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Einleitung

1. Einleitung

Die Etablierung moderner Methoden zur Handhabung rekombinanter DNA und die
vollstandigen Sequenzierungen mehrerer eukaryotischer Organismen durch die ,,Genom
Projekte* ermdglichte gerade in den letzten Jahren die Identifizierung einer grof3en Zahl
von neuen Genen. Die Funktion einer Zelle wird Uber die differentielle Expression
dieser Vielzahl von Genen reguliert. Stérungen innerhalb dieses Regulationssystems
fihren nicht selten zu Funktionsverlusten innerhalb einer Zelle, die in komplexen
Zellsystemen wie dem Menschen oftmals zu Anomalien bzw. Erkrankungen fuhren. Die
Aufklarung dieser Regulationssysteme, deren zeitliche und Zellzyklus-abhdngige
Koordination die jeweilige Funktion einer Zelle definiert, ist zu einem der

Forschungsschwerpunkte der modernen Molekularbiologie geworden.

Fur die Zelle gibt es mehrere Moglichkeiten die Menge eines bestimmten Genproduktes
zu regulieren. Die wohl am besten untersuchte Maoglichkeit ist die Kontrolle der
Transkription. Neben dieser Art der Kontrolle gibt es auch zahlreiche post-
transkriptionelle Mechanismen, wie alternatives SpleiRen, Regulation der Stabilitat der
MRNA, Regulation der Translation, Modifikation von Proteinen und Regulation des
Proteinabbaus bzw. der Stabilitat von Proteinen (Latchman, 1990; Ashkenas und Byers,
1997).

1.1 Regulation der Transkription in Eukaryoten

Die DNA ist in Eukaryoten als Chromatin gespeichert. Chromatin besteht aus DNA und
Proteinen, welche so genannte Nukleosomen bilden, die wiederum in hochmolekularen
Strukturen organisiert sind. Innerhalb dieser Komplexe sind die einzelnen Gene auf der
DNA nicht durch die RNA-Polymerase oder andere Faktoren erreichbar und somit
inaktiv. Wahrend des Entwicklungsprozesses einer Zelle werden unterschiedliche Gene
an- und abgeschaltet. Dieser Prozess wird durch spezifische Proteine, den so genannten
Transkriptionsfaktoren, reguliert. Hierbei ist nicht ein einziger Transkriptionsfaktor fur
die Regulation eines spezifischen regulativen Effekts verantwortlich, sondern eine
Kombination von  verschiedenen, teils ubiquitdren, teils zellspezifischen

Regulationsfaktoren steuert das An- und Abschalten der jeweiligen Gene.
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Die Zusammensetzung dieser Multi-Protein-Komplexe ist Zellzyklus- und Zelltyp-
abhangig und jeweils spezifisch fir die betreffenden Gene (Britten und Davidson,
1969).

Die Expressionskontrolle spezifischer Gene in Eukaryoten erfolgt durch ein
koordiniertes Zusammenspiel zwischen Aktivatoren, Repressoren, dem Chromatin und
dem Haupt-Transkriptionskomplex. Dieser Komplex besteht aus der RNA-Polymerase
I1, den generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF,
TFIH und spezifischen Co-Aktivatoren (Orphanides et al., 1996).

Die Assoziation dieses Multi-Protein-Komplexes an eine spezifische Promotor-Sequenz
induziert eine Konformationsédnderung der Chromatin-Struktur und erméglicht so das

Ablesen der jeweiligen DNA-Sequenz (Burley und Roeder 1996).

1.1.1 Transkriptionsaktivatoren

Transkriptionsaktivatoren sind Proteine bzw. Proteinkomplexe mit einer oder mehreren
DNA-bindenden und einer oder in der Regel mehreren aktivierenden Doménen
(Johnson und McKnight, 1989; Triezenberg, 1995). Uber die DNA-bindende Doméne
bindet der Aktivator, Ublicherweise als Protein-Komplex in Kombination mit anderen
Co-Faktoren, an eine spezifische DNA-Zielsequenz. Die aktivierende Domane
assoziiert direkt oder (Uber einen weiteren Co-Aktivator mit dem Haupt-
Transkriptionskomplex. Diese aktivierende Doméne kann hierbei auf dem selben
Polypeptid liegen wie die DNA-bindende Doméne (Bsp. GAL4, Gill und Ptashne, 1987;
GCN4, Hope et al., 1988) oder auf unterschiedlichen Untereinheiten/Polypeptiden eines
Multi-Protein-Komplexes. Die Verteilung dieser funktionellen Domdanen auf
verschiedene Komponenten eines Multi-Protein-Komplexes ermdglicht ber die
Variabilitat seiner Zusammensetzung eine Vielzahl von Regulationsmoglichkeiten (Bsp.
Oct-1, Luo et al., 1998).
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1.1.2 Transkriptionsrepressoren

Oftmals wird die Expression durch Repressoren oder Co-Repressoren reguliert. Die
genauen Mechanismen der Repression sind, vergleichend zu denen der Aktivierung,
weitestgehend unklar. Ein derzeit gebréuchliches Klassifizierungssystem unterteilt die
Repression in drei Klassen (Herschbach und Johnson, 1993; Hanna-Rose und Hansen,
1996). Die erste Klasse beschreibt eine Repression durch die Inaktivierung eines
Aktivators. Diese Inaktivierung kann durch (1) post-translationale Modifikationen (z.B.
Acetylierung von HMG-I1; Munshi et al., 1998), (2) durch Dimerisierung des Aktivators
mit einem nicht-aktivierenden Bindepartner (z.B. Interaktion von MyoD mit I4; Benezra
et al., 1990) oder durch eine (3) Kompetition um die DNA-Bindestelle des Aktivators
oder einer direkten Repressor-Aktivator-Interaktion, welche eine Maskierung der
aktivierenden Funktion bewirkt (z.B. p53-MDM2 Interaktion; Momand et al., 1992),
erfolgen. Die zweite Klasse beinhaltet Repressoren die mit den GTFs interagieren und
dadurch die Bildung des Pré-Initiationskomplexes inhibieren. Bespiele sind die
Interaktion von MOT1 und Dr2 mit dem TATA-Bindeprotein (TBP) (Wade und
Jaehning, 1996; Meissner et al., 2001). Diese ,globalen* Repressoren spielen
wahrscheinlich eine wesentliche Rolle in der Transkriptionsregulation, wobei
angenommen wird, dass einige Proteine Uber eine Verdrdngung dieser globalen
Repressoren aktivierend auf die Transkription wirken. Die dritte Kategorie beschreibt
eine Repression die durch eine spezifische DNA-Sequenz und ein DNA-bindendes
Protein, welches direkt die basale oder auch die aktivierte Transkription eines
spezifischen Gens verringert, vermittelt wird. Derzeit wird eine direkte oder indirekte
Interaktion mit dem Haupt-Transkriptionskomplex oder dem Chromatin als molekulare

Grundlage dieser Art der Repression favorisiert (Hanna-Rose und Hansen, 1996).

Ein weiterer nicht in diesem Klassifizierungssystem aufgefiihrter Mechanismus ist die
Regulation der Funktion eines Transkriptionsfaktors Uber dessen Konzentration. Der
Transkriptionsfaktor Krippel wirkt als Monomer aktivierend auf die Transkription.
Eine Erhohung der Konzentration innerhalb der Zelle verstarkt die Bildung von
Krippel-Dimeren, die die gleichen DNA-Zielsequenzen erkennen und sich reprimierend

auf die Transkription auswirken (Sauer und Jackle, 1993).
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1.2 TRPS1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor

Die hier vorgestellte Arbeit behandelt die Funktion des TRPS1 Genproduktes. Das
TRPS1 Gen kodiert fir einen Transkriptionsfaktor und konnte durch positionale
Klonierungs-Experimente auf Chromosom 8 in der Region 8924.1 identifiziert werden
(Momeni et al., 2000). Es uberspannt eine genomische Region von 260.500 bps und
wird vom Telomer zum Zentromer transkribiert. Computerunterstiitzte Analysen der
DNA-Sequenz zeigten sieben Exons und einen offenen Leserahmen (ORF, open
reading frame) von 3843 bps, der am dritten Nukleotid des dritten Exons beginnt und

im siebten Exon endet.

Der ORF des TRPS1 Gens kodiert fur ein aus 1281 Aminoséuren bestehendes
Polypeptid mit einer kalkulierten ,,molekularen* Masse von 141,58 kDa. Das TRPS1
Protein weist eine einzigartige Kombination von neun potentiellen Zinkfinger-Motiven
vier unterschiedlicher Typen auf (Abb. 1.1). Die ersten drei Zinkfinger (Zf1 224-247,
Zf2 335-358, Zf3 436-459) gehdren zum C,H,-Typ und haben die Konsensus-Sequenz
C,X14H2, wobei die Zinkfinger vier bis sechs (Zf4 616-637, Zf5 668-689, Zf6 694-715)
die Konsensus-Sequenz C,X3oH, zeigen. Zinkfinger sieben (Zf7 896-920) gehort zur
Gruppe der  C,C,-Zinkfinger  der  Konsensus-Sequenz ~ CXNCX;;CNXC.
Datenbankanalysen dieses Zinkfinger-Motivs zeigten eine groRe Ahnlichkeit zur
Gruppe der DNA-bindenden GATA-Zinkfinger. Durch unterschiedliche Verfahren
konnte gezeigt werden, dass dieser Zinkfinger an die GATA-Konsensus-Sequenz bindet
(Malik et al., 2001; Chang et al., 2002). Die beiden C-terminalen Zinkfinger (Zf8 1217-
1237, Zf9 1245-1267) des TRPS1 Proteins wiesen die grokte Ahnlichkeit mit den C-
terminalen Doppelzinkfingern der Familie der IKAROS Transkriptionsfaktoren auf. Ein
typisches Kennzeichen dieses Doppelzinkfinger-Motivs ist die Bildung von Protein-
Homo- bzw. Heterodimeren innerhalb der IKAROS Familie (Sun et al., 1996). In einer
kirzlich erschienen Arbeit zur Analyse des Bindungsverhaltens der IKAROS
Doppelzinkfinger- Doméne konnte gezeigt werden, dass ein C-terminales TRPS1-
Fragment (ber dieses Doppelzinkfinger-Motiv. zwar Homodimere aber keine
Heterodimere mit anderen Proteinen der IKAROS-Famile bildet (McCarty, 2003). Der

4
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GATA-Zinkfinger (Zf 7) des TRPS1 Proteins wird von zwei basischen Oligopeptid-
Sequenzen flankiert, die als potentielle Kernlokalisierungssignale (NLS, nuclear
localization signal) NLS1 (LRRRRG, aa 886-891) und NLS2 (RRRTRKR, aa 946-952)
klassifiziert wurden (Momeni et al., 2002).

Vergleiche der Aminoséuresequenzen des menschlichen TRPS1 mit dem orthologen
Maus- (Trpsl) und dem um 10 aa kirzeren Krallenfrosch-Protein (XTrpsl) zeigten eine
93%ige bzw. 73%ige Ubereinstimmung (Malik et al., 2001). Dariiber hinaus konnten
innerhalb dieser TRPS1 Orthologe sowohl alle neun potentiellen Zinkfinger-Motive als
auch die beiden vorhergesagten Kernlokalisierungssignale identifiziert werden. Die hier
beschriebene evolutiondre Konservierung des TRPS1 Proteins unterstreicht dessen

bedeutende Funktion in der Entwicklung.

GATA- IKAROS-&hnlicher
Zf Zf2 Zf3 Zf4 Zf5Zf6 Zinkfinger Zinkfinger
~ Oy
w0, 0
=t e
i 1 N1 Z[l= 1L
}Q {\\ {\\ A_M :ﬂ.= M COOH
| I [N | O:MI | O:Cﬂ1281aa
v v v
-+ =|4 =l= =|¢|= -
Exon 3 | Exon 4 [ Exon5 I Exon 7
Exon 6

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des TRPS1 Proteins

Das TRPS1 Protein enthdlt neun potentielle Zinkfinger (Zf)-Motive, die hier grau dargestellt sind. Die
beiden vorhergesagten Kernlokalisierungssignale flankieren den GATA-Zinkfinger (Zf7) und werden
durch schwarze Vierecke symbolisiert. Am C-Terminus befindet sich der IKAROS-dhnliche
Doppelzinkfinger (Zf8+Zf9). Das TRPS1 Gen enthélt 5 kodierende Exons, wobei die jeweilig kodierten
Bereiche spezifisch gekennzeichnet sind.

Funktionelle Analysen ermittelten eine reprimierende Wirkung von TRPS1 auf die
GATA-induzierte Transkription (Malik et al., 2001). Die Verwendung unterschiedlicher
TRPS1 Fragmente zeigte, dass diese reprimierende Funktion auf eine Region von 119
Aminosduren am C-Terminus zurlckzufiihren ist, welche die IKAROS-&hnlichen
Doppelzinkfinger enthalt. Innerhalb der Familie der IKAROS-Transkriptionsfaktoren ist

dieses konservierte Zinkfinger-Motiv ebenfalls als funktionelle Domane fur die
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Repression beschrieben. Es wird angenommen, dass es tber die Assoziation zu anderen
Proteinen an der Bildung von Proteinkomplexen am Heterochromatin beteiligt ist, die
fiir die Deaktivierung bestimmter Gene verantwortlich sind (Kim et al., 1999; Koipally
etal., 1999).

In einer Analyse zur Untersuchung der Regulation Androgen-abhangiger und
-unabhéangiger Prostata Krebszellen konnte TRPS1, hier als GC79 bezeichnet, als ein
durch Androgene reprimierbares Gen identifiziert werden (Chang et al., 2000).
Untersuchungen von Krebszellen einer Ratten Prostata zeigten eine Repression des
TRPS1 Gens. Interessanterweise flihrte ein durch Kastration induzierter Entzug der
Androgene zu einer deutlich zunehmenden TRPS1-Expression. Da der durch die
Kastration bedingte Entzug der Androgene eine Rickbildung der Prostata durch eine
verstarkte Apoptose bewirkt, wird derzeit eine mogliche Funktion des TRPS1/GC79

Gens in der Apoptose untersucht.

1.3 Die Trichorhinophalangealen Syndrome (Typ |, Typ Il und Typ IlI)

Mutationen innerhalb des TRPS1 Gens oder die Deletion dieses Gens verursachen die
Trichorhinophalangealen (TRP) Syndrome (Momeni et al., 2000). Man unterscheidet
drei Typen (Typ | (MIM 190350) Typ Il (MIM 150230) und Typ Il (MIM 190351))
des TRP Syndroms. Merkmale aller drei Typen sind charakteristische craniofaciale
Dysmorphien und Skelettanomalien. Eine erste Beschreibung des TRP Syndroms
erfolgte im Jahre 1966 durch den Radiologen Giedion (Giedion, 1966). Er beschrieb
eine Patientin mit langsam wachsendem diinnem Kopfhaar, einer birnenférmigen Nase
und einem langen Philtrum. Des Weiteren zeigte die Patientin eine Verklrzung der
Fingerknochen und die fir die TRP Syndrome charakteristischen zapfenférmigen
Epiphysen an den Phalangen (Abb. 1.2). Zusétzlich zu den bereits in dieser Arbeit
beschriebenen  Kennzeichen sind medial buschige und lateral ausgedinnte
Augenbrauen, eine schmale Oberlippe und abstehende Ohren als typische faciale
Merkmale der TRP Syndrome beschrieben. Zu den Skelettanomalien z&hlt neben den
charakteristischen Zapfenepiphysen ein generell geringeres GréRenwachstum. Im Jahre

1969 beschrieb Langer eine thoraco-pelvic-phalangeale Dystrophie, die auller den
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typischen TRPS Symptomen mentale Retardierung und multiple Kkartilagindre
Exostosen aufwies (Langer, 1969). In einer folgenden Arbeit wurde diese Erkrankung
als Langer-Giedion Syndrom (LGS) oder TRPS Typ Il bezeichnet und das zuerst von
Giedion beschriebene Syndrom TRPS Typ | genannt (Hall et al., 1974). Die
Klassifizierung TRPS Typ I11 wurde erstmals 1986 benutzt (Niikawa und Kamei, 1986).
Patienten mit TRPS Il haben eine schwere Brachydaktylie und
Wachstumsretardierung. Im Gegensatz zum Typ Il zeigen diese Patienten keine
multiplen Exostosen oder mentale Retardierung (Sugio und Kajii, 1984; Niikawa und
Kamei, 1986). Weitere beschriebene Félle von Typ Il zeigten eine generelle
Verklrzung aller Phalangen und Metakarpalen, wobei auch hier keine mentale
Retardierung oder multiple Exostosen gefunden wurden (Nagai et al., 1994; Itin et al.,
1996; Vilain et al., 1999).

Abb. 1.2 Hand-Réntgenaufnahme eines Patienten mit
TRPS |

Die Abbildung zeigt eine Rontgenaufnahme der linken Hand
eines Patienten mit TRPS |. An den Epiphysen der
Mittelphalangen ist die Bildung der charakteristischen
zapfenférmigen Epiphysen erkennbar, die vermutlich auf eine
Fehlregulation in der Chondrozyten-Reifung innerhalb der
Wachstumsfuge zuriickzufiihren ist. Es sind verschiedene
Stadien der Entstehung einer solchen Zapfenepiphyse sichtbar.
Die mit ,1* markierte Position illustriert eine sehr frihe
Entwicklungsstufe, wohingegen Position 2 eine spéte Phase
zeigt.

TRPS Typ | und Typ Il werden autosomal dominant vererbt, wohingegen fir Typ 1l
bisher nur sporadische Falle beschrieben wurden. Mutationen innerhalb des TRPS1
Gens, die einen frihen Translations-Stop bewirken, fihren zum Typ | Phénotyp

(Ludecke et al., 2001). Nur wenige Félle von TRPS | Patienten weisen zytogenetisch
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sichtbare Deletionen auf. TRPS Typ Il ist ein Gengruppensyndrom, bei dem sowohl das
TRPS1- als auch das EXT1-Gen betroffen ist. Typ Il Patienten zeigen zytogenetisch
sichtbare Deletion in der Region 8g24 (Buhler und Malik, 84). Ludecke et al. (2001)
konnten in einer Genotyp-Phanotyp Kaorrelationsstudie zeigen, dass Missense-
Mutationen innerhalb des DNA-bindenden GATA-Zinkfingers zum TRPS Typ Il
Phanotyp fuhren. Dieses Ergebnis wurde durch zwei weitere Gruppen bestétigt, die
weitere Missense-Mutationen innerhalb des GATA-Zinkfingers und einen daraus
resultierenden Phanotyp Typ Il identifizierten (Kobayashi et al., 2002; Hilton et al.,
2002).

1.4 Zielsetzung der Arbeit/Aufgabenstellung

Die Analyse der Priméarstruktur des TRPS1 Transkriptionsfaktors zeigte neben einer
einzigartigen Kombination von neun potentiellen  Zinkfinger-Motiven  vier
unterschiedlicher Typen, zwei Regionen basischer Aminosauren die als
Kernlokalisierungssignale (NLS) vorhergesagt wurden. Neue, in Patienten mit TRPS |
identifizierte, diese NLS betreffende Mutationen sollten in vitro rekonstruiert und deren
Auswirkungen auf die TRPS1-Funktion untersucht werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Identifizierung von Interaktionspartnern des
TRPS1 Proteins in einem Hefe Zwei-Hybrid System. Durch molekular- und zell-
biologische Verfahren sollten die so ermittelten Daten verifiziert und durch die
Etablierung eines funktionellen Reporter-Assays deren physiologische Relevanz

analysiert werden.
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2. Material und Methoden

Die nachfolgenden Arbeitsprotokolle sind den Methodensammlungen von
Ausubel et al. (1987) und Sambrook und Maniatis (1989) entnommen, wenn nicht auf

andere Literaturquellen verwiesen ist.

2.1 Chemikalien, Enzyme, Losungen

Die in der Arbeit verwendeten nicht radioaktiven Chemikalien und Enzyme wurden,
soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Boehringer Mannheim, Clontech,
Invitrogen, Merck, New England Biolabs (NEB), Roth, Sigma, Serva, GibcoBRL, MBI
Fermentas und MWG bezogen. Alle radioaktiven Chemikalien wurden von den Firmen

DuPont/NEN und Amersham Pharmacia bezogen.

2.2 Haufig verwendete L6ésungen

Soweit nicht anders angegeben beziehen sich die Prozentangaben bei Fliissigkeiten auf

v/v und bei Feststoffen auf w/v.

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

TAE: 40 mM Tris-Acetat, pH 7,8
1 mM EDTA
TBE: 50 mM  Tris-Borat, pH 8,3
4 mM EDTA
TE: 10 mM Tris-HCI, pH unterschiedlich: von 7,5-8,0
1 mM EDTA
PBS: 137 mM  NaCl
2,6mM KCl

6,5mM  Na,HPO4
1,5 mM KH2P04
pH 7,3 einstellen
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2.3 Verwendete GroRenstandards

DNA-Gro6f3enmarker: 1 kb DNA Leiter, GibcoBRL

pUC19 Mspl geschnitten, MBI Fermentas
A-DNA HindIII geschnitten, Bochringer

Protein-Grofenmarker:  vorgefarbter SDS-PAGE Standard (Broad Range), NEB

2.4 Plasmide

Hefe-Plasmide

p414M25LexNO  Expressions-Vektor, der 5' von der MCS fiir die lexA DNA-

pVP16

p415GALNVP2

bindende Doméne (lexA-BD) kodiert. Die MET25-Promoter
gesteuerte Expression des lexA-BD Fusionskonstruktes kann durch
Zugabe von Methionin reguliert bzw. reduziert werden. Tragt Trpl
Gen und Amp-Kassette.

Expressions-Vektor, der die kodierende cDNA fiir die VP16
transaktivierende Doméne unter Kontrolle eines ADH-Promoters
tragt. Enthélt Leu2 Gen und Amp-Kassette.

Expressions-Vektor, der 5' von der MCS fiir die transaktivierende
VP16 Doméne kodiert. GAL1-Promoter reguliert Expression des
VP16-Fusions-Konstruktes  (Galaktose  induzierbar, Glucose
reprimierbar).

Bakterielle und eukaryotische Expressionsplasmide

pEGFP-N3

pEGFP-C1

pFlag-N3

pcDNA3

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

siche pEGFP-N3, hier fiir GFP-Protein kodierende Region 5' von
der MCS (Clontech)

modifizierter pEGFP-N3-Vektor; die fiir GFP kodierende Region
gegen die fiir das Flag-Peptid ausgetauscht

eukaryotischer Expressions-Vektor; inserierte Sequenz wird durch
einen CMV-Promoter reguliert; kodiert fiir einen Ampicillin-
Resistenz-Marker und  fir die  SV40-poly(A)-Sequenz
(Invitrogen).

10



Material und Methoden

pBSK/ pBKS Klonierungsvektor, IVT: T3 oder T7-Pol. (Stratagene)

pGEX-4T2 Bakterieller Expressions-Vektor; Die Expression ist unter der
Kontrolle des tac-Promotors, welcher durch Zugabe von IPTG
(Lactose-Analogon Isopropyl B-D-thiogalactoside) induziert wird
(Pharmacia)

pEGFP-TOPORS  pEGFP-C1 der die vollstindige c¢cDNA der fir TOPORS
kodierenden Region triagt (Geschenk von E. Rubin)

pBSGC79 pBSK Klonierungsvektor der in seiner MCS die vollstindige fiir
TRPSI kodierende cDNA trigt (Geschenk von G. Chang)

Plasmide fiir den Luciferase Assay

aD3 Reporterplasmid; enthdlt multiple AGATAA Sequenzen
stromdufwirts zum Luciferase Gen

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

TRPS1, LC8a, RNF4 enthalten jeweils die vollstindigen cDNAs der kodierenden
Regionen von TRPS1, LC8a bzw. RNF4 unter Kontrolle
des CMV-Promoters

2.5 Oligonukleotide
siche Anhang

2.6 Arbeiten mit DNA

2.6.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Erzeugung von definierten DNA-Fragmenten (zwecks Klonierung) wurde die
Polymerasekettenreaktion verwendet. Einem 50 pl Ansatz wurden 10 — 100 ng Plasmid
DNA hinzugefiigt. Der Ansatz enthielt 2,5 Units AmpliTag-Polymerase, je 0,2 — 0,5
UM eines 5' und eines 3' Oligodesoxynukleotids (Primer), 200 uM dNTP-Mix und
Reaktionspuffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI1 pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 0,001 %

Gelatine). Der Ansatz wurde fiir 5 min. auf 94 °C erhitzt.

11



Material und Methoden

Darauf folgte folgendes PCR-Programm:

Denaturierung 15 Sekunden 95 °C
Primer-Anlagerung 15 Sekunden 50-70 °C (je nach Primer)
Polymerase-Reaktion 60 Sekunden 72 °C

Die Anzahl der Zyklen variierte zwischen 20 und 35.

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten bis zu einer Linge von 5 kb wurden spezielle
Polymerasen (Advanced DNA Polymerase (Clontech) und PLATINUM Taq DNA
Polymerase ,,High Fidelity* (Invitrogen)) verwendet und die Reaktionsbedingungen

gemal den Herstellerangaben angepasst.

2.6.2 In vitro Synthese von spezifischen Mutationen

Fiir einige funktionelle Analysen wurden unter Verwendung des QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) spezifische Mutanten hergestellt. Das hier
verwendete in vitro System beruht auf der Verwendung spezifisch verénderter Primer in
der PCR. Als Vorlage dient hierbei ein Plasmid welches die zu mutierende Sequenz
enthdlt. Kompetente Bakterien werden anschlieBend direkt mit dem zirkuldren PCR
Produkt transformiert. Die Parameter der PCR wurden gemdll des Stratagene
Handbuchs ermittelt.

Fiir Basensubstitutionen wurden Primer von 22 — 26 bp Lénge verwendet, die im
mittleren Teil die gewiinschte(n) Substitution(en) aufwiesen. Um einzelne Bereiche zu
deletieren wurden Primer verwendet, die an die zu deletierende Region angrenzen. Der
3' liegende Primer wurde am 5'-Ende mit einem Phosphat-Rest gekoppelt. Dieses
Phosphat wird von der T4-Ligase benétigt, so dass aus dem linearen ein zirkuldres

DNA-Fragment generiert werden kann.

12
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2.6.3 Restriktionsendonukleaseverdau

Fiir analytische und praparative Zwecke wurde Plasmid-DNA im Verhéltnis 1 pg DNA
mit 20 U Restriktionsendonuklease in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer, in 20 -
50 pul Gesamtvolumen, fiir 2 - 20 h bei 37 °C verdaut. Die zugegebene Menge der
Restriktionsendonuklease wurde dem MalBstab der Reaktion angespallt, war jedoch nie
groBBer als 10% des Gesamtvolumens. Somit wurde sichergestellt, dass die

Enzymaktivitdt nicht durch eine zu hohe Glycerolkonzentration gechemmt wurde.

2.6.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

2.6.4.1 Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansatzen

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten und einigen Restriktionsansdtzen wurde das
,MiniElute reaction Cleanup Kit* (QIAGEN) gemdl3 der Beschreibung des Herstellers
verwendet. In der Regel wurden Restriktionsansétze Phenol/Chloroform extrahiert, die

DNA mit Isopropanol (70% des Gesamtvolumens) gefillt und die DNA in H,O gelost.

2.6.4.2 Gelextraktion nach QlAquick (QIAGEN)

DNA-Fragmente wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter UV-Licht mit
einem Skalpell aus Agarosegelen ausgeschnitten. Zur Aufreinigung aus dem Gel wurde
der QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Das Gel-Fragment wurde mit
einem dreifachen Volumen Puffer QC versetzt und das Gemsich bei 50°C fiir 10 min.
inkubiert. Der Losung wurde anschlieBend ein Gelvolumen Isopropanol zugesetzt und
der Ansatz auf eine QIAquick Sdule pipettiert. Nach Zentrifugation (1 min., 10000 g)
wurde mit 750 pl PE Puffer gewaschen und die DNA in 30 — 50 ul H,O eluiert.

13
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2.6.5 Ligation

In einem Gesamtvolumen von 10 ul wurden 10-20ng Vektor-DNA mit einem
dreifachen Uberschuss an DNA-Fragment versetzt. Der Ansatz wurde in Gegenwart von

1 ul T4-DNA-Ligase (Roche) 1-2 h bei RT inkubiert.

2.6.6 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in 1 — 2 %igen Agarosegelen groBenspezifisch aufgetrennt.
Die Agarose wurde in TAE Puffer gelost und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr)
versetzt. Als Laufpuffer diente ebenfalls TAE welches mit 0,5 pg/ml EtBr versetzt
wurde. Den DNA-Proben wurden 10 x DNA Probenpuffer zugegeben und die
Auftrennung erfolgte bei 100 — 120 V. Zur Ermittlung der spezifischen Grofle der
jeweiligen DNA-Fragmente dienten spezifische Gréfenstandards (siehe 2.3). Durch das
in die DNA interkalierende EtBr konnten die DNA auf einem Transilluminator bei einer

Wellenlidnge von A = 302 nm sichtbar gemacht werden.

2.6.7 Analytische Plasmid-Isolierung (Mini-Prap)

Die durch eine Einzelkolonie (E.coli Stamm DHS5a oder M15(pREP4)) in LB-Medium
(+ Ampicillin oder Kanamycin oder beides) angeimpften Ubernachtkulturen (37 °C)
wurden sedimentiert (1 min., 6000 rpm), das Pellet in 300 pul P1 Puffer resuspendiert
und durch Zugabe von 300 ul P2 lysiert. Versetzen mit 300 ul P3 fiihrte zur Féllung der
SDS-Protein-Komplexe. Nach einer Zentrifugation (15 min., 13000 rpm, 4°C) wurde
der Uberstand in einem neuen Reaktionsgefil mit 100 %igem Ethanol versetzt (7/10
des Volumen) und das DNA-Prézipitat sedimentiert (20 min., 13000 rpm). Das Pellet
wurde in 300 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 - 50 ul H,O

aufgenommen.
Puffer P1: 10 mM EDTA Puffer P2: 0,2M NaOH
50 mM Tris-HCI, pH 8,0 1 % SDS

100 pg/ml  RNaseA

Puffer P3: 3 M Kaliumacetat
mit Essigsdure auf pH 5,5 einstellen

14
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2.6.8 Praparative Plasmid-Isolierung (QIAGEN-System)

Zur Gewinnung groflerer Mengen gereinigter Plasmid-DNA wurde das ,,Plasmid Maxi
Kit“ (QIAGEN) verwendet. Hierzu wurden 250 ml Bakteriensuspension sedimentiert
und die Plasmid-DNA nach Angaben des Herstellers iiber lonenaustauscher-Siulen

aufgereinigt. Die erhaltene DNA wurde in 100 — 250 pl H,O aufgenommen.

2.6.9 Konzentrationsbestimmung von DNA in Lésung

Die genaue Konzentration von DNA wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von
A =260 nm und 280 nm bestimmt. Dazu wurde die DNA in Wasser verdiinnt und die
Absorptionen im Spektralphotometer (Ultrospec III von Pharmacia) ermittelt. Eine
optische Dichte (OD) von 1 bei 260 nm entspricht 50 pg/ml doppelstringiger DNA. Bei
proteinfreier DNA betrdgt der Quotient aus der OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm
1,8.

Um eine ungefdhre Konzentration einer DNA-Ldsung zu bestimmen wurde ein Aliquot
dieser Losung neben 12 pl des LambdaHindIII-Markers in einem 1 %igen Agarosegel
aufgetrennt. Die Konzentration konnte dann durch Vergleich der Bandenintesitéten
abgeschitzt werden, da die Konzentrationen der einzelnen Banden des LambdaHindIII-

Markers bekannt waren.

2.6.10 Sequenzierung von DNA

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

Einer initialen Denaturierung von 15 sec bei 94°C schlossen sich 35 Zyklen aus je 15
sec Denaturierung bei 95°C, 15 sec Annealing und 30 sec Elongation bei 72°C an.

Abschlielend erfolgte eine verlidngerte Syntheseperiode von 7 min. bei 72 °C.
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Die Sequenzierreaktion wurde mit 90 pl H,O, 2 ul Dextranblau (20 mg/ml) und 10 pl
Natriumacetat (3 M) und 250 pl Ethanol versetzt und gevortext. Die Fillung der DNA
erfolgte durch Zentrifugation (15 min. bei 13000 rpm). Die gefdllten DNA Fragmente
wurden zweimal mit jeweils 300 pl 70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend im
Dunkeln getrocknet. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem Programm ,,DNAStar*
(Lasergene) oder mit ,,Sequencher* der Firma Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,

USA.

2.7 Bakterien

2.7.1 Bakterienstamme

E.coli DH5a F', endA1, hsdR17, (rk"mk™), supE44, thi-1, recAl, gyrA,
(Nalb), relA1, D(lacIZY A-argF), U169, deoR,
(¢80dlacD(lacZ)M15)

E.coli M15 (pREP4): F, Nal®, Str’, Rif, Thi’, Lac, Ara", Gal', Mtl, RecA",

Uvr’, Lon"

2.7.2 Bakterienmedien

LB-Medium: 1%  NacCl
1 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
pH 7,5 mit NaOH einstellen

LB-Agar: 15 g/l Bacto-Agar in LB-Medium

Ampicillin:  Endkonzentration 100 pg/ml

Kanamycin: Endkonzentration 35 pg/ml

16
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2.7.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Bakterienzellen die DNA aus der sie umgebenen Losung aufnehmen koénnen
(kompetente Zellen) wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der
Rubidiumchlorid-Methode (Maniatis et al., 1982) hergestellt. Hierbei wurde eine
Bakterienkolonie der E. coli-Stimme DH5a oder M15 (pREP4) in 10 ml ¢a-Medium
(fir 1 Liter: 5 g Hefe-Extrakt, 20 g Bacto-Trypton, 5 g MgSO,4, pH 7,6 mit KOH
eingestellt) bei 37°C und 250 rpm bis zum Erreichen einer ODssy von 0,3 inkubiert. Von
der Kultur wurden 5 ml in 100 ga-Medium {iiberfiihrt und bei 37°C inkubiert. Bei
Erreichen einer ODssp von 0,48 wurden je 25 ml der Kultur in vorgekiihlte 50 ml
Gefille iiberfiihrt, die Zellen fiir 15 min. bei 1250 g und 4°C sedimentiert und das
Sediment vorsichtig in 10 ml kaltem Tbfl-Puffer (30 mM KOAc, 100 mM RbCl,, 10
mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15 % Glycerin, pH 5,8 (mit 0,2 M HAc eingestellt))
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min. auf Eis wurden die Zellen erneut
sedimentiert (15 min. bei 1250 g und 4°C) und das Sediment in 1 ml kalten TfbII-Puffer
(10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,) aufgenommen. Die Bakteriensuspension
wurde in 100 pl Aliquots in eiskalte Eppendorfgefifie gegeben, in fliissigem Stickstoff

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

2.7.4 Transformation kompetenter Bakterien

5 pl eines Ligationsansatzes oder 0,1 - 10 ng Plasmid-DNA wurden mit 50 pl einer
aufgetauten Suspension kompetenter Bakterien gemischt und 20 min. auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock von 2 min. im Wasserbad bei 42 °C. Nach
Zugabe von 500 pl LB-Medium wurde der Ansatz 1 Stunde bei 37 °C unter schiitteln
inkubiert. Entsprechend des Selektionsmarkers des Plasmids wurden die Bakterien auf
LB-Agar-Platten mit dem jeweiligen Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei

37 °C inkubiert.
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2.8 Hefen

2.8.1 Hefestamm

L40:

MAT a, his3D200, trp1-901, leu2-3,112, ade2
LYS::(lexAop)4-HIS3, URA::(lexAop)8-LacZ, gal4

2.8.2 Hefemedien

Vollmedien

YPAD:

YPD:

bei Platten:

Mangelmedien

SD-Medium:

SRG-Medium:

SR-Medium:

bei Platten :

10 g Hefe-Extrakt

20g Pepton

20 g a-D-Glukose

10 ml L-Adeninlésung (500 mg/100 ml)
ad 1000 ml bidest Wasser

10 g Hefe-Extrakt
20 g Pepton
20g oa-D-Glukose

20 g/l Agar

20g oa-D-Glukose

1,7g Yeast nitrogen base

5g  Ammoniumsulfat

10 ml pro Aminosdure (je nachdem - ura, -leu, -trp, - his, - met, -ade, -
lys/Stamm-Lsg.: 5 mg/ml)

ad 1000 ml bidest Wasser

wie SD Medium, doch statt 20 g a-D-Glukose hier 30 g D-Galaktose
und 20 g a-D-Raffinose

wie SD Medium, doch statt 20 g a-D-Glukose hier 30 g a-D-Raffinose

30 g/l Bacto-agar
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Es wurden 20 ml Aminosduren-Mix pro Liter Mangelmedium zugegeben.

Aminosduren-Mix: 10 ml L-Arginin (HCI), 0,24 g/100 ml
50 ml L-Aspartat, 1,2 g/100 ml
50 ml L-Glutamat, 1,2 g/100 ml
20 ml L-Isoleucin, 0,24 g/100 ml
25 ml L-Phenylalanin, 0,6 g/100 ml
25 ml L-Serin, 4,5 g/100 ml
25 ml L-Threonin, 2,4 g/100 ml
100 ml L-Tyrosin, 0,18 g/100 ml
25 ml L-Valin, 1,8 g/100 ml
10 ml L-Methionin, 0,24 g/100 ml
(nicht bei Plasmiden mit MET25-Promotor)
ad 400 ml bidest Wasser und durch 0,2 um Filter sterilfiltriert

2.8.3 Transfektion von Hefezellen (modifiziert nach Gietz et al., 1992)

Hefezellen wurden mit der Lithium-Acetat-Methode chemisch transfiziert. Dabei wurde
eine Sml Vorkultur in 60 ml Medium gegeben und bei 250 rpm und 30°C bis zum
Erreichen einer ODgo von 0,4 — 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden durch 5 min.
Zentrifugation bei 2500 rpm sedimentiert, in 30 ml sterilem Wasser gewaschen,
anschlieBend in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und in ein Eppendorfgefdl3
tiberfiihrt. Darauf folgend wurden die Zellen in 1 ml TE/LiAc-Puffer (0,1 M LiAc (pH
7,5), 0,01 M Tris-HCI (pH 7,5), 0,001 M EDTA) gewaschen und resuspendiert. 50 pl
der Hefe-Suspension wurden mit 1 pg der zu transformierenden DNA und 50 pg
einzelstrangiger Lachs DNA, als Carrier-DNA, versetzt. Nach Zugabe von 300 ul 40 %
PEG 4000 (in TE/LiAc-Puffer) wurde das Gemisch fiir 30 min. bei 30°C inkubiert und
nach einer Hitzeschockbehandlung (42°C, 15 min.) auf entsprechenden Agar-Platten

ausplattiert.

2.8.4 Gewinnung von Hefeextrakten

Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Hefen wurde eine 3 ml Mangel-Medium-
Kultur angeimpft und bei Erreichen einer ODgyy von 0,3 sedimentiert (3.000 rpm, 5
min.). Das Pellet wurde in 200 pl 4x SDS-Probenpuffer resuspendiert und 4x bei -80 °C
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eingefroren und bei 37 °C aufgetaut. Nach einer Prizipitierung der Festbestandteile

(13.000 rpm, 5 min.) wurden aus dem Uberstand 40 ul durch SDS-PAGE analysiert.

2.8.5 DNA-Préaparation aus Hefe

Die Hefen wurden ii.N. in Selektiv-SD-Medium inkubiert und bei 6000 rpm, 1 min. bei
RT abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 400 pl DB-Puffer (1 M Sorbitol, 1 mM
EDTA) resuspendiert und mit 40 ul Zymolase (20 mg/ml) versetzt (1h). Die
sedimentierten Zellen (6000 rpm, 1 min.) wurden nach dem gebrduchlichen Plasmid-

Mini-Préparations-Protokoll (siehe 2.6.5) behandelt und in Wasser aufgenommen.

2.8.6 B-Galaktosidase Hefe-in vivo-Assay

Fiir das B-Galaktosidase-Experiment ist der Hefestamm L40 verwendet worden. Dieser
beinhaltet ein im Genom integriertes lacZ-Gen, welches von einem minimalen GAL4-
Promoter, der mit multiplen lexA Bindestellen fusioniert ist, reguliert wird.

Die Hefen wurden mit entsprechenden lexA-Konstrukten und VP16-Konstrukten
transfiziert (sieche 2.8.2) und auf SD-Platten ausplattiert. Die VP16-Konstrukte befinden
sich hier unter Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren und Glukose-reprimierbaren
Gall-Promoters. Fiir alle Experimente wurden mindestens fiinf Einzelkolonien geerntet
und in 3 ml SR-Medium fiir 2 — 3 Tage bei 30°C inkubiert. Danach wurden jeweils 100
ul der Kulturen in Glukose-haltigem SD-Medium zur Repression des Gall-Promoters
tiberfithrt. Des Weiteren wurden jeweils 100 pl in ein Glukose-freies und Galaktose-
haltiges SRG Medium, zur Induktion des Gall-Promoters des VP16-Plasmids,
tiberfiihrt. In der Regel wurde diese Kultur bei einer ODgy von 0,4 - 0,5 fiir das
folgenden Experiment verwendet: Die Hefen wurden sedimentiert und in 1,2 ml
Z-Pufter resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden 150 pl (= Volumen VE) in Z-
Puffer ad 1 ml in einem EppendorfgefaB verdiinnt, der Rest wurde zur Messung der
Kulturdichte (ODggo) eingesetzt (100 pul Zell-Suspension und 900 ul H,O). Nach
Zugabe von 15 ul Chloroform und 10 pl einer 0,1 % SDS-Losung wurden die Hefen
durch vortexen (5 sec) aufgeschlossen, bei 30 °C &quilibriert und mit 200 ul ONPG-
Losung (vorher bei 30 °C équilibriert) versetzt. ONPG wird durch die B-Galaktosidase
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in einen gelblichen Farbstoff umgesetzt, der colorimetrisch (OD4;p) nachgewiesen
werden kann. Bei einer deutlich sichtbaren Gelbfiarbung bzw. spatestens nach 3 h wurde
die Reaktion durch Zugabe von 500 ul 1M NaCOs; gestoppt (Messung der
Reaktionsdauer tR). Der Prazipitierung der unldslichen Bestandteile (13.000 rpm, 10
min.) folgte eine photometrische Bestimmung der optischen Dichte (ODay). Zur
Kontrolle des letzten Zentrifugationsschrittes wurde stichprobenartig bei einigen
Ansdtzen die ODssyp bestimmt, welche in der Regel den Wert Null hatte. Zur
Kalibrierung des Photometers wurde ein kompletter Blindansatz ohne Hefesuspension

eingesetzt. Der Wert fiir die B-Galaktosidaseaktivitit errechnete sich aus folgender

Gleichung:
1000 x [OD420 - (1750 X OD550)]
Aktivitit (U) =
OD600 X VE X tR
Z-Puffer: 60 mM NaH,PO4 x 7 H,O
40 mM NazHPO4
10 mM KClI
I mM MgSO,4 x 7 H,O
50 mM B-Mercaptoethanol
auf pH 7,0 einstellen
ONPG: 4 mg/ml  o-Nitrophenol Galaktose

in 0,1 M KPOy, pH 7,0
sterilfiltriert und als Aliquots bei -20 °C gelagert

Die Expression der Proteine wurde mittels Western-Blot nachgewiesen.
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2.9 Zellkultur

2.9.1 Zelllinien

COS-1: Affennieren-Zelllinie, SV-40 transformiert (ATCC CRL 1650 adhérent,
DMEM)

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

NIH 3T3: Maus-Fibroblasten-Zelllinie (ATCC 1658, adhdrent, DMEM)

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

HepG2: humane Leberkarzinom-Zelllinie (ATCC HB-8065, adhidrent, DMEM)

Fibroblasten: primére Zelllinie (adhdrent, DMEM bei kurzzeitiger Kultivierung)
T48D: humane Prostata-Krebszelllinie (adhérent)

2.9.2 Zellkulturmedien

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

FKS (Fotales Rinder Serum (Life Technologies))

einmalig vor Gebrauch 30 min. bei 56 °C Hitze-inaktivieren

Trypsin/ EDTA (VT): 2 g/l Trypsin
0,2 g/l EDTA
in PBS (pH 7,2) ohne Ca*"/ Mg*"

Penicillin/ 6 g/l Penicillin (Griinenthal)
Streptomycin 10000 (pg/ml) Streptomycin in
8,0 g/l NaCl
0,4 g/l KCI1
1,0 g/l Glukose
0,35 g/l NaHCOs
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2.9.3 Kultivierung der Zellen

Alle Saugerzelllinien wurden in Brutschrinken bei 37 °C unter Begasung mit 5 oder
7,5% CO, in wassergesittigter Atmosphédre kultiviert. Die Arbeiten wurden
ausnahmslos unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Sdmtliche Gerdte und Losungen

wurden vor der Benutzung sterilisiert.

2.9.4 Passagieren von Zellen

Zum Passagieren wurde das Kulturmedium von den adhédrent wachsenden Zelllinien
vollstindig abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und die subkonfluenten
Zell-Monolayer durch eine 3-5-miniitige Inkubation mit VT abgelost. Ein Teil der
Zellen wurde auf andere Zellkulturschalen (Nunc) verteilt. Wenn fiir einige
Experimente eine bestimmte Zelldichte bendtigt wurde, ist diese mittels einer

Neubauer-Zahlkammer ermittelt worden.

2.9.5 Transiente Transfektion von Zellen

Die Transfektion von Sdugerzellen erfolgte, je nach der Zielsetzung des Experimentes,

durch drei unterschiedlichen Verfahren.

2.9.5.1 Calciumphosphat

Eines dieser Verfahren war die Calciumphosphat-Prizipitationsmethode. Hierzu wurden
2 — 5 pg der jeweiligen Plasmid-DNA mit 6 pl 2 M CaCl, versetzt, in einem
Gesamtvolumen von 50 pl sterilen bidest Wasser aufgenommen und nach 5 min. unter
Verwirbeln tropfchenweise zu 50 ul 2x HBS hinzugefiigt. Das Gemisch wurde
tropfchenweise auf vorbereitete, in 12-well-Platten (Nunc) ausplattierte Zellen gegeben.
Es schloss sich eine Inkubation bei 37 °C und 3,5 % CO, an. Nach 16 h wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, mit neuem Medium versetzt und bei 37 °C und 5 oder 7,5

% CO, fur weitere 24 h inkubiert.
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2x HBS: 50 mM HEPES, pH 7,05
280 mM NaCl
10 mM KCl
1,5 mM NazHPO4 X 2H20
12 mM Glucose

2.9.5.2 Elektroporation

Die Methode der Elektroporation wurde fiir die Transfektion Sduger-Zellen
angewendet, die sowohl fiir Expressions- also auch fiir Immunfluoreszenz-Studien
benotigt wurden. Die Zahl der lebenden Zellen wurde mit Trypanblau-Ausschluf3 (0,2 %
Trypanblau) in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Alle Transfektionsansétze einer
Versuchsreihe enthielten gleiche DNA-Mengen (1 - 5pug) und 1 — 3 x 10° Zellen
(Expressionsstudien) bzw. 1,5 x 10° Zellen (Immunfluoreszenz) in 200 ul DMEM-
Medium (ohne FKS und Antibiotika). Die Zellen wurden in Elektroporationskiivetten
(0,4 cm, Invitrogen) einem Puls von 230 V/cm und 500 pF (gilt fiir COS-7 Zellen) oder
950 uF (gilt fiir NIH-3T3 Zellen) ausgesetzt und nach einer 5-miniitigen Inkubation auf
6 oder 10 @ cm Schalen (Nunc) iiberfiihrt (fiir Inmunfluoreszenz auf 12-well-Schalen).
Nach einer 24-stiindigen Inkubation im Brutschrank (bei 37 °C und 5 oder 7,5 % CO,)

wurden die Zellen geerntet.

2.9.5.3 Transfektion mittels FUGENE (Roche)

Zum Erreichen hoher Transfektions-Effizienzen bei der Verwendung mehrerer Plasmide
(fir funktionelle Luciferase-Reporter Experimente), wurden HepG2 bzw. COS7 Zellen
mittels FUuGENE transfeziert. Hierzu wurden die entsprechenden Plasmide mit 50 pl
(pro Ansatz) DMEM Medium (ohne FKS und ohne Antibiotika bzw. Antifungiziden)
vermischt. In einem zweiten Eppendorfgefdl wurden ebenfalls 50 ul DMEM Medium
(ohne Zusitze) und die dreifache Menge an FuGENE, bezogen auf die Menge der zu
transfezierenden Plasmide (w/v), zugesetzt. Es folgte das vorsichtige Uberfiihren der in
50 ul DMEM Medium gelosten Plasmide in das FuGENE/DMEM Gemisch und eine 20
— 30-miniitige Inkubation bei RT. Anschliefend wurde der Ansatz tropfchenweise auf
vorbereitete, in 6- oder 12-well-Platten ausplattierte Zellen gegeben und fiir 48 h bei 37
°C inkubiert.
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2.9.6 Luciferase-Reporter Assay

Zur Untersuchung der potentiellen Eigenschaften der identifizierten TRPSI-
Bindeproteine auf die durch TRPS1 vermittelte Repression, wurden Luciferase-
Reporter Experimente durchgefiihrt. Die hierfiir durchgefiihrten Transfektionen von
HepG2 bzw. COS-7 Zellen erfolgten mittels FuGENE (siehe 2.9.5). Das aD3
Reporterkonstrukt enthélt multiple AGATAG Sequenzen stromaufwirts zum Luciferase
Gen (Shoichet et al., 2000). In den jeweiligen Transfektionen wurden unterschiedliche
Mengen (0,25 — 1 pg) des aD3 Reporterplasmids und des fiir den GATA
Transkriptionsfaktor kodierenden XGATA4-Plasmids verwendet. Die Menge an
eingesetztem TRPSI und dem fiir jeweiligen Bindepartner kodierenden Plasmid (LC8a,
RNF4, TOPORS) variierte zwischen 0,25 — 1,5 pug. Um die Menge der verwendeten
DNA innerhalb eines Experiments zu normieren wurden die Ansidtze bei Bedarf mit
leerem Plasmid aufgefiillt.

Nach einer 48stiindigen Inkubation (37 °C) der transfizierten Zellen wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und in Lyse-Puffer (4 °C) aufgenommen. Ein
Teil jedes Ansatzes wurde mit einem Luciferase-Puffer verdiinnt (1:3, 1:5 oder 1:10)
und die Luciferase-Aktivitdit luminometrisch gemessen (LUMAT LB9507). Jedes
Experiment wurde in mindestens drei unabhingigen Versuchsdurchgingen wiederholt

und die ermittelten Aktivitdten gemittelt.

Lyse-Puffer: 25 mM Tris (pH 7,8)
2 mM l,2—Diaminocyclohexan—N,N,N',N'-tetra Essigsédure
10 % Glycerin
1% Triton X-100

frisch hinzugeben:

2 mM DTT
0,3mM  PMSF

2 ug/ml  Aprotinin

Luciferase-Puffer: 25mM Glycyl-Glycine
15 mM KzHPO4
15 mM MgSO4
4 mM EGTA
frisch hinzugeben:
40 uM ATP
40 uM DTT
0,3 ng/ml Luciferin
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2.9.7 Immunfluoreszenz

Fiir Immunfluoreszenzstudien wurden 30000 - 50000 Zellen (NIH 3T3, COS-7 oder
Fibroblasten) pro well (12-well-Platte) auf runde Objekttragerglischen (@ 15 mm)
ausgesdt und 5-8 h spiter mit bis zu 8 pg DNA mittels der Calciumphosphat-
Prézipitationsmethode transfiziert oder 2 pg DNA bei Anwendung der Elektroporations-
Methode. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen fiir
weitere 24 h inkubiert. Zum Nachweis endogener Proteine wurden die Zellen nur
ausgesit (primédre humane Fibroblasten). Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen 10 min. mit Methanol fixiert. Im Anschluss daran wurden die fixierten Zellen
2x mit PBS gewaschen, 30 min. mit Immunfluoreszenz-Puffer (I-Puffer) dquilibriert
und eine Stunde mit dem entsprechenden Primér-Antikorper (1:100) in 200 pl I-Puffer
inkubiert Nach 2-maligem Waschen mit [-Puffer wurden die Zellen mit einem
entsprechenden Zweit-Antikorper (1:100) in 200 pl I-Puffer fiir 60 min. inkubiert. Die
Kern-DNA wurde mit DAPI (200 pg/ml; 1:200) gefdarbt (30 min., in 200 ul I-Puffer).
Zur Konservierung wurden die Pridparate mit dem Prolong Antifade Kit (Molecular
Probes) eingedeckelt. Nur GFP-transfezierte Zellen wurden mit Methanol fixiert, mit
PBS gewaschen, in Immunfluoreszenz-Puffer dquilibriert und in Prolong Antifade Kit

eingedeckelt.

Immunfluoreszenz-Puffer: 10 mM  Tris-HCI, pH 7,05
100 mM NaCl
0,05% Tween 20
0,5%  BSA (Fraktion V)

Fiir die Immunfluoreszenzaufnahmen wurde ein confokales Laser-Scanning-Mikroskop

(CLSM-Mikroskop, Carl-Zeiss) verwendet.

26



Material und Methoden

2.10 Proteine

2.10.1 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Die Gewinnung von Gesamtzell-Extrakten erfolgte durch die Aufnahme adhirent
gewachsener Zellen in eiskaltem PBS, die mit einem Gummischaber von der
Kulturschale abgelost wurden. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (1000 rpm, 5

min.) sedimentiert und in Flag-Lysis-Puffer aufgenommen.

Flag-Lysis-Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NaCl

1 mM CaCl,

1 % Triton-X-100

1:1000 DTT (1M)/ Proteinase-Inhibitoren (vor

Gebrauch dazugeben)

Proteinase- 100 mg/ml  Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Inhibitoren: 1 mg/ml Pepstatin

1 mg/ml Bestain

in 80 % Methanol und 20 % DMSO

1 mg/ml Aprotenin
1 mg/ml E64

1M NA3VOy4
IM Na;MnOy4
in bidest H,0

Nach Sedimentierung aller unldslichen Zellbestandteile wurde aus dem Uberstand mit
2 ul eine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt (Bradford-Reagenz). Fiir eine
Analyse durch SDS-PAGE wurden, wenn nicht anders angegeben, 20 pug Protein (pro
Spur) mit 4x SDS-Probenpuffer 5 min. bei 95 °C denaturiert und auf ein SDS-Gel

aufgetragen.

2.10.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Losung (Bradford, 1976)
Es wurden jeweils 798 ul H,O + 2 ul Proteinlosung mit 200 pul Bradford Reagenz

versetzt, 5 min. bei RT inkubiert und die Extinktion bei 595 nm im Photometer

(Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) gemessen. Parallel wurde auf gleiche Weise eine
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Kalibrierungskurve erstellt (BSA in H,0). Mit Hilfe dieser Kalibrierungskurve konnte

die Proteinkonzentration der unbekannten Losung bestimmt werden.

Bradford Reagenz: 100 mg Serva Blue G
50 ml  Ethanol

100 ml  Phosphorsdure
ad 200 ml H,O, Lagerung bei 4 °C

2.10.3 In vitro Synthese von Proteinen

Zur in vitro Synthese wurde das "TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate"-System
(Promega) nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Jeder Ansatz (50 pl) enthielt
25 ul Retikulozyten-Lysat, 2 ul Puffer, 1 pul Polymerase (je nach Vektor: Sp6-, T7- oder
T3-Polymerase), 1 pl AS-Mix -Met, 1pul RNasin (40 U/ul), 4 pl **S-markiertes
Methionin (10 mCi/ml) und das DNA-Ausgangskonstrukt (1-2 pg). Aus diesem Ansatz
wurde 1- 10 ul durch SDS-PAGE und anschlieBender Autoradiographie analysiert.

2.10.4 EMSA (Electrophorectic Mobility Shift Assay) (nach van den Bemd et al.,
2002)

Die Interaktion von TRPS1 zur DNA wurde durch die EMSA Technologie analysiert.
Hierzu wurden jeweils 1 — 5 pl der in vitro synthetisierten Proteine (sieche 2.10.3)
vermischt und fiir 30 min. bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation konnte bei Bedarf
ein entsprechender Antikorper (1 pl) zugesetzt werden, der im Falle einer Interaktion zu
einer der verwendeten Komponenten einen Mobilititsshift bewirkte. Parallel dazu
erfolgte die Inkubation des radioaktiv-markierten Oligonukleotids (1 pl pro Spur
(40.000 cpm/pul)) in 20 pl Oligo-Puffer, der mit einem 1ug poly dldC versetzt wurde. Im
Anschluss wurden die Oligonukelotid Losung (ca. 23 pl) mit dem Proteinansatz
vermischt und fiir 15 min. bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgte eine
Auftrennung der einzelnen Gemische durch eine Gelelektrophorese (200 V, 2 h, 4°C).
Anschliefend wurde das Gel getrocknet und mit einem Rontgen-Film oder einer

Imager-Platte fiir 7 — 20 Tage exponiert.

28



Material und Methoden

Oligo-Puffer: 40 mM KCl
20 mM HEPES (pH 7,7)
1 mM MgCl,
0,1 mM EDTA
unmittelbar vor Gebrauch hinzufiigen
0,4 mMDTT
4% (w/v) Ficoll

Vorbereitung der Acrylamid-Gele

2 Gele: 10 ml 5x TBE Laufpuffer: 300 ml 5x TBE
10 ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamid (80:1) 2700 ml H,O
80 ml H,O
50 ul TEMED

250 pl 20 % APS

Die Gele sollten vor dem Gebrauch iiber Nacht bei 4 °C gelagert werden.

2.10.5 Co-Immunprazipitation von Proteinen

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

Fiir Co-Immunprézipitations-Analysen in transfizierten Systemen wurden COS7-Zellen
mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert (Elektroporation). Ein Plasmid enthielt
hierbei die gesamte kodierende cDNA des TRPSI Transkriptionsfaktors als GFP- oder
Flag-Fusionsprotein. Das zweite Plasmid kodierte fiir den jeweils zu analysierenden
Bindepartner (LC8a, RNF4 oder TOPORS). Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen 1x
mit PBS gewaschen, abgeldst, sedimentiert (1000 rpm, 5 min.) und in Flag-Lysis-Puffer
aufgenommen. Fiir Flag-Immunprizipitationen wurde die "M2-affinity-gel-suspension"
(Sigma-Aldrich) verwendet. Es wurden fiir 15 Immunprézipitationen 500 ul "M2-
affinity-gel-suspension" eingesetzt. Die Suspension wurde durch 5-maliges Waschen
mit Flag-Lysis-Puffer (inklusive 0,5 % BSA) und anschlieBender Resuspension in
1,5 ml Flag-Lysis-Puffer dquilibriert. Es wurden zu dem jeweiligen Zellysat (100 ug
Protein-Extrakt) 100 pl dquilibrierte "M2-affinity-gel-suspension" gegeben und iiber
Nacht in einem Gesamtvolumen von 200 - 250 ul Flag-Lysis-Puffer bei 4 °C unter
Rotation inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min.),
das Pellet 4x mit TBS-Puffer (Flag-Lysis-Puffer ohne Triton-X-100) gewaschen, in 50
- 100 ul 4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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Fiir Co-Immunprézipitationen von endogenen Proteinen aus Extrakten nativer Zellen
(T48D, humane Fibroblasten) wurde 1 mg Gesamtprotein-Extrakt (in Inkubations-
Puffer, IP-Puffer) verwendet. Die hier verwendete Protein-A-Sepharose (Amersham)
wurde durch 5-maliges Waschen mit IP-Puffer und anschlieender Resuspension in 1
ml [P-Puffer dquilibriert (0,1 g fiir 20 Reaktionen). Es wurden 30 pl der Protein-A-
Sepharose Suspension dem jeweiligen Zell-Extrakt zugesetzt (30 — 60 min. Inkubation),
um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Die Sepharose wurde durch
Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand in ein neues GefdB iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden 20 pl des jeweiligen Antikorpers zugesetzt und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 70 ul der Protein-A-Sepharose Suspension und
eine erneute Inkubation bei 4°C fiir 60 — 90 min. Die Sepharose wurde darauf
sedimentiert, 3 — 5x mit Inkubationspuffer gewaschen, in 4 x SDS-Probenpuffer

aufgenommen und zur Analyse auf ein SDS-Gel aufgetragen.

[P-Puffer: 20mM  Tris-HCI, pH =7,8

100 mM NacCl
02mM EDTA
0,1 % NP40

1:1000 DTT + Proteinase-Inhibitoren

2.10.6 Synthese rekombinanter Proteine in Bakterien

Zur Expression rekombinanter Proteine wurde das Glutathion-S-Transferase System
(Pharmacia) verwendet. Dieses System ermdglicht es GST-Fusionskonstrukte in
Bakterien durch IPTG-Induktion zu exprimieren (GST-Vektor: Ampicillin-resistent).
Nach Transformation der jeweiligen Plasmide in MIS5(pREP4) Bakterien
(Kanamycin-resistent) wurden diese auf Amp/Kan-LB-Platten ausplattiert und {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Bakterien-Kolonien
abgeldst, in LB-Medium (inklusive Amp/Kan) angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Bei
einer OD von 0,4 ist die Expression des GST-Fusionsproteines durch Zugabe von 1 — 2
mM IPTG fiir 2 h induziert worden. Die Bakterien-Kultur wurde sedimentiert und in
5Sml PBS/100 ml Bakterien-Kultur aufgenommen. Nach Lyse der Bakterien durch
Ultraschall wurde Triton-X-100 in einer Endkonzentration von 1 % zugesetzt. Nach
einer 30 miniitigen Inkubation wurde das Bakterien-Lysat (bei 6000 rpm und 4 °C fiir

10 min.) sedimentiert. Fiir 100 ml PBS-Bakterien-Suspension wurde 1 ml von der
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Glutathione-Sepharose-Harz Suspension verwendet. Das Glutathione-Sepharose-Harz
wurde durch einmaliges Waschen mit PBS iquilibriert und dem Uberstand des
Bakterien-Lysats hinzugefiigt. Nach einer Inkubation von 30 min. wurde der
Harz-GST-Fusions-Komplex drei Mal mit PBS gewaschen. Die an das Harz
gekoppelten aufgereinigten Proteine wurden in PBS aufgenommen und konnten fiir

weitere Experimente (z.B. Interaktionsstudien) verwendet werden.
2.10.7 Co-Prazipitation von Proteinen in vitro
Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden in einem Gesamtvolumen von 150-

200 ul NETN-Puffer mit 4 pl *’S-markierten in-vitro Translataten oder mit 100 pg
Zellysat versetzt und 2 - 16 h bei 4°C unter Rotation inkubiert.

NETN-Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM NaCl
0,2 mM EDTA
0,2 % NP-40
vor Gebrauch hinzugeben
1:1000 DTT/Proteinase-Inhibitoren

0,25 mg/ml BSA

Nach der Inkubation wurden die Proben bei 2000 rpm, 4 min. abzentrifugiert und die
GST-Sedimente dreimal mit NETN-Puffer gewaschen (ohne BSA). Anschlieend
wurden die GST-Sedimente in 50 pl 4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf einem

SDS-Gel aufgetrennt.

2.10.8 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Proteine wurden in diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamidgelen (8 - 15 %,
je nach Grofe der Proteine) elektrophoretisch in einer Mini-Proteingelapparatur (Keutz)
aufgetrennt. Alle Proteinproben wurden vorher 5 min. bei 95 °C in 4x SDS-
Probenpuffer denaturiert und in 1x SDS-Laufpuffer bei 20 - 30 mA ca. 2-4h
aufgetrennt. Fiir den immunologischen Nachweis wurden die in dem Gel aufgetrennten
Proteine auf eine Nylonmembran transferiert. Zur Detektion von *°S-Methionin

markierten Proteinen wurde das Gel anschlieBend fiir 45 min. in Fixierlosung fixiert,
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Comassie geférbt, anschlieBend entfarbt (mit der Fixierlosung), 2 h bei 80 °C getrocknet

und iiber Nacht mit einem Rontgen-Film oder einer Imager-Platte exponiert.

10 % APS-Losung: 10 %  Ammoniumpersulfat
Trenngelpuffer: 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% SDS
Sammelgelpuffer: 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
0,4% SDS
10x SDS-Laufpuffer: 1,25 M Tris-Base
2M Glycin
1% SDS
4x SDS-Probenpuffer: 62 mM Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS
10%  Glycerin
5% DTT

5% 3-Mercaptoethanol
0,025 % Bromphenolblau

Rotiphorese Gel30: 30%  Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid

Fixierlsung: 10%  Essigsdure
30%  Ethanol

Comassie-Farbelosung: 45% H,O
45 %  Ethanol
10%  Essigsdure
1,25 g/l Comassie R250

2.10.9 Proteintransfer und -nachweis (Western-Blot)

Zum Transfer von Proteinen auf Nylonmembranen wurde das Semi-dry-Verfahren
(Transfer-Apparatur der Firma BIO-RAD) angewendet. Dazu wurde auf der
(Graphit)-Anode ein Blot in folgender Reihenfolge aufgeschichtet: Drei Whatman
3MM-Papiere, eine Hybond C Membran (Amersham), Proteingel und abschlieend drei
Whatman 3MM-Papiere (alle Komponenten mit Transfer-Puffer angefeuchtet). Es
wurde 1,5 bis 2 h bei 1.5 mA/cm® transferiert. Zum Nachweis der Proteine wurden
zundchst freie Bindungsstellen auf der Membran mit Blockierlosung abgesattigt

(Inkubationszeit 30 min.). AnschlieBend wurde der Blot mit dem 1. Antikorper in
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Blockierlosung fiir 1 h bei RT oder liber Nacht bei 4 °C inkubiert. Wenn nicht anders
angegeben wurden die jeweiligen Antikorper 1:1000 eingesetzt.

Die Membran wurde 4x mit PBS gewaschen und fiir 1 h mit einem Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikdrper (1:5000 in Blockierldsung) bei RT inkubiert.
Nach 4-maligem Waschen mit PBS wurde der Western-Blot entwickelt. Hierzu wurden
10 ml der ECL Entwicklerlosung mit 3,1 ul H,O, (30 %) gemischt oder das Lumi-
Light-Plus Western Blotting Substrat (Roche) verwendet. Der Blot anschlieBend fiir
Il min. in der aktivierten Entwicklerlosung geschwenkt und anschliefend in
Haushaltsfolie eingeschlagen. Ein Rontgen-Film (Fuji) wurde aufgelegt und nach

30 sec. bis 5 min. entwickelt.

Transfer-Puffer: 5,82 g/l  Tris-Base
2,93 g/l  Glycin
3,7 5ml 10 % SDS
200 ml Methanol
ad 1000 ml bidest Wasser,

Blockierldsung: 2% Magermilchpulver
in PBS

ECL-Entwicklerlosung: 10 ml/l ECL-A (250 mM Luminol in DMSO)
4,45 ml/l ECL-B (90 mM p-Coumarsdure in DMSO)

in 100 ml  Tris/HCI, pH 8,5, lichtgeschiitzt
bei RT lagern, H,O,
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3. Ergebnisse

3.1 Analysen der vorhergesagten Kernlokalisierungssequenzen im TRPS1
Protein

Nach der Genotyp-Phanotyp Korrelationsstudie von Liidecke et al. (2001), konnte in
zwei nicht verwandten Patienten mit TRPS 1 erstmalig eine Missense-Mutation
auBlerhalb der fiir den GATA-Zinkfinger kodierenden Region des TRPS1 Gens
identifiziert werden. Diese G>A Transition an Position 2855 bewirkt einen Austausch
der Aminosdure (aa) Arginin zu Histidin an Position 952 des TRPSI
Transkriptionsfaktors. Die Familie eines Patienten zeigte eine Korrelation zwischen
dem TRPS I Phénotyp und der identifizierten Mutation auf (Abb. 3.1A). Durch weitere
Sequenzierungen der gesamten fiir das Protein kodierenden TRPS1-Region und des
nicht kodierenden zweiten Exons, konnten keine weiteren Mutationen gefunden werden.
Alle betroffenen Familienmitglieder waren heterozygot flir die G>A Transition, wobei
nicht betroffene Mitglieder der Familie homozygot fiir die Wildtyp-Sequenz waren. Zur
Familie des zweiten Patienten liegen derzeit keine Informationen vor. Zusitzlich konnte
ein weiterer familidrer Fall (Abb. 3.1B) identifiziert werden, der eine C>T Transition an
Position 2854 zeigte. Diese Transition bewirkt einen Aminosédureaustausch des Arginins

952 zu einem Cystein im TRPS1 Protein.

| I

2855G>A Transition 2854C>T Transition
Fall 17343 Fall 18712

Abb. 3.1 Familien-Stammbé&ume der Falle 17343 und 18712

Patienten mit TRPS I sind durch ausgefiillte Symbole dargestellt, Individuen ohne TRPS Phinotyp durch
weille Symbole.
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Das Arginin 952 befindet sich an der letzten Position einer Oligopeptid-Sequenz von
sieben basischen aa, die als zweites Kernlokalisierungssignal im TRPS1 Protein
vorhergesagt wurde (NLS2, RRRTRKR, siehe 1.3). Um festzustellen ob ein Austausch
des Arginins 952 einen Einfluss auf die intrazelluldre Verteilung des TRPS1 Proteins
hat, wurden die TRPS1 Wildtyp Sequenz und zwei mutierte TRPS1-Konstrukte (R952H
und R952C) in einen pEGFP-N3 (Clontech) Expressions-Vektor inseriert (Abb.
3.2A+C). Die Erstellung der Mutanten erfolgte durch eine spezielle Mutagenese PCR-
Technik, wobei das WT-TRPS1-GFP Plasmid als Matrize diente (siche 2.6.2).

A

GATA- IKAROS-ahnlicher
Zf1 zZi2  Zf3 Zf4 25216 Zinkfinger Zinkfinger
b oy
%] %]
I
A A A (WA =\ JA
NH, AN S, A COOH
| | | [l | || | | | ] 1281 aa
SGVF CANCLTTKTSLWRICNANGGYVCNAC‘ GLYQKLHS[TPRPLNIIKQNNGEQIT jiuiuyeed
BB& Bés 9:?0 9“16 9%2
~ Exon5 | Exon 6 S Exon 7 "

B C

IS I TPRPLNITKONNGEQIT Biisei¥nidies]
> RRRTRKH*

RRRTRKC*

Exon5 | Exon7

AExon6 R952C/R952H

Abb. 3.2 Schematische Darstellung des Wildtyp TRPS1 und der mutanten TRPS1 Proteine

(A) Das Wildtyp Protein enthdlt neun potentielle Zinkfinger (Zf)-Motive, grau dargestellt, und zwei
vorhergesagte Kernlokalisierungssequenzen (NLS), die durch schwarze Vierecke symbolisiert werden.
(B) Dem AExon6-TRPS1 Protein fehlt der gesamte von Exon 6 kodierte Bereich und somit der GATA-
Zinkfinger und die vier C-terminalen Aminosduren der ersten NLS. (C) In den mutanten TRPSI
Proteinen R952C und R952H ist die letzte Aminosdure des zweiten NLS entsprechend substituiert.

NIH-3T3 und COS-7 Zellen wurden jeweils mit einem der drei TRPS1-GFP
Fusionskonstrukte transfiziert und die intrazelluldre Verteilung in mindestens 100
Zellen mittels confokaler Laserscanning Mikroskopie (CLSM) analysiert.

Das WT-TRPS1-GFP Protein konnte ausschlieBlich im Zellkern entsprechend
transfizierter Zellen detektiert werden (Abb. 3.3A). Interessanterweise zeigten beide
Mutanten eine vollig andere Verteilung innerhalb der Zelle als das Wildtyp-Protein.
Sowohl das R952C (Abb. 3.3B) als auch das R952H Fusionsprotein (Abb. 3.3C) waren

nicht mehr im Kern vorzufinden, sondern ausschlielich im Zytoplasma. Detaillierte
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Analysen dieser Zellen zeigten eine ubiquitére Verteilung der mutanten TRPS1 Proteine
im Zytoplasma, wobei eine erhohte Konzentration an der AuBBenseite der Kernmembran
beobachtet werden konnten. Die aufgefiihrten Ergebnisse beweisen, dass Mutationen
innerhalb des zweiten vorhergesagten Kernlokalisierungssignals (NLS2) einen
Transport des TRPS1 Proteins vom Zytoplasma in den Zellkern verhindern. Somit

konnte NLS2 als fiir das TRPS1 Protein funktionelles Kernlokalisierungssignal

klassifiziert werden.

R952C R952H AExon6

Abb. 3.3 Intrazelluldre Verteilung des TRPS1-GFP Proteins und spezifischer Mutanten in
transfizierten COS-7 Zellen.

(A) Das WT-TRPS1-GFP Fusionsprotein zeigte sich im Zellkern homogen verteilt. Mutierte TRPS1
Proteine mit einer Substitution des Arginins an Position 952 zu einem Cystein (B) oder zu einem Histidin
(C) wurden ausschlielich im Zytoplasma detektiert. (D) Das trunkierte AExon6-TRPS1 Protein, dem der
gesamte von Exon 6 kodierte Bereich fehlt, zeigte eine intrazelluldre Verteilung wie das Wildtyp Protein
und konnte nur im Kern nachgewiesen werden. Die Abbildung présentiert die mittels CLSM gewonnen
Daten, wobei die mit * markierten Abbildungen die selben Zellen mit einer zusétzlichen DAPI-Féarbung
der Zellkern-DNA zeigen.

Kiirzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Mutation in der Splice-Donor Sequenz im
Intron 6 (IVS6+1 G>T) identifiziert, die zu einem Uberspringen des Exon 6 im
Splicing-Prozess fiihrt. Die Stabilitdt der somit verkiirzten mRNA konnte durch RT-
PCR Untersuchungen gezeigt werden (Liudecke et al., 2001). Dem von dieser mRNA
kodierten Protein fehlt die 41 aa iiberspannende von Exon 6 kodierte Region und

dadurch sowohl der DNA-bindende GATA-Zinkfinger als auch die letzten vier aa des
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vorhergesagten ersten Kernlokalisierungssignals (NLS1, LRRRRG, siehe 1.3). Durch
PCR in vitro Mutagenese wurde das TRPS1-Konstrukt AExon6-TRPS1-GFP generiert,
dem die von Exon 6 kodierte Region fehlt und damit NIH-3T3 und COS-7 Zellen
transfiziert. Untersuchungen der intrazelluldren Lokalisation ergaben, dass das AExon6-
TRPS1-GFP Protein (Abb. 3.3D) ausschlieflich im Kern vorzufinden war. Durch dieses
Ergebnis  konnte die  Funktionalitit des  Hexapeptids = LRRRRG als

Kernlokalisierungssignal (NLS1) im TRPS1 Protein ausgeschlossen werden.

3.2 ldentifizierung potentieller Trps1-Bindeproteine

3.2.1 Das lexA Hefe Zwei-Hybrid System (Fields und Song, 1989; Bartel, 1993)

Zur Identifizierung potentieller TRPS1 Bindeproteine wurde das lexA Hefe Zwei-
Hybrid System verwendet. Da mir eine gut charakterisierte und bereits mehrfach
erfolgreich eingesetzte embryonale Maus cDNA Beute-Bank (Hollenberg et al., 1995)
zur Verfiigung stand wurde das Maus Ortholog Trpsl verwendet, welches zu 93 %
identisch mit dem humanen TRPSI1 Protein ist. Die cDNA Beute-Bank enthielt nach
GroBe selektierte, 350 — 700 bp lange cDNA Fragmente, die an einer aus 9,5 — 10,5
Tage alten Méuse Embryos isolierter RNA generiert und an das 3'-Ende der
kodierenden Region der VP16 aktivierende Doméne gekoppelt wurden.

Da das Trpsl Protein mit einer Linge von 1281 Aminosduren und einer kalkulierten
molekularen Mafle von ca. 141 kDa nur geringem Mafle in Hefezellen gebildet werden
konnte, wurden zwei liberlappende Trps1 Fragmente (F4 und F5) von ungeféhr gleicher
Grofe als Koderproteine verwendet (Abb. 3.4). Das Fragment F4 enthélt die 675 N-
terminalen Aminosduren und beinhaltet die potentiellen Zinkfinger-Motive 1 — 4. Das
C-terminale Fragment F5 (Trpsl aa 635 — 1281) beinhaltet die Zinkfinger-Motive 4 — 9
und somit den GATA-Zinkfinger als auch den C-terminalen IKAROS-@hnlichen
Doppelzinkfinger.

Sowohl das F4 als auch das F5-Konstrukt wurde jeweils in das lexA-Kdderplasmid
(p414M25LexNO) inseriert, um damit den Hefestamm L40 zu transfizieren. Durch die
Insertion in das Kdderplasmid wurden die Trpsl-Konstrukte 5' mit der fiir die DNA-
bindenden Doméne des lexA Proteins kodierenden Region fusioniert (lexA-F4 bzw.

lexA-F5). Die Expression der Fusionskonstrukte wurde durch Western-Blot Analyse
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unter Verwendung eines kommerziellen alexA Antikorpers (Santa Cruz) tlberpriift
(Abb. 3.4B). Es wurden 20 bis 30 Hefeklone auf die Expression der Kdderkonstrukte
untersucht und der Klon mit der stirksten Expression des betreffenden Konstruktes in

den sich anschliefenden Experimenten verwendet.

GATA- IKAROS-ahnlicher B
Zf4 Zf5Z16 Zinkfinger Doppelzinkfinger

Zf1 rd -3 Zf3
H

NH, !\t ﬂ ﬂ R_M n= M COOH

| = O:OO O] GO]

1 v v v 1281 173

r—{(—{(—{) 1 "

 lexs,
= V—Vv—V 575 83—

f
Hexrd EO:% F5 UI O:O] o
635 1281

Abb. 3.4 Schematische Darstellung und Expression der im Hefe Zwei-Hybrid System verwendete
Trpsl-Konstrukte

(A) TRPS1 enthilt 1281 Aminoséuren und 9 potentielle Zinkfinger (Zf) Motive. C-terminal zum DNA-
bindenden GATA-Zinkfinger (Zf7) konnte ein Kernlokalisierungssignal (NLS) identifiziert werden. Die
im Hefe Zwei-Hybrid System verwendeten Trps1 Fragmente (F4 und F5) wurden am N-Terminus mit der
DNA-bindenden Doméine des lexA Proteins fusioniert. (B) Zeigt die durch einen alexA Antikdrper
detektierten Fragmente F5 und F4 in Extrakten entsprechend transfizierter Hefen.

Die jeweiligen Hefe-Klone wurden nun nach einer modifizierten LiAc-Methode (Gietz
et al., 1992) mit der ¢cDNA Beute-Bank transfiziert und auf Histidin-defizienten
Agarplatten ausplattiert. Aliquots der Hefekulturen wurden gleichzeitig auf Histidin-
haltigen Medien ausplattiert, um die primdre Transfektionseffizienz iiberpriifen zu
konnen. Die Transfektionsrate konnte dadurch auf 1,55 x 10° (fiir lexA-F4) bzw. auf
1,65 x 10° (fiir lexA-F5) determiniert werden, was eine Reprisentierung der gesamten
Beute-Bank gewéhrleistete.

Auf den Histidin-freien Medien konnten nach einer Inkubationszeit von 2,5 Tagen
insgesamt 28 Einzelkolonien identifiziert werden. Fiinf dieser Kolonien wurden fiir das
Koderkonstrukt lexA-F4 und 23 fiir das Konstrukt lexA-F5 gefunden. Die Kolonien
wurden einzeln kultiviert, die Plasmid-DNA isoliert und damit anschlieend
kompetente DHS5a Bakterien transformiert. Unter Verwendung eines spezifischen VP16
Oligonukleotides wurden die einzelnen Beute-Plasmide sequenziert und die erhaltenen
Sequenzen mittels Computeranalysen (NCBI, BlastN- und BlastP-Homolgiesuche)

charakterisiert.
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Fiir das N-terminale Trpsl Fragment F4 konnte dadurch ein potentieller Bindepartner
ermittelt werden. Drei der fiinf identifizierten Hefeklone kodierten fiir das Fragment aa
137-207 (von 357) des Poly(rC)-bindenden Proteins 1 (Pcbpl). Eine Analyse der zwei
anderen Beute-Plasmide konnte keine ORFs und somit keine weiteren Bindekandidaten

identifizieren.

Die Auswertung der 23 Hefeklone fiir das C-terminale Trps] Fragment F5 ergab sechs
unterschiedliche potentielle Bindeproteine. Eines der Beute-Plasmide kodierte fiir das
Fragment 385-524 (von 793) des Proteins Punc (putatives neuronales Zelladhdsions
Molekiil). Jeweils zwei Plasmide kodierten fiir einen Teil (aa 352-505 von 990) des zu
diesem Zeitpunkt noch nicht beschriebenen Proteins Arkadia und ein Fragment (aa 930-
1006 von 1045) des Topoisomerase I bindenden RS-Proteins (Topors). Jeweils drei
Hefeklone beinhalteten Plasmide die Teile (aa 1-89 von 601) des Ataxin-1
Bindeproteins (Alup) und des RINGfinger Proteins 4 (Rnf4) enthielten. Die fiir
Fragmente des Rnf4 Proteins kodierenden Plasmide enthielten zwei {iberlappende
Fragmente. Eines der Plasmide kodierte die Region aa 1 — 130 des Rnf4 Proteins, die
beiden anderen Plasmide kodierten den Bereich aa 6 — 65, welcher komplett im
kodierten Bereich des ersten Plasmids (aa 1 — 130) enthalten ist. Zwolf der 23
Hefeklone enthielten die gesamte kodierende Region des Proteins Lc8a (dynein light
chain 8), wobei drei dieser zwolf Klone ein Insert mit einer Lange von 369 bp und neun

eines von 571 bp Linge bargen.
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3.2.2 Verifizierung der Hefe Zwei-Hybrid Daten durch ein induzierbares Hefe in

vivo System

Zur Verifizierung der Hefe Zwei-Hybrid Daten wurde ein weiteres Hefe in vivo
Interaktionssystem verwendet. Die Mehrzahl (sechs von sieben) der potentiellen Trpsl
Bindepartner konnten mit dem C-terminalen Fragment F5 identifiziert werden. Dieses
Fragment enthilt neben dem DNA-bindenden GATA-Zinkfinger, die verifizierte NLS
und den IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger und somit alle bisher beschriebenen
funktionellen Regionen. Die im weiteren Teil dieser Arbeit aufgefiihrten Experimente
beschreiben die Analysen der Trpsl-Interaktionen mit den fiir Fragment F5 gezeigten
Bindekandidaten.

Es wurden erneut Trpsl Fragmente mit der DNA-bindenen Doméne des lexA Proteins
gekoppelt und als Kdder eingesetzt. Durch die Erstellung zusétzlicher Trpsl Koder-
Fragmente wurden die Binderegionen des Trpsl Proteins fiir die jeweiligen
Interaktionspartner eingegrenzt. Das Fragment F6 (Trpsl aa 635 — 1184) ist eine C-
terminale Verkiirzung des bereits beschriebenen Fragmentes F5, dem der IKAROS-
dhnliche C-terminale Doppelzinkfinger fehlt. Das Fragment F9 (aa 635 — 984) ist eine
weitere C-terminale Verkiirzung des Fragmentes F6. Dem Fragment F10 (aa 635 — 819)
fehlt neben dem IKAROS-dhnlichen Motiv auch der DNA-bindende GATA-Zinkfinger.
Fragment F1 kodiert fiir die C-terminalen 100 aa des Trpsl Proteins (1182 — 1281) und
Fragment F13 tiiberspannt eine Region von 458 aa (aa 724 — 1181), zwischen den
Zinkfinger-Motiven 6 und 8 (siche Abb. 3.5). Als Beutekonstrukte dienten die im Hefe
Zwei-Hybrid System identifizierten Fragmente der potentiellen Bindepartner, die iiber
einen PCR-Schritt mit fiir das Beute-Plasmid spezifischen Primern in einen
induzierbaren VP16 Vektor (p415GALNVP2) integriert wurden. In diesem Plasmid
steht die Expression des VP16-Beute Fusionskonstruktes unter der Kontrolle eines

Galaktose-induzierbaren und Glukose-reprimierbaren Gall-Promoters (siche 2.8.5).
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Abb. 3.5 Schematische Darstellung und Expression der lexA Kdderkonstrukte

(A) Schematische Darstellung des Trpsl Proteins und der in einem Hefe in vivo System verwendeten
Trpsl Fragmente. (B + C) Zellextrakte transfizierter L40 Hefezellen wurden mit einem alexA Antikorper
auf die Expression der Koderkonstrukte hin untersucht. Die Funktion des alexA Antikdrpers wurde an
einem lexA Protein-Lysat {iberpriift (C, Spur 1).

Der Hefestamm L40 wurde mit den jeweiligen lexA-Trpsl-Konstrukten und den fiir die
spezifischen VP16-Bindepartner kodierenden Plasmiden co-transfiziert. Die Expression
der Fusionskonstrukte wurde mittels Western-Blot Analyse unter Verwendung
kommerzieller alexA- bzw. aVP16-Antikorper (Santa Cruz) tiberpriift (Abb. 3.5B+C).
Im Falle einer Interaktion von Beute- und Koderfragment kam es zur Aktivierung der
Expression des im Hefegenom integrierten lacZ Gens, welches unter der Kontrolle von
acht in Reihe geschalteter lexA-Operatoren steht. Die Aktivitdt der vom lacZ Gen
kodierten B-Galaktosidase konnte durch Zugabe des synthetischen Farbstoffs ONPG

photometrisch gemessen werden.
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Abb. 3.6 Verifizierung der Hefe Zwei-Hybrid Daten und

Binderegionen im Trpsl Protein.
Die Abbildung stellt das Bindeverhalten der jeweiligen Trpsl Fragmente zu den entsprechenden
Fragmenten der potentiellen Bindeproteine dar. Die grauen Balken zeigen die ermittelte f-Galaktosidase-
Aktivitdt unter nicht induzierten und die schwarzen Balken unter induzierten Bedingungen. Der untere
Teil jeder Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Trpsl Proteins mit der jeweilig

identifizierten Binderegion.
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Die Auswertung der so ermittelten Daten ergab, dass die Proteine Topors (aa 930-
1006), Alup (aa 1-89), Punc (aa 385-524) und Arkadia (aa 352-505) mit dem Trpsl
Fragment F5 eine deutliche Interaktion zeigten. C-terminale Verkiirzungen des
Fragmentes F5 (also F6, F9 und F10) fiihrten dabei zum Verlust dieser Interaktionen
(sieche Abb. 3.6A — D). Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion zu vier potentiellen Bindeproteinen (Topors, Alup, Punc, Arkadia)
ausschlieflich iiber die C-terminalen 100 aa des Trpsl Proteins erfolgte. Zur
Verifizierung dieses Ergebnisses wurden die vier entsprechenden Beutekonstrukte mit
dem Trpsl-Konstrukt F1 co-transfiziert. In allen vier Versuchsansidtzen konnte eine
Interaktion des F1 Fragmentes zu den einzelnen Bindeproteinen nachgewiesen werden
(nicht gezeigt).

Das Rnf4 Protein zeigte sowohl Interaktionen zum Trpsl Fragment F5 als auch zum
Fragment F6, wobei die Fragmente F9 und F10 keine Interaktionen zeigten (Abb. 3.6E).
Damit konnte die Rnf4-interagierende Region innerhalb des Trpsl Proteins auf einen
Bereich von 200 aa (Trpsl aa 985 — 1184) eingegrenzt werden, der kein potentielles
Zinkfinger-Motiv enthilt. Lc8a zeigte Interaktionen mit den Fragmenten F5, F6, F9 und
F10, wobei die stirkste Bindung zum Fragment F5 gefunden wurde (Abb. 3.6F,
Experiment A). Aufgrund dieser Beobachtung und der Tatsache, dass vier der fiinf
anderen Proteine im IKAROS-dhnlichen Bereich von Trpsl interagierten, wurden
weitere Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden die Konstrukte F1 und F13 mit dem
VP16-Lc8a-Konstrukt co-transfiziert und erneut die -Galaktosidase-Aktivitit ermittelt
(Abb. 3.6F, Experiment B). Es zeigte sich auch hier eine Interaktion zum IKAROS-
dhnlichen Bereich (Fragment F1). Das Fragment F13, welches die Region zwischen F10
und F1 {iberspannt (Trpsl aa 724 — 1181), zeigte keine Interaktion. Somit konnten zwei
einzelne Regionen im Trpsl Protein die eine Bindung zu Lc8a zeigten identifiziert
werden. Region A iiberspannt die aa 635 bis 723 und beinhaltet die drei potentiellen
Zinkfinger-Motive Zf 4 — 6. Region B iiberspannt die letzten 100 aa (1182 — 1281) und
enthdlt den IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger.
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3.2.1.1. Analysen zur Bildung von TRPS1 Homodimeren

Eine der charakteristischen Eigenschaften des IKAROS-Doppelzinkfingers ist die
Bildung von Homodimeren. Obgleich der hohen Homologie des C-terminalen Trpsl-
Doppelzinkfingers (Zf 8+9) zum IKAROS-Doppelzinkfinger, konnte in den hier
durchgefiihrten Hefe Zwei-Hybrid Experimenten kein fiir Trps1 kodierender Hefe-Klon
identifiziert werden. In zusitzlichen Hefe in vivo Analysen sollte die Bildung von
Trps1-Homodimeren untersucht werden. Dazu wurden Hefen jeweils mit dem F1-lexA-
oder dem F5-lexA-Konstrukt und dem VP16-F1-Konstrukt co-transfiziert. Eine
Uberpriifung der Expression der jeweiligen Fusionskonstrukte erfolgte durch Western-
Blot Analysen. In keinem der durchgefiihrten Experimente konnte eine Interaktion der

verwendeten Fragmente nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

3.2.3 invitro Analysen der Trpsl Interaktionen

In weiteren biochemischen Experimenten sollten die in Hefe-Systemen identifizierten
Interaktionen von Trps1 verifiziert werden. Hierzu wurden die Trps1-Konstrukte F6, F9
und F10 in das Plasmid pcDNA3 integriert. Die Synthese der trunkierten Trpsl Proteine
erfolgte in einem Retikulozyten-Lysat unter Verwendung einer radioaktiven S
Methionin-Quelle und wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBender Rontgenfilm
Analyse iiberpriift (Abb. 3.7).

Konstrukte der spezifischen Fragmente potentieller Trps1-Bindepartner wurden durch
die Insertion in das Plasmid pGEX-4T2 am 5'-Ende mit dem GST Gen fusioniert. Es
folgte eine Transformation des bakteriellen Expressionsstamms M15 (pREP4) mit den
jeweiligen GST-Fusionskonstrukten, deren Expression durch IPTG induziert wurden.
Lysate der entsprechenden Bakterien wurden mit einem Glutathion-Sepharose-Harz
inkubiert, wodurch die GST Fusionsproteine an die Harze gekoppelt wurden. Es schloss
sich eine Zugabe der in vitro synthetisierten und radioaktiv markierten Trps] Fragmente
an. Darauf folgte die Analyse der Glutathion-Sepharose-Harze mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 in vitro Experiment zur
Analyse der Interaktion von Trpsl zu
Lc8a und Alup

GST-Lc8a und GST-Alup
Fusionsproteine ~ wurden an  ein
Glutathion-Sepharose-Harz ~ gekoppelt
und mit in vitro synthetisiertem und
radioaktiv markierten Trps1 Fragmenten
inkubiert. Die erfolgreichen Synthesen
der Fragmente F6 (Spur 3), F9 (Spur 6)
und F10 (Spur 9) wurden -einzeln
tberpriift.  An der mit GST-Lc8a
gekoppelten Matrix konnten alle Trpsl
Fragmente identifiziert werden (Spuren
1, 4 + 7), wohingegen kein Trpsl
Fragment an den mit GST-Alup
beladenen Harzen detektiert werden
konnte (Spuren 2, 5 + 8).

Wie bereits in den Hefe-Systemen ermittelt werden konnte (siehe 3.2.2) zeigte das GST-

Lc8a Fusionsprotein eine Interaktion zu den Trpsl Fragmenten F6, F9 und F10 (Abb.

3.7). Das GST-Rnf4 Protein konnte hier leider nicht analysiert werden, da es nicht

moglich war ausreichende Mengen des GST-Rnf4 Fusionsproteins an das Glutathion-

Sepharose-Harz zu koppeln. Die GST Fusionsproteine GST-Alup (Abb. 3.7), GST-

Punc, GST-Topors und GST-Arkadia zeigten, wie in den bereits beschriebenen Hefe-

Systemen, keine Interaktion zu den hier verwendeten Trps1 Fragmenten. Die mit diesen

Proteinen interagierende Region in Trpsl wurde auf die C-terminalen 100 aa

eingegrenzt (siche 3.2.2). Da es hier nicht moglich war Trpsl Fragmente dieser Region

(F5 und F1) erfolgreich in vitro zu synthetisieren, konnten die fiir diese Proteine in den

Hefe-Systemen ermittelten Daten nicht eindeutig verifiziert werden.
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3.3 Analyse der TRPS1 Protein-Protein Interaktionen in Saugerzellen

Alle bisher beschriebenen Untersuchungen wurden mit den murinen Orthologen der
jeweiligen Proteine durchgefiihrt. Fiir alle sich anschlieBenden Experimente wurden
ausschliefllich die humanen Orthologe verwendet. Im Rahmen der hier vorgestellten
Promotionsarbeit konnten bisher drei der identifizierten TRPSI1-Bindekandidaten

(RNF4, LC8a und TOPORS) untersucht werden.

Um die physiologische Relevanz der unterschiedlichen Protein-Protein Interaktionen zu
untersuchen mussten zuerst die in Hefe- und in vitro Systemen gefundenen Daten in
Sduger-Zellsystemen verifiziert werden. Die vollstindigen cDNAs der kodierenden
Regionen von LC8a und RNF4 wurde durch PCR an einer fetalen Gehirn cDNA-Bank
(Clontech, cat. #7402-1) generiert und in das Plasmid pFLAG-N3 inseriert, wohingegen
die ¢cDNAs von TRPS1 und TOPORS in die Plasmide pFLAG-N3 und pEGFP-N3,
bzw. pEGFP-C (Clontech) integriert wurden.

3.3.1 Die Interaktion von TRPS1 und LC8a

3.3.1.1 Expression und Co-Immunprazipitierung

Um die Interaktion von TRPS1 und LC8a zu zeigen wurden COS-1 Zellen mit dem
TRPS1-GFP und dem LC8a-Flag Plasmid oder cinem der Plasmide und dem
entsprechenden leeren Plasmid co-transfiziert. Die Expression der Fusionskonstrukte
wurde durch Western-Blot Analysen unter Verwendung eines oTRPS1 Antiserum
(SN552/SN653, siche Chang et al., 2002) bzw. eines aFlag Antikorpers (Santa Cruz)
iiberpriift. Sowohl das LC8a-Flag Protein (Abb. 3.8A) als auch das TRPS1-GFP Protein
(Abb. 3.8B) konnte nur in den jeweils spezifisch transfizierten bzw. co-transfizierten
Zellen gezeigt werden. Um die Interaktion der beiden Fusionsproteine zu iiberpriifen
wurden die Zellextrakte mit einer M2-aFlag-Sepharose inkubiert und anschlieend
mittels Western-Blot Analyse untersucht. In den Extrakten aus TRPS1-GFP+LC8a-Flag
co-transfizierten Zellen konnte ein deutliches TRPS1-GFP Signal gefunden werden
(Abb. 3.8C, Spur 4). Kein Kontroll-Experiment zeigte ein TRPS1-Signal (Abb. 3.8C,
Spuren 1-3), wodurch unspezifische Interaktionen der Fusionsproteine zu einer der
verwendeten Komponenten ausgeschlossen werden konnten.
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Abb. 3.8 Expressionen und Co-Préazipitierung von TRPS1 und LC8a

Die Expression der TRPS1-GFP und LC8a-Flag-Konstrukte wurde in Zellextrakten transfizierter COS-1
Zellen mittels Western-Blot Analysen {iiberpriift. (A) Das LC8a-Flag Protein konnte durch die
Verwendung ecines oFlag Antikorpers in mit leerem pGFP (Spur 1) oder TRPS1-GFP (Spur 2) co-
transfizierten Zellen detektiert werden. (B) Das TRPS1-GFP Fusionsprotein konnte durch ein aTRPSI
Antiserum (SN652) in LC8a-Flag (Spur 1) oder pFlag (Spur 3) co-transfizierten Zellen nachgewiesen
werden. (C) TRPS1-GFP und LC8a-FLAG konnten in spezifisch transfizierten COS-1 Zellen co-
préazipitiert werden. Die Immunprizipitierung wurde durch die Verwendung einer M2-oFlag-Matrix
durchgefiihrt. Die so erhaltenen Prizipitate wurden anschlieBend mit dem aTRPS1 Antiserum auf das
Vorhandensein des TRPS1-GFP Fusionsproteins untersucht. Die Spuren 1 und 2 sind Negativ-Kontrollen
in denen ein leeres pFlag Plasmid verwendet wurde, um unspezifische Interaktionen des TRPS1-GFP
Proteins mit der M2-aFlag-Matrix ausschlieBen zu kdnnen. Als zusitzliche Kontrolle wurden Préizipitate
von LC8a-Flag+pGFP co-transfizierten Zellen untersucht (Spur 3). Ein deutliches TRPS1-GFP Signal
konnte nur in TRPS1-GFP+LC8a-Flag co-transfizierten Zellen gefunden werden (Spur 4).

(D, E) Die Expression von TRPS1 und LC8a konnte in Extrakten primérer humaner Fibroblasten gezeigt
werden. Die jeweiligen Banden sind durch Pfeile spezifisch gekennzeichnet. (D) TRPS1 konnte durch die
Verwendung des oTRPS1 Antiserums sowohl in der Zellkern-Fraktion (Spur 2) als auch in der
zytoplasmatischen Fraktion (Spur 1), hier als wesentlich schwécheres Signal, nachgewiesen werden. Jede
der Spuren wurde mit 50 pg Gesamtprotein beladen. (E) LC8a wurde durch einen aL.C8a Antikorper
(Alexis) detektiert (Spur 1). Spur 2 zeigt die Analyse eines Aliquots des aLC8a-Prézipitates und die
erfolgreiche LC8a-Fillung durch den oLC8a Antikorper. Die dritte Spur zeigt ein Aliqout des
Uberstandes, um die Effizienz der Prizipitierung zu priifen. (F) TRPS1 konnte im IP-Sediment durch das
oTRPS1 Antiserums gezeigt werden (Spur 2), wobei die zusétzlichen Banden durch die Verwendung
eines irrelevanten Antiserums als unspezifisch Kklassifiziert werden konnten. Die detektierten
Immunglobulin Seitenketten (Ig) des aL.C8a IgM Antikdrpers wurden entsprechend gekennzeichnet.
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Durch die Verwendung des aTRPS1 Antiserums und kommerzieller aLC8a Antikdrper
(Alexis und Santa Cruz) in Western-Blot Analysen, konnten sowohl das TRPS1 (Abb.
3.8D) als auch das LC8a Protein (Abb. 3.8E, Spur 1) in Extrakten primdrer humaner
Fibroblasten gefunden werden. FEine anschlieBende Trennung der Kern- und
zytoplasmatischen Fraktionen dieser Extrakte zeigte, dass das TRPSI Protein
vorwiegend im Kern (Abb. 3.8D, Spur 2) vorkommt, doch auch in geringerer Intensitét
im Zytoplasma nachweisbar ist (Abb. 3.8D, Spur 1).

Um die Interaktion beider Proteine unter nativen Bedingungen zu untersuchen wurden
Zellextrakte mit einem aL.C8a Antikorper (Alexis) inkubiert, mehrmals gewaschen und
mittels Western-Blot Analyse untersucht (siche 2.10.5). Durch die Verwendung des
alLC8a Antikorpers konnte das erfolgreiche Prizipitieren des LC8a Proteins bestitigt
werden (Abb. 3.8E, Spur 2). Die Analyse eines Aliquots des Uberstandes zeigte kein
LC8a Signal, was als Indikator fiir eine effiziente Prézipitierung gilt (Abb. 3.8E, Spur
3). Eine Untersuchung des aL.C8a Prézipitats mit Hilfe des aTRPS1 Antiserums konnte
TRPS1 als co-prézipitiertes Protein ermitteln (Abb. 3.8F, Spur 2), wobei die
Verwendung eines irrelevanten Antiserums kein Signal im Grofenbereich von TRPS1
zeigte (Abb. 3.8F, Spur 1).

Der TRPS1-LC8a Komplex wurde sowohl unter transfizierten als auch unter nativen
Bedingungen in Sdugerzellen nachgewiesen, was auf eine physiologische Relevanz

hindeutet.

3.3.1.2 Intrazelluléare Verteilung von TRPS1 und LC8a

In weiteren Experimenten wurde die intrazelluldire Verteilung der durch
Immunfluoreszenz markierten Proteine TRPS1 und LC8a untersucht. Hierzu wurden

NIH-3T3 Zellen mit den Fusionskonstrukten TRPS1-GFP und LC8a-Flag transfiziert

und die intrazelluldren Lokalisationen der Proteine mittels CLSM analysiert.
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TRPS1-GFP TRPS1-GFP TRPS1-GFP+LC8a-Flag

LC8a-Flag LC8a-Flag

Abbildung 3.9 Intrazellulare Lokalisierung von TRPS1 und LC8a in transfizierten NIH-3T3 Zellen

NIH-3T3 Zellen wurden mit dem TRPS1-GFP und LC8a-Flag Konstrukt transfiziert. Das TRPS1-GFP
Genprodukt fluoresziert griin und das LC8a-Flag Protein wurde durch die Verwendung eines Maus oFlag
und eines Rhodamin-gekoppelten anti-Maus Antikdrpers rot dargestellt. Die Nuklei wurden durch DAPI
blau angefirbt. (A) TRPS1-GFP ist in nicht co-transfizierten Zellen ausschlieflich im Zellkern
nachweisbar. Es ist dort homogen verteilt. (D) LC8a ist in nicht TRPS1-GFP co-transfizierten Zellen fast
ausschlieflich zytoplasmatisch, wobei es eine homogene Verteilung zeigt. (B) In TRPS1-GFP+LC8a-
Flag co-transfizierten Zellen ist TRPS1 noch immer hauptsidchlich im Zellkern zu finden, es konnte nun
allerdings auch im Zytoplasma gezeigt werden. TRPS1 bildet hierbei eine Art Konzentrationsgradienten
um den Zellkern. (E) LC8a &ndert seine intrazelluldre Verteilung unter diesen Bedingungen dramatisch.
Es ist nun hauptsdchlich im Zellkern lokalisiert, konnte aber auch noch im Zytoplasma identifiziert
werden. (C) Eine Uberlagerung der Abbildungen B + E zeigt, dass die Interaktion beider Proteine (gelb)
vorwiegend im Zellkern aber auch im Zytoplasma gefunden wurde. F zeigt die DAPI Férbung der Kern-
DNA der in B, C und F gezeigten Zellen.

Das TRPS1-GFP Protein konnte in TRPS1-GFP transfizierten Zellen nur im Nukleus
nachgewiesen werden und ist dort homogen verteilt (Abb. 3.9A). Zellen die nur mit
dem LCB8a-Flag Konstrukt transfiziert wurden zeigten, dass sich die Verbreitung des
LC8a-Flag Proteins fast ausschlieBlich auf das Zytoplasma beschrinkt (Abb. 3.9D). In
TRPS1-GFP+LC8a-Flag co-transfizierten Zellen konnte das TRPS1-GFP Protein noch
immer hauptsdchlich im Kern nachgewiesen werden, allerdings war es jetzt auch im
Zytoplasma in einer Art Gradient um den Zellkern detektierbar (Abb. 3.9B).
Interessanterweise zeigte das LCS8a-Flag Protein eine vollig andere intrazellulédre
Verteilung im Vergleich zu nicht mit TRPS1-GFP co-transfizierten Zellen. Es war hier

vorherrschend im Kern, konnte aber auch noch im Zytoplasma nachgewiesen werden
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(Abb. 3.9E). Eine Uberlagerung der TRPS1-GFP und LC8a-Flag Signale zeigte, dass
eine Co-Lokalisierung beider Fusionsproteine zwar hauptsdchlich im Kern aber auch

um den Zellkern herum im Zytoplasma zu finden war (Abb. 3.9C).

In weiteren Analysen sollte die intrazelluldre Verteilung der endogenen Proteine
untersucht werden. Da sich TRPS1 und LC8a in humanen Fibroblasten nicht nur
nachweisen sondern auch erfolgreich co-prizipitieren lieBen, erfolgten die (Co-)
Lokalisierungsstudien in diesem Zelltyp.

Circa 30.000 bis 50.000 Zellen wurden auf einem Deckgldschen kultiviert, mit
Methanol fixiert und mit dem oTRPS1 Antiserum (Kaninchen) und einem
aufgereinigten, anti-Kaninchen, Alexa-farbmarkierten Zweit-Antikdrper (griin)
(Molecular Probes) inkubiert. Die Markierung des LC8a Proteins erfolgte durch
Verwendung des Alexis alLC8a Antikorpers (Ratte) und eines aufgereinigten, Cy3-
markierten (rot), anti-Ratte Antikorpers.

Das TRPS1 Protein zeigte sich erwartungsgemaf3 hauptsédchlich im Zellkern lokalisiert.
Die Verteilung innerhalb des Zellkerns war hierbei allerdings nicht homogen und somit
nicht wie in Experimenten mit dem transfizierten TRPS1-GFP Konstrukt, sondern war
auf rundliche Strukturen im Zellkern beschrénkt (Abb. 3.10A+D). Es wurden insgesamt
mehr als 300 Zellen analysiert, wobei jede der untersuchten Zellen eine bis sechs
derartige rundliche Strukturen aufwies. Des Weiteren konnte ein geringer Anteil von
TRPS1 auch im Zytoplasma detektiert werden (Abb. 3.10A+D). Im Gegensatz zu den
ermittelten  Daten  unter transfizierten Bedingungen zeigte sich  kein
Konzentrationsgradient um den Zellkern, sondern eine unregelmifige Verteilung im
gesamten Zytoplasma.

LC8a konnte in jeder der iiber 300 analysierten Zellen als homogen im gesamten
Zytoplasma verteiltes Protein detektiert werden (Abb. 3.10B+E). Interessanterweise
zeigten ca. 60 % der Zellen LC8a zusitzlich als kernstéindiges Protein. Die Verteilung
des LC8a Proteins innerhalb der Kerne war hierbei nicht homogen, sondern zeigte
einzelne Bereiche erhohter Konzentration wie sie auch fiir das TRPS1 Protein gezeigt

wurden.
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TRPS1+LC8a

Abbildung 3.10 Intrazellulére Co-Lokalisierung von TRPS1 und LC8a in humanen Fibroblasten

Die intrazelluldre Verteilung von TRPS1 und LC8a wurde in priméren humanen Fibroblasten untersucht.
TRPS1 wurde durch ein Kaninchen anti-TRPS1 Antiserum und einen aufgereinigten, Alexa-gekoppelten,
anti-Kaninchen Antikérper griin markiert. Die rote Farbung von LC8a erfolgte durch die Verwendung
eines Ratte anti-LC8a und eines aufgereinigten, anti-Ratte und Cy3-markierten Zweit-Antikdrpers. Die
Zellkerne wurden durch DAPI blau angefarbt (A, B+C). TRPS1 konnte hauptsidchlich im Zellkern
nachgewiesen werden. Es liegt dort nicht homogen verteilt vor, sondern konzentriert sich in rundlichen
Bereichen (A+D). Auch innerhalb des Zytoplasmas konnte TRPS1 gezeigt werden. Es liegt hier diffus
verteilt vor, wobei die Gesamtkonzentration an zytoplasmatischem TRPS1 von Zelle zu Zelle variierte.
LC8a zeigte sich in allen analysierten Zellen als homogen im Zytoplasma verteiltes Protein. Zusétzlich
konnte LC8a auch im Zellkern identifiziert werden (B+E). Die Verteilung innerhalb des Kerns ist hierbei
nicht diffus, sondern #hnlich strukturiert wie die des TRPS1 Proteins. Eine Uberlagerung der Signale
(A+B bzw. D+E) zeigte, dass die Interaktion der beiden Proteine in den rundlichen Strukturen im
Zellkern erfolgt (gelb) (C+F). Eine Interaktion im Zytoplasma konnte nicht gefunden werden.

Eine Uberlagerung der TRPS1- und des LC8a-Signale ergab, dass es in diesen Arealen
erhohter Protein-Konzentration innerhalb des Zellkerns zur Co-Lokalisierung (gelb)
kommt. Im Zytoplasma konnte dagegen keine Uberlagerung der TRPS1- und LCS8a-
Signale beobachtet werden (Abb. 3.10C+F).
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Abb. 3.11 Verteilung des
intranuklearen TRPS1 und LC8a in
humanen Fibroblasten

Die Analyse von mehr als 1000
einzelner TRPS1 bzw. LC8a
Immunfluoreszenz markierter
Fibroblasten zeigte, dass TRPSI in
allen untersuchten Zellen eine bis
sechs rundliche Strukturen erhohter
Protein-Konzentration innerhalb der
Zellkerne bildet (A+B). Das LC8a
Protein konnte neben seiner
zytoplasmatischen Lokalisierung auch
in ca. 60 % der betrachteten Zellen im
Zellkern gefunden werden. Wenn
LC8a im Nukleus detektierbar war
bildete es rundliche Strukturen
erhohter Konzentration, wie sie auch
bei TRPS1 gezeigt werden konnten.

A B
TRPS1 TRPS1
C D
LC8a LC8a

3.3.1.3 LCB8a reduziert die Bindung von TRPS1 an die GATA-Konsensus-Sequenz

Wiéhrend der experimentellen Phase meiner Doktorarbeit zeigten zwei andere
Arbeitsgruppen die Bindung von TRPS1 an die GATA-Konsensus-Sequenz. Studien
mit mutierten bzw. verkiirzten TRPS1 Proteinen zeigten, dass diese Wechselwirkung
tiber den GATA-Zinkfinger (Zf 7) des TRPS1 Proteins erfolgt (Malik et al., 2001;
Chang et al., 2002).

Durch die Anwendung der EMSA (Electrophorectic Mobility Shift Assay) Technologie
sollte ein eventueller Einfluss des LC8a Proteins auf die Bindung von TRPS1 zur DNA
untersucht werden. Hierzu wurden die fiir TRPS1 und LC8a kodierenden cDNAs in den
Vektor pcDNA4.0 integriert und unter Verwendung eines TNT-Retikulozyten-Lysates
(Promega) die entsprechenden Proteine in vitro synthetisiert.

TRPS1 wurde mit unterschiedlichen Mengen LC8a pré-inkubiert und die Protein-
Gemische anschlieBend mit **P radioaktiv markierten Oligonukleotiden, welche die
GATA-Konsensus- Sequenz enthielten, inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine
ansteigende LC8a Konzentration zur einer Verringerung der Anzahl gebildeter TRPS1-
DNA Komplexe fiihrte (Abb. 3.12, Spuren 4-7), vergleichend zur Quantitit der
Komplexe ohne LC8a Zugabe (Spuren 2+8). Durch Zugabe eines aTRPS1 Antiserums

und einen dadurch induzierten Mobilititsshift, konnte die Spezifitit der gebildeten
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TRPS1-DNA Komplexe gezeigt werden (Spur 3). Die Auswertung der Ergebnisse ergab
somit, dass die Bindung von TRPS1 zur GATA-Konsensus-Sequenz durch LC8a

konzentrationsabhédngig reduziert wurde.

1 2 3 45 6 7 8 Abb. 3.12 LC8a reduziert die Bindung
von TRPS1 an die GATA-Konsensus-
Sequenz.

<—verschobener Zur Untersuchung des Einflusses von LC8a

TRPS1-DNA Komplex auf die Bindung von TRPS1 an die GATA-

~<—TRPS1-DNA Konsensus-Sequenz wurde die EMSA

Komplex Technologie angewandt. Die Zugabe

4 ' ansteigender Mengen von LC8a reduzierte

die Bildung von TRPSI-DNA Komplexen
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LC8a (Spuren 2 und 8). Spur 1 zeigt das
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3.3.1.4 Die reprimierende Funktion von TRPS1 wird durch die Interaktion mit
LCB8a reduziert

Im Jahre 2001 konnte in einem Luciferase-Reporter Experiment gezeigt werden, dass
TRPS1 die GATA-abhingige Aktivierung reprimiert (Malik et al., 2001). Dieser
Reporter Assay wurde hier verwendet um festzustellen, ob LC8a einen Einfluss auf die
reprimierende Funktion von TRPS1 hat. Hierzu wurden HepG2 mit den Plasmiden
XGATA4, TRPS1 und LC8a transfiziert. Als Reporter wurde das aD3 Konstrukt
verwendet, welches das Luciferase Gen unter der Kontrolle multipler AGATAA
Elemente enthilt (Stoichet et al., 2000). Die Luciferase-Aktivitdt von Zellen die nur mit
aD3 transfiziert waren wurde als Referenzwert (100 % = 1) definiert (Abb. 3.13, Saule
1). Zellen welche mit XGATA4 und dem Reporter transfiziert wurden zeigten eine
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erhohte Aktivitdt von 5,7 (Sdule 2), die durch die Zugabe einer dquivalenten Menge
TRPS1 (w/w) drastisch reduziert wurde (1,4; Sdule 3). Diese TRPSI-induzierte
Repression konnte durch die Zugabe von LC8a abgeschwicht werden. Es wurden
unterschiedliche Mengen LC8a verwendet um zu iberpriifen, ob die Stirke dieses
Effekts mit dem Verhéltnis von LC8a zu TRPSI1 korreliert. Die Verwendung gleicher
Mengen TRPS1 und LC8a bewirkte eine starke Verringerung der TRPS1-induzierten
Repression (Sdule 4). Das Einsetzen einer geringeren Menge von LC8a (0,6/1) fiihrte zu
einer Reduktion dieses Effekts (Sdule 5). Kontroll-Transfektionen zeigten, dass LC8a
weder alleine (Séule 7) noch in Kombination mit XGATA4 (Séule 6) eine nachweisbare

trans-aktivierende oder reprimierende Funktion hatte.

Luciferase Aktivitat

aD3 + + + + + +

XGATA4 - + + + + e
TRPS1 - - 1 1 -

LC8a - - - 1 0,6 + +

Abb. 3.13 Die reprimierende Funktion von TRPS1 wird durch LC8a reduziert

HepG2 wurden mit dem GATA-abhingigen Luciferase-Reporter-Plasmid aD3 transfiziert und die
ermittelte Aktivitdt als Referenzwert definiert (Sdule 1). Die Aktivitit wurde durch Co-Transfektion mit
dem XGATA4-Konstrukt auf 5,7 (Sdule 2) erhoht und konnte durch die Zugabe einer dquivalenten Menge
TRPS1 (w/w) auf 1,4 reduziert werden (Sdule 3). Diese TRPS1 induzierte Repression wurde durch
ansteigende Mengen LCS8a konzentrationsabhingig reduziert (Sdulen 4+5). Eine transkriptionelle
Funktion von LC8a, alleine (Sdule 7) oder in Anwesenheit von XGATA4 (Saule 6), konnte nicht
gefunden werden.
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3.3.2 Die Interaktion von TRPS1 und RNF4

3.3.2.1 Expression und Co-Immunprazipitierung von TRPS1 und RNF4

In den folgenden Experimenten wurde die Interaktion zwischen TRPS1 und RNF4
untersucht. Dazu wurden COS-1 Zellen mittels Elektroporation mit den Konstrukten
TRPS1-GFP und RNF4-Flag oder einem der Konstrukte und dem entsprechenden
leeren Vektor co-transfiziert. Die Expression des jeweiligen Fusionskonstruktes wurde
durch Western-Blot Analyse unter Verwendung des aTRPS1 Antiserums (Abb. 3.14A)
bzw. des aFlag Antikorpers (Abb. 3.14B) {iberpriift und konnte nur in den entsprechend
transfizierten Zellen gezeigt werden. Um die Interaktion der beiden Fusionsproteine
nachzuweisen erfolgten eine Inkubation der Zellextrakte mit der M2-aFlag-Sepharose
und die Analysen der an die Sepharose gekoppelten Proteine mittels Western-Blot. Nur
in TRPS1-GFP+RNF4-Flag co-transfizierten Zellen konnte e¢in TRPS1-Signal
nachgewiesen werden (Abb. 3.14C, Spur 1). Die Kontroll-Experimente TRPS1-
GFP+pFlag (Spur 2) und pGFP+pFlag (Spur 3) zeigten kein co-prézipitiertes TRPS1-
GFP Protein, wodurch unspezifische Interaktionen der Fusionsproteine zu einer der

verwendeten Komponenten ausgeschlossen werden konnten.

Da es sich hierbei um transfizierte Zellen handelt, lagen beide Genprodukte
tiberexprimiert und somit in einem nicht physiologischen Zustand vor. Um die
Interaktion unter physiologischen Bedingungen nachzuweisen musste eine Zelllinie
gefunden werden, die beide Gene in detektierbarem Malle exprimiert. Da sich, wie
bereits beschrieben, die Interaktion von TRPS1 und LCS8a in primédren humanen
Fibroblasten zeigen lieB (sieche 3.3.1.1), wurden Fibroblasten-Extrakte auf die
Expression von RNF4 untersucht. Durch Western-Blot Analysen und die Verwendung
eines Kaninchen aRNF4 Antiserums (Geschenk von J. Palvimo, siche Moilanen et al.,

1998) konnte das RNF4-Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.14E, Spurl).
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Abb. 3.14 Expression und Co-Prazipitierung von TRPS1 und RNF4

COS-1 Zellen wurden mit den Konstrukten TRPS1-GFP und RNF4-Flag oder entsprechenden Leer-
Plasmiden co-transfiziert. (A) Das TRPS1-GFP Fusionsprotein konnte mit Hilfe eines oTRPSI
Antiserums nur in Extrakten TRPS1-GFP+RNF4-Flag co-transfizierter Zellen nachgewiesen werden
(Spur 2). Kontroll-Experimente mit leerem GFP Plasmid ergaben kein entsprechendes Signal (Spur 1).
(B) RNF4-Flag wurde durch einen kommerziellen aFlag Antikoérper in TRPS1-GFP+RNF4-Flag co-
transfizierten Zellen gezeigt (Spur 1), wobei Kontroll-Experimente kein Signal zeigten (Spur 2). Um eine
Interaktion beider Proteine zu zeigen wurden Zellextrakte mit einer M2-aFlag-Matrix inkubiert und die
Prazipitate mit dem aTRPS1 Antiserum analysiert (C). Das TRPS1-GFP Fusionsprotein konnte nur in
Extrakten TRPS1-GFP+RNF4-Flag co-transfizierter Zellen nachgewiesen werden (Spur 1), Kontrollen
mit leerem Flag Plasmid zeigten kein TRPS1-GFP (Spuren 2-+3).

Die Expression von RNF4 und TRPS1 konnte in Extrakten primérer humaner Fibroblasten gezeigt werden
(D+E). TRPS1 wurde mit einem aTRPS1 Antiserum (D) und RNF4 mit einem aRNF4 Antiserum (E,
Spur 1) nachgewiesen. Durch die Verwendung eines monoklonalen Maus o TRPS1 Antikdrpers wurde das
TRPS1 Protein prazipitiert und das Sediment mit einem oRNF4 Antiserum analysiert (E, Spur 2). Die
Verwendung eines irrelevanten Antikorpers (aX) zur Immunpréizipitierung zeigte kein sedimentiertes
RNF4 (E, Spur 3).

Die Untersuchung der Interaktion beider Proteine erfolgte durch eine Inkubation der
Extrakte mit einem monoklonalen Maus oTRPS1 Antikérper (Geschenk von G.T.

Chang). Die Prézipitate wurden mehrfach gewaschen und anschlieBend mittels Western-
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Blot analysiert. Durch die Verwendung des aRNF4 Antiserums konnte ein deutliches
RNF4-Signal und somit die Interaktion zwischen TRPS1 und RNF4 identifiziert werden
(Abb. 3.14E, Spur 2). Die Verwendung eines irrelevanten Antikdrpers zur
Sedimentation konnte kein RNF4 co-prizipitieren (Abb. 3.14E, Spur 3).

3.3.2.2 Intrazellulare Lokalisierung von TRPS1 und RNF4

Nachdem die TRPSI-RNF4 Interaktion nachgewiesen werden konnte sollte durch
Immunfluoreszenz-Markierungen die intrazelluldre Lokalisation beider Proteine
aufgeklart werden. Dazu wurden NIH-3T3 Zellen einzeln oder gemeinsam mit den
Konstrukten TRPS1-GFP und RNF4-Flag transfiziert bzw. co-transfiziert. Die
Auswertung erfolgte mittels CLSM.

In RNF4-Flag transfizierten Zellen zeigte sich das RNF4-Flag Fusionsprotein, dhnlich
wie das bereits vorher beschriebene TRPS1-GFP Fusionsprotein (Abb. 3.15A, siehe
auch 3.3A und 3.9A), als ubiquitir im Zellkern verbreitet (Abb. 3.15B). In mehr als 100
analysierten Zellen konnte kein zytoplasmatisches RNF4-Flag Signal identifiziert
werden. Die intrazelluldre Verteilung der beiden Fusionsproteine unterschied sich nicht

von der TRPS-GFP+RNF4-FLAG co-transfizierter Zellen. Eine Uberlagerung beider

Signale zeigte, dass es innerhalb des Zellkerns zu Co-Lokalisierungen (gelb) beider

Proteine kam (Abb. 3.15C+D).

Abb. 3.15 Intrazellulére Verteilung
von TRPS1 und RNF4 in
transfizierten NIH-3T3 Zellen

NIH-3T3 Zellen wurden mit einem
TRPS1-GFP und RNF4-Flag
Konstrukt co-transfiziert. Das TRPS1-
GFP Genprodukt fluoresziert griin und
TRPS1-GFP RNF4-Flag das RNF4-Flag Protein wurde durch
die Verwendung eines Maus aFlag
und eines Rhodamin-gekoppelten
anti-Maus Antikorpers rot markiert.
Die DNA der Nuklei wurden durch
DAPI blau angefarbt (C). Sowohl das
TRPS1-GFP (A) als auch das RNF4-
Flag (B) konnten ausschlieBlich als
homogen im Zellkern verteilte
Proteine nachgewiesen werden. Die
Uberlagerung beider Signale zeigte,

dass es im gesamten Zellkern zur Co-
TRPS1-GFP+RNF4-Flag TRPS1-GFP+RNF4-Flag Lokalisierung (gelb) kommt (C+D).
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Da die subzelluldre Verteilung des endogenen RNF4 Proteins in der Literatur sowohl
als nukledr als auch als zytoplasmatisch beschrieben ist (Moilanen et al., 1998; Galili et
al., 2000), wurde die Lokalisierung des endogenen RNF4 in humanen Fibroblasten
untersucht. Zur Visualisierung des RNF4 Proteins wurde das Kaninchen aRNF4
Antiserum und ein Alexa-markierter (griin), anti-Kaninchen Zweit-Antikorper
(Molecular Probes) verwendet. Es zeigte sich das RNF4 sowohl im Zytoplasma als auch
im Zellkern detektierbar war. Die Verteilung innerhalb des Zytoplasmas war hierbei
homogen, wobei RNF4 im Zellkern einzelne rundliche Strukturen erhohter
Konzentration bildete (Abb. 3.16). Diese Strukturen waren wesentlich zahlreicher und
kleiner als die vom TRPS1 Protein gebildeten Strukturen innerhalb des Zellkerns (siehe
Abb. 3.10A+D, 3.11A+B). Co-Lokalisierungs-Experimente zur Untersuchungen des
endogenen TRPS1 und RNF4 konnten zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit nicht
durchgefiihrt werden, da beide fiir diese Experimente verwendbaren Antiseren in

Kaninchen generiert wurden und somit keine spezifische Farbmarkierung durch einen

Zweit-Antikorper moglich war.

Abb. 3.16 Intrazellulare Lokalisation des endogenen
RNF4 Proteins in humanen Fibroblasten

Die intrazelluldre Verteilung des RNF4 Proteins wurde
durch die Verwendung eines Kaninchen oRNF4
Antiserums und eines anti-Kaninchen, Alexa-markierten
(griin) Zweit-Antikorpers mittels CLSM analysiert.
RNF4 konnte sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern humaner Fibroblasten identifiziert werden.
Innerhalb des Zytoplasmas ist es homogen verteilt,
wobei es im Zellkern zu zahlreichen kreisformigen
Akkumulationen erhohter Konzentration kommt.
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3.3.2.3 RNF4 reduziert die Bildung von TRPS1-DNA Komplexen

Da die TRPS1-LC8a Interaktion die Bildung von TRPS1-DNA Komplexen reduziert
(siche 3.3.1.3) sollte auch der Einfluss von RNF4 auf TRPS1-DNA Interaktion
untersucht werden. Hierzu wurden TRPS1, RNF4 und das Trps1 Fragment F10 in vitro
synthetisiert. Das Trps1 Fragment F10 diente dabei als irrelevantes Kontroll-Protein, da
es weder Interaktion zur GATA-Sequenz noch zum RNF4-Protein zeigt. TRPS1 alleine
oder nach Pri-Inkubation mit RNF4 bzw. dem Fragment F10 wurde mit radioaktiv
markierten GATA-Oligonukleotiden inkubiert und die Gemische auf einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (siche 2.10.4).

RNF4 fiihrte zu einer deutlichen Reduzierung der Quantitit gebildeter TRPS1-DNA
Komplexe (Abb. 3.17, Spur 3). Das Fragment F10 zeigte keinen Einfluss auf die Menge
gebildeter TRPS1-DNA Komplexe (Abb. 3.17, Spur 4), im Vergleich zur TRPSI-
Kontrolle (Spur 2). Die Spezifitit der gebildeten TRPS1-DNA Komplexe konnte bereits
vorher durch die Verwendung eines oTRPS1 Antiserums und einen daraus

resultierenden Mobilitétsshift gezeigt werden (siehe 3.3.1.3 Abb. 3.12).

1 2 3 4 Abb. 3.17 RNF4 verringert die Bildung von TRPS1-DNA
Komplexen

Um den Einfluss von RNF4 auf die Bindung von TRPS1 an die
TrPs1-DNA  GATA-Konsensus-Sequenz zu untersuchen wurde in vitro
Komplex synthetisiertes TRPS1 alleine, mit RNF4 oder einem hier nicht
funktionellen Trps1 Fragment (F10) préa-inkubiert, mit radioaktiv
markierten GATA-Oligonukleotiden inkubiert und die Gemische
mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Als
Kontrolle wurde nicht behandeltes Lysat verwendet (Spur 1). Die
Verwendung von TRPS1 fiihrt zur Bildung von TRPS1-DNA
Komplexen (Spur 2). Durch Zugabe von RNF wurde die Anzahl
der gebildeten TRPS1-DNA Komplexen deutlich reduziert (Spur
3). Die Verwendung eines nicht relevanten Proteins, hier F10,

freies welches weder eine Interaktion zu RNF4 noch zum verwendeten
m ~~ Oligonukleotid GATA-Oligonukleotid zeigt, fiihrte nicht zur Verringerung der

- - - <«

Menge gebildeter TRPS1-DNA Komplexe. Freie GATA-

-+ + + TRPS1 Oligonukleotide und die TRPS1-DNA Komplexe sind jeweils
- - + - RNF4 durch Pfeile gekennzeichnet.
- - -+ F10
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3.3.2.4 RNF4 inhibiert die reprimierende Funktion von TRPS1 in der GATA-
regulierten Transkription

Wie bereits erwidhnt konnte gezeigt werden, dass TRPS1 eine reprimierende Funktion
auf die GATA-induzierte Transkription hat (Malik et al., 2001). Diese Repression
konnte durch die Interaktion von TRPS1 zu LC8a reduziert werden (siehe 3.3.1.4). In
weiteren Luciferase-Reporter Experimenten sollte der Einfluss von RNF4 auf die
transkriptionelle Funktion des Transkriptionsfaktors TRPS1 untersucht werden. Hierzu
wurden COS-7 Zellen mit dem Reporter-Plasmid aD3 transfiziert und die ermittelte
Luciferase-Aktivitidt als Referenzwert definiert (Abb. 3.18, Sdule 1). Durch die
Transfektion mit XGATA4 (0,5 pg) konnte die Aktivitit deutlich erhdht (Sdule 2) und
durch Zugabe der halben Menge (w/w) von TRPS1 (0,25 pg) wieder reduziert werden
(Sdule 3). Diese reprimierende Wirkung des TRPS1 Proteins wurde durch die Zugabe
von RNF4 inhibiert (Sdulen 5+7). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich RNF4
aktivierend auf die GATA-regulierte Transkription auswirkt (Sdulen 4+6), wobei RNF4

alleine keinen signifikanten Einfluss auf die Transkription des Reporters hatte (Séule 8).

Luciferase Aktivitat

1 2 3 4 5 67 8

oD3  + + + + o+ + o+ +

XGATA4 - + * 4+ -

TRPS1 - - * -+ -+ -
RNE4: : - [025] [05 ][025]

Abb. 3.18 RNF4 inhibiert die reprimierende Funktion von TRPS1

COS-7 Zellen wurden mit dem Luciferase-Reporter aD3 transfiziert und die ermittelte Luciferase-
Aktivitdt als Referenzwert definiert (Sdule 1). Durch Hinzufiigen des XGATA4 (0,5 pg)
Transkriptionsfaktors kam es zu einem starken Anstieg der Aktivitdt (Sdule 2), der durch TRPS1 (0,25
pg) deutlich reduziert wurde (Sdule 3). Diese durch TRPS1 induzierte Repression konnte durch die
Zugabe von RNF4 inhibiert (Sdulen 5+7) werden. In Kontroll-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
sich RNF4 aktivierend auf die GATA induzierte Transkription auswirkt (Sdulen 4+6), wobei RNF4
alleine keine aktivierende Funktion zeigte (Saule 8).
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3.3.3 Die Interaktion vonTRPS1 und TOPORS

3.3.3.1 Expression und Co-Immunprazipitierung von TRPS1 und TOPORS

Die in diesem Abschnitt aufgefiihrten Experimente beschreiben die Analysen zur
Interaktion zwischen TRPS1 und TOPORS. Zu diesem Zweck wurden COS-7 Zellen
mit den Konstrukten TRPS1-Flag und GFP-TOPORS gemeinsam oder einzeln mit dem
entsprechenden Leer-Plasmid co-transfiziert.

Extrakte entsprechend transfizierter Zellen wurden auf die Expression der jeweiligen
Fusionskonstrukte hin untersucht. Durch die Verwendung eines aFlag bzw. eines aGFP
Antikorpers (Santa Cruz) konnten beide Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb.
3.19). Die Spezifitit der detektierten Banden wurde durch den Einsatz eines a TRPSI1-
bzw. eines aTOPORS-Antiserums (Geschenk von E. Rubin) verifiziert. Um die
Interaktion beider Fusionsproteine zu untersuchen wurden Zellextrakte co-transfizierter
Zellen mit der M2-aFlag-Sepharose inkubiert, gewaschen und mittels Western-Blot
analysiert. Ein Teil der sedimentierten Sepharose wurde durch die Verwendung des
aFlag Antikorpers auf prézipitiertes TRPSI-Flag hin untersucht, wodurch die
erfolgreiche Sedimentierung des TRPS1-Flag Proteins gezeigt wurde (Abb. 3.19B). In
Analysen der verbleibenden Sepharose konnte das GFP-TOPORS Fusionsprotein mit
dem oGFP-Antikorper bzw. dem oTOPORS-Antiserum nur in Zellextrakten GFP-
TOPORS+TRPS1-Flag co-transfizierter Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.19C,
Spur 1 und D). Kontroll-Experimente in denen nur eines der Fusionskonstrukte oder
zwei Leer-Plasmide verwendet wurden zeigten kein Signal, wodurch unspezifische
Interaktionen der Fusionsproteine mit den verwendeten Komponenten ausgeschlossen

werden konnten (Abb. 3.19C, Spuren 2-4).
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Abb. 3.19 Expression und Co-Prazipitierung von TRPS1 und TOPORS

COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten TRPS1-Flag und GFP-TOPORS oder entsprechenden Leer-
Plasmiden co-transfiziert und die Expression der jeweiligen Konstrukte durch Western-Blot Analysen
iiberpriift. Das TRPS1-Flag Fusionsprotein konnte durch einen aFlag Antikdrper nur in Extrakten
entsprechend transfizierter Zellen gezeigt werden (A, Spur 3). Kontroll-Experimente mit leerem Flag-
Vektor zeigten kein TRPS1 Signal (A, Spuren 1+2). Zur Untersuchung der Interaktion der
Fusionsproteine wurden Zellextrakte entsprechend co-transfizierter Zellen mit einer M2-aFlag-Sepharose
inkubiert und die Prazipitate analysiert. Zur Kontrolle wurde die erfolgreiche Prézipitierung des TRPS1-
Flag Proteins durch einen aFlag Antikorper iiberpriift (B). Das GFP-TOPORS Fusionsprotein konnte
durch Verwendung des aGFP Antikorpers nur in den Prézipitaten GFP-TOPORS+TRPS1-Flag co-
transfizierter Zellen identifiziert werden (C, Spur 1). Kontroll-Experimente mit nur einem
Fusionskonstrukt (C, Spur 2+4) oder beiden Leer-Plasmiden (Spur 3) zeigten kein GFP-TOPORS-Signal.
Die Sperzifitit des gezeigten GFP-TOPORS Signals konnte durch die Verwendung des aTOPORS
Antiserums verifiziert werden (D). Das endogene TRPS1 konnte durch das aTRPS1 Antiserum in
Extrakten nativer T48D Zellen nachgewiesen werden (E). Durch das aTOPORS Antiserum konnten in
diesen Extrakten drei Signale identifiziert werden, wobei sich zwei im erwarteten GroBenbereich von
TOPORS befanden (F, Spur 1). Zur Analyse der TRPS1-TOPORS Interaktion wurden T48D Zellextrakte
mit einem monoklonalen aTRPS1 Antikorper inkubiert und die Prizipitate mit dem oTOPORS
Antiserum analysiert. Durch dieses Analyse konnte nur ein Signal in den Prézipitaten identifiziert werden
(Pfeil a). Die Untersuchung des Priizipitat-Uberstandes zeigte ebenfalls eine diskrete Bande (F, Spur 2,
Pfeil b), die unterhalb der im Sediment identifizierten Bande migrierte.
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Da sich das endogene TOPORS Protein nur sehr schwierig nachweisen ldsst
(personliche Mitteilung von E. Rubin) wurde fiir Interaktionsstudien unter nativen
Bedingungen eine spezielle Prostata Krebszelllinie (T48D, Geschenk von G.T. Chang)
verwendet, die eine sehr starke TRPS1 Expression zeigt (Abb. 3.20E). Durch die
Verwendung des aTOPORS Antiserums konnten in Extrakten dieser Zellen drei Signale
identifiziert werden, wobei zwei dieser Signale im kalkulierten molekularen GroBen-
Bereich von TOPORS (ca. 119 kDa) zu finden waren (Abb. 3.20F, Spur 1). Um die
Interaktion zwischen TRPS1 und TOPORS nachzuweisen wurden T48D Zellextrakte
mit einem monoklonalen oTRPS1 Antikérper inkubiert, die Antikorper-Protein
Komplexe sedimentiert, mehrfach gewaschen und mittels Western-Blot analysiert.
Durch die Verwendung des aTOPORS Antiserums konnte eine diskrete Bande im
Bereich von ca. 130 kDa im Sediment detektiert werden (Abb. 3.20F, Spur 3, Pfeil a).
Untersuchungen des Uberstandes zeigten ebenfalls ein Signal, welches im Bereich von

ca. 120 kDa migrierte (Abb. 3.20F, Spur 2, Pfeil b).

3.3.3.2 Intrazelluléare Lokalisation von TRPS1-Flag und GFP-TOPORS in

transfizierten Zellen

Zur Untersuchung der intrazelluliren Verteilung von TRPS1 und TOPORS wurden
COS-7, NIH-3T3 und HelLa Zellen mit TRPS1-Flag und GFP-TOPORS
Fusionskonstrukten transfiziert und mittels CLSM analysiert. Zur Visualisierung des
TRPS1-Flag Proteins wurden ein oFlag und ein Rhodamin-markierter (rot) Zweit-
Antikorper verwendet.

Das so markierte TRPS1-Flag Protein konnte ausschlieBlich im Zellkern von TRPS1-
Flag transfizierten Zellen gefunden werden. Wie in den bereits beschriebenen
Experimenten war es innerhalb des Zellkerns homogen verteilt (Abb. 3.20). Kiirzlich
konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass TOPORS sowohl unter transfizierten als
auch unter nativen Bedingungen innerhalb des Zellkerns in punktférmigen Strukturen
vorliegt. Weitere Analysen zeigten, dass es sich bei diesen Strukturen um so genannte

PML (promyelocytic leukemia)- Kernkorperchen handelt (Rasheed et al., 2002).
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Abb. 3.20 Intrazellulédre Verteilung von
TRPS1 in TRPS1-Flag transfizierten
COS-7 Zellen

COS-7 Zellen wurden mit dem TRPS1-Flag
Konstrukt transfiziert und die intrazelluldre
Lokalisierung des TRPSI1-Flag Fusions-
proteins analysiert. Das Fusionsprotein
zeigte eine homogene Verteilung im
gesamten Zellkern. Teil A zeigt die Zelle mit
und Teil B ohne DAPI Féarbung.

Erwartungsgemal zeigten Analysen von TRPS1-Flag+GFP-TOPORS co-transfizierter
Zellen das GFP-TOPORS Fusionsprotein in punktférmigen Strukturen innerhalb des
Zellkerns (Abb. 3.21A). Interessanterweise konnte das TRPS1-Flag Protein ebenfalls in
punktférmigen Strukturen und nicht mehr als homogen im Zellkern verteiltes Protein
nachgewiesen werden (Abb. 3.21B). Eine Uberlagerung der GFP-TOPORS und
TRPSI1-Flag Signale zeigte eine Co-Lokalisation innerhalb der PML-Kernkoérperchen
(Abb. 3.21C+D). Die Auswertung von mehr als 100 co-transfizierten Zellen ergab, dass
die Anzahl gebildeter punktformiger Strukturen des GFP-TOPORS Proteins grof3er war
als die des TRPS1-Flag Proteins. Des Weiteren konnte das TRPS1-Flag Fusionsprotein
nur in GFP-TOPORS co-transfizierten Zellen innerhalb dieser punktféormigen
Strukturen nachgewiesen werden, wohingegen das GFP-TOPORS Protein auch ohne

das TRPS1-Flag Protein in den PML-Kernkorperchen zu finden war.

Abb. 3.21 Intrazellulare
Lokalisation von TRPS1 und
TOPORS in co-transfizierten
COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden mit den
Konstrukten GFP-TOPORS und
TRPS1-Flag co-transfiziert und
die Lokalisation beider
GFP-TOPORS TRPS1-Flag Fusionsproteine mittels CLSM
analysiert. (A) GFP-TOPORS
konnte innerhalb des Zellkerns in
punktformigen Strukturen, den
PML-Kernkdrperchen gezeigt
werden. (B) Interessanterweise
zeigte sich das TRPSI1-Flag
Protein unter diesen Bedingungen
ebenfalls in  punktformigen

Strukturen. (C+D) Eine
Uberlagerung  beider  Signale
GFP-TOPORS+TRPS1-Flag GFP-TOPORS+TRPS1-Flag zeigte  eine  Co-Lokalisation

beider Fusions-Proteine innerhalb
dieser punktférmigen Strukturen.
Abbildung C zeigt D mit einer
zusitzlichen DAPI Markierung.
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3.3.3.2.1 Untersuchung der intrazellularen Verteilung des endogenen PML und

TRPS1 Proteins in nativen humanen Fibroblasten

Da die derzeit verfiigharen TRPS1- bzw. TOPORS-spezifischen Antiseren in
Kaninchen generiert wurden, war es zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit noch
nicht moglich Co-Lokalisierungsstudien der endogenen Proteine TRPS1 und TOPORS
durchzufiihren. Durch Studien iiber die Verteilung des endogenen TOPORS Proteins
innerhalb der Zelle war bekannt, dass TOPORS in den PML-Kernkdrperchen vorliegt
(Rasheed et al., 2002). Um zu iberpriifen ob das endogene TRPS1 ebenfalls in den
PML-Kernkorperchen nachweisbar ist wurden TRPS1+PML Co-Lokalisierungsstudien
durchgefiihrt. Hierzu wurden ca. 30.000 Fibroblastenzellen auf Deckgldschen kultiviert,
mit Methanol fixiert und die entsprechenden Proteine mit den jeweiligen Antikorpern
markiert. TRPS1 wurde durch das Kaninchen oTRPSI-Antiserum und durch einen
aufgereinigten, anti-Kaninchen und Alexa-markierten (griin) Zweit-Antikorper markiert.
Die Detektion des PML Proteins erfolgte liber einen Maus aPML Antikorper (Santa
Cruz) und einen aufgereinigten, anti-Maus und Cy3-markierten (rot) Zweit-Antikorper.
Das PML-Protein konnte innerhalb der Zellkerne in punktférmigen Strukturen, den
PML-Kernkdrperchen, gezeigt werden (Abb. 3.22A). TRPSI1 konnte neben den bereits
gezeigten groflen rundlichen Strukturen innerhalb des Zellkerns auch in einzelnen
kleineren punktformigen Strukturen identifiziert werden (Abb. 3.22B). Eine
Uberlagerung der TRPS1- und PML-Signale zeigte, dass es innerhalb der kleineren
punktformigen Strukturen zur Co-Lokalisierung (gelb) beider Proteine kommt (Abb.
3.23F). Somit konnte das endogene TRPS1 erstmals innerhalb der PML-
Kernkorperchen gezeigt werden. Zusitzlich konnten einzelne PML-Signale auch
innerhalb der von TRPS1 gebildeten groBeren Strukturen nachgewiesen werden (Abb.
3.22E).
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TRPS1+PML

TRPS1+PML

Abb. 3.22 Intrazellulare Verteilung von TRPS1 und PML in priméren humanen Fibroblasten

Die intrazelluldre Lokalisierung des TRPS1 und des PML Proteins wurde mittels CLSM in humanen
Fibroblasten untersucht. Das TRPS1 Protein wurde durch ein aTRPS1 Antiserums und eines Alexa
markierten (griin) Zweit-Antikérpers und PML durch einen aPML und einen Cy3 markierten (rot) Zweit-
Antikorpers detektiert. (A) Das PML Protein zeigte sich in den typischen PML-Kernkdrperchen. (B)
TRPS1 konnte neben den bereits gezeigten Regionen erhohter Konzentration auch in einzelnen kleinen
punktformigen Bereichen lokalisiert werden. C zeigt eine Uberlagerung der Abbildungen A und B mit
zusitzlicher DAPI Blau Markierung (D) Die Uberlagerung der TRPS1- und PML-Signale zeigte, dass es
innerhalb der kleinen kreisformigen Strukturen zu einer TRPS1-PML Co-Lokalisierung kommt (F). (E)
Interessanterweise konnte das PML Protein auch in den Regionen erhohter TRPS1 Konzentration gezeigt
werden.

3.3.3.3 TOPORS hat keinen signifikanten Einfluss auf die durch TRPS1
vermittelte Repression

In Luciferase Reporter Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl LC8a als
auch RNF4 (siehe 3.3.1.3 und 3.3.2.3) die reprimierende Funktion von TRPSI1 auf die
GATA-regulierte Transkription reduzieren bzw. inhibieren. Unter Anwendung dieses
funktionellen Systems sollte auch der Einfluss von TOPORS auf die regulierende

Funktion von TRPS1 untersucht werden. Hierzu wurden erneut COS-7 Zellen mit dem
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aD3 Reporter transfiziert und die ermittelte Luciferase-Aktivitit als Referenzwert
definiert (Abb. 3.23, Sdule 1). Co-Transfektionen mit XGATA4 fiihrte zu einem
deutlichen Anstieg der Luciferase Aktivitit (Sdule 2), der durch die Zugabe
unterschiedlicher Mengen TRPS1 konzentrationsabhiangig reduziert wurde (Sdulen 3
und 5). Diese TRPS1-induzierte Reduktion wurde durch TOPORS nicht signifikant
beeinflusst (Sdulen 4 und 6). Kontroll-Experimente konnten einen transkriptionellen

Einfluss von TOPORS alleine (Sdule 7) oder in Kombination mit XGATA4 (Saule 8)

ausschlieflen.
i
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oD3 + + + o+ + + + +
XGATA4 - + + o+ o+ 4 - +
TRPS1 - - 025 025 05 05 - -
TOPORS - - - 05 - 05 + +

Abb. 3.23 Einfluss von TOPORS auf die TRPS1-vermittelte Repression

COS-7 Zellen wurden mit den Plasmiden aD3, XGATA4, TRPS1 und TOPORS co-transfiziert. Die
ermittelte Aktivitdt aD3-transfizierter Zellen wurde als Referenz definiert (1). Die Zugabe von XGATA4
(0,5 pg) fithrte zu einem Anstieg der Aktivitdt (2), der durch TRPS1 konzentrationsabhéngig reduziert
werden konnte (3+5). TOPORS zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die reprimierende Funktion von
TRPS1 (4+6). Eine aktivierende oder reprimierende Funktion von TOPORS auf den aD3 Reporter (7)
oder auf die XGATA4 induzierte Transkription (8) konnte nicht gefunden werden.
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3.4 Wird TRPS1 durch TOPORS SUMOyliert?

Da TOPORS in den hier vorgestellten Analysen keinen signifikanten Einfluss auf die
Funktion des TRPS1 Proteins als Repressor hatte, blieb die physiologische Relevanz
dieser Interaktion vorerst unklar. Kiirzlich ist es gelungen eine Funktion von TOPORS
bei der SUMOylierung (SUMO, small ubiquitin-related modifier) spezifischer Proteine
nachzuweisen (personliche Mitteilung von E. Rubin). In unverdffentlichen in vitro
Experimenten konnte TOPORS als E3-SUMO-Ligase von p53 und der Topoisomerase I

identifiziert werden.

Interessanterweise zeigte sich in unseren Western-Blot und Immunprizipitierungs-
Experimenten, dass das TRPSI Protein in einem GroBenbereich von ca. 165-170 kDa
detektiert wird, obwohl das berechnete Molekulargewicht nur ca. 142 kDa betrégt.
Dieser Unterschied von ca. 25 kDa wird vermutlich durch post-translationale
Modifizierungen des TRPS1 Proteins hervorgerufen die bisher noch nicht untersucht
wurden.

Die im folgenden Teil aufgefiihrten Experimente stellen erste Analysen einer moglichen
kovalenten Modifizierung des TRPS1 Transkriptionsfaktors mit einem oder mehreren

SUMO Proteinen dar.

3.4.1 Potentielle SUMOylierungsstellen innerhalb des TRPS1 Proteins

Die stetige Zunahme der Anzahl bekannter SUMOylierter Proteine lieB in den
vergangenen Jahren erste Analysen auf mogliche Konsensus-Sequenzen fiir eine
SUMOylierung zu. Sampson et al. (2001) konnten durch den Vergleich der
Primérstrukturen von elf SUMOylierten Proteinen die Oligopeptid-Sequenz yKXE als
eine mogliche SUMO-Zielsequenz identifizieren, wobei y eine hydrophobe und X eine
beliebige Aminosdure darstellt.
Eine Analyse der Primérstruktur des TRPS1 Proteins zeigte sieben dieser potentiellen
SUMOylierungsstellen (Abb. 3.24). Der Vergleich der TRPS1 Proteine von Mensch,
Maus (Trpsl) und Krallenfrosch (XTrpsl) zeigte, dass alle sieben im menschlichen
TRPS1 Protein identifizierten SUMOylierungstellen im Maus-Ortholog Trpsl
konserviert sind und flinf dieser moglichen SUMO-Zielsequenzen auch im XTrpsl
Protein gefunden werden konnten (Abb. 3.24).
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hTRPS1 MVRKKNPPLRNVASEGEGQILEP IGTESKVSGKNKEFSADQMSENTDQSD
mTrpsl MVRKKHPPLRNVASEGEGQTLEPTATESKVSGKNKELSADQMSENTDQSD
XTrpsl MVRKKNPPLRNIASEGEAQITESAASKREDT ISSKE I STDPMQENSEQSG

AAELNHKEEHSLHVQDPSSSSKKDLKSAVLSEKAGFNYESPSKGGNFPSFPHDEVTDRNMLA
VAELNSKEEHSTHGQEPSSSGKKDLQ I SGLSEKAGFNYESPSKGGSLVSFPHDEVTDRNMLA
LVEHN . SDDHSFHDQEPSSS INKDSASLSLSERAVVNY . SHLKGRN . VYFSPMEVTDRNMLA

FSSPAAGGVCEPLKSPQRAEADDPQDMACTPSGDSLETKEDQKMSPKATEETGQAQSGQANC
FSSPAAGGVCEPLKSPQRAEADDPQDMACTPSGDSLETKEEHKMSPKATEETGPVQSGQANC
LVTTDTRSACDPLKSP IKSEADDTQELASSASVDSLEAKEENDMSPRATDFTVQ. .CGKVDC

QGLSPVSVASKNPQVPSDGGVRLNKSKTDLLYNDNPDPAPLSPELQDFKCNICGYGYYGNDP
QGLSPVSVASKNPQVPSDGGVRLSKPKGDLLVYNDNPDPAPLSPELQDFKCNICGYGYYGNDP
QSSSPASVASDNLHVPSDG IAGLNKSQAVLLVYNDNSDSAPLSPELQDFKCNICGYGYYGNDP

TDLIKHFRKYHLGLHNRTRQDAELDSKILALHNMVQFSHSKDFQKVNRSVFSGVLQD INSSR
TDLIKHFRKYHLGLHNRTRQDAELDSKI1LALHNMVQFSHSKDFQKVNRSVLSGVLQD ISSSR
TDLIKHFRKYHLGLHNRTRQDVELDTKILALHNMVQFSQSKDFQKMNRSVLSGVLQDFNSPR

PVLLNGTYDVQVTSGGTFIGIGRKTPDCQGNTKYFRCKFCNFTYMGNSSTELEQHFLQTHPN
PALLNGTYDVQVTSGGTFIGIGRKTPDCQGNTKYFRCKFCNFTYMGNSSTELEQHFLQTHPN
PVLLNGTYDVQVTFGETFIGIGRKTPDCQGNTKYFRCKFCNFTYLAKSATELEQHFLKTHPN

KIKASLPSSEVAKPSEKNSNKS IPALQSSDSGDLGKWQDK I TVKAGDDTPVGYSVP IKPLDS
KIKVSLPSSEGVKPSEKNSNKS I PALRASDSGDVGKWQDKMTVKAGDDTPVGYSVP IKPLDS
KMK. . _.MSSDSGKPSEKSTNKSSP I PRSCEPGDLGKWQDK1TVKAADD I PVGYSVPIKPVDS

SRONGTEATSYYWCKFCSFSCESSSSLKLLEHYGKQHGAVQSGGLNPELNDKLSRGSVINQN
SRONGTEATSYYWCKFCSFSCESSSSLKLLEHYGKQHGAVQSGGLNPELNDKLPRGSVINQN
CRONGTDDTNYYWCKFCSFSCESSSNSKLLEHHSKQHGGGKSESPNSDLNDE IFRGSVINQN

DLAKSSEGETMTKTDKSSSGAKKKDFSSKGAEDNMVTSYNCQFCDFRYSKSHGPDV1VVGPL
DLAKSVEGEPLTKPEKGLSGAKKKDFPSKGAEDNMVTSYNCQFCDFRYSKSHGPDV1VVGPL
EITKSSDEQLPTKIDKGL . . AKKKDVSSVPTED I IVTNYNCQFCDFRYSKSHGPEV ILVGPL

LRHYQQLHN IHKCT IKHCPFCPRGLCSPEKHLGEI TYPFACRKSNCSHCALLLLHLSPGAAG
LRHYQQLHN IHKCT IKHCPFCPRGLCSPEKHLGEI TYPFACRKSNCSHCALLLLHLSPGVAG
LRHYQQHHN IHKCT IKHCPFCPRGLCTPEKHLGE I TYPFACKKSNCSHCALLLLHLSSGGTE

SSRVKHQCHQCSFSTPDVDVLLFHYETVHESQASDVKQEANHLLGSDGQQAVRDSKEHS@TK
STRVKHQCDQCSFSSPDVDVLLLHYENAHEAQACEL]N®]SL NHQHGADGQPS IKEITKEHSCTK

SSRVKHQCHQCSFTTPDVDVLLFHYESVHESQASDIYSEANHLQGSDGQQSVKESKEHSCTK

CDFITQVEEEISRHYRRAHSCYKCRQCSFTAADTQSLLEHFENTVHCQEQD ITTANGEEDGHA
CDFITQVEEEISRHYRRAHSCYKCRQCSFTAADTQSLLEHFNTVHCQEQE I TTANGEEGGHA
CDF1VQVEEDLPRHYRRVHNCYKCRQCNFTAADTQSLLDHENSAHCQEFEITTSNGGEHHGT

I STUNE=PKIDFRVYNLLTPDSKMGEPVSES KLEEKDGLKEKVWTESSSDDLRNVTW
IPTUSSSPKIDLKVYSLLNPDSKMGETVPESI KLDDKEGLKDKIWTESSTDDLRGVAW
I KEE] T]

SS. PKTDLKVYNLVTPDSKMGEAIFDS KLEDKETLREKAWSDGSVDDLRGVAW

RGADILRGSPSYTQASLGLLTPVSGTQEQTKTLRDSPNVEAAHLARP IYGLAVETKGFLQGA
RGADILRGSPSYTQASLGLLTPVSSSQEQTKTLRDSPNVEAAHLARPMYGLAVDTKGFLQGA
RAPDILRTSPSYSQMGLGLLTTVSVNQDQQKSSRDSPNVEAAHLARPVYGLSIEPKGFQGVT

PAGS-EKSASLTQQYPASGESKTKDESQSLLRRRRGSGVFCANCLTTKTSLWRKNANGGYVC
AGASGEKSGQHTPQYPTAGDSKSJMBI=SQSLLRRRRGSGVFCANCLTTKTSLWRKNANGGYVC

PAGG . EKSGALPQQYPASGENKSIMESQSL LRRRRGSGVFCANCLTTKTSLWRKNANGGYVC

NACGLYQKLHSTPRPLN I IKQNNGEQ I IRRRTRKRLNPEALQAEQLNKQQRGSNEEQVNGSP
NACGLYQKLHSTPRPLNI IKONNGEQ I IRRRTRKRLNPEALQAEQLNKQQRGSGEEQVNGSP
NACGLYQKLHSTPRPLN I IKQNNGEQI IRRRTRKRLNPEALQPEQLTKHQRASSEEQANGSP
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LERRSEDHLTESHQRE IPLPSL QGSLTKSHSAQQPVLVSQTLDIHKRMQPLHIQIKS
LERRSEDHLSESHPRE I PLPSLEA4SA0GSL TKSHSAQQPVLVSQALD IHKRMQPLHIQIKS
LD IRSEDHSMEGHQRENQQL SMNKYGSQASL TKSHSAQQTMIVSQTMD IHKRMQPLHIQIKS

PQESTGDPGNSSSVSEGKGSSERGSP I EKYMRPAKHPNYSPPGSP IEKYQYPLFGLPFVHND
PQESTGDPGNSSSVSDGKGSSERGSP I EKYMRPAKHPNYSPPGSP IEKYQYPLFGVPFVHND
PQESSGEPGNSSSVSDGKGSSERGSP IEKYMRP IKHPNYSPPGSP IEKYQYPLFGLPFVHND

FQSEADWLRFWSKYKLSVPGNPHYLSHVPGLPNPCONYVPYPTFNLPPHFSAVGSDNDIPLD
FQSEADWLRFWSKYKLSVPGNPHYLSHVPGLPNPCQONYVPYPTFNLPPHFSAVGSDND IPLD
FQSEADWLRFWSKYKLSVPGNPHYLSHVPGLPNPCPNYVPYPTFNLPAQYSSVGSDNDIPLD

LATKHSRPGPTANGASKEKTKAPPNYI=GPLN KVDRSTQDELSTKCVHCGIVFLDE
LAITKHSRPGPTANGASKEKTKAPPTIYSNIEDPLN KVDRSTQDELSTKCVHCGIVFLDE
LAMKHSRPGSGTNGDSKEKSKSPVSVKDDGPLN KSDKSTQDELSTKCVHCGIVFLDE
VMYALHMSCHGDSGPFQCS1CQHLCTDKYDFTTHIQRGLHRNNAQVEKNGKPKE ---1281
VMYALHMSCHGDSGPFQCS 1 CQHLCTDKYDFTTHIQRGLHRNNAQAEKNGKPKE ---1281
VMYALHMSCHGESGPFQCS1CQHLCTDKYDFTTHIQRGLHRN TAQAEKNGKNKD ---1271

Abb. 3.24 Konservierung potentieller SUMOylierungsstellen innerhalb der TRPS1 Proteine
verschiedener Spezies.

Die erste Zeile zeigt die Aminoséuresequenz des menschlichen TRPS1 Proteins (hTRPS1). Die Zeilen
zwei und drei zeigen die Sequenzen des mTrpsl bzw. XTrpsl Proteins der Maus bzw. des
Krallenfrosches. Die unterstrichenen Bereiche zeigen die potentiellen Zinkfinger-Motive. Festgedruckte
Bereiche symbolisieren die beiden den GATA-Zinkfinger flankierenden Regionen basischer
Aminosiuren, die urspriinglich als NLS klassifiziert wurden. Potentielle SUMOylierungsstellen sind
durch schwarze Umrahmungen und weifle Buchstaben dargestellt, wobei das putativ SUMOylierte Lysin
unterstrichen wurde.

3.4.2 Western-Blot Analyse des TRPS1 Proteins zur Identifizierung einer
moglichen SUMOylierung

In einem ersten Experiment zur Untersuchung der potentiellen SUMOylierung von
TRPS1 wurden Extrakte aus humanen Fibroblasten bzw. T48D Zellen mittels Western-
Blot unter Verwendung eines kommerziellen aSUMO (aGMP-1, Zymed) Antikorpers
analysiert (Abb. 3.25). Der hier verwendete aSUMO Antikdrper erkennt laut
Herstellerangaben sowohl das freie als auch das kovalent an ein entsprechendes
Zielprotein gebundene SUMO Protein. In Extrakten von T48D Zellen konnten so
mehrere diskrete Signale unterschiedlicher Intensititen identifiziert werden (Abb.
3.25B). Das stirkste Signal wurde hierbei im erwarteten GroBenbereich des freien
SUMO Proteins detektiert (Abb. 3.25B). Interessanterweise konnte ein weiteres
deutliches SUMO-Signal im GroBenbereich des vorher durch das entsprechende
Antiserum gezeigten TRPS1 Proteins gefunden werden (Abb. 3.25A+B).
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Abb. 3.25 Western-Blot Analysen zur Identifizierung einer méglichen SUMOylierung von TRPS1

Extrakte von T48D Zellen wurden mittels Western-Blot analysiert. (A) TRPS1 konnte durch das aTRPS1
Antiserum detektiert werden. (B) Die Verwendung eines aSUMO Antikorpers identifizierte mehrere
distinkte Signale, wobei eines im erwarteten Bereich von TRPS1 zu finden war (Pfeil). (C) Eine
Untersuchung von oTRPS1 Prézipitaten dieser Extrakte konnte durch die Verwendung des aSUMO
Antikorpers erneut ein deutliches Signal im Gréenbereich von TRPS1 aufzeigen (Pfeil).

In sich anschlieBenden Analysen sollte untersucht werden, ob dieses im Bereich des
TRPS1 Protein detektierte Signal das SUMOylierte TRPS1 zeigt. Hierzu wurden 500
ng T48D Zellextrakt mit einem monoklonalen a TRPS1 Antikorper iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert und anschliefend sedimentiert. Die so erhaltenen aTRPS1 Prézipitate wurden
erneut mittels Western-Blot Analysen unter Verwendung des aSUMO Antikorpers
untersucht. Durch die beschriebenen Experimente konnte erneut ein deutliches Signal

im GroBenbereich des TRPS1 Transkriptionsfaktors identifiziert werden (Abb. 3.25C).
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4. Diskussion

Der TRPS1 Transkriptionsfaktor reprimiert die GATA-abhéngige Transkription (Malik
etal., 2001). TRPS1 bindet tiber den GATA-Zinkfinger (Zf7) an die GATA-Konsensus-
Sequenz und besitzt acht weitere potentielle Zinkfinger-Motive, die mdglicherweise

Regionen fiir Interaktionen zu anderen Proteinen sind.

Die Transkription in Eukaryoten findet innerhalb des Zellkerns statt, doch die Synthese
der Proteine erfolgt an den Ribosomen im Zytoplasma. Infolgedessen muss ein
Transkriptionsfaktor zur Ausiibung seiner Funktion durch die Kernmembran hindurch
in den Zellkern gelangen. Die Kernmembran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, die
eine Vielzahl so genannter Kernporenkomplexe (NPCs, nuclear pore complexes)
enthdlt. Obwohl die Struktur dieser NPCs einen passiven Transport von Molekiilen
einer GroBe bis zu 60 kDa ermdglicht, sind nur wenige Molekiile bekannt die iiber
Diffusion in den Zellkern gelangen (Cokol et al., 2000). Der Transport durch die
Kernmembran ist in der Regel ein aktiver und durch spezifische Signalkaskaden
regulierter Prozess. Die fiir den Transport in den Zellkern bestimmten Proteine enthalten
spezifische Signalsequenzen, die Kernlokalisierungssequenzen (NLS), welche von den
Import-Rezeptoren (Importinen) erkannt werden. Der Vergleich einer Vielzahl
bekannter NLS konnte zwar keine Konsensus-Sequenz identifizieren, doch es zeigte
sich, dass einfache NLS in der Regel Hexapeptide sind die mindestens vier basische

Aminoséduren (Arginin, Lysin und auch Histidin) enthalten (Boulikas, 1993 und 1994).

4.1 TRPS1 besitzt ein funktionelles Kernlokalisierungssignal

Sowohl das endogene als auch das exogene TRPS1 Protein in transient transfizierten
Saugerzellen konnten fast ausschlieBlich im Zellkern detektiert werden. Eine Analyse
der Primirstruktur des TRPS1 Proteins identifizierte zwei einfache potentielle NLS
(NLS1 + 2). Eine Deletion der vier C-terminalen Aminosduren des NLS1 Hexapetids
(LRRRRG, aa 886-891) zeigte keinen Einfluss auf die intrazelluldre Lokalisierung.
Dagegen fiihrte eine Substitution des Arginins an der letzten Position der
vorhergesagten NLS2 (RRRTRKR, aa 946-952) zu einer vollstindigen Verhinderung

des Importes von TRPS1 in den Zellkern. Die hier beschriebenen Analysen machten
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deutlich, dass nur NLS2 als funktionelles Kernlokalisierungssignal fiir das TRPSI1

Proteins fungiert.

TRPS Typ I ist assoziiert mit Deletionen oder Nonsense-Mutationen innerhalb eines
Allels des TRPS1 Gens. Das Fehlen einer funktionellen Gen-Kopie (Haplo-Insuffizienz)
fiihrt vermutlich zu einer reduzierten Konzentration des TRPS1 Proteins innerhalb des
Zellkerns. Patienten mit TRPS Typ III zeigen eine schwerere Brachydaktylie und ein
geringeres Langenwachstum als Patienten mit TRPS Typ I. TRPS Typ I wird durch
Missense-Mutationen innerhalb des DNA-bindenden GATA-Zinkfingers hervorgerufen
(Ludecke et al., 2001). Das mutierte und somit nicht mehr funktionelle TRPS1 Protein
kompetitiert wahrscheinlich mit dem Wildtyp-Protein um die Interaktionen zu
bestimmten DNA-Sequenzen oder Bindepartnern. Kommt es hierbei, wie beim TRPS
Typ III, zur Ausbildung eines Krankheitsbildes/Syndroms, spricht man von einem

dominant-negativen Effekt.

In Patienten mit TRPS Typ [ konnten erstmalig zwei Missense-Mutationen
(2854C>T->R952C und 2855G>A->R952H) aullerhalb der fiir den GATA-Zinkfinger
kodierenden Region identifiziert werden. Die aus diesen Mutationen resultierenden
Substitutionen des Arginins 952 verhinderten den Transport des TRPSI1
Transkriptionsfaktors in den Zellkern. Dies bewirkt vermutlich eine reduzierte
Konzentration von TRPS1 im Kern und stimmt mit dem fiir TRPS Typ I beschriebenen
Modell der Haplo-Insuffizienz iiberein.

Die beschriebene Mutation in der Splice-Donor Sequenz im sechsten Intron von TRPS1
(IVS6+1 G>T) fiihrt zu einem Uberspringen des sechsten Exons im Splicing-Prozess
und somit zu einem um 41 aa verkiirzten Genprodukt. Diesem TRPSI1 Protein fehlen
neben dem GATA-Zinkfinger auch die letzten vier aa des NLS1 Hexapeptids (Liidecke
et al., 2001). Die Patientin mit dieser Mutation hat einen TRPS Typ I und damit einen
milderen Phdnotyp als Patienten mit einer Aminosdure-Substitution innerhalb des
GATA-Zinkfingers (TRPS Typ III). Mogliche Erklédrungen dieser Beobachtung wiren
eine nicht korrekte Faltung des verkiirzten TRPS1 Proteins, welches nicht mit dem
Wildtyp-Protein um die Bindung anderer Komponenten kompetitieren kann oder iiber
spezifische Schutzmechanismen der Zelle degradiert wird (Clausen et al., 2002). Beide
Modelle wiirden eine Reduktion des funktionellen TRPS1 Transkriptionsfaktors im

Zellkern bewirken.
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Dass in den hier gezeigten Experimenten keine Reduzierung der Konzentration des
AExon6-TRPS1-GFP Proteins beobachtet wurde kann sowohl auf die Uberexpression
und eine somit nicht physiologische Konzentration des TRPS1-GFP Fusionsproteins
innerhalb der Zelle, als auch auf einen stabilisierenden Effekt des an den C-Terminus

fusionierten GFP Proteins zuriickzufiihren sein (Margolin, 2000).

4.2 ldentifizierung von Interaktionspartnern des TRPS1 Proteins

Die jeweiligen Funktionen eines Transkriptionsfaktors werden {iber dessen
Interaktionen zu unterschiedlichen Bindepartnern reguliert. Zur Identifizierung putativer
TRPS1-Bindeproteine wurden zwei iiberlappende Fragmente des murinen Orthologen
in einem Hefe Zwei-Hybrid System als Kdder verwendet (F4 und F5). Es wurde hierbei
angenommen, dass es die groe Homologie zwischen dem menschlichen und dem
murinen TRPS1/Trpsl Protein und die gezeigte evolutiondre Konservierung der
potentiell funktionellen Regionen in anderen Spezies (siche Abb. 3.24) erlauben
wiirden, die durch das Maus Ortholog identifizierten Trpsl-Bindepartner in
menschlichen Zellen verifizieren zu konnen. Durch die Auswertung der 28 gefundenen

Hefe-Klone konnten sieben potentielle Trps1 Bindeproteine identifiziert werden.

4.2.1 Das N-terminale Trpsl Fragment F4 interagiert mit Pcbpl

Mit dem Trpsl Fragment F4, welches die 675 N-terminalen aa und somit die
Zinkfinger-Motive 1-4 enthilt, konnte das RNA-bindende a-CP1 Protein (Pcbpl,
Makeyev et al., 1999) identifiziert werden. Pcbpl gehort zur Gruppe der poly(rC)-
bindenden Proteine. Fiir diese spezifische Klasse von Proteinen sind mehrere
unterschiedlicher Funktionen bekannt. Poly(rC)-bindende Proteine regulieren die
Stabilitit verschiedener mRNAs und konnen sowohl aktivierend als auch inhibierend
auf die Translation wirken (Makeyev und Liebhaber, 2002). Dariiber hinaus konnte die
Interaktionen dieser Klasse von Proteinen zum TATA-bindenden Protein (Michelotti et
al., 1996) und mehreren Transkriptionsrepressoren (z.B.: Zik-1, Denisenko et al., 1996;
Eed, Denisenko und Bomsztyk, 1997) gezeigt werden. Die Identifizierungen dieser

Interaktionen flihrten zu der Annahme, dass die Gruppe der poly(rC)-bindenden

74



Diskussion

Proteine nicht nur regulative Funktionen in der Translation sondern auch in der
Transkription iibernehmen.

Ob und inwiefern die noch ndher zu charakterisierende Interaktion von TRPSI mit
Pcbpl die transkriptionelle Funktion von TRPS1 moduliert wurde im Rahmen dieser

Arbeit nicht analysiert.

4.2.2 Fur das C-terminale Trpsl Fragment F5 konnten sechs Bindeproteine

identifiziert werden

Sechs der sieben potentiellen Trps1 Bindeproteine konnten mit dem Trps1 Fragment F5
identifiziert werden, das die C-terminalen 647 aa und somit den DNA-bindenden
GATA-Zinkfinger (Zf 7), den IKAROS-éhnlichen Doppelzinkfinger (Zf 8+9) und drei
weitere putative Zinkfinger-Motive (Zf 4—6) enthilt.

4.2.2.1 Punc, Arkadia und Alup interagieren mit der IKAROS-&hnlichen Region

von Trpsl

Die im Hefe Zwei-Hybrid System gefundenen Interaktionen von Trpsl zu den Proteinen
Punc (1), Arkadia (2) und Alup (3) konnten in einem weiteren induzierbaren Hefe in
vivo System auf die C-terminalen 100 aa des Trpsl Proteins eingegrenzt werden. Da die
hier aufgefiihrten Interaktionen bisher nicht detailliert untersucht wurden, sollen im
folgenden Abschnitt nur kurz die bereits bekannten Funktionen der einzelnen Proteine

beschrieben werden.

1) Das putative neuronale Zell-Ahdédsions Molekiil Punc (Salbaum, 1998) ist ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Es ist am stirksten im sich entwickelnden
Nervensystem aber auch im Mesoderm der Extremintdtenknospen exprimiert. Die
Expression ist in den embryonalen Stadien E9,5 und E10,5 nachweisbar, wird am Tag
E11,5 stark herunterreguliert (Salbaum, 1998) und ist ab dem Stadium E16,5 auf das
Gehirn und das Innenohr beschrankt (Yang et al., 2001). Aufgrund dieser Beobachtung
wurde Punc urspriinglich eine wichtige Rolle in der frilhen Embryogenese

zugeschrieben (Salbaum, 1998). Allerdings zeigten homozygot Punc mutierte Mause
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keine morphologischen Auffalligkeiten (Yang et al., 2001). Yang et al. diskutierten eine

Rolle von Punc in der motorischen Koordination, die derzeit analysiert wird.

2) Arkadia ist ein evolutiondr hoch konserviertes nukleédres Protein, das eine essentielle
Funktion in der Strukturierung des Embryos iibernimmt (Episkopou et al., 2001). Uber
die Induktion der Expression des Transkriptionsfaktors HNF3B reguliert Arkadia die
Bildung des Hensenschen Knotens, einer speziellen Struktur in der Embryogenese
(dquivalent dem Spemanns Organisator des Frosches) die unter anderem die Achsen-
Spezifizierung reguliert (Episkopou et al., 2001). Arkadia potenziert die durch das
Mesendoderm induzierte Aktivitdt einer Gruppe von TGF-3 Faktoren. Die kombinierte
Aktivitidt von Arkadia und einem B-Wachstumsfaktor-dhnlichen Protein namens Nodal
fiihrt zur Expression der fiir das Mesendoderm spezifischen Gene und supprimiert die

Expression der Gene des Mesoderms (Niederldnder et al., 2001).

3) Alup wurde in einem Hefe Zwei-Hybrid Experiment als Interaktionspartner des
Ataxin-1 Proteins identifiziert (Davidson et al., 2000). Eine Analyse der Primérstruktur
des Alup Proteins zeigte eine Ubiquitin-dhnliche Region am N-Terminus sowie eine
Ubiquitin-assoziierte (UBA)-Region im C-terminalen Bereich. Folglich wurde von
Davidson et al. (2000) eine Funktion von Alup in der Regulation der Degradierung von
Ataxin-1 {liber das Proteasom postuliert. Des Weiteren konnten im Alup Protein so
genannte Stil-dhnliche Regionen gezeigt werden, die auf eine mogliche Interaktion zur

ATPase Doméne von Chaperonen hinweisen.

4.2.3 Die TRPS1-LC8a Interaktion

Die im Hefe Zwei-Hybrid System gefundene Interaktionen von Trpsl und Lc8a wurde
in nachfolgenden in vivo und in vitro Analysen verifiziert. Zusitzlich konnte die
Interaktion der humanen Orthologe TRPS1 und LC8a in immunchemischen Analysen

von Extrakten transfizierter COS-1 und nativer humaner Fibroblasten bestétigt werden.

Das 89 aa gro3e LC8a Protein ist das humane Ortholog der M; 8.000 leichten Kette des

Flagellen-Dyneins in Chlamydomonas reinhardtii, welches auch in Rindern und Ratten
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als essentieller Bestandteil des zytoplasmatischen Dynein-Komplexes identifiziert
wurde (King et al., 1996). Es zdhlt zu den evolutiondr am besten konservierten
Proteinen und ist identisch in Maus, Ratte, Schwein, Rind und Mensch (Wilson et al.,
2001). Die unabhingige Identifizierung dieses Proteins durch mehrere Arbeitsgruppen
in einer Vielzahl von Organismen und in unterschiedlichen Regulationssystemen, fiihrte
zur Entstehung mehrere Synonyme wie DLC8 (Fan et al., 2001), Dlc-1 (Crépieux et al.,
1997), hdlc1 (Dick et al., 1996) und Protein-Inhibitor der neuronalen Stickstoffoxid-
Synthase PIN (Jaffrey und Snyder, 1996). Bis heute konnten mehr als zehn Molekiile
unterschiedlichster Grofe und Funktion als Interaktionspartner des LC8a Proteins
identifiziert werden. Einige dieser Interaktionen scheinen mit dem durch den
Mikrotubuli-Komplex ermoglichten intrazelluldren Transport assoziiert zu sein. So wird
beispielsweise angenommen, dass LC8a in den Transport der neuronalen
Stickstoffoxid-Synthase nNOS (Rodriguez-Crespo et al., 2001) und des Inhibitors des
NF«kB Transkriptionsfaktors IkBa involviert ist (Crépicux et al., 1997). In Zellen der
Nebenschilddriise interagiert LC8a mit dem 3'-nicht-translatierten Bereich der
Parathormon (PTH) mRNA und transportiert sie die Mikrotubuli entlang (Epstein et al.,
2000). Sogar Lyssa RNA-Viren und das afrikanische Schweine-Fieber-Virus (ASFV),
werden {iber LC8a innerhalb der Zelle transportiert (Jacob et al., 2000; Raux et al.,
2000; Poisson et al., 2001; Alonso et al., 2001). Des Weiteren konnte LC8a im Gehirn
des Huhns in Assoziation mit Myosin-Va, einem Aktin-basierten Motorprotein,

nachgewiesen werden (Espindola et al., 2000).

Trotz der zahlreich aufgefiihrten Funktionen in intrazelluldren Transportprozessen ist
LC8a mehr als ein einfaches Transportmolekiil. LC8a interagiert mit Bim, einem
Molekiil der Bcl-2-Familie und reguliert so dessen pro-apoptotische Funktion
(Puthalakath et al., 1999) wund regelt {iber dic Modulation des
Phosphorylierungszustandes von nNOS dessen Aktivitdt (Yu et al., 2002). Zusétzlich
konnte LC8a als Interaktionspartner der funktionell und strukturell verwandten
Transkriptionsfaktoren NFR-1 (nuclear respiratory factor) und EWG (erect wing gene

product bei Drosophila) identifiziert werden (Herzig et al., 2000).
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Analyse der Interaktion von TRPS1 und LC8a

LC8a wurde urspriinglich als ein ausschlieBlich zytoplasmatisches Protein beschrieben
(King et al., 1996; Dick et al., 1996; Jaffrey and Snyder, 1996), wogegen Crépicux et al.
(1997) und Herzig et al. (2000) LC8a sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
nachwiesen. Diese unterschiedlichen Beobachtungen favorisieren eine Zelltyp- und/oder
Zellzyklus-abhingige Lokalisierung des LC8a Proteins. Auch in unseren Analysen
wurden unterschiedliche Verteilungen des LC8a Molekiils beobachtet. So zeigten LC8a
transfizierte COS-1 Zellen eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisierung, wobei eine
Co-Transfektion mit TRPS1 die Translokation eines grofen Anteils des
zytoplasmatischen LC8a in den Zellkern bewirkte (siche Abb. 3.9). Diese Beobachtung
fiihrte zur Hypothese eines TRPS1-abhingigen Transportes von LC8a in den Zellkern.
Allerdings zeigen die hier beschriebenen Experimente beide Proteine in einer nicht-
physiologischen Konzentration. In bereits geplanten Analysen TRPS1-defizienter
Zellen (TRPS1 “knock-out Zellen) soll die intrazellulare Verteilung des endogenen
LC8a Proteins untersucht werden, um einen moglichen Einfluss von TRPS1 auf den

LC8a-Import in den Zellkern zu priifen.

Lokalisierungsstudien in nativen humanen Fibroblasten zeigten das endogene LC8a in
einer homogenen Verteilung innerhalb des Zytoplasmas. Zusétzlich konnte LC8a in ca.
60 % der analysierten Zellen im Kern identifiziert werden. Innerhalb des Zellkerns
bildet LC8a groBere rundliche Strukturen, wie sie auch fiir das TRPS1 Protein
identifiziert werden konnten. Co-Lokalisierungsanalysen ergaben dass es innerhalb
dieser Strukturen zur TRPSI-LC8a Interaktion kommt. Eine Uberlagerung der

zytoplasmatischen Signale beider Proteine wurde nicht beobachtet.

Die bisher identifizierten LC8a-Binderegionen in den jeweiligen Interaktionspartnern
beschrinken sich auf kurze Bereiche dieser Proteine. Rodriguez-Crespo et al. (2001)
erkannten durch die Anwendung einer speziellen Peptid-Scan Technik zwei
unterschiedliche Konsensus-Sequenzen. Die Peptidsequenz GIQVD konnte in nNOS
und GKAP und die Aminosdureabfolge KSTQT beispielsweise in den Proteinen Bim
und Swallow identifiziert werden. Fan et al. (2001) konnten in einer unabhingigen

Arbeit die Peptidsequenz DKSTQT des Bim Proteins als minimale LC8a-interagierende
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Region aufzeigen. Unsere Analysen ergaben zwei getrennte LCS8a-interagierende
Regionen im TRPS1 Protein, welche den DNA-bindenden GATA-Zinkfinger
flankieren. Region A (aa 635-723) beinhaltet die Zinkfinger-Motive 4-6, zeigte aber
keine der beschriebenen LC8a-Konsensus-Sequenzen. Region B (aa 1182-1281) birgt
den IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfinger und die Aminosdureabfolge DRSTQ (aa

1206-1210), welche sehr homolog zur LC8a-interagierenden Region von Bim ist.

LC8a reprimiert die Funktion des Transkriptionsfaktors TRPS1

In den hier vorgestellten Experimenten konnte ein Einfluss von LC8a auf das
Bindeverhalten von TRPS1 zur GATA-Konsensus-Sequenz nachgewiesen werden.
Diese Reduzierung der Bildung von TRPS1-DNA Komplexen fiihrte zu einer
konzentrationsabhéngigen Verminderung der reprimierenden Funktion von TRPSI in
der GATA-abhingigen Transkription. LC8a hatte dabei weder Einfluss auf die GATA-
abhingige Transkription noch auf die Expression des Reporters. Somit konnte der
beobachtete Effekt auf die TRPS1-LC8a Interaktion zuriickgefithrt werden.
Moglicherweise induziert LC8a eine Konformationsdnderung des TRPS1 Proteins, die
eine Reduzierung der TRPS1-Funktion in der Transkription bewirkt. Ein Einfluss von
LC8a auf die Faltung von Proteinen konnte bereits durch Makokha et al. (2002) gezeigt
werden. Die Autoren beschrieben eine Chaperon-dhnliche Funktion von LC8a fiir das

IC74 Protein (intermediate chain 74) des Dynein-Motor Komplexes.

Beeinflusst die TRPS1-LC8a Interaktion die Funktion von LC8a in der Bcl-2

regulierten Apoptose?

Obgleich der Vielzahl bekannter Bindepartner des ubiquitdr exprimierten LC8a
Genproduktes (Crépieux et al., 1997) sind die genauen Funktionen dieser Interaktionen
unklar. Die hohe evolutiondre Konservierung von LC8a deutet auf eine fundamentale
physiologische Funktion hin. Das humane LC8a Gen wurde auf Chromosom 14q24
identifiziert (Dick et al., 1996). Bisher ist keine Erkrankung bekannt die auf einem
Defekt des LC8a Gens beruht. Die Bedeutung von LC8a in der Entwicklung konnte

durch gezielte Mutationen innerhalb des ddlcl Gens, dem Drosophila Ortholog von
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LC8a, gezeigt werden. Mutationen die einen teilweisen Funktionsverlust bewirkten
fiihrten zu morphologischen Defekten. Ein vollstindiger Funktionsverlust induzierte
eine verstirkte Apoptose und war embryonal letal (Dick et al., 1996).

Die Expression von Trpsl wurde hauptsdchlich in der Gesichtsregion, den sich
entwickelnden GliedmalBlen und in den Haarfollikeln nachgewiesen, also den Geweben
die in den TRP Syndromen betroffen sind (Malik et al., 2001; Kunath et al. 2002).
Sowohl das Langenwachstum der Knochen als auch die Morphogenese der Haarfollikel
werden durch eine kontrollierte Regulation der Proliferation, der Differenzierung und
der Apoptose gesteuert. LC8a reguliert die Apoptose iiber die Interaktion mit dem pro-
apoptotischen Faktor Bim. In einer gesunden Zelle ist Bim iiber LC8a am Dynein-
Komplex immobilisiert und somit inaktiv. Durch verschiedene apoptotische
Stimulierungen kommt es zur Freisetzung der LC8a-Bim Komplexe und zur
Assoziation mit Bcl-2. Bcl-2 verliert durch diese Interaktion seine anti-apoptotische
Funktion und die Apoptose wird eingeleitet (Puthalakath et al., 1999). Die Regulation
der Chondrozyten-Entwicklung erfolgt unter anderem {iiber die von Bcl-2 gesteuerte
Apoptose. Bcl-2 verzogert hier die Reifung der Chondrozyten in der Wachstumsfuge.
Ein Verlust der Bcl-2-Funktion bewirkt ein beschleunigtes Reifen der Chondrozyten
und einen dadurch bedingten friihzeitigen Verschluss der Wachstumsfuge, der zu einem
verkiirzten Knochwachstum fiihrt (Amling et al., 1997). Des Weiteren spielt die von
Bcl-2 regulierte Apoptose bei der Regulation des Haarfollikel-Zyklus eine fundamentale
Rolle. So zeigten Bcl-2-defiziente Mause ein stark retardiertes Haarwachstum (Miiller-
Rover et al., 1999).

Eine Storung innerhalb der von Bcl-2 regulierten Apoptose, die einen frithzeitigen
Verschluss der Wachstumsfuge induziert, wére ein erster moglicher Erkldrungsansatz
der beschriebenen Brachydaktylie und des reduzierten Langenwachstums bei Patienten
mit TRPS. Ein Defekt in der Bcl-2-Regulationskaskade konnte auch zur beobachteten
spérlichen Kopfbehaarung bei Patienten mit TRPS beitragen.
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4.2.4 Die Interaktion von TRPS1 und RNF4

Im hier beschriebenen Hefe Zwei-Hybrid System konnte das RINGfinger Protein 4
(Rnf4) als ein weiteres Bindeprotein des Trpsl Transkriptionsfaktors identifiziert
werden. Rnf4 wurde urspriinglich in der Ratte identifiziert und dort als SNURF (small
nuclear RING finger protein) bezeichnet. Es zeigt eine hohe Homologie zum
menschlichen (91 %) und murinen (96 %) RNF4/Rnf4 Protein (Moilanen et al., 1998;
Chiaritoti et al., 1998). Die Interaktion des humanen TRPS1 und RNF4 Proteins konnte
durch immunchemische Analysen von Extrakten entsprechend transfizierter COS-1

Zellen und nativer humaner Fibroblasten gezeigt werden.

Analyse der Interaktion von TRPS1 und RNF4

Untersuchungen der intrazelluldren Lokalisationen von TRPS1 und RNF4 zeigten, dass
beide Proteine in entsprechend transfizierten Zellen ausschlieBlich im Kern zu finden
waren. Allerdings identifizierten die hier aufgefiihrten Analysen (siche Abb. 3.16)
nativer Fibroblasten das endogene RNF4 Protein sowohl im Zytoplasma als auch in
einer Vielzahl kleiner rundlicher Strukturen innerhalb des Zellkerns. Diese intrazellulédre
Verteilung des endogenen RNF4 Proteins wurde bereits zuvor durch Moilanen et al.
(1998) in CV-1 Zellen beschrieben. Wie bereits diskutiert konnte auch das endogene
TRPS1 in rundlichen Strukturen innerhalb der Zellkerne humaner Fibroblasten
identifiziert werden, wobei die fiir RNF4 gezeigten Strukturen wesentlich kleiner und
zahlreicher waren. Leider konnten bis zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit keine
Co-Lokalisierungsstudien der endogenen Genprodukte durchgefiihrt werden, da beide
verfiigbaren Antiseren in Kaninchen generiert wurden und somit keine spezifische
Farbmarkierung mit einem Zweit-Antikorper moglich war.

Da beide Proteine aus Extrakten humaner Fibroblasten erfolgreich co-prizipitiert
werden konnten gehen wir davon aus, dass eine teilweise Uberlappung beider
Strukturen innerhalb des Zellkerns erfolgt, wobei die gezeigte Interaktion nicht die

Hauptfunktion beider Proteine ist.
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Durch die Verwendung unterschiedlicher Trpsl Fragmente in Hefe in vivo Analysen
konnte der mit Rnf4 interagierende Bereich auf eine 200 aa iiberspannende Region im
Trpsl Protein (aa 985 - 1184) eingegrenzt werden, die kein bekanntes Protein-

interagierendes Motiv enthilt.

Region zur Interaktion
mit Steroidrezeptoren

20 121
== i
1 9 26 136 180 194
NLS RINGfinger
1 130
groBBes Fragment (1x)
6 65

kleines Fragment (2x)

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des RNF4 Proteins und die identifizierte Trpsl-bindende
Region

Das geteilte Kernlokalisierungssignal (NLS) des RINGfinger Proteins 4 ist in der Region aa 9 — 26
lokalisiert (schraffiert). Die erste der beiden Regionen zur Interaktion mit anderen Proteinen (aa 20 — 121)
wurde urspriinglich iiber die Assoziation mit Steroidrezeptoren gefunden (grau). Der eigentliche
RINGfinger im C-terminalen Bereich des Proteins (aa 136 -1 80) bildet die zweite Protein-bindende
Region (schwarz). Es konnten zwei unterschiedliche mit Trps] interagierende Klone identifiziert werden
(kleines und grofles Fragment), die den Bereich der Trps1-Rnf4 Interaktion auf eine 60 aa {iberspannende
Region (aa 6 — 65) im Rnf4 Protein eingrenzen.

Das RNF4 Protein enthdlt zwei getrennte Bereiche die als Protein-interagierende
Regionen Kklassifiziert wurden (Abb. 4.1). Mit dem RINGfinger des C-Terminus
assoziieren beispiclsweise das TATA-Bindeprotein (Moilanen et al., 1998), SPBP
(Lyngse et al., 2000) und Spl (Poukka et al., 2000). Die zweite bekannte Region,
welche auch mit TRPS1 interagiert, liegt im N-terminalen Teil von RNF4 und wurde
urspriinglich als Bindedoméne fiir Androgenrezeptoren beschrieben (Moilanen et al.,
1998). In den letzten Jahren konnten die Interaktionen der Transkriptionsrepressoren
Gscl (Galili et al., 2000) und PATZ (Fedele et al., 2000) hinzugefiigt werden. In den
hier aufgezdhlten Interaktionen fungiert RNF4 als ein die Funktion des jeweiligen
Bindepartners unterstiitzender bzw. verstiarkender Co-Faktor. Des Weiteren zeigt RNF4
in Anwesenheit von Androgenen eine starke Aktivierung der Androgenrezeptor (AR)-
abhéngigen Transkription (Moilanen et al., 1998). Interessant ist hier, dass Chang et al.
eine AR-vermittelte Repression der TRPS1-Expression in Androgen-abhingigen

humanen Prostata Krebszellen (LNCaP-FGC Zellen) zeigen konnten. Weitere
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Untersuchungen an einer Ratte zeigten, dass ein durch Kastration bedingter Entzug von
Androgenen zu einer Aktivierung der TRPS1-Expression, einer Regression der Prostata
und einer ansteigenden Apoptose-Rate fiithrt (Chang et al., 1997 und 2000). Wenn
RNF4 eine reprimierende Funktion auf die TRPS1-Expression hat, betrifft diese
vermutlich nicht direkt das TRPS1 Gen sondern wirkt iiber andere AR-RNF4-regulierte
Faktoren, da RNF4 bisher nur als Aktivator der AR-abhidngigen Transkription

beschrieben wurde.

RNF4 inhibiert die TRPS1-vermittelte Repression

Fedele et al. (2000) zeigten eine trans-aktivierende Wirkung von RNF4 fiir den c-myc
Promoter. Diese Aktivierung wurde durch Zugabe des Repressors PATZ zu einer
starken Co-Repression umgekehrt. Da auch TRPS1 als Transkriptionsrepressor
beschrieben ist erwarteten wir einen co-reprimierenden Effekt von RNF4. Die
Auswertung des Reporter-Assays zeigte allerdings einen inhibierenden Effekt von
RNF4 auf die reprimierende Funktion von TRPSI1. Zusitzlich zeigte RNF4 einen
aktivierenden Einfluss auf die GATA-abhingige Transkription. Die durch RNF4
induzierte Zunahme der GATA-abhdngigen Transkription um 26-32 % ist allerdings zu
gering, um die vollstindige Inhibierung der TRPS1-vermittelten Repression zu erkliren.
Dieses Ergebnis kann nur durch einen direkten Einfluss von RNF4 auf den
Transkriptionsfaktor TRPS1 erklédrt werden.

Im Gegensatz zu den bereits aufgefiihrten Ergebnissen von Fedele et al. (2000) konnten
Moilanen et al. (1998) keine trans-aktivierende Funktion des RNF4 bzw. SNURF
Proteins, welches mit der DNA-bindenden Domine des Gal4 Proteins fusioniert wurde,
nachweisen. In den von uns durchgefiihrten Experimenten konnte ebenfalls kein trans-
aktivierender Einfluss von RNF4 auf das hier verwendete Reporter-Konstrukt

festgestellt werden.

Die Vielzahl an identifizierten mit RNF4 interagierenden Transkriptionselementen
unterstreicht die Funktion von RNF4 in der Regulation bzw. Koordination der
Expression. Ein direkter Bezug der TRPS1-RNF4 Interaktion zu TRPS konnte bisher

allerdings nicht hergestellt werden.
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4.2.5 Die Interaktion von TRPS1 und TOPORS

Zwei der identifizierten Klone enthielten Plasmide die fiir einen Teil (aa 930-1006 von
1045) des Topoisomerase I bindenden RS-Proteins (Topors) kodierten. TOPORS wurde
urspriinglich als ein mit der Topoisomerase I interagierendes Protein beschrieben
(Haluska et al., 1999). Etwa zeitgleich veroffentlichten Zhou et al. (1999) eine N-
terminal verkiirzte Form von TOPORS als ein p53-assoziiertes Protein (pS3BP3). Durch
die Verwendung verkiirzter Trpsl Fragmente konnte die mit Topors interagierende

Region auf die 100 C-terminalen aa des Trps1 Proteins eingegrenzt werden.

Analyse der Interaktion von TRPS1 und TOPORS

Unsere Analysen der intrazelluliren Verteilung konnten ektopisches TOPORS
ausschlieflich im Nukleus transfizierter Sdugerzellen identifizieren. Innerhalb des
Zellkerns konnte TOPORS, im Gegensatz zur homogenen Verteilung des ektopischen
TRPS1 Proteins, in zahlreichen rundlichen Strukturen nachgewiesen werden. Co-
Lokalisierungsstudien von Rasheed et al. (2002) zeigten, dass es sich bei diesen
Strukturen um PML-Kernkorperchen handelt. Die Autoren identifizierten sowohl das
GFP-TOPORS Fusionsprotein als auch das endogene TOPORS innerhalb dieser
Strukturen. Jede Sdugerzelle beinhaltet iiblicherweise 10 — 30 der 0,2 — 1,0 um grof3en
PML-Kernkorperchen, deren Grofe und Anzahl wihrend des Zell-Zyklus variiert
(Koken et al., 1995). Analysen von Zellen PML-defizienter Mause zeigten keine PML-
Kernkdrperchen, wodurch eine essentielle Funktion des PML Proteins fiir die Bildung
dieser Strukturen abgeleitet werden konnte (Wang et al., 1998).

Interessanterweise zeigten unsere Untersuchungen von TRPS1+TOPORS co-
transfizierten Zellen das TRPS1-Protein, dhnlich wie TOPORS, ausschlieflich in
kleinen rundlichen Strukturen. Eine Uberlagerung der TRPS1- und TOPORS-Signale
zeigte, dass es innerhalb dieser Strukturen zur Co-Lokalisierung kam. Da nur die Co-
Expression von TOPORS einen solchen Einfluss auf die Lokalisation von TRPS1 hatte,
gehen wir derzeit von einer konzentrationsabhéngigen Funktion von TOPORS fiir die
intranukledre Verteilung von TRPS1 aus. Co-Lokalisationsstudien zur Untersuchung
der Verteilung der endogenen Proteine (TRPS1 und TOPORS) konnten bisher nicht

durchgefiihrt werden, da beide verfiigbaren Antiseren in Kaninchen generiert wurden
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und somit eine spezifische Markierung der einzelnen Proteine durch einen Zweit-

Antikdrper nicht moglich war.

Da endogenes TOPORS in den PML-Kernkorperchen gezeigt werden konnte wurden
Co-Lokalisierungsstudien zur Untersuchung der endogenen Proteine PML und TRPS1
durchgefiihrt. Das endogene TRPS1 konnte dadurch nicht nur in den bereits
beschriebenen grofleren Strukturen innerhalb des Zellkerns gezeigt werden, sondern war
auch in einer variierenden Anzahl der PML-Kernkorperchen detektierbar (Abb. 3.22F).
Zusitzlich konnten innerhalb der groBeren von TRPS1 gebildeten Strukturen einige

PML-Signale lokalisiert werden (Abb. 3.22D+E).

Trotz der beobachteten Lokalisierung von TRPS1 innerhalb der PML-Kernkorperchen
sprechen unsere derzeitigen Ergebnisse gegen eine direkte TRPS1-PML Interaktion.
Unsere Analysen transfizierter Sdugerzellen zeigten TRPSI nur dann innerhalb der
PML-Kernkérperchen wenn gleichzeitig eine Uberexpression von TOPORS erfolgte.
Dagegen konnte TOPORS in allen Versuchsansitzen innerhalb dieser Strukturen
gezeigt werden. Diese Beobachtung fiihrte zur Hypothese einer TOPORS-abhédngigen
Assoziation von TRPS1 mit den PML-Kernkorperchen, bei der keine direkte Interaktion
von TRPS1 zum PML erfolgt. Analysen unterschiedlicher Zellen (auch Fibroblasten)
zeigten eine sehr schwache aber ubiquitire Expression von TOPORS (E. Rubin,
personliche Mitteilung). Die in unseren Analysen verwendeten nativen humanen
Fibroblasten zeigten eine starke TRPS1-Expression. Analysen zur Verteilung des
endogenen TRPS1 zeigten, dass nur ein geringerer Anteil innerhalb der PML-
Kernkdrperchen nachgewiesen werden konnte. Eine konzentrationsabhéngige Funktion
von TOPORS als eine Art Ankerprotein fiir TRPS1 zur Assoziation mit den PML-
Kernkorperchen, wiére eine mogliche Erklarung fiir diese und der in transfizierten Zellen

ermittelten Ergebnisse.
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Wird TRPS1 durch die E3-SUMO-Ligase TOPORS SUMOvliert?

Kiirzlich durchgefiihrte in vitro Analysen konnten TOPORS als eine spezifische E3-
Ligase bei der SUMOylierung der beiden bisher identifizierten TOPORS-Bindeproteine

Topoisomerase I und p53 identifizieren (E. Rubin, persdnliche Mitteilung).

Die von uns in unterschiedlichen Hefe Systemen gezeigte Interaktion von TRPSI und
TOPORS konnte in Extrakten transfizierter COS-7 Zellen und nativer T48D Zellen
verifiziert werden. Die Verwendung eines aTOPORS Antiserums in Western-Blot
Analysen von T48D Extrakten identifizierte zwei Signale im GroBenbereich des
TOPORS Proteins (siche 3.19F, Pfeile a + b). Diese Beobachtung wird auf eine derzeit
favorisierte Co-Existenz einer SUMOylierten- und nicht SUMOylierten-Form von
TOPORS zuriickgefiihrt (E. Rubin und Z. Rasheed, personliche Mitteilungen). Unsere
Untersuchungen der aTRPS1-Prazipitate von T48D-Extrakten detektierten nur das im
Bereich des potentiell SUMOylierten TOPORS migrierende Signal (Abb. 3.19F, Pfeil
a). Dieses Ergebnis wiirde bedeuten, dass die Interaktion von TRPS1 ausschlieBlich mit

der SUMOylierten Form von TOPORS erfolgt.

Da die kalkulierte molekulare Masse (ca. 142 kDa) von der in SDS-PAGE Analysen
detektierten Grofle des TRPS1 Proteins (ca. 165 kDa) abweicht, wurde durch weitere
Analysen eine mogliche SUMOylierung von TRPS1 untersucht. Die Verwendung eines
aSUMO Antikorpers in Western-Blot Analysen von T48D- oder Fibroblasten-Extrakten
zeigten ein deutliches Signal im Bereich des TRPS1 Proteins (Abb. 3.25B), welches
auch in aTRPS1 Prizipitaten dieser Extrakte detektiert werden konnte (Abb. 3.25C).
Eine Analyse der Primirstruktur von TRPS1 offenbarte sieben potentielle SUMO-
Zielsequenzen (YKXE), von denen alle sieben in den Sequenzen des Trpsl Proteins
(Maus) bzw. fiinf im XTrpsl (Krallenfrosch) gefunden wurden. In einer Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von E. Rubin sind in vitro Analysen einer TOPORS-abhingigen
SUMOylierung von TRPS1 geplant.

86



Diskussion

Die stetig anwachsende Anzahl bekannter SUMOylierter Proteine fiihrte zur

Identifizierung diverser Funktionen dieser Art der post-translationalen Modifizierung.

1) Beispiclsweise erfolgt die Regulation der Lokalisation des Proteins RanGAPI,
dessen Funktion essentiell fiir den Transport von Proteinen durch die NPCs ist, durch
SUMOylierung (Matunis et al., 1996; Mahajan et al., 1997). Nur das SUMOylierte
RanGAP1 interagiert mit RanBP2 an den zytoplasmatischen Fibrillen der NPCs. Eine
SUMO-defiziente Mutante von RanGAP1 kann nicht mehr mit RanBP2 interagieren

und akkumuliert im Zytoplasma.

2) Die SUMOylierung kann als Antagonist der Ubiquitinierung fungieren. Z.B.
verhindert die SUMOylierung der Ubiquitin-E3-Ligase Mdm2 eine Selbst-
Ubiquitinierung und anschlieBende Degradation iiber das Proteasom (Buschmann et al.,
2000). Diese Stabilisierung von Mdm?2 fiihrt zu einer verstirkten Ubiquitinierung und
Degradation von p53. Eine Beschddigung der DNA (z.B. durch UV-Strahlung) resultiert
in einer Zunahme der p53-Stabilitit und einem Stillstand des Zell-Zyklus oder einer
Induktion der Apoptose (Oren, 1999). Dieser Anstieg der p5S3 Konzentration wird durch
eine Degradation der de-SUMOylierten und anschlieBend ubiquitinierten Mdm2 E3-
Ligase erklart.

3) Die bisherigen Untersuchungen zur Analyse subnukledrer Strukturen geben Grund
zur Annahme, dass die SUMOylierung eine Schliisselrolle bei der Bildung spezifischer
Strukturen innerhalb des Zellkerns spielt (Kim et al., 2002). Z.B. bewirken Mutationen
der SUMOylierungs-Sequenzen innerhalb des PML Proteins einen vollstdndigen
Verlust der PML-Kernkorperchen, wobei das nicht-SUMOylierte PML ausschlieBlich
im 16slichen Kernplasma nachgewiesen werden konnte (Boddy et al., 1996; Sternsdorf
et al., 1997; Miiller et al., 1998; Zhong et al., 2000). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die SUMOylierungen von HIPK2 (homeodomain-interacting protein
kinase 2) und TEL zur Bildung einer weiteren intranukleédren Struktur fithren, die sich
von den PML-Kernkorperchen unterscheidet (Kim et al., 1999; Chakrabarti et al.,
2000).
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Kiirzlich konnte erneut ein Bezug zwischen der SUMOylierung und einer bereits
beschriebenen intranukledren Struktur, den Polycomp-Group (PcG)-Kernkdrpern,
hergestellt werden (Kagey et al., 2003). Bei dieser Art von Kernkdrperchen handelt es
sich um eine Art epigenetische Markierung des Chromatins, die eine dauerhafte
Inaktivierung der jeweilig markierten Region bewirkt (Cavalli und Paro, 1998). Bei den
PcG Proteinen handelt es sich um funktionell verwandte Proteine die miteinander
interagieren und so die PcG-Kernkorper bilden (Pirrotta, 1998; Sewalt et al., 1998;
Francis et al., 2001; Gunster et al., 2001). Kagey et al. (2003) konnten zeigen, dass das
Polycomb Protein Pc2 innerhalb der PcG-Kernkoérper als E3-SUMO-Ligase die
SUMOylierung des Transkriptions(co-)repressors CtBP (Carboxy-Terminus-bindendes
Protein) katalysiert. Die Autoren spekulierten auf eine Funktion der PcG-Kernkdrper als
eine Art SUMOylierungs-Zentrum des Zellkerns. CtBP konnte dabei, durch seine
Interaktionen mit einer Vielzahl bekannter Transkriptionsfaktoren, als eine Art Substrat
zur Rekrutierung von Zielproteinen agieren (Kagey et al., 2003). Dariiber hinaus
spekulieren die Autoren, ob die SUMOylierung von Pc2 und weiteren PcG Proteinen

essentiell fiir die Bildung der PcG-Kernkorper ist.

4) Eine weitere Funktion der SUMOylierung ist die Modulation der Transkription. Z.B.
interagiert das SUMOylierte PML mit dem Transkriptionsrepressor Daxx. Daxx wird
dadurch in den PML-Kernkorperchen gebunden und inaktiviert (Ishov et al., 1999, Li et
al., 2000; Lehembre et al., 2001). Die SUMOylierung des Transkriptionsfaktors LEF1
bewirkt ebenfalls eine Assoziation mit den PML-Kernkérperchen, die zu einer
Inaktivierung von LEF1 fiihrt (Sachdev et al., 2001). Man findet aber auch nicht mit
den PML-Strukturen assoziierte Transkriptionsrepressoren die iiber eine SUMOylierung
deaktiviert werden (z.B. Sp3, Sapetschnig et al., 2002). Neben einer Deaktivierung kann
die SUMO-Modifizierung eines Transkriptionsfaktors auch eine Aktivititszunahme

induzieren (z.B. HSF1, Hong et al., 2001).
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4.3 Die Interaktionspartner des TRPS1 Transkriptionsfaktors

Durch die Verwendung einer cDNA Bibliothek, die aus Geweben embryonaler Méuse
generiert wurde, konnten sieben Bindepartner des Trpsl Transkriptionsfaktors
identifiziert werden. Die Expression von TRPS1/Trpsl konnte allerdings nicht nur in
embryonalen sondern auch in Geweben adulter Organismen nachgewiesen werden
(Momeni et al.,, 2000; Chang et al., 2000; Malik et al., 2001). Es ist deshalb
anzunehmen, dass die hier aufgefiihrten Bindepartner nicht das ganze Spektrum der
moglichen TRPS1 Interaktionen abdecken. So konnte beispielsweise in keinem der hier
identifizierten Klone ein fiir TRPS1 kodierendes DNA Fragment nachgewiesen werden,
obwohl Interaktionsstudien des IKAROS-dhnlichen Doppelzinkfingers eine
Homodimerisierung aufzeigten (McCarty et al., 2003). Dass diese Homodimerisierung
des Doppelzinkfinger-Motivs (TRPS1 Zf 8 + 9) auch in weiteren Hefe Systemen nicht
verifiziert werden konnte ist moglicherweise auf die unterschiedlichen experimentellen
Verfahren oder die unterschiedlichen Zell-Systeme zuriickzufiihren.

Obwohl der N-terminale Teil von Trps1 mehrere potentielle Protein-bindende Regionen
enthilt, konnte in dieser Region bisher nur ein Bindepartner identifiziert werden. Es ist
hierbei anzumerken, dass in den durchgefiihrten Experimenten eine Vielzahl weiterer
langsam wachsender Hefe-Klone gefunden wurde, deren Charakterisierung noch
aussteht.

Die mit dem C-terminalen Trpsl Fragment identifizierten Bindepartner représentieren
einen Querschnitt unterschiedlicher Faktoren zur Modulation der Funktionen von
TRPSI1. So zeigen bestimmte in den TRP Syndromen betroffene Gewebe bereits in der
frithen Embryonalentwicklung die Expression von Punc und Arkadia (Salbaum, 1998;
Episkopou et al., 2001; Niederldnder et al., 2001). Hybridisierungs-Experimente in
Maiuse-Embryonen wiesen in diesen Geweben auch die Expression von Trpsl nach
(Malik et al., 2001; Kunath et al., 2002). Eine gemeinsame Funktion der aufgezihlten
Proteine wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Dartiiber hinaus konnten mit LC8a und RNF4 zwei Bindepartner identifiziert werden die
einen modulierenden Einfluss auf die TRPS1-vermittelte Repression hatten. Auch das
Poly(rC)bindende Protein PCBP1 kdnnte ein weiterer Bindepartner zur Modifizierung
der transkriptionellen Funktion von TRPS1 sein.
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Die Proteine A1Up und TOPORS spielen eine Rolle in der Ubiquitin-dhnlichen post-
translationalen Modifizierung von Proteinen. Wahrend derzeit iiber die Rolle des A1Up
Proteins als Ubiquitin-Analogon spekuliert wird, konnte TOPORS als SUMO-E3-
Ligase identifiziert werden (Davidson et al., 2000; personliche Mitteilung von E.
Rubin).

Kiirzlich postulierten Verger et al. (2003) eine mogliche SUMOylierung verschiedener
Mitglieder der Familie der IKAROS-Transkriptionsfaktoren. Die Zielsequenzen dieser
SUMO-Modifizierungen wurden in einem konservierten Teil der jeweiligen Proteine
bestimmt, der eine hohe Homologie zum IKAROS-éhnlichen C-Terminus von TRPS1
zeigt. Dariiber hinaus konnte auch der mit TRPS1 verwandte Transkriptionsrepressor
SALLI als Zielprotein einer Modifizierung durch SUMO beschrieben werden (Netzer et
al., 2002). Da die Bildung subnukleédrer Strukturen oftmals iiber die SUMOylierung
induziert wird, ist es interessant zu erwdhnen, dass nicht nur TRPS1 sondern auch
IKAROS und SALL1 innerhalb distinkter Strukturen des Zellkerns nachgewiesen
wurden (Brown et al., 1997; Netzer et al., 2001). Bei den fiir IKAROS und SALL1
gezeigten Strukturen handelt es sich um Proteinkomplexe am Heterochromatin, die
vermutlich die Deaktivierung spezifischer Gene bewirken (Kim et al., 1999; Koipally et
al., 1999, Netzer et al., 2001). TRPS1 konnte in zwei unterschiedlichen subnukledren
Strukturen nachgewiesen werden. Wihrend ein geringer Teil des endogenen TRPS1 in
den PML-Kernkorperchen gezeigt wurde, lokalisiert der grofite Teil von TRPSI in
rundlichen Strukturen deren Klassifizierung noch aussteht. Erste Vergleiche dieser
Strukturen mit bisher bekannten Komplexen innerhalb des Zellkerns zeigten die grof3te
Ahnlichkeit mit den PcG-Kernkorpern. Bereits geplante Co-Lokalisierungsstudien von
TRPS1 mit unterschiedlichen Proteinen der Polycomb-Gruppe sollen zeigen, ob es sich
bei diesen Strukturen tatsdchlich um PcG-Kernkdrper handelt. Eine Lokalisierung von
TRPSI innerhalb dieser Komplexe wiirde darauf hinweisen, dass TRPS1 nicht nur als
»Klassischer* Transkriptionsrepressor die Expression spezifischer Ziel-Gene reguliert,
sondern als Teil dieser aus multiplen Proteinen bestehenden PcG-Kernkdrpern an der
dauerhafte Inaktivierung bestimmter Gene beteiligt ist.

Diese und weitere geplante Experimente zu Analyse der transkriptionellen Funktion und
der intrazelluldren Verteilung SUMO-defizienter TRPS1 Mutanten, sowie die
detaillierte Charakterisierung der bereits identifizierten und der evtl. noch unbekannten
Interaktionspartner, konnen vielleicht zum  Verstindnis der molekularen

Regulationsmechanismen des Transkriptionsfaktors TRPS1 beitragen.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das TRPS1 Gen kodiert fiir einen Transkriptionsrepressor. Mutationen oder eine
Deletion dieses Gens verursachen die Tricho-Rhino-Phalangealen Syndrome. Die hier
vorliegende Arbeit beschreibt Analysen zur Charakterisierung des TRPS1 Proteins.
Durch in vitro Rekonstruktionen spezifischer in Patienten mit TRPS identifizierten
Mutationen, konnte nur ein  von  urspriinglich zwei  vorhergesagten
Kernlokalisierungssignalen als funktionell klassifiziert werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Identifizierung von TRPS1-Bindeproteinen.
Durch die Verwendung von zwei iiberlappenden Trpsl Fragmenten konnten in einem
Hefe Zwei-Hydrid System sieben potentielle Interaktionspartner gefunden werden. Der
Einsatz unterschiedlicher Trpsl Fragmente in weiteren Hefe und biochemischen
Systemen ermoglichte eine Eingrenzung der fiir diese Interaktionen erforderlichen
Regionen auf unterschiedliche Bereiche innerhalb des Trpsl Proteins. In sich
anschlieBenden immunchemischen Co-Prézipitierungen und Co-Lokalisierungsstudien
konnten die Interaktionen der humanen Orthologe TRPS1 zu LC8a, RNF4 und
TOPORS verifiziert werden. Mobilitétsshift Experimente zeigten, dass sowohl LC8a als
auch RNF4 das Bindeverhalten von TRPS1 zur GATA-Konsensus-Sequenz verdndern.
Untersuchungen dieser Interaktionen in einem Luciferase-Reporter System ergaben,
dass LC8a und RNF4 zu einer Reduktion bzw. Inhibition der TRPS1-vermittelten
Repression in der GATA-abhingigen Transkription fiihrten. Die SUMO-E3-Ligase
TOPORS zeigte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die transkriptionelle
Funktion von TRPSI.

Durch die Verwendung eines aSUMO Antikorpers in Western-Blot Analysen konnte
eine mogliche SUMOylierung von TRPS1 gezeigt werden. Untersuchungen zur
intrazelluldren Verteilung zeigten das endogene TRPS1 in zwei distinkten subnukledren
Strukturen. Durch TRPS1+PML Co-Lokaliserungsstudien konnte ein geringer Teil des
endogenen TRPSI innerhalb der PML-Kernkorperchen nachgewiesen werden, wobei
die Charakterisierung der durch den groferen Anteil an TRPS1 gebildeten Strukturen
noch aussteht.

Die hier vorgestellten Ergebnisse und weitere Analysen zur spezifischen subnukledren
Verteilung und der noch nicht ndher untersuchten TRPS1-Interaktionen, konnen
vielleicht zum Verstdndnis der molekularen Mechanismen der TRP Syndrome

beitragen.
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7. Anhang

Oligonukleotide (Primer)
Wenn nicht anders gekennzeichnet, markieren die unterstrichenen Regionen die
Erkennungssequenzen fiir die entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Fettgedruckte

ATGs markieren Startcodons.

Trpsl Fragmente fiir Insertion in p414M251exN0O und pcDNA3 (T7 Promoter)

Fragment F4
5'-CGGGATCCATATGGTCCGGAAAAAGCACC-3'
5'-CGGAATTCGGTTATAAAATCGCATTTGG-3'

Fragment F5
5'-CATGGATCCGACCGTGCATGAGTCCCAAG-3'
5'-CAAGCTATTGAATTCCCATCAAGAAAACC-3'

Fragment F6
5'-CATGGATCCGACCGTGCATGAGTCC-3'
5-CGGAATTCTTTCTCCTTGGAGGC-3'

Fragment F9
5-CATGGATCCGACCGTGCATGAGTCC-3'
5'-CGGAATTCTGACCTCCTCTCTAAGG-3'

Fragment F10
5-CATGGATCCGACCGTGCATGAGTCC-3'
5'-CGGAATTCGCTGGACACAGGCG-3'

Fragment F13
5'-GCGGATCCGCTAATGGCGAAGAGG-3'
5-CGGAATTCGGAGGCACCATTTGC-3'

Fragment F1
5-CATGGATCCAAGGAGAAAACCAAGG-3'
5'-CAAGCTATTGAATTCCCATCAAGAAAACC-3'

Primer zur Amplifizierung der kodierenden Regionen der identifizierten Bindepartner
(im VP16 Plasmid) und anschlieBender Insertion in p415GALNVPO oder pGEX-4T2

VP16 Primer
5'-GTGGATCCGGGTACCGAGCTCAATTCC
5'-GCCGCTCGAGGCCAGTGAATTCGAGCTTC
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Primer zur Amplifikation der jeweiligen cDNAs und anschlieBender Insertion in die
Plasmide pEGFP-N3 und pFlag-N3

TRPS1
5'-CGGAATTCACAGATATGGTCCGG-3'
5-CGGGATCCATACTCTTTAGGTTTTCC-3'

RNF4
5'-CCCAAGCTTACAATGAGTACAAGAAAGCG-3'
5'-CGGGATCCTATATAAATGGGGTGGTAC-3'

LC8a
5'-CCCAAGCTTACCATGTGCGACCGAAAGGC-3'
5'-CGGGATCCACCAGATTTGAACAGAAG-3'

TOPORS
5'-CCCAAGCTTTTCATGGGGTCGCAGCCGCCG-3'
5'-CGGAATTCGACATATCACAGTCTTTACC-3'

GATA-Oligonukleotid fiir EMSA Experimente
Der unterstrichene Bereich markiert hier die GATA-Konsensus-Sequenz.

5-GGCGAAGTGATAAGGGGAGGCGCC-3'

Primer fiir in vitro Mutagenese Experimente
Die jeweils substituierten Basen sind unterstrichen.

2854C>T
5'-CAAGAAAGTGCCTTAACCCAG-3'
5'-CTGGGTTAAGGCACTTTCTTG-3'

2855G>A
5-CTGGGTTAAGGIGCTTTCTTG-3'
5'-CAAGAAAGCACCTTAACCCAG-3'

AExon6

5'-CCGTAACAGGGACTGGGATTC-3'
5'-ACTCCCAGGCCTTTAAACCATC-3'
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Primer fiir die Sequenzierung von TRPS1

Exon 2
PM125
PM126

Exon 3
PM120
PM119
PM118
PM117
PM109
PM108
PM&9

PMS&8

Exon 4
PM139
PM140
PM102
PM103
PM104
PM105
PM106
PM107
PM101
PM100

Exon 5
PMS&0
PMS&1
PM&7
PM&6

Exon 6
PM65
PM64

Exon 7
PM70
PM71
PM76
PM77
PM67
PMo66

5'-GCTCCAGATTTGCTCATGC-3'
5'-AAACTCCCCTAGCGAGTCGT-3'

S-TTTTTCCTAGAGGAAGCATTTGA-3'
S-TTGAAGCCAGCCTTCTCACT-3'
5'-GAACTAAATCATAAGGAGGAACAT-3'
S'-CTTGCCCTGTTTCCTCTGTA-3'
5'-AAGAGCAGAGGCAGATGACC-3'
5'-CTGTCCAGCTCAGCATCTTG-3'
5'-CCTTCAGATGGGGGTGTAAG-3'
S'-TGGTACTGGGACCTTGGTTT-3'

5'-GCAGAGGGCCCATTGAATTA-3'
5'-GGCACTGAGTACCCAACAGG-3'
5'-GCAACTCATCCACCGAATTA-3'
S'TTAATGACAGAGCCCCTGGA-3'
5'-GAACATTATGGCAAGCAGCA-3'
S"TCTCCAAGGTGCTTTCTGG-3'
5'-GACAGACAAGAGCTCGAGTGG-3'
S“TGTTTGACATCCGATGCTTG-3'
5'-GAAGCTCGCGAGTCAAACAT-3'
S'-AACTTCCCCAAGTCATTGGAA-3'

5'-CCCTTCAGAACGCTGTCTTT-3'

5'-GCCTCCACATTGGGACTATC-3'
5-GTGATGACCTTCGCAATGTG-3'
S'-CCTTTTGCCCTTCAAAACAA-3'

5'-CATGTGACTCACCTCTGACCT-3'
5S'-CATAAATCACATGTGCACTCAA-3'

5'-CTTAAGCATGGTTTATATTTGTGA-3'
5S'-CCTGAGGACTTTTTATCTGAATGT-3'
5'-CCAGCCTAAGTAAATACGA-3'
S'-CCTTCGTTTTCTCCTTGGA-3'
5'-GCCTTATCCCACCTTCAAT-3'
S'-CTCATCAAAAGAAAGAATAACAAA-3
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