des PCR- Produkts mit der 1,7 kb Bande nach der im Teil 11l B14 be-
schriebenen Vorschrift in einen Klonierungsvektor ligiert und in kompetente TOP 10
One Shot E. Coli transformiert.

Nach der Inkubationszeit von 12 Stunden wurden die Bakterien auf 2 LB- Platten
ausplattiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden willkurlich 8 Stlick, die alle das
gewunschte Fragment von 1,7 kb enthalten sollten, ausgewahlt und in LB- Kulturme-
dium angeimpft.

Um den Nachweis zu Erbringen, dass das gewlnschte Fragment wirklich im Klonie-

rungsvektor enthalten war, wurde von den 8 Kulturen ein Micro- Kit von Qiagen®© zur
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Plasmidisolierung und anschlieBend ein Restriktionsverdau mit Eco Rl und Nco |

durchgeflhrt. Die Proben wurden jetzt erneut elektrophoretisch aufgetrennt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb.14: Agarosegel vom Restriktionsverdau des PCR Produkts im Topo Cloning
Vektor (ITSN 2 in 3.1- 3.8)

1- 3: S1- S3, fremde Proben
4. kb Leiter
5-12: Probe 3.1 bis 3.8 in aufsteigender Reihenfolge

Auf diesem Photo konnte man erkennen, dass alle 8 Proben (3.1- 3.8) ein Fragment
von 1700 Basen beinhalteten.

2.5 Sequenzierung der Klone

Die 8 restriktionsenzymatisch Uberpriften Klone wurden jetzt sequenziert, um Muta-

tionsvarianten auszuschlielRen. Hierfir muss erst photometrisch die Konzentration
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der Losungen bestimmt werden (siehe Tabelle 13), da nur mit maximal 600 ng Ali-

quots sequenziert werden kann.

Konzentrationsmessung:

Probenname Konzentration Sequenzierungsmenge
3.1 57 ng/ul 6,8 ul

3.2 49 ng/pl 6,8 ul

3.3 96 ng/pl 6 ul

3.4 80 ng/pl 6,8 ul

3.5 43 ng/pl 6,8 pl

3.6 58 ng/pl 6,8 pl

3.7 54 ng/ul 6,8 ul

3.8 59 ng/ul 6,8 ul

Tab.13: Aufgrund des Pipettiervorganges wurden die Mengen der DNA gerundet.

Bei der Sequenzierung der 8 Proben stellte der Klon 3.5 eine mutationsfreie Variante
dar, d.h. es lag ein korrekter Readingframe vor. Deswegen wurde von dieser Probe
ein Glycerolstock angelegt (hiervon wurde im weiteren Verlauf die Amplifizierung des
Intersectin 2 durchgefuhrt). In der Regel wurde fur die Vermehrung der Intersectin 2-
Sequenz (im Plasmid), je nachdem welche Mengen bendtigt wurden, ein Qiagen®©
Midi- Kit benutzt.

2.6 Restriktion des pGBKT7- Vektors und des Intersectin 2-

Topo- Cloning- Vektors mit Eco Rl und Nco | und Ligation

Der Klon wurde Uber Nacht als Kultur in LB- Medium angeimpft. Die nachfolgende
Plasmidisolierung erfolgte mit dem Midi- Kit. Von dem gelosten Pellet wurde die Kon-
zentration bestimmt (802 ng/pl). Das eluierte Pellet (16 pl) wurde mit den Enzymen
Eco R1 und Nco1 verdaut. Dann wurde dieser Restriktionsverdau zusammen mit ei-
ner kb- Leiter auf ein CTG- Agarosegel aufgetragen, um das entsprechende Frag-

ment mit einer Lange von ca. 1,7 kb herauszuschneiden. Diese Bande wurde mit
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dem DNA- Purifikation- Kit von Pharmacia© von den Gelrlickstdnden gereinigt. E-
benso wurde der Bindungsdomanevektor pGBKT7 (dargestellt in Teil lll A 4.2) mit
den gleichen Enzymen geschnitten, um gleiche Schnittstellen herzustellen. Danach
wurden ca. 40 ng Vektoren mit ca. 150 ng ,Insert‘(1.7 kb des Intersectin 2, gereinigte
Gelbande) Uber 2 Tage bei 4° C ligiert.

Der Ligationsansatz wurde in kompetente E. Coli Zellen (TOP 10 One Shot®) trans-
formiert und auf LB- Agarplatten (+ Kanamycin) ausplattiert. Von den so entstande-
nen Kolonien wurden 9 Stlick angeimpft, um zu Uberprufen in welchen Kolonien der
Fusionsvektor enthalten ist. Von den angeimpften Kolonien wurde ein Mikro- Kit mit
anschlieBRendem Restriktionsverdau (wieder mit Eco Rl und Ncol) durchgefihrt und
die verdauten Proben erneut elektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei sah man, dass
das gewlnschte Insert nicht in allen Proben vorhanden war (siehe Abb.: 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

--- 2,0 kb
---1,5 kb
Abb.15: Agarosegel mit dem Restriktionsverdau des ligierten Fusionsvektors
1: Probe 4.1
2: kb Leiter

3-10: Proben 4.2- 4.9 in aufsteigender Reihenfolge (4.7 entspricht 8)
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Von den hier dargestellten Proben wurden Glycerolstockkulturen hergestellt und bei
-70° eingefroren. Die Kolonie 4.7 wurde willkirlich ausgewahlt und im weiteren Ver-

lauf im Yeast- Two- Hybrid System benutzt.

Anschlielend wurde noch einmal eine Sequenzierung durchgefihrt, um sicherzustel-
len, dass kein Fehler im reading frame vorliegt.

Auerdem erfolgte anschlieRend ein Western Blot, um zu beweisen das auch das
entsprechende Protein in den Hefezellen kodiert wird (siehe Il A 9.1 und Abb. 16)

ITSN 2 in 2 Proben

4.71 4.7.2
Abb.16: Western Blot mit 2 Proben des weiterhin benutzten Klons 4.7
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B: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid- Systems

1. Ubersicht

Das Yeast- Two- Hybrid System (Matchmaker- GAL4- Two- Hybrid System 3 von Clon-

tech®) wurde in dieser Doktorarbeit fiir folgende Aufgabenstellung verwendet:

Fur den Test auf Protein- Protein- Interaktionen zwischen einem bestimmten Bereich des
Intersectin 2 und Proteinen, die von der pratransformierten cDNA- Bank (fetal brain cDNA

Bank) gebildet werden.

Das Yeast- Two- Hybrid System, mit dem diese Aufgabenstellung bearbeitet wurde, funkti-
oniert Uber die Rekonstitution der transkriptionsaktivierenden Eigenschaften des GAL4-
Proteins aus Saccharomyces cerevisiae, durch zwei miteinander interagierende Hybrid-

Proteine.

Das Protein X (Intersectin 2) wurde hierfir mit der GAL4- Bindungsdomane (BD) und das
Protein Y (cDNA- Bank) mit der GAL4- Aktivierungsdomane verknupft. Wenn X und Y mit-
einander interagieren, wird die GAL4- Aktivierungsdomane mit der GAL4- Bindungsdoma-
ne zusammengebracht und ein Proteinkomplex mit GAL4- Transkriptionseigenschaften
entsteht. Dadurch wird die Expression von Reportergenen aktiviert, welche jeweils von ei-
nem Promoter mit GAL4- Bindungsstellen reguliert werden (Abb.2)

Das Yeast- Two- Hybrid System ist eine sehr sensitive Methode, um auch relativ
schwache und transiente Proteininteraktionen zu detektieren. Solche, mit anderen
Methoden schwer detektierbaren Interaktionen konnen ausschlaggebend sein flr
eine einwandfreie Funktion von komplexen biologischen Systemen [17]. Da das
Yeast- Two- Hybrid System in vivo durchgefuhrt wird, sind die Proteine aul3erdem
ihrer naturlichen Grundform ahnlicher, was auch noch zu einer hoheren Sensitivitat
der Detektion fuhrt.
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Durchfiihrung im Detail

e Herstellung des BD- Vektors mit dem ITSN 2- Insert (in IV A beschrieben)

e Verifikation des Phanotyps der im YTH- System verwendeten Stamme von S.
cerevisiae

e Positiv- und Negativkontrollen nach Vorschrift

e Diverse Tests auf regelrechte Funktion der Vektoren

e Eigentliche Suche von Interaktionspartnern des Intersectin 2 in der fetal brain
spezifischen cDNA Bank

e Identifizierung der Interaktionspartner

e \Verifizierung der Interaktionspartner

2. Die fetal brain spezifische cDNA- Bank

Um das gesamte Verfahren zu vereinfachen wurde eine hochkomplexe pratransfor-
mierte fetal brain cDNA- Bank benutzt, um Bindungspartner fur die von Intersectin 2
kodierten Proteine zu finden.

Die so genannte cDNA Bibliothek wurde von der Firma Clontech erworben. Sie ist in
den GAL4- Aktivierungsdomainevektor (AD)- Vektor kloniert und schon in einen be-
stimmten Host strain von Saccharomyces cerevisiae pratransformiert (Y 187). Diese
Matchmaker Bibliothek beinhaltet mehr als 1x 10° unabhangige Klone.

Jetzt muss man nur noch den konstruierten DNA- Bindungsdomanevektor mit diesem
Aktivierungsdomanevektor zusammenbringen (Mating).

Wenn die transformierten Kulturen miteinander ,maten“ entstehen diploide Zellen,
welche vier Reportergene besitzen: HIS3, ADE2, MEL, und lacZ.

Die GAL4- DNA- Bindungsdoméane bindet an die GAL- UAS (upstream activating se-
quences) und wenn zwei Proteine interagieren entsteht ein GAL4- Transkriptionsfak-
tor mit Bindungsdomane und Aktivierungsdomane, das entsprechende Reportergene
aktiviert. Hierdurch wird das Wachstum auf dem Selektionsmedium erst maoglich, e-
benso wie die Expression von alpha- (MEL1- Produkt) respektive R- Galaktosidase
(lacZ Produkt).
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3. Verifikation des Phanotyps der im YTH- System

verwendeten Stamme

Fir die Arbeit mit dem YTH- System wurden die Saccharomyces cerevisiae Stamme
AH 109 und Y 187 verwendet (beide von Clontech). Beide Stamme sind auxotroph
fur Adenin, Tryptophan, Leucin und Histidin sowie prototroph fur Uracil.

Beide Stamme sind GAL4- negativ (und GAL 80- negativ); dies bedeutet, beide
Stamme haben keine naturlich vorkommenden regulatorischen Proteine, die an den
Promotor der Reportergene binden. Der Promotor wird nur dann aktiviert, wenn das
zusammengefugte GAL4- Protein bindet.

Es wurden jeweils Glycerol- Kulturen beider Stamme auf YPDA — Platten ausgestri-
chen und 4 Tage bei 30°C inkubiert.

Einige der frisch gewachsenen Kolonien wurden gepickt und auf Selektionsmedium
(SD- Medium) ausgestrichen, welches entweder kein Adenin (SD/-Ade), kein Methio-
nin (SD/-Met), kein Tryptophan (SD/-Trp), kein Leucin (SD/-Leu), kein Histidin ( SD/-
His) oder kein Uracil (SD/-Ura) enthielt.

Stamm | SD/-Ade | SD/-Met | SD/-Trp | SD/-Leu | SD/-His | SD/-Ura | YPDA

AH 109 ; T . . - " "

Y 187 ; : _ : : " -

Tab.14: Phanotyp Verifikation von AH 109 und Y 187 auf Selektions- Medium

+ bedeutet Wachstum, - bedeutet kein Wachstum

Da die in Tab. 14 zusammengefassten Wachstumsergebnisse dem zu erwartenden
Phanotyp der Stamme AH 109 und Y 187 entsprechen, konnten diese fur die Arbeit

mit dem YTH- System eingesetzt werden.
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4. Nachweis der Interaktion zwischen p 53 und
SV40Tag (Positivkontrolle)

Es wurden zwei verschiedene Arten von Positivkontrollen durchgefuhrt. Zum einen
schon fertige Hefestamme, welche schon ein Plasmid enthalten und zum anderen
fertige Plasmide, welche allerdings erst noch in die Hefestamme transformiert wer-

den mussen.

A) pGBKT7-53 in AH109
B) pTD1-1in Y187

pGBKT7-53 in AH 109 ist ein Plasmid der fur das p53 Gen der Maus exprimiert und
schon in den Hefestamm AH 109 hineintransformiert wurde.

p53 und das grolde Antigen des SV 40 Virus (T- Antigen) binden aneinander. Dies ist
eine bekannte Interaktion und fuhrt nachweisbar zu Interaktionen im YTH- System
(Li&Fields 1993).

Diese sichere Interaktion wird im YTH- System in allen Arten von Positivkontrollen
genutzt, egal ob pratransformiert oder nicht (speziell fir das mating).

pTD1-1 ist das passende Plasmid mit dem gro3en T- Antigen SV 40, das schon in
Y187 pratransformiert ist.

Die fetal brain spezifische cDNA- Bank, welche im weiteren Verlauf zum Screening
von Interaktionspartnern mit dem ITSN 2- Protein verwendet wurde, ist ebenfalls in Y
187 pratransformiert.

Nun mussen die beiden Stamme der Positivkontrollen miteinander verschmolzen
werden (mating). Dies erfolgte nach der Vorschrift des smale- scale mating protokolls
aus dem Matchmaker User Manual.

Die Kontrollen wurden sowohl einzeln als auch nach dem Mating ,gemeinsam” auf

verschiedenen, nach Vorschrift hergestellten Dropout- Agarplatten ausgestrichen:

e pGBKT-7-53, pTD-1, und ITSN2 nach Transformation in den Bindungsdoma-
nevektor (im folgenden Bait- Plasmid genannt) jeweils alleine auf SD/-Leu und
SD/-Trp.
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e ITSN 2 und pTD1-1 nach erfolgtem ,mating“ gemeinsam sowie die Positivkon-

trolle pGBKT-7 und pTD1-1 gemeinsam ebenfalls nach erfolgtem mating auf
jeweils SD/-Leu, SD/-Leu/-Trp, SD/-His/-Leu/-Trp, SD/-Ade/-Leu/-Trp und SD/-
Ade/-Leu/-His/-Trp.

Die Hefen mit dem Bindungsdomanevektor sollten einzeln nur im Dropout SD/-Trp

wachsen, die Hefen mit dem AD- Vektor also mit pTD1-1 und die Hefen mit der

pratransformierten cDNA Bank sollten einzeln nur in SD/- Leu wachsen. Das Dropout

Medium SD/-Leu/-Trp selektiert die diploiden Zellen, welche beide Vektoren enthal-

ten. Die Selektion diploider Zellen mit der Expression interagierender Proteine erfolgt

in den Dropouts SD/-His/-Leu/-Trp und SD/-Ade/-Leu/-His/-Trp, weil nur diese Zellen

den HIS3- Reporter respektive den ADE2- und HIS3- Reporter exprimieren.

Verdunnungsreihe der Proben, einzeln und nach erfolgtem Mating:

SD/-Leu | SD/-Trp | SD/-L/-T | SD/-H/-L/-T | SD/-A/-L/-T | SD/-A/-L/-H/-T
ITSN2 | 1:100 - ++
(in 1:1000 - ++
AH109)
pGBKT7- | 1:100 - ++
53 (in|1:1000 - ++
AH109)
pTD1-1 | 1:100 ++ -
(inY187) [ 1:1000 | ++ -
ITSN2+ | 1:100 ++ ¥ - - -
pTD1-1 [1:1000 | ++ + - - -
pGBKT7- | 1:100 - ¥ ¥ ++ +
53 + 1:1000 | ++ + + + +
pTd1

Tab.15: Die nicht beschrifteten Felder wurden nicht ausgestrichen. + entspricht der

Starke des Wachstums.
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In Tabelle 15 sieht man, dass die Vektoren jeweils alleine ordnungsgemal gewach-
sen sind und das auch diploide Zellen entstanden sind, da nur diese auf dem SD/-
Leu und - Trp wachsen konnen. Die Positivkontrolle mit pGBKT-7-53 und pTD1 fuhr-
te zur Aktivierung der Promotoren ADE2 und HIS3, da ein Wachstum erfolgte.
ITSN 2 hingegen interagierte erwartungsgemalf} nicht mit pTD1.

Die Transformanten wurden 4 Tage bei 30°C inkubiert.

Im Verlauf wurde die Transformation von pGBKT-7-53 mit pTD-1 als Positivkontrolle
benutzt.

Weiterhin wurde AH109 mit pCL1 transformiert, der fur den Wildtyp des GAL4-

Proteins kodiert. Diese Transformation diente als Positivkontrolle fur das Funktionie-

ren des a- und - Galaktosidase- Filter- Assay

a- Galaktosidase- Filter- Assay - Galaktosidase- Filter- Assay
von pGBKT7- 53 mit pTD1-1 von pGBKT7- 53 mit pTD1-1

Abb.17: Fotos der Assays nach 4 Tagen (Filter nach 2h Inkubation bei RT)

Als Negativkontrolle wird das Mating von pGADT-7 mit pGBKT-7- Laminin benutzt
[1, 2]
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Vektoren SD- Medium Mel1/lac Z His/Ade
pCLA1 SD/-Leu Blau Positiv
pGADT-7 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp | Weil3 negativ
+pGBKT7- Lam

Tab.16: Vektoren fur die Negativkontrolle

5. Tests auf regelrechte Funktion der transformier-

ten Vektoren

Nach der Transformation des Bait Plasmids (ITSN 2 in pGBKT- 7) in kompetente
Hefezellen des Stammes S.cerevisiae nach der Vorschrift des “S.c. EasyComp™
Transformation Kit" von Invitrogen® (Ill, A 5) mussten noch einige Tests laut des Be-
nutzerhandbuchs von Clontech durchgefuhrt werden:

e Testen des DNA- BD/Bait- Proteins auf toxische Effekte

e Testen des DNA- BD/Bait- Proteins auf Tanskriptionelle Aktivierung

e Testen des DNA- BD/Bait- Proteins bezuglich der Mating Effizienz

e Testen der eigentlichen Proteinherstellung mittels Western- Blot

5.1 Testen des DNA- BD- Proteins auf toxische Effekte

ITSN 2 (nach Transformation in AH 109) und der leere BD- Vektor pGBKT- 7 (eben-
falls nach Transformation in AH 109) wurden in SD- Medium /- Trp angeimpft und
nach Vorschrift in den Schuttler gestellt. Nun wurde das Wachstum alle 2 Stunden
mittels Photometer kontrolliert. Das Wachstum sollte bis max. 10 h nach Animpfen
kontrolliert werden. Bis zur vierten Messung nach 7 h verhielt sich das Wachstum
aquivalent, d.h. Hefen mit dem korrekten Intersectin 2- Protein waren genauso so gut
gewachsen wie Hefen mit dem leeren BD- Vektor. Das hergestellte Intersectin 2-

Protein ist folglich nicht toxisch.
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5.2 Testen des DNA- BD- Proteins auf Tanskriptionelle Ak-

tivierung

Im folgenden Teil wurden nun sowohl ITSN 2 (in AH109) und pGBKT- 7 (leer) als

Negativkontrolle auf den in der Tabelle aufgefuhrten Medien ausplattiert.

Medium (Agar) ITSN 2 in AH 109 pGBKT- 7 in AH 109

SD/- TRP/X- Gal +, aber keine Blaufarbung | +, aber keine Blaufarbung

SD/- His/-Trp/X-Gal - -

SD/- Ade/-Trp/X-Gal - -

Tab.17: Wachstum von Kolonien auf den 0.g. SD- Medien

Da keine der gewachsenen Kolonien blau wurde, findet keine transkriptionelle Akti-
vierung der Reportergene statt. Da allerdings ein sparliches Hintergrundwachstum
auf einigen Selektionsmedien auRer dem QDO Medium ohne Adenin auftrat, musste
noch eine Verdunnungsreihe mit der Zugabe von 3- AT durchgefuhrt werden. Hier-
von ist bekannt, dass dadurch ein solches Hintergrundwachstum reduziert, bzw. eli-
miniert werden kann. In der Tabelle 18 wird dargelegt, dass schon die geringste im
Yeast Protocols Handbook aufgeflhrte Konzentration zu einer Unterdruckung dieses
Wachstums gefuhrt hat. Deswegen wurde im weiteren Verlauf bei allen TDO- Agar-
Platten (-His/-Leu/-Trp) 2,5 mM 3- AT hinzugefugt.

Anteil von 3- AT ITSN2 in AH 109 pGBKT- 7 in AH 109
0 + + (etwa gleich)
2,5mM - -

5mM - -

7,5mM - -

Tab.18: Verdunnungsreihe mit 3- AT um ,Background’ Wachstum zu eliminieren
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5.3 Testen des DNA- BD/Bait- Proteins bezuglich der Ma-
ting Effizienz

Dieser Test wurde exemplarisch durchgefuhrt und lag immer in dem von Clontech

geforderten Bereich zwischen 3 und 10 % (bei 6,4%). Die Effizienz wurde zwischen

dem Mating von ITSN 2 in AH 109 mit pTD1- 1 (in Y 187) und dem Mating von
pGBKT7- 53 (in AH 109) mit pTD1-1 (in Y187) verglichen.

5.4 Testen der eigentlichen Proteinherstellung mittels
Western Blot

Die Durchfuhrung dieses Tests ist im Ergebnissteil unter [V A 2.6 bereits beschrie-

ben.

Alle 4 Tests erfullten die Kriterien, die im Handbuch von Clontech aufgefuhrt sind.

6. Suche von Interaktionspartnern des ITSN 2- Pro-

teins in der spezifischen cDNA- Bank

6.1 Mating des Bait- Plasmids mit der cDNA- Bank

Nachdem alle entsprechenden Test erfolgreich durchgeflhrt wurden und den Vorga-
ben entsprachen, konnte nun das Mating zwischen dem Bindungsdomanevektor
(ITSN 2 in AH 109) und der spezifischen cDNA- Bank in dem Aktivierungsdomane-
vektor (cDNA in Y187) nach dem Mating Protokoll von Clontech durchgefuhrt wer-
den. Es entstanden hierbei diploide Zellen, die HIS3, ADE2, MEL1 und lacZ als Re-
portergene enthielten. Bei erfolgreichem Mating und stattfindender Interaktion der
fusionierten Proteine konnten die Interaktionspartner durch Selektionierung mit dem
a- und B- Galaktosidase- Assay aus den gewachsenenen Kolonien herausgefiltert

werden.
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Die Ausplattierung des Matings (nach Matchmaker User Manual) erfolgte parallel auf
QDO- und auf TDO- Platten. Dies ist in Abbildung 19 noch einmal schematisch dar-
gestellt. Von der cDNA- Bibliothek wurden noch entsprechende Verdunnungsreihen
(1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) auf SD/-L, SD/-Trp und auf SD/-L/-Trp ausplattiert, um
die geforderten Effizienzkontrollen durchzufiihren.

Es wurden je 200ul auf 30 QDO- Platten (SD/-Ade/-Trp/-His/-Leu)
100ul auf 20 TDO- Platten (SD/-Trp/-His/-Leu) + 2,5mM 3AT

ausplattiert und taglich auf Wachstum bis zum 8. Tag kontrolliert. Am 5. Tag waren auf den
QDO- Platten 35 Kolonien gewachsen, auf den TDO- Platten insgesamt schon 208 Kolo-
nien, welche auf 13 weitere QDO- Platten umplattiert wurden, d.h. das Wachstum auf dem

4fach Dropout Medium war im Vergleich deutlich vermindert.

Abb.18: Wachstum der Kolonien am 5. Tag auf QDO

Aufderdem wurden noch die Positivkontrollen (pGBKT7-53 + pTD1-1 mit ausplattiert). Am
7. Tag wurden weitere 112 Kolonien auf QDO uberfihrt und am 8. Tag noch weitere 64
Kolonien. Am 7. und am 8. Tag wurden auf3erdem noch jeweils ca. 30 weitere Kolonien auf
den primaren QDO- Platten detektiert. Diese wurden auf Rasterplatten Uberfihrt, die um-
plattierten Kolonien von TDO auf QDO zeigten fast alle zwischen dem 4. und 6. Tag ein
relativ konstantes und ahnliches Wachstum, so dass diese ebenfalls auf Rasterplatten U-
bertragen wurden. Einige Beispiele des Wachstums sind in Abbildung 18 dargestellt. Die
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Koloniefarbung reichte von weil} bis leicht rose. Insgesamt waren weit tber 500 Kolonien

gewachsen, hiervon schon Uber 60 primar auf den QDO- Platten.

Construct and tast Pretransformed MATCHMAKER Library

OMA-BD/bait vactar
cOM A insarts
A

A

lIn MdTa stran AH109| lIn 4T strain ¥137)

¢ Mix the two yeast strains and
incubate ovarnight in 2X YPDA/Kan

Lovwer Stringency Selection:
Plata on SOV-His/-Lew'-Trmp to
\ salact for colonies axpressing

Higher Stringency Selection
Plate on 30/<Ade/~His'-Leu/~Trp to

salect for colonies strangly exprassing

both the ADEZ and HIS3reportars G-18 days).
[Dptional]l Add X-c-Gal to the plate for the
colorimatric detection of the &{ELT reportar
gena product, c-galactosidasa.

tha HIS3 reportar anly (3-8 days)

His* calanies

Replica plate colonies to
S0/~Ade/His/~Lew/=Tm (3-8 days).
[Optional] Add X-c-Gal to the plata for tha
colorimatric datection of the 8MELT raportar
gene product, a-galactasidasa.

* Blue colonies contain both plasmids as well as interacting hybrid proteins. These Ade*, His*, Mel* colonies
are candidates for a two-hybrid interaction.

* Rare white colonies are false positives {i.e., cantain noninteracting proteins]

Abb.19: Two- Hybrid- Screening von ITSN 2 in dem BD- Vektor mit einer pratrans-
formierten cDNA- Bank, paralleles Ausplattieren und Umplattieren von TDO auf QDO
ist dargestellt. Die positiven Kolonien farben sich im a- und 3- Galaktosidase- Assay
blau, die falsch positiven Klone bleiben weil}.
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6.2 ldentifizierung der gefundenen Interaktionspartner

e Die Identifizierung erfolgte in mehreren Schritten, zunachst wurden die Plas-
mide aus den Hefezellen mit dem ,,Yeastmaker ™ Yeast Plasmid Isolation Kit

(siehe Il A7) isoliert.
e Hiernach erfolgte eine Transformation der Plasmid DNA in E.coli nach
14.

e Jetzt wurde die Plasmid DNA nach Ill B 10 prapariert.

e Die Sequenzierung der einzelnen Plasmid DNA erfolgte wie in Il B 16 be-

schrieben.

I B

o Uberpriifung der Sequenzen mittels der Gendatenbank (inklusive Kontrolle

der einzelnen ,Reading frames®)

6.3 Analyse und Verifizierung der detektierten Interak-

tionspartner

Methodik

1. Transform AH109 with: Mastar plate with candidate clones AH109 [ampty AD vector]
al AD/library clone
b) empty AD vector

s Plate on SOi-Leu
* Check for auto-activation of

oi-gal or 3-gal reporters.
Discard if positive.

2. Inoculata 0.5-ml H
2X ¥PDA culturas,

3. Mate to Y157 l l l l l
transformed with: (1) empty DMA-BD  (2) DNA-BDVbait (3) DMA-BDVunrelated (%) empty DNA-BD  (5) DMA-BD/bait

4, Plate an
S0/ Leu/~Trp

SO/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-u-Gal

Abb.20: Schematische Darstellung der Verifizierung der Interaktionspartner.
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Die so gefundenen Interaktionspartner (mit erfolgreicher Blaufarbung in a- und R-
Galaktosidase Assay) mussten nun noch etlichen Test unterzogen werden, um falsch
positive Interaktionspartner herauszufiltern. Es wurde u. a. getestet, ob die mdglichen
Bindungspartner nicht schon alleine eine a- und R- Galaktosidase- Reporteraktivitat
besallen. AuRerdem wurde kontrolliert, ob auch alle anderen Reportergene expri-

miert wurden (siehe verschiedene Dropoutplatten in obiger Darstellung: Abb. 20).

Auf den folgenden Bildern sind Beispiele der verschiedenen Farbungen mittels o-
und B- Galaktosidase- Assay aufgeflhrt. Hier zeigt sich auch das teils unterschiedli-
che Wachstum der verschiedenen Kolonien ebenso wie die unterschiedlich starke
Blaufarbung. Die Blaufarbung wurde speziell beim R- Galaktosidase- Filter-Assay
stiindlich (von 1-24 h) kontrolliert. Eine Inkubationszeit von > 8h erhdht das Auftreten

von falsch positiven Klonen.

Abb.21 +22: Bilder von - Ga-
laktosidase Assays

- Links der direkte Abklatsch der
benachbarten Agarplatte

Unten kompletter Abklatsch
nach langerer Inkubationszeit
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Mit dem [3- Galaktosidase- Filter-Assay wurde die lacZ- Expression mittels Blaufar-
bung kontrolliert. Die Transformanten wurden hierzu etwa 4 Tage bei 30 °C inkubiert
und anschlielend wurde der Filter- Assay nach Permeabilisierung durch flussigen
Stickstoff durchgefuhrt.

Im Folgenden werden die so verifizierten Interaktionspartner tabellarisch aufgelistet.
Aus Zeitgrunden wurden nicht alle blau gewordenen Transformanten weiter getestet,
primar wurden die sehr schnell positiven und die mit starker Farbung ausgewahlt, um

die weiteren Tests durchzufihren.

Interakti- | Solitar Mit ITSNZ2 | Blaufarbung im a- Ga- | Blaufarbung im [3-
onspartner | auf QDO | auf QDO laktosidase Assay Galaktosidase Assay
12 negativ positiv positiv positiv
19 negativ positiv positiv positiv
122 negativ positiv positiv positiv
114 negativ positiv positiv positiv
il 35 negativ positiv positiv positiv
V7 negativ positiv positiv positiv
Vi4 negativ positiv positiv positiv
VIl 40 negativ positiv positiv positiv
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VIl 47 negativ positiv positiv positiv
Positiv- negativ positiv positiv positiv
kontrolle
Negativ- negativ negativ negativ negativ
kontrolle

Tab.19: Ergebnisse des durchgefuhrten cDNA Bank Screenings mit ITSN2
(ITSN 2 in pGBKT7, cDNA in pGADT7)

6.4 Vektortausch und Re- Cotransformation

Um die von Clontech vorgeschriebenen Tests zu vervollstandigen musste noch ein
Austausch des Bindungsdomanevektors gegen den Aktivierungsdomanevektor statt-
finden und danach die Prozedur sowohl mit Mating und Aktivierung der Reportergene
sowie die a- und - Galaktosidase- Assays erneut durchgefuhrt werden.

Um ITSN 2 vom Bindungsdomane- in den Aktivierungsdomanevektor zu uberfuhren
wurden die Restriktionsendonukleasen Nco / und Eco R I benutzt. Nach dem Verdau
von pGBKT- 7 (inklusive ITSN 2) zeigte sich in der Kontrollgelelektrophorese neben
der Vektorbande nur eine zusatzliche Bande der entsprechenden Grofe, d.h. es gab
planmafig nicht mehrere Schnittstellen. ITSN 2 lie3 sich so in pGADT 7 ligieren. An
dieser Stelle wurde noch einmal eine Sequenzierung durchgefuhrt, um eine Mutation
respektive ein Verlust des korrekten Reading frames auszuschlief3en.

Auf ahnliche Weise mussten die potentiellen Interaktionspartner aus dem Aktivie-
rungsdomanevektor restringiert werden. Dies gelang bei allen Interaktionspartnern
aulder bei | 14 mit Bam H1 und BGL 2. Bei | 14 entstanden 2 Bruchstucke, so dass in
diesem Fall erst mittels PCR zwei neue Restriktionstellen eingefihrt werden muss-
ten. FUr die PCR wurden die Primer pACT For und pACT Rev benutzt. Am 5’- Ende
wurde eine Nde | Restriktionsstelle und am 3’- Ende eine Sal | Restriktionsstelle ein-
gefuhrt. Hiermit lie3 sich nun auch | 14 in den Bindungsdomanevektor tberfuhren.
Die Vektoren wurden dann vor der erneuten Ligation jeweils mit den gleichen

Restriktionsendonukleasen geschnitten.
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Nach erfolgter Ligation wurde der Erfolg kontrolliert und ob die Interaktionspartner
auch tatsachlich korrekt tGberfihrt wurden. Hierzu wurden die ligierten Vektoren wie-
der restringiert, in Gelelektrophoresen der Inhalt kontrolliert und die Inserts sequen-
ziert. Das hier beschriebene Verfahren ist noch einmal in Abbildung 23 skizziert.

Potentielle
Interaktions-
partner

Potentielle
Interaktions-
partner

Abb.23: Schematische Darstellung des oben beschriebenen Vektortauschs

Nachdem alle 9 Interaktionspartner korrekt Uberfihrt waren wurde ein neues Mating
durchgeflhrt. Es zeigte sich ein gutes und gleichmafliges Wachstum auf den QDO-
Platten, auRerdem wurden alle Proben auch noch auf TDO- Platten ausgestrichen
und bei erwartungsgemald deutlich starkerem Wachstum dann spater auf QDO- Plat-
ten Uberfuhrt. Auch hier zeigte sich bei allen 9 Interaktionspartnern ein gutes Wachs-
tum. Die QDO- Platten waren jeweils mit a- Galaktosidase nach Vorschrift von Clon-

tech versetzt.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Interaktionspartner | Solitar auf QDO | Mit ITSN 2 (in | Blaufarbung im o-
(in pGBKT7) pGADT7) auf QDO | Galaktosidase Assay
12 negativ positiv positiv
19 negativ positiv positiv
114 negativ positiv positiv
122 negativ positiv positiv
il 35 negativ positiv positiv
V7 negativ positiv positiv
Vi 4 negativ positiv positiv
VIl 40 negativ positiv positiv
Vil 47 negativ positiv positiv
Positivkontrolle negativ positiv positiv
Negativkontrolle negativ negativ negativ

Tab.20: Ergebnisse nach erfolgreichem Vektortausch

6.5 Entschlisselung der Interaktionspartner

Nachdem die oben aufgefluhrten Interaktionspartner alle von Clontech vorgeschrie-
benen Test bestanden hatten, wurden diese sequenziert und mit Hilfe einer zugang-

lichen Genomdatenbank entschlisselt.

Interaktionspartner Name des Gens It. Datenbank

12 CNK' (Cytokin Inducable Kinase)

19 Semaphorin Y

114 Spektrin (Homo sapiens spectrin, alpha, non-erythrocytic 1
(alpha-fodrin): SPTAN 1)

122 Zinkfingerprotein

Il 35 STMN Il (Stagmin)
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V7 NNRF

Vi 4 ATF 5
VIl 40 dNTPase
Vil 47 EIF 3S3

Tab.21: EntschlUsselung nach der Genomdatenbank
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C: Nachweis der Protein- Protein- Interaktion in

VIVO

Aus Zeitgrunden war es im Rahmen dieser Dissertation nicht moglich, alle Bindungs-
partner in vivo zu Uberprufen. Initial wurde ein Bindungspartner, namlich der viel-

versprechenste, mit einem weiteren Nachweisverfahren Uberpruft:

¢ Immunprazipitation

Interaktionspartner Name des Gens It. Datenbank

114 Spektrin (Homo sapiens spectrin, alpha, non-erythrocytic 1
(alpha-fodrin): SPTAN 1)

Tab.22: Bindungspartner, der dem o. g. Test unterzogen wurde
1. Immunprazipitation

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrte Immunprazipitation wurde nach
dem Protokoll ,FLAG® Tagged Protein Immunoprecipitation Kit* der Firma Sigma®
[72] durchgefuhrt.

Um die so genannte Co- Immunoprazipitation durchzufuhren, wurde zunachst der
kodierende Bereich von Spektrin aus dem AD- Vektor des Two- Hybrid Systems aus-
geschnitten und in einen eukoaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1(Abb.11, I
A 9.4.2), der fur einen Ha- Tag kodiert hineinkloniert. Wegen nicht Ubereinstimmen-
der Restriktionsfragmentschnittstellen zwischen dem BD- Vektor mit der Intersectin
2- Sequenz (des Two- Hybrid Systems) und dem eukaryontischen Expressionsvektor
p3XFLAG- CMV-13 wurde die Intersectin 2- Sequenz aus menschlichen Nierenge-
webszellen mit Primern, die am Ende Erkennungs- Sequenzen fur die Restriktions-
enzyme Not | und Eco Rl besitzen erneut amplifiziert. Nach entsprechendem Restrik-
tionsenzymverdau des PCR- Produkts und des p3XFLAG- CMV-13- Vektors (Abb.11,
Il A 9.4.2) mit Eco RI und Not | erfolgte die Ligation und Klonierung. Nach Sequen-
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zierung zur Uberpriifung des korrekten Readingframes erfolgte die Anwendung des
Vektor- Klons mit der korrekten Intersectin 2- Sequenz im Immunoprazipitationsver-
such.

Dies ist im Folgenden fur den Bindungspartner Spektrin (Homo sapiens spectrin, al-
pha, non-erythrocytic 1 (alpha-fodrin): SPTAN 1) angefuhrt, da fur Spektrin im Two-

Hybrid System eine Bindung sicher nachgewiesen wurde.

Die Vektoren setzten sich daher wie folgt zusammen:

e Intersectin 2 + p3XFLAG- CMV-13- Vektor (enthalt bereits die Sequenz fur
das Flag- Peptid)

e Spektrin (mit HA- Tag aus dem Two- Hybrid System) + pcDNA3.1- Vektor

Ha-Tag Spektrin

=
7

Flag-Tag

/ SH3

Flag-Ak
Resin
Abb.24: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Intersectin 2 und
Spektrin
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Diese neuen Vektoren wurden dann sowohl alleine als auch zusammen in HEK-

293 Zellen transfiziert. Bei der Immunpréazipitation wurde dann die Bindung von
Intersectin 2 mit Spektrin mittels eines Western Blots (Abb.25) nachgewiesen.

Als Negativkontrolle diente der leere p3XFLAG- CMV-13- Vektor mit Flag Peptid bzw.
der pcDNA3.1- Vektor mit der Spektrin- Sequenz, hier liel3 sich erwartungsgemalf

keine Bande nachweisen.

- 250 kD
- 160 kD

- 105 kD
- 75 KD

= 350 kKD

. == 37 kD

- 30 kD
— 235 kD

Abb.25: Interaktionsnachweis im Western Blot

Exprimiertes Intersectin 2- FLAG- Protein
Negativ Kontrolle mit pcDNA3.1- Vektor
Immunprazipitiertes Spektrin- Protein

Negativ Kontrolle mit FLAG- Vektor ohne Insert

a kM w N >

Exprimiertes Spektrin Protein mit HA- Tag
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V. Diskussion

A: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

1. Allgemeine Ubersicht

Mit dem Yeast- Two- Hybrid System konnen interagierende Proteine detektiert wer-
den. Dies erfolgt in vivo in eukaryotischen Zellen; die Gene bzw. die cDNA, die fur
die entsprechenden Proteine kodieren, welche miteinander interagieren, konnnen
identifiziert werden.

Die Grundlagen fur dieses System wurden 1986 respektive 1987 von Keegan,
Ptashne und Ma gelegt [29, 34]. Man macht sich die Funktion von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren zu Nutze, die im Yeast- Two- Hybrid System auf verschiedene
Domanen verteilt werden, welche sich trennen lassen. Hierbei handelt es sich um
eine DNA- Bindungsdomane (BD) und eine Aktivierungsdomane (AD), als Transkrip-
tionsfaktor kommt hier u. a. das GAL4- Protein aus Saccharomyces cerevisiae zum
Einsatz.

Die Interaktion von Proteinen wird in dieser Dissertation mit dem Yeast- Two- Hybrid
System 3 von Clontech® nachgewiesen. Der Grundaufbau des Systems beruht auf
grundlegenden Uberlegungen von Bartel et al. 1993 [1, 2]. Durch zwei interagierende
Hybridproteine, von denen das eine mit der GAL4- Bindungsdoméane und das ande-
re mit der GAL4- Aktivierungsdomane verbunden ist, erfolgt die Rekonstitution von
Transkriptionsaktivierungseigenschaften des GAL4- Proteins. Durch Entstehen eines
neuen Proteinkomplexes, der die gleiche Aktivierungsfunktion und -spezifitat von
Transkriptionsfaktoren des Wildtyp- GAL4- Proteins besitzt, kann Uber bestimmte
Reportergene, denen ein Promotor mit einer Gal4- Bindungsstelle vorgeschaltet ist,
eine Interaktion der Proteine nachgewiesen werden.

In dieser Doktorarbeit wurde das Yeast- Two- Hybrid System benutzt, um potentielle
Bindungspartner fur das von Intersectin 2 kodierte Protein zu finden und so dessen
Funktion in der Zelle weiter zu erforschen. Fur die Suche nach Interaktionspartnern
wurde eine in den Aktivierungsdomanevektor pratransfomierte cDNA- Bibliothek der
Firma Clontech® benutzt. Es waren insgesamt Uber 500 Kolonien gewachsen, hiervon
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schon etwa 60 primar auf den 4- fach Dropout- Platten (QDO). Nach dem Screening dieser
Klone und Abschluss der geforderten Kontrollen konnten 9 Klone identifiziert, sequenziert
und als potentielle Bindungspartner bestatigt werden. Hierbei handelt es sich unter ande-
rem um Semaphorin Y, Stagmin I, Zinkfingerproteine und Spektrin.

In dem folgenden in vivo Expriment, der Immunprazipitation, d. h. in einem weiteren Nach-
weisverfahren in eukaryontischen Zellen wurde zunachst aus Zeitgrinden nur einer der
neun potentiellen in vitro Bindungspartner weiter getestet.

In diesem Fall wurde speziell die Bindung von Intersectin 2 und Spektrin weiter unter-

sucht.

2. Suche von potentiellen Interaktionspartnern von

ITSN 2 in einer pratransfomierten cDNA- Bank

2.1 Ubersicht

Intersectin 2 ist Mitglied einer multimodularen Proteinfamilie, die bei der Clathrin-
vermittelten Endocytose eine grof3e Rolle spielt. Es gehort zu den scaffolding Protei-
nen, die beim Gerustbau der Zelle benotigt werden (Aktinskelett). Die Clathrin- ver-
mittelte Endocytose stellt den wichtigsten Aufnahmeweg fur Membranlipide und Pro-
teine in die Zelle dar. Intersectin 2 wurde anfanglich nur in menschlichen Zellen und
Mausezellen nachgewiesen [43, 44, 48], mitllerweile ist auch ein Nachweis in Zellli-
nien von Hunden, Schimpansen und Ratten erfolgt [64]. Pucharos et al. konnten
nachweisen, dass bei einer Uberexpression von ITSN 2 die Clathrin- vermittelte En-
docytose gehemmt wird [44].

Der zentrale Bereich, der in allen 3 Isoformen des ITSN 2- Proteins vorhanden ist,
beinhaltet funf SH3- Domanen, von denen eine hohe Proteinbindungsaffinitat be-
kannt ist. Man weil}, dass die SH3- Domanen durch ihre Beteiligung an Protein- Pro-
tein- Wechselwirkung eine wichtige Funktion bei der zellularen Signalubertragung
besitzen. Es wurden bereits mehrere Interaktionspartner von SH3- Domanen gefun-

den, wie z. B. Dynamin und Synaptojanin [41, 44, 58].
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AulRerdem wurde, wie bereits in der Einleitung erwahnt, eine SH3- Domane des In-
tersectin 2 (SH3P18) als WASP- interacting Protein isoliert. WASP steht fur das
Wiskott- Aldrich Syndrom Protein und ist bei Kindern mit dem Wiskott- Aldrich Syn-
drom mutiert. Mc Gavin konnte nachweisen, dass T- Zell- Antigen- Rezeptor (TCR)-
induzierte Endocytose eben von diesem WASP- Gen respektive dem hiervon gebil-
detem Protein reguliert wird [36]. Es wurde die Vermutung aufgestellt, dass Intersec-
tin 2 gemeinsam mit WASP und cdc42 die Clathrin- induzierte Endocytose mit der
WASP- abhangigen Aktin- Polymerisation des Zytoskeletts verknlUpfen. Es konnten
bis jetzt allerdings noch keine hierfur verantwortlichen Interaktionspartner nachge-
wiesen werden.

Um die Funktionen des Intersectin 2 weiter zu charakterisieren, sollen Proteine de-
tektiert werden, die mit dem Intersectin 2 interagieren. Anhand der gefundenen Inter-
aktionspartner konnen dann Ruckschliusse auf die Wirkung und die Funktion in der
menschlichen Zelle gezogen werden. Von den im Yeast-Two- Hybrid System in die-
ser Arbeit detektierten potentiellen Bindungspartnern wurde bisher nur Semaphorin
(Tab.21, IV B 6.5) in der Literatur als in vivo Bindungspartner erwahnt [64].

In dieser Dissertation wurde eine pratransformierte cDONA- Bank der Firma Clontech®
benutzt und in den Aktivierungsdomanevektor des Yeast- Two- Hybrid Systems ein-
gesetzt. Mit der aktuell gebrauchlichen 3. Generation des Systems kénnen ca. 10’
Klone in Hefezellen auf Expression von Proteinen untersucht werden und ob diese
mit einem bestimmten Zielprotein (ITSN 2) im dazugehorigen Bindungsdomanevektor
interagieren [1]. Durch bestimmte Verfahrensweisen ist es mit diesem System mdg-
lich, auch auf die kodierende Sequenz des interagierenden Proteins zuzugreifen.

2.2 Unspezifische Expression von Reportergenen

Um die unspezifische Expression der Reportergene zu vermeiden, hat es sich als
sinnvoll erwiesenen, nicht die cDNA- Bank in den Bindungsdomanevektor zu klonie-
ren [1]. Dies hatte namlich die Detektion multipler falsch positiver Klone zur Folge.
Alle von der cDNA- Bank kodierten Proteine mit transkriptonsfordernden Eigenschaf-
ten konnten dann die Aktivierung der Reportergene verursachen, da die Proteine mit
der GAL4- Bindungsdomane an den Promotor der Reportergene binden kdnnten.
Deswegen wird die Sequenz des zu untersuchenden Proteins (Intersectin 2) in den
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GAL4- Bindungsdomanevektor kloniert, dieser kodiert nun fur das Intersectin 2 mit
einer N- terminalen GAL4- Bindungsdomane. Die pratransformierte cDNA- Bank wird
in einem GAL4- Aktivierungsdomanevektor geliefert, der fur eine N- terminale GAL4-
Aktivierungsdomane kodiert.

Folglich muss aber auch ausgeschlossen werden, dass eine unspezifische Expressi-
on der Reportergene durch das fusionierte Hybridprotein aus Intersectin 2 und GAL4-
Bindungsdomanevektor ausgeldst werden kann [2, 49]. Dies wurde getestet indem
man die Transformanten des Stamms AH 109, die das Plasmid mit ITSN 2 im GAL4-
BD- Vektor enthielten, alleine auf SD/ -Trp (inklusive X- Gal) ausplattierte. Bei Ex-
pression des lacZ- Gens musste es schon so zu einer Blaufarbung der Kolonien
kommen. Sogar bei Einwirkzeiten von mehr als 8 h (diese Grenze wird von Clontech
gesetzt, da es bei Einwirkzeiten von > 8 h vermehrt zum Auftreten von falsch positi-
ven Klonen kommen kann) liel} sich keine Blaufarbung nachweisen. Das Hybridpro-
tein aus Intersectin 2 und dem GAL4- Bindungsdomanevektor kann keine unspezifi-
sche Expression der Gene bewirken, die von einem Promoter mit GAL4- Bindungs-
stellen kontrolliert werden. Dieselbe Testung wurde auch auf Dropoutplatten — Ade-
nin und — Histidin durchgefuhrt, auch hier zeigte sich keine Blaufarbung.

AuRerdem wurden noch Testungen bezuglich der Mating- Effizienz und einer etwai-
gen Toxizitat des gebildeten Hybridproteins durchgefuhrt. Eine Toxizitat konnte aus-
geschlossen werden, die Wachstumsergebnisse zwischen dem leeren Bindungsdo-
manevektor und dem Vektor mit Intersectin 2 als Insert waren im geforderten Kon-
trollzeitraum in etwa gleich. Um die Effizienz des Matings zu Uberprifen wurde das
Wachstum von ITSN 2 (in AH 109) mit pTD1- 1 (in Y187) mit dem Wachstum von
pGBKT7- 83 (in AH109) mit pTD1- 1 verglichen. Die Effizienz lag im geforderten
Range.

2.3 Mating des Bait- Plasmids mit der pratransformierten
cDNA- Bank

Nachdem alle von Clontech geforderten Tests ohne nennenswerte Abweichungen
erfullt waren, konnte nun mit dem Mating der pratransformierten cDNA- Bank mit
ITSN 2 angefangen werden. Hierzu wurde der Bait- Plasmid mit ITSN 2 und die
cDNA- Bank in Hefezellen transformiert und nach Vorschrift auf TDO- Platten (SD/ -
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Leu/ -Trp/ -His) und QDO- Platten (SD/ -Leu/ -Trp/ -His/ -Ade) ausplattiert. Wahrend
auf den TDO- Medien nur das His3- Reportergen untersucht wird, werden bei den
QDO- Platten sowohl das His3- als auch das Ade2- Reportergen untersucht. Falls
das Wachstum direkt und relativ zigig auf dem QDO- Medium erfolgt, Iasst sich hier-
aus auf eine starke Bindung zwischen den Proteinen schlieBen. Um die schwachen
Bindungen zu detektieren verwendet man anfanglich nur das His3- Reportergen
(dies sind die Kolonien auf den TDO- Platten) und verifiziert diese dann in einem
nachsten Schritt weiter indem man Ade2 und Mel1 als Reportergene benutzt.

Im Wachstumsverhalten zeigten sich primar (nach 5 Tagen) ca. 35 Kolonien auf den
QDO- Platten und innerhalb der erlaubten 8 Tage noch mal weitere 35 Kolonien, auf
den TDO- Platten zeigten sich innerhalb dieser 8 Tage uber 450 Kolonien, die nach
umplattieren auf QDO- Platten allerdings auch fast alle wieder gewaschen sind, so
dass insgesamt uber 500 Kolonien auf QDO- Medium gewachsen waren. Als Ursa-
che fur das Wachstum auf TDO- und nicht primar auf QDO- Medium kommen zwei
Ursachen in Betracht. Entweder es kommt zu einer unspezifischen Exprimierung von
His3 durch die Transformanten auf den TDO- Platten (das waren dann falsch positive
Ergebnisse), oder die Bindung der Transformanten zu Intersectin 2 ist sehr schwach
ausgepragt, so dass kein primares Wachstum auf QDO- Medium maoglich ist. Da die
potentiellen Bindungspartner auf SD/ -Leu/ -Trp/ -His (TDO) alleine nicht gewachsen
waren (dies wurde im Nachhinein mit allen Bindungspartnern getestet), konnte die
unspezifische Exprimierung ausgeschlossen werden und es muss von vielen schwa-
chen Bindungen zu dem zu untersuchenden Intersectin 2- Protein ausgegangen wer-

den.
2.4 Aktivitat der Reportergene Mel1 und lacZ

Auler den oben abgehandelten Reportergenen His3 und Ade2, welche Uber die Ver-
schiedenen Dropout- Medien Uberpruft werden, werden im Matchmaker 3 Yeast-
Two- Hybrid System noch zwei weitere Reportergene benutzt, die Bestandteile des
Hefestammes AH 109 sind. Hierbei handelt es sich um LacZ und um Mel1. Das
LacZ- Mel1- Gen wird Uber den GAL4- Transkriptionsfaktor reguliert. Mel1 kodiert fur
die o- Galaktosidase, die die Hydrolyse von Melibiose zu Glukose und Galaktose
katalysiert. LacZ kodiert fur die 3- Galaktosidase.

Dissertation Andreas Neisius 96



V. Diskussion A: Anwendung des Yeast- Two- Hybrid Systems

In dieser Doktorarbeit wurden beide Verfahren parallel eingesetzt, die Expression der
a- Galaktosidase war allerdings intensiver und starker als die Expression der 3- Ga-
laktosidase. Hierfur gibt es mehrere Erklarungen. Zum einen kann es sein, dass die
Konzentration des zugegebenen X- Gal’s bei den durchgefuhrten 3- Galaktosidase
Assays nicht ausreichend hoch war. Zum anderen wurde bei einer hohen Anzahl von
Kopien des LacZ- Reportergens der - Galaktosidase Assay nicht richtig funktionie-
ren (laut Clontech Handbuch). Eine weitere Fehlerquelle kann ein inadaquater Ge-
frier/Tau- Zyklus bei der Durchfuhrung des - Galaktosidase Assays sein, falls es

hierdurch nur zu einer unzureichenden Permeabilisierung der Zellwand kommt.

2.5 Potentielle Ursachen fir die Detektion von falsch po-

sitiven Klonen

Hypothetisch konnen einige Punkte angefuhrt werden, die fur das Auftreten von
falsch positiven Kolonien ursachlich sein konnten [2, 49].

e Unspezifische Aktivierung: Einzelne Klone kdnnen zu einer unspezifischen Ak-
tivierung der Reportergene fuhren. Aus diesem Grund wurden bei allen poten-
tiellen Bindungspartnern, die die Reportergene aktiviert haben, weitere Tests
durchgefuhrt (z.B. wurde der AD- Vektor mit der Sequenz eines potentiellen
Bindungspartners alleine in Hefezellen eingesetzt).

e Falscher reading frame: Eine haufige Ursache kann ein verschobener reading
frame sein. Durch eine Verschiebung des reading frames werden andere A-
minosauren kodiert, welche dann evtl. eine viel hohere Bindungsfahigkeit ha-
ben. Hierdurch wird dann eine Interaktion mit ITSN 2 erst moglich, diese ist
aber eben keine echte Interaktion mit dem Originalsubstrat.

e Veranderung des Hefegenoms, wie z.B. Rekombinations- oder Mutationsvor-
gange konnen zur Aktivierung von Reportergenen fuhren.

e Bilden von Hybridproteinen: Wenn in einem Klon zwei oder mehrere unter-
schiedliche GAL4AD- Vektoren enthalten sind, kann es zur Blaufarbung der
Kolonien kommen, ohne dass ein Bindungspartner von ITSN 2 exprimiert wird.
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2.6

Dies ist moglich, weil die verschiedenen Aktivierungsdomanevektoren in der
Lage sein konnten, so genannte GAL4- AD- Hybridproteine zu exprimieren
und miteinander einen transkriptionsaktivierenden Komplex zu bilden. Ein sol-
cher Komplex ware in der Lage eine unspezifische Expression von lacZ aus-
zulésen. Wahrend der Transformation ist die Hefezelle in der Lage, mehrere
verschiedene GAL4- AD/cDNA- Vektoren aufzunehmen. Durch wiederholtes
Ausplattieren der Kolonien auf den Selektionsnahrbéden kann man dies kon-
trollieren, da bei jedem Vorgang die Anzahl der Plasmide vermindert wird und

damit auch die Expression von lacZ abnimmt.

Potentielle Ursachen fir die Detektion von falsch

negativen Klonen

Es gibt verschiedene Grinde fur das Auftreten von falsch negativen Klonen.

Es erfolgt keine richtige Proteinfaltung oder es kommt zur posttranslationellen
Modifikation der Proteine in der Hefezelle. Deshalb kommt es nicht zur Inter-
aktion.

Es kommt zu einer sterischen Behinderung der Protein- Protein- Interaktion
durch die fusionierten GAL4- AD/BD- Vektoren. Durch die Umklonierung der
beiden Proteine sowohl in den GAL4- AD-, als auch in den GAL4- BD- Vektor
und Untersuchung beider Vektorkombinationen auf entsprechende Protein-
Protein- Interaktionen kann diese Ursache minimiert werden.

Fehlende lacZ- Expression, weil die exprimierten Hybridproteine bzw. die je-
weiligen Komplexe, die aus interagierenden Hybridproteinen gebildet werden,
nicht in den Hefe Zellkern transportiert werden. Dieses Risiko wird durch die
Immundetektion der Hybridproteine im Hefezellkern entkraftet.

Ein falsch negatives Ergebnis kann auch auf der fehlenden Expression eines
der beiden Hybridproteine beruhen. Um dies auszuschlieRen wurde die Ex-
pression der Hybridproteine (u.a. ITSN 2) mittels Westernblot nachgewiesen.
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2.7 Potentielle Fehlerquellen im Rahmen des Matings

e Die Konzentration der Hefestamme mit den zu untersuchenden Hybridprotei-
nen ist zu gering.

e Je eines der beiden Hybridproteine ist fur die Hefezellen toxisch, dies wurde
einzeln und Uber Verdinnungsreihen ausgeschlossen.

e Das zu untersuchende Protein (Intersectin 2) ist fur die Hefezellen toxisch
(wurde ebenfalls ausgeschlossen).

3. Konklusion fur das Screening einer pratransformierten
cDNA- Bank mit dem Yeast- Two- Hybrid System

Man sollte alle oben angefuhrten Einwande bzw. Fehlerquellen bei Benutzung des
Yeast- Two- Hybrid Systems bertcksichtigen.

Zum einen muss die Toxizitat einzelner Proteine fur die Hefezellen beachtet werden.
Wenn Klone einen Vektor enthalten, der fur ein toxisches Protein kodiert, kommt es
nicht zum Wachstum und diese Klone kdnnen folglich bei dem Bank- Screening U-
berhaupt nicht erfasst werden.

Zum anderen gibt es einige Klone, die anhand des Bank- Screenings als potentielle
Bindungspartner in Frage kommen, schlieRlich aber doch als falsch positiv widerlegt
werden und solche die falschlicherweise gar nicht detektiert werden, obwohl sie im
GAL4- AD- Vektor die Sequenz fur ein potentiellen Bindungspartner des Zielproteins
besitzen.

In Anbetracht dieser Tatsachen scheint es logisch, dass mit dem Yeast- Two- Hybrid
System nicht jeder durch die cDNA- Bank reprasentierte Bindungspartner gefunden
werden kann. Dieses System eignet sich in erster Linie zum Nachweis von in Hefe-
zellen interagierenden Proteinen. Aufgrund der Beschaffenheit der Hefezellen kann
konsekutiv angenommen werden, dass dieselbe Interaktion auch in anderen eukary-
ontischen Zellen stattfindet, da diese den Hefezellen ahnlich sind.

Allerdings ist der Nachweis von Protein- Protein- Interaktionen in Hefezellen im
Yeast- Two- Hybrid System noch langst kein Beweis fur eine tatsachliche Interaktion
in anderen (menschlichen) Zellen und Geweben. Um diesen Nachweis zur erbringen,

sind weitere Testverfahren wie die Koimmunoprazipitation erforderlich.
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B: In vivo Nachweis von Protein- Protein- Inter-

aktionen

1. Immunprazipitation

FUr den Nachweis von Protein- Protein- Interaktionen in der menschlichen Zelle wur-
den in dieser Arbeit die Immunprazipitation verwendet. Fur diese Methode gibt es
naturlich auch maogliche Fehlerquellen, bzw. Schwierigkeiten, die im Folgenden dis-
kutiert werden.

Im Rahmen der verschiedenen Waschschritte kann es zum Protein- oder Bindungs-
partnerverlust kommen; ebenso kann es zu Schwierigkeiten im Rahmen des Eluie-
rens kommen.

Bei sehr schwachen Protein- Protein- Interaktionen kann es wahrend der Immunpra-
Zipitation zum L6sen derselben kommen.

Die Konzentration der benutzten Antikdrper kann ebenfalls, auch schon bei kleinen
Abweichungen, erhebliche Auswirkung auf die Detektion haben.

Letztendlich entscheidend sind der primare und sekundare Antikorper. Wenn es
durch Lagerung, Hitze, Kalte, 0.a. auch nur zu geringen Beeintrachtigung der jeweili-
gen Funktion kommt, hat dies fatale Folgen fur die Detektion.

Das Kontrollexperiment fur die Bindung von Spektrin mit Intersectin 2 mit Hilfe der
Immunprazipitationstechnik ergab eine Bestatigung der Bindung.
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C: In vivo nachgewiesener Bindungspartner

Spektrin

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zumindest ein Bindungspartner, das Spektrin
(SPTAN 1: spectrin, alpha, non- erythrocytic 1 (Alpha- fodrin)) als Interaktionspartner
von Intersectin 2 in diversen Tests nachgewiesen werden. Dieses Protein bzw. Muta-
tionen oder Storungen dieses Proteins werden mit diversen Erkrankungen, wie dem
Sjorgen Syndrom, dem systemischen Lupus erythematosus, der multiplen Sklerose,
mit anderen Autoimmunerkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen in Zu-
sammenhang gebracht [65].

Spektrin ist ein Makromolekul, das aus langen Polypeptidketten mit bis zu 240 kDa
aufgebaut ist; es treten Alpha- und Betaspektrine auf, diese Proteine bilden norma-
lerweise als Wiederholungssequenzen Heterodimere, die sich dann End- zu- End zu
Tetrameren zusammenlagern (der N- Terminus jeder a- Untereinheit lagert sich an
den C- Terminus jeder B- Untereinheit an). Sie sind ein wesentlicher Bestandteil des
Zytoskeletts von Erythrozyten, der erste Nachweis von Spektrin erfolgte auch in E-
rythrozyten. Mittlerweile ist bekannt, dass Spektrin und Ankyrin eine wichtige Rolle in
verschiedenen Zelltypen spielen, sie sind z.B. fur die Funktion von lonenkanal- und
Zell- Adhasionsmolekulen mitverantwortlich [4]. Spectrin und Ankyrin werden eben-
falls wie Intersectin 2 zur Gruppe der Scaffolding Proteine gezanhlt.

Zusammen mit Aktin, Ankyrin und dem so genannten Band 3 Protein (Membran
Anionen Transporter 1, AE1) bildet Spektrin die entscheidenden Wechselwirkungen
aus, um das Zytoskelett mit der Zellmembran zu stabilisieren [21, 38]. Sie werden in
dem meisten, allerdings nicht in allen, Vielzellern exprimiert. Im Gegensatz zu ande-
ren gerustbildenen Proteinen wie Aktin und Tubulin, kann man Spektrin und Ankyrin
in Bakterien, Pflanzen und Pilzen nicht nachweisen.

Sowohl die Bindung von Spektrin via Ankyrin zu Band 3 und die Selbstassoziation
von Spektrin, Tetramere und groRere Oligomere zu formen sind fundamental wichtig
fur die Stabilitat der Erythrozytenmembran, als auch fur die Membranstabilitat diver-
ser anderer Zellen. Mehrere erbliche hamolytische Erkrankungen wie z.B. die heridi-
tare Spharozytose belegen diese Prinzipien. Die Gruppe dieser Erkrankungen resul-

tiert aus einem Bindungsverlust zwischen der Zellmembran und Spektrin, im Spe-
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ziellen werden sie meistens durch die Abwesenheit oder die Mutation von Band 3
oder Ankyrin ausgelost [13, 21]. Die heriditare Spharozytose war die erste Erkran-
kung, fur die ein Zusammenhang mit Spectrin und Ankyrin nachgewiesen werden
konnte.

Ankyrin scheint hierbei das wichtigste Adapterprotein zu sein, welches das Tetramer
des Band 3 Proteins mit dem Actin- Spektrin- Zytoskelett verbindet. Diese Verbin-
dung beinhaltet eine direkte Bindung zwischen Ankyrin und der 14. und 15. Wieder-
holungseinheit von [- Spektrin. Das Spektrin- Gerust wird durch die Selbstassoziati-
on von Spektrin, Heterodimeren in Tetramere und groRere Oligomere zusammenzu-
lagern, stabilisiert. Dieser Prozess hangt mafigeblich von der 17. Wiederholungsein-
heit des - Spektrins und des kurzen NH2 terminalen Endes des a- Spektrins ab [21].
Anfangliche Annahmen, dass die Bindung von Ankyrin zu Band 3, Ankyrin zu
Spektrin und Spektrin zu sich selbst unabhangig voneinander stattfindet [21, 52],
wurden widerlegt. Diese Wechselwirkungen konnten die hohe Sensitivitat des Memb-
ranskeletts auf Mutationen erklaren, die zwischen die Selbstassoziation und die An-
kyrin Bindungsdomane fallen.

Die Korrelation von Phanotypen, wie z.B. Spharozytose versus Elliptozytose mit De-
fekten in den Membranbindungen oder der Spekirin- Selbstassoziation erscheinen
nicht in allen Arten der erblichen Fehlfunktionen (milde Hamolyse oder intermediare
Erythrozytenmorphologie).

Die Mechanismen, durch die letztendlich ein solcher Defekt in der Morphologie oder
in der Stabilitat hervorgerufen wird, sind weiterhin unklar, lassen aber den Schluss
zu, dass es funktionelle Verbindungen geben muss, am ehesten durch Konformati-
onsanderungen zwischen Wiederholungseinheiten und wahrscheinlich in diesem Fall
zwischen den a- und - Einheiten [21, 23].

Im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen konnte nachgewiesen werden,
dass die Spinozerebellare Ataxie Typ 5 durch eine Mutation des 33- Spektrin- Gens
ausgelost wird. Die Spinozerebellare Ataxie ist eine dominant verebte progressive
neurodegenerative Erkrankung, die mit einer verwaschenen Sprache und einem pro-
gredienten Koordinationsverlust einhergeht [4, 27].

Daruberhinaus haben die Arbeitsgruppen um Sjoblom et al. und Kitsin et al. [31, 51]
nachweisen konnen, dass Spektrin ebenfalls eine wichtige Rolle bei Malignomen
spielt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Mamma- und Kolorektalen Karzinomen
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Spektrinmutationen vorliegen und dass bei 32- Spektrin- defizienten Mausen eine
erhohte Rate von hepatozellularen Karzinomen vorliegt.

Weiterhin wurden wichtige Wechselwirkungen zwischen der so genannten Protein
4.1- Familie (4.1R, 4.1G, 4.1B, 4.1N) und dem Aktin- Spektrin- Komplex Uber die
Spectrin- Actin- Bindungsdomande (SAB) nachgewiesen [12, 20, 54, 55]. Defekte im
Bereich der Protein 4.1- Familie fihren unter anderem durch Stabilitdtsabnahme im
Zytoskelett zur hamolytischen Anamie.

In einem kurzlich erschienen Artikel von Ipsaro et al. [28] wurde noch einmal die
Wichtigkeit der Ankyrin- Spektrin- Interaktion hervorgehoben. Diese spielt mit ihren
Subdomanen (im Speziellen Zu 5 und 272) eine herausragende Rolle im Bereich der
Protein- Protein- Wechselwirkung zwischen der Zellmembran und dem Zellskelett,
dem so genannten ,vertikalen Netzwerk® [28, 57].

In diesem Netzwerk bestehen hauptsachlich 2 ,Bricken®, die Verbindung zwischen
dem integralen Membranprotein Glykoprotein C zu einem Proteinkomplex (band 4.1,
Spektrin und Aktin) [20, 28] im zytoskelettalen Netzwerk und die Verbindung zwi-
schen dem Anionentransporterprotein Band 3 in der Membran Uber das Adapterpro-
tein Ankyrin direkt zu R- Spektrin im zytoskelettalen Netzwerk [3, 28].

Letztendlich wurde nachgewiesen, dass die 14. und 15. Spektrin- Wiederholung die
kleinste, phasische Region des - Spektrins darstellt, die mit hochster Affinitat die
Zu5- Subdomane des Ankyrins bindet. Somit liegt fast die komplette Bindungsaffini-
tat des Spektrins fur Ankyrin in diesem kurzen Bereich [11, 28].

Der Spektrin- Ankyrin- Komplex spielt ebenfalls eine wichtige Rolle im axonalen An-
fangsbereich von Neuronen und im Bereich des Ranvier’ schen Schnurrings; ein
spannungsabhangiger Na*- Kanal bindet unter anderem an Ankyrin- G, R4- Spektrin
und Neurofascin, ein Storung dieser Wechselwirkung fuhrt zur Unfahigkeit Aktionspo-
tentiale zu generieren [4, 5, 32] und unter anderem zu schwerer Ataxie.

R4- Spektrin ist eine wesentlicher Bestandteil eines hoch spezialisierten Membranun-
tergunds im axonalen Anfangsbereich von Neuronen und im Bereich des Ranvier
schen Schnurrings. In Kenntins dieser Funktionen wird angenommen, dass Spektrin
und Ankyrin wichtig fur die Aufrechterhaltung der Integritat myelinierter Axone sind.
Eine sogenannte ,Loss- off- function®- Mutation von Ankyrin- B wird fur eine dominant
vererbte Herzrhythmusstorungen mit einem erhohten Risiko des plotzlichen Herzto-
des verantwortlich gemacht. Diese spezifische Art der Herzrhythmusstorung wurde in
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der alten Nomenklatur als Long- QT- Syndrom gefuhrt, mittlerweile wird sie als ,Sick
Sinus Syndrom mit Bradykardie® (OMIM) oder einfach als ,Ankyrin- B“ Syndrom be-
zeichnet [4, 37].

Inwieweit die Interaktion von Spektrin und Intersectin 2 im Rahmen der Stabilitat und
der Funktion der Zelle und im Speziellen der Stabilitat der Erythrozyten eine Rolle
spielt, ist bis jetzt noch unbekannt.

Da wie aufgefuhrt Spektrin ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts ist und Intersec-
tine am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind, ergibt die nachgewiesene Bindung
von Intersectin 2 und a- Spektrin einen Hinweis Uber die molekulare Grundlage die-
ser Intersectin- Beteiligung am Zytoskelett.

Aufgrund der bis dato nachgewiesenen wichtigen biologischen Funktionen von
Spektrin in verschiedenen Zelltypen ist zu erwarten, dass der nachgewiesenen Inter-
aktion von Spektrin und Intersectin 2 eine wichtige Bedeutung zukommit.

Bezlglich dieser Fragestellung sind weitere Tests mit der Frage nach der Art und
des Ausmales der Interaktionswirkung von Intersectin 2 mit Spektrin in der Zukunft

durchzufuhren.
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VIl. Abkurzungsverzeichnis

Abkurzung

Abb.
A. d.
AD
Ak
Amp.
ATP
3-AT
BD
bp
bzgl.

ca.
cce
CTP
DA
d.h.
DMF
DMSO
DNA
DNase
dNTP
ds

E. Coli
EDTA
EtBr
EtOH

g
ggf.
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Bedeutung

Abbildung

Aqua destillata
Aktivierungsdomane

Antikorper

Ampicillin

Adenosintriphosphat
3-Amino-1,2,4- triazol
Bindungsdomane

base pairs (Basenpaare)
bezuglich

centi

circa

circular covalently closed (zirkular kovalent geschlossen)
Cytidintriphosphat

Dalton

das heif3t

N,N- Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
double stranded (doppelstrangig)
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethidiumbromid

Ethanol

Gramm

gegebenenfalls
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VII. Abkurzungsverzeichnis

GTP
h
IPTG
kb
kg

I

LB
Lsg.
M

m
Mb

min

SDS
sec

Ss
St.-Lsg.
Tab.
TAE
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Guanosintriphosphat

Stunde

Isopropylthio-f3-D-Galaktosid
Kilobasenpaare

Kilogramm

Liter

Luria broth

Losung

Molar

milli

Megabasenpaare

Minute

Milliliter

mikro-

nano

Natriumacetat

Optische Dichte

Online Mendelian Inheritance in Man
Polyethylenglykol

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur (ca. 23°C)

siehe

Seite

Shrimp Alkalische Phosphatase

selective dropout (Selektionsmedium)
sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde

single stranded (einzelstrangig)
Stammlosung

Tabelle

Tris- Acetate EDTA buffer
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VII. Abkurzungsverzeichnis

TAg
Tris
TTP

Upm
UTP
uv

vgl.
Vol.

WT

Xg
X-Gal

z.B.
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T-Antigen
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tymidintriphosphat

Unit (Enzymeinheit)
Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat
Ultraviolett

volume (Volumen)

Volt

vergleiche

Volumen

weight (Gewicht, Masse)
Wildtyp

mal Erdbeschleunigung

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galctoside

zum Beispiel
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