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1. Einleitung -]-

1 Einleitung

1.1 Das humane Immundefizienzvirus — HIV

Als potenzieller Krankheitserreger wurde das Retrovirus LAV im Jahre 1983 zuerst
von L. Montagnier und Kollegen (Barre-Sinoussi et al., 1983) isoliert und
charakterisiert. Parallel dazu entdeckte in den USA R. Gallo das gleiche Retrovirus,
das er als HTLV III beschrieb (Gallo, Sarin, and Gelmann, 1983). Spiter wurde das
Virus in humanes Immundefizienzvirus (HIV) umbenannt. Seit 1984 gilt HIV als
atiologische Ursache fiir das erworbene Immunschwiche-Syndrom (AIDS). Neben
HIV-1, das hauptsichlich fiir die weltweite Verbreitung verantwortlich ist, wurde auch
HIV-2 beschrieben, das vor allem in Westafrika verbreitet ist und einen langsameren
Krankheitsverlauf verursacht (Clavel et al., 1986). Hoch aktive, antivirale
Kombinationstherapien (HAART) fithren heutzutage zu einer verlingerten
Uberlebenszeit, eine Heilung oder Impfung ist jedoch bislang und voraussichtlich auch
in den nichsten Jahren nicht moglich. Zudem ist die kostenintensive Therapie in vielen
Landern der Welt fiir den groBten Teil der Bevolkerung nicht finanzierbar.

1.2 Klassifikation und Morphologie des HI-Virus

1.2.1 Klassifikation

Die Retroviridae sind in sieben Genera, nidmlich in a-, B-, y-, 8-, e-Retroviren, in

Lentiviren und Spumaviren eingeteilt. Die Unterteilung erfolgte anhand der
Besonderheiten wihrend der Infektion und den durch sie verursachten Erkrankungen
sowie nach morphologischen und genetischen Unterschieden der Viren. Retroviren
kommen iiberwiegend bei Wirbeltieren vor, wo sie viele verschiedene Symptome
hervorrufen (Tumorerkrankungen, Immundefizienzen, neurologische Defekte, jedoch
auch vollig harmlose Infektionen).

Das humane Immundefizienzvirus (HIV) zdhlt neben den Immundefizienzviren der
Affen (SIV), der Katze (FIV) und des Rindes (BIV), dem Maedi-Visna-Virus (MVV)
der Schafe, dem Virus der infektiosen Andmie bei Pferden (EIAV) und dem caprinen
Arthritis-Encephalitis-Virus (CAEV) zu der Gruppe der Lentiviren. HIV ist ein
exogenes, nicht onkogenes Retrovirus, das mit dem Immunsystem und dem
Zentralnervensystem assoziiert ist (Modrow, 2003).
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1.2.2 Morphologie und Genetik

Das HI-Virus ist ein sphérischer Partikel (Abb. 1.2.1) mit einem Durchmesser von ca.
110 nm, das von einer Lipidhiille umgeben ist, die das Virus bei der Ausknospung von
der Wirtszellmembran mitnimmt. Folglich sind in die Hiille neben viralen auch
wirtszellspezifische Oberfldchenproteine eingelagert (Arthur et al., 1992).

T™M (gp41) SU (gp120)
Envelope Transmembran-Protein Envelope Oberfldchen-Protein

MA (p17)
Matrix-Protein NC (p7)

Nucleocapsid

genomische RNA

Membran CA (P?‘U
(Envelope) Capsid
PR (p11)
Prot
IN {p31) rotease
Integrase

RT (p66/p51)
Reverse Transkriptase

Abbildung 1.2.1: Schematische Darstellung des HIV-Partikels mit Zuordnung der
einzelnen HIV-Proteine, die im Kapsid vorhanden sind (Modrow, 2003).

Das virale Oberflichenprotein (SU, gp120) ist liber Wechselwirkungen mit dem
Transmembranprotein (TM, gp41) in der Virusmembran verankert, wihrend das
Matrixprotein (MA, pl17) an der inneren Seite der Virusmembran lokalisiert ist und
dem Virus seine rundliche Form gibt. Im konischen Kapsid, das vom Kapsidprotein
(CA, p24) gebildet wird, befindet sich das virale Genom in Form zweier identischer,
einzelstringiger RNA-Molekiile mit einer Lédnge von ca. 9 kb. Diese RNA wird durch
Bildung eines Ribonukleoproteinkomplexes mit dem Nukleokapsidprotein (NC, p7)
stabilisiert. Im Kapsid sind auBlerdem neben den essentiellen, viral kodierten Enzymen
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Protease (PR), reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN) die Proteine Nef, Vif,
Vpr und p6 enthalten. Die drei Proteine Rev, Tat und Vpu konnten bisher nicht im
reifen Viruspartikel nachgewiesen werden (Turner and Summers, 1999), (Frankel and
Young, 1998).

Das virale Genom (Abb. 1.2.2) enthélt neun offene Leserahmen (ORF), die fiir
insgesamt 15 Proteine kodieren. Am 5° und 3° Ende befinden sich die ,,long terminal
repeats* (LTR), die zum einen als viraler Promotor fungieren (5° LTR), zum anderen
die Transkription terminieren (3° LTR). Die fiir die Proteine Tat, Nef, Vif, Vpr und
Rev ebenso wie Env kodierenden mRNAs werden durch einen komplexen alternativen
SpleiBweg gebildet (Bilodeau et al., 2001; Bilodeau, Domsic, and Stoltzfus, 1999;
Tange et al., 2001; Tange and Kjems, 2001). Die allen Retroviren gemeinsamen
Polyproteine Gag, Pol und Env werden von drei ORFs auf einfach oder ungespleil3ter
mRNA kodiert. Gag wird im Lauf des Replikationszyklus proteolytisch in MA, CA,
NC und p6 gespalten, aus Env gehen die Proteine SU und TM mit einem Signalpeptid
hervor und Pol ist das Vorlduferprotein fiir die viralen Enzyme (PR, RT und IN
(Frankel and Young, 1998)).

MA CA NC pé6

- T vprl:l[]- rev nef
— tat LTR
[u3r|usii 939 |57t env__ Hus[r[u
l N ‘L
PR RT IN SU ™

Abbildung 1.2.2: Das Genom von HIV im Uberblick angelehnt an (Frankel and Young,
1998). In Balken sind die neun offenen Leserahmen flankiert von den LTR-Regionen
dargestellt. Falls ein ORF (wie gag, pol und env) fiir mehrere Proteine kodiert, so sind
diese separat aufgefiihrt. Die Bestandteile des Genoms sind ausfiihrlich im Text erklirt.

1.3 Nukleo-zytoplasmatischer Transport von Proteinen und RNA

Der Austausch von Molekiilen zwischen dem Kern und dem Zytoplasma ist in einer
eukaryotischen Zelle notwendig, v.a. um die im Zellkern abgelesenen mRNA-
Transkripte ins Zytoplasma, den Ort der Translation zu bringen und Proteine, die an
der Transkription beteiligt sind oder mit der genomischen DNA assoziiert sind, in den
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Zellkern zu transportieren. Der Transport erfolgt dabei durch die Kernporen. Man
unterscheidet passive Diffusion und aktiven rezeptorvermittelten Transport. Die
beschriebenen GrenzgroBen der ungehinderten und ungeregelten Diffusion betragen
dabei zwischen 40 und 70 kDa Molekulargewicht und 90 A (= 9 nm) Durchmesser
eines globuldren Proteins (Adam, 2001; Gorlich and Kutay, 1999). Alle
Makromolekiile wie Proteine oder Nukleinsduren, die grofer sind, miissen demnach
iiber aktive Transportwege verschoben werden. Die fiir den aktiven intrazelluldren
Transport verantwortlichen Prozesse sind hoch komplex und bestehen aus einer
Vielzahl von Einzelabldufen, an denen verschiedenste Proteingruppen beteiligt sind
(Gorlich, 1997; Gorlich and Kutay, 1999; Gorlich and Mattaj, 1996; Ribbeck and
Gorlich, 2001; Talcott and Moore, 1999).

Die Abbildung 1.3.1 zeigt vereinfacht die am Kernexport und Kernimport beteiligten
Hauptproteine, deren Weg, deren Interaktionen untereinander und die zu
transportierende Ladung.

Beim Export von Proteinen aus dem Zellkern (Abb. 1.3.1 B) bindet zunéchst der
Exportfaktor Crm1 (=Exportin 1, =Xpol, blau)) an ein leucinreiches Kernexportsignal
(NES (Fornerod et al., 1997b)) des zu transportierenden Proteins (Abb. 1.3.1 griin).
Der Transport wird durch Interaktionen des Exportins mit den Nukleoporinen des
Kernporenkomplexes (NPC (Ohno, Fornerod, and Mattaj, 1998)) vermittelt. Die
Bindung der GTPase Ran liefert durch die von ihr initiierte Hydrolyse von GTP in
GDP die fiir den Transport notwendige Energie. Die Verteilung von RanGDP/RanGTP
im Nukleus bzw. Zytoplasma bestimmt die Richtung des Transports. Wéhrend im
Zellkern viel RanGTP (Abb. 1.3.1 orange) und wenig RanGDP (Abb. 1.3.1 grau)
vorhanden ist, liegt im Zytoplasma das umgekehrte Verhéltnis vor. Fiir die
Aufrechterhaltung dieses Gradienten sind u.a. die zelluldren Faktoren GEF (,,guanine
nucleotide exchange factor) im Nukleus und RanGAP (,,RanGTPase-activating
protein®“) und RanBP1 (,,Ran-binding protein 1“) im Zytoplasma verantwortlich
(Pollard and Malim, 1998). Im Zytoplasma erfolgt die Hydrolyse von RanGTP zu
RanGDP, gefolgt von einer Dissoziation des Exportkomplexes. RanGDP wird
energieunabhingig in den Zellkern reimportiert und unter Hilfe von GEF wieder zu
RanGTP umgewandelt (Floer and Blobel, 1999).

Beim Kernimport von Proteinen (Abb. 1.3.1 A) bindet ein heterodimerer
Proteinkomplex aus Importin o und f (Moroianu et al., 1995) an die aus basischen
Aminosdureverbianden bestehende NLS-Sequenz des ,,Cargo*“-Proteins (Dingwall and
Palacios, 1998; Garcia-Bustos, Heitman, and Hall, 1991). Importin o und B gehoren
der Importin B Familie an. Die Importin a-Untereinheit bindet an die NLS (Imamoto
et al., 1995), wonach die p-Untereinheit die Verbindung an Proteine des
Kernporenkomplexes, den Nukleoporinen, herstellt (Adam and Gerace, 1991).
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Abbildung 1.3.1: Schematisch-vereinfachte Ubersicht der Abliufe des nukleo-
zytoplasmatischen Transportes. Der durch Importin (Imp) vermittelte Kernimport
(links) liduft gegen den RanGTP-Gradienten ab, der durch Exportin (Exp) vermittelte
Kernexport (rechts) bewegt die Ladung hin zum RanGTP-idrmeren Zytoplasma. Die
Transportproteine (Exp, Imp) sowie das RanGTP/RanGDP-Paar pendeln hierzu
zwischen Zytoplasma und Kern und werden wiederverwendet.

Diese verfiigen iiber bestimmte Peptidwiederholungen, welche sie zur Bindung
befahigen (Gorlich et al., 1995; Moroianu et al., 1995). Wéhrend der Translokation
durch die Kernpore dissoziiert der Importin-o3-NLS-Komplex, Importin o und das
NLS-Protein akkumulieren im Kernplasma. Importin  akkumuliert an der Kernpore
(Gorlich et al., 1995; Moroianu et al., 1995). Die Hydrolyse von RanGTP wird fiir
diese Translokation bendtigt (Melchior et al., 1993). Bisher ist noch nicht eindeutig
geklart, wie der RanGTP-Zyklus im NLS-Proteinimport umgesetzt wird. Wie beim
Kernexport ist die Verteilung von RanGTP/RanGDP im Zytoplasma und dem Zellkern
wichtig fiir die Translokation. RanGTP bindet den Importin-af-NLS-Komplex an der
Innenseite der Kernpore und fiihrt zu dessen Auflosung (Chi et al., 1996; Nehrbass and
Blobel, 1996; Rexach and Blobel, 1995) und der Freisetzung des NLS-Proteins in den
Kern. Die beiden Importin-Untereinheiten werden auf verschiedenen Wegen zuriick
ins Zytoplasma geschafft. Importin  besitzt ein leucinreiches NES und wird in
Verbindung mit RanGTP dadurch in das Zytoplasma transportiert (Iovine and Wente,
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1997). Die a-Untereinheit bendtigt RanGTP und mdglicherweise ein weiteres Mitglied
der Importin B-Familie als Transporter, um wieder ins Zytoplasma exportiert zu
werden (Koepp et al., 1996; Kutay et al., 1997, Koepp, 1996 #877). Fiir bestimmte
Proteine, wie beispielsweise HIV-1 Rev und HTLV-I Rex, die eine argininreiche NLS
enthalten, wurden Importin [B-vermittelte, jedoch Importin «-unabhingige
Kernimportvorgénge beobachtet (Palmeri and Malim, 1999; Truant and Cullen, 1999).
Die Importine werden synonym auch als Karyopherine bezeichnet.

Eine ausfiihrliche Zusammenfassung iiber die einzelnen Transportmechanismen und
alle bekannten, am nukleozytoplasmatischen Transport beteiligten Proteine bietet die
Publikation von Gorlich und Kutay aus dem Jahr 1999 (Gorlich and Kutay, 1999).

1.4 HIV-1 Rev — ,,Requlator of Expression of Virion Genes*

HIV muss, wie viele Viren, ausgehend von einem relativ kleinen Genom mit nur
einem Promotor viele verschiedene Proteine exprimieren. Dies geschieht im Fall von
HIV wu.a. durch alternatives Spleilen. Das bedeutet, dass auch mRNAs, die noch
Introns enthalten, vom Zellkern in das Zytoplasma transportiert werden miissen. In der
Regel werden in eukaryotischen Zellen nur gespleifite Transkripte in das Zytoplasma
zur Translation exportiert (Sharp, 1988). Obwohl auch alternatives Spleiflen
beobachtet werden konnte (Black, 2003; Kornblihtt et al., 1996), werden nicht
vollstindig gespleilte MRNA normalerweise im Zellkern zuriickgehalten, bis
entweder alle Introns entfernt worden sind oder die RNA durch zellulire Enzyme
wieder abgebaut werden. HIV bedient sich des Regulationsproteins Rev, um den
Export der nur einfach gespleifiten oder ungespleifiten HIV mRNA zu ermdglichen.
Das regulatorische Protein Rev besteht aus 116 AS und ist damit ca. 18 kDa grof3. Das
Genprodukt ist hauptsidchlich im Zellkern und den Nukleoli lokalisiert, kann aber auf
Grund spezifischer Signalsequenzen zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und
hertransportiert werden (Richard, lacampo, and Cochrane, 1994). Man spricht deshalb
von einem ,,Shuttle“-Protein.

Rev kann in mehrere funktionelle Doménen unterteilt werden. Zwischen AS 35 und 51
liegt eine argininreiche RNA-Bindedoméne (Bohnlein, Berger, and Hauber, 1991);
(Hope et al., 1990); (Kjems et al., 1991); (Malim et al., 1990). Die AS 38-46 stellen
zugleich ein nukledres Lokalisationssignal (NLS (Bohnlein, Berger, and Hauber,
1991); (Cochrane, Perkins, and Rosen, 1990); (Kubota et al., 1989); (Perkins et al.,
1989); (Venkatesh, Mohammed, and Chinnadurai, 1990)) dar. Die RNA-
Bindungsdoméne wird von der zweigeteilten Oligomerisierungsdoméne flankiert (AS
12-29 und AS 52-60 (Malim and Cullen, 1991); (Olsen et al., 1990); (Szilvay et al.,
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1997); (Thomas et al., 1998); (Zapp et al., 1991)). Am C-Terminus (AS 73-84)
befindet sich eine leucinreiche Doméne, die das nukledre Exportsignal (NES (Fischer
et al., 1995)) enthdlt und auch als Aktivierungsdomine bezeichnet wird, da sie
urspriinglich mit der Interaktion mit zelluldren Proteinen in Verbindung gebracht
wurde (Hope et al., 1992); (Malim et al., 1989); (Mermer et al., 1990). Eine Ubersicht
des Rev-Proteins mit einer Darstellung der Funktionsdoménen ist in Abbildung 1.4.1

gegeben.
Exon I Exon II
(26 AS) (90 AS)

Oligomerisierungdomiinen
I I

LIRTVRLIKFLYOSNPPP ITHSISERRIL

52 60 116
51 73 84
ROQARRNRRRRWRERQRQ LQLPPLERLTLD
Arginin-reiche Domiine Leucin-reiche Domiine
RNA-Bindungsdomine mit Aktivierungsdomine und
NLS/NOS-Domine NES-Domine

Abbildung 1.4.1: Das Rev-Protein mit seinen funktionalen Bereichen. Das Protein wird
auf zwei Exons kodiert und besteht aus 116 AS: Die Aminosiurebereiche von 12-29 und
54-60 dienen der Multimerisierung. Der Bereich in der N-terminalen Hilfte von 35-51
beinhaltet die RNA-Bindungsdomine und die NOS/NLS-Sequenz. C-terminal liegt die
Aktivierungs- bzw. NES-Doméine.

Im Verlauf der frilhen Phase der viralen Genexpression kommt es im Zellkern zur
Akkumulation von Rev. Ist eine bestimmte Schwellenkonzentration von Rev erreicht,
beginnt die spite Expressionsphase (Pomerantz, Seshamma, and Trono, 1992). Der
Begriff ,,Schwellenkonzentration® ist umstritten. Als gesichert gilt, dass ausreichend
Rev fiir die Bindung an das RRE (,,Rev response element*) vorliegen muss. Das RRE
ist eine RNA-Sekundérstruktur, die von der env-Region transkribiert wird und somit in
allen intronhaltigen viralen Transkripten enthalten ist (Hadzopoulou-Cladaras et al.,
1989) (Emerman, Vazeux, and Peden, 1989). Es kommt zum Export ungespleifiter und
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einfach gespleiter Transkripte der 4 und 9 kb Klassen (Felber et al., 1989), die a) der
Translation viraler Strukturproteine, akzessorischer Proteine und Enzyme dienen und
b) als Genom in die neu entstechenden Viruspartikel verpackt werden. Der
schematische Ablauf der HIV-Genexpression durch Rev ist in Abbildung 1.4.2
dargestellt.

Virusproduction

Production of viral

structural proteins

Abbildung 1.4.2: Schematische Ubersicht iiber die Funktionsweise des HIV-1 Rev
Proteins im zelluliiren Kontext. Dargestellt ist der Ablauf des Kernimports von Rev,
dessen Bindung an das RRE und der durch Rev vermittelte Kernexport der RRE-
mRNA. Ebenso ist die Wirkung von HIV-1 Tat auf die Transkription der mRNA
angedeutet.

Rev bindet innerhalb der RRE an der Haarnadelschleife IIB (,,Stemloop* = SL IIB).
Nach einer Modellvorstellung wird durch die Bindung die Struktur der RRE
destabilisiert, was die Bindung weiterer Rev-Molekiile unter Eingehen von Protein-
Protein-Wechselwirkungen ermdoglicht. Diese Oligomerisierung von etwa 13 Rev-
Molekiilen (Brice, Kelley, and Butler, 1999) ist essentiell fiir den Export aus dem
Zellkern. Es konnte gezeigt werden, dass fiir den Export die Bindung eines Rev-
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Monomers nicht ausreichend ist (Malim and Cullen, 1991). Fiir den Kernimport und
die RNA-Bindung ist die gleiche AS-Sequenz verantwortlich, daher wird
angenommen, dass durch die Anlagerung an die RNA das Importsignal maskiert wird
und das Exportsignal dominiert (Henderson and Percipalle, 1997).

Der aktive Export des Rev/mRNA-Komplexes wird durch Interaktion mit zahlreichen
zelluldren Komponenten vermittelt. Durch die Freisetzung der RNA von Rev wird die
NLS wieder zugénglich. Importin  bindet direkt an diesen argininreichen Bereich
(Henderson and Percipalle, 1997; Truant and Cullen, 1999). Im Gegensatz zu vielen
anderen importierten Proteinen ist hier kein Importin o als Adapter-Molekiil zwischen
Importin f und dem zu transportierenden Protein notig. Die Assoziation von Rev mit
RanGTP im Zellkern bewirkt die Freisetzung von Rev, das wieder eine neue mRNA
bindet (Truant and Cullen, 1999).

Neben der Funktion von Rev fiir den Export von ungespleifiter RNA wurde auch
beschrieben, dass Rev fiir Bildung von Polysomen an gag/pol- und vpu/env-mRNA
und somit fiir effiziente Translation nétig ist (D'Agostino et al., 1992).

Zwei weitere Signalsequenzen sind fiir HIV-1 Rev beschrieben worden. Einmal ein
sogenanntes nukleoldres Lokalisationssignal (NOS) (Hope et al., 1990); (Kubota et al.,
1989), welches mit der NLS-Sequenz iiberlappt. Diese Signalsequenz soll neben der
nukledren zusétzlich zu einer nukleoldren Lokalisation von Rev fiihren, wird allerdings
in der Literatur nur vereinzelt erwdhnt. Die Bindung an andere nukleoldre Proteine
kann ebenso zu dieser speziellen Lokalisation fiihren, ohne dass ein gesondertes Signal
notig wire. NOS wurden auch fiir andere zellulire Proteine, wie zum Beispiel
bestimmte Hitzeschockproteine beschrieben, in welchen diese Signale durch stress-
oder hitzeabhiingige Anderung der Proteinkonformation zugénglich werden (Hatanaka,
1990). Noch kontroverser diskutiert wird das Vorhandensein eines sogenannten
Kerndiffusionsinhibitions-Signals (NIS), welches aus den Aminosduren 10 bis 24 von
Rev besteht (Fang, Kubota, and Pomerantz, 2002). Dieses Signal soll die passive
Diffusion von kleinen Molekiilen in den Zellkern hemmen und es soll zu einer stabilen
Kernlokalisation einer NOS/NLS-defizienten Rev-Mutante fiihren. Eine Mutante
dieser NIS-Sequenz (Revd23) selbst wurde als potenter transdominant negativer
Inhibitor der Funktion von wildtypischem Rev beschrieben.

Als eine weitere transdominant negative Mutante der Proteinsequenz von Rev wurde
M10bl beschrieben (Malim et al., 1989; Stauber, Gaitanaris, and G, 1995). Hier liegen
insgesamt sechs zum Wildtyp unterschiedliche Aminosduren in dem Bereich der
Aktivierungsdomine bzw. der NES vor.

Weiterhin veranlassen die unterschiedlichen Ergebnisse iiber die Funktionalitit von
Rev in adulten Astrozyten Diskussionen. Zum einen wurde publiziert, dass in
Astrozyten durch eine verminderte Funktion von Rev nur eine stark verringerte Menge
an viralen Strukturproteinen gebildet wird (Neumann et al., 1995). Zum anderen wird
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behauptet, dass Astrozyten unter bestimmten Bedingungen zu einer normalen
Virusreplikation fdhig sein konnen (Canki et al., 2001).

Trotz einer Vielzahl von Untersuchungen iiber die Sequenz und die Funktion von Rev
sind bislang noch essentielle Fragen unbeantwortet und unterschiedliche Ergebnisse
zeigen die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen.

1.5 Die Interaktion von HIV-1 Rev mit zelluldaren Faktoren als Ansatz
fiir die Entwicklung von HIV-Inhibitoren

Die Problematik der HIV-Therapie ergibt sich aus der Tatsache, dass das Virus zum
grolen Teil auf zellulire Funktionen zuriickgreift, die nur bedingt als Therapieziele
dienen konnen. Die Rev- (und auch Tat-) Funktionen sind sehr virusspezifisch und
deshalb interessant als Angriffspunkte. Bisher beschriebene HIV-Inhibitoren von Rev
(oder Tat) basieren zumeist auf aromatischen Kationen (Xiao et al., 2001),
Aminoglykosidantibiotika (Hamasaki and Ueno, 2001; Sreedhara and Cowan, 2001;
Tok, Dunn, and Des Jean, 2001) oder auf gekapselter RRE-antisense-RNA (Duzgunes
et al.,, 2001) und Rev-Peptidkonjugaten (Baker et al., 2000; Kumagai et al., 2000;
Kumagai et al.,, 2001; Takahashi, Ueno, and Mihara, 2001). Diese Komponenten
binden spezifisch an RRE-RNA und verhindern dort die Proteinbindung oder fiihren
zum Abbau der RNA. Virusspezifische Inhibitoren werden oft durch die Fahigkeit des
Virus, sich durch Mutationen anzupassen, in ihrer Wirkung beeinflusst. Inhibitoren
von allgemeinen Stoffwechselwegen beeinflussen infizierte und gesunde Zellen
gleichermafen und kénnen zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren. Deshalb ist die
Suche nach Proteinen und Stoffwechselwegen, die in direktem Kontakt mit
virusspezifischen Proteinen wie Rev stehen, wichtig, um weitere Angriffspunkte im
viralen Vermehrungszyklus zu ermitteln.

In seinem Funktionszyklus durchlduft HIV-1 Rev verschiedene kritische Punkte, an
welchen es mit unterschiedlichen zelluldren Proteinen interagiert. Um seine
Hauptfunktion, den Export ungespleiliter mRNA aus dem Kern, durchfithren zu
konnen, muss Rev nach der Translation im Zytoplasma in den Kern importiert werden.
Rev enthélt dazu ein Kernlokalisationssignal (NLS).

Importin  bindet direkt an die NLS von Rev (Henderson and Percipalle, 1997; Truant
and Cullen, 1999). Diese Untersuchungen zeigten, dass Rev an der viralen RNA
multimerisiert und dadurch die NLS-Sequenz verdeckt ist und die NES-Sequenz offen
liegt. Dies sorgt dafiir, dass erst nach dem Export und der Freisetzung der RNA-
Ladung im Zytoplasma Rev wieder importiert werden kann.

Das nukleoldre Protein B23 ist an dem Vorgang der Bindung von Rev an Importin 3
beteiligt und bindet Rev auch direkt (Miyazaki et al., 1995). Dadurch wird der Import
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von Rev weiter stimuliert (Szebeni et al., 1997; Szebeni and Olson, 1999). Fiir B23
wird postuliert, dass es zwischen dem Zytoplasma und dem Kern pendelt und am
Transport ribosomaler Komponenten beteiligt ist (Borer et al., 1989). Vermutlich tragt
B23 in der Zelle zur Einstellung der nukleoldren Funktionen und zum Abbau der
Nukleoli wihrend der Mitose bei. Eine Rev-Uberexpression fiihrt zu einem Aufblihen
und zu strukturellen Deformationen der Nukleoli und hat eine unnatiirliche Anhdufung
von rRNA zur Folge (Miyazaki, Nosaka, and Hatanaka, 1996). Rev fiihrt aulerdem zu
einer Akkumulation von Zellen, welche in G2-, Prophase oder Mitose arretieren, ohne
eine Zytokinese zu durchlaufen (Miyazaki, Nosaka, and Hatanaka, 1996). Dies ldsst
den Schluss zu, dass Rev eine erfolgreiche Mitose der infizierten Zellen hemmt oder
sogar verhindert. Dies steht in direktem Gegensatz zur Funktion von B23 und wiirde
eine Erkldrung der Bindung liefern. Eine selektive Hemmung der Bindung von Rev an
Importin B oder B23 durch Medikamente wiirde so moglicherweise den Import von
Rev in den Zellkern verhindern und Rev wiirde den Ort seiner Funktion nicht
erreichen.

Einmal im Kern angelangt verhindert Rev das vollsténdige Spleilen der HIV-1 mRNA
durch die Bindung an das RRE (Fankhauser et al., 1991). Diese Bindung und die
Multimerisierung von Rev (Jain and Belasco, 2001) verdringen B23. Durch eine
Phosphorylierung von Rev durch die Caseinkinase 2 (CK2) in vitro wird die Bindung
an das RRE verstérkt (Fouts et al., 1997). Diese Kinase phosphoryliert aulerdem B23,
was zusdtzlich zu einer Verstirkung des Rev-Imports durch den Einfluss von B23
fiihrt (Szebeni et al., 1997). Die CK2 selbst wird durch Rev in vitro aktiviert, was zu
einer verstiarkten Phosphorylierung verschiedenster HIV-1 Proteine, wie gp120, gp41,
p51, p32, p27 und p24 fiihrt (Ohtsuki et al., 1998).

Auf Grund ihres Einflusses auf Rev und auf andere HIV Proteine konnte auch die
Caseinkinase 2 ein Angriffspunkt zur HIV-1 Therapie sein. Die Caseinkinase 2 greift
durch Phosphorylierung verschiedener HIV-Proteine wahrscheinlich sogar mehrfach
in die Abldufe der HI-Virusvermehrung ein. Die Multimerisierung von Rev an der
RRE-mRNA ist essentiell fiir die Rev-Funktion und ist somit selbst ein potenzielles
Ziel eines medikamentdsen Eingreifens.

Die Féhigkeit, das Spleilen der HIV-mRNA zu verhindern, hingt moglicherweise mit
der Bindung von Rev an das ASF/SF2-spleififaktorassoziierte Protein p32 zusammen
(Tange, Jensen, and Kjems, 1996). P32 moduliert die Funktion von Rev und wird als
Verbindung zum zelluldren Spleiapparat angesehen. Fiir den SpleiB3faktor ASF/SF2
selbst wurde gezeigt, dass er an die RRE-RNA im Beisein von Rev binden kann und
die Rev-Funktion dosisabhéingig inhibieren kann (Powell et al., 1997). Die Interaktion
von Rev mit p32 konnte diese Inhibition verhindern bzw. aufheben. Weitere Proteine
wurden im Zusammenhang mit der Verhinderung des Spleilens und der Stabilisierung
der viralen RNA durch Rev identifiziert. Dazu gehoren serin- und argininreiche
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Proteine, die der Erkennung der Spleif3stellen dienen (Pongoski, Asai, and Cochrane,
2002) und das heterogene, nukledre Ribonukleoprotein A1 (hnRNP A1) (Najera,
Krieg, and Karn, 1999). Durch einen positiven Einfluss von Rev auf die Bindung des
poly(A)-Bindungsproteins 1 (PAB 1) an die poly(A)-Enden der HIV-mRNA
(Campbell et al., 1994) wird die Stabilitdt erhoht und die Translation der HIV-1
mRNA findet vermehrt statt.

Zum Export der mRNA aus dem Kern muss Rev mit verschiedenen zelluldren
Proteinen interagieren. Zuerst identifiziert wurde der eukaryotische Initiationsfaktor
5A (elF5A), welcher mit Rev (Ruhl et al., 1993) und auch mit Crm1 (Rosorius et al.,
1999) direkt interagiert. Die Interaktion von elFSA mit Rev ist notwendig fiir die
Bindung von Rev an Crml1 (Hofmann et al., 2001). Crm1 ist im Zusammenspiel mit
elF5A als Interaktionspartner von Rev essentiell fiir den Rev-vermittelten Export der
viralen ungespleiften mRNA aus dem Kern. Dies ldsst die Entstehung eines
Komplexes der drei Proteine vermuten, der essentiell fiir die Virusvermehrung ist und
deshalb ebenfalls als Ziel fiir die Inhibitorentwicklung zu sehen wire, da. Das
ribosomale Protein L5, ein Teil des 5s rRNA-Exportsystems, scheint ebenso an diesem
Prozess beteiligt zu sein. Es wurde eine Interaktion von LS5 mit elF5A und dadurch
eine Verstarkung der Rev-Aktivitit gezeigt (Schatz et al., 1998).

Weitere zelluldre Faktoren sind mit dem fiir Rev beschriebenen Crml-abhéngigen
Kernexportmechanismus  verbunden. = Darunter  sind  Bestandteile  des
Kernporenkomplexes (Zolotukhin and Felber, 1999), im Kern vorliegendes Aktin
(Hofmann et al., 2001), das 68kDa-Src-assoziierte Protein der Mitose (Sam68) (Li et
al., 2002b), die Sam68-dhnlichen Proteine SLM-1 und 2 (Reddy et al., 2002), die
RNA-Helikase A (RHA) (Li et al., 1999) und Tap (Reddy et al., 1999). Sam68 bindet
direkt an Rev, kann aber auch im Zusammenspiel mit Tap und RHA den Export der
RRE-mRNA ohne Rev selbststindig ausfiihren.

Die Liste der Rev-interagierenden zelluldren Faktoren (Tab 1.5.1) wurde in den letzen
Jahren nicht mehr vergroBert. Die hier genannten Faktoren wurden alle bis 1999
beschrieben.



1. Einleitung

- 13-

zelluldre Rev- Identifikations- Quelle | Interaktions- funktionell
interagierende methode bereich beteiligt an Referenz
Faktoren
B23 Affinitéts- HeLa basische n(ljllll:lls(flré(i)rrel:’r (llgznllfhsazltzst:rit;rll.(i
(nukleolir) chromatographie Doméne von I ’
Rev und Tat mport Olson, 1999)
elF-5A . cross-linking HeLa Aktlv.}erungs- Kernexport , (Bevec et al., 1996;
(zytoplasmatisch doméne von .
und nukledr) Rev und Rex Translation Ruhl et al., 1993)
. Spleillen (Luo, Yu, and
YL2 /p32 Y2H murines basische HIV ’ Peterlin, 1994; Tange,
(primér Co-IP Embryo- | Doméne von Transkription Jensen, and Kjems,
mitochondrial) footprinting , i.v. | gewebe | Revund Rex P 1996)
(Bogerd et al., 1995;
Nukleoporine: Y2H, M2H, i.v. HeLa, | Aktivierungs- Farjot, Sergeant, and
(nukledr, Kernpore) CEM-T | doméine von Mikaelian, 1999;
hRip = Rab Zellen, | Revund Rex Fritz and Green,
yRip1pl = Nup42 Hefe 1996; Fritz, Zapp,
Nup98, Nup153, Kernexport and Green, 1995;
Nup214 Stutz et al., 1996;
NLP-1 Stutz, Neville, and
Rosbash, 1995;
Zolotukhin and
Felber, 1999)
Crml/Exportin 1 Y2H, co-IP, i.v Hefe, Aktivierungs- (Fornerod et al.,
(nukledr) Mensch | doméne von Kernexport 1997b: Neville et al.,
Rev und Rex 1997)
basische (Henderson and
Importin v human | Doméine von Percipalle, 1997,
zytoplasmatisch Rev, Rex und Palmeri and Malim,
(ytop ) Tat Kernexport 1999; Truant and
Cullen, 1999)

Tabelle 1.5.1: Bekannte zelluliire Interaktionspartner von HIV-1 Rev. Die Spalten
zeigen den Namen, die Methode der Identifikation (Y2H = Hefe 2-Hybridsystem, M2H =
Sduger 2-Hybridsystem, i.v. = in vitro Bindung, Co-IP = Koimmunoprizipitation), die
Gewebe- oder Zellquelle, den Interaktionsbereich, den méglichen Einfluss auf Rev und
die Literaturstellen (angelehnt an (Ceccherini-Silberstein, 2001)).

1.6 Das ,,Rev Interacting Shuttle Protein‘‘(RISP) und das zellulare
KIAA0592-Protein

In einer fritheren Arbeit (Ceccherini-Silberstein, 2001) wurde durch ein Screening
Hefe Faktor
(=Klonnummer 16.4.1) identifiziert. Die kodierende DNA-Sequenz stammte aus einer
Jurkat T-Zell cDNA-Bank und war 696 bp grof3. Die Herstellung von cDNA-Banken
durch reverse Transkription (RT) mit oligo(dT)-Primern hat zur Folge, dass es durch

mittels eines 2-Hybridsystems ein neuer Rev-interagierender
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Abbruch der RT-Reaktion inmitten einer groeren mRNA zu unvollstindigen cDNA-
Fragmenten kommen kann. Schon bald wurde durch Vergleichsuntersuchungen auf
Sequenzebene festgestellt, dass die Nukleotid- und Proteinsequenz des Klons 16.4.1
vor allem mit dem 3" bzw. C-terminalen Ende des publizierten KIAA0592-cDNA-
Klons/Proteins iibereinstimmt.

Die KIAA0592-Sequenz wurde aus einer cDNA-Bank des menschlichen, adulten
Gehirns durch spezielle Methoden zum Nachweis von groBen Transkripten
identifiziert (Nagase et al., 1998a; Nagase et al., 1998b; Ohara et al., 1997). Hierzu
wurden cDNA-Banken aus dem menschlichen Gehirn und anderen Geweben
hergestellt und so der GréBe nach fraktioniert, dass die Banken eine durchschnittliche
cDNA-Gro8e von 3,3 bis zu 10 kbp zeigten. Diese cDNA wurden dann auf kodierende
Regionen hin untersucht und in eine Datenbank eingegeben. Die Daten und die cDNA
sind fiir die wissenschaftliche Forschung zugénglich. Bis zum heutigen Tag wurden
auf diese Weise iiber 2000 (KIAA0001-KIAA2029) neue, groe (>50 kDa) zellulédre
Proteine identifiziert. Weitere Informationen finden sich in der HUGE-Datenbank des
Kazusa, DNA-Forschungsinstituts, Japan (http://www.kazusa.or.jp/huge (Kikuno et
al., 2002)).

Die cDNA von KIAA0592 (Accession #AB011164 (Nagase et al., 1998a)), obwohl
ebenfalls als unvollstindig eingestuft, hat eine Gesamtldnge von 4623 bp und kodiert
theoretisch fiir ein Protein von 1353 AS (Accession #BAA25518). Die KIAA0592-
Sequenz wurde am 10. April 1998 publiziert.

Das publizierte KIAA0592-Protein wurde durch eine in silico Translation eines
moglichen offenen Leserahmens ermittelt. Das Protein ist bis heute weder mit einer
Funktion noch einer Struktur beschrieben. Die Proteinsequenz wurde als ebenfalls 5’
unvollstdndig annotiert. Die cDNA besitzt ein Polyadenylierungssignal und der offene
Leserahmen ist ununterbrochen. Durch RT-PCR-Versuche wurde das KIAA0592-
Transktipt in den folgenden Gewebearten identifiziert: Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge,
Leber, Muskel, Nieren, Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Ovarien und dem
Diinndarm. Die Ensemble 1dentifikationsnummer lautet Q9Y4EI1. Die Sequenz wurde
experimentell auf das menschliche Chromosom 10 kartiert.

Fir den Klon 16.4.1, der spdter den Arbeitsnamen Risp bekam, wurden einige
charakteristische Eigenschaften ermittelt (Ceccherini-Silberstein, 2001). So sind die
Aminosduren 39 bis 133 von Risp und die Aminosduren 34 und 60 von Rev wichtig
fiir die Bindung der beiden Proteine aneinander. Erste Versuche zeigten, dass sich Risp
in HeLa-Zellen vornehmlich im Zytoplasma authilt, aber auch im Kern zu finden ist.
Verschiedene Astrozytom-Zelllinien zeigten ein inhomogenes Lokalisationsmuster des
Risp-Proteins in den Zellen, grundsitzlich zeigte sich Risp wie in HeLa-Zellen
vornehmlich im Zytoplasma angesiedelt. Dies konnte auch auf die generell
inhomogene Morphologie dieser Zellkulturen (85HG66 und U138 MGQG)
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zuriickzufiihren sein. Durch einen Vergleich der Risp-Proteinsequenz mit den anderen
bekannten direkt mit Rev interagierenden Faktoren konnte ein gemeinsames
Sequenzmotiv  ermittelt werden. Die Konsensussequenz — dieses  Motivs
(P[AELNR][KHILST][KCRST]TN[PD]F[LST][LIN][EAGQS])  findet sich in den
Aminosduren 12-25 des N-terminalen Endes von Risp wieder (Ceccherini-Silberstein,
2001). Die Sequenz bindet nicht direkt an Rev und somit ist die Funktion in den Rev-
bindenden Faktoren und der Zusammenhang mit der Féhigkeit der Rev-Bindung noch
unklar.

1.7 Vom Genom zum Proteom

Da in der vorliegenden Arbeit computergestiitzte Analysen eine wesentliche Rolle
spielen soll hier eine kurze Einfiihrung in das Gebiet der in silico-Untersuchungen und
deren Vorraussetzungen gegeben werden.

Das menschliche Genom besteht aus 3,2 Milliarden Basenpaaren, die auf 46
Chromosomen verteilt sind. Die nun publizierte Sequenz des menschlichen Genoms
stellt wohl computerwissenschaftlich gesehen eher einen Anfang anstatt ein Ende dar.
Erst jetzt ist es moglich, detailliert Sequenzpolymorphismen und die gesamte
Komplexitit des sogenannten , Transcriptoms®, also der Gesamtheit aller
transkribierten Sequenzen, oder letztlich des sogenannten ,,Proteoms®, das bedeutet
aller vom Genom kodierten Proteine, zu untersuchen.

Genomische Sequenzen konnen funktional in Gene, Pseudogene, nicht-kodierende und
regulatorische Bereiche getrennt werden. Nur ein geringer Teil (1,5-3 %) des gesamten
Genoms besteht aus Bereichen, welche direkt fiir eine Aminosduresequenz kodieren.
Ein nicht unwesentlicher Teil des Genoms besteht aus Pseudogenen (0,5 %), das sind
inaktive aber stabile Komponenten des Genoms, welche durch Mutationen aus vorher
aktiven Genen entstanden sind. Der groffte Bereich setzt sich aus Introns und
intergenischer DNA zusammen. Fast die Hélfte der DNA besteht aus den
verschiedensten Transposons, welche Nukleotidwiederholungen zeigen. Immer noch
gehen die Schitzungen {iiber die tatsdchliche Anzahl an menschlichen Genen weit
auseinander (Makalowski, 2001). So liegen beispielsweise die geschitzten Werte, die
bei einer Lotterie angegeben wurden, die auf der Cold Spring Harbor Genomkonferenz
im Jahr 2000 begann und bis 2002 lief, zwischen 27000 und 153000 Genen. Dabei lag
der Mittelwert der Schétzungen bei ca. 61000 Genen
(http://www.ensembl.org/Genesweep). Ein Sieger bzw. die Anzahl der Gene soll
dieses Jahr (2003) durch Fachleute auf der gleichen Konferenz ermittelt werden.
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Abbildung 1.7.1 gibt einen Uberblick iiber die Kartierung des menschlichen
Chromosom 10 mit einer Auswahl an annotierten Genen der ,,GenomeMap“-
Zusammenstellung des NCBI.

Contig HsUniG  Genes_seq gyl orient. hinks evidence cyto full name
Frisees . : ) MGC14439+  svev -seqmm  C 10p15.1 hypothetical protein MGC 14439
e " MGC35468+  svev -scamm  C  10p13 hypothetical protein MGC35468
mpj:;i . M SSH3BPL ¢+ svevhmsegmm C 10p11.2 spectrin SH3 domain binding protein 1
Hien s ZNF374 4 svev -seamm  C 10p112 zinc finger protein 37a (KOX 21)
,;":Eg; " MAPEE 4 svevhmseqmm C 10911.21 mitogen-activated protein kinase 8
e I+ KIAAD592 +  svovhmseqmm C 101122 EIAA05S2 protein
ot e 3 : FHOBTEL +  svevhmseqmm C 10212 Rho-related BTE domain containing |
:::::: |I' 3 N TACR2 + svevhmseqmm C 10g911-921 tachykinin receptor 2
l;g:é;z | i D4HAL + svevhmsegmm C 10921.3-923.1 procollagen-proline, 2-oxoghitarate 4-dioxygenase (proline 4-hydrozylase), alpha polypeptide I
toastes EIFSAP1  + SV EY - SEq mm C 10g23.3 eukaryolic translation imtiation factor 54 pseudogene 1
ezl | * Wy PTEN + svevhmeeqmm O 109233 phosphatase and tensm hemolog (mutated in multiple advanced cancers 1)
o e FERILY +  svev -seqmm C 10424 fer-1-like 3, myofertin (C' elegans)
b . c FRAT1 + svevhmeeqmm O 10g24.1 frequently rearranged n advanced T-cell lymphomas
e " KEO4 + svey -segmm  C 10921-gq22 similar to Caenorhabditis elegans protein C42C1.9
Rrre §§ - FLTI3114 +  svev -seqmm  C  10q2431  hypothetical protein FLI13114
lﬁ%i}% * " NEURL + svevhmseqmm C 10g25.1 neuralized-lilke (Drosophila)
O] = SORCS1  + svev -seqmm  C 10g23-q25  VPS10 domain receptor protein SORCS 1
35533% I é DOLEELL +  svevhmseqmm C 109251 DA cross-lisk repair 14 (P02 homelog, S, cerevisiae)
1042802 e P125 + SV EV - S84 mm C 10g25-926 Sec23-mnteracting protein p125
1oazees l o= - BCOCIP 4 svevhmsegmm C  10g26.1 BRCAZ and CDEN 1A interacting protein

Abbildung 1.7.1: Ausschnitt einer Kartierung des menschlichen Chromosom 10 (NCBI,
GenomeMap). Angegeben ist eine Auswahl an annotierten Genen mit der zugehorigen
Chromosomenregion, verschiedenen Links zu weiteren Datenbanken, dem Gensymbol
und der Orientierung, den UniGene- und Contig-Sequenzen und der Lokalisation auf
dem Chromosom (roter Punkt).

Das Genom ist nicht nur auf Sequenzebene komplex aufgebaut, sondern auch die
Chromosomen sind spezifisch lokalisiert und die DNA in den Chromosomen bildet
rdumliche Anordnungen. Studien an Chromosomen in der Mitose haben eine
funktionell signifikante Kompartimentalisierung des Sdugergenoms ergeben, welche
sich stark an dem bekannten Bandenmuster orientiert (Sadoni et al., 1999). R-
Bandenabschnitte werden friih in der S-Phase der Mitose repliziert, wohingegen G-
Banden erst in der zweiten Haélfte der S-Phase verdoppelt werden. Konstitutiv
exprimierte Gene wurden beispielsweise fast ausschlieflich in den R-Banden
festgestellt, wohingegen gewebespezifische Gene vorwiegend in den G-Banden zu
finden waren (Craig and Bickmore, 1993; Craig and Bickmore, 1994). Die R-
Bandensequenzen von unterschiedlichen Chromosomen héufen sich im Kerninneren
und bilden ein Kompartiment, welches friih repliziert wird und transkriptionell
kompetent und aktiv ist (Sadoni et al., 1999). Dementsprechend lokalisieren genarme
Chromosomen (wie das menschliche Chromosom 18) vorwiegend in der
Kernperipherie (Swedlow and Lamond, 2001). Von T. Cremer existiert ein Modell,
nach dem der Nukleus in spezielle Chromosomenterritorien (CT) und
Interchromatindoménen (ICD) aufgeteilt ist. Dabei stellen die ICD das strukturelle und
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funktionelle Aquivalent der Kernmatrix dar. In den CT kann man Bereiche mit aktiven
Genen von solchen mit inaktiven Genen unterscheiden (Cremer et al., 1996; Cremer
and Cremer, 2001; Cremer et al., 2000; Cremer et al., 1993; Zirbel et al., 1993).

Neben der Organisation des Nukleus in speziell differenzierte Kompartimente sind
auch die DNA-Sequenzen der Chromosomen strukturell organisiert. Das
Vorhandensein einer nukledren Kompartimentalisierung und die Frage, wie
unterschiedlichste Prozesse im Kern organisiert werden, fiihrten zur Annahme einer
Kernmatrix (Dundr and Misteli, 2001). Die vollstindige Struktur dieser Matrix ist
bisher nicht gekliart und wird kontrovers diskutiert (Nickerson, 2001; Nickerson,
Blencowe, and Penman, 1995; Pederson, 2000). Sogenannte ,,Scaffold/Matrix
Attachment Regions® (S/MARs) der DNA fiihren zu einer Sekundirstruktur, bei der
Bereiche der S/MARs mit der Kernmatrix interagieren und die dazwischenliegenden
DNA-Bereiche als schleifenartige Strukturen herausragen. Diese
Chromosomenschleifen erstrecken sich {iber 5 bis 200 kbp und es wurde entdeckt, dass
aktiv transkribierte Gene in solchen Schleifen organisiert sind (Mirkovitch, Gasser,
and Laemmli, 1987). S/MARs wurden hdufig an den Grenzen von
Transkriptionseinheiten, in DNase I hypersensitiven Bereichen gefunden (Bode et al.,
2000a; Bode et al., 2000b). Diese Bereiche konnten als genomische Isolatoren dienen
(Antes et al., 2001). Ebenso wurden S/MARs in direkter Ndhe von Enhancern
(Fernandez, Winkler, and Grosschedl, 2001) und den Ausgangspunkten der
Replikation (Bode et al., 2000a; Bode et al., 2000b) detektiert. Dadurch stellen
S/MARs Marker fiir unabhingig regulierte Genomeinheiten die sogenannten
Chromatindoménen dar und sind Indikatoren fiir Bereiche mit regulatorischem
Potenzial (Goetze et al., 2003).

Die Ziele der strukturellen und funktionellen Genomik sind klar: Die Bereitstellung
eines funktionellen und strukturcllen Modells, um Gene zu identifizieren und zu
charakterisieren, die fiir jedes Protein eines Organismus kodieren. Computergestiitzte
Herangehensweisen werden eine wichtige Rolle spielen, um die enormen Mengen an
Informationen zu handhaben. Dabei wird es notig sein, mathematische Algorithmen zu
entwickeln, welche fiir vollstindige Genome anwendbar sind.

Es existieren zwei grundlegende Kategorien der Proteinstrukturvorhersage: Die
vergleichende und die ab initio Vorhersage. Vergleichende Untersuchungen basieren
auf der Verwendung von einer oder mehrerer evolutiondr konservierter
Proteinvorlagen. Der  evolutiondre = Verwandtschaftsgrad  kann  durch
Sequenzdhnlichkeiten der Proteine oder durch Vergleich mit Datenbanken von
einzelnen Proteinstrukturdominen ermittelt werden. Ab initio Vorhersage bedeutet
eine ausschlieBlich von der genomischen Sequenz beginnende Modellierung. Die
Voraussage von niedrigauflosenden Strukturen von Proteinen wird durch die
Entwicklung allgemein anwendbarer Algorithmen ab initio moglich werden.
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Auf der Basis dieser Strukturvorhersagen ergeben sich immer mehr Moglichkeiten, ein
Protein mit einer bestimmten Funktion zu verbinden. Der heutige Stand erlaubt es
diese Vorhersagen zusdtzlich und als Vervollstindigung experimenteller Daten
einzusetzen. Da davon ausgegangen werden kann, dass Proteine in einer Zelle niemals
isoliert tdtig sind, muss es letztlich das Ziel sein die Funktion von
Multiproteinkomplexen, Funktionskaskaden und ganzen Proteomen anhand der
computergestiitzten Vorhersage von Struktur und Funktion der einzelnen Proteine
aufzukléren.

1.8 Organisation von transkriptionell requlatorischen Bereichen:
Promotoren

Polymerase II Promotoren sind durch Kombinationen mehrerer individueller
regulatorischer Elemente charakterisiert. Die wichtigsten dieser Elemente sind die
Transkriptionsfaktor (TF)-Bindungsstellen. Diese konnen in unterschiedlichster Art
und Zusammensetzung in verschiedenen Promotoren vorkommen.
Transkriptionsfaktoren konnen aktivierende oder hemmende Funktion in den
spezifischen regulatorischen Bereichen haben. CAAT oder TATA Boxen sind weder
notig noch ausreichend fiir eine Promotoraktivitit. Jeder individuelle Promotor besteht
aus einem bestimmten Set dieser Bindungsstellen. Die Organisation von Promotoren
kann in mindestens drei verschiedene Ebenen aufgeteilt werden. Die unterste Ebene
besteht aus den Bindungsstellen fiir die individuellen Transkriptionsfaktoren, welche
relativ kurze (15-20 nt), nur fiir die spezifische Erkennung ausreichende Sequenzen
enthalten. Die nédchste Ebene stellen die sogenannten Promotormodule dar, die aus
zwei oder drei TF-Bindungsstellen in einem bestimmten Abstand zueinander bestehen.
Die Kombination von Sequenzinformation, Distanz bestimmter Sequenzen,
Anordnung und Orientierung dieser Sequenzen definiert einen Promotor (Werner,
1999). Die hochste Komplexitit wird durch vollstddnige Promotor dargestellt, die alle
funktionalen Elemente enthalten, welche zu einer Regulation der Transkription nétig
sind. Dazu gehort ein relativ konservierter Kernpromotor bestehend aus TF-
Bindungsstellen mit bestimmtem Abstand und Orientierung und aus zusétzlichen
Elementen stromauf- oder stromabwirts. Die Funktionalitét eines Promotors ist zudem
noch von dem genomischen Kontext abhingig. Eine generelle Schwierigkeit besteht
darin, dass sich zwar die Bestandteile, die Transkriptionsfaktorbindungsstellen durch
Matrizen und mathematische Verfahren auf der DNA-Sequenz identifizieren lassen,
dass aber das Zusammenspiel der Bestandteile nur kaum anhand der reinen DNA-
Sequenz vorhersagen lasst.

Eine schematische Ubersicht iiber den Aufbau eines Promotors gibt Abbildung 1.8.1.
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Transkriptionsfaktor- A
Bindungsstelle

Promotormodul
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Abbildung 1.8.1: Schematische Ubersicht des Aufbaus eines eukaryotischen Polymerase
II-Promotors mit den wunterschiedlich komplexen Ebenen der Organisation: TF-
Bindungsstellen, Promotormodul, vollstindiges = Promotormodell wund der
Gesamtkontext.

Die Promotormodule basieren auf Ahnlichkeiten in den Bestandteilen (TF-
Bindungsstellen) auf Sequenzebene, sowie deren relative Anordnung zueinander. Die
in silico Analyse basiert auf einem Vergleich von Sequenzparametern mit speziell
entwickelten Algorithmen anhand bekannter Trainingssequenzen (Werner, 1999).
Dadurch ergeben sich Matrizen fiir die einzelnen Elemente. Vorhandene, zu
untersuchende Sequenzen werden nun mit diesen Matrizen mathematisch auf
Ubereinstimmung  verglichen. Dabei beschreiben die Werte ,,Core sim* die
Ahnlichkeit der untersuchten Sequenz in den vier konserviertesten Nukleotiden und
,Mat sim*“ die Ahnlichkeit der gesamten TF-Bindungsmatrix (Software:
Matlnspector). Ein Wert ,,1 bedeutet jeweils identisch zu der rechnerisch aus
bekannten Sequenzen ermittelten Matrize. Die Modelbewertung (,,Model Score®)
summiert alle Werte der einzelnen Elemente. Die maximale Identitét eines Modells
mit den vorgegebenen Matrizen wird als 100 % gesetzt (Frech, Herrmann, and
Werner, 1993).

Genexpression ist nicht erst seit der Entschliisselung weiter Teile verschiedener
eukaryotischer Genome im Fokus der wissenschaftlichen Analyse. Obwohl die Menge
an experimentell ermittelten Daten stetig ansteigt, kann die Annotation von
transkriptionell aktiven Sequenzen nicht mit dem exponentiellen Wachstum der
Sequenzinformationen Schritt halten. Im Allgemeinen ist die Information {iber die
funktionale Organisation einer regulatorischen Sequenz eines Genes nur in
Fragmenten bekannt. Zum einen miissen nicht alle
Transkriptionsfaktorbindungsstellen experimentell verifiziert sein, zum anderen
konnen weiter entfernte Sequenzbereiche, die nicht direkt mit dem Gen des Interesses
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in Verbindung gebracht werden, z.B. als Enhancer einen direkten Einfluss auf die
Expression haben. Experimentell konnen TF-Bindungsstellen durch gezielte
Mutagenese, Deletionsanalysen, DNase [ Footprinting oder Ko- und
Uberexpressionsversuche ermittelt werden.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Eigenschaften von Risp, aber vor allem des KIAA0592-
Proteins ndher zu charakterisieren. Dabei galt das Interesse besonders der
Untersuchung der Interaktion des Risp-Fragments mit Rev in menschlichen Zellen,
aber auch der Identifizierung und Charakterisierung des vollstaindigen KIAA0592-
Klons.

Vor allem die Entschliisselung der noch unbekannten zelluliren Regulation und
Funktion dieses gro3en unbekannten Proteins ist von Interesse.

Jeder Interaktionspartner von Rev ist unter dem Gesichtspunkt der Moglichkeit eines
Eingreifens in die Rev-Funktion durch Verdnderung dieser Interaktion von groflem
medizinischen Interesse.

Unabhédngig davon waren die Eigenschaften des KIAAO0592-Gens bzw. des
dazugehorenden Proteins zu Beginn dieser Arbeit weitestgehend unbekannt. Im
Allgemeinen sind nur wenige Proteine der Grofle von KIAA0592 in der Literatur
beschrieben.

Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeit

die Anordnung und Organisation des KIAA0592-Gens,

die biochemischen und strukturellen Eigenschaften des KIAA0592-Proteins,
erstmals die Expression des KIAA0592-Proteins,

die Interaktion von Risp mit Rev und Crm1 in Sédugerzellen,

die Lokalisationseigenschaften von Risp und deren Einfluss auf Rev und

AN o

die Lokalisationssignale von Risp

untersucht bzw. gezeigt werden.
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2 Material

2.1 Verwendete Abkiirzungen und Worterklarungen

32p radioaktiver a- >*Phosphatrest

A Adenosin

AB Antibiotikum, antibiotisch

Abb. Abbildung

Ac Acetatrest einer Verbindung

A.d. Aqua destillata (doppelt-deionisiertes Wasser, Millipore, Eschborn)

ad Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen

AM Antimykotikum, antimykotisch

AmS Ammoniumsulfat

AS Aminoséure

ATCC American Type Culture Collection, Manassas, USA

ATP Adenosintriphosphat

BLAST Basic Local Alignment Search Tool (Tatusova and Madden, 1999)

bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytidin

CIP alkalische Phosphatase ( ,,calf intestine phosphatase*)

cDNA komplementidre DNA (hergestellt durch reverse Transkription an einem mRNA
Matrizenstrang)

CM Hefe-Minimalmedium (,,complete minimal*)

Contig Set iiberlappender Klone oder Sequenzen, aus dem eine genomische
Gesamtsequenz erstellt werden kann (NCBI)

cpm Mal} der Radioaktivitit von radioaktiven Strahlern (,,counts per minute®),
durch einen Szintillationszihler gemessen

CTP Cytidintriphosphat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DOC Natrium-Desoxycholat

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat (N steht fiir eine der vier Basen)

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FKS Fotales Kdlberserum

G Guanosin

Gal Galactose

GAPDH Glyceraldehyd 3-Phosphatdehydrogenase

GFP Griin-fluoreszierendes Protein (,,green flourescent protein®)

Glc Glucose (= Dextrose)
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GTP

HIV

IPTG
Kap.
kb, kbp
kD, kDa
LB
LMB
LTR
Lsg.
MCS
min
mRNA
ME
MW

NCBI
NC
NES
NLS
NOS
nr
ORF
OD
PAGE
PBGD
PBS
pDNA

PCR
P./S.
PFA
Pr
Raff
RNase
RNA
RRE
rRNA
RT
RTase
RZPD
SAP
SDS
SEM
SOC
SSC

Guanosintriphosphat

Glykoprotein

Stunde

Humanes Immundefizienzvirus

Intensitét

Isopropyl-B-D-thio-galactopyranosid

Kapitel

Kilobasen, Kilobasenpaare

Kilodalton

Bakterienmedium nach Luria-Bertani

Leptomycin B

Long Terminal Repeat

Losung

Multiple Klonierungssequenz (“multiple cloning site”)
Minute

Boten- (“messenger”) Ribonukleinséure

Median

Mittelwert

Anzahl

National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA
Nitrozellulose

Kernexportsignal (“nuclear export signal”)
Kernlokalisationssignal (“nuclear localisation signal”)
Nukleolédres Lokalisationssignal

Sammlung von Proteindatenbanken (NCBI)

Offener Leserahmen (“open reading frame”)

optische Dichte einer Fliissigkeit
Polyacrylamidgelelektrophorese

Porphobilinogen Deaminase

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (,,phosphate buffered saline*)
Plasmid DNA

p-Wert der statistischen Signifikanz/Wahrscheinlichkeit versch. Tests
Polymerase Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction®)
Penicillin/Streptomycin

Paraformaldehyd

Protein

Raffinose

Ribonuklease

Ribonukleinsédure

rev response element

ribosomale RNA

Raumtemperatur

reverse Transkriptase

Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (www.rzpd.de)
siche

alkalische Phosphatase (,,shrimp alkaline phosphatase*)
Natriumdodecylsulfat (,,Sodiumdodecylsulfate*)
Standardfehler des Mittelwerts (,,standard error mean*)
Bakterienvollmedium

Natriumcitrat-Salzlosung (,,Saline-sodium citrate™)
Thymidin
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Tab.
Taq
TE
TF
Tm
Tris
TSS
tRNA
u
U/min
i/n
vol
X-gal
YNB
YPD

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-EDTA

Transkriptionsfaktor

Schmelzpunkt

Trishydroxyaminomethan

Transkriptionsstart (,, Transcription start site*)
Transfer Ribonukleinséure

Units (Enzymeinheiten)

Umdrehungen pro Minute

iiber Nacht

Volumenanteil
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
Stickstoffbasis fiir Hefemedien (,,Yeast Nitrogen Base*)
Hefemedium mit Pepton und Dextrose

Gene werden kursiv in Kleinbuchstaben geschrieben (z.B. rev), ihre Proteinprodukte

mit einem Grof3buchstaben am Anfang (z.B. Rev). SI-Einheiten sind nicht aufgefiihrt.

2.2 Chemikalien und Reagenzien

2.2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

1-kb DNA-Léngenstandard
2log DNA-Liangenstandard

Life Technologies, Eggenstein
New England Biolabs, Schwalbach

o-*P-dCTP Hartmann Analytics, Braunschweig
Acrylamid Bio Rad, Miinchen

Agarose (Seakem) FMC Bio Products, Rockland, USA
Agar Life Technologies, Eggenstein

Alkalische Phosphatase

Ampicillin

Amplitag*DNA Polymerase
Amplitaq Gol
AMV Reverse Transkriptase

Antibiotische-Antimykotische Lsg. (AB/AM)
Bromphenolblau
Bovines Serumalbumin

CIP

Coomassie-Brilliant-Blau R-250
Chloroform
DNA Polymerase II (Klenow Large Fragment)

dNTPs
EDTA

dTM

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Perkin Elmer Cetus, Uberlingen
Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Diagnostics, Mannheim,
Life Technologies, Eggenstein,
oder Promega, Madison, USA

Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Schwalbach
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Schwalbach
Perkin Elmer Cetus, Uberlingen
Sigma, Deisenhofen
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Ethidiumbromid

Filter 0.22um

Filterpapier, Whatman 3mm
FKS

Formamid

FuGENE™6

Full Range Recombinant

Rainbow Molecular Weight Markers
Glasbodenschiélchen fiir Zellkultur
Hoechst 33342 (Bisbenzimid)

IPTG

Kaleidoscope Prestained Standards
L-Glutamin

LMB

Luciferase Assay System

Lysozym

MMLYV H™ Reverse Transkriptase
NitrozelluloseBA85

Nonidet NP-40"

Polyethylenglykol 1000
Penicillin/Streptomycin -Lsg.(P./S.)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
10x Phosphorylierungspufter
Plastikmaterial fiir Zellkultur

Proteinase K
Restriktionsenzyme

RNA-Léngenstandard

RNasin, RNase-Inhibitor

Rnase Zap®

RNAzol™ B

SDS (Pulver)

SDS, 20 % Stocksolution, RNA-Reinheit
T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotidkinase

Tris

Triton™ X-100

Trypsin-EDTA Losung

Tween® 20

Stickstoffbasis fiir Hefe ohne Aminoséauren,
ohne Ammoniumsulfat (YNB-AS/AmS)
Zahlkammer MD Kova Raster 10
Zetaprobe™ GT Nylonmembran

Oligonukleotide fiir DNA-Amplifikationen (PCR) und Sequenzanalysen wurden in der

Serva, Heidelberg

Nalgene, USA

Whatman, Maidstone, GB
Gibco, Karlsruhe

Seromed, Berlin

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Biosciences, Freiburg

MatTek Corporation. Ashland, USA
Molecular Probes, Oregon, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
Biorad, Miinchen

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, USA

Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, USA
Schleicher und Schuell, Dassel
Sigma, Deisenhofen

Baker, USA

Life Technologies, Eggenstein
Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Diagnostics, Mannheim
Greiner Labortechnik, Frickenhausen,
BD Falcon, Diiren oder

Nunc, Wiesbaden

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

Ambion, Austin, USA

Teltest, Friendswood, USA

Merck, Darmstadt

Ambion, Austin, USA

Life Technologies, Eggenstein
New England Biolabs, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
Lowe Biochemika, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Difco Laboratories, Sparks , USA

Madaus Diagnostik, Miinchen
Bio Rad, Miinchen
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AG BIODV von Herrn Utz Linzner in der GSF, Neuherberg synthetisiert. Weitere
Gebrauchswaren und Laborartikel wurden von den Firmen Abimed (Langenfeld),
Amersham (Braunschweig), Beckman (Miinchen), Greiner Bio-one (Frickenhausen),
Nunc (Wiesbaden), BD Falcon (Diiren), Costar (Cambrideg, USA), Eppendorf
(Hamburg), Gilson (Den Haag , Niederlande), Kremer & Kreiler (Miinchen), Eastman
Kodak (Rochester, USA) und Agfa Gevaert (Belgien) bezogen.

2.2.2 Puffer und Losungen

Losungen fir die Zellkultur wurden autoklaviert. Die hier nicht aufgefiihrten
speziellen Puffer und Losungen sind unter den jeweiligen Methodenabschnitten
beschrieben. Falls nicht anders beschrieben sind die Losungen mit sterilem Aqua

destillata (A.d.) hergestellt.

2.2.2.1 Pufferlosungen

Puffer Chemikalienbestandteile
Ammoniumpersulfatlosung Ammoniumpersulfat, 10 % (w/v)
Aufschlusspuffer fiir Protein-Extraktion Tris, pH 7.4; 50 mM

aus Zellen (1x RIPA) NaCl 150 mM

Triton X-100 1 %
Na-Desoxycholate (DOC; 1 %)

SDS 0.1 %
Aufschlusspuffer fiir DNA-Extraktionen Tris/HCI pHS8.0; 10 mM
aus Zellen NaCl 100 mM

EDTA pHS8.0; 25 mM

SDS 0.5 %

Elektrophorese-Puffer fiir SDS-PAGE (10x)  Tris Base 250 mM
Glycin 1.92 M
SDS 1 % (w/v)

Ethidiumbromidlésung Ethidiumbromid 1 % (w/v)
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Gelauftragspuffer fiir SDS-PAGE (5x)

IPTG-Losung
Kochsalzlosung, physiologisch 0.9 %

Lithiumacetat-Puffer (LiAc)

Lithiumacetat-PEG-Puffer

LiAc-Stocklosung (10x) pH 7,5

Phosphat gepuftferte Kochsalzlsg
pH7.4 (PBS)

Probenauftragspuffer
fiir Agarosegelelektrophorese

SDS-Lésung (10 %)

TBS-N-Puffer pH7.6

TE-Puffer (1x)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (50x) (TAE)

Tris/HCI, 1M (verschiedene pH-Werte)

Tris pH 6.8; 250 mM

SDS 10 %
B-Mercaptoethanol 12.5 % .
Bromphenolblau 0.1 %

IPTG 0.2 %
steril filtriert

NaCl 154 mM

1 ml 10x TE-Puffer, pH 7.5
1 ml 10x LiAc-Stockldsung
add 10 ml

I ml 10x TE-Puffer, pH 7.5
1 ml 10x LiAc-Stockldsung
8 ml 50 % PEG6000.

Lithiumacetat 1 M
pH einstellen mit Essigsdure

NaCl 140 mM

KCI 5.4 mM

NazHPO4 X 2H20 9.7 mM
KH2P04 2 mM

Bromphenolblau 0.25 %
Xylencyanol FF 0.25 %
Ficoll 15 %

Natriumdodecylsulfat 10 % (w/v)

Tris Base 20 mM
NaCl 137 mM
HCl IN

NP-40 0.1 %

Tris/HCl 10mM
EDTA ImM

Tris Acetat 2M
Essigsdure 5,71 %
EDTA pH 8.0

Tris Base 1M
pH mit konzentrierter HCI nachstellen,
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Transfektionspuffer (Pharmacia): Puffer A:
CaCl, 0,5 M in
HEPES-Puffer 0,1 M (pH 7.0)
Puffer B:
NaCl 0,28 M,
NaH,P0O, 0,75 mM,
NazHPO4 0,75 mM in
HEPES-Puffer 0,05 M (pH 7.0)

Transferpuffer: Tris 25 mM, pH 8.3 oder 10.5;
Methanol 20 %,
Glycin 1.44 %

Trypsin-EDTA Losung NaCl 140 mM
KCl15.4 mM
NazHPO4 X 2H20 100 mM
KH2PO4 2.2 mM
Trypsin 0.05 %
EDTA 0.54 %
steril filtriert

Waschpuffer fiir Immunoblot (PBS-T) Tween”“20 0.1 % in PBS
X-Gal Losung X-Gal 2 %

in N,N-dimethylformamid 100 %
Lichtgeschiitz

2.2.2.2 Proteaseinhibitoren

Verdiinnung
Inhibitor: Spezifitit: Stocklosung: | im Lysepuffer:
(1x RIPA)

o trypsindhnliche S5mg/ml in )
Antipain Ser/Cys-Proteasen DMSO 1:1000

. chymotrypsinidhnliche S5mg/ml in )
Chymostatin Ser/Cys-Proteasen DMSO 1:1000

. trypsindhnliche 5mg/ml in i
Leupeptin Ser/Tyr-Proteasen DMSO 1:1000

: Smg/ml in )
Pepstatin A Asp-Proteasen DMSO 1:1000
PMSF Serin Proteasen 15,5mg/ml in 1:500

2-Propanol

Tabelle 2.2.1: Liste der zur Herstellung von Proteinlysaten verwendeten
Proteaseinhibitoren @ mit ihren  Wirkungsbereichen (inhibierten  Proteasen),
Konzentration der verwendeten Stocklosungen und verwendete Verdiinnung der
Stocklosungen.
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2.2.3 Verwendete Kits

Name:

2-in-1 Nucleospin Kit

Cellphect Transfection Kit
Checkmate Mammalian Two-Hybrid
BCA Protein Assay Reagent Kit
DNeasy Kit

Expand® HighFidelity PCR Kit
Gel Purification Kit
Nucleobond AX500/100 Kit
PCR Purification Kit
PCR-Script™ Amp Cloning Kit
Plasmid Maxi/Midi/Mini Kit
Rapid DNA Ligation Kit
Riboprobe™System T7

RNeasy Kit

TOPO TA Cloning Kit

2.2.4 Bakterienmedien

LB-Medium (nach Luria-Bertani)

Einfriermedium fiir Bakterien

SOC-Vollmedium ohne Selektion
(Life Technologies, Invitrogen)

2.2.5 Hefemedien

Inhaltsstoffe wurden in A.d. vollstindig geldst und autoklaviert. Aminosiduren wurden
als Stocklosungen in A.d. fiir die jeweiligen Selektionsmedien (,,Drop out®) oder
Platten hergestellt, durch einen 0,22 pm Membranfilter sterilisiert und bei 4°C

gelagert. Von diesen Stocklosungen wurden steril 8,3 ml (*16.6 ml/Liter) zu dem

Hersteller :

Macherey-Nagel GmbH, Diiren
Pharmacia Biotech, Freiburg
Promega, Madison, USA
Pierce, Rockford, USA

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden
Macherey-Nagel GmbH, Diiren
Qiagen, Hilden

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison, USA
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml mit AD, pH 7,0

2 Teile 80 % Glycerol
1 Teil 10 mM MgCl,

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 mM KCI

20 mM Glucose

ad 1000 ml mit AD, pH 7,0

autoklavierten CM-Medium hinzugegeben.
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2.2.5.1 Aminosdurelosungen
Aminosdure: Endkonzentration (mg/ml) Stock (mg/100 ml)
L-Arginin (HCI) 20 240 (4°C)
L-Asparaginsdure 100 1200 (RT)
L-Glutaminsaure 100 1200 (RT)
L-Histidin 20 240 (4°C)
L-Leucin 60 720 (RT)
L-Lysin (mono-HCI) 30 360 (4°C)
L-Methionin 20 240 (4°C)
L-Phenylalanin 50 600 (RT)
L-Serin 375 4500 (4°C)
L-Threonin 200 2400 (4°C)
L-Tryptophan 40 480 (4°C)
L-Tyrosin * 30 180 (RT)
L-Valin 150 1800 (4°C)
Uracil 20 240 (RT)
CM Medium: e YNB-AS/AmS 0.17 %

e (NH4)2S040.5 %
Gal/Raff/CM Medium: e YNB-AS/AmS 0.17 %

e (NH4)2S040.5 %

e Galactose 2 % + Raffinose 1 % + NaOH 0.01 %

e Aminosdureldosungen
Glc/CM Medium: e YNB-AS/AmS 0.17 %

Glc/CM X-gal Medium:

Gal/Raftf/CM Medium:

e (NH4)2S04 0.5 %

e Dextrose 2 % + NaOH 0.01 %

e Aminosiureldsungen

e YNB-AS/AmS 0.17 %
e (NH4)2S04 0.5 %

e Dextrose 2 % + NaOH 0.01 %

e Aminosdureldsungen
e KH2P040.07M pH 7.0
e X-gal 0.004 %

e YNB-AS/AmS 0.17 %
e (NH4)2S04 0.5 %

e Galactose 2 % + Raffinose 1 % + NaOH 0.01 %

e Aminosdureldosungen
e KH2P040.07M pH 7.0
e X-gal 0.004 %
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YPD Medium: e Yeast extract 1 %
e Pepton 2 % + Dextrose 2 % + NaOH 0.01 %

Alle Medien wurden autoklaviert. Aminosdurelosungen wurden nach dem
Autoklavieren steril hinzugegeben. Fiir Kulturplatten der jeweiligen Medien wurde vor
dem Autoklavieren 2 % Bacto-Agar zugegeben und danach das Medium in 100mm

Platten gegossen.

2.2.6 Zellkulturmedien

e RPMI1640 mit NaHCOs,

e DMEM mit Glutamax I, ohne Na-Pyruvat, 4.5 g/l Glucose,

e DMEM mit Glutamax I, ohne Na-Pyruvat, 4.5 g/l Glucose ohne Phenolrot

Die Medien waren von Life Technologies, Eggenstein. Vor Gebrauch wurde 10 % bei
56°C hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum sowie bei Bedarf 1 % AB/AM-Losung
zugegeben. Dies entspricht 100 Einheiten Penicillin, 100 pg Streptomycin, und 0.25

ng Fungizone®/ml.

2.2.6.1 Einfriermedium
e DMEM mit Glutamax I, ohne Na-Pyruvat, 4.5 g/l Glucose,

+20 % FKS + 10 % DMSO + 1 % AB/AM

2.3 Antikorper

2.3.1 Antikorper gegen zellulare Antigene
. Monoklonale Ratte anti-Risp 5D3-13211 (IgG2a) und 8Al11-1-1 (IgGl)

Antikorper (Dr. Elisabeth Kremmer, GSF, Miinchen)

° Monoklonaler Maus anti-GAPDH Antikorper (Chemicon, Hofheim)
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2.3.2

2.3.3

2.34

Antikorper gegen HIV-1 Proteine
Monoklonaler Maus anti-Rev Antikorper 8E7 (Kalland et al., 1994)

Monoklonaler Ratte anti-Rev Antikorper (# SC6-1-1)
(Dr. Elisabeth Kremmer, GSF, Miinchen)

Sonstige primare Antikorper
Monoklonaler Maus anti-GFP Antikorper, Living Colors A.v.(BD Clontech, Diiren)

Monoklonaler Maus anti-GFP Antikérper (Chemicon, Hotheim)

Sekundare Antikorper
FITC-konjugierter Schaf anti-Ratte Antikorper, polyklonal (Dianova)

Cy3-konjugierter Ziege anti-Ratte Antikorper, polyklonal (Dianova)
Meerrettichperoxidase-konjugierter Ziege anti-Maus Antikorper

Meerrettichperoxidase-konjugierter Ziege anti-Ratte Antikorper

2.4 Als Primer verwendete Oligonukleotide

Nr. Name Tm Sequenz (5°-3")
26523 BamHI-AUG-pcRev 81 ﬁéﬁ%ﬁé&iccCGCTGGCATGGCAGG
26524 Risp-BamHl Mot 79 [ATATGGGATCCCCGCTGGCATGTTTCC
26525 Risp-EcoRI-Stop 713 [\ aral GAAT TOCCCTACTGOCCTECAA
29208 RTPCR-Nagasel 47,8 |GAAGCAATTAAACCCTCTCAG
29209 RTPCR-Nagase2 442 |GATACCAGAGGAGAAGATGTC
29210 RTPCR3 55,6 |[CTGACCTTTTTGATTCTGGGGAC
2921 RTPCR4 55,4 |TTTGGTTGTCTTAGCCTGGATACC
29212 RTPCR1 55,5 |CCAAAGCCACAGATTGTCGC
29213 RTPCR2 56,8 |CCTCCTTCTCAGAGTCAGCAAAAAG
29764 KIAAseql 48,1 |TTTGGTTGTCTTAGCCTGGATACC
29765 KIAAseq2 48,6 |GTCAGATGAAGATTTTGCCC

-31-
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29766 KIAAseq3 473 |CTTCATCATCCAAACCTGG

29767 KIAAseq4 473 |[TCTTTTTGGGGGTACAGC

29768 KIAAseq5 474 |GGATAAGAAGGTTGAGAGTGC

29769 KIAAseq6 543 |[TTTCAGCTCTGCCAAGTCCC

29770 KIAAseq7 50 |TCAAGATGAGAGGGAAGCG

29771 KIAAseq8 49 |AGCAGAGAATCCTGCCAAC

29772 KIAAseq9 49 |CCAACATCTTTGATGATCCC

29773 KIAAseq10 472 |ATATGGATGGGAACCCTAAC

29237 BamHI-Risp-forward 854 [0 o G creet

29238 Risp-BamHI-reverse 72,2 i((?}’l("}%i?%}gATCCCCTACTGGCCTCCAA

29239 BamHI-Rev-forward 864 [ O T IO AGGAAG

29240 Rev-BamHI-reverse 69,1 ?gg?gig?ggggCTCAATTCTCTTTAGT

29890 Sall-pBsRev-forward 85,7 igﬁ%ﬁ%&?ﬁfﬁ ggggggéii(C}AGGA

29891 Sall-pBSRev-reverse 723 [ g T CAATTCTCTTTAGT

12796 CRML_Baml 3 |[CCOTAGAACTAGTGOATCCTTAATCAC

2797 BamHLCRMI 71,7 [CCGOGGATCCGTCCAGCAATTATGACA

33318 | 6O+KIAA/BamHUTAG/'short | 73,7 |} A0ATOATCCCCTACTOOCCTCCAA
GCTAGCTGGATCCGTATGGCAGGTCGG

33320 60+KIAA/Nhel/ATG/5 long 99,4 ?ggégg’gigg?glé%%%é%‘}%i%%‘é%é
CGGGCAGCTTGG

33321 60+KIAA/Nhel/3 short 759 [ A GAGGATCCCETEOEETCC

35506 pRisp-950(Not)for 804 [y roorm SOCTCTCCAATGTAGTGOAG

35507 pRisp-2650(NotT)for 818 e rrooonaag CCTOTAATTGGAGAA

35508 pRisp-1(NotI)rev 860 [heocoas CICTOAGGOGAGGAAGE

35511 pERV3-(Notl)for T8 [Arasaacony ATATGAGGCAGGAAAT

15512 CERV3-(Nothrey 780 [\TOCGGCCGOGCTGGCTCACCAARATG

12907 5 XholpCMY 75 [GTCGACCCTCGAGGTCAATATTGGCCA

43364 3-BamHI-pCMV/Intron 63,5 (JAIATCOOATCCTAATTGAACTGOOAG

42909 5-Xhol-p950Risp 787 [DLOLTC L TCGAGOUGCLGETETCCAA

12910 +-BamH1-p9S0Risp 79 [CATATCGGATCCGGCCOCGCTOAGGGG

3117 SprimepBIND-BamHI-AA2 70  |CCGGAATTCCCGGGGATCCGTCTG
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59 | svitpoyareAnIn | 645 [[TOCTCACATGTITACCACATTTGTAGA
43795 SV40polyA-for 63 |[ATCCGTCGACTTGACGCGTTGATATC
44206 CMVKIAAvector-5p-1 58,3 égTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATT
44207 CMVKIAAvector-5p-2 58,4 |[TGTCCACTCCCAGTTCAATTAGGATC
24452 PBGD mRNA A (=antisense) GAATGTTACGAGCAGTGATGCCTAC
24449 PBGD mRNA S (=sense) GATTGGAGAGAACCTGTTTACC

Tabelle 2.4.1: Liste der als PCR-Primer verwendeten Oligonukleotiden. Fortlaufende
Synthesenummer der GSF, Name, Schmelzpunkt (T,,) und Oligoseqeunz.

2.5 Plasmide

2.5.1 KIAA0592-Plasmide

e pBluescriptll SK+ KIAA0592
Plasmid mit der cDNA (ABO011164.1) des KIAA0592-Gens. Das Plasmid enthilt zusétzliche

DNA-Bereiche zur Sequenzierung und ein Ampicillin-Resistenzgen (erhalten von Kazusa
DNA Research Institute, DNA Technology; 1532-3 Yana, Kisarazu, Chiba 292-0812, Japan).
e pPCR-60KIAA0592

PCR-Klonierungsvektor. Die cDNA-Sequenz des KIAA0592-Proteins wurde mittels PCR
(Primer 33320 und 33321) von dem Vektor pBluescriptll-Sk+KIAA0592 amplifiziert. Dabei

wurden am 5 Ende durch den Primer 33320 60 Nukleotide angefiigt, welche der genomischen
Sequenz 60bp stromaufwirts des ersten publizierten KIAA0592-Exons entsprechen. Das
erhaltene Fragment wurde ,blunt end“ in die vorhandene Srfl-Restriktionsschnittstelle
inseriert. Der Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz. Die Sequenz entspricht in vier Codons
nicht der publizierten cDNA. Im einzigen Klon #1.4 wurden die Codons fiir die folgenden
Aminoséduren Sys50—F, Taes—A, Ti1160—A, S1263—>G bei der PCR Amplifikation ausgetauscht.
Die so verldngerte Sequenz wird im Folgenden 60KIAA0592 und das dadurch kodierte
Protein KIAA0592komplett genannt.

e pCMV-60KIAA0592

KIAAO0592 Expressionsplasmid. Der CMV-Promotor inklusive des chiméren Introns wurde
mittels PCR (Primer 42909 und 43364) von dem pBIND-Plasmid amplifiziert. Durch

zusdtzliche Sequenzen an den beiden Primern wurden BamHI- und Xhol-Schnittstellen an das
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Fragment hinzugefiigt. Mit diesen Schnittstellen wurde das PCR-Fragment dann vor den
Leserahmen des KIAA0592 in den pPCR Script™ Amp SK+ Vektor kloniert.

e pPCMV-60KIAA0592pA

KIAA0592-Expressionsplasmid. Das SV40-Polyadenylierungssignal des pBIND-Vektors
wurde mittels PCR (Primer 43794 und 43795) amplifiziert. Durch eine amplifizierte Notl-

Sequenz und eine zusitzliche Sequenz am 3’ Primer, welche eine AflIII-Schnittstelle
hinzufiigt wurde das Fragment in den pCMV-60KIAA Vektor anschlieend an den ORF von
KIAA0592 kloniert.

e hGfa-60KIAA0592

Ein 2,2 kbp groB8es Fragment, welches den humanen Promotor des ,,Glial Fibrillary Acidic
Proteins* (GFAP) enthélt, wurde aus dem Plasmid hGfa-2 lacZ (Brenner et al., 1994; Radany
et al., 1992) ausgeschnitten und in die MCS des pEGFP-1 Plasmids (Clontech) inseriert.
EGFP wurde durch die cDNA von KIAA0592komplett ersetzt.

2.5.2 Risp-Expressionsplasmide

e pFRED-Risp (=pcRispl6.4.1¢c sg143)

Expressionsplasmid des RispGFP Fusionsproteins. Es wurde das risp enthaltene Fragment des
cDNA-Klons 16.4.1 aus der cDNA-Bank menschlicher Jurkat T-Zellen als Fusionsprotein in
pFRED kloniert (Francesca Ceccherini-Silberstein, GSF, Neuherberg). Die Expression steht
unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

e pFRED-Rev1-54Risp

Plasmid, welches ein Fusionsprotein aus den ersten 52 Aminosduren von Rev zusammen mit
Risp und GFP unter der Kontrolle des CMV Promotors exprimiert. Hierzu wurde der ORF fiir
Rev1-54Risp bis zu dem Codon der Aminosdure 164 von GFP mittels Sacll und Hpal aus
dem Vektor pFRED-Rev1-54Risp4GFP herausgeschnitten und anstatt des ORF fiir
RevM10blGFP(1-164), geschnitten mit den gleichen Enzymen, in den Vektor
pBsRevM10blsg143 eingesetzt.

e pFRED-Rev1-54Risp4GFP

Plasmid, welches ein Fusionsprotein aus den ersten 52 Aminosduren von Rev zusammen mit
Risp und vier hintereinander folgenden GFP-Sequenzen unter der Kontrolle des CMV-
Promotors exprimiert. Eine Sequenz, entsprechend dem risp-ORF, wurde dafiir aus dem
pFRED-Risp-Plasmid ausgeschnitten und in eine einzelne Nhel-Restriktionsschnittstelle vor

die GFP-Sequenzen des Vektors pFRED-Rev1-54 4GFP ligiert.
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e pclg-Risp:

Plasmid basierend auf dem pclg-Vektor (Dr. W. Kolanus, Genzentrum Miinchen), welches
ein Fusionskonstrukt aus Risp und den CH2- und CH3-Dominen der schweren Kette des
humanen IgG1 unter der Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert (Ceccherini-Silberstein,
2001). Der risp-ORF beginnt mit dem zweiten Codon.

e pcDNA3-Risp (sense und antisense)

Risp Expressionsplasmid. Die risp-DNA wurde mittels PCR aus pcRisp-sg143 amplifiziert
und isoliert. Dabei wurden an beiden Enden EcoRI-Schnittstellen hinzugefiihrt. Das risp-
Fragment wurde in die MCS von pcDNA3 kloniert. Das risp-Fragment wurde auch in
Gegenstrangorientierung kloniert. Die Expression steht unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

e pcDNA3-DKFZ (sense und antisense)

DKFZ4340171-Expressionsplasmid. Die DKFZ-DNA wurde mittels PCR aus pSPORT-
DKFZ4340171 amplifiziert und isoliert. Dabei wurden an beiden Enden EcoRI-Schnittstellen
hinzugefiihrt. Das DKFZ-Fragment wurde in die MCS von pcDNA3 kloniert. Das Fragment

wurde auch in Gegenstrangorientierung kloniert. Die Expression steht unter der Kontrolle des

CMV-Promotors.
¢ pSPORT-DKFZ4340171

DKFZp4340171 ¢cDNA Klon mit hoher Identitit zu risp, inseriert in dem pSPORT Vektor
bezogen vom RZPD, Berlin durch Dr. J] Adamski, ISG, GSF Neuherberg.

2.5.3 Hefe 2-Hybridsystem

e pEG202-LexA

Hefe- und E. coli-Multikopienvektor, welcher den 2um Hefe-Replikationsursprung (ori) und
einen HIS3-Selektionsmarker triagt. Das Plasmid kodiert fiir die gesamte kodierende Sequenz
des Dbakteriellen DNA-Bindungsproteins LexA unter der Kontrolle des Hefe-
Alkoholdehydrogenasel (ADH1) Promotors und Terminators. Der Vektor enthdlt eine MCS
zur Insertion des Hefe 2-Hybrid ,, Kdderproteins®, eine Ampicillin-Resistenz und einen
bakteriellen Replikationsursprung (ori).

e pEG202-sRev (sense)

Der HXB2-rev-ORF, beginnend mit dem zweiten Codon des pBsRev, wurde mittels PCR

amplifiziert und in den Leserahmen des lex4-Gens in eine EcoRI-Restriktionsstelle inseriert.
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Die rev-Sequenz liegt auch in Gegenstrangorientierung (antisense) vor (Dr. A. Ludvigsen,
GSF, Neuherberg).

e pEG202-cRev (sense)

Der HXB3-rev-ORF, beginnend mit dem zweiten Codon des pcRev, wurde mittels PCR
(Primer: 19777 und 19776) amplifiziert und in den Leserahmen des lex4-Gens in eine EcoRI-
Restriktionsstelle inseriert (Ceccherini-Silberstein, 2001).

e pEG202-RevM4 (sense)

Hefe-Expressionsplasmid, welches die M4-Mutation in der Multimerisierungsdoméne I von
Rev (AS: 23-25-26 YSN—> DDL, (Malim et al., 1989)) als Fusionsprotein mit LexA
exprimiert. Der revM4-ORF, beginnend am zweiten Codon des pcTat-RevM4 ((Thomas et al.,
1998), erhalten von Dr. J. Hauber, Universitidt Erlangen), wurde mittels PCR amplifiziert
(Primer: 19777 und 19776) und in den Leserahmen des lex4-Gens in eine EcoRI-
Restriktionsstelle inseriert. Die rev-Sequenz liegt auch in Gegenstrangorientierung (antisense)
vor (Ceccherini-Silberstein, 2001).

e pEG202-RevMS (sense)

Hefe-Expressionsplasmid, welches die M5 Mutation in der NLS/RNA-Bindungsdoméne von
Rev (Malim et al., 1989) als Fusionsprotein mit LexA exprimiert. Der revM5-ORF, beginnend
am zweiten Codon des pcRevMS5, wurde mittels PCR amplifiziert (Primer: 19777 und 19776)
und in den Leserahmen des lex4-Gens in eine EcoRI-Restriktionsstelle inseriert (Ceccherini-
Silberstein, 2001).

¢ pPEG202-RevSLT40 (sense)

Hefe-Expressionsplasmid, welches die Mutation SLT40 in der Multimerisierungsdoméne 11
von Rev (AS: 59-60 IL—> DD, (Thomas et al., 1998)) als Fusionsprotein mit LexA
exprimiert. Der revSLT40-ORF, beginnend am zweiten Codon des pcRevSLT40, wurde
mittels PCR amplifiziert (Primer: 19777 und 19776) und in den Leserahmen des lex4-Gens in
eine EcoRI-Restriktionsstelle inseriert (Ceccherini-Silberstein, 2001).

e pPEG202-RevM10BL (sense und antisense)

Hefe-Expressionsplasmid, welches die Mutation M10BL (Malim et al., 1989) in der NES-

Domine von Rev als Fusionsprotein mit LexA exprimiert. Der revM10BL-ORF, beginnend
am zweiten Codon des pCsRevM10BL-sg143, wurde PCR amplifiziert (Primer: 19777 und
21116) und in den Leserahmen des /exA-Gens in eine EcoRI-Schnittstelle inseriert (in sense

und antisense Orientierung).
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« pJG4-6
Der Vektor ist ein Derivat des pJG4-5-Vektors, bei dem eine Notl-Schnittstelle entfernt
wurde und zwischen die vorhandenen EcoRI und Xhol eine Sequenz mit Mlul und Notl
eingefiigt wurde. Der Vektor kodiert fiir die Aktivierungsdomine des Transkriptionsfaktors
B42 und erlaubt eine Expression von Fusionsproteinen durch Klonierung in die hinzugefiigten
Schnittstellen am N-terminalen Ende von B42 (Dr. W Kolanus, Genzentrum, Miinchen).

¢ pJG4-6-Risp

pJG4-6—Vektor, der Risp als Fusionsprotein mit der B42-Transkriptionsaktivierungsdoméne
exprimiert. Der risp-Leserahmen, beginnend bei dem zweiten Codon von pcRisp-sgl43,
wurde mittels PCR (Primer 18733 und 18510) amplifiziert und in die MIlul/Notl-
Restriktionsschnittstellen des pJG4-6-Vektors inseriert (Ceccherini-Silberstein, 2001).

e pPB42AD-sRev

Der HXB2-srev-ORF, beginnend mit dem zweiten Codon des pBsRev, wurde mittels PCR
(Primer: 8726 und 9585) amplifiziert und in den Leserahmen der B42-
Transkiptionsaktivierungsdomédne in eine EcoRI-Restriktionsstelle des pB42AD Vektors

(Clontech) inseriert (Ceccherini-Silberstein, 2001).

2.5.4 Sauger 2-Hybridsystem

* pACT:

Expression der VP16-Aktivierungsdoméne (Aminosduren 411-456) des Herpes simplex Virus
unter der Kontrolle eines CMV-Promoters. Die VP16-Doméne ist mit einer NLS (nukleére
Lokalisierungssequenz) ausgestattet. Auf der 5’-Seite des Gens befindet sich ein chiméires
Intron. In 3’-Richtung schliefit eine MCS an das Gen an und wird gefolgt durch eine SV40-
Polyadenylierungssequenz. Das Intron bewirkt eine Interaktion mit dem zelluldren
Spleiapparat, welcher an den RNA Exportmechanismus gekoppelt ist. Dies bewirkt in
Zusammenhang mit dem CMV-Promotor und dem SV40-Polyadenylierungssignal eine
verstarkte Proteinexpression.

Zusitzlich ist das Gen durch die RNA-Polymerase-Promotoren T7 und T3 flankiert, die zur in
vitro Transkription und in einer Sequenzierungsreaktion als Primer dienen konnen. AuBerdem
besitzt das Plasmid eine Ampicillin-Resistenz und eine Neomycin-Resistenz (Promega,

Madison, USA).
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* pBIND:

Expression der DNA-Bindungsdoméne Gal4 (Aminosduren 1-147) der Hefe unter dem CMV-
Promotor. Wie der pACT-Vektor ist die Sequenz der DNA-Bindungsdomédne von einem
chimiren Intron, einer MCS, dem SV40-Polyadenylierungsignal und den T7- und T3-
Promotoren flankiert. Die Renilla Luciferase wird stromabwarts, durch einen eigenen SV40-
Promotor und Enhancer reguliert, konstitutiv exprimiert. AuBlerdem besitzt das Plasmid eine
Ampicillin-Resistenz (Promega, Madison, USA).

* pGSluc:

Reportervektor, der fiir die ,,Firefly Luciferase (Luc) kodiert. Auf DNA-Ebene sind fiinf
Gal4-Bindungsmotive vor einer Minimalpromotorsequenz des ,,major late* Promotors des
Adenovirus vorgeschaltet. 3° des /uc-Gens befindet sich ein Polyadenylierungssignal.
Desweiteren besitzt der Vektor eine Ampicillin-Resistenz (Promega, Madison, USA).

e pACT-MyoD:

Kontrollvektor, der das VP16-MyoD-Fusionsprotein gesteuert durch einen CMV-Promotor
exprimiert. Das Segment einer murinen myoD-DNA kodiert fiir die Aminoséduren 1-318 des
Gesamtproteins. Das myoD-Gen ist in die MCS des pACT-Vektors im Leserahmen von VP16
kloniert. MyoD ist ein im Skelettmuskel exprimiertes myogenes Regulatorprotein und gehort
der ,helix-loop-helix*“ Familie nukledrer Proteine an. MyoD interagiert mit Id (Promega,
Madison, USA).

e pBIND-Id:

Kontrollvektor, der das Gal4-Id-Fusionsprotein, gesteuert durch einen CMYV-Promotor
exprimiert. Das Segment einer murinen id-DNA kodiert dabei fiir die Aminosduren 29-148
des Gesamtproteins. Die id-DNA ist in die MCS von pBIND in den Leserahmen von Gal4
kloniert. Id ist ein Negativ-Regulator myogener Differenzierung und gehort ebenfalls der
“helix-loop-helix*“ Familie nukledrer Proteine an. Id interagiert mit MyoD (Promega,
Madison, USA).

e pACT-Rev:

Expressionsplasmid des VP16-Rev-Fusionsproteins. Das rev-Gen wurde iiber PCR aus
pEG202pBsRev amplifiziert und isoliert. Dabei wurden an beiden Enden Sall-Schnittstellen
hinzugefiigt. Das rev-Fragment wurde tiber die Sall-Schnittstellen in die MCS von pACT im
Anschluss an den offenen Leserahmen der VP16-Doméne kloniert. Das rev-Fragment wurde

auch in Gegenstrangorientierung kloniert.
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e pACT-Risp:

Expressionsplasmid des VP16-Risp Fusionsproteins. Die risp-DNA wurde mittels PCR aus
pcDNA3.0-DKFZ amplifiziert und isoliert. Dabei wurden an beiden Enden BamHI-
Schnittstellen hinzugefiigt. Das risp-Fragment wurde in die MCS von pACT im Anschluss an
den offenen Leserahmen der VP16-Domine kloniert. Das risp-Fragment wurde auch in
Gegenstrangorientierung kloniert.

e pBIND-Rev:

Expressionsplasmid des Gal4-Rev-Fusionsproteins. Das rev-Fragment wurde aus pACT-Rev
mit Sall geschnitten und in die MCR von pBIND in den offenen Leserahmen der Gal4-
Domaéne kloniert. Das rev-Fragment wurde auch in Gegenstrangorientierung kloniert (Kerstin
Lux, GSF, Neuherberg).

e pBIND-Risp:

Expressionsplasmid des Gal4-Risp-Fusionsproteins. Das risp-Fragment wurde aus pACT-
Risp mit BamHI geschnitten und in die MCS von pBIND in den Leserahmen der Gal4-
Domine kloniert. Das risp-Fragment wurde auch in Gegenstrangorientierung kloniert (Kerstin
Lux, GSF, Neuherberg).

¢ pACT-Crml

Expressionsplasmid des VP16-Crml-Fusionsproteins. Der Leserahmen des humanen
Crm1/Exportins wurde mittels PCR (Primer 32297 und 32296) aus dem Vektor pCCrml-
sgl43 amplifiziert und an beiden Enden mittels zusidtzlicher Sequenzen in den Primern
BamHI-Schnittstellen hinzugefiigt. Die crml-Sequenz wurde in die BamHI-Stelle der MCS
von pACT in den Leserahmen von VP16 kloniert.

e pBIND-Crm1

Expressionsplasmid des Gal4-Crml-Fusionsproteins. Der Leserahmen des humanen
Crm1/Exportins wurde mittels PCR (Primer 32297 und 32296) aus dem Vektor pCCrml-
sgl43 amplifiziert und an beiden Enden mittels zusidtzlicher Sequenzen in den Primern
BamHI-Schnittstellen hinzugefiigt. Die crml-Sequenz wurde in die BamHI-Stelle der MCS

von pBIND in den Leserahmen von Gal4 kloniert.

2.5.5 Rev Expressionsplasmide

e pBsrev
Das Plasmid exprimiert Rev unter der Kontrolle der HIV-1 LTR (Neumann et al., 1995) und

ist ein Derivat von pLsrev (Mermer et al., 1990). Der HIV-1 LTR/rev-Komplex wurde in den
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Bluescript Vektor pBsPl integriert, da dieser Vektor in hoher Kopienzahl in E.coli repliziert
werden kann (erhalten von Dr. George Pavlakis, NCI, Maryland, USA).

e pBsrevM10BL

Die M10-Mutation (Aminosdurenaustausch im nukledren Exportsignal NES an Position 78 /
79 L E — D L) wurde mit Hilfe des Oligos 10582 in das Wildtyp rev-Gen eingefiihrt (Malim
et al., 1989). Eine zusétzliche Insertion von 4 Aminosduren (EDLP) zwischen Position 82 und
83 (BL-Mutation) ergab das Endkonstrukt, welches ein transdominant-negatives Rev-Protein
unter der HIV-1 LTR Kontrolle exprimiert (Stauber, Gaitanaris, and G, 1995)( erhalten von
Dr. George Pavlakis, NCI, Maryland, USA).

e pCrev

Rev-Expressionsplasmid unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Die rev-Sequenz stammt
aus einem HXB3 HIV-1 cDNA-Klon und wurde in den Basisvektor pPBC12/CMYV kloniert. Es
sind keine Intronsequenzen im rev-Gen vorhanden (Malim et al., 1988). Das Plasmid wurde

von Dr. B. Cullen, Durham, USA zur Verfligung gestellt.

e pCsrevsgl143 (=pFRED-Rev)

Das rev-Gen wurde aus dem Vektor pBsRev mit Hilfe der Primer 19594/19595 amplifiziert
und mit Nhel geschnitten. Dieses Amplifikat wurde zunéchst in den GFP-Vektor pFred25
kloniert (pCsRevsg25), spdter iiber dieselbe Nhel-Schnittstelle in pFred143 (Dr. Markus
Neumann, GSF, Neuherberg).

e pCsrevM 10BLsg143

Die Rev-Mutante M10BL wurde aus pCsrevM 10BLsg25 {iber Nhel in pFred143 kloniert. Das
Plasmid pCsrevM10BLsg25 wurde mit Hilfe der Plasmide pBsrevMI10BL und
pCsrevsg25GFP konstruiert. Das Konstrukt besitzt kein internes ATG. GFP wird daher nur in

Zusammenhang mit dem rev-Gen exprimiert (Dr. Markus Neumann, GSF, Neuherberg).

e pFRED-Revi-54

Plasmid, welches ein Fusionsprotein der ersten 54 Aminosduren von Rev mit GFP unter der
Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert. Hierzu wurde aus dem Plasmid pFRED-LacZ-
Rev1-54(Agel) die Sequenz des LacZ Gens welche von zwei Agel-Schnittstellen flankiert
wird, durch einen Restriktionsverdau herausgeschnitten und das so erhaltene Plasmid ohne
LacZ religiert.

e pFRED-Rev1-54 4GFP

Plasmid, welches ein Fusionsprotein der ersten 54 Aminoséuren von Rev mit vier kompletten

GFP-Sequenzen unter der Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert (Barthelmes, 2001).
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e pFRED-LacZ-Rev1-54(Agel)

Plasmid, welches ein Fusionsprotein der ersten 54 Aminosduren von Rev mit GFP und LacZ

unter der Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert (Barthelmes, 2001).

2.5.6 Vektoren zur Promotoranalyse

e pL.9B-R (=Risp)

Die 950 bp stromaufwirts des potenziellen ATG-Codons des KIAA0592-Gens wurden mittels
PCR von dem BAC RP11-324H6 als Matrize amplifiziert. Durch die PCR wurde die
spezifische Restriktionsschnittstelle Notl durch zusétzliche Sequenzen des 5” Primers pRisp-
950(Notl)for (bindet an die bp -950 bis -922) und 3" Primers pRisp-1(Notl)rev (bindet an die
bp -1 bis -26) beidseitig angefiigt. Mittels dieser Schnittstellen wurde dann das 950bp lange
Promotorstiick in den pBL-Vektor vor das Luciferasegen kloniert. Die Promotorsequenz
wurde zusdtzlich in Gegenstrangorientierung pL9B-P (=Psir) kloniert. Dieses Konstrukt dient
als Negativkontrolle der Promotoraktivitdt des positiv orientierten Stiickes.

¢ pL2B-R (=Risp)

Die 2650 bp stromaufwirts des potenziellen ATG-Codons des KIAA0592-Gens wurden
mittels PCR von dem BAC RP11-324H6 als Matrize amplifiziert. Durch die PCR wurde die

spezifische Restriktionsschnittstelle Notl durch zusétzliche Sequenzen des 5” Primers pRisp-
2650(NotDfor (bindet an die bp -2650 bis -2621) und 3" Primers pRisp-1(Notl)rev (bindet and
die bp -1 bis —26) beidseitig angefiigt. Mittels dieser Schnittstellen wurde dann das 2650 bp
lange Promotorstiick in den pBL-Vektor vor das Luciferasegen kloniert. Die
Promotorsequenz wurde zusidtzlich in Gegenstrangorientierung pL2B-P (=Psir) kloniert.
Dieses Konstrukt dient als Negativkontrolle der Promotoraktivitdt des positiv orientierten
Stiickes.

e pGL3-ERV3

Sequenz der humanen C-Typ LTR von ERV3 wurde aus humaner genomischer DNA
amplifiziert und in den promotor- und enhancerlosen pGL3-Vektor vor das Gen der ,,Firefly*-
Luciferase kloniert (Frech, Danescu-Mayer, and Werner, 1997).

* pL3for

Die Sequenz der LTR des ERV3 wurde aus dem pGL3-ERV3 Plasmid mittels PCR (Primer
35511 und 35512) amplifiziert. Durch die PCR wurde die spezifische Restriktionsschnittstelle
Notl durch zusétzliche Sequenzen an beiden Primern angefiigt. Mittels dieser Schnittstellen

wurde dann das ERV LTR-Promotorstiick in den pBL-Vektor vor das Luciferasegen kloniert.
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Die Promotorsequenz wurde zusétzlich in Gegenstrangorientierung (pL3rev) kloniert. Dieses

Konstrukt dient als Negativkontrolle der Promotoraktivitét des positiv orientierten Stiickes.

2.5.7 Kontroll-, Klonierungs- und Reportervektoren

e pBL
Vektor mit der cDNA der ,Firefly“-Luciferase ohne Promotor. Ausgangsvektor zur

Klonierung von potenziellen Promotorsequenzen und Untersuchung deren Sequenz (Dr.

Ulrike Schon, IMV, GSF-Neuherberg) (Schon et al., 2001).

e pLRed(INS)R
Expression des DsRed (Discosoma spec.) Gens unter der Kontrolle der HIV-1 LTR. Im 3’

untranslatierten mRNA-Bereich befindet sich eine HIV-1 p17/p24 INS (Instabilitdtssequenz)
gefolgt von einem RRE (,,rev response element®). Die Expression von DsRed ist durch die
LTR HIV-1 Tat- und durch das RRE Rev-abhingig (hergestellt von Horst Wolff, GSF,
Neuherberg) (Wolff, 2003).

e pLRed(2xINS)R

Dieses Plasmid ist eine Weiterentwicklung des pLRed(INS)R. Es sind zwei p17/p24 INS in

Reihe vorhanden, was zu einer geringeren Basisexpression des DsRed fiihrt (hergestellt von

Horst Wolff, GSF, Neuherberg) (Wolff, 2003).

e pBsPl

Bluescript-Vektor (Neumann et al., 1995), modifiziert von Stefan Schwartz im Labor von Dr.

George Pavlakis, NCI, Maryland, USA.

e pFred143 (KH1035)

GFP-Expressionsplasmid. Das gfp-Gen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors und
enthilt das SV40-Polyadenylierungssignal (Dr. Markus Neumann, GSF, Neuherberg).

e pEGFP-1

Promotorloser EGFP-Vektor. Der Vektor kodiert fiir eine nach rot verschoben fluoreszierende
Variante des wildtypischen GFP, mit hellerer Fluoreszenz und stérkerer Expression, bei der
durch stille Mutationen die kodierende Sequenz der menschlichen Codonbenutzung angepasst
wurde (BD Biosciences Clontech, Diiren).

e pCR®2.1-TOPO

PCR-Klonierungsvektor von Invitrogen, Karlsruhe. Der Vektor liegt gedffnet mit 3°

iiberhdngenden Thymidinresten und stabilisiert durch Topoisomerase vor.
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e pPBGDTopo2.1

Aus humaner cDNA wurde ein ~1 kb grofles Fragment des pbgd-Gens amplifiziert und in den
Topo2.1 Vektor von Invitrogen kloniert (Christian Wufka, GSF, Neuherberg). Das Plasmid
wurde als Template fiir die PBGD-Sonde verwendet.

¢ pPCR Script™ Amp SK+

PCR-Klonierungsvektor von Stratagene, Amsterdam, Niederlande. Der Vektor stammt von
dem pBluescript® II SK(+) Phagemid ab. Zur MCS des Ursprungsvektors wurde eine Srfl-
Restriktionsschnittstelle hinzugefiigt. Der Vektor liegt Srfl geschnitten vor.

e pCCrml-sgl43

pFRED143-Vektor, welcher das humane crm/-Gen in einem Leserahmen mit der
fluoreszenzverstirkten sgl43-Mutante des GFP unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
exprimiert (etabliert von Dr. M. Neumann in der GSF-Neuherberg).

e pcDNA3

Eukaryotischer Expressionsvektor. Die Expression wird durch ein CMV-Promotor reguliert.
Der Vektor besitzt T7 und SP6-Promotorsequenzen vor und nach der zur Verfiigung
stethenden MCS. Diese ermoglichen Sequenzierungsreaktionen und in  vitro
Transkriptionsexperimente. Der Vektor besitzt eine Ampicillin- und ein Neomycin-

Resistenz.

2.5.8 Bakterielles artifizielles Chromosom (BAC)

e BAC RP11-324H6

Diese Sequenz wurde aus einem Teil der bakteriellen Klone des Contigs des menschlichen
Chromosoms 10 vom Sanger Center, Cambridge, UK generiert. RP11-324H6 ist aus der
RPCI-11.2 Klonbank, welche von der Gruppe von Pieter de Jong, BACPAC RESOURCES,
OAKLAND, USA hergestellt wurde. RP11-324H6 enthélt ein 200 kbp grofles Fragment
kloniert in den BAC Vektor pPBACe3.6. Diese Sequenz stellt die genomische Anordnung der
KIAA0592-mRNA dar.
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2.6 Zelllinien

Bei allen Zelllinien (auBer Jurkat: Suspension) handelte es sich um adhérent
wachsende Zellen, die im Bezug auf ihr Wachstumsverhalten und ihre

morphologischen Eigenschaften regelmifig kontrolliert wurden.

e HelLa

Humane epitheloide Zervixkarzinomzelllinie (Fibroblasten). Die Zellen wurden von
ATCC bezogen (CRL-7923).

e Hel a Tat

HeLa-Zellen, welche stabil-integriertes unter der Kontrolle der HIV-LTR stehendes
HIV-1 Tat exprimieren (Schwartz et al., 1990).

e HEK?293

Humane embryonale Nierenzelllinie (,,Human Embryonal Kidney*), transformiert
durch humane Adenovirus 5 (AdS5) DNA. Die Zellen enthalten und exprimieren die
transformierenden Gene von AdS (Graham et al., 1977). Die Zellen wurden von
ATCC bezogen (CRL-1573). Kiirzlich wurde die Herkunft der Zelllinie aus
Nierenzellen in Frage gestellt und eine mogliche neuronale Vorlduferzelle postuliert
(Shaw et al., 2002)

* Jurkat

Humane akute T-Zell-Leukdmiezelllinie (ATCC TIB-152).

2.6.1 Astrozytomzelllinien
e 35HG66

Humane CD4-negative Astrozytomzelllinie (Brack-Werner et al., 1992; Stavrou et al.,
1989; Stavrou et al., 1987), etabliert aus einem Gehirntumor (Astrozytom).
e U251 MG

Humane Astrozytomzelllinie aus einem ,,Glioblastoma multiforme®. Die Zelllinie ist

GFAP positiv (Besnard et al., 1991; Bigner et al., 1981).
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e U373 MG

Humane CD4-negative Astrozytom-/Glioblastomzelllinie aus einem Tumor IIIL.
Grades. Die Zellen wurden von ATCC bezogen (ATCC HTB-17) (Dewhurst et al.,
1987 b; Dewhurst et al., 1987 a; Harrington and Geballe, 1993).

e U87 MG

Humane Astrozytom-/Glioblastomzelllinie aus einem Tumor III. Grades. Die Zellen
wurden von ATCC bezogen (ATCC HTB-14) (Bagasra et al., 1992).

e U138 MG

Humane Glioblastomzelllinie aus einem astrozytiren Gliom III. Grades. Die Zellen
wurden von ATCC bezogen (ATCC HTB-16) (Bagasra et al., 1992; Chiodi et al.,
1987).

2.7 Bakterienstamme

e XI-10 Epicurian Coli/ XL-10 Epicurian Coli Ultra Kan"

Kompetente, super-kompetente und ultra-kompetente Zellen zur chemischen
Transformation  (cfu=1x10°-5x10°/pug,/  >5x10°/ug  Stratagene, Amsterdam,
Niederlande).

e TOP10F’

Kompetente Zellen zur chemischen Transformation (cfu=1x10°-5x10°/ug). Dieser
Stamm iiberexprimiert den Lac-Repressor (lacl,-Gen). Um eine Blau/Weil3-Selektion,
gesteuert durch den Lac-Promotor, durchzufiihren, wird IPTG in den Agarplatten

bendtigt (Invitrogen, Karlsruhe).

2.8 Spezialsoftware

Axiovision 3.0 Carl Zeiss Vision, Halbergmoos

CellQuest und CellQuest Pro BD Biosciences, Diiren
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Endnote 6.0

Gene Construction Kit 2.x
[Plab 4.0

MacVector 6.5.1

Prism 2.0b for Mac

Prism 3.0 for Windows
Quantity One 4.2.1
Simplicity 2.0R1

2.9 Spezialgeréate

Niles Software, USA
Textco-SciQuest, Triangle Park, USA
Scanalytics, Fairfax, USA

Accelrys, SanDiego, USA

GraphPad, SanDiego, USA
GraphPad, SanDiego, USA

Biorad, Miinchen

Berthold Detection Systems, Pforzheim

Cellobserver Mikroskopiestation Carl Zeiss, Jena

Chemidoc Geldokumentation Biorad, Miinchen

Complnject AIS2  Mikroinjektionssystem Cell Biology Trading, Hamburg

FACScalibur FACScan BD Biosciences, Diiren

ORION Luminometer Berthold Detection Systems,
mit 2 Injektoren Pforzheim

,,ProQualLo* Mikroskop, Zusatzkomponenten Carl Zeiss, Jena,

STORM Phosphoimager

Amersham Pharmacia, Freiburg
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3 Methoden

3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

3.1.1 Kultivierung adharenter Zellen und Zellzahlbestimmung

Alle permanenten Zelllinien wurden bei 37°C in wassergesattigter Atmosphére mit 5
% CO, kultiviert. Die Medien (s. Kapitel 2.2.6) enthielten, falls nicht anders
angegeben, 10 % FKS und 1 % antibiotische/antimykotische Losung. Bei allen
Kulturen (auBer Jurkat = Suspensionskultur) handelte es sich um adhédrent wachsende
Zellen, die zweimal pro Woche umgesetzt wurden. Dazu wurde das verbrauchte
Medium abgenommen. Die Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen durch
Behandlung und mit Trypsin-EDTA vom Boden der Kulturgefiflie gelost. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Zelllinien wurden die Zellen in
Verdiinnungen von 1:2 bis 1:20 in frischem Medium aufgenommen und eingesit.

Fiir Experimente, in denen eine bestimmte Zellzahl eingesetzt werden sollte, erfolgten
Zellzahlbestimmungen. Zur Bestimmung der Zellzahl mit der Zahlkammer (MD-Kova
Raster 10, Madaus Diagnostik) wurden 10ul der Zellsuspension verwendet. Unter dem
Lichtmikroskop konnte die Anzahl der Zellen pro Grofquadrat (entspricht 9
Kleinquadraten) bestimmt werden. Der mit 10* multiplizierte Wert ergab die
Zellzahl/ml.

3.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

In fliissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden ziigig im Wasserbad aufgetaut, in
vorgewarmtem Kulturmedium aufgenommen und die Zellsuspension in Kulturflaschen
tiberfiihrt. Am  ndchsten Tag erfolgte ein Medienwechsel. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen expandiert.

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA
abgelost und nach Zellzahlbestimmung in 50 ml Falcon R6hrchen 10 min bei 350 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in kaltem Einfriermedium (s. Kapitel 2.2.6)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einer Konzentration von 1x10° bis 1x10’
Zellen/ml in Nunc-Cryo-Rohrchen iiberfithrt und auf Eis gestellt. Im Kryostaten
wurden die Zellen um 1°C pro Minute auf -30°C abgekiihlt und anschlieend ii/n bei -
80°C gehalten. Die Zellen konnten in fliissigem Stickstoff bei -196°C dauerhaft
gelagert werden.
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3.1.3 Transfektion eukaryotischer Zellen mit gereinigter Plasmid-DNA

3.1.3.1 Kalziumphosphat Koprdzipitationsmethode

Zur Transfektion wurde die CaPO4-DNA-Koprizipitationsmethode nach Graham
(Graham et al., 1977) mit Modifikationen von Felber (Felber, Drysdale, and Pavlakis,
1990) angewandt.

Einen Tag vor der Transfektion wurden ausgehend von Zellgrofle, Morphologie und
Wachstumsgeschwindigkeit 4-8x10° Zellen/60 mm Petrischale eingesit. Dazu wurden
die Zellen trypsiniert, in PBS gewaschen und mit Medium auf die gewiinschte Zellzahl
eingestellt.

Die optimale Menge Medium pro 60mm Schilchen betrug 4ml. Als Kulturmedium
wurde DMEM mit 10 % FKS und 1 % AB/AM-Losung verwendet. Nach 24h
Zellwachstum wurden die Zellen transfiziert. Die Zellen sollten zu 60 % subkonfluent
gewachsen sein, um optimale Transfektionseffizienzen zu erzielen. Die Transfektionen
wurden mit dem “CellPhect”-Transfektionskit von Pharmacia durchgefiihrt.

Pro Transfektionsansatz wurde ein Mastermix hergestellt. Dazu wurden die
Plasmidlosungen vorgelegt (Gesamt-DNA immer 16 pg pro 60 mm Schilchen) und
vorsichtig 1:1 mit Puffer A versetzt. Es wurde gereinigtes Plasmid verwendet (Qiagen,
Macherey-Nagel). Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Plasmid-
PufferA-Mischung in den vorgelegten Puffer B (immer doppelte Menge von Puffer A)
unter standigem leichten Luftstrom eingetropft und nochmals 15min inkubiert.

12 24 96
Gefal3 60mm |30mm/6Lochplatte
Lochplatte | Lochplatte | Lochplatte
Zellzahl | 2-5,0x10° 1-2,0 x10° 0,2-1,0x10° | 0,5-1,0x10* | 1x10°
Medium| 4,0 ml 2,0 ml 0,5 ml 0,2 ml 0,05 ml
Gesamt-
16 8 2 0,8 0,02
DNA Hg Mg Hg 3 ug 02 pg
Puff 120/240
e 60/120 pl 15/30 ul 6/12ul 1,5/3 ul
A/B ul

Tabelle 3.1.1: Mengenangaben zur Durchfiihrung einer Transfektion in verschiedenen
Zellkulturgefiafien

Das Gemisch wurde vorsichtig unter das Medium der eingesiten Zellen pipettiert.
Nach 4h Inkubation bei 37°C, wurde das Medium abgenommen und frisches DMEM
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zugegeben. Die Zellen konnten 48 h nach Transfektion geerntet werden. Mit der
CaPO,-DNA-Koprézipitationsmethode lieBen sich, abhéngig von den transfizierten
Zelllinien, Transfektionseffizienzen von 10 % bis zu 80-90 % (HEK293-Zellen)
erzielen.

Die Transfektionseffizienz wurde zum einen iiber Kotransfektion mit einem
Luciferase-Expressionsplasmid bestimmt (s. Luciferase Assay), zum anderen konnte
die Expression von GFP-gekoppelten Proteinen in den Zellen direkt im
Lichtmikroskop nachgewiesen oder prozentual im FACS bestimmt werden.

3.1.3.2 Das FuGENE ™ Transfektionsreagenz

Transfektionen vor allem fiir Lokalisationsstudien wurden mit dem FuGENE™6
Transfektionsreagenz von Roche durchgefiihrt. Die Transfektionseffizienz liegt bei
dieser Methode zwischen 15 % (bei 85HG66) und 90 % (bei HEK293) und somit
gleich oder hdher als bei der CaPO4-Methode. Uber das Prinzip der DNA-Aufnahme
in die Zellen liegen von Roche Molecular Biochemicals keine weiteren Informationen
vor. Das gewiinschte Plasmid wurde in einem Volumen von 10 pl in ein Eppendorf
GefalB3 vorgelegt. In ein zweites Gefd3 wurden (fiir die Transfektion in einem 30 mm
Schélchen) 100 pl serumfreies Medium (DMEM) vorgelegt.

Pro pg zu transfizierender DNA wurden 3 pl FuGENE™6 in das Medium gegeben und
nach 5 min Inkubation auf die DNA-Losung gegeben. Der Mix wurde 15 min
inkubiert und dann gleichmiBig auf die Zellen verteilt. Fiir 1-2x 10° Zellen in einem
30 mm Schédlchen wurden je nach Versuch 0,1-1,0 pg DNA transfiziert. Nach
mindestens 24 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen fiir die weiteren
Untersuchungen behandelt oder geerntet.

3.1.4 Immunfluoreszenz an fixierten Zellen

Um die Expression und Lokalisation zelluldrer oder viraler Antigene auf
Einzelzellebene nachzuweisen, wurde die Methode der indirekten Immunfluoreszenz
angewandt (Ludwig et al., 1999).

Fiir den Nachweis endogener zelluldrer Antigene wurden die Zellen subkonfluent in
60mm Petrischilchen oder 35 mm Petrischidlchen mit Glasboden eingesét und ii/n bei
37°C und 5 % CO, inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium abgenommen, die
Zellen 2x mit PBS gewaschen und mit 3.7 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS 10-20
min bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS 3x gewaschen und mit
PBS+0.1 % NP-40 fiir 5-7 min bei RT permeabilisiert. Fiir den Nachweis transfizierter
exogen von einem Vektor exprimierter Antigene wurden die Zellen subkonfluent in 60
mm Petrischédlchen eingesét und ii/n bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Am néchsten
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Tag wurden die Zellen mit einem Expressionsplasmid transfiziert. 4 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit serumfreiem Medium gewaschen. Weitere 24 h
nach der Transfektion wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen 2x mit PBS
gespiilt, mit 3.7 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS 10-20min bei RT fixiert und nach
erneutem dreimaligen Waschen mit PBS durch 0.1 % NP-40 in PBS 5-7min bei RT
permeabilisiert. Die Zellen wurden nun wieder dreimal mit PBS gewaschen und
danach mit den entsprechenden 1. Antikorpern in Verdiinnungen von 1:20-1:200
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 30-60 min mit dem 1.Antikorper bei 37°C
wurden die Zellen erneut 3x mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem 2.
Antikorper erfolgte bei Verdiinnungen von 1:100-1:200, 1 h bei 37°C oder
Raumtemperatur. Der 2. Antikorper war spezifisch gegen IgG-Antikorper der Spezies
in welcher der 1. Antikdrper hergestellt worden war. Zusitzlich waren diese
Antikorper gekoppelt an die Fluoreszenzfarbstoffe FITC (griin) oder Cy3 (rot). Als
Vergleich mit einer zelluldren Struktur wurde in verschiedenen Experimenten der
Zellkern mit Hoechst33342 angefarbt. Dazu wurde der Farbstoff 1:50000 in den letzen
Waschschritt nach der zweiten Antikorperinkubation gegeben und Smin bei RT
inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden
unter einem Fluoreszenzmikroskop photographiert. Folgende Farbstoffe wurden
verwendet:

FITC: Anregungswellenldnge 495 nm, Emissionswellenlédnge 525 nm
Cy3: Anregungswellenldnge 552 nm, Emissionswellenldnge 570 nm
Hoechst33342: Anregungswellenlédnge 300-400 nm, Emissionswellenldnge 425-525 nm

Der Nachweis von Rev oder Risp erfolgte durch Inkubation eines monoklonalen Ratte
anti-Rev bzw. anti-Risp Antikorpers (s.3.2.2, Verd.1:50 bis 1:100) fiir 1 h und
anschlieBender Inkubation eines FITC-gekoppelten Ziege anti-Ratte Antikorpers
(1:100) fiir 40-60 min bei Raumtemperatur. Als Kontrolle fiir eine Hintergrundfarbung
wurden die Zellen jeweils nur mit dem markierten sekundéren Antikorper behandelt.

3.1.5 Behandlung von Zellen mit Leptomycin B (LMB)

Die Chemikalie LMB inhibiert spezifisch den Crml-abhidngigen Kernexport von
Proteinen (Bogerd et al., 1998; Kudo et al., 1998; Wolff, Sanglier, and Wang, 1997).
Die Zellen wurden wie oben beschrieben transfiziert und 24 h im Brutschrank
inkubiert. LMB wurde in einer Endkonzentration von 10 nM ins Medium gegeben und
die Zellen fiir weitere 2 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen
geerntet und Proteinextrakt hergestellt oder fixiert und mikroskopische Aufnahmen
gemacht. Dabei wurde immer ein Parallelansatz mit unbehandelte Zellen durchgefiihrt.
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3.1.6 FACS-Analyse

Durch eine Analyse mit einem ,,Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) kénnen
Zellen anhand ihrer strukturellen und besonders ihrer fluoreszierenden Eigenschaften
einzeln in einer Zellsuspension untersucht werden.

Bei dem FACScalibur Geridt werden durch einen Laserstrahl an Antikorper gekoppelte
oder in Nukleinsduren interkalierende Farbstoffe oder transfizierte Fluoreszenz-
proteine zur Emission angeregt und diese Fluoreszenz elektronisch erfasst. Zusétzlich
kann der FACScalibur auch noch die GréBe der Zellen durch den sogenannten
,Forward Side Scatter” (FSC), d.h. die Ablenkung des Lasers nach vorne, und die
Granularitdt durch den sogenannte ,,Sideward Scatter” (SSC), d.h. die Streuung des
Lasers zur Seite, erfassen. Die so ermittelten Daten konnen als ,,eindimensionale
(eine Fluoreszenz gegen Zellzahl) Histogramme oder als zweidimensionale (= zwei
Fluoreszenzen) sog. ,,Dot-Plots* dargestellt werden. Bei der Messung und Auswertung
mittels der Software CellQuest™ von Becton Dickenson konnen die lebenden Zellen
iiber GroBe und Granularitit eingegrenzt werden. Diese Begrenzungen (,,gates)
konnen auBerdem um jede Population gesetzt werden, die auf einzelne Parameter hin
untersucht werden soll.

Gemessen wurden iiber das Computerprogramm ,,Cell Quest™*“ Zellen, die nach
Transfektion mit Expressionsplasmiden das griine Fluoreszenzprotein GFP oder das
rote Fluoreszenzprotein DsRed, bzw. beide Proteine exprimieren. Aufgenommen
wurden die Daten von 1-1,5x10° Zellen, die als Lebendzellpopulation eingegrenzt
wurden (,,Live Gate“). Fiir die FACS-Analyse wurden adhirent wachsende Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und trypsiniert. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 10
min bei 350 g wurde das Zellpellet in 100 pl PBS resuspendiert. Die Proben wurden
vor dem Messen am FACScalibur von BD Biosciences so mit FACSflow verdiinnt,
dass etwa 1000 Zellen pro Sekunde bei der hochsten Durchflussgeschwindigkeit
gemessen werden konnen.

3.1.7 Rev-Funktionsanalysen

Die Funktion von Rev im viralen Replikationszyklus in eukaryotischen Zellen besteht
im Export von bestimmten RNA Populationen aus dem Kern. Zur Analyse dieser Rev
Funktion wurde ein System verwendet, das auf einer Rev- und Tat-abhingigen
Expression des rot-fluoreszierenden Reporterproteins DsRed basiert (Wolff, 2003). Tat
abhingig wird die Expression dadurch, dass die Transkription unter der Kontrolle der
HIV-1 LTR steht. Die Translation des Reportergens von der entstandenen mRNA ist
Rev abhingig, da sich auf der mRNA Sequenz im untranslatierten Bereich
Instabilititselemente (1-2x INS) und die RRE befinden. Ohne Rev erfolgt dabei keine
effiziente Expression der DsRed-mRNA. Um die Rev Funktion zu testen, wurden Rev
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Expressionsplasmide und das Reporterkonstrukt in Hela-Tat Zellen transient
transfiziert. Es wurden nur rot fluoreszierende Zellen photographiert oder im FACS
ausgewertet, welche auch griin fluoreszierten. Daher musste sicher gestellt werden,
dass in allen Ansdtzen immer die gleiche Menge an GFP exprimiert werden konnte.
Entweder wurde dies durch Fusionskonstrukte, wie beispielsweise RevGFP oder durch
Kotransfektion eines GFP-exprimierenden Plasmid erreicht. Die Expression der
DsRed kann dann abhingig von einem funktionalen Rev gemessen werden. Fiir eine
qualitative Analyse wurden Bilder im inversen Mikroskop mit verschiedenen digitalen
Kameras vom Phasenkontrast, der griinen Fluoreszenz und der roten Fluoreszenz,
aufgenommen. Als Positivkontrolle diente ein RevGFP-Expressionsvektor, als
Negativkontrolle ein GFP-Expressionsvektor. Zur quantitativen Analyse wurde im
FACS die Anzahl der Zellen mit roter Fluoreszenz, in der rot-griin doppelt positiven
Population ausgewertet.

3.1.8 Mikroinjektion von Peptiden in Zellen

Zur Durchfithrung von Mikroinjektionen (Demart, 2003; Neumann et al., 2001),
wurden am Vortag 1-3x10° Zellen in Glasbodenzellkulturschalen eingesit. BSA-Alexa

Fluor 568 konjugierte Peptide (Molecular Probes, s. Kap. 3.3.6) in einer Konzentration
von 1 mg/ml in PBS wurden in das Zytoplasma oder den Zellkern mit Hilfe des
automatisierten  Injektionssystems Complnject mikroinjiziert. ~Als  interne
Injektionskontrolle wurde BSA-Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, s. Kap. 3.3.6) in
einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS koinjiziert. Zwei bis drei Stunden nach der
Injektion wurden die Zellen fixiert (s. Kap. 3.1.4), an einem inversen
Fluoreszenzmikroskop analysiert und fotografiert (s. Kap. 3.1.9).

3.1.9 Fluoreszenzmikroskopie

Mikroskopie von fixierten oder lebenden Zellen, die fluoreszierende Proteine
exprimieren, denen fluoreszierende Proteine injiziert wurden oder die mittels
indirekter Immunfluoreszenz markiert wurden, geschah in den Grundziigen wie bereits
in der Literatur beschrieben (Lee et al., 1999; Neumann et al., 2001). Zellen wurden in
Kulturschélchen ausgesit, transfiziert oder injiziert und nach einer Inkubation von 24-
48 h lebend oder fixiert mikroskopiert. Fiir eine Lebendbeobachtung wurden die
Zellen wihrend des Vorgangs in einer Inkubationskammer auf dem Mikroskop
gehalten. Digitale Bilder wurden mit einer VergroBerung von 20fach bis 32fach mit
einer gekiihlten CCD-Kamera aufgenommen. Es wurde darauf geachtet, dass zu
vergleichende Bilder unter den gleichen Bedingungen, wie Filter, Belichtung und
Vergroferung aufgenommen wurden.
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3.1.10 Quantifizierung von fluoreszierenden Proteinen in der Zelle

3.1.10.1 Quantifizierung der Lokalisation in der Zelle

Die Quantifikation zelluldirer Proteine, nach Transfektion oder indirekter
Immunfluoreszenz, wurde im Prinzip wie bereits beschrieben durchgefiihrt (Demart,
2003; Lee et al., 1999; Neumann et al., 2001).

Zellen wurden mit Expressionsplasmiden transfiziert, nach 48 h fixiert (s. Kap.3.1.4)
und mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Vor der Fixierung kann
noch eine Leptomycin B Behandlung durchgefiihrt werden. Von jeder zu
untersuchenden Zellpopulation wurde eine Anzahl von jeweils drei verschiedenen
Bildern aufgenommen: GFP-Fluoreszenz, Phasenkontrast und die Fluoreszenz der
Kernfarbung (Hoechst 33342). Die Abbildung 3.1.1 zeigt ein Beispiel der Eingrenzung
der unterschiedlichen Kompartimente und eines Kontrollbereiches. Diese Eingrenzung
diente zur Ermittlung der Fluoreszenzintensititen und der zugehorigen Flachen.

Hintergrund

\O‘ -

Abbildung 3.1.1: Beispiel fiir die Segmentierung der zu quantifizierenden Bilder. Griin
eingegrenzt ist der Zellumriss (erstellt anhand des Phasenkontrastbildes), blau definiert
den Zellkern (anhand der Hoechst33342-Kernfirbung) und das gelbe Segment definiert
einen Hintergrundbereich als Vergleich. Die erstellten Segmente wurden auf das GFP-
Fluoreszenzbild iiberlagert und die Quantifizierung der Fluoreszenz wurde
durchgefiihrt.

Durch das Programm IPlab konnte die mittlere Pixelintensitit bezogen auf die Flache
der jeweiligen Kompartimente ermittelt und verglichen werden.. Nach folgender
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Formel wurde der prozentuale Anteil der Lokalisation im Kern berechnet (Neumann et
al., 2001).

(IKern X AKern) - (IHintergrund X AKern)

% Fluoreszenz im Kern = x 100 %

(IGesamt X AGesamt) - (IHintergrund X AGesamt)

Ixern = Fluoreszenz im Kern (=mittlere Pixelintensitét)

IGesamt = Fluoreszenz der gesamten Zelle (=mittlere Pixelintensitit)

Iintergrung = Fluoreszenz in einem Kontrollbereich innerhalb des gleichen
Sichtfeldes (=mittlere Pixelintensitit)

Axern = Flache des Kerns (Anzahl der Pixel)

AGesamt = Flache der gesamten Zelle (Anzahl der Pixel)

Tabelle 3.1.2 zeigt am Beispiel der Zellen in Abbildung 3.1.1 die Berechnung der
prozentualen Fluoreszenz im Kern.

gemessenes | Hintergrund des korrigiertes Anteil an der
Flache (Pixel) Fluoreszenz Segments Fluoreszenz Gesamt-
Segment A I Iy x Ag IxA-IgxAg fluoreszenz
Zelle 1 gesamt 5430 5337289 1155110 4182179 100.00 %
Zellkern 1 1804 3560606 383760 3176845 75.96 %
Zelle 2 gesamt 5730 6681885 1218928 5462956 100.00 %
Zellkern 2 1969 4662580 418860 4343719 77.68 %

Tabelle 3.1.2: Ergebnis der Quantifizierung der in Abbildung 3.1.1 dargestellten Zellen.
Die Hintergrundfluoreszenz wurde wie folgt berechnet: (Gesamtintensitit der Pixel im
Segment ,,Hintergrund* / Fliche des Segments ,,Hintergrund*) x (Fliche des jeweiligen
Segments).

3.1.10.2 Ouantifizierungen der Transportaktivitit von Peptiden

Zur Quantifizierung der Transportaktivitdt von Peptiden wurden diese als Konjugate
mit BSA und einem fluoreszierenden Farbstoff in Zellen mikroinjiziert (Kap.3.1.8).
Fiir die Fluoreszenz der injizierten Peptide und der koinjizierten BSA-Kontrolle wurde
der prozentuale Anteil der Fluoreszenz im Kern ermittelt (Kap. 3.1.10.1). Anhand der
Lokalisationen der Peptidkonjugate im Vergleich zu BSA wurde eine Kalkulation der
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Import- und Exporteigenschaften durchgefiihrt. Zur Bewertung der Lokalisation der
Peptide wurde der Transportquotient berechnet:

% Fluoreszenz im Kern des Peptides nach der Inkubation

Transportquotient=
% Fluoreszenz im Kern der BSA-Kontrolle nach der Inkubation

Werte des Transportquotienten, die groBer als 1 waren, zeigten eine stirkere
Akkumulation des Peptides im Vergleich zu BSA im Kern, also ein Importverhalten.
Werte die kleiner als 1 waren, zeigten eine stirkere Akkumulation des Peptides im
Vergleich zu BSA im Zytoplasma, also ein Exportverhalten.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Isolierung aus Zellkulturmaterial

Die hier beschriebene Methode wurde angelehnt an das Protokoll DNeasy der Qiagen
GmbH, Hilden durchgefiihrt. Dabei wurden bis zu 5x10° Zellen, mit PBS gewaschen,
trypsiniert und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 200 ul PBS
aufgenommen. Nun wurde 4 pl RNase A (100 mg/ml) hinzugegeben und 2 min
inkubiert um spéater RNA-freie genomische DNA zu erhalten. Danach wurden 200 pl
des Puffers AL und 20 ul Proteinase K auf die Zellen gegeben, kriftig gemischt und
bei 70°C 10 min inkubiert. Anschliefend wurde 200 pul 98 % EtOH zugegeben und
wiederum gevortext. Diese Mischung wurde inklusive eines eventuell auftretenden
Préazipitates auf eine DNeasy Zentrifugationssdaule geladen und bei maximaler
Geschwindigkeit 1min zentrifugiert. Der so erhaltene Durchfluss wurde verworfen, die
Sdule in ein neues Auffanggefdll tberfiihrt, 500 pul Puffer AW1 zugegeben und
wiederum Imin bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Um einen zweiten
Waschschritt durchzufiihren wurden nun 500 pul des Puffers AW2 zugegeben und 3
min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Danach wurde die Sdule in ein
neues Auffanggefdl iiberfiihrt, 200 pl Puffer AE hinzugegeben, 1 min inkubiert um
die genomische DNA gebunden an der Sdule wieder zu eluieren und die Sdule 1 min
bei 8000 g zentrifugiert.
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3.2.2 Plasmid-DNA-Isolierung aus Bakterien

Die hier beschriebene Methode wurde nach dem Protokoll der Qiagen GmbH, Hilden
durchgefiihrt. Die DNA wurde fiir Transfektionen und alle Standardmethoden der
Molekularbiologie eingesetzt.

Uber Nacht bei 37°C gewachsene Bakterienkulturen wurden zentrifugiert und das
Bakterienpellet durch eine alkalische SDS-Losung aufgeschlossen. Proteine wurden
durch saures Kaliumacetat ausgefillt. Die DNA befand sich im Uberstand und wurde
iiber eine Anionenaustauscher-Sdule (Qiagen GmbH, Hilden) zunichst gebunden.
Durch zweimaliges Waschen wurde die gebundene DNA von Verunreinigungen
befreit und konnte anschlieBend eluiert werden. Die gefillte pPDNA wurde in A.d. oder
1x Tris-Puffer pH 8,5 aufgenommen.

3.2.3 PlasmidqgroBpraparation

Fiir eine PlasmidgroBpriparation wurden 5 ml LB-Medium + 5 ul Ampicillin (50
mg/ml Stocklosung) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und ca. 6-8 h in einem
37°C Schiittler inkubiert. Nach einer Verzogerungsphase von 1-2 h erreichten die
Bakterien die logarithmische Wachstumsphase. Die Bakteriendichte konnte anhand
einer Messung der optischen Dichte (OD) bei 600 nm bestimmt werden. Es wurde
darauf geachtet, dass die Bakterien vor dem Erreichen der stationdren Phase in einen
groBBen Glaskolben mit 300-500 ml LB-Medium + 500 pul Ampicillin (50 mg/ml
Stocklosung) tiberfiihrt wurden, da die Bakterien bei zu hoher Dichte ihr Wachstum
einstellen, bzw. absterben wiirden. Die Bakteriensuspension wurde ii/n bei 37°C
geschiittelt. Die Kulturen wurden am néichsten Tag 20 min bei 5000g zentrifugiert und
das Bakterienpellet eines Zentrifugenbechers in 12 ml kaltem Puffer P1+RNaseA (100
ng/ml  Endkonzentration) resuspendiert. Die Isolation wurde nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Es konnten somit 50-500 pg pDNA aus einer 100 ml
Bakterienkultur isoliert werden.

Die DNA-Konzentration konnte in einem UV-Spektralphotometer bei einer
Wellenlédnge von 260 nm bestimmt und auf pg/ul eingestellt werden. Nach Sambrook
(Sambrook, 1989) entsprechen 50 pg/ml doppelstringiger (ds) DNA bei 260 nm einer
Absorption von 1. Zur Uberpriifung der Reinheit des DNA-Materials wurde die
Absorption zusétzlich bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen und der Quotient
Ajeo/Asgo gebildet. Bei reinen DNA-Priparationen liegt der Quotient zwischen 1,8 und
2.

Alternativ hierzu wurde die PlasmidgroBpréparation mit dem Nucleobond Kit AX500
von Macherey-Nagel, Diiren durchgefiihrt.
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3.2.4 Plasmidkleinpraparation

Von einer Transformationsplatte wurde 1 Bakterienkolonie gepickt und in 3-5 ml LB-
Medium mit 5 pl Ampicillin (50 mg/ml Stocklésung) angeimpft. Nach ii/n Inkubation
in einem 37°C Schiittler wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension in Eppendorf-
Reagenzgefiflen Smin bei 4500g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 250 pl
Puffer P1 (Kap. 3.2.3) resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl Puffer P2 wurde die
Bakteriensuspension Smin bei RT inkubiert und die Bakterien aufgeschlossen. Nach
Zugabe von 250 ul Puffer P3 wurden die Proben fiir 5-10 min auf Eis gestellt und
dadurch die Proteine ausgefillt. Die ausgefillten Proteine wurden 15 min bei 25000g
zentrifugiert, die Uberstinde mit der DNA in neue Eppendorf-ReagenzgefiBe
tiberfithrt. Die DNA konnte nun mit Isopropanol gefallt werden. Das getrocknete DNA
Pellet wurde in 25-50 pl A.d. aufgenommen. Die DNA-Ausbeute lag zwischen 5 und
15 pg pro 1,5 ml ii/n Bakterienkultur.

3.2.5 DNA-Restriktionsverdau

Alle Restriktionsverdaus wurden mit Enzymen der Firmen Roche Diagnostics,
Mannheim und New England Biolabs, Schwalbach durchgefiihrt. Die fiir ein Enzym
jeweils optimalen Pufferbedingungen wurden durch Verwendung eines geeigneten
10fach-Reaktionspuffers der gleichen Firma erreicht. Die Temperatur und die
Zeitdauer einer Reaktion sowie die Enzymkonzentrationen waren abhéngig von der
eingesetzten DNA-Menge, von den verwendeten Enzymen sowie von der Anzahl und
Grofe der erwarteten DNA-Fragmente. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung
oder durch Zugabe eines Probenauftragspuffers (s. Kapitel 1.2) gestoppt. Die aus den
Bakterien isolierte, geféllte und gereinigte Plasmid-DNA wurde auf einem TAE-Gel
(s. Kapitel 3.2.6) tiberpriift. Die getesteten Plasmide wurden fiir Klonierungszwecke
eingesetzt. Wichtige Plasmide fiir Transfektionsversuche wurden durch
Sequenzanalysen tliberpriift.

Ansatz fiir Restriktionsverdau:

pDNA l ug
10x Reaktionspuffer 2 ul
Enzym(e) 10 Units 1 ul
A.d. ad 20 pl

Wurde mehr als 1 pg Plasmid-DNA geschnitten, z.B. fiir Ligationsansitze (Vektor-
und Insertpriparation benétigen 3-5 pg Plasmid-DNA), wurde das Endvolumen auf
30-100 pl A.d. erhoht. Die Endkonzentration des Restriktionspuffers wurde immer auf
1fach verdiinnt.
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3.2.6 Agarosegelelektrophorese (AGE)

Mit der Agarose Gelelektrophorese konnten DNA Fragmente aufgrund ihrer negativen
Ladung in einem elektrischen Feld der GroBe nach aufgetrennt werden (Sambrook,
1989). Um die DNA-Banden im Gel sichtbar zu machen, wurden 10 pg
Ethidiumbromid/100 ml TAE-Gel verwendet. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA
und wird unter UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Als Laufpuffer diente 1x TAE-
Puffer. Der Laufpuffer enthielt ebenfalls Ethidiumbromid (0,1 ng/ml). Die
Elektrophorese erfolgte je nach GroBe und Konzentration des Gels bei Spannungen
zwischen 50V und 100V in horizontalen Gelkammern. Die GroBe der DNA wurde
anhand eines Lédngenstandards (z.B. 1kb-Leiter von Roche Diagnostics, Mannheim
oder 2log Standard von New England Biolabs, Schwalbach) ermittelt.

Prozent Agarose DNA-Fragmente
0,6 20 kb-2,0 kb
0,8 10 kb-1,0 kb
1,0 8 kb-0,5 kb
1,5 3 kb-0,2 kb
2,0 2 kb-0,1 kb
3,0 <0,1 kb

Tabelle 3.2.1: Verwendete Agarosegelkonzentrationen fiir DNA-Fragmente bestimmter
Grofe.

3.2.7 DNA-Isolierung aus Agarose Gelen

Um DNA-Fragmente aus Agarose Gelen zu isolieren, wurden die durch EtBr unter UV
Licht sichtbaren Fragmente mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die DNA nur so kurz wie moglich der schddigenden UV-
Strahlung ausgesetzt ist. Das ausgeschnittenen Stiick wurde in ein Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt und gewogen. Die Isolierung fand nach dem Protokoll von Macherey-Nagel
mit Hilfe von Ionenaustauschersiulen statt. Dabei wurden je 100 mg des Gels zuerst
300 ul (bei Gelen mit mehr als 2 % Agarose 600 pl) eines chaotropen Puffers NT1
zugegeben und 10 min, oder bis sich das Gel vollstindig aufgelost hat, bei 50°C
inkubiert. Danach wurde die Mischung auf eine Sdule mit einer Silica-Membran
gegeben und 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Dabei bleibt die DNA an der Membran
gebunden. Die Membran wurde dann zuerst mit 500 pl Puffer NT2, dann mit 600 pl
Puffer NT3 und dann mit 200 pl NT3 nacheinander jeweils 1 min bei 11000g
zentrifugiert und somit von Riickstinden gereinigt. Die Elution erfolgte mit 50 pl
Puffer NE oder A.d. durch einen weiteren Zentrifugationsschritt von 1 min bei 11000
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g. 10 ul der eluierten DNA Losung wurden zur Kontrolle auf ein weiteres Agarose Gel
aufgetragen und die Konzentration abgeschétzt.

3.2.8 Ligationstechniken

Durch Ligation wurden DNA-Fragmente in linearisierte Vektoren eingefiigt. Es wurde
die T4-DNA-Ligase und 10fach Ligationspuffer von Life Technologies, Eggenstein
oder New England Biolabs, Schwalbach verwendet. Das molare Verhiltnis Vektor zu
Insert lag je nach Konzentration der DNA-Fragmente (20-60 ng/ul) bei 1:2 bis 1:4.
Um bei Ligationen eine mogliche Religation von 3’- und 5’-Enden bei glatten Enden
(,,blunt ends*) oder kompatiblen Restriktionsschnittstellen zu vermeiden, wurde der
Vektor dephosphoryliert. Dazu wurde die DNA nach dem Restriktionsverdau mit
alkalischer Phosphatase inkubiert. Ein Reaktionsansatz enthielt 10 % 10fach
Dephosphorylierungspuffer (Roche Diagnostics, Mannheim), eine Einheit (1 U)
alkalische Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim) und bis zu 1 pg DNA-
Fragmente. Die Reaktion erfolgte 30 min bei 37°C. Die alkalische Phosphatase wurde
fiir 10 min bei 65°C mit 50 mM EDTA inaktiviert oder durch eine Gelaufreinigung
entfernt.

Ansatz fiir Ligation mit der T4 Ligase von Life Technologies:

Vektor/Insert 2-6/ 1ul
10x Ligationspuffer 1 ul
T4 DNA-Ligase 1 ul
A.d. ad 10 pl

Die Ligationsreaktion erfolgte in einem Volumen von 10 pl ii/n bei 14-16°C unter
Wasser um eine gleichmafige Temperatur zu garantieren.

Ansatz fiir Ligation mit der T4 Ligase von New England Biolabs:

Vektor/Insert 2-6/ 1wl
10x Ligationspuffer 2 ul
T4 DNA-Ligase 1 ul
A.d. ad 20 pl

Die Ligationsreaktion erfolgte in einem Volumen von 20 pl 10-30 min bei RT.
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3.2.9 Klonierungstechniken

3.2.9.1 Transformation kompetenter E. coli mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformation wurden kompetente, superkompetente oder ultrakompetente
XL10 Gold Epicurian Coli® von Stratagene, Amsterdam, Niederlande verwendet (s
Kapitel 2.7). Die Reaktionen wurden nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
kompetenten Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut und aliquotiert. Nach Zugabe
von 1 pl 1,4 molares B-Mercaptoethanol (Stratagene) pro 100 ul erfolgte eine
Inkubation von 10 min auf Eis. AnschlieBend wurden 1-2 pul DNA eines
Ligationsansatzes zu den Bakterien gegeben. Nach 30 min auf Eis wurden die
Bakterienzellen einem Hitzeschock unterzogen (30-60 s bei 42°C) und erneut auf Eis
gestellt. Nach Zugabe von 500 pl SOC-Medium wurde die Plasmid-
Bakteriensuspension fiir 30 min in einem 37°C-Schiittler inkubiert.

Aliquots von 50 pl und 400 pul wurden auf LB-Ampicillin Agarplatten (50pug/ml
Ampicillin) ausgestrichen und ii/n in einen 37°C Brutschrank gestellt. Am folgenden
Tag wurden die Platten auf Bakterienkolonien iiberpriift und das Kolonienverhéltnis
Ligation Vektor/Insert zur Kontrollligation Vektor ohne Insert bestimmt.
AnschlieBend wurden Einzelkolonien gepickt und in 1-3 ml LB-Medium mit
Ampicillin (s.0.) i/n in einem 37°C-Schiittler inkubiert. Nach DNA-Isolierung und
Restriktionsverdau oder PCR Analyse konnte bestimmt werden, ob das Insert im
Vektor in der richtigen Orientierung enthalten war.

3.2.9.2 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNA nach der Lithium-

Acetat Methode

Die LiAc Methode beruht auf der Eigenschaft von S. cerevisiae Zellen, dass Kationen
der Alkalifamilie die Zellen kompetent fiir die Aufnahme von DNA machen. Dadurch
werden hohe Transformationseffizienzen von 10* bis 10° Transformanten pro pg DNA
erzielt.

Zwei Tage vor der Durchfiihrung wurden einzelne EGY48 Hefekolonien in 5 ml YPD
Medium oder CM-Selektionsmedium inokuliert und i/n bei 30°C bis zur
Sattigungsphase inkubiert. Ein Tag vor der Transformation wurde 25ul der Hefekultur
in 50 ml des Mediums {iberfiihrt und in einem 1 1 Schikanekolben bei 30°C ii/n
inkubiert. Die Hefe sollte dabei etwa auf 1x10’ Zellen pro ml Dichte (= ODgqy von 0,3-
0,5) wachsen. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen auf 1x10° ml verdiinnt und fiir
zwei weitere Wachstumsphasen kultiviert (2-5 h, bei regelmifliger OD-Messung).
Danach wurden die Hefezellen durch eine Zentrifugation von 5 min bei 5000 U/min in
einem Sorvall GS Rotor geerntet, in 10 ml sterilen A.d. aufgenommen, in kleinere
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Zentrifugationsrohrchen tiberfiihrt, wiederum 5 min bei 7000 U/min in einem Sorvall
SS-34 Rotor zentrifugiert und das Sediment in 1,5 ml kurz zuvor frisch zubereiteten
LiAc-Puffer aufgenommen.

Die kompetenten Hefezellen konnten so bis zu zwei Wochen bei 4°C aufgehoben
werden. Zur Transformation wurden 200 pg hochmolekularer Trager-DNA
(Ultraschall zerkleinerte Lachssperma-DNA) mit 5 pg der zu transformierenden DNA
in einem Volumen von 20 pl gemischt. Dazu wurden 200 pl der LiAc-kompetenten
Hefezellen und 1,2 ml wiederum frisch zubereitete PEG-Losung gegeben.

Die Zellen wurden nun fiir 30 min bei 30°C geschiittelt, 15 min bei 42°C einem
Hitzeschock ausgesetzt und 5 s bei RT zentrifugiert. Am Ende der Prozedur wurden
die Hefezellen in 200 ul 1x TE-Puffer aufgenommen, auf die vorbereiteten
Selektionsplatten ausgebracht und bei 30°C im Inkubator kultiviert bis sich Kolonien
zeigten. Dies konnte 2 bis 7 Tage dauern. Die Kolonien wurden nun ausgewertet oder
mit der gleichen Prozedur fiir eine weitere Transformation vorbereitet.

3.2.9.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Es wurde der Expand High Fidelity PCR Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
verwendet. Hierzu wurden verschiedene Losungsmischungen angefertigt:

dNTPs (1.25 mM Stockldsung) 16 ul oder 8 pul

5’ Primer ,,Tat/Rev S (20 uM) 1 pul 0,5 ul

3’ Primer (20 pM) 1 pl 0,5 ul

A.d. ad 50 pl 25 ul

10x PCR-Puffer (+MgCl,) 10 pl 5ul

Enzym Mix 0.75 ul 0,4 ul

A.d. ad 50 pl 25ul
Zyklusbedingungen:

4 min 94°C

1 min 94°C

1 min 52-72°C 25-35 Zyklen

30s-6 min  72°C

7 min 72°C

dann Abkiihlen und Lagern auf 4°C.
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Reaktionszeiten und Temperaturen wurden der zu amplifizierenden DNA und der
beiden verwendeten Primern spezifisch angepasst. Die PCR-Reaktionen wurden in
dem Thermocycler Perkin Elmer Cetus GeneAmp9600 oder 2400 unter folgenden
Zyklusbedingungen durchgefiihrt.

Nach der Amplifikation wurden die PCR-Produkte auf TAE-Agarose Gelen
aufgetrennt, durch EtBr und UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert. Banden der
richtigen GroBe wurden aus den Gelen ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem
»Nucleospin PCR Purification Kit“ von Macherey-Nagel, Diiren gereinigt. Die
Reinigung lief in groBen Teilen identisch zur Aufreinigung von DNA aus Agarose
Gelen ab, nur dass die PCR-Reaktion direkt in einer vierfachen Volumenmenge Puffer
NT2 aufgenommen und dann direkt auf die Sdulen geladen wird. Die so gereinigte
DNA konnte in verschiedene PCR-Klonierungsvektoren kloniert werden (s.u.) und so
fiir Sequenzierungsreaktionen oder weitere Klonierungsschritte verwendet werden.

3.2.9.4 Klonierung von PCR Fragmenten

Bei dem ,,TOPO-TA Kloning Kit* (Invitrogen, Karlsruhe) liegt der Klonierungsvektor
pCR®2.1-TOPO® linearisiert mit einzelnen 3’-Tymidin (T) {iberhdngenden Enden
vor. Das Enzym Topoisomerase [ ist kovalent an diese Enden gebunden und
stabilisiert sie. Die Taq-Polymerase besitzt die Aktivitit einer Terminaltransferase,
unabhéngig von der DNA-Matrize, welche ein Adenosin (A) an das 3" Ende des PCR-
Produktes anfiigt. Der Expand® HighFidelity PCR-Kit von Roche enthilt die Taq
Polymerase.

Ausgenutzt wird nun die Ligaseaktivitit der Topoisomerase, die zu einer effizienten
Ligation der einzelnen iiberhingenden T und A Nukleotide fiihrt. Ein Uberblick ist in
Abbildung 3.2.1 gezeigt.

Reaktionsprotokoll:
0,5-4,0 ul  PCR Reaktion (mit ca. 10-100 ng DNA)
1wl Salzlosung
ad 5,0 ul A.d.
1 ul pCR2.1-TOPO Vektor

vorsichtig mischen, 5-30 min bei RT inkubieren



3. Methoden -63 -

“Activated” TOPO® Cloning Vector Tag-amplified PCR product
with 3'-A overhangs

3
T

Topeoisemerase |
d

Vectol Tag-amplified

PCR Product
5

3 5'
Topoisomerase |
T
@

S minutes at room temperature

Topoisomerase |

PCR A
Product
A
Topoisomerase |

Ligation complete-
ready for transformation

Abbildung 3.2.1: Schematische Darstellung der TOPO-TA PCR-Klonierung
(entnommen dem Herstellerprotokoll, Invitrogen, Karlsruhe).

Danach erfolgte eine Transformation in TOP10F' chemisch kompetente E. Coli
(Invitrogen, Karlsruhe). Die Transformation wurde nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Positive Klone konnten dadurch ermittelt werden, da das PCR Produkt
in den Leserahmen des lacZ-Gens inseriert wird, diesen unterbricht und dadurch weille
anstatt blaue Kolonien auf X-Gal/IPTG LB-Agarplatten wachsen. Genauere
Untersuchungen der inserierten DNA konnten durch PCR bzw. Sequenzierungen
mittels beidseitig der Inserierungsstelle liegenden M13foward/reverse Primern
durchgefiihrt werden. PCR-Produkte die zu weiteren Klonierungsschritten benétig
wurden, wurden obligatorisch auf die korrekte Sequenz durch Sequenzierung
iiberpriift.

Als Alternative zu der TOPO-TA Klonierung wurde speziell fiir die PCR-Klonierung
von KIAA0592 ein zweites System zu Hilfe genommen. Der PCR Script Amp Kit
(Stratagene, Amsterdam, NL) basiert auf einer kombinierten und entgegengesetzten
Ligations- bzw. Restriktionsreaktion (Enzym Srfl) des Vektors. Dabei werden PCR-
Fragmente (ohne zusitzliches Adenin) direkt in einen mit Srfl ,,blunt-end, d.h. ohne
tiberhdngende Enden linearisierten pPCR-Script Vektor ligiert. Zusitzlich liegt in der
Reaktion das Enzym Srfl mit der seltenen 8-Basen Schnittsequenz selbst mit vor und
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dadurch wird religierter Vektor ohne Insert sofort wieder geschnitten. Eine
Veranschaulichung ist in Abbildung 3.2.2 gezeigt.

T4 DNA ligase @

+

T4 DNA ligase
— | \
§ | %

Abbildung 3.2.2: Schematische Darstellung der PCR-Script Klonierungsmethode
(entnommen dem Herstellerprotokoll, Stratagene, Amsterdam, NL).

3.2.9.5 Sequenzierung

Das Grundprinzip dieser Sequenzanalyse ist die Kettenabbruchmethode nach Sanger
(Sanger, Nicklen, and Coulson, 1977). Fiir die Sequenzreaktion wurde klonierte,
gereinigte DNA verwendet, da Proteinbestandteile oder Primer sowie Ethanolreste die
Sequenzreaktion storen wiirden. Die Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma
Sequiserve, Vaterstetten im Auftrag durchgefiihrt.

3.3 Proteinanalytik

3.3.1 Proteinbestimmung mit Bicinchioninsaure (BCA)

Die Bestimmung des Gesamtproteins erfolgte aus dem Uberstand von Zelllysaten nach
einer kolorimetrischen Methode. Verwendet wurde der BCA-Protein-Assay von
Pierce. Dieser Test beruht auf der Umsetzung von Cu®’ in Cu'" durch Proteine im
alkalischen Milieu (Redinbaugh and Turley, 1986; Smith et al., 1985). Die Reduktion
ist mit einer Farbreaktion gekoppelt (Biuret-Reaktion). Die Kupferionen bilden einen
Chelatkomplex mit Bicinchoninsdure (BCA) in der Losung und die Komplexe
absorbieren Licht der Wellenlédnge 562 nm. Die Absorption ist direkt proportional zur
Proteinkonzentration, der Messbereich liegt zwischen 20 und 2000 pg Protein pro ml.
Der Test wurde mit einem Probenvolumen von 20 pl in 96-Loch-Mikrotiterplatten
angesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels einer Eichkurve mit BSA bekannter
Konzentration  (Stocklosung: BSA  2mg/ml). Fiir alle Proben wurden
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Doppelbestimmungen pipettiert. Der BCA-Proteintest besal eine hohe Sensitivitidt und
war tolerant gegeniiber verschiedenen Triton-X100 Konzentrationen und Lysepuffer.
Fiir die Eichkurve wurde die BSA Stocklosung auf Konzentrationen von 0,1 mg/ml bis
1,8 mg/ml verdiinnt. Als Leerwert diente Aqua destillata. Von jeder Verdiinnung
wurden 10 pl pro Loch der Mikrotiterplatte eingesetzt. Dazu wurde 5 pl A.d. und 5 pl
des fiir den Proteinextrakt verwendeten Lysepuffers gegeben. So konnte sichergestellt
werden, dass auch in den Standardlosungen die gleiche Menge an Lysepuffer wie in
den Proteinproben vorlag und die Messung konnte unter gleichen Voraussetzungen
stattfinden. Von den Zelllysaten wurden 2,5- 5 ul pro Loch eingesetzt und mit A.d. auf
15 pl aufgefiillt. Vor allem bei der Zelllinie HEK293 ergaben sich zu hohe
Konzentrationen und die Probe musste stirker verdiinnt eingesetzt werden. Das
entstandene Verhiltnis zwischen Probe und Standard wurde spéter bei der Auswertung
wieder mit einbezogen. Die Reagenzien A und B wurden im Verhéltnis 50:1 gemischt.
Zu jeder Probe wurden 200 pl der Mischung (A+B) pipettiert. Der Ansatz wurde 30
min bei 37°C inkubiert und die ODs;,, im Spektralphotometer gemessen. Die zur
Auswertung ndtige Eichkurve und der Vergleich mit den einzelnen Messwerten wurde
durch das Photometer von Biorad selbststindig erstellt. Danach wurden Werte von
Doppelmessungen miteinander verglichen und die Konzentrationen anhand der
Verdiinnungen im Vergleich mit dem Standard errechnet.

Lésung A: Lésung B:
Na,S0, 855¢g CuSO, 200¢g
NaOH 2.00 g A.d. ad 50 ml
Natriumtartrat 0.80 g
NaHCO; 475 g
BCA-Na, 500¢g
A.d. ad 500 ml

pH11.25 mit NaOH

3.3.2 Luciferase-Aktivitatsmessungen

Der ,Luciferase Assay“ von Promega diente zur quantitativen Bestimmung der
,Firefly” Luciferase (urspriinglich isoliert aus Photinus pyralis) in Zelllysaten. Dazu
wurden die Zellen 24-48h nach der Transfektion geerntet, in 100-200 pl 1x Zellkultur
Lyse Reagenz von Promega aufgenommen und bei RT 20 min unter leichtem schiitteln
inkubiert. Die Aktivitit der Luciferase konnte im Zelllysat nachgewiesen werden. Fiir
den Nachweis wurde jeweils 5-50 pl Menge an Lysat je nach Zelllinie und
Transfektionseffizienz herangenommen. Dieses Volumen wurde in weile 96-
Lochplatten von NUNC pipettiert. In einem Luminometer ORION™ von Berthold
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wurden automatisch 100 pl des rekonstituierten Luciferase Substrates (s.u.) hinzu
pipettiert und der Umsatz an Substrat durch die Luciferase bestimmt. Der
Substratumsatz erfolgt unter Emission von Licht. Die Lichtemission wurde in relativen
Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) in einem bestimmten Zeitintergral (10 s)
gemessen und auf 1,0 mg Gesamtprotein standardisiert.

Das Prinzip der Reaktion, die von de Wet erstmals beschrieben wurde (de Wet et al.,
1987), beruht auf der Oxidation von Luciferin mit Hilfe von Energie unter Freisetzung
von Lichtquanten. Folgende Reaktionen werden durch die Luciferase katalysiert:

Luciferase + Luciferin + ATP  —  Luciferase*Luciferyl-AMP + PPi
Luciferase*Luciferyl-AMP + O, —  Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv

3.3.2.1 Promotoranalyse durch Luciferaseexpression

Der Vektor pBL wurde spezifisch zur Analyse von Promotorsequenzen konstruiert und
enthélt die kodierende Sequenz des ,,Firefly*“-Luciferasegens ohne eine vorgeschaltete
regulatorische Sequenz. Vor diese Luciferasesequenz konnten nun die Sequenzen
inseriert werden, welche auf ihre Fihigkeit zur Aktivierung der Transkription hin
untersucht werden sollten. Die pBL-Vektoren mit den Sequenzstiicken in
Gegenstrangorientierung wurden als Negativkontrollen verwendet.

Da einzelne Promotoren (keine Enhancer) nur in einer bestimmten Orientierung
funktionsfdhig sind, konnte davon ausgegangen werden, dass die umgekehrten
Fragmente nicht aktiv sind und es konnten somit Plasmide gleicher Grofe in den
Experimenten verglichen werden. Die Basisaktivitit wurde anhand des pBL-
Leervektors ermittelt. Dazu wurden aufsteigende Mengen (0,125ug bis 4 pg pro Loch
einer 6-Lochplatte) des Plasmids in U87 MG Zellen transfiziert. Die Zellen wurden
nach 48 Stunden lysiert und die Expression der Luciferase sowie die
Gesamtproteinmenge pro Zelllysat bestimmt. Die Aktivitéit eines Promotors wurde wie
folgt ermittelt:

Relative Lichteinheiten (RLU)

Promotoraktivitit =
pro Sekunde x 1 mg Gesamtprotein

3.3.3 Hefe 2-Hybridsystem flir Proteininteraktionen

Um die Interaktion zwischen HIV-1 Rev und dem neuen Interaktionspartner Risp
ndher zu untersuchen, wurde ein Hefe 2-Hybridsystem (Fields and Song, 1989;
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Golemis et al., 1999; Gyuris et al., 1993) genutzt. Diese Methode stellt einen
niitzlichen und sensitiven Zugang zur Detektion von Protein-Protein Interaktionen dar.
Es benutzt die Béckerhefe (S. cerevisiae) als Testobjekt und die transkriptionelle
Aktivierung eines Reportergens als Indikator. Ein 2-Hybridsystem nutzt den Vorteil
des modularen Aufbaus von eukaryotischen Transkriptionsfaktoren. Diese Faktoren
bestehen aus mindestens zwei rdumlich getrennten funktionalen Doménen, eine, die
DNA spezifisch bindet und eine andere, welche die Transkription eines Genes durch
Rekrutierung der generellen Transkriptionsmaschinerie aktiviert. Dabei miissen die
beiden Domédnen nicht kovalent miteinander verbunden sein und Dominen
verschiedener Faktoren konnen kombiniert werden. Das verwendetet System wurde
von Gyuris (Gyuris et al., 1993) entwickelt und besteht aus drei essentiellen
Komponenten. Der Vektor pEG202 exprimiert Fusionsprodukte der DNA-
Bindungsdoméne des bakteriellen Transkriptionsaktivators LexA mit Rev und
verschiedenen Rev-Mutanten. Das Plasmid pJG4-6 exprimiert Fusionskonstrukte der
Aktivierungsdomdne des bakteriellen Transkriptionsfaktors B42 mit Risp und einer
zusitzlichen SV40 NLS-Domine. Das Testsystem ist der Hefestamm EGY48, der
zwei Reportergene exprimiert. Ein Reporter ist das LEU2-Gen bei dem die
regulatorischen Sequenzen durch LexA-Bindungsstellen ersetzt wurden und der in das
Hefechromosom integriert wurde. Dadurch lésst sich nach Wachstum auf Leucin
defizienten Néhrplatten selektieren. Der zweite Reporter wird von dem Plasmid
pJK103 exprimiert. Es handelt sich um das bakterielle /acZ-Gen bei dem ein Teil des
Gall Promotors durch LexA-Bindungssequenzen ersetzt wurde. Dadurch lassen sich
die Hefekolonien durch ihre blduliche Farbe auf X-Gal-Medium detektieren. Jedes der
Plasmide enthilt noch ein Gen, das die Hefe zu Wachstum auf verschiedenen
aminosduredefizienten Medien befdhigt. Die Plasmide mussten nacheinander
transfiziert und unter Selektion gesetzt werden.

3.3.4 Checkmate™ Siuger 2-Hybridsystem fiir Proteininteraktionen

Bei dem Checkmate™ Siuger 2-Hybridsystem von Promega, Madison, USA wurde
das oben beschriebene Hefesystem fiir Sdugerzellen adaptiert. Der Vorteil gegeniiber
dem Hefe System besteht in der Untersuchung von Proteininteraktionen in
menschliche Kulturzellen und Zelllinien, wohingegen die Hefe fiir menschliche
Proteine ein artifizielles System darstellt. Die Basis ist wiederum der modulare Aufbau
mancher Transkriptionsfaktoren aus einer DNA-Bindungsdoméne und einer separaten
Transaktivierungsdoméne, welche in der Lage ist mit der Transkriptionsmaschinerie
Zu interagieren.

Das Checkmate™ System besteht aus folgenden Komponenten:
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a) der Gal4-DNA-Bindungsdomédne kodiert auf dem pBIND-Plasmid
stromaufwirts einer multiplen Klonierungsstelle.

b) der VP16-Aktivierungsdomine des Herpes simplex Virus kodiert auf dem
pACT-Plasmid wiederum stromaufwirts einer multiplen Klonierungsstelle.

Fiir die Untersuchung der Bindung von Risp an Rev oder Crml/Exportinl wurden
jeweils beide Proteine in die Vektoren pBIND und pACT kloniert. Transfiziert man
nun Zellen mit den pBIND- und pACT-Expressionsplasmiden und dem
Reporterkonstrukt pG5/uc, kann man durch anschlieBende Auswertung der Luciferase
Aktivitdt die Interaktion iiber die Induktion der ,Firefly* Luciferase messen. Die
Renilla Luciferase wird zusédtzlich auf dem pBIND Plasmid kodiert und ermdglicht die
Anwendung des Dual-Luciferasesystems. Als Positivkontrolle fiir die Interaktion
zweier Proteine wurden von Promega die Plasmide pACT-MyoD und pBIND-Id
mitgeliefert.

Die Transfektion wurde in HEK293-Zellen durchgefiihrt. Transfiziert mittels der
CaPO,-Koprizipitationsmethode wurden jeweils 1 pg der Plasmide, welche fiir die
Fusionsproteine kodieren und 2 pg des Reporterkonstruktes. Es wurden bei allen
Experimenten folgende Kombinationen transfiziert:

e pACT und pBIND, um die Hintergrundexpression von pG5luc zu bestimmen

e pACT-Risp und pBIND-Rev, um die Interaktion zwischen Rev und Risp zu
bestimmen

e pBIND-Risp und pACT-Crm1, um die Interaktion von Risp mit Crm1 zu
bestimmen

e pACT-Rev und pBIND-Rev, als Kontrolle fiir eine Interaktion von Rev mit sich
selbst

e pACT-Risp mit pBIND-Leervektor, um eine mogliche Bindung von Risp an die
Gal4 DNA-Bindungsdomine zu testen

e pACT-Leervektor mit pPBIND-Rev, um eine mogliche Bindung von Rev an die
VP16-Aktivierungsdoméne zu testen

e pACT-MyoD und pBIND-Id, als Kontrolle des experimentellen Systems

48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, die Proteinkonzentrationen
bestimmt und durch eine Luciferase-Messung die relativen Lichteinheiten pro Sekunde
(RLU/s) ermittelt. Die erhaltenen Messwerte reprasentierten die Aktivitdt des
Reportergens und lieBen direkten Schluss auf die Interaktion der Fusionsproteine zu.
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Die Messwerte wurden auf 1 mg Gesamtprotein, enthalten in dem Proteinextrakt,
standardisiert (RLU/sxmg). Die Werte der Interaktionspartner wurden mit dem Wert
der Negativkontrolle VP16 und Gal4 ohne weitere Fusionsdoménen verglichen und die
Induktion als ein Vielfaches der Kontrollen dargestellt.

Die Induktion der Luciferaseexpression durch Aktivierung des Promotors in Folge
einer Proteininteraktion wurde wie folgt berechnet:

Interaktionspaar (Relative Lichteinheiten pro Sekunde pro mg Gesamtprotein)

Induktion =

Leerkontrollen (Relative Lichteinheiten pro Sekunde pro mg Gesamtprotein)

3.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western
Blot

Die Methode wurde modifiziert nach Laemmli (Laemmli, 1970) iibernommen. Mit der
SDS-PAGE werden SDS-denaturierte Proteine entsprechend ihrer Grofle in
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Das quervernetzte Polyacrylamid des Gels wirkt
dabei als Molekularsieb. Durch Vergleich mit einem Léngenstandard kann das
Molekulargewicht der aufgetrennten Banden anndhernd ermittelt werden.

3.3.5.1 Proteinisolation aus Zellkulturmaterial

Die in 60 mm Schélchen transfizierten Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit
sterilem PBS gewaschen, je nach Zellzahl im vorliegenden Zellkulturgefdll mit einer
bestimmten Menge 0.5fachem RIPA mit Proteaseinhibitoren (Kap. 2.2.2) behandelt.
Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurde das Lysat mit dem Zelldebris 15 min
bei 4°C und 24000 g zentrifugiert. Aus den Uberstinden wurde mit einem an der
Spitze gekriimmten Zahnstocher genomische DNA entfernt und der Proteingehalt der
Zelllysate bestimmt. Eine bestimmt Proteinmenge (10-50 pg) wurde mit 5-fachem
Gelauftragspuffer versetzt. Nach Denaturierung der Proben und des Standards fiir 5
min bei 95°C wurden diese sofort auf das Gel aufgetragen.

3.3.5.2 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte je nach zu untersuchender Proteingrofle in 8
wigen bis 15 %igen SDS-Gelen oder 3-8 % und 4-12 % TrisAcetat-Gradientengelen
von Invitrogen, Karlsruhe in vertikalen Gelkammern (Trenngelgrofie 10 x 10 x 0.1
cm). Die Gele bestanden aus einem Sammel- und einem Trenngel (s. Lammli-
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Protokoll bzw. Invitrogen-Protokoll). Der Gellauf erfolgte bei 60 V-120 V und einer
konstanten Stromstidrke von 10 mA/Gel. Das Pufferreservoir an Anode und Kathode
war mit 1fach Elektrophorese Puffer gefiillt.

3.3.5.3 Western Blot

Fiir den Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran
(Schleicher und Schuell) wurde das ,,Semi-dry-blotting™ Verfahren, modifiziert nach
Khyse-Anderson (Khyse-Anderson, 1984), angewandt. Der Proteintransfer wurde wie
folgt von der Anode zur Kathode aufgebaut:

Kathode (-)

6 Lagen Filterpapier von Whatman in Transferpuffer pH8.3
I Gel
T Nitrozellulose Membran, getrinkt in Transferpuffer pHS8.3

6 Lagen Filterpapier von Whatman, in Transferpuffer pHS,3

Die Nitrozellulose (NC) Membran sowie die Whatman-Filterpapiere wurden auf
Gelgrofe zurechtgeschnitten. Der Proteintransfer erfolgte 1.5 h bei 90 mA (ca. 0,8
mA/cm?).

Um unspezifische Proteinbindungsstellen abzuséttigen, wurde die NC-Membran nach
dem Proteintransfer ii/n in PBS-T-Puffer mit 10 % Milchpulver geblockt. Nach diesem
Sattigungsschritt wurde die Membran einmal 5 min mit PBS-T-Puffer gewaschen. Der
1. Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:100-1:5000 (je nach
Herstellungsmethode und Herkunft) in PBS-T mit 1 % Milchpulver fiir 2 h bei RT
inkubiert, anschlieBend die Membran 3x10 min mit PBS-T gewaschen. Die Inkubation
des peroxidasemarkierten 2. Antikdrpers erfolgte in einer Verdiinnung von 1:5000 in
PBS-T mit 1 % Milchpulver fiir 1 h. Nach erneuten Waschschritten (3x 20 min, in
PBS-T) wurde die NC-Membran 1 min in ECL-Substrat von Amersham getrénkt
(0.125 ml/cm®) und luftblasenfrei zwischen zwei Folien gelegt. Die Membran wurde
fiir verschiedenen Zeiten auf einem Kodak-Film exponiert und anschlieBend
entwickelt. Das ECL-System beruht auf dem Prinzip der Chemilumineszenz.
Alternativ dazu konnten ECL-behandelte Membranen auch direkt am Chemidoc-
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Geldokumentationssystem, Biorad dokumentiert werden, da dieses System {iber eine
Kameravorrichtung verfiigt, die empfindlich genug fiir Chemilumineszenz ist. Dies
konnte allerdings nur bei einer bekannter oder zu erwartender relativ starker
Lumineszenz, also starken Banden angewandt werden. Bei ersten Tests oder
schwachen Banden musste auf den sensitiveren Film zuriickgegriffen werden. Der
Vorteil des Chemidoc besteht darin, dass die Daten sofort in digitaler und
quantifizierbarer Form vorliegen.

3.3.6 Markierung von Peptiden mit Fluoreszenzfarbstoffen

Synthetische Peptide wurden von der Firma Sigma-Genosys, Pampisford, UK im
Auftrag synthetisiert. Die Peptide wurden mit BSA konjugiert, das zuvor mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 568 (Molecular Probes) markiert wurde. Zuséatzlich
wurde freies BSA hergestellt, das mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488
(Molecular Probes) markiert war. Die Markierungen und die Konjugation geschahen
nach den Herstellerangaben.

3.4 RNA-Untersuchungen

3.4.1 RNA-Isolierung aus Zellkulturmaterial

Um RNA aus Zellkulturmaterial zu isolieren wurden zwei Methoden angewandt. Fiir
beide Methoden wurden ausschlieBlich autoklavierte Losungen verwendet. Wissrige
Losungen wurden vor dem Autoklavieren mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) oder
Dimethylpyrocarbonat (DMPC) behandelt (Sambrook, 1989). Es wurde sorgfiltig
darauf geachtet, Kontaminationen mit RNA-abbauenden Enzymen (RNasen) zu
vermeiden. Grundsédtzlich wurde mit zwei Paar Handschuhen iibereinander gearbeitet,
es wurden nur gebackene Glasgefille oder neue RNase-freie Plastikware verwendet
und alle weiteren verwendeten Gerdte mit RNaseZap® regelmiBig gereinigt.

3.4.1.1 RNAzol-Methode

Diese Methode wurde nach Chomczynski (Chomczynski and Sacchi, 1987)
durchgefiihrt. 1x10° Zellen wurden direkt in den ZellkulturgefiBen mit 2001 RNAzol-
B-Puffer lysiert und bei -20°C eingefroren. Das Zellpellet wurde nach dem Auftauen

auf dem Vortexmischer suspendiert und mit 1/10 Volumen Chloroform versetzt. Nach
einer Inkubation von 15min auf Eis wurde die Suspension erneut gemischt und
zentrifugiert. Die dabei entstandene obere Phase enthielt die RNA, die durch Zugabe
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von einem Volumen Isopropanol gefillt und nach einem Waschschritt mit 70 % EtOH
in DEPC-Wasser aufgenommen wurde. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.
Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurden Aliquots entnommen und
1:50 verdiinnt.

3.4.1.2 RNA-Isolierung mit RNEasy Kit (Oiagen)

Als weitere Methode fiir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturmaterial
wurde der RNEasy Kit von Qiagen verwendet. Die RNA-Isolierung wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Prinzip des Verfahrens beruhte auf der
Bindung der aus den Zellen freigesetzten RNA an im Kit enthaltene S&ulen. Nach
mehrmaligen Waschschritten wurde die RNA mit RNAse-freiem A.d. eluiert. Die
Messung der optischen Dichte erfolgte in 1:50 Verdiinnungen bei einer Wellenlédnge
von 260/280 nm. Die Proben wurden aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Die
Ausbeute betrug 0,8-1,0 mg RNA pro 1x10’ Zellen.

3.4.2 Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)
Die Untersuchung von zelluldren Transkripten mit Hilfe der PCR erfordert die

Umschreibung der RNA in cDNA. Dieser Schritt wird als reverse Transkription
bezeichnet (Temin and Mizutani, 1970). Als Primer fiir die RNA-abhéngige
DNA-Synthese diente ein Gemisch synthetisierter Hexanukleotide zufdlliger Sequenz,
so dass eine gleichmdfig verteilte cDNA-Bank aus allen vorhandenen mRNA-
Sequenzen entstand. Es wurden Hexamere als Primer verwendet, da oligo-desoxy-
Thymidin Primer vorhandene mRNA nur vom 3" Ende aus umschreiben wiirde und so
vermutlich lange Transkripte, wie KIAA0592 bei gleicher Reaktionszeit, statistisch
weniger vertreten wiren. Bei Hexameren die statistisch verteilt an mRNA binden,
sollte die gesamte KIAA0592 mRNA in Form von {iberlappenden Teilstiicken
statistisch vertreten sein.

Fiir die Amplifikation von Risp oder KIAA0592-spezifischer Transkripte wurden 2-5
nug Gesamt-RNA in einem Volumen von 25 pl A.d. eingesetzt. Das Gesamtvolumen
der Reaktion betrug 100 ul. Eine RT-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

e 10 pl 10x AMV RT-Reaktionspuffer (Roche Diagnostics, Mannheim)

e 16 pl dNTP-Mix (200 uM Endkonzentration jedes Nukleotids)

e 0,5 pl RNasin (40 U/ul, Promega, Madison, USA)

e 2.5 ul Hexanukleotidgemisch (1 mg/ml; Pharmacia, Freiburg)

e 1 ul AMV Reverse Transkriptase (25 U/ul Roche Diagnostics, Mannheim)
e ad 75ul. Ad.
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Vor Zugabe des Enzyms und des RNase-Inhibitors (RNasin) wurde das
Reaktionsgemisch fiir 10 min auf 68°C erhitzt, um Sekundérstrukturen der RNA
aufzulosen. Die Reaktion wurde bei 45°C fiir 2 h inkubiert, anschlieBend auf Eis
gestellt und bei -80°C aufbewabhrt.

Diese cDNA-Prédparation konnte als Template fiir alle spezifischen Primerpaare
verwendet werden. Tabelle 3.4.1 zeigt die Primerpaare zur Amplifikation von
KIAA0592-Sequenzen. In einem zweiten Schritt wurden so die gewiinschten
Zielsequenzen mit genspezifischen Oligonukleotiden (s. Primern in Tab. 3.4.1)

amplifiziert.
Primerpaar Position in der Grofie des Amplifikation eines
KIAA0592-cDNA Amplifikates Fragment
RTPCR 1 314 bp - 590 b 5" Teil von
RTPCR 2 904 bp p KIAA0592
RTPCR 3 3416 - 5471 3" Teil von
RTPCR 4 3963 P KIAA0592
RTPCR Nagase 1 3763 - 162 3" Teil von
RTPCR Nagase 2 3925 KIAA0592 entspr. Risp
PBGDmRNA s
PBGDmMRNA a --- 761 PCR2.1Topo-PBGD

Tabelle 3.4.1: Darstellung der genspezifischen Primerpaare, der genauen Position auf
der isolierten cDNA-Sequenz, der exakten Grofle des amplifizierten Bereiches und des
Teilbereiches des Gens welches amplifiziert werden soll.

3.4.3 Northern Blot

Die Auftrennung der RNA erfolgte auf einen 1 % Agarosegel, mit leichten
Verdnderungen nach der Glyoxalmethode (Sambrook, 1989). Dazu wurden die RNA
mit folgenden Komponenten vermischt:

10 ugRNAin 12.8 ul A.d./DEPC
(0.4 ul 1M NaHPOspH 7.2

¢ 20.0 ul DMSO

¢ 6.8 ul Glyoxal 40 %

Die Mixtur wurde 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert und danach fiir 10 min auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 10 ul 5x RNA-Auftragspuffer wurden die Proben auf
das Agarosegel (1 %, in 10 mM NaHPO4pH?7.2) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
in einer horizontalen Gelkammer bei 120 V tber 4-5 Stunden. Als Laufpuffer wurde
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ebenfalls 10 mM NaHPO4 pH7.2 verwendet. Nach dem Gellauf wurde das Gel fiir 10
min in 20x SSC gebadet, die ,,Zeta probe GT“-Nylonmembran (Biorad) wurde zuerst
zum Vorquellen in DMPC-Wasser eingeweicht und anschlieBend in 20x SSC
dquilibriert. Die Ubertragung der RNA auf die Membran erfolgte durch einen
Kapillarblot. Dazu wurde die Gelkammer mit 20x SSC aufgefiillt und der Gelschlitten
umgedreht in die Kammer eingesetzt. Darauf wurden sechs feuchte Whatman-
Filterpapiere gelegt, deren Ende in den 20x SSC-Puffer ragte. Das Gel und die
Membran wurden auf die Whatman-Papiere gelegt. AbschlieBend wurden noch zwei
mit 20x SSC angefeuchtete und vier trockene Whatman-Papiere in GelgroBe, gefolgt
von zwei Stapeln Papierhandtiichern, auf den Blot gelegt. Der gesamte Aufbau wurde
durch einen Bleiring beschwert und die RNA {iber Nacht auf die Membran durch
Kapillarkréafte geblottet. Am néchsten Tag wurde die RNA zunéchst in einer UV-
Kammer (UV-Crosslinking Chamber, Biorad) auf der Membran durch UV-Strahlung
fixiert (4x Programm Cl1: Zeta Probe Damp), anschlieBend in Methylenblau in 0,3 M
Natriumacetat geférbt und photographiert. Nach dem Entfiarben in 2x SSC (2-4x 500
ml) wurde die Membran durch 1 h backen bei 80°C noch einmal fixiert.

3.4.4 Herstellung radioaktiver Sonden

Radioaktive Sonden fiir die Bandendetektion in der Northern Hybridisierung wurden
durch PCR in Anwesenheit eines radioaktiven dCTP hergestellt. Da die molare
Konzentration von **P-markierten dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig) nur 6,7
uM/1 betrdgt, sollte die Konzentration der nichtradioaktiven Nukleotide soweit
reduziert werden, dass bei Zugabe von 100 uCi a->*P-dCTP ein molares Verhiltnis
von ca. 1:10 ,heilem® zu ,kaltem®, d.h. radioaktivem zu nicht radioaktivem dCTP,
erreicht werden konnte. Optimal war die folgende PCR-Reaktionszusammensetzung
und -Profil (Rochlitz, 2000):

Mischung:
e 3,2 ul Mix aus dATP, dTTP, dGTP (je 0,125 mM/dNTP)

3.0 uldCTP (0.125 mM)

©5,0 pla-?PdCTP (6.7 uM)

20 plPrimerS (2 uM)

20 plPrimer AS (2 uM)

¢ 0,75 ul Roche Expand HighFidelity-Polymerase 5 U/ul
¢ 5,0 pl10x Puffer mit MgCl2 (25 mM)

o A.d. ad 25ul
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PCR-Profil:
2 min 94°C
30 s 94°C
1 min 55°C 30 Zyklen
2 min 72°C
10 min 72° C
Abkiihlen auf 4° C

Um die Effizienz des Einbaus radioaktiven dCTP zu bestimmen wurde ein 1 pl
Aliquot der PCR Reaktion abgenommen, die PCR Reaktion aufgereinigt, d.h. von
nicht eingebauten Nukleotiden befreit und wiederum ein Aliquot abgenommen. In
einem Szintillationszdhler konnten diese Proben gemessen und ein Vergleich der
Gesamtradioaktivitdt mit der Radioaktivitdt in den gereinigten PCR Fragmenten ergab
die Inkorporation. Es wurden nur Sonden verwendet, bei denen nach der Aufreinigung
noch eine Gesamtaktivitit von 10’ cpm in 50 pl vorlag.

3.4.5 Hybridisierung mit radioaktiven DNA-Sonden

Die Membran wurde in 20 ml ULTRAhyb-Hybridisierungspuffer (Ambion, Austin,
USA) in einem Folienschlauch fiir 1 h bei 68°C im Wasserbad prihybridisiert.
Anschliefend wurde der Prahybridisierungspuffer verworfen und die eigentliche
Hybridisierung mit 10 ml ULTRAhyb, das die Sonde enthielt (10° cpm/ml), bei 42-
50°C im Wasserbad iiber Nacht durchgefiihrt. Am néchsten Tag wurde die Membran
zweimal 5 min mit 2x SSC/0,1 % SDS und zweimal 15 min mit 0,1x SSC/0,1 % SDS
bei 42°C gewaschen. Zur Lagerung und weiteren Verwendung wurde der Blot in einen
Folienschlauch eingeschweift.

3.4.6 Detektion der markierten Banden

Zur Detektion der Banden wurde eine FUJI-Imageplatte mit dem radioaktiven Blot 2-
12 h exponiert und dadurch aktiviert und danach die Aktivierung der Platte mit dem
Storm860-Phospholmager von Molecular Dynamics ausgelesen.

3.4.7 Entfernen (,,Strippen‘) der hybridisierten Proben

Um die Membran mit einer anderen, zweiten Sonde hybridisieren zu kénnen, wurde
sie zweimal mit 500 ml 0,1x SSC/ 0,5 % SDS bei 96°C 20 min lang inkubiert, was ein
Ablosen und Abwaschen der gebundenen Probe bewirkt (,,Strippen‘). Ob das Strippen
erfolgreich war, wurde durch eine i/n Exposition einer FUJI-Imageplatte kontrolliert.
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3.5 Online Datenbanken und in silico Sequenzanalysen

Computergestiitzte (in silico) Sequenzanalysen von Proteinen und DNA-Sequenzen
wurden online auf folgenden WorldWideWeb-Servern mit den angegebenen
Programmen durchgefiihrt:

NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Analysesoftware:

- BLAST: paarweise Sequenzvergleich, genomischer Sequenzvergleich

- Pubmed: Literatursuche
BCM (Baylor College of Medicin): http://searchlauncher.bcm.tmc.edu
Softwaresammlung:

- TMpred: Voraussage von Transmembrandoméinen

- PROSITE: Voraussage von Proteinmodifikationsmotiven

- Genscan: Voraussage von Promotoren, TSS und Exon:Intron-Bereichen
Genomatix Software GmbH: http://www.genomatix.de

Analyseprogramme der GenomatixSuite:

- ElDorado: annotierter genomischer Sequenzvergleich und Kartierung

- PromoterlInspector: Promotorvorhersage in genomischen Sequenzen

- Modellnspector: Identifikation von funktionalen Promotormodulen

- MatInspector: Detektion von Transkriptionsfaktorbindungsstellen

- DiAlign: multipler Sequenzvergleich

- SMARTest: 1dentifikation von S/MAR (Scaffold/Matrix Attachment Regions)
NPS@ (Network Protein Sequence @nalysis): http://npsa-bil.ibcp.fr
Softwaresammlung:

- SOPM: Voraussage der Proteinstruktur
- COILS: Voraussage von ,,Coiled Coil“ Bereichen in Proteinen
UCSD (Universitédt von Kalifornien, San Diego): http://meme.sdsc.edu

Analysesoftware:
- MEME: 1dentifikation von homologen Poteinmotiven in
Aminosduresequenzen (,,Multiple Em for Motife Elicitation®)
CBS (Technische Universitidt von Dédnemark): http://genome.cbs.dtu.dk/services

Softwaresammlung:
- Promotor 2.0: Voraussage von Transkriptionsstartstellen (TSS)
- ProtFun 1.1: ab initio Vorhersage der Proteinfunktion

Alle benoétigten Sequenzen wurden in das FASTA-Format umgewandelt und dann in
die jeweiligen Such- und Vergleichsmaschinen geladen. Die Auswertungen wurden
direkt online auf  den genannten Seiten, mit herkémmlichen



3. Methoden -77-

Textverarbeitungsprogrammen oder dem GeneConstructionKit™ von Textco
durchgefiihrt.

3.6 Statistik

Um festzustellen, ob sich zwei Datensédtze signifikant unterscheiden, wurde ein Mann-
Whitney Test herangezogen. Der Mann-Whitney Test (auch Rangsummentest) ist ein
nichtparametrischer Test zum Vergleich unabhingiger Stichproben. Der dabei
erhaltene zweiseitige p-Wert zeigt die Wahrscheinlichkeit an, mit der sich die zwei
Stichproben zufillig unterscheiden konnten, obwohl die zugrundeliegenden
Populationen gleich sind. Ein kleiner p-Wert bedeutet also, dass der Unterschied
zwischen zwei Stichproben nicht zufillig, also signifikant ist, sagt jedoch nichts {iber
die Grofle des Unterschieds zwischen den Stichproben aus. Bei einem p-Wert grofer
als 0,05 spricht man von einem nicht signifikanten Unterschied zwischen den
Stichproben. Der Test wurde durch die Graphpad Software Prism 2.0 fiir Mac oder 3.0
fiir Windows durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Ausgangspunkt der Arbeit war die Identifikation von Risp und die Erkenntnis, dass
Risp dem C-terminalen Teil von KIAA0592 entspricht. Es stellten sich nun die Fragen,
wie das komplette Protein aufgebaut ist, welche Eigenschaften es besitzt und wie das
zugehorige Gen mit kodierenden und regulatorischen Bereichen aufgebaut ist.

4.1 ,In silico“ Analysen der KIAA0592-Proteinsequenz

4.1.1 Vervolistandigung der Aminosauresequenz von KIAA0592

Da die KIAA0592-cDNA (ABO011164) als 5" unvollstindig vermerkt ist und damit
Unklarheit iiber den Start der Transkription und der Translation vorlag, wurde ein

Exon:Intron-Vergleich der ¢cDNA mit dem bakteriellen artifiziellen Chromosom
(BAC) RP11 324H6, welches einen Teil des humanen Chromosoms 10 widerspiegelt,
durchgefiihrt (ExonMapper). Durch diesen DNA-Sequenzvergleich konnten 30 Exons
vorausgesagt werden (Abb. 4.1.1).

KIAA0592 Gen auf Chromosom 10

Exon-Intron Struktur: 30 Exons verteilt tiber ~65 kbp (BAC RP11 324H6)

KIAA0592 cDNS (AB011164)
TGA

1 4621
Risp ¢cDNS

1 696

Abbildung 4.1.1: Zuordnung der im Hefe 2-Hybridsystem identifizierten Risp-Sequenz
zu der beschriebenen KIAA0592-cDNA und der Sequenz eines Teils des menschlichen
Chromosoms 10, der durch das BAC RP11 324H6 reprisentiert wird.



-80 -

Durch eine Extrapolation der potenziellen kodierenden Sequenz von KIAA0592 um 57
Basenpaare (=19 weitere Aminosduren) stromaufwérts wurde ein potenzielles ATG
identifiziert, welches im Leserahmen von KIAA0592 liegt.

wenw JQLT aga acc cca aac tcc agt ccc agt cca ctt ccg cag ctt cct ccc
weser CLC agcgca ggt cgg atc acg tgc ggg tte tgt cac gtg aca tca

G | C H W T g

wes gl cac gty agg €cg gte acg ccc cgy, gca, gel: £gg. ety ggd. cta, ggc

15k G H P F ne L G L

we: TLC Cgg ggce tet gca gte cte gge gtg tge tgg cag ctt cgg agc cca
kL F R G g A W G R C e o R 5 P

s 6CF, 296, €99, 9o gft é(gg gi\':g a99 9eg £cg 99¢ 299 aga, gag gcg

47k P H E

s g ey gge tgy gge cgct Cogls cedt By Sgu etk cdg gels tayg ok ehc
wr TLC Log LTLL tht tcg ctg cagl|atg| aac cgg acg acc ccc gac cag gag
Tar F S F F S L o ] M R T T P o E

ws CLg gog cca gog teg gag ccc gtg tgg gag cgg ccg tgg tcg gtg gag

a5k L P R e 5

wen Jag atc cgc agqg agc agc cag agc tgg teg ctg gog goc gac gcg ggc

111k E ] [¥] H S L

wen JLg aga g%}c g%}g GG cgg g?a cgc gfg agc g(a:;c agg ggt gac gct t%g

127k W R P g R G D A

was CLL gcg cgc agg agg gcc gga ccg cga ctg ccc ctg cac ctg gcc cgt

143k L L R

wser CCC gttt gocc tgc cct ctt agg aac aca cge ccc gttt |tag|ccc ccg aga

159k P A P L R ] T R R

Abbildung 4.1.2: Ausschnitt der Nukleotidsequenz des BAC RP11 324H6 mit Exon 1
und 2 (unterstrichen) von KIAA0592. Durch einen Vergleich der als unvollstindig
annotierten cDNA mit der Sequenz des BAC RP11 324H6 konnte ein moglicher
Translationsstart (ATG, fett hervorgehoben) stromaufwirts identifiziert werden. Die
Translation aller Codons in diesem Bereich passend zu dem Leserahmen von KIAA(0592
ist dargestellt. Andere potenzielle Start- und Stoppcodons sind durch Rahmen markiert.

Abbildung 4.1.2 zeigt die ersten zwei Exons von KIAA0592 anhand der Sequenz des
BAC RP11 324H6 (unterstrichen) und das ermittelte ATG-Startcodon
(hervorgehoben) ebenfalls anhand eines Sequenzstiickes des oben genannten BAC.
Weiterhin zeigt die Abbildung die potenzielle Aminoséuresequenz beginnend mit dem
ermittelten ATG bis zum ersten Stopcodon in diesem Leserahmen, ohne auf
Exon:Intron-Grenzen beschrinkt zu sein. Die ersten drei Aminosduren dieser Sequenz
Methionin, Alanin und Glycin sind als stabilisierend fiir Proteine durch die Regel der
N-terminalen Enden beschrieben (Buddecke, 1989; Varshavsky, 1996). Nur die
unterstrichenen Bereiche (Exons) sind in der mRNA représentiert und kodieren fiir
Aminoséduren. Es konnte kein weiteres ATG im Leserahmen stromaufwirts gefunden
werden und es deutete nichts darauf hin, dass stromaufwarts noch ein weiteres Exon
liegt. Jedoch liegen stromabwiérts im Leserahmen, direkt an den Grenzen zwischen
Exon eins und zwei, zwei weitere potenzielle Startcodons (Rahmen). Diese Codons
liegen deutlich innerhalb der publizierten, potenziellen Proteinsequenz von KIAA0592
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(BAA25518). Auffallend war auBerdem, dass im ersten Intron (nicht unterstrichen,
Abb.4.1.2) keine Stopsequenz im Leserahmen von KIAAO0592 liegt. Falls kein
Spleissen dieses Introns stattfinden wiirde, wiirde also der Leserahmen durchgehend
vom ersten Methionin an translatiert werden, allerdings sind nur die unterstrichenen
Bereiche durch cDNA reprisentiert, sodass nur diese Exons darstellen.

Ein Vergleich der DNA-Sequenzen um die drei moglichen Startcodons mit der Kozak-
Konsensussequenz (Kozak, 1984; Peri and Pandey, 2001) (Tab. 4.1.1) ergab, dass die
Sequenz, welche das erste ATG-Codon (Position 104893 des BAC; Abb. 4.1.2)
umgibt, die groBte Ahnlichkeit damit zeigte. Sieben von neun Basen (unterstrichen)
stimmen dabei mit der Kosak-Sequenz {iberein. Deswegen wurde diese um 57 bp oder
19 AS erweiterte KIAA0592komplett-Sequenz bei allen weiteren Sequenzvergleichen,
ob Nukleotidsequenz oder Aminosduresequenz, verwendet. Als Vereinfachung der
Nomenklatur  wurde als Namen hierfir KIAA0592komplett verwendet.
KIAA0592komplett kodierende Plasmide sind nach der Klonierungsstrategie (s.
Kapitel 2.5.1) mit 60KIAA0592 benannt.

Der Unterschied in der Sequenzldnge von KIAA0592komplett zu einem Protein, das
von dem zweiten und dritten Startcodon translatiert wird, wiirde 52 bzw. 53
Aminosduren ergeben mit einer Differenz im Molekulargewicht von ca. 5,5 kDa.

Kozak Konsensus CCA/GCCATGG
ATG an Pos.: 104893 |[CT A GCATGG
ATG an Pos.: 105049 |TG A GG ATG A4
ATG an Pos.: 105148 |GG A TG ATG 4

Tabelle 4.1.1: Ein Sequenzvergleich der ersten drei moglichen ATG-Codons als Start
des offenen Leserahmen von KIAA0592 in der annotierten Sequenz und in dem 5’
vorausgehenden Bereich zeigte, dass das ATG-Codon 57 nt vor der annotierten
KIAA0592-cDNA-Sequenz die beste Ubereinstimmung (= unterstrichene Basen) mit der
Kozak-Konsensussequenz bietet.

Dadurch lieB sich der Zusammenhang von Risp, dem KIAA0592-Protein und dem
Chromosom 10 folgendermallen vereinfachen: Risp entspricht dem C-terminalen Teil
von KIAA0592 und das KIAA0592-Gen lie sich anhand des BAC RP11 324H6 dem
menschlichen Chromosom 10 zuweisen. Die publizierte KIAA0592-cDNA-Sequenz
ist unvollstindig. So bleibt die Lage des Transkriptionsstarts ungekldrt. Es gibt
verschiedene potenzielle Anfangssequenzen zur Proteintranslation, aus denen sich ein
Gesamtprotein von 148 kDA (KIAA0592komplett) oder 142,5 kDa errechnen lésst.
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4.1.2 Homologe Proteine von KIAA0592 .

Zur Identifizierung von Proteinen, welche &hnlich oder identisch zur menschlichen
KIAAO0592-Proteinsequenz  (BAA25518) oder dem KIAA0592komplett-Protein
(BAA25518 + 19 AS) sind, wurden Sequenzvergleiche (BLAST) durchgefiihrt.
Proteinsequenzhomologien konnen direkte Hinweise auf homologe oder &hnliche

funktionale Einheiten zeigen.

4.1.2.1 Annotierte humane Proteinsequenzen

Zusitzlich zu der zur KIAA0592-cDNA gehorenden Proteinsequenz (BAA25518) sind
in den Datenbanken weitere Proteine vermerkt, welche hohe Ahnlichkeit zu dem

KIAAO0592-Protein aufweisen. Einen Auszug aus der Suche nach homologen humanen
Sequenzen gibt die folgende Liste (Tab. 4.1.2). Dabei werden nur Sequenzen gezeigt,
deren Wertung anhand der Bewertungsmatrix BLOSUM®62 hoch (Score>50) und deren
Signifikanz hoch (E-Wert gegen 0) waren (BLAST). Das bedeutet dementsprechend
eine grofe Identitit und dass eine Zufilligkeit der Identitdt ausgeschlossen werden
konnte.

Homo sapiens (Mensch)

Proteinidentifikationsnummern | Proteinbezeichung Score E-Wert
(mRNA Nummern)

T00347 (keine mRNA) hypoth. Protein DKFZp566G1246 1859 0.0
BAA91836.1 (AK001686) unbenanntes Protein 1070 0.0
T12501 (keine mRNA) hypoth. Protein DKFZp434017 729 0.0

XP 170644.1 (XM 170644) hypoth. Protein XP 17064... 76 4e-12

Tabelle 4.1.2: In den Datenbanken (nr) beschriebene menschliche Proteine (Accession
Nummern), die durch einen Sequenzvergleich als dhnlich zu KIAA0592 identifiziert
wurden. In Klammern angegeben ist die zugehorige mRNA oder wenn die
Proteinsequenz direkt an die Datenbank iibermittelt wurde (keine mRNA). Eine hohe
Bewertung (Score) bzw. ein niedriger E-Wert zeigen eine hohe Identitit (BLAST). Alle
zugehorigen DNA-Sequenzen konnen auf Chromosome 10 gefunden werden.

Eine Sequenz mit exakter Ubereinstimmung mit KIAA0592 besitzt das hypothetische
Protein T00347 (DKFZp566G1246). Das bedeutet iiber die Gesamtldnge von 1353
Aminosduren waren 100 % identisch. In der Datenbank wird direkt als Notiz auf die
Ubereinstimmung mit KIAA0592 hingewiesen. Das Protein BAA91836 (923 AS) ist
zu 84 % identisch zu KIAA0592. Ein weiterer Klon T12501 (DKFZp4340171) besitzt
eine ebenfalls hohe Sequenzidentitit (86 %) mit KIAA0592, ist aber deutlich kiirzer
(491AS) und stellt wahrscheinlich eine unvollstindige Sequenz dar. XP 170644 ist
nur 91 AS lang und nur zu 62 % identisch. Alle aufgefiihrten dhnlichen Sequenzen
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stellen unbenannte Proteine oder noch hypothetische Proteine dar, welche anhand von
DNA-Sequenzen postuliert wurden und fiir die keine weiteren Funktionen oder
Eigenschaften publiziert sind. Ein schematischer Vergleich der beschriebenen Proteine
ist in Abbildung 4.1.3 dargestellt.

EIAaAkomplett | ] 1372A8
KIAA0592 [ 100 % ] 1353 a8
TOO347 [ 100 % | 1353 A8
BAA91836 84 % | 923 a8
T12501 86 %0 491 AS

TOO347

Bl 91 AS

Abbildung 4.1.3: Schematischer Vergleich der als homolog zu KIAA0592 beschriebenen
menschlichen Proteine. Angegeben ist die Aminosidurezahl der Proteine und die
Identitiat zu KIAA0592komplett in Prozent.

Andere durch BLAST-Suchen identifizierte Proteinsequenzen haben nur geringe
Identitdt (Score<50) mit KIAA0592 oder entsprechen vollstindig Teilen der oben
bereits aufgefiihrten Proteine und sind deshalb nicht im Einzelnen genannt. Diese
weniger homologen Sequenzen werden in den Datenbanken als ,dhnlich zu*
KIAA0592 oder den erwéhnten Proteinen gefiihrt. Der homologe Bereich beginnt bei
dem léngsten der ermittelten Proteine (T00347) mit der ersten Aminosdure der
publizierten Protein-Sequenz, einem Valin, also keinem Methionin. Dieses Protein
stimmt mit der publizierten KIAA0592-Sequenz (BAA25518) am N-terminalen Ende
iiberein, mit KIAA0592komplett erst ab der Position 20. Dieses Valin liegt also 20
Positionen nach dem postulierten Start der Translation (Kap. 4.1.1) und 32 Positionen
vor dem zweiten hypothetischen Methionin (ATG) von KIAA0592. Im Folgenden ist
eine kurze Ubersicht der Anfangsbereiche der moglichen KIAA0592-Proteine
dargestellt. Die Proteine BAA91836 und T12501 sind kiirzer und beginnen nicht mit
dieser Sequenz:

AS: Lo 20 52ciiiiiiiiin.
KIAA0592komplett: MAGRITCGFCHVTSGHVRPVTPRAAWLGLGFRGSAVLGLCWQPRSPPSRAGMMNRT.....
KIAA0592: VTPRAAWLGLGFRGSAVLGLCWQPRSPPSRAGMMNRT.....

T00347: VTPRAAWLGLGFRGSAVLGLCWQPRSPPSRAGMMNRT.....

Die Sequenzdaten des publizierten KIAA0592-Proteins stammen ausschlieBlich aus in
silico-Translation. Nach Analyse der weiteren annotierten Proteine, welche ebenso auf
in silico-Translationen beruhen, zusammen mit der moglicherweise vollstindigen
Sequenz von KIAA0592komplett sind nun mehrere Proteinsequenzen real moglich.
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Diese potenziellen Proteine unterscheiden sich nur wenig am C-terminalen Ende. Es
gibt keinen Beweis, dass die kurzen annotierten Transkripte vollstindig sind und in
Proteine (z.B. T12501, BAA81836) translatiert werden.

4.1.2.2 Homologe Proteinsequenzen in anderen Sdugetieren

Die Suche nach vergleichbaren Proteinsequenzen ergab in den bisher bekannten
Proteomen der Maus (M. musculus), des chinesischen Streifenhamsters (C. griseus)
und in der Ratte (R. norvegicus) stark homologe Sequenzen vergleichbarer oder
geringerer Lénge. Ein Auszug des Ergebnisses des Protein-BLAST (NCBI) ist in
Tabelle 4.1.3 dargestellt. Die Sequenz mit der groften Identitdt (57 % tiber 1347AS)
von den Aminosduresequenzen der Maus stellt das Protein NP_080861 dar. Andere
Sequenzen wie BAC31648 oder BAB27436 sind kiirzer und haben eine 70-80 %ige
Identitdt mit NP_080861 und 50-65 % Identitdt mit KIAA0592. Fiir die erst kiirzlich
publizierte cDNA fiir das Protein NP_080861 (Januar 2003) liegen keine weiteren
Informationen iiber Expression vor. Abschnitte sehr hoher Identitit zwischen dem
KIAA0592komplett und dem NP:080861 Protein (AS 54-173/1-109 =96 % und AS
174-248/126-195 =99 %) werden hierbei immer wieder durch Liicken unterbrochen.
Dabei ergeben sich die Liicken der Konsensussequenz fast ausschlieBlich durch
zusitzliche Bereiche in der Proteinsequenz der Maus.

Proteinidentifikationsnummern | Proteinbezeichung Score E-Wert
(mRNA Nummern)

Cricetulus griseus (Chinesischer Streifenhamster)

AAKS53434.1 (AF371373) | hypoth. Protein A1-3 (1125  ]0.0
Mus musculus (Hausmaus)

NP 080861.1 (NM 026585) RIKEN cDNA C530005J20 1085 0.0
BAC31648.1 (AK043764) unbenanntes Protein 412 2e-113
BAB27436.2 (AK011156) unbenanntes Protein 336 2e-90
Rattus norvegicus (Wanderratte)

XP 232289.1 (XM _2332289) | ihnlich Maus cDNA C530005J20 [341 [ 5e-92

Tabelle 4.1.3: In den Datenbanken (nr) beschriebene Saugetierproteine, welche durch
einen Sequenzvergleich als dhnlich zu KIAA0592 identifiziert wurden. In Klammern
angegeben ist die zugehorige mRNA. Eine hohe Bewertung (Score) bzw. ein niedriger E-
Wert zeigen eine hohe Identitit (BLAST).

Ein weiteres stark homologes Protein konnte in C. griseus gefunden werden. Hierbei
liegen 59 % der Aminosduren in einem Bereich von 1345 AS identisch vor. 68 % des
Proteins sind auflerdem zu dem oben beschriebenen Mausprotein identisch. Wiederum
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lieBen sich Bereiche sehr hoher Identitidt feststellen, welche durch Liicken
unterbrochen werden. Die Liicken entstehen ebenfalls durch zusitzliche Aminosduren
in der Aminosduresequenz des Hamsterproteins. In den publizierten Sequenzen der
Ratte konnte ein kiirzeres Protein (413 AS) ermittelt werden, welches ebenfalls zu 57
% identische Aminosduren zu KIAAO0592komplett aufweist. Die Sequenz stimmt
hierbei im N-terminalen Teil von KIAA0592komplett iiberein. Dieses Protein ist
direkt annotiert als dhnlich zu dem Mausprotein NP_080861 und stimmt in 69 % der
Aminosduren iiberein. Die Ergebnisse des BLAST-Proteinvergleichs sind in Tabelle
4.1.4 als Ubersicht dargestellt.

zu KIAA0592komplett (1372AS) Vergleichssequenz

Identische: 781 iiber 1347 (57%) | M. musculus NP_080861 (1334 AS)
Positive: 858 iiber 1347 (62 %)
Liicken: 41 fber 1347 (3 %)

Identische: 798 tiber 1345 (59 %) |C. griseus AAK53434 hypothetisches
Positive: 869 tiber 1345 (64 %) |Protein A1-3 (1345 AS)
Liicken: 54 iber 1345 (4 %)

Identische: 226 tiber 392 (57 %), |R.norvegicus XP_ 232289 (413 AS)
Positive: 238 iiber 392 (60 %),
Liicken: 51 iiber 392 (13 %)

Tabelle 4.1.4: Direkter Sequenzvergleich zwischen der menschlichen Sequenz und den
Sdugerspezies in denen Homologe zu KIAA0592 gefunden wurden (BLAST). Dargestellt
sind reell und prozentual die identischen und positiven (=chem. konservierte) AS und
der zuzuordnende Bereich in KIAA0592komplett (BAA25518 + 19 N-terminale AS).

4.1.2.3 Vergleichbarer Proteinaufbau in verschiedenen Sdiugerspezies

Sowohl die in den verfiigbaren Datenbanken an Mausproteinen als auch an
Hamsterproteinen ermittelten homologen Sequenzen stellen wie die menschlichen
Sequenzen bisher unbenannte oder hypothetische Proteine dar. Nur anhand des
Vergleichs der Aminoséuresequenzen Aussagen tiber Homologien zu treffen, ist nicht
ausreichend, um zusammenhingende homologe Doménen einzugrenzen. Deshalb
wurden die Proteine vergleichbarer Liange des Menschen, der Maus und des Hamsters
nach konservierten Sequenzmotiven durchsucht. Eine Untersuchung durch das
Programm MEME fiihrte zur Identifizierung homologer Sequenzbereiche in den drei
Proteinen. Eine schematische Darstellung hiervon gibt Abbildung 4.1.4.
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Abbildung 4.1.4: Grafische Darstellung konservierter Motive in Proteinen
vergleichbarere Grofle unterschiedlicher Spezies. Verglichen wurden das humane
KIAA0592 (H. sapiens) und die entsprechenden Proteine des Streifenhamsters (C.
griseus) und der Hausmaus (M. musculus) (s. Kap 4.1.4). Die farbigen Blocke
reprisentieren sich entsprechende Bereiche der Proteine. Der schwarze Balken darin
markiert nicht zuzuordnende Bereiche. Die statistischen Signifikanzen der
Ahnlichkeiten zwischen den jeweils gleich farbig markierten Bereichen sind in der
unteren Blockreihe demonstriert. Dabei signalisieren weille Blocke eine Signifikanz von
E-Wert < e'lo, gestreifte Blocke von E-Wert < e” und gepunktete Blocke von E-Wert <
e, Die Abbildung wurde mit dem Programm MEME Version 3.0 erstellt und ist
mafistabsgetreu zu den tatsichlichen Sequenzbereichen. Die Proteinsequenz von C.
griseus zeigt 64 % positive AS zu KIAA0592, die von M. musculus 62 %. Der rote Pfeil
reprisentiert den der Risp-Sequenz entsprechenden Abschnitt.

Ein Bereich besonderen Interesses ist der Abschnitt von KIAA0592, welcher der Risp-
Proteinsequenz entspricht. Hierfiir wurde ein lokaler Sequenzvergleich durch das
Programm CLUSTAL X des C-Terminus zwischen den Spezies durchgefiihrt
(Thompson et al., 1997). Der Vergleich ist detailliert in Abbildung 4.1.5 dargestellt.
Die Sequenzidentitit dieses Abschnittes liegt bei den Spezies zwischen 58 % und 64 %.
Die Homologie in diesem Bereich entspricht der Homologie der Gesamtproteine.
Auffallend ist, dass in dem Risp entsprechenden Bereich des Mausproteins
NP 080861 (1335 AS) insgesamt 36 Aminosduren am Ende des Proteins im Vergleich
zu den beiden anderen Spezies fehlen. Fiihrt man diesen Vergleich mit dem murinen
Homolog XP 132786 (253 AS) durch, stellt man fest, dass in dieser Annotation,
obgleich nur 253 Aminosduren grof3, diese 36 Positionen vorhanden und homolog zu
den anderen Spezies sind. Diese 253 Aminosduren wiirden exakt den dargestellten
Bereich tiberspannen. Bis auf die fehlenden 36 Positionen sind NP 080861 und
XP 132786 identisch.
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Seql KIAA0592komplett H. sapiens (1372 AS)
Seq2 NP_080861 M. musculus (1335 AS)
Seq3 AAKS53434 C. griseus (1317 AS)

Sequl Dbeginnend 1115 AASGEDSTEEALAAAAAPWEGGPVP-GVDTSPFAKSLGHSRGEADLFDSGDIFSTGTGSQ
Sequ2 Dbeginnend 1118 MASGQTSSETATAP---PWEGGPVLSAADRSFFVKSRPQTGNEADLFDSGDIFPKSRGSQ
Sequ3 beginnend 1061 MASGEISSEKAMAPAAPPWESGPALSAVDRSFFVASLPQTGNEADLFDSGDIFPKSIGSQ

KhkKk e Kok K kK .. ekkKk kK R S * .. KKK KKK KKk KKk * Kk Kk

Sequl SVERTKPKAKIAENPANPPVGGKAKSPMFPALGEASSDDDLFQSAKPKPAKKTNPFPLLEDEDDLETDQKVKKNET
Sequ2 SVEGAG--VMAGEPPSHSSGGRKEKSLAFPDLSEGSSTEDLFQSVKPRAAKNRNPFPLLEDEEDLFADPRGKKNER
Sequ3 SMEGTK--VKAAETPAHLSGGSKEKSLVFPALSEASSTDDLFQTVKPRPAKKRNPFPLLEDEDDLFADRKGKKNEL

Kook . * k.. * Kk kK khk kK Kk Kkk ekkkke Kkhko Khhke KAAkKkAKkAKKoKkAKoKk o KKK K

Sequl KSSSQQODVILTTQDIFEDDIFATEAIKPSQKTREKEKTLESNLEDDNIDIFADLTVKPKEKSKKKVEAKSIFDDDM

Sequ2 KPDSHQDSVSKTHDIFEDDIFATEAIKPFPKKREKGRTLEPNLEDDNIDIFADLT---====—=—=—=—— MFDDDT
Sequ3 KSDSHQDIISKTQDIFEDDIFATEAVKPFQKKREKERTLEPNLEFDDNIDIFADLNVKPKEKSKKKVEAKSVEDDDT

* K e kK . K e kA KAA KA AKX A KKK o k% K KKK e KKK AKAAAAAAAAAAAKX o o o o o o o 0 0 00000 o kK kK

Sequl DDIFSSGIQAKTTKPKSRSAQAAPEPRFEHKVSNIFDDPLNAFGGQ 1372
Sequ2 DDIFSSGL-——————=——=———————————~— HKVASIFDDPLNAFGSQ 1335
Sequ3 DDIFSSGLQAKKSKPKSQSAEATSELRSDHKVSNIFDDPLNAFGSQ 1317

KAk A kA Kk oo oo . Khkk o KhkkhkkAkkAhk K

Tabelle 4.1.5: Detaillierte Darstellung des C-terminalen Teils der Proteine im Vergleich
zwischen der Maus, dem Hamster und dem Menschen. Im C-terminalen Teil liegt die
urspriinglich im Hefe 2-Hybrid System als Rev interagierend identifizierte
Proteinsequenz Risp (unterstrichen). In der Sequenz des Menschen besitzt diese ein
potenzielles eigenes Startcodon (hervorgehobenes Methionin).

Im Proteom des Hamsters, der Maus und der Ratte konnten zu KIAA0592 identische
oder dhnliche Proteine ermittelt werden, welche homologe Sequenzmotive teilen. Dies
ist ein Indiz fiir ein phylogenetisch konserviertes Proteinprodukt .

Weitere Erkenntnisse iiber die Proteinfunktionen sind nétig um letztlich zu zeigen ob
es sich um orthologe oder paraloge Proteinsequenzen handelt.

4.1.3 Sequenzeigenschaften des KIAA0592-Proteins

In der vorliegenden Aminosduresequenz sind bereits alle Informationen, die fiir eine

Struktur, Funktion oder Weiterverarbeitung des Proteins notig sind, vorhanden.
Primér-, Sekunddr-, Tertidr- und Quartdrstruktur werden direkt durch die
Aminosduresequenz ausgebildet und alle Signale zur Modifikation des Proteins sind
auf dieser Ebene kodiert. Zur Analyse der Aminosdureabfolge auf Signale und
Strukturbestandteile wurden verschiedene computer-basierende Methoden (Kap. 3.5)
angewandt.

4.1.3.1 Struktureigenschaften des KIAA0592-Proteins: SOPM und COILS

Eine wichtige Eigenschaft eines Proteins ist die Sekundérstruktur, welche sich aus der

rdumlichen Anordnung nahe liegender Aminoséduren in der Peptidkette ergibt. Daraus
entstechen verschiedene Strukturformen wie Helices oder Faltblattstrukturen.
Abbildung 4.1.5 zeigt eine detaillierte Vorhersage der Strukturen fiir das
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KIAA0592komplett-Protein durch die SOPM- (,,Self-optimized Prediction Method*)
Proteinanalyse (Geourjon and Deleage, 1994; Geourjon and Deleage, 1995). Es zeigte
sich, dass das Protein zu 34 % (467 AS, blau) aus a-Helices vor allem im N-terminalen
Bereich und zu 13 % (66 AS, griin) aus B-Faltblattstrukturen besteht. Der restliche
Bereich besteht zum grofen Teil aus ungeordnet gewundenen (,,random coiled®)
Bereichen (658 AS, gelb) und ausgedehnten (,,extended strand*) Strangabschnitten
(181 AS, rot).
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Abbildung 4.1.5: Berechnete Struktureigenschaften des KIAA0592komplett-Proteins
(1372 AS). Die farbigen Bereiche zeigen potenzielle a-Helices (blau, zusammen 467 AS),
ausgedehnte  Strangabschnitte (rot, zusammen 181 AS), potenzielle [3-
Faltblattstrukturen (griin, zusammen 66 AS) und zufillig gewundene Regionen (gelb,
zusammen 658 AS). Die Abbildung wurde mittels der SOPM Software erstellt (BCM
Launcher).

Das KIAA0592komplett-Protein scheint die potenzielle Fahigkeit zu besitzen, in
ausgedehnten Bereichen Sekundéarstrukturen, vor allem a-Helices auszubilden.

Eine weitere Stufe der Strukturanalyse besteht in der Vorhersage von sogenannten
,Coiled Coils* durch das Programm COILS. Das sind a-helikale Strukturen in einer
Aminoséduresequenz, die wiederum verdrillt sind und in sich Helices bilden. Diese
besonderen  Strukturen  wurden vor allem in  Strukturproteinen  und
Transkriptionsregulatoren nachgewiesen (Lupas, 1996). Fiir Proteinbereiche von
KIAA0592komplett  ergaben sich die in Abbildung 4.1.6 gezeigten
Wahrscheinlichkeiten (y-Achse) einer ,,coiled coil* Struktur. Die Farben zeigen die in
dieser mathematischen Methode zur Analyse verwendeten Berechnungsfenster von 14,
21 und 28 AS. In diesen Fenstern wird die Wahrscheinlichkeit fiir jeden
Aminosdurerest im Vergleich mit den umliegenden Sequenzen ermittelt, mit der diese
Aminosdure ein Teil einer ,,Coiled Coil* Struktur ist (Lupas, 1996). Das
KIAA0592komplett-Protein enthélt vor allem im N-terminalen Teil (AS ~150-300)
und in der Mitte (AS ~800) des Proteins verschiedene Bereiche, welche mit erhohter
Wabhrscheinlichkeit ,,Coiled Coil““~-Strukturen ausbilden konnen.
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Abbildung 4.1.6: Voraussage ineinander gewundener o-Helixstrukturen (,,Coiled Coil*)
in KIAA0952komplett. Die verschiedenen Farben geben die Fenstergrofien wieder in
denen jede Aminosiure im Kontext der umliegenden auf die Wahrscheinlichkeit p (y-
Achse) einer ,Coiled Coil“ Struktur hin untersucht wird. Je hoher die
Wahrscheinlichkeiten in allen drei Analysefenstern eines Bereiches, desto hoher ist die
Moglichkeit einer ,,Coiled Coil*“-Struktur.

4.1.3.2 Vorhersage moglicher Transmembranhelices: TMpred

Transmembranproteine haben spezielle Funktionen und dienen als Pumpen, Poren,
Rezeptoren, Energieaustauscher und Enzyme. Durch das Programm TMpred konnte
eine Voraussage liber eine Transmembrandoméne in KIAA0592komplett mit einer
signifikanten Wertung (>500) ermittelt werden (Hofmann, 1993). Die mogliche
Domine liegt zwischen den Aminosduren 24 und 40, ist von auBlerhalb nach innerhalb
einer Membran orientiert. Dieser Bereich wird von TMpred mit 982 Punkten als
signifikant gewertet. Alternativ hierzu konnte die Aminosduren 25 bis 41 auch
entgegengesetzt orientiert eine Transmembrandoméne darstellen (791 Punkte). Ein fast
identischer Bereich erreicht also statistisch signifikante Werte als Domine, um in
beiden Orientierungen in einer Membran verankert zu sein. Dieser Bereich liegt dabei
am N-terminalen Ende des Proteins und ist nur in KIAA0592komplett vorhanden, da
er im ersten Exon noch vor dem potenziellen zweiten Startcodon kodiert wird.
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4.1.3.3 Signalsequenzen fiir posttranslationale Modifikationen: PROSITE

Proteine werden posttranslational modifiziert, wenn bestimmte Zielaminosduren zur
Verfligung stehen und bestimmte Muster in der Aminosduresequenz vorliegen. Diese
Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierungen sind essentiell fiir die
Funktionseigenschaften oder Bindungsfahigkeiten von Proteinen. Durch die gesamte
Sequenz von KIAA0592komplett konnte mit bestimmten Regeln und Mustern, welche
in den Referenzdokumenten der PROSITE-Datenbank detailliert beschrieben sind,
verschiedenste Proteinmodifikationssignale ermittelt werden (Falquet et al., 2002).

Potenzielle posttranslationale PROSITE Anzahl
Modifikationsstellen in KIAA0592komplett Referenzdokument
N-Glykosylierung PDOCO00001 * 3
Tyrosine Sulfation PDOC00003 * 1
cAMP- und cGMP-abhingige Proteinkinase|ppOC00004 * 6
Phosphorylierung

Proteinkinase C Phosphorylierung PDOC00005 * 28
Caseinkinase Phosphorylierung PDOC00006 * 43
Tyrosinekinase Phosphorylierung PDOC00007 * 1
N-Mpyristoylierung PDOC00008 * 13
Amidation PDOC00009 * 2
Héam-Bindungssignatur Cytochrome ¢ Familie | ppD0OC00169 1
Glutamat-reiche Region PDOC50099 1

Tabelle 4.1.6: Potenziell verwendete Sequenzen zur posttranslationalen Modifikation des
KIAA0592komplett Proteins. Die Sequenzen sind durch Muster bzw. Regeln
(Referenzdokumente s. Anhang) definiert und sind ausschlieSlich durch eine
computergestiitzte Berechung (PROSITE) ermittelt (Die mit * gekennzeichneten
Muster/Regeln treten mit einer hohen Zufallswahrscheinlichkeit auf).

Das KIAA0592-Protein stellt ein groBes zelluldres Protein mit errechneten 148 kDa
Molekulargewicht dar, welches moglicherweise iiber verschiedenste Bereiche mit
Sekundérstrukturen verfiigt, eine mogliche Transmembrandoméne besitzt und eine
Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen erfahren kann. Strukturen wie
,,Coiled Coil“-Helices konnten bisher in Proteinen verschiedenster Funktionsbereiche
von fibrosen Strukturproteinen bis hin zu Transkriptionsfaktoren gezeigt werden und
dienen hdufig der Protein:Protein- oder Protein:DNA-Interaktion (Hach, Hon, and
Zhang, 2000; Nusrat et al., 2000).
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4.2 Genomische Organisation des KIAA0592-Gens

Die genomische Organisation ist essentiell, um Einsichten in phylogenetische
Entwicklung, Kopienzahl und zelluldre Regulation zu erhalten. Sie stellt im Vergleich
zu Proteinautbau und mRNA/cDNA Sequenz den néichst hoheren Grad der
Komplexitit des Aufbaus von genetischer Information dar. Der Chromosomenbereich
und umliegende Gene wurden auf identifizierbare Zusammenhénge in Regulation und
Funktion des KIAA0592-Gens analysiert.

4.2.1 Lokalisation und Anordnung des KIAA0592-Gens im menschlichen
Genom

Es wurden Sequenzen in der vorldufig publizierten Zusammenstellung des
menschlichen Genoms (Version Built 31) gesucht, welche der KIAA0592-cDNA
entsprechen (ElDorado). Dabei wurden zwei chromosomale Bereiche fiir das Gen von
KIAA0592 auf dem Chromosom 10 lokalisiert:

1. Die KIAA0592-cDNA kann auf das genomische Contig NT 035033 des
Chromosoms 10 mit 97 % Ahnlichkeit kartiert werden.

2. Ein Bereich des Contigs NT 033898 des gleichen Chromosoms (10) hat 96 %
Ahnlichkeit mit der KIAA0592-cDNA.

Die beiden Contig-Bereiche, auf die KIAA0592 lokalisiert, sind ca. 66 kbp groB.
Durch einen direkten Sequenzvergleich dieser zwei Bereiche liel3 sich feststellen, dass
die unterschiedlich annotierten Contigs sich zu 98 9% gleichen (DiAlign). Die
Ubereinstimmung der genomischen Sequenzen liegt in den Exon- genauso wie in den
Intron-Bereichen der kartierten KIAA0592-Sequenz vor. Daraus lie3 sich schlieen,
dass es sich um doppelt annotierte, identische Abschnitte des Chromosoms 10 handelt.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem identifizierten Bereich des Contig
NT 033898 gearbeitet, da sich hier ein groBerer Ausschnitt (122 kbp) detailliert auf
annotierte Sequenzen im Umfeld von KIAA0592 untersuchen lie3 (Abb. 4.2.1).
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Teilbereich des
Contigs NT 033898

51238 54223

52731

Teilbereich des ‘ ’
Contigs NT 033898

Primiirtranskripte Exons
: Auszug der kartierten E:E Kartierter > Transkriptionsstarts
Bereiche Bereich

Abbildung 4.2.1: Kartierung der KIAA0592 cDNA (4623 bp) auf das menschliche
Chromosom 10 (Contig NT 033898). Der in der Ubersicht (A und B) dargestellte
Teilbereich von NT_033898 ist 122,3 kbp grof3 und liegt zwischen den Basenpaaren
327097 und 449421 des Contigs.

A. Die Exons von KIAA0592 lassen sich auf einen 65,6 kbp groflen Bereich des
Fragments (orange) Kartieren. Es besteht Ubereinstimmung zwischen den Exons der
KIAA0592-cDNA (orange) und den in diesem Bereich kartierten Exons der cDNA
AKO001686, XM 051956 und AK001545 (griin). Die 57 bp der neuen, potenziell lingeren
¢cDNA von KIAA0592komplett sind noch nicht in Ubereinstimmung mit den annotierten
Transkripten. Die primiir transkribierten Bereiche sind dargestellt (braun). Direkt
angrenzend an KIAA0592 sind in Gegenstrangorientierung (-) weitere Transkripte
annotiert (AK056375, XM _171384). B. Detaillierte Kartierung des 5° Endes der
KIAA0592-cDNA (orange) im riumlichenVergleich zu den annotierten Exons (griin)
und einem potenziellen Transkriptionsstart (rot) (Abbildung angelehnt an ElDorado,
Genomatix).
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Die detaillierte Kartierung der KIAA0592-cDNA (ABO011164) ergab, dass sich die 30
Exons, die durch die BAC Sequenz vorausgesagt werden konnten, auf dem Plusstrang
des Contigs iiber ca. 66 kbp erstrecken. Diese Exons stimmen komplett oder in
Bereichen mit Exons von annotierten Transkripten tiberein. Drei Transkripte konnten
der KIAA0592-Sequenz zugeordnet werden und sind in Tabelle 4.2.1 aufgelistet.

Im Umfeld der kartierten Sequenz liegen weitere Gene in negativer
Strangorientierungen vor (- Strang). Eine Ubersicht der Kartierung gibt Abbildung
4.2.1 A. Dargestellt sind jeweils die Annotationen der priméren Transkripte (braun),
deren Exons (griin), und im Vergleich die Kartierung der KIAA0592-cDNA Sequenz
mit der die Suche durchgefiihrt wurde (orange). Der gesamte untersuchte Teilbereich
ist in dem schwarzen Kasten représentiert, ein Ausschnitt (blau) wird jeweils detailliert
dargestellt (E1Dorado). Zwei der annotierten Sequenzen (XM 051956 und AK001686)
sind nach Grofe und Verteilung der Exons fast identisch. AKO001545 iiberlappt
weitestgehend im 3” Bereich mit der KIAA0592-Sequenz, ist aber ebenfalls separat
beschrieben. Die in diesem Bereich annotierten Transkripte konnten den KIAA0592-
homologen Proteinen zugeordnet werden (Tab. 4.1.2). Das Proteinprodukt von
AKO001686 konnte als Homolog zu KIAA0592 identifiziert werden, das
Proteinprodukt von XM 051956 ist als dhnlich zu dem Protein DKFZp566G1246
beschrieben (NCBI). Auch das Proteinprodukt des kurzen beschriebenen Transkriptes
AKO001545 (Tab 4.2.1) ist direkt als dhnlich zu KIAA0592 beschrieben (NCBI).

Eine Ubersicht der Annotationen und deren lokale Zusammenhinge gibt Tabelle 4.2.1.
Wie in der Abbildung 4.2.1 wird dabei ein 122 kbp groBes Fragment des
chromosomalen Contigs NT 033898 beschrieben. Dementsprechend gelten
Lokalisationen innerhalb dieses Fragments bezogen auf das erste Basenpaar des
Fragments.

Transkriptnummer Orientierung | Lokalisation auf

(Accession) dem Fragment

ABO0O11164 (KIAA0592) + 51241-117321
XM 171384 - 8967-49422
AKO056375 - 5001-51622
AKO001686 + 51741-117321
XM 051956 + 51726-117321
AKO001545 + 87948-116965

Tabelle 4.2.1: Nomenklatur und Lokalisation der Transkripte auf dem extrahierten
Teilbereich des Contigs NT 033898 im Vergleich zu KIAA0592 (s. Abbildung 4.2.1 und
4.2.2). Der in den Abbildungen markierte Beginn der kartierten KIAA0592-cDNA ist rot
hervorgehoben.
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Zusétzlich zur Abfolge der genomischen Sequenzen ist auch die Position des
Genbereiches im Chromatingeriist essentiell fiir die Aktivitit. Sogenannte
,Scaffold/Matrix Attachment Regions® (S/MAR) koordinieren die Expression von
Genloci. Die Bindung eines genomischen Segmentes an die Kernmatrix platziert Gene
in die rdumliche Nidhe ihrer Transkriptionsfaktoren (Bode et al., 1995; Boulikas,
1995). Die Bereiche zwischen den Matrix-Bindungsstellen ragen dabei als Schleifen
aus dem Chromatingeriist und sind frei zuginglich. Abbildung 4.2.2 zeigt solche
S/MAR-Bereiche in der KIAA0592-Sequenz, welche durch das Programm SMARTest
(Frisch et al., 2002) vorhergesagt wurden.

1 . 1 L 51241 1 1 122325

R
RI—— 1)

1

122 kbp Teilbereich des Contigs NT_03380%: 3MIARs

Start Ende Lange itnbp
1.21411 21975 565
258711 59260 550
j.alila 61560 345
4.107581 107960 3E0
5.108401 108905 505

Annotierte Annotierte
KTAAQ592 SMIAR
. VA

Abbildung 4.2.2: Die Bindungsregionen an die Chromosomenmatrix (S/MAR) des
KIAA0592-Genbereiches des menschlichen Chromosoms 10 (Contig NT_033898). Eine
Untersuchung des KIAA0592-enthaltenden genomischen Bereiches durch SMARTest
auf S/MAR-Regionen (m=u) ergab fiinf Bereiche, welche als Bindungsregionen moglich
sind. Das in der Ubersicht gezeigte Fragment von NT 033898 ist 122,3 kbp groB
(zwischen den Basenpaaren 327097 und 449421 des Contigs). KIAA0592 kartiert mit
seinen Exons auf einen 65,6 kbp grofien Bereich des Fragments (orange). Dargestellt
sind die KIAA0592-cDNA (AB011164, orange) und die Exons der in diesem Bereich
annotierten Transkripte (AK001686, XM 051956 und AKO001545, griin). Die primér
transkribierten Bereiche sind braun dargestellt. Direkt angrenzend an KIAA0592 sind
in Gegenstrangorientierung (-) weitere Transkripte (AK056375, XM 171384) annotiert.
Die Liste zeigt die S’MAR-Bereiche nach Position und Grofie geordnet. Zwei Bereiche
mit jeweils zwei S/MARs befinden sich im Bereich des KIAA0592-Gens, ein SMAR
genomisch angrenzend (Abbildung angelehnt an ElDorado, Genomatix).
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Die urspriinglich im Hefe 2-Hybridsystem identifizierte Risp-cDNA Sequenz wurde
ebenfalls auf das menschliche Genom kartiert (ElDorado) um zu analysieren, welchen
Exon:Intron-Bereichen diese zugeordnet werden kann. Der Sequenzbereich wurde mit
dem durch KIAA0592 identifizierten Bereich und den annotierten Sequenzen
verglichen (Abbildung 4.2.3).

Risp ¢cDNS

107407 117851
KIAA0592 ¢cDNS

Teilbereich des ‘ ’
Contigs NT_033898

- Annotierte - Annotierte - KIAA0592/Risp
Primértranskripte Exons Sequenzen
: Auszug der kartierten E:E Kartierter } Transkriptionsstarts
Bereiche Bereich

Abbildung 4.2.3: Kartierung der Risp cDNA (696 bp) auf das menschliche Chromosom
10 (Contig NT_033898) entsprechend der KIAA0592-cDNA. Der in der Ubersicht
gezeigte Teilbereich von NT 033898 ist 122,3 kbp grofl und liegt zwischen den
Basenpaaren 327097 und 449421 des Contigs. KIAA0592 kartiert mit seinen Exons auf
einen 65,6 kbp, Risp auf einen 5 kbp groflen Bereich des Fragments. Der primér
transkribierte Bereich ist braun dargestellt. Es besteht Ubereinstimmung zwischen Risp
(orange), dem 3" Bereich der KIAA0592-cDNA (orange) und den Exons der annotierten
Transkripte (griin; AK001686, XM_051956 und AK001545). (Abbildung angelehnt an
ElDorado, Genomatix).

Es stellte sich heraus, dass Risp mit den Exons 27 bis 29 von KIAA0592
iibereinstimmt. Das letzte durch die KIAA0592-cDNA kartierte Exon erstreckt sich im
Gegensatz zu Risp iiber einen als Intron annotierten Bereich und ein weiteres Exon am
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3" Ende. Die KIAA0592-Sequenz ldsst ein groBes zusammenhingendes Exon
vermuten. Der Teil, welcher in der Risp-cDNA représentiert ist endet in diesem Exon.
In der vorhandenen Risp-Sequenz ist ein Translationsstopp kodiert. Somit sollte es
sich bei den letzen Exons von KIAA0592, welche sich nicht in der Risp-Sequenz
widerspiegeln, um eine 3" untranslatierte Region (UTR) handeln.

Durch die Kartierung auf die Sequenzen des menschlichen Genoms ldsst sich die
Position und Organisation des KIAA0592-Gens eindeutig zeigen. In diesem Bereich
sind keine Gene mit bekannter Funktion annotiert und KIAA0592 konnte bisher
keinem funktionalen Gencluster zugeordnet werden.

4.2.2 Die Genomseguenzen der zu KIAA0592 homologen Gene in der
Maus und in der Ratte

4.2.2.1 Kartierung auf das Chromosom 6 der Maus

Das murine Proteinhomolog zu KIAA0592 NP 080861 wird durch die cDNA
NM 026585 kodiert.
Um die genomische Organisation der humanen KIAA0592-Genbereiche mit den

entsprechenden Bereichen in der Maus zu vergleichen, wurde diese cDNA (4269 bp)
auf das Mausgenom kartiert (Version: MGSCv3 Release 3; GenomeBLAST). Der
genomische Bereich wird auf dem Chromosom 6 der Maus durch das Contig
NW 000264 reprasentiert. Abbildung 4.2.4 stellt das detaillierte BLAST-Ergebnis
anhand der libereinstimmenden Sequenzen (Blast Hits) dar.

Es wurden 29 Bereiche identifiziert, welche mit der cDNA iibereinstimmen. Diese
identischen DNA-Bereiche lassen auf die Exonstruktur des murinen Gens schlief3en.
Der identifizierte Bereich erstreckt sich iiber ca. 55 kbp des Maus-Chromosoms (6).
Somit ist die murine Sequenz vergleichbar mit dem zu KIAA0592 gehorenden
menschlichen Chromosomenabschnitt (ca. 65 kbp, Tab.: 4.2.1 und Abb.: 4.2.1). Beide
Genomteile sind dhnlich organisiert und besitzen eine vergleichbare Ausdehnung. Die
von NCBI angebotene Homologiekartierung im Vergleich zwischen dem Menschen
und der Maus muss insofern kontrolliert werden, da der Mausbereich, der dem zu
KIAA0592 homologen Gen entspricht, hier auf Chromosom 14 lokalisiert wird. Eine
direkte Suche im Genom der Maus liefert allerdings die hier gezeigten Daten des
Chromosoms 6.
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Abbildung 4.2.4: Extrahierter Genombereich der Maus. Ausschnitt des Chromosoms 6
der Maus auf welches die cDNA des KIAA0592-Homologs NP_080861 kartiert werden
konnte. Diese Ubersicht stellt einen ca. 60 kbp groBien Abschnitt des Chromosoms
(schwarze Skala) dar. Rot markiert sind die Abschnitte auf denen Teile der ¢cDNA
gefunden wurden. Diese Bereiche erstrecken sich genau iiber 52108 bp des Contigs
NW _ 000264 (griin). Diese einzelnen ,,Blast hits* sind unter Angabe des cDNA
Abschnittes und der Identitit zu dem genomischen Bereich dargestellt (Genome

BLAST, NCBI).
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4.2.2.2 Kartierung auf das Chromosom 4 der Ratte

Das kiirzere, moglicherweise unvollstindige Proteinhomolog zu KIAA0592 der Ratte,
XP 232289, wird durch die cDNA XM 232289 verschliisselt. Um die genomische
Organisation der humanen KIAA0592-Genbereiche mit den entsprechenden Bereichen
in der Ratte zu vergleichen, wurde diese cDNA (1242 bp) auf das Genom der Ratte
kartiert (Version: RGSCv2; GenomeBLAST). Der genomische Bereich wird auf dem
Chromosom 4 der Ratte durch das Contig NW 043767 reprasentiert. Abbildung 4.2.5
stellt das detaillierte BLAST Ergebnis anhand der iibereinstimmenden Sequenzen
(Blast Hits) dar.

E“"t;igﬁl accession orient.
W 0437671+
: P 0 : -von bp 10825787
Elast hit Tdentity=100% query: 1. 123 lles Contigs
BElast hit Tdentit=100% query: 124 288
BElast hit Tdentity=100% query: 282 366
BElast hit Tdentity=100% query: 366430
Elast hit Tdentity=100% query: 428, 604
Blast hit Tdentity=100% query: 601,514
Elast hit Identit=58% query: 807, 858
Elast hit Tdentity=100% query: 826, 966
BElast hit Tdentity=100% query: 967 1045
BElast hit Tdentity=100% query: 1044 1105
Blast hit Identity=97% query: 1095, 1242-|bis bp 10853124
des Contigs

Abbildung 4.2.5: Extrahierter Genombereich der Ratte. Ausschnitt des Chromosoms 4
der Ratte auf welches die cDNA des KIAA0592-Homologs XP 232289 kartiert werden
konnte. Diese Ubersicht stellt einen ca. 56 kbp grofien Abschnitt des
Chromosomencontigs NW 043767 dar. Rot markiert sind die Abschnitte auf denen
Teile der cDNA gefunden wurden. Die einzelnen identifizierten Sequenzen (,,Blast hits*)
sind unter Angabe des cDNA-Abschnittes und der Identitit zu dem genomischen
Bereich dargestellt (Genome BLAST, NCBI).
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Es wurden 11 Bereiche identifiziert, die mit der cDNA {ibereinstimmen, was
wiederum auf die Exon Struktur des Gens der Ratte hindeutet. Der identifizierte
Bereich erstreckt sich iiber ca. 30 kbp des Rattenchromosoms. Die ermittelte
homologe cDNA der Ratte ist nur ein Viertel so gro3 wie KIAA0592, erstreckt sich
aber liber einen genomischen Bereich, welcher dem vergleichbaren 5° liegenden
Viertel des KIAA0592-Gens dhnelt. Moglicherweise ist die Annotation der Sequenz
der Ratte noch unvollstindig, oder funktionale Teile, die dem KIAA0592-Protein
entsprechen, sind in dieser Spezies auf getrennte Proteine verteilt.

4.3 Detektion des Transkriptes von KIAA0592

Es sollte ermittelt werden, ob das KIAAO0592-Gen in verschiedenen Zelllinien
verschieden effektiv transkribiert wird und ob es verschiedene mRNA Formen gibt.
Die genomische Organisation weist auf eine Kopie des Gens auf Chromosom 10 hin.
Das Vorhandensein von annotierten mRNA-Sequenzen, welche kiirzer als KIAA0592
sind, konnte auf unterschiedliche Transkripte hinweisen.

Um die Transkription des KIAA0592-Gens (mRNA = ABO011156) in verschiedenen
Zelllinien nachzuweisen, wurden verschiedene Methoden angewandt: RT-PCR,
Northern Blot, Western Blot.

4.3.1 RT-PCR - indirekte Detektion der KIAA0592-mRNA uiber ein cDNA-
Intermediat

Das Vorhandensein der mRNA konnte semi-quantitativ durch RT-PCR Versuche
ermittelt werden. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus den unten aufgefiihrten Zelllinien

gewonnen und in cDNA umgeschrieben (Kap. 3.4).
Zelllinien:

Jurkat T-Zellen

HeLa

U87 MG

U373 MG

U251 MG

HEK?293
Um moglichst viele Bereiche der sehr langen KIAA0592-mRNA durch die RT
abzudecken, wurden Hexamer-Primer verwendet. Auller be1 HelLa-Zellen wurden bei
allen Zelllinien zwei parallele mRNA-Préparationen durchgefiihrt und in cDNA
umgeschrieben. Um aus der so erhaltenen cDNA-Bank nun KIAA0592-spezifische
Sequenzen zu amplifizieren, wurden PCR mit genspezifischen Primern durchgefiihrt.
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Hierbei wurden Primer in verschiedenen Teilbereichen der publizierten KIAA(0592-
Sequenz verwendet. Die Primerpaare amplifizieren spezifische Bereiche der
KIAA0592-cDNA (Abb. 4.3.1.A).

Durch alle Primerpaare konnten KIAAO0592-spezifische, den erwarteten Grofen
entsprechende DNA-Fragmente amplifiziert werden. Die Menge an Amplifikat nach
30 PCR-Zyklen ist bei allen Zellen, auler den U251 MG, é&hnlich und liegt
wahrscheinlich im Séattigungsbereich. Dadurch konnte gezeigt werden, dass mRNA
Stiicke die den jeweiligen Teilen der KIAA0592-Sequenz entsprechen, in den Zellen
transkribiert wurden (Abb. 4.3.1.B). In U251 MG konnte nur schwach KIAA0592-
cDNA amplifiziert werden.

A.
Nagase-1 (3763) Nagase-2 (3925)
RT-PCR1 (314) RT-PCR2 (904) RT-PCR3 (3416) RT-PCR4 (3963)
KIAA0592 cDNA (4623) bp)
590bp 547bp
162bp
B.
DNS-Staudard| 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 |
] R 1018 - wilh i i
RT-PCR Primer 1 +2 517 .“‘ - -
DNS-Stalldardl 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 |
1018 - v ; —
RT-PCR Primer 3 +4 S17- o e - -'ﬂ_ e
it
DNS-StandardL 12| 3 | 4 | s | 6|

517 -
RT-PCR Primer Nagase 1 +2 400?88: ' .

DNS-Standard
1018 - e

RT-PCR Primer PBGD s + as 517 - -

6
- Kontrollgen

Abbildung 4.3.1: Detektion verschiedener Abschnitte der KIAA0592-cDNA durch RT-
PCR in verschiedenen Zelllinien. Die amplifizierten Abschnitte (farbig) und deren
Lokalisation auf der cDNA sind in A schematisch dargestellt. Die Ergebnisse der RT-
PCR sind in B dargestellt. Die farbigen Pfeile weisen jeweils auf das in Teil A
dargestellte Fragment hin. Die cDNA-Matrizen wurden aus Jurkat T-Zellen (1), Hela
(2), U87 MG (3), U373 MG (4), U251 MG (5) und HEK293 (6) mRNA erstellt. Bei allen
Ansitzen (auller HeLa) wurden zwei unterschiedliche Gesamt-RNA Priparationen
parallel als Ausgangsmaterial und zur RT-PCR verwendet (je zwei Spuren).
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Allerdings zeigte sich auch die cDNA der konstitutiv exprimierten Porphobilinogen
Deaminase (PBGD) unter der Detektionsgrenze, was dafiir spricht, dass nur sehr
wenig zellulire U251 MG-RNA bei der cDNA-Synthese vorhanden war. Die
Amplifikation von genomischer DNA als Verunreinigung der mRNA-Prédparationen
konnte ausgeschlossen werden, da alle Primerpaare auf unterschiedlichen Exons des
KIAA0592-Gens lagen und somit bei einer Verldngerungszeit von 60 Sekunden
introniiberspannende Amplifikate ausgeschlossen werden konnten .

4.3.2 Northern Blot - direkte Detektion der KIAA0592-mRNA

Durch RT-PCR konnten Teile der KIAA0592-mRNA in den untersuchten Zelllinien
und Zellen nachgewiesen werden. Um das gesamte KIAA0592-Transkript

nachzuweisen und die wirkliche Grof3e zu bestimmen, wurde Gesamt-RNA im Gel der
GroBe nach aufgetrennt und auf eine Membran lbertragen (Kap. 3.4.2). Gleiche
Mengen an Gesamt-RNA wurden von priméren adulten Gehirnzellen, von U887 MG,
Jurkat T-Zellen, HeLa- und HEK293-Zellen eingesetzt (s. Kap. 3.4). Das Bild einer
Methylenblau-Firbung der Membran nach der Ubertragung der RNA vom Gel
(Abbildung 4.3.2) zeigt deutlich die beiden Hauptbestandteile zellulirer RNA, die 18
und 28s rRNA ohne sichtbare Degradationen.

l\flethylenblaufarbung TR

Abbildung 4.3.2: Methylenblau-Firbung der Northern Blot Membran nach dem
Blotten. Die Hauptbestandteile der Gesamt-RNA Priparationen aus priméren adulten
Gehirnzellen, U87 MG, Jurkat T-Zellen, HeLLa und HEK293, die 28s und 18s rRNA und
der RNA-Marker konnten sichtbar gemacht werden und mit den Groflen der Referenz
(Promega Protokoll G319A)verglichen werden.
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Zur Herstellung einer radioaktiven KIAA0592-spezifischen Hybridisierungsprobe
wurde das PCR Protokoll fiir die Verwendung von **P-dCTP optimiert. Die Primer
RTPCR1 und 2 wurden zur Amplifikation eines 590 nt groBen Fragments aus dem
Plasmid pBluescript II SK+ KIAA0592 verwendet. Abbildung 4.3.3 zeigt einen
Vergleich unterschiedlicher PCR-Bedingungen zur Herstellung der KIAA0592-
spezifischen Sonde. Die radioaktive Sonde ist deutlich zu erkennen (Spur 2). Die Spur
3 zeigt den identischen PCR Ansatz ohne radioaktives dCTP. Das Fragment ohne das
Radionuklid wurde nur extrem schwach, beinahe unter der Detektionsgrenze
amplifiziert.

Abbildung 4.3.3: Vergleich unterschiedlicher PCR-Bedingungen zur Amplifikation
einer KIAA0592-spezifischen Sequenz. Verwendet wurde das Primerpaar RTPCR 1 und
2 (Abbildung 4.3.1). In Spur 2 wurde radioaktiv markiertes dCTP (32P) in Spur 3
skaltes® dCTP unter gleichen limitierenden Nukleotid- und Primerkonzentrationen
verwendet. Die PCR ist optimiert fiir die Verwendung von radiaktiven dCTP.

Die Einzelstringe der Sonde sind komplementir zu einem Teil des 5'Bereiches der
KIAA0592-Sequenz (Abbildung 4.3.1). Die Sonde hybridisierte in allen untersuchten
Zellen spezifisch an ein etwa 4,5-4,9 kb gro3es RNA-Transkript.

Es zeigte sich eine einzelne Bande bei allen getesteten Zellen (Abb 4.3.4). Die Grolle
der detektierten Bande entspricht der Linge des im pBluescript II SK+ vorhandenen
cDNA-Klons von KIAA0592 mit 4623 bp (s. Kap 2.5.1). Auf dem gleichen Blot
wurde nach dem Entfernen der ersten Hybridisierungsprobe das Transkript des
Porphobilinogen-Deaminase-Gens (PBGD) mit einer weiteren Probe nachgewiesen.
Die Menge an detektiertem PBGD-Transkript variierte trotz gleicher Mengen an
eingesetzter Gesamt-RNA erheblich.

Abbildung 4.3.4: (siehe nichste Seite) Detektion der KIAA0592-mRNA. Ein Northern
Blot von Gesamt-RNA, isoliert aus primiren adulten Gehirnzellen, Jurkat T-Zellen und
Zellen der Linien U87 MG, HeLLa und HEK293, wurde mit einer KIAA0592-spezifischen
Probe (PCR amplifiziert, Abb. 4.3.3) hybridisiert. Als Expressionskontrolle dient die
Detektion der Porphobilinogen Deaminase (PBGD) mRNA. Die Groflen wurden durch
einen Vergleich mit der Methylenblau-Firbung des Blots bestimmt. Die zugehorigen
Referenzwerte sind dargestellt.
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4.4 Detektion des exprimierten KIAA0592-Proteins

Da alle publizierten Sequenzen ausschlieBlich unbekannte und bisher noch
hypothetische Proteine darstellten, sollte die Expression des KIAA0592-Proteins
untersucht werden. Gegen das Risp-Fragment von KIAA0592 lieen sich monoklonale
Antikorper herstellen (Dr. E. Kremmer, GSF). Diese Antikdrper wurden verwendet,
um das KIAA0592-Protein in menschlichen Zellen nachzuweisen. Dabei sollte sowohl
das endogene als auch das von einem Expressionsvektor mit der KIAA0592-Sequenz
produzierte exogene KIAA0592komplett nachgewiesen werden.

4.4.1 Herstellung von KIAA0592komplett-exprimierenden
Plasmidvektoren

Zu diesem Zeitpunkt lag die KIAA0592-cDNA in dem pBluescript I1 SK+ Vektor vor,
der keine eukaryotische Expressionsfihigkeit besitzt. Um die vollstindige Sequenz

von KIAA0592 (siehe Kap. 4.1) in humanen Zellen zu exprimieren, wurde die cDNA
durch PCR amplifiziert. Dabei wurden am 5 Ende die durch in silico-Methoden
identifizierten 57 Basenpaare inklusive einem Start-ATG (Abb. 4.1.2) eingefiigt,
welche der cDNA verglichen zur kompletten KIAA0592-Sequenz fehlen. Auflerdem
wurden am 5’- und 3’-Ende Restriktionsschnittstellen (Nhel oder BamHI) angefiigt,
die nicht in der KIAA0592-Sequenz vorhanden waren. Das so erhaltene ca. 4,2 kbp
grofle DNA Fragment enthielt nun den gesamten kodierenden Bereich des KIAA0592-
Gens. Gleichzeitig wire nach Einfiigen des KIAA0592 PCR-Produkts in das
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pCR®2.1Topo Vektorsystem die Moglichkeit gegeben, iiber einen Vedau mit
spezifischen Restriktionsenzymen, die KIAA0592-Sequenz zu isolieren und in die
gewiinschten eukaryotischen Expressionssysteme zu inserieren.

Das Einfiigen des gereinigten PCR-Produkts in das pCR®2.1Topo Vektorsystem
filhrte in mehreren Ansdtzen zum Verlust von kodierenden Bereichen der KIAA0592-
Sequenz. Ebenso verursachte der direkte Restriktionsverdau des PCR-Produkts und
eine  nachfolgende  Inserierung in  die  geschnittenen  eukaryotischen
Expressionsvektoren pcDNA3 und pFRED wiederholt einen Verlust groBerer
Bereiche. Dagegen konnte durch Befreien des PCR-Fragments von iiberhdngenden
Enden (,,polishing®) und nachfolgender Insertion in den pPCR ScriptMAmp SK+
PCR-Klonierungsvektor die komplette KIAA0592-Sequenz erstmals in einen
Klonierungsvektor eingefligt werden. Nach einer vollstindigen Sequenzierung des
inserierten KIAAO0592 stellte sich heraus, dass im Klon #1.4 durch die PCR
Amplifikation Codons verdandert worden waren, was zum Austausch der folgenden
Aminosduren S450—F, T468—A, T1169—A, S1263—G fiihrte. Auf Grund der
extrem schwierigen Klonierung der kompletten KIAA0592-Sequenz wurde der Klon
#1.4 fir die weiteren Experimente eingesetzt.

Das entstandene Plasmid pPCR-60KIAAO0592 verfiigte iiber keine Module zur
Expressionsteuerung. Deshalb wurden die zur Transkription und Translation notigen
Sequenzen in den Vektor im korrekten Kontext zur KIAA0592-Sequenz kloniert. Zur
Regulation der Transkription von KIAAO0592 wurde der friihe Promotor des
Cytomegalovirus (CMV) in Kombination mit einem synthetischen Intron, vor die
kodierende Sequenz des KIAA0592 gesetzt. Als spezifisches Polyadenylierungssignal
wurde die SV40polyA-Sequenz im Anschluss an die KIAA0592-Sequenz in den
Vektor eingefiigt. Beide Bereiche wurden aus dem pBIND-Vektor (Promega)
tibernommen.

Als Alternative zum so etablierten pCMV-60KIAA0592pA wurde der kodierende
Bereich von KIAA0592komplett durch Restriktionsverdau isoliert und im Austausch
gegen das GFP-Reportergen in Expressionsplasmid hGfa-EGFP kloniert. Dieses
Plasmid sollte eine konstitutive Expression von KIAA0592 in GFAP (,,glial fibrillary
acidic protein*)-exprimierenden Zellen erlauben. GFAP ist ein Marker fiir Astrozyten
(Brenner et al., 1994), daher sollte dieser Promotor in U251 MG aktiv sein. Fiir
HEK?293 wurde allerdings auch die Expression von neuronalen Markern beschrieben
(Shaw et al., 2002) und somit kann eine Expression durch den hGfa-Promotor
moglicherwiese auch hier ablaufen.
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4.4.2 Detektion des KIAA0592-Proteins im Western Blot

Die Expressionskonstrukte pCMV-60KIAA0592pA und hGfa-60KIAA0592 wurden
auf ihre Féhigkeit zur Expression von KIAA0592komplett in den Zellinien HEK293
und U251 MG im Western Blot getestet. Die U251 MG Astrozytom-Zelllinie wurde
ausgewihlt, da GFAP in dieser Zelllinie als Astrozyten-spezifisches Protein hoch

exprimiert ist und somit der Promotor hier aktiv sein sollte. Die Zelllinien wurden
jeweils mit folgenden Konstrukten transient transfiziert (Kap. 3.1.):

pCMV-60KIAApA
hGfa-60KIAA
pCsRev-sg143

pEGFP-1
pFRED-Rev1-54Risp 4GFP

M

Zu den Expressionskonstrukten (1 bis 3) und zu dem promotorlosen pEGFP-1 (4)
wurde als Transfektionskontrolle ein 4GFP-Expressionsplasmid (= vier fusionierte
GFP-Doménen) kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet, Zelllysate
hergestellt, die Proteine mittels SDS-PAGE der GroBe nach aufgetrennt und auf eine
Membran iberfithrt. Zur genauen Bestimmung der Grofe der KIAA0592-Proteine
wurde neben dem Rainbow™ Proteinstandard ein 160 kDa groBes Fusionsprotein aus
den 54 N-terminalen Aminosduren von Rev, dem kompletten Risp (170 AS) und 4GFP
mit untersucht. Das Fusionskonstrukt diente ebenso als Positivkontrolle fiir die
verwendeten Risp/KIAA0592-spezifischen und GFP-spezifischen Antikérper und
wurde in HEK293-Zellen exprimiert (5).

Abbildung 4.4.1 zeigt die immunologische Detektion der verschiedenen Proteine auf
der Membran durch Inkubation mit folgenden Antikdrpern. Zur Detektion von Risp
und KIAA0592 wurde der monoklonale Risp-spezifische Antikorper 8A11-1-1 aus der
Ratte verwendet. GFP wurde durch den monoklonalen GFP-spezifischen Antikorper
aus der Maus detektiert und Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH)
durch einen monoklonalen GAPDH-spezifischen Antikorper aus der Maus. Die
Abbildung vergleicht die Proteinexpression in beiden Zelllinien. Es zeigte sich anhand
der GFP-Expression bei einer identischen Menge an verwendetem Protein pro
Laufspur, dass die HEK293-Zelllinie deutlich mehr Protein von den transfizierten
Plasmiden produzierte, als die U251 MG-Linie. Innerhalb jeder Zelllinie zeigte sich
eine vergleichbare Expression von 4GFP nach der Transfektion. Das Fusionskonstrukt
Rev1-54Risp4GFP wird in HEK293-Zellen produziert. Die Antikdrper gegen GFP
zeigten deutliche Abbau- oder Intermedidrbanden, die nicht durch den Risp-
spezifischen Antikdrper erkannt wurden. Die Detektion des endogenen, zum
Grundmetabolismus gehorenden Proteins GAPDH zeigte, dass sich die Gesamtmenge
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an Protein zwischen den einzelnen Proben sowie zwischen den Zelllinien vergleichen
lasst. Die durch einen CMV Promotor getriebene Expression von KIAA0592komplett
(1) konnte in HEK293 und U251 MG deutlich nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.4.1: Detektion des KIAA0592-Proteins. HEK293- und U251 MG-Zellen
exprimieren KIAA0592komplett stark unter der Kontrolle des CMV-Promotors
(transfiziert mit pCMV-60KIAApA in den Spuren 1) oder nur schwach endogenes
KIAA0592 (pCsRev-sgl143 in 3 und pEGFP-1 in 4). Unter der Kontrolle des hGfa-
Promotors (hGfa-60KIAA in 2) wird KIAA0592 in HEK293 nur gering bzw. in U251
MG iiberhaupt nicht exprimiert. Eine kurze Belichtung des Filmes lisst eine genauere
Detektion der starken Banden bei HEK293 zu, eine lange Belichtung ermoglicht die
Detektion der schwachen Banden bei U251 MG. Der Risp/KIAA0592-spezifische
Antikorper und der GFP-Antikorper erkennen das Fusionskonstrukt Rev1-54Risp4GFP
(5). Die Proteinmenge kann anhand der Expression der Glyceraldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH) verglichen werden.
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Es handelt sich bei KIAA0592 um ein ca. 200 kDa groBes Protein. In den Ansétzen 3
und 4 wurde kein KIAA0592-exprimierendes Plasmid transfiziert, also stellt die hier
sichtbare Bande in den Zellen endogen produziertes Protein dar. Die Expression durch
den pCMV-60KIAA0592pA (1) ist deutlich erhoht im Vergleich zu der endogenen
KIAA0592-Expression (3 und 4). Der hGfa-Promotor war in der Lage in HEK293 (3)
die Expression noch iiber dem Stand des endogenen Produktes anzuschalten,
wohingegen in der Astrozytomlinie (3) keine Erhohung erkennbar ist. Das endogene
Produkt ist jeweils erst nach einer langen Expositionszeit (25 min) zu erkennen. Bei
einer kiirzeren Expositionszeit (1 min) war nur ein Produkt in den mit dem exogenen
KIAAO0592-Plasmid transfizierten Ansétzen zu detektieren.

Das Ergebnis des immunologischen Proteinnachweises des exogen und des endogen
produzierten KIAA0592 ist in Abbildung 4.4.2 dargestellt. Um die Spezifitit der
detektierten Banden nachzuweisen wurden die verschiedenen Zelllinien HeLa, U87
MG, U251 MG, U373 MG und Jurkat T-Zellen verwendet. Dabei wurden folgende
Expressionsplasmide verwendet und transient transfiziert:

1. das KIAA0592komplett Expressionskonstrukt (pCMV-60KIAA0592pA (Spuren 1)
2. der promotorlose Kontrollvektor pPCR-60KIAA0592 (Spuren 2),

3. der Kontrollvektor pFRED-Rev1-54Risp4GFP (Spuren 3, als Antikdrperkontrolle)

Die Expression der KIAA0592-Proteine wurde durch einen weiteren monoklonalen
Risp-spezifischen Antikorper 5D3-13211 in drei Zelllinien im Vergleich mit
untransfizierten Zellen (Spur @) untersucht (Abb. 4.4.2).

Nur in U251 MG konnte das von einem exogenen Plasmid kodierte
KIAA0592komplett (Spur 1) detektiert werden. In allen Zelllinien, auBler Jurkat,
konnte mit diesem Risp-spezifischen Antikoérper endogenes KIAA0592-Protein
(Spuren @, 2 und 3) nachgewiesen werden. In den Zelllinien wurde das Rev1-54Risp-
Fusionskonstrukt (Spur 3) ebenfalls von dem Antikorper detektiert. In Jurkat T-Zellen
konnte kein, von einem transfizierten Plasmid exprimiertes, Protein nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu lieB3 sich das endogene KIAA0592 zeigen. Diese Jurkat-T-
Zelllinie war die urspriingliche Quelle der cDNA-Bank, in welcher die Risp-Sequenz
identifiziert wurde.
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Abbildung 4.4.2: Expression von KIAA0592 im Vergleich verschiedener Zelllinien. Die
Zellen wurden mit pCMV-60KIAA0592 (1), pPCR-60KIAA0592 (2), pFREDRevl-
54Risp4GFP (3) transfiziert. PFRED-4GFP wurde separat transfiziert (0) oder
kotransfiziert (1 und 2). Die Detektion des exogenen Proteins der KIAA0592komplett
c¢DNA (1) konnte nur in U251 MG anhand der Expressionsstirke unterschieden werden.
Die Expression eines endogenen etwa 200 kDa groflen KIAA0592 (0, 2 und 3) wurde
durch den Risp spezifischen Antikorper 5D3-13211 in allen Zellen bestitigt. In allen
Zelllinien, auBler den Jurkat, wurde auch das Fusionsprotein zwischen Rev1-54Risp und
einem 4GFP-Rest durch den Antikorpern erkannt. Ein anti-GFP-Antikorper erkennt
4GFP und das Fusionsprotein (3). In Jurkat T-Zellen konnte kein Produkt eines
transfizierten Plasmids detektiert werden. Es konnte hier nicht zwischen endogenem
und exogenem KIAA0592-Protein unterschieden werden.

4.4.3 Detektion und Lokalisation des KIAA0592-Proteins in
verschiedenen Zelllinien

Nachdem die Expression von KIAA0592komplett durch das Vorhandensein der
Proteine im Zelllysat nachgewiesen wurde, sollte nun die tatséchliche Expression und

Lokalisation des endogenen und des exogenen KIAA0592 in Zellen ermittelt werden.

Die Expression von KIAA0592 in U87 MG-, U251 MG- und HeLa-Zellen, detektiert
durch indirekte Immunfluoreszenz, ist in Abbildung 4.4.3 dargestellt. Als Kontrolle
der Antikorperfarbung diente wiederum ein Risp-Fusionsprotein, welches von dem
Expressionsplasmid clg-Risp kodiert wird. Um unspezifische Bindungen des
sekundéren, fluoreszierenden Antikorpers (Cy3) auszuschlieBen, wurde dieser einzeln
mit den Zellen inkubiert (Antikorperkontrolle). Diese Kontrolle zeigte keinerlei
Fluoreszenz. Das KIAA0592komplett-Protein, welches durch ein exogenes,
transfiziertes Plasmid kodiert wurde konnte in allen drei Zelllinien deutlich
nachgewiesen werden. In U887 MG- (A) und HeLa-Zellen (C) lokalisiert
KIAA0592komplett deutlich akkumulierend im Zytoplasma der Zellen. In den U251
MG-Zellen (B) ist ebenfalls diese Akkumulation zu beobachten. Zum Teil wird
KIAA0592komplett auch im Zellkern erkannt. U87 MG (A) und HeLa-Zellen (B)
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ohne transfiziertes KIAAO0592komplett-Expressionsplasmid zeigten deutlich das
endogene Protein. Die Expression ist, wie nach den Northern und Western Blot Daten
zu erwarten war, allerdings gering. Auffillig war, dass das endogene Protein zwar
ebenfalls, wenn auch nicht so deutlich, im Zytoplasma zu akkumulieren schien, aber
dort zum Teil als punktformige aggregatdhnliche Strukturen vorliegt. Im Gegensatz
dazu ist KIAA0592komplett gleichmdBig im Zytoplasma verteilt. In U251 MG-Zellen
konnte das endogene KIAA0592-Protein nur extrem gering detektiert werden. Der
Antikorper erkennt in allen drei Zelllinien zudem das exprimierte IgGRisp-
Fusionsprotein, das deutlich im Zytoplasma akkumuliert.

Abbildung 4.4.3: (siehe niichste Seite) Detektion des KIAA0592-Proteins durch indirekte
Immunfirbung in verschiedenen Zellen. U87 MG- (A), U251 MG- (B) und HeLa- (C)
Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fiir die Proteine IgG-Risp (cIg-Risp) und
KIAA0592komplett (pCMV-60KIAA0592pA) transient transfiziert. Nach 48 h wurden
die Zellen fixiert, permeabilisiert und eine indirekte Immunhistochemie wurde mit dem
monoklonalen Ratten anti-Risp 8A11-1-1 und einem Cy3-gekoppelten Ziege anti-Ratte
Antikorper durchgefiihrt. Untransfizierte Zellen jeder Linie wurden zur Detektion des
endogenen KIAA0592-Proteins ebenso immunologisch gefirbt und zusitzlich als
Negativkontrolle des sekundiiren Antikorpers alleine verwendet. Von den Zellen wurden
mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop monochrome Bilder des Phasenkontrastes
und der roten Cy3-Fluoreszenz mit den angegebenen Belichtungszeiten t., (32x
Objektiv) erstellt.
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4.5 Identifizierung von requlatorischen Sequenzen des KIAA0592-
Gens

4.5.1 In silico Analyse der genomischen Regionen angrenzend an das
KIAA0592-Gen auf transkriptionell requlatorische Elemente

Computergestiitzte Promotoranalysen konnen eingesetzt werden, um bekannte
Sequenzen auf das Vorkommen von transkriptionell regulatorischen Bereichen zu
untersuchen. Die genomische Sequenz stromaufwirts des Leserahmens von
KIAA0592 des Chromosoms 10 (Abb. 4.2.1) wurde auf ihre potenziell regulatorischen
Eigenschaften untersucht.

Teilbereich des ‘ >
Contigs NT_033898

- Primértranskripte S'UTR

: Auszug der Kartierten @:E Kartierter Promotor
Bereiche Bereich

> Transkriptionsstarts : Promotorvorhersage 100 bps

Abbildung 4.5.1: Annotierte Promotorbereiche (gelb) direkt angrenzend an den fiir
KIAA0592 kodierenden Bereich. Der gezeigte Teilbereich des Contigs NT 033898 ist
122,3 kbp grofl und liegt zwischen den Basenpaaren 327097 und 449421 des Contigs.
KIAA0592 Kkartiert mit seinen Exons auf einen 65,6 kbp groflen Bereich des Fragments
(Abb. 4.2.1). Mehrere experimentell durch Oligo-Capping ermittelte Promotoren bzw.
Transkriptionsstarts iiberschneiden sich mit den ersten zwei Exons der kartierten
KIAA0592 Sequenz. Ein regulatorischer Bereich in Gegenstrangrichtung (-) gehort zu
den Transkripten (braun; AKO056375, XM 171384). Ein KIAA0592 zuzuordnender
Promotorbereich in Strangorientierung wurde fiir die Transkripte (braun; AK001686,
XM 051956 und AKO001545) ermittelt. Die KIAA0592-Exons (orange: AB011164 oder
KIAA0592komplett +57bp ) liegen vor dem annotierten Transkriptionsstart fiir
AKO001686, decken sich mit der UTR eines weiterer Transkriptes (XM _051956) oder
beginnen auflerhalb  jeder = Annotation. Ein  vorhergesagter = Promotor
(PromoterInspector, roter Rahmen) liegt deutlich iiberlappend mit dem zweiten
Exon/Intron-Bereich.
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Die Untersuchungen wurden mit der ElDorado Software durchgefiihrt. In der
Abbildung 4.5.1 ist der untersuchte Bereich graphisch dargestellt. Die Lokalisation der
Promotorbereiche (gelb) sind in Bezug zu den annotierten Primértranskripten (braun),
den Transkriptionsstartstellen (TSS) und den kartierten ersten zwei Exons des 5’
Endes der KIAA0592-cDNA bzw. der KIAA0592komplett-Sequenz gezeigt. Zwei
tiberlappende Promotorbereiche in jeweils entgegengesetzten Strangorientierungen
konnten identifiziert werden. Der Bereich, welcher der KIAA(0592-Orientierung
entspricht, tiberlappt mit dem ersten Exon der cDNA. FEine durch den
PromoterInspector  vorausgesagte Region {berlappt mit dem annotierten
Promotorbereich, liegt jedoch innerhalb der Transkripte nach dem Transkriptionsstart
(TSS) und kann somit weder fiir die hier annotierten Gene noch fiir KIAA0592 eine
Rolle spielen. Dies zeigte, dass in silico Analysen Vorhersagen darstellen, welche in
vivo verifiziert werden miissen und eine endgiiltige Zuordnung eines Promotors zu
einem Gen erst danach erfolgen kann.

Tabelle 4.5.1 gibt detailliert die Lage und den Zusammenhang der in Abbildung 4.5.1
gezeigten Transkripte und der Promotorbereiche wieder. Hierbei ist in den ersten zwei
Spalten der Bereich auf dem extrahierten Fragment des Contigs angegeben, in der
dritten Spalte Lénge des Elements und die Strangorientierung, in der vierten die
funktionale Eigenschaft, in der flinften die Namen der zugehorigen Bereiche oder
Transkripte und in der letzen die Uberschneidung der untersuchten Sequenzen mit
umliegenden Bereichen. Gelb unterlegt sind wiederum die durch ,,0Oligo-Capping*
verifizierten genassoziierten Promotoren, rot die ermittelten Transkriptionsstartstellen
(TSS), grin ein 5" nicht translatierter Bereich (UTR) und braun die annotierten
Transkripte. Dazu ist noch der durch das Programm PromoterInspector vorausgesagte
Promotor angegeben. Es wurden zwei mogliche genassoziierte Promotoren in positiver
Orientierung in Leserichtung vor dem KIAA0592-Gen identifiziert. Einer dieser
Promotoren ist direkt experimentell dem AKO001686 zugeordnet, der andere dem
Transkript XM 051956. Die Voraussage des PromoterInspectors liegt deutlich im
Transkript von KIAA0592 und {tberschneidet sich mit dessen zweiten Exon und
Intron. Wie in Kapitel 4.2.1 dargelegt, entspricht die KIAA0592-cDNA der
genomischen Organisation von AK001686 und XM _051956. Die KIAA0592-cDNA
(AB011164) und das Transkript des XM 051956 beginnen dabei identisch. AK001686
ist 15 bp weiter stromabwirts annotiert, die potenzielle verldngerte Sequenz von
KIAA0592komplett beginnt 57 bp stromaufwirts. Im weiteren Bereich stromaufwérts
sind drei durch ,,0ligo-Capping* verifizierte Promotorbereiche annotiert.

Nachdem die Sequenzen stromaufwérts von KIAA0592 auf annotierte
Promotorsequenzen untersucht wurden, sollte das Vorhandensein und die
Zusammensetzung von annotierten regulatorisch wirksamen Modulen in diesem
Bereich untersucht werden.
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Von Bis Lange Eigenschaft Name Uberschneidungen
Basis: ,Oligo capped"
Assoziiertes AKO01686,
Transkript 100 bp Uberschneidung 5'
51241 51841 601 bp genassoziierter XM_051956 Ende AKOO'1686.
+ Promotor experimentell Uberschneidung Exon 1
Verifiziert | |AK001686.
Uberschneidung mit Exon 1
KIAA0592
Basis: ,Oligo capped"
. AKO001686,
A_I§rsaonzs||kerri‘tpets 100 bp Uberschneidung 5'
601 bp genassoziierter Ende AK001686.
>1241)) 51841 + Promotor e?ﬁ?‘?nigr?’fell Uberschneidung Exon 1
Verifiziert | |AK001686.
Uberschneidung mit Exon 1
KIAA0592
Assoziiertes [Basis: ,Oligo capped"
- Transkript AK056375, 100 bp
51522 52122 60(1_)bp ge“:r?n‘:z't's:ter AKO056375 |[Uberschneidung 5' Ende
experimentell |AK056375.
verifiziert
1 bp ,Oligo_capped"
51622| 51622 ) AK056375, 1
Hypothetisches Protein
65596 bp : XM_051959
51726|(117321 + Haupttranskript XM_051956 e L e LTt
KIAA0592

99 bp Uberschneidung mit Exon 1

Komplette mRNA durch

65581 bp . ,Oligo capping"™ Methode
51741/{117321 + Haupttranskript AK001686 e L DTl e
KIAA0592
,Oligo_capped"
1 bp AK001686_1
S e + Uberschneidung mit Exon 1

KIAA0592

196 bp Uberschneidung 5'
Ende AK001686.
Uberschneidung Exon 2

51965/ 52160 196 bp PromoterInspector

n/a Voraussage U0 AK001686.

Uberschneidung mit Exon 2
KIAA0592

Tabelle 4.5.1:Detaillierte Annotationen der Sequenzen stromaufwiirts angrenzend und
iiberlappend an das KIAA0592-Gen (Contig NT 033898 (+) von Chromosom 10). Das
untersuchte Teilstiick des Contigs enthilt 122,3 kbp. Unterschieden wurde nach
experimentell durch ,Oligo-Capping® verifizierten Promotoren (gelb), und
Transkriptionsstarts (TSS, rot), Promotorvorhersagen (PromoterInspector) und
Primértranskripten (braun). Die Promotoren fiir AK001686 und XM _ 051956 sind
identisch. Das Haupttranskript von XM 051956 ist 5" identisch mit KIAA0592 (beide
starten bei 51726 bp). Ein zugehoriger TSS ist nicht ermittelt, der zu AKO001686
gehorige TSS (51741 bp) liegt schon im KIAA0592-Transkript. Uberlappend mit dem
KIAA0592- und dem XM_051956-Transkript in Gegenstrangorientierung liegt ein
weiterer Promotorbereich.
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Diese Module basieren auf Ahnlichkeiten in den Bestandteilen (TF-Bindungsstellen)
auf Sequenzebene. Die Suche nach Promotormodulen, welche einen Hinweis auf die
Eigenschaften der regulatorischen KIAA0592-Sequenzen geben konnten, ergaben die
in Tabelle 4.5.2 beschriebenen Kandidaten.

A. Modul: AP1F_CEBP_01 (675 - 641 in - Strangrichtung) Modelbewertung = 96.1 %

Matrixelement Positi " S Core sim. [Mat sim. Abstand zum
Modelelement S e equenz néchsten Element
VSAPIF/AP1.02 62; . |+ [TCGGCTGACTGCAACCTTGGT | 1.000 || 0961 15 bp
VSCEBP/CEBPB.01 6;‘519' + || GGAGTGGTGCAATCTCGGC || 1.000 || 0.961

B. Modul: GATA_HNF1 01 (1766 - 1794 in + Strangrichtung) Modelbewertung = 91.1 %

Matrixelement Position |4/~ Sequenz Core sim. |Mat. sim. | Abstand zum néichsten
Modelelement qu Element
VSGATA/GATAL.02 11776768' +| TTGGGATAATCAG | 1.000 | 0.992 14 bp
VSHNF1/HNF1.01 1177798 . |+ [GGTTATTTAATGAGGTG | 1.000 | 0829

C. Modul: FKHD_FKHD 01 (1162 - 1110 in - Strangrichtung) Modelbewertung = 90.9 %

Matrixelement Position | +/- Sequen Core sim. |Mat. sim. Abstand zum
Modelelement quenz nachsten Element
VSFKHD/FREAC7.01 lllfgz' + |TTAGGATAAATACATAA | 1.000 | 0.933 36 bp

0= ) ATCATTTAAATATCAGT | 1.000 | 0.884

V$FKHD/XFD1.01 1126 (

D. Modul: CREB_ NFAT NFAT 01 (947 - 993 in + Strangrichtung) Modelbewertung = 85.6 %

Matrixelement Position |/ S Core sim. |Mat. sim. Abstand zum

Modelelement e equenz niichsten Element
VSCREB/E4BP4.01 9;‘677' + |CTAATCATAAGTAAGTTACTT | 1.000 | 0.794 12 bp
VSNFAT/NFAT.01 996;‘ ;o AAAGGAGAAGT 0.764 | 0.819 19 bp
VSNFAT/NFAT.01 9;33' ) TGAGGAAACTG 1.000 | 0.957

Tabelle 4.5.2.: Ermittelte Promotormodule (Modellnspector, Genomatix) in den 2650 bp
stromaufwirts der Kkartierten genomischen KIAA0592-Sequenz einschlieBlich der
annotierten Sequenzen der Promotoren von AK001686 und XM_051956. Die Tabelle
listet die Module nach der Modelbewertung auf. Zwei Module sind in Strang- (B, D) und
zwei in Gegenstrangorientierung (A, C) beschrieben. Die Positionen sind bezogen auf
einen 2650bp groflen untersuchten Bereich vor der Kkartierten KIAA0592-Sequenz.
Modul B beginnt somit 844 bp vor dem ersten kartierten KIAA0592-Exon, Modul D
1703 bp davor.
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Es konnten vier Module identifiziert werden. Modul A besteht aus zwei TF-
Bindungsstellen und wurde beschrieben durch die Abhéngigkeit des Promotors des
,human scavenger receptors® (SR-A) von den Faktoren AP-1/c-Jun und C/EBPbeta
(Mietus-Snyder, Glass, and Pitas, 1998). Das Modul kommt statistisch 0,5 mal pro 10*
bp der menschlichen DNA-Sequenz vor. Modul B besteht ebenfalls aus zwei TF-
Bindungsstellen. Das Modul ist Teil des Promotors der menschlichen Lactase-
Phlorizin-Hydrolase (Krasinski et al., 2001) und tridgt zu dessen Aktivierung bei. Das
Modul kommt statistisch 0,7 mal pro 10° bp der menschlichen DNA-Sequenz vor. Das
Modul C besteht aus zwei identischen Bindungsstellen und ist an der Transkription des
murinen, Hepatocyten-spezifischen Praalbumingens beteiligt (Costa and Grayson,
1991). Das Modul kommt statistisch 0,8 mal pro 10" bp der menschlichen DNA-
Sequenz vor. Das Modul 1D besteht aus drei TF-Bindungsstellen und ist an der
synergistischen Aktivierung des menschlichen TNF-alpha Gens durch hohe NFAT-
Konzentrationen beteiligt (Falvo et al., 2000). Das Modul kommt statistisch 0,3 mal
pro 10" bp der menschlichen DNA-Sequenz vor.

Die in silico Analysen der stromaufwirts-Sequenz von KIAA0592 zeigten, dass es
sich dabei um regulatorisch wirksame Bereiche (Promotoren) mit beschriebenen
Promotormodulen handelt. Zwei Sequenzabschnitte, welche diese identifizierten
Bereiche enthielten oder dariiber hinaus gingen, wurden weiter funktionell untersucht.
Das Adenin des ersten ATG-Codons von KIAA0592komplett (Abb. 4.1.2) wurde als
Nukleotid +1 definiert.

Anhand der in silico Analyse wurden fiir weitere Experimente die genomischen
Bereiche vor der KIAA0592komplett-Sequenz ausgewéhlt, welche A) die Basenpaare
—1 bis =950 und B) die Paare —1 bis —2650 reprasentieren.

4.5.2 In vivo Charakterisierung der Promotoreigenschaften der potenziell
requlatorischen Sequenzen von KIAA0592

Um die Eigenschaften der potenziell regulatorischen Sequenzen von KIAA0592 zu
untersuchen, wurden in vivo Studien zur Promotoraktivitit durchgefiihrt. Zwei
genomische Sequenzstiicke stromaufwérts des ersten ATG-Codons von KIAA0592
(Abb. 4.1.2), welche die in silico als mogliche Promotoren identifizierten Bereiche
enthielten, wurden durch PCR amplifiziert. Hierzu wurden spezifische Primer
verwendet (Kap. 2.5.6). Abbildung 4.5.2 stellt schematisch die Primerbindungsstellen
und damit die GroBen der erhaltenen Fragmente in Bezug zu dem annotierten
Promotorbereich (gelb), der 5° UTR von XM 051956 (griin) und des TSS des
AKO01686-Transkriptes (rot) dar.
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Abbildung 4.5.2: In vivo untersuchte Promotorbereiche. Ubersicht der amplifizierten
genomischen Sequenzen vor dem zu KIAA0592komplett (57 bp) kartierten Bereich
(orange). Die Pfeile markieren die Grenzen (Primerbindungsstellen) der PCR-
amplifizierten Sequenzen. Gelb ist der annotierte Promotorbereich, griin die S"UTR von
XM 051956 und rot die TSS des AK01686-Transkriptes dargestellt.

Als Matrizen fiir die Amplifikationen wurden das BAC RP11-324H6 und genomische
DNA, die aus U87 MG-Zellen pripariert wurde, benutzt. Die Verwendung zweier
unterschiedlicher Matrizen sollte vermeiden, dass eine artifizielle, nur im BAC
vorhandene Sequenz bearbeitet wird. Die PCR-Amplifikationen ergaben spezifische
DNA-Stiicke der zu erwartenden Groflen von 950 und 2650 bp. Ein Sequenzvergleich
der Fragmente der unterschiedlichen Quellen zeigte, dass die Sequenz des BAC
identisch zur genomischen Sequenz von U87 MG ist. Die im folgenden beschriebenen
Experimente wurden mit den aus U87 MG amplifizierten Genomsequenzen
durchgefiihrt.

Untersuchungen der zelluldiren Expression von KIAA0592 auf mRNA- (Abb. 4.3.4)
und Proteinebene (Abb. 4.4.1-2-3) hatten eine schwache Expression gezeigt, die
eventuell auf eine geringe Promotoraktivitdt schlieBen ldsst. Deshalb wurde als
Vergleichspromotor die LTR-Sequenz des endogenen Retrovirus 3 (ERV3)
ausgewahlt, fiir die eine deutliche, jedoch schwache Promotoraktivitit gezeigt werden
konnte (Frech, Danescu-Mayer, and Werner, 1997).

Als Basisaktivitdit des promotorlosen Plasmids wurden bei der niedrigsten
transfizierten Plasmidmenge (125 ng) 316 RLU/sxmg und bis zu 1831 RLU/sxmg bei
der hochsten transfizierten Plasmidmenge (4000 ng) gemessen. Die einzelnen Werte
sind in der Abbildung 4.5.3 dargestellt. Die gemesse Aktivitit steigt mit der Menge an
transfizierten promotorlosen Plasmids proportional an. Der Anstieg zeigt den direkten
Zusammenhang zwischen der Menge des Luciferaseplasmids und der im Test
nachgewiesenen Menge an Luciferase. Mehr Plasmid mit einer gewissen Basisaktivitit
sorgte fiir eine groBere Menge an Luciferase-Protein in den Zellen, dessen
enzymatische Aktivitit quantitativ gemessen werden konnte. In den Versuchen mit
einer Promotoraktivitit lagen die Werte, wie im Folgenden beschrieben in Bereichen
des 10 bis 1000fachem dieser Basisaktivitét.
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Alle weiteren Versuche im Rahmen dieser Experimente wurden mit ebenso
ansteigenden Mengen an Plasmid durchgefiihrt. Unspezifische experimentelle
Einfliisse sollte diese Abhéngigkeit nicht zeigen und so konnten die jeweiligen Effekte
auf das Reporterplasmid zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 4.5.3: Basisexpression des Luciferasereporters des pBL-Vektors ohne
zusitzliche Promotorsequenzen. Die Balken stellen jeweils den Mittelwert aus zwei
Messungen dar. Die Aktivitit wurde aus den relativen Lichteinheiten (RLU) pro
Sekunde pro mg des Gesamtproteingehalts der jeweiligen Probe ermittelt. Es wurden
steigende Mengen an pBL-Plasmid (0,125 bis 4,0 pg) in U87 MG-Zellen transfiziert (1 pg
Plasmid entspricht dabei 0,275 pmol).

Zur Analyse der Aktivitidt der C-Typ LTR des ERV3 wurden ansteigende Mengen der
Luciferase-Reporterplasmide mit der LTR-Sequenz in vorwirts (+) Strangorientierung
und in inverser (-) Strangorientierung in U87 MG-Zellen transfiziert. Es zeigte sich,
dass die ERV3 LTR die Luciferaseexpression in U87 MG deutlich aktiviert. Schon mit
geringen Mengen an Plasmid werden hohe Aktivititswerte (155944 RLU/sxmg)
gemessen. Auch die ERV3 LTR in inverser Orientierung bewirkte eine deutliche,
jedoch geringere Aktivierung der Luciferasetranskription in U87 MG-Zellen. Die
relativen Luciferaseaktivititen fiir die verschiedenen Plasmidmengen sind in der
Abbildung 4.5.4 dargestellt. Der Vergleich der relativen Luciferaseaktivitit der ERV3
LTR in korrekter Orientierung mit der in inverser Orientierung zeigte eine 6-16fache
Erhohung. Wird die relative Luciferaseaktivitit von der LTR dagegen mit der Aktivitét
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des promotorlosen Leervektors pBL verglichen, ergab sich eine deutlichere Erh6hung
auf das iiber 2600fache (Tabelle 4.5.3).
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Abbildung 4.5.4: Promotoraktivitit der C-Typ LTR des humanen endogenen Retrovirus
3 (ERV3) ermittelt durch die Expression des Luciferasereporters. Gezeigt sind die
Mittelwerte der Aktivitit von drei unabhingigen Experimenten des in vorwirts (+) und
inverser (-) Orientierung vor dem Reportergen angeordneten Promotorbereichs in U87
MG-Zellen (1 pg Plasmid entspricht dabei 0,247 pmol).

125ng 250ng 500ng 1ug 2ug
A. pL3-vorwarts/ | o, 854 1037 1487 2639
pBL
B. pL3-invers/ 80 53 112 178 314
pBL
C. pL3-yorwartsI 5 16 9 8 8
pL3-invers

Tabelle 4.5.3: Relative Promotoraktivititen der LTR des endogenen Retrovirus 3 im
Vergleich mit den Kontrollen. Dargestellt ist die jeweilige Aktivitit beider
Orientierungen im Vergleich mit der mittleren Aktivitit des Leervektors zur Detektion
eines generell regulatorischen Effektes (A,B) und der Quotient der Aktivitit des
Promotorstiickes und des inversen Stiickes. Dieser Quotient (C) sollte eine
orientierungsabhingige Aktivitit der Promotorsequenz ermitteln. Die Werte sind auf
ganze Zahlen gerundet. Die ERV3 LTR ist auch in negativer Orientierung zum Teil als
Promotor aktiv (B steigt genauso wie A und der Quotient C ist gleichbleibend).
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Um die Promotoraktivitit des 950 bp groBen Sequenzbereiches stromaufwirts des
KIAA0592-Gens zu untersuchen, wurden ansteigende Mengen (125 ng bis 2 pg) des
Luciferase-Reporterplasmids mit der Sequenz in korrekter (pL9-Risp) und in inverser
(pL9G-Psir) Orientierung in U87 MG-Zellen transfiziert. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 4.5.5 dargestellt. Das 950 bp groBBe Sequenzstiick in korrekter Orientierung
fiihrte zu einer verstiarkten Expression der Luciferase (10302-242229 RLU/sxmg).
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Abbildung 4.5.5: Ermittelte Promotoraktivitit der 950 bp groflen DNA-Sequenz
stromaufwirts des KIAA0592-Gens (auf Chromosom 10) durch die Expression des
Luciferasereporters. Der Bereich enthilt die annotierten Promotorsequenzen (s. Tab.
4.5.1) und das Promotormodul GATA HNF1 01 (s. Tab. 4.5.2B). Gezeigt sind die
Mittelwerte der Aktivitit von drei unabhingigen Experimenten des in positiver (Risp)
und negativer (Psir) Orientierung vor dem Reportergen angeordneten 950 bp groflen
Sequenzbereiches (1 pg Plasmid entspricht dabei 0,235 pmol).

Die Expression war sowohl im Vergleich mit dem Leervektor (33-181fach) als auch
mit dem Gegenstrangkonstrukt pL9-Psir (29-94fach) deutlich erhoht (Tab. 4.5.4). Die
950  bp stromaufwiérts des  KIAA0592-Gens  besitzen  demzufolge
Promotoreigenschaften. Ein Vergleich mit der Transkriptionsaktivitit der ERV3 LTR
bezogen auf die Basisaktivitit von pBL zeigte, dass die Promotorstirke des 950 bp
groflen Bereiches zwischen 14 und 20fach geringer ist.
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125ng 250ng 500ng 1ug 2ug

A. pL9-Risp/ 33 26 62 64 181
pBL

B. glé?_-PSir/ 1 1 1 1 2

C. gtgs'sslfl 29 36 57 82 94

Tabelle 4.5.4: Relative Promotoraktivitit des 950 bp grofien untersuchten Bereiches im
Vergleich mit den Kontrollen. Dargestellt ist die jeweilige Aktivitit (gerundet) beider
Orientierungen im Vergleich mit der mittleren Aktivitit des Leervektors zur Detektion
eines generell regulatorischen Effektes der Sequenz in positiver Orientierung (A, B) und
der Quotient (gerundet) der Aktivitit des Promotors und der inversen Sequenz (C) zur
Verdeutlichung eines orientierungsabhiangigen Effektes (B bleibt gleich und C steigt an).

Um  festzustellen, ob noch  weitere  Sequenzen  stromaufwérts  zur
Transkriptionsaktivierung beitragen, wurde der getestete Bereich auf 2650 bp
ausgeweitet. Hierzu wurden ansteigende Mengen des Luciferase-Reporterplasmids mit
der Sequenz in korrekter (pL2-Risp) und in inverser (pL2G-Psir) Orientierung in U87
MG-Zellen transfiziert. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.5.6 dargestellt.
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Abbildung 4.5.6: Ermittelte Promotoraktivitit der 2650 bp grofien DNA-Sequenz
stromaufwirts des KIAA0592-Gens (auf Chromosom 10) durch die Expression des
Luciferasereporters. Der Bereich enthiilt die annotierten Promotorsequenzen und alle
ermittelten Promotormodule (Tab. 4.5.1 u 2 A-D). Gezeigt sind die Mittelwerte der
Aktivitit von drei unabhingigen Experimenten des in positiver (Risp) und negativer
(Psir) Orientierung vor dem Reportergen angeordneten 2650 bp groflen
Sequenzbereiches (1 pg Plasmid entspricht dabei 0,187 pmol).
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Das 2650bp grof3e Sequenzstiick filihrte zu einer verstirkten Expression der Luciferase
(5312-85654 RLU/sxmg). Die Expression war sowohl im Vergleich mit dem
Leervektor (17-64fach) als auch mit dem inversen Konstrukt (8-40fach) deutlich
erhoht (Tab. 4.5.5). Ein Vergleich mit dem Effekt des 950 bp groBen Sequenzstiickes
zeigte eine reduzierte Luciferaseexpression durch den 2650 bp groflen Bereich. Durch
die zusétzlichen 1700 bp wurde keine Steigerung, sondern eine bis zu 3fach geringere
Aktivitit erzielt.

125ng 250ng 500ng 1ug 2ug
A gléf_'RiSPI 17 24 66 51 64
B gléi-Psir/ 2 2 2 2 2
c gtgs'sslfl 8 13 40 33 40

Tabelle 4.5.5: Relative Promotoraktivititen des 2650 bp groflen untersuchten Bereiches
im Vergleich mit den Kontrollen. Dargestellt ist die jeweilige Aktivitit beider
Orientierungen im Vergleich mit der mittleren Aktivitit des Leervektors zur Detektion
eines generell regulatorischen Effektes der Sequenz in positiver Orientierung (A,B) und
der Quotient der Aktivitit des Promotorstiickes und des inversen Stiickes zur
Verdeutlichung eines orientierungsabhingigen Effektes (B bleibt gleich und C steigt an).
Die Werte sind auf ganze Zahlen gerundet.

Die deutlichste Promotoraktivitit liegt demzufolge in einem 950 bp groflen Bereich
stromaufwérts des KIAAO0592-Gens, in dem fiir andere Transkripte auch schon
Promotormodule annotiert sind.

4.6 Charakterisierunq der Rev-Bindung von Risp im Hefesystem

Die C-terminalen 171 Aminosduren von KIAA0592 entsprechen der Sequenz von
Risp, welche urspriinglich im Hefe 2Hybridsystem identifiziert wurde. Dem gesamten
KIAA0592-Protein ist bisher keine biologische oder molekulare Funktion zugewiesen
worden. Fiir Risp allerdings gibt es erste Hinweise fiir ein intrazelluldres Verhalten,
welches moglicherweise auf eine Funktion von Risp als Doméne von KIAA0592
tibertragen werden kann. Aus diesem Grund und durch die erschwerte Herstellung von
KIAA0592-Expressionsvektoren wurden in der vorliegenden Arbeit funktionale
Untersuchungen mit Risp durchgefiihrt.
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4.6.1 Interaktionen im Hefe 2-Hybridsystem

Der Hefestamm EGY48 wurde, wie unter Kapitel 3.2.9.2 beschrieben, mit den beiden
Reportergenkonstrukten sowie den die jeweiligen auf Interaktion hin zu
untersuchenden Proteine kodierenden Plasmiden transformiert. Einer genaueren
Untersuchung wurden die in Tabelle 4.6.1 dargestellten Plasmidpaare unterzogen.

LexA Risp fusioniert mit Rev fusioniert mit
Bindungsdomiane | Aktivierungsdomine | Aktivierungsdomiine
fusioniert mit LacZ -LEU LacZ -LEU

Screen | Selektion | Screen | Selektion
pcRev wt - ot -+ o+
pcRevM4 - -+ -+ H+
pcRevMS _ _ _ _
pcRevSLT40 _ _ _ _
pBsRev wt - e ++ et
szReleObl _ RS ++ 4+

+++ > 500

++  100-500

- <10 positive Kolonien

Tabelle 4.6.1: Interaktionen von Risp und Rev im Hefe 2-Hybridsystem im Vergleich
zur Rev:Rev-Proteinbindung. Eine Selektion von positiven Kolonien wurde auf
leucindefizienten Platten nach der Fahigkeit des Wachstums und auf LacZ-Platten nach
der blauen Farbe durchgefiihrt. Die positiven Kolonien wurden auf zwei
Selektionsplatten ausgezihlt und gemittelt. Die Interaktionen wurden nach der Anzahl
der positiven Kolonien in verschiedene Stufen - von negative (-) bis stark (+++) —
eingeteilt.

Dabei wurde das Interaktionsvermdgen von Risp mit dem Wildtyp-(wt) HIV-1 Rev
und verschiedenen Mutanten von Rev analysiert. Die Rev-Ausgangssequenz basierte
dabei entweder auf den Sequenzen von HXB3-Rev oder auf Sequenzen des
synthetischen HXB2-sRev. Die mutierten Rev-Varianten M4, M5 und SLT40 wurden
auf der Basis von HXB3-Rev, die M10bl Mutante auf der Basis von sRev etabliert. Es
zeigte sich, dass die Fahigkeit des Wachstums auf leucindefizienten Platten durch eine
Proteininteraktion und die dadurch vermittelte Expression des Reportergens eine
spezifischere Detektion erlaubte als die LacZ-Farbselektion. Als Zeichen fiir eine
Interaktion wurde eine Kolonienzahl pro Platte von mehr als 100 festgelegt. Die durch
das gleiche Prinzip der Reporteraktivierung durch Proteinbindung bewirkte
Blaufiarbung der Hefe-Kolonien blieb zum Teil unter der Detektionsgrenze. Somit
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wurde dieses LacZ-Reportersystem als verifizierend, aber nicht allein ausreichend
betrachtet. Eine Anlagerung von Rev an sich selbst, an die Rev-Mutante M4 in der
Multimerisierungsdoméne I (Thomas et al., 1998) oder an die M10bl Mutante der
Aktivierungsdoméne (Stauber, Gaitanaris, and Pavlakis, 1995) bewirkte eine positive
Reporterantwort in beiden Systemen. Eine Interaktion von Risp mit Rev oder den Rev-
Mutanten M4 und M10bl konnte durch das leucinunabhingige Wachstum identifiziert
werden. Weder Rev noch Risp sind in der Lage, Rev mit der Mutation SLT40 in der
Multimerisierungsdoméne II (Thomas et al., 1998) oder der M5 Mutation in der
NLS/RNA-Bindungsdoméne (Malim et al., 1989) zu binden.

Es konnte gezeigt werden, dass Risp in diesem Hefesystem mit dem wildtypischen
Rev interagiert. Bestimmte Motive von Rev scheinen dabei essentiell zu sein, da
Mutationen in diesen Bereichen (M5, SLT40) diese Bindung ausschlief3en.

4.7 Charakterisierunq der Rev-bindenden Eigenschaften von Risp
in Sdugerzellen

4.7.1 Expression der Rev- und Risp-Fusionsproteine zum Einsatz im
Sauger 2-Hybridsystem

Durch Versuche im Hefesystem war Risp als neuer Interaktionspartner von HIV-1 Rev
identifiziert worden. Bei Risp handelt es sich um ein menschliches Protein und
Hefezellen stellen ein artifizielles System dar. Darum wurde mittels eines Sduger 2-
Hybridsystems (Promega) die Interaktionen von HIV-1 Rev und Risp in menschlichen

Zellen untersucht.

Abbildung 4.7.1: Schematische Darstellung der Fusionsproteine etabliert fiir den
Einsatz im Checkmate™ Sauger 2-Hybridsystem. Die Groflen der Proteinanteile von
Gal4 (weil}), VP16 (blau), Risp (griin) und Rev (grau) sind durch die Nummerierung der
Aminosiuren dargestellt. Die Position der Kernlokalisationssequenz (NLS, orange) von
SV40 und einer aus 8 Aminosiduren bestehenden Verbindungssequenz (L, schwarz) ist
gezeigt.
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Als Zelllinie fiir diese Versuche wurde HEK293 ausgewihlt, da die Zellen dieser Linie
stark stoffwechselaktiv sind und mit hoher Effizienz (>70 %) transient transfiziert
werden konnen.

Es wurden Plasmide konstruiert, welche Risp und Rev als Fusionsproteine mit VP16
und Gal4 exprimieren. Diese Fusionsproteine sind schematisch in Abbildung 4.7.1
dargestellt.

Die VP16-Fusionproteine bestanden hierbei aus den Aminosduren 1-11 von Gal4,
gefolgt von acht Aminosduren der SV40-NLS und den Aminoséuren 411-456 der
Aktivierungsdomdne des Herpes simplex VP16-Proteins, welche iiber ein
Verbindungsstiick aus acht Aminosduren entweder mit den Aminoséuren 2-116 des
HIV-1 Rev oder 2-171 von Risp fusioniert waren. Die Gal4-Fusionsproteine bestanden
aus den Aminosduren 1-147 des Gal4-Proteins, fusioniert iiber eine
Verbindungssequenz aus acht Aminosduren entweder mit den Aminosduren 2-116 des
HIV-1 Rev oder 2-171 von Risp.

4.7.1.1 Nachweis der Proteine im Zelllysat

Zur Kontrolle der Funktion der konstruierten Plasmide wurden die exprimierten
Fusionsproteine immunologisch in Zelllysaten von HEK293-Zellen nachgewiesen.
Hierzu wurden die in Tabelle 4.7.1 gelisteten Plasmide transfiziert.

Plasmid Fusionsprotein | Errechnetes Detektiertes
Molekulargewicht in kD | Molekulargewicht in kD

pBIND-Rev |Gal4-Rev 31 38-40
pBIND-Risp |Gal4-Risp 37 ~42
pACT-Rev |VP16-Rev 21 ~32
pACT-Risp |VP16-Risp 27 38-40
pcRev-sgl143 | RevGFP 40 45-55
pcRisp-sg143 | RispGFP 46 45-55

Tabelle 4.7.1: Kalkulierte (MacVektor) und detektierte (s. Abb. 4.7.3) Groflien der
Fusionskonstrukte des Sauger 2-Hybridsystems von Rev und Risp im Vergleich mit den
Kontrollproteinen RevGFP und RispGFP.

Nach zwei Tagen wurden die Zellen lysiert, die Proteine der Gréfe nach aufgetrennt
und auf Membranen transferiert. Abbildung 4.7.2 zeigt zwei Western Blots, auf denen
mit Risp-spezifischen oder Rev-spezifischen Antikdrpern die Fusionsproteine
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nachgewiesen wurden. Zur Detektion von Rev wurde der monoklonale Rev-
spezifische Antikorper 8A7 aus der Maus verwendet (Abbildung 4.7.3.A). Zur
Detektion von Risp wurde der monoklonale Risp-spezifische Antikorper 5D3-13211
aus der Ratte verwendet (Abbildung 4.7.2.B).

Alle Fusionsproteine konnten nachgewiesen werden. RevGFP und RispGFP zeigten
Hauptbanden bei ca. 50 kDa und zusétzlich kleinere Proteinfragmente. Die im Western
Blot detektierten Groflen der Fusionsproteine lagen bei allen Konstrukten 5-10 kDa
iiber den anhand der Aminosduresequenzen errechneten Grofen (MacVector). Die
erwarteten Groflen der Rev- und Risp-Fusionsproteine sind in Tabelle 4.7.1 Spalte 1
aufgelistet. Die im Western Blot detektierten ProteingroBen sind in Tabelle 4.7.1
Spalte 2 im Vergleich aufgelistet.

Gald Rev/ VP16 Risp
Gald Risp/vP16 Rey

WP16 Rey
W& Risp

Rew GFF
Risp GFF

&
o
-t
I
o

anti-Rev 8A7

Kaleidoscope
Gald Risp
WP16 Rew
YP1& Risp

Gald Rew
| Gald Risp/ VP16 Rew

| Gald ReviWP16 Risp

anti-Risp 5D3-13211

Abbildung 4.7.2: Darstellung der fiir den Gebrauch im Siuger 2-Hybridsystem
geplanten Fusionsproteine. Die Groflen der Proteine konnten anhand des
Proteinstandards (erste Spur) abgelesen werden. Detektiert wurden die Fusionsproteine
von Rev (A) durch den monoklonalen Maus anti-Rev 8A7 Antikorper und von Risp (B)
durch den monoklonalen Ratte anti-Risp 5D3-13211 Antikorper auf einem Western Blot
nach Einzel- oder Kotransfektionen der Expressionsplasmide.
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Die Proteine zeigten im Vergleich untereinander die errechneten relativen
GroBenunterschiede. Die Fusionsproteine mit Rev sind jeweils kleiner als die
entsprechenden Risp-haltigen Proteine und die VP16-Fusionsproteine sind jeweils
kleiner als die mit Gal4. Die Unterschiede zu den errechneten Molekulargewichten
sind durch ein abweichendes Laufverhalten der Fusionsproteinein der SDS-PAGE zu
erkldren. Rev migriert bei einem Molekulargewicht von 13 kDa wie ein etwa 20kDa
groBBes Protein (Neumann, 1993), somit ldsst sich auch das Laufverhalten der Rev-
Fusionsproteine erkldren. Risp zeigte als Fusionsprotein mit GFP (ca. 50 kDa), Gal4
(ca. 45 kDa) oder VP16 (ca. 40 kDa) ein dhnlich abweichendes Laufverhalten im
Vergleich zu den errechneten Molekulargewichten (Tab. 4.7.1). Eine Koexpression der
Fusionskonstrukte Gal4-Rev und VP16-Risp schien zu einer verminderten Expression
beider Proteine zu filhren, was auch auf eine grundsitzlich schlechtere
Transfektionseffizienz zuriickzufiihren sein konnte. Eine Koexpression von Gal4-Risp
und VP16-Rev hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die Expression der einzelnen
Proteine (Abb. 4.7.2.A und B).

4.7.1.2 Nachweis und Detektion der Risp— und Rev-Fusionsproteine in Zellen

durch indirekte Immunfarbung und Fluoreszenz

Die Expression und die Lokalisation der Fusionsproteine des Sauger 2-Hybridsystems
wurde untersucht um zu priifen, ob die Fusionspartner von Risp und Rev deren
Lokalisationseigenschaften beeinflussen. Hierzu wurden HeLa-Zellen transfiziert,
nach 24 Stunden fixiert, permeabilisiert und mit dem Rev-spezifischen 5C6-1-1 oder
dem Risp-spezifischen Antikorper 5D3-13211 (Kap. 3.1.4) aus der Ratte inkubiert. Als
zweite Antikorper wurden Ratten-Immunglobulin-spezifische mit FITC konjugierte
Antikorper verwendet. Als Vergleich fiir die Lokalisation und Expression wurden
Rev- oder RispGFP exprimierende Plasmide ebenfalls in HeLLa-Zellen transfiziert und
die GFP-Fluoreszenz des Fusionsproteins detektiert.

Abbildung 4.7.3 zeigt jeweils ein Phasenkontrastbild und ein Bild der griinen
Fluoreszenz der Fusionsproteine. RevGFP ist deutlich im Nukleus bzw. den Nukleoli
der HeLa-Zellen akkumuliert (A), wohingegen RispGFP im Zytoplasma akkumuliert,
aber ebenfalls im Kern (B) verteilt ist.
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A pcRev-sgld3: Pha ast ] Fluoreszenzbild (GFP
T 3 ot

Fluoreszenzhild (GFP)

Abbildung 4.7.3: Expression und Lokalisation von RevGFP (A) im Vergleich zu
RispGFP (B) in HeLa-Zellen nach Transfektion der Expressionsplasmide. Das Risp-

Fusionsprotein zeigt sich vorwiegend im Zytoplasma, das Rev-Fusionsprotein im Kern
bzw. den Nukleoli (32x Objektiv).

Nach Transfektion mit dem Expressionsplasmid pACT-Rev konnte durch den Rev-
spezifischen Antikorper die Expression von VP16-Rev (Abb. 4.7.4 A) gezeigt werden.
Das VP16-Rev-Protein konnte im Vergleich mit dem RevGFP-Protein ebenso im
Zellkern detektiert werden. Im Gegensatz hierzu konnte die Expression von Gal4-Rev
(Abb. 4.7.4 B) durch das transfizierte Plasmid pBIND-Rev vorwiegend im Zytoplasma
gezeigt werden. Dies steht im Gegensatz zur im selben Experiment mitgefiihrten
RevGFP-Kontrolltransfektion sowie schon publizierten Daten iiber nukledre
Lokalisation von Rev in HeLa-Zellen (Neumann et al., 1995).
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A pACT-Rev: I.-"}_lasenkontrast o  Fluoreszenzbild
Ratte anti-Rev 5C6-1-1 & X

Ziege anti Ratte-IgG- FITC[

B pBIND-Eev: E’hasenkontrast _ - _ Fluoreszenzbild

Fatte anti-Rev 5C6-1-1 P

Ziege anti Ratte-IgG- FITCE
53

Abbildung 4.7.4: Indirekte Immunfirbungen von HeLa-Zellen. Zur Detektion (20x
Objektiv) der Produkte eines transfizierten VP16-Rev-exprimierenden Plasmids (A.
PACT-Rev) oder eines Gal4-Rev-exprimierenden Plasmids (B. pBIND-Rev) wurde die
Antikorperkombination eines monoklonalen Ratte anti-Rev 5C6-1-1 und eines FITC-
gekoppelten Ziege anti-Ratte Antikorpers verwendet.

In Abbildung 4.7.5A ist gezeigt, dass nach einer Transfektion mit pACT-Risp das
Fusionsprotein VP16-Risp durch einen Risp-spezifischen Antikorper vorwiegend
zytoplasmatisch nachgewiesen werden konnte. Es zeigten sich jedoch auch deutliche
Anteile im Kern. Die Expression von Gal4-Risp (Abb. 4.7.5B) konnte ebenfalls
vorwiegend in Zytoplasma gezeigt werden, mit teilweiser Lokalisation im Kern. Die
zusitzliche Sequenz der SV40-NLS zu VP16 oder die Fahigkeit des Gal4-
Proteinanteils an sich zum Import in der Kern (Chan and Kim, 1998) hatten keinen
Kernimporteffekt auf die Lokalisation der Fusionskonstrukte im Vergleich zu GFP-
Fusionsproteinen. Risp blieb auch im Zusammenhang dieser Fusionsproteine im
Zytoplasma akkumuliert, Rev hingegen lokalisierte im Kontext mit Gal4 sogar
ebenfalls zytoplasmatisch, im Kontext mit VP16 im Kern.
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Abbildung 4.7.5: Indirekte Immunfirbungen von HeLa-Zellen. Zur Detektion (20x
Objektiv) der Produkte eines transfizierten VP16-Risp-exprimierenden Plasmids (A.
pACT-Risp) oder eines Gal4-Risp-exprimierenden Plasmids (B. pBIND-Risp) wurde die
Antikorperkombination eines monoklonalen Ratte anti-Risp 5D3-13211 und eines FITC-
gekoppelten Ziege anti-Ratte Antikorpers verwendet.

Um einen moglichen FEinfluss einer Kotransfektion auf die Expression und
Lokalisation der einzelnen Fusionskonstrukte zu  untersuchen, wurden
Expressionsplasmide fiir VP16-Rev und Gal4-Risp oder Gal4-Rev und VP16-Risp
zusammen transfiziert. Die Koexpressionen sind in Abbildung 4.7.6 dargestellt.
Jeweils beide Fusionsproteine von Rev und Risp lieBen sich immunologisch mit dem
Risp-spezifischen Antikdrper 5D3-13211 oder dem Rev-spezifischen Antikorper SC6-
1-1 nachweisen. Dabei zeigten sich keine Verdnderungen in der Stirke der Expression
oder in der Lokalisation. Die Fusionsproteine Gal4-Risp (Abb. 4.7.6A1) und VP16-
Risp (B1) sowie Gal4-Rev (B2) lokalisieren vornehmlich im Zytoplasma, wohingegen
VP16-Rev (Abb. 4.7.6A2) im Kern akkumuliert.
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A. pPACT-Rev und pBIND-Risp: Phasenkontrast Fluoreszenzbild (FITC)

1. Ratte anti-Risp 5D3-13211
Ziege anti Ratte-IgG- FITC

2. Ratte anti-Rev 5C6-1-1
Ziege anti Ratte-IgG- FITC

B. pACT-Risp und pBIND-Rev: Phasenkontrast Fluoreszenzbild (FITC)
1. Ratte anti-Risp 5D3-13211 ' ' :
Ziege anti-Ratte-IgG- FITC

2. Ratte anti-Rev 5C6-1-1
Ziege anti-Ratte-IgG- FITC

Abbildung 4.7.6: Indirekte Immunfirbungen von HeLa-Zellen. Zur Detektion der
Produkte der kotransfizierten VP16-Rev und Gal4-Risp exprimierenden Plasmide (A)
oder der kotransfizierten VP16-Risp und Gal4-Rev exprimierenden Plasmide (B)
wurden folgende Antikorperkombination verwendet: ein monoklonaler Ratte anti-Risp
5D3-13211 (A1 und B1) oder ein monoklonaler Ratte anti-Rev 5C6-1-1 (A2 und B2) und
ein FITC-gekoppelter Ziege anti-Ratte Antikorper.

Die Rev- und Risp-Fusionsproteine des Sdugersystems lieBen sich exprimieren und
ihre intrazelluldre Lokalisation bestimmen. Die Fusionsproteine zeigten nur teilweise
eine  nukledre  Lokalisation. = Ein  Kernlokalisationseffekt  durch  die
Fusionskomponenten des 2-Hybridsystems (VP16, Gal4) konnte nicht gezeigt werden.
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Die Lokalisation der Sduger 2-Hybridfusionsproteine ist in Tabelle 4.7.2

zusammangefasst.
Fusionsprotein: Lokalisation:
VP16-Rev nukledr
Gal4-Rev zytoplasmatisch
VP16-Risp zytoplasmatisch
Gal4-Risp nukleér u. zytoplasmatisch

Tabelle 4.7.2: Zusammenfassung der Lokalisationen der Fusionsproteine des Siuger 2-
Hybridsystems von Risp und Rev.

4.7.2 Funktionsanalysen der Rev-Fusionsproteine des Sauger 2-
Hybridsystems

Um festzustellen, ob die erstellten Fusionsproteine von Rev die RNA-Bindungs- und
RNA-Exporteigenschaften =~ des  unfusionierten =~ Rev  besitzen, = wurden
Funktionsversuche durchgefiihrt. Hierfiir wurde das System der Rev- und Tat-
abhingigen Expression des DsRed Reporterproteins (Wolff, 2003) herangezogen.
HeLaTat-Zellen wurden mit identischen Mengen der Expressionsplasmide fiir
RevGFP, VP16-Rev und Gal4-Rev sowie des Reporterplasmids pLRedINS-R transient
transfiziert. Diese Proteine wurden dadurch auf ihre Rev-spezifische Funktion getestet.
Als Negativkontrolle wurde ein GFP-Expressionsplasmid verwendet. Rev-
Funktionalitit fiihrt zur Expression des rot-fluoreszierenden Reporterproteins.

Zur Kontrolle der Transfektion und zur Detektion der transfizierten Zellen wurden
zusitzlich zu VP16-Rev und Gal4-Rev GFP exprimiert. Es konnte somit in allen
Ansitzen in GFP-exprimierenden Zellen die Expression von DsRed ermittelt werden.
Hierzu wurden an einem inversen Mikroskop Bilder des Phasenkontrastes und der
grimen und der roten Fluoreszenzwellenldngen aufgenommen. Die Ergebnisse der
Rev-Funktionsuntersuchungen sind in Abbildung 4.7.7 gezeigt.

Die Expression von RevGFP (A) fiihrte zu einer effizienten Expression des Rev-
abhingigen DsRed-Reporters. Die GFP-Expression (B) alleine hat keine Bildung des
DsRed-Proteins zur Folge. Die Rev-Fusionsproteine VP16-Rev (C) und Gal4-Rev (D)
waren in der Lage, die Expression des Rev-abhidngigen Reporters zu aktivieren. In
allen Ansidtzen konnte eine vergleichbare Expression von GFP bzw. RevGFP
festgestellt werden. Daraus liel sich schlieBen, dass VP16-Rev und Gal4-Rev in
dhnlichem Male wie RevGFP funktional sind. Dadurch sollte verhindert werden, dass
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eine Interaktion direkt durch das Fehlen der Funktion der Fusionskonstrukte von Rev
begriindet ist.

Fluoreszenzbild (dsRED)
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Abbildung 4.7.7: Nachweis der Funktionalitit der Rev-Fusionsproteine, die im Siuger
2-Hybridsystem verwendet werden. Expression des von funktionalem Rev-abhingigen
DsRed durch Rev-GFP(A) und den Rev-Fusionskonstrukten des Siuger 2-
Hybridsystems VP16-Rev (C) und Gal4-Rev (D) im Vergleich zu GFP (B), das keinen
aktivierenden Einfluss auf die Expression ausiibt. Gezeigt sind die Phasenkontrastbilder
der untersuchten Zellen, die griine Fluoreszenz von RevGFP und GFP (in C und D
kotransfiziert) und die rote Fluoreszenz des exprimierten DsRed.

4.7.3 Interaktion von Rev und Risp im Sauger 2-Hybridsystem

Es wurden HEK293-Zellen mit Expressionsplasmiden transient transfiziert. Um
auszuschlieen, dass weder die VP16 noch die Gal4 Dominen selbst an einen der
Interaktionspartner ~ binden, = wurden  Kontrollversuche = ohne  fusionierte
Interaktionspartner jeweils parallel durchgefiihrt. Nach Auskunft des Herstellers
(Promega) bindet das azide Protein VP16 alleine an basischen Sequenzen. Rev hat
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stark basische Eigenschaften (p[=9,9) und deshalb wire eine Bindung oder Interferenz
mit nur dem VPIl6-Proteinanteil zu erwarten. In Vorversuchen konnten solche
Interferenzen tatséchlich beobachtet werden. Auf Grund dessen und wegen der
ungewdhnlichen zytoplasmatischen Lokalisation des Gal4-Rev-Proteins wurden keine
Versuche mit Gal4-Rev und VP16-Risp als Interaktionspartner durchgefiihrt.

In den Interaktionsexperimenten wurden die Werte der relativen Lichteinheiten pro
Sekunde (RLU/s) 48 h nach der Transfektion ermittelt und standardisiert und auf den
Basiswert der Negativkontrollen bezogen (Kap. 3.3.4). Abbildung 4.7.8 zeigt die
Basisinduktion (= 1x) der Negativkontrollen VP16 und Gal4 und im Vergleich die
Induktion der Positivkontrollen des Systems VP16-MyoD und Gal4-Id. Diese
Positivkontrollen fiihrten zu einer durchschnittlich 300fachen Induktion.

Induktion
g

0

Gal4 + VP16 Gald-Id + VP16-MyoD

Abbildung 4.7.8: Induktion der Luciferaseexpression durch die Interaktion der
Positivkontrollen VP16-MyoD und Gal4-Id im Vergleich zu unfusionierten VP16- und
Gal4-Proteinanteilen als Vergleichsgrofle der Induktion. Der Fehlerbalken gibt den
SEM an.

Zur Bestimmung der Rev-Risp-Interaktion wurden folgende Interaktionspaare
untersucht und verglichen:

e Gal4-Risp mit VP16-Rev
e Gal4-Risp mit VP16
e Gal4 mit VP16-Rev

e VP16 mit Gal4
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Die Ergebnisse der Interaktion von Rev und Risp sind in Abbildung 4.7.9 dargestellt.
Die Anzahl der Versuche (n), der Mittelwert (MW) der Versuche und der
Standardfehler des Mittelwertes (SEM als Fehlerbalken) sind fiir die Interaktionen
angegeben.

Induktion

Risp-Gald+Rev-VP16 erllst:?-aaM';:I:; Gald+Rev-VP16
n 14 7 7
MW 10,87 3,30 1,13
ME 5,00 2,00 1,10
p - 0,025 0,0005

Abbildung 4.7.9: Interaktion von Gal4-Risp und VP16-Rev. Induktion der
Reportergenexpression durch die Interaktion im Siuger 2-Hybridsystem im Vergleich
zu den Kontrollen Gal4-Risp mit VP16 alleine und VP16 Rev mit Gal4 alleine. n stellt
die Anzahl der Versuche dar, MW ist der Mittelwert dieser Versuche (Balken), ME der
Median der Versuche und p die statistische Signifikanz des Unterschieds des
Interaktionspaares VP16-Rev:Gal4-Risp zu den Kontrollen. Der Fehlerbalken gibt den
SEM an.

In 14 Experimenten zeigte sich eine mittlere Induktion der Reporterexpression von
10,87 fiir die Interaktion von Gal4-Risp:VP16-Rev. In jeweils sieben Versuchen zeigte
sich eine mittlere Induktion von 3,30 fiir die Interaktion der Gal4-Risp:VP16-Kontolle
und von 1,13 fiir die Gal4:VP16-Rev-Kontrolle. Zur Analyse der Versuchsergebnisse
wurde der p-Wert nach Mann-Whitney als statistische Signifikanz der Unterschiede
errechnet (Prism fiir Macintosh 2.0). Ein p-Wert unter 0,05 ist ein Zeichen fiir einen
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statistisch signifikanten Unterschied. Die Versuchsergebnisse der Bindung von Gal4-
Risp:VP16-Rev waren mit einem p-Wert von 0,025 gegeniiber der Kontrolle Gal4-
Risp:VP16 und p=0,0005 gegeniiber der Kontrolle Gal4:VP16-Rev als signifikant
einzuordnen. Diese Versuche zeigten, dass zwischen den Fusionsproteinen von Rev
und Risp in dem Séuger 2-Hybridsystem eine Bindung entstand.

Risp bindet in menschlichen HEK293-Zellen an HIV-1 Rev. Durch eine eindeutige
Induktion der Reportergenexpression, welche signifikant hoher als bei den
Kontrollexperimenten lag, konnte dies gezeigt werden.

4.8 Identifizierunqg der Dimerisierungseigenschaften von Risp im
Séduger 2-Hybridsystem

Mit dem Sduger 2-Hybridsystem wurde nach einer moglichen Interaktion von Risp mit
sich selbst, also einer Dimerisierung oder Multimerisierung gesucht. Dazu wurden die
Expressionsplasmide von Gal4-Risp und VP16-Risp und das Luciferase-
Reporterplasmid (pGSluc) transient in HEK293-Zellen transfiziert. Die ermittelten
Induktionen der Interaktionen sind in Abbildung 4.8.1 dargestellt. In sechs Versuchen
wurde fiir die Interaktion Gal4-Risp:VP16-Risp eine mittlere Induktion der
Reporterexpression von 11,98 ermittelt. Im Gegensatz dazu zeigte die Kontrolle Gal4-
Risp:VP16 in sieben Versuchen eine mittlere Induktion von 3,30. Zur Analyse der
Versuchsergebnisse wurde der p-Wert nach Mann-Whitney als Zeichen der
statistischen Signifikanz der Unterschiede errechnet. Die Interaktion von Gal4-
Risp:VP16-Risp zeigte einen p-Wert von 0,035 gegeniiber der Kontrolle Gal4-
Risp:VP16. Die signifikant unterschiedlichen Werte der Probe und der Kontrolle
zeigten, dass sich aus den Risp-Fusionsproteinen in dieser Versuchsanordnung
mindestens ein Dimer bildete.

Die Risp-Aminosduresequenz, welche einen Teil des KIAA0592komplett-Proteins
darstellt, ist in der Lage, mit einem zweiten Risp-Molekiil intermolekular zu
interagieren, also Homomere zu bilden. Falls der dafiir ndtige Bereich nicht durch
Sekundérstrukturen verdeckt wird, ist diese Fahigkeit auch von KIAA0592komplett zu
erwarten.
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Induktion

Risp-Gal4+Risp-VP16 Risp-Gald + VP16

n 6 7
MW 11,98 3,30
ME 6,25 2,00

p - 0,035

Abbildung 4.8.1: Dimerbildung von Gal4-Risp und VP16-Risp. Induktion der
Reportergenexpression durch die Interaktion im Siuger 2-Hybridsystem im Vergleich
mit der Kontrolle Gal4-Risp mit VP16 alleine. n stellt die Anzahl der Versuche dar, MW
ist der Mittelwert dieser Versuche (Balken), ME der Median der Versuche und p die
statistische Signifikanz des Unterschieds des Interaktionspaares VP16-Risp und Gal4-
Risp zu der Kontrolle. Der Fehlerbalken gibt den SEM an.

4.9 Charakterisierunqg der Crm1-Bindung von Risp im Sauger 2-
Hybridsystem

Fiir Risp ist gezeigt, dass es in der Lage ist, aus dem Kern exportiert zu werden
(Ceccherini-Silberstein, 2001). Erste Versuche der Blockade der Crml-
Kernexportfunktion durch Leptomycin B hatten Hinweise auf ein Abhangigkeit von
Risp zu Crml gezeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Risp in
menschlichen Zellen direkt an Crm1 bindet. Hierzu wurden die Expressionsplasmide
von Gal4-Risp und VP16-Crml und das Luciferase-Reporterplasmid (pG5luc)
transient in HEK293-Zellen transfiziert und nach 48 Stunden die Aktivitdt der
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exprimierten Luciferase sowie die Gesamtproteinkonzentration bestimmt. Die
ermittelten Induktionen der Interaktionen sind in Abbildung 4.9.1 dargestellt.

Induktion
¢

Risp-Gald+Crm-VP16 interaktion Risp-Gald+ VP18
n 7 7
MW 40,66 3,30
ME 21,70 2,00
p 0,0006

Abbildung 4.9.1: Interaktion von Gal4-Risp mit VP16-Crml. Induktion der
Reportergenexpression durch die Interaktion im Siuger 2-Hybridsystem im Vergleich
mit der Kontrolle Gal4-Risp mit VP16 alleine. n stellt die Anzahl der Versuche dar, MW
ist der Mittelwert dieser Versuche (Balken), ME der Median der Versuche und p die
statistische Signifikanz des Unterschieds des Interaktionspaares VP16-Crm1 und Gal4-
Risp zu der Kontrolle. Der Fehlerbalken gibt den SEM an.

Die gemessene Induktion des Reporterkonstruktes durch die Bindung von Gal4-
Risp:VP16-Crm1 konnte eindeutig eine Interaktion zeigen. Die Induktion mit einem
Mittelwert von 40,66 in 7 Versuchen ist signifikant (p=0,0006) im Vergleich zu der
Kontrollreaktion Gal4-Risp: VP16 mit einem Mittelwert von 3,3.

Risp ist in der Lage eine direkte Verbindung mit dem Kernexportprotein Crml
einzugehen. Ob die Crm1-Bindung in einem Zusammenhang mit der intrazelluldren
Lokalisation steht, wurde unter Beriicksichtigung der Lokalisationseigenschaften des
Risp-Proteins untersucht.
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4.10 Lokalisationseigenschaften von Risp

Risp stellt ein Rev-bindendes Protein dar. Rev liegt in HeLa-Zellen vornehmlich im
Nukleus und dort vor allem in den Nukleoli vor. Diese Lokalisation ist wichtig fiir die
Funktion von Rev (Neumann et al., 1995). Es ist von Interesse, das
Lokalisationsverhalten von Risp im Vergleich zu und im Zusammenhang mit Rev in
diesen Zellen zu untersuchen. Wichtig fiir die Funktion von Rev ist die Fahigkeit,
zwischen dem Kern und dem Zytoplasma zu pendeln. Es wurde publiziert, dass
unabhdngig von der Herkunft eines nukledren Exportsignals, das mit dem N-
terminalen Teil eines C-terminal deletierten Rev fusioniert ist, ein funktionsfdhiges
Rev entsteht (Yi, Bogerd, and Cullen, 2002; Yi et al., 2002). Fiir die gesamten 171 AS
von Risp wurde die Fahigkeit zur Bindung an Crml gezeigt und Versuche mit
Leptomycin B (LMB) lielen ein Crm1 abhingiges Lokalisationsverhalten erkennen. In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie sich die Lokalisationseigenschaften von
Risp, im Besonderen die Fahigkeit des Exports aus dem Kern, im Vergleich mit dem
gesamten Rev und im direkten Zusammenhang mit der Kernimportfdhigkeit von Rev
(AS 1-54) verhiilt.

Es wurden verschiedene Proteine exprimiert, um das rdumliche Verhalten von Rev und
Risp, des N-terminalen Teils (AS 1-54) von Rev oder des Fusionsproteins der N-
terminalen 54 Aminosduren von Rev mit Risp zu untersuchen. Zur Detektion diente
jeweils ein C-terminal fusioniertes GFP, welches im Fluoreszenzmikroskop beobachtet
werden konnte. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Expressionsplasmiden
transfiziert und nach 48 h fixiert. Diese Fixierung diente dazu, eine Momentauftnahme
des Lokalisationsstatus anzufertigen, wodurch verschiedene Konstrukte ohne zeitliche
Differenz unter den gleichen Voraussetzungen betrachtet werden konnten. Von jedem
zu untersuchenden Konstrukt wurden jeweils drei verschiedene Bilder aufgenommen:
GFP-Fluoreszenz, Phasenkontrast und die Fluoreszenz der Kernfarbung.

Durch das Programm IPlab konnte der prozentuale Anteil der Gesamtfluoreszenz im
Kern errechnet werden (Neumann et al., 2001).

4.10.1 Lokalisationen der Risp-Fusionskonstrukte mit einem GFP unter
Einfluss von Leptomycin B

Zur Untersuchung der Lokalisationseigenschaften wurden HeLa-Zellen transfiziert,
inkubiert, fixiert und gefirbt. Die Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop
fotografiert und die Lokalisation der fluoreszierenden Proteine quantifiziert. Die
untersuchten Proteine waren folgende:

e GFP e RevGFP e Rev1-54GFP
e RispGFP e Rev1-54RispGFP
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Abbildung 4.10.1: Lokalisationsverhalten von GFP, RevGFP, RispGFP, Rev1-54GFP
und Rev1-54RispGFP mit und ohne Leptomycin B-Behandlung in HeLa-Zellen. Die
Abbildung zeigt die einzelnen quantifizierten Zellen und den Median einer Population.
Zusitzlich sind jeweils parallel zu den ausgewerteten Zellpopulationen beispielhafte
Bilder der quantifizierten Zellen im Phasenkontrast und Fluoreszenzbild des GFP-

Anteils gezeigt.
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In Abbildung 4.10.1 sind die Ergebnisse der Quantifikationen des nukleéren Anteils
der Fluoreszenz der Zellen graphisch gezeigt. Jeweils ein Bild (Phasenkontrast und
Fluoreszenz) der Lokalisation der verschiedenen Fusionsproteine ist gezeigt.
Leptomycin B verhindert durch eine kovalente Bindung an Crml den durch Crml
vermittelten Kernexport von NES-enthaltenden Proteinen wie z.B. Rev (Kudo et al.,
1998; Wolff, Sanglier, and Wang, 1997).

GFP lokalisierte unabhingig von der Behandlung mit LMB gleichverteilt im
Zytoplasma und im Zellkern. RevGFP hingegen zeigte eine deutliche Akkumulation
von 74 % der Fluoreszenz im Kern. Durch eine spezifische Hemmung des Crml
vermittelten Kernexports durch LMB wurde diese noch gesteigert (82 %). RispGFP
lokalisiert im Gegensatz zu Rev vorwiegend im Zytoplasma (38 % im Kern). Durch
eine Hemmung des Crml-vermittelten Kernexports wurde eine vermehrt nukleédre
Lokalisation (48 % im Kern) beobachtet. Der N-terminale Teil von Rev (AS 1-54) mit
GFP war vorwiegend im Kern zu finden (68 %), lokalisierte dort aber weniger als
RevGFP. Das Fusionskonstrukt von Revl1-54Risp mit GFP zeigte eine vermehrt
nukledre Lokalisation (70 %). Eine Behandlung mit LMB fiihrte bei diesem
Fusionskonstrukt ebenso zu einer verstirkten nukledren Akkumulation (82 %). Die
Verstarkung der Akkumulation im Kern um 12 % durch die Exporthemmung lag bei
dem Revl-54Risp-Fusionskonstrukt hoher als bei RevGFP (8 %). Der zusitzliche
Risp-Anteil des Fusionskonstruktes Rev1-54Risp fiihrte also zur gleichen
Akkumulation nach einer Leptomycin B Behandlung wie bei RevGFP und zu einer
hoheren Kernakkumulation wie bei Rev1-54GFP.

Statistische Analysen (Mann-Whitney Test) zeigten, dass die Unterschiede der
Lokalisation von Rev- und Risp-Proteinen, jeweils in LMB-behandelten zu LMB-
unbehandelten Zellen statistisch signifikant waren (p<0,05). Leptomycin B hatte durch
die Hemmung des Crm1-spezifischen Exports einen Einfluss auf die Lokalisation aller
verwendeten Rev- oder Risp-Proteine.

RispGFP lokalisiert iiberwiegend im Zytoplasma von HeLa-Zellen, ca. 40 % befinden
sich im Kern. Die Lokalisation von RevGFP (74 %), Rev1-54GFP (68 %) und Revl-
54RispGFP (70 %) und der Effekt von Leptomycin B auf diese Proteine ist sehr
dhnlich. Die Lokalisationen dieser Proteine sind in diesem Versuchssystem nicht
signifikant unterschiedlich (p>0,05 nach Mann-Whitney).

Die Medianwerte des Anteils der Kernfluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz der
quantifizierten Populationen von HelLa-Zellen sind zum direkten Vergleich in Tabelle
4.10.1 aufgelistet.
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Protein Mediane der Loaklisation Mann-Whitney
ohne LMB mit LMB p-Werte
GFP 47,12 48,75 0,6525 = ns
RevGFP 74,00 82,00 0,0012=s
RispGFP 37,50 47,50 0,0001 =s
Rev1-54GFP 67,90 73,62 0,0001 =s
Rev1-54 RispGFP 70,00 82,00 0,0393 =s

Tabelle 4.10.1: Mediane der Quantifizierungen der Rev- und Risp-Fusionsproteine mit
einem GFP-Anteil mit oder ohne Leptomycin B-Behandlung. Die dritte Spalte zeigt die
statistische Signifikanz der Unterschiede (+/- LMB) als p-Wert des Mann-Whitney-Tests
(s=signifikant p< 0,05 <p ns=nicht signifikant).

Das RispGFP-Fusionsprotein zeigte eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation.
Risp lieB sich durch eine spezifische Hemmung des Crml-vermittelten Kernexports
durch Leptomycin B zu einem vermehrten Vorhandensein im Nukleus und somit zu
einer gleichmiBigen Verteilung in den Zellen verschieben. Der durch die
Interaktionsstudien ermittelte Zusammenhang zwischen Risp und Crm1 wird dadurch
auf einer funktionalen Ebene gezeigt.

410.2 Wiedererlanqung der Kernexportfahigkeit von Rev1-54 durch
Risp

Um den Einfluss der Risp-Aminosiduresequenz auf das Lokalisationsverhalten von
Rev1-54 und somit die Transporteigenschaften von Risp detaillierter untersuchen zu
konnen, wurden folgende Rev- und Risp4GFP-Fusionsporteine in HeLa-Zellen
exprimiert:

¢ 4GFP

e Rev-4GFP

e Revl-54 4GFP

e Revl-54Risp 4GFP

Die vier hintereinander liegenden GFP-Sequenzen ermdoglichten es, die Lokalisation
der Proteine unter weitgehendem Ausschluss von Diffusionsvorgidngen zu studieren.
Die kompletten Fusionskonstrukte lagen mit einer GroBle von 120 kDa deutlich
oberhalb der theoretischen Diffusionsgrenze von Kernporen. J. Barthelmes konnte in
seiner Diplomarbeit (2001) zeigen, dass Rev-4GFP entgegen dem in HelLa normalen
Lokalisationsverhalten von RevGFP stark zytoplasmatisch akkumuliert. Das N-
terminale Fragment Rev1-54, gekoppelt mit 4GFP, weist jedoch eine identische
nukledre Lokalisation auf, wie das selbe Fragment gekoppelt mit nur einem GFP.
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Durch die Konstruktion von 4GFP-Fusionsproteinen mit Rev1-54Risp sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob die Kernexportfidhigkeit des Risp-Anteils
mit der Exportfdhigkeit von Rev vergleichbar ist und ob dadurch ebenfalls eine
zytoplasmatische Akkumulation bewirkt wird. Das Fusionskonstrukt reprisentiert die
NLS-Sequenz von Rev (N-terminal) und die Exportfunktionalitét von Risp. Die Zellen
wurden am Fluoreszenzmikroskop fotografiert und daraufhin quantifiziert.

In Abbildung 4.10.2 sind die Quantifikationen des Anteils der Fluoreszenz im Kern
der Zellen als Graph gezeigt. Jeweils ein Bild (Phasenkontrast und Fluoreszenz) der
Lokalisation der verschiedenen Fusionsproteine ist gezeigt.

Vier gekoppelte GFP lagen mit 41 % zu einem signifikant (p<0,0001) geringeren
Prozentsatz im Kern vor als einzelne GFP-Molekiile (47 %; Kap. 4.10.2). Rev4GFP
zeigte eine Akkumulation im Zytoplasma (26 % im Kern), wohingegen sich Rev1-54-
4GFP deutlich im Nukleus anhdufte (76 %). Es zeigte sich, dass der zusitzliche Risp-
Anteil, gekoppelt an die N-terminalen 54 Aminoséuren von Rev, dazu fiihrte, dass die
starke Akkumulation von Rev1-54 4GFP im Kern um 25 % vermindert wird. Mit 51 %
im Kern lokalisierten Molekiilen lag das Rev1-54Risp-Fusionskonstrukt jedoch um 25
% mehr im Nukleus vor als Rev4GFP. Die beschriebenen Unterschiede innerhalb
dieses Experimentes zeigten alle einen p-Wert unter 0,003 (Tab. 4.10.2) und waren
somit als statistisch signifikant anzusehen.

Die Medianwerte des Anteils der Kernfluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz der
quantifizierten Populationen von HeLa-Zellen sind zum direkten Vergleich in Tabelle
4.10.2 aufgelistet.

Protein: Median der Fluoreszenz im Mann-Whitney

Kern p-Werte
AGFP 41,00 }0’0001
Rev4GFP 26,00 }0’0001}00001 0.0003
Revl1-54 4GFP 76,00 0.0001 }0_0001
Rev1-54 Risp 4GFP 51,00 Zoalle =

Tabelle 4.10.2: Mediane der Quantifizierungen der Rev- und Risp-Fusionsproteine mit
vier GFP-Anteilen ohne Leptomycin B-Behandlung. Die zweite Spalte zeigt die
statistische Signifikanz der Unterschiede der einzelnen Proteinlokalisationen als p-Wert
des Mann-Whitney-Tests (alle Unterschiede sind s=signifikant p< 0,05).
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Abbildung 4.10.2: Zusitzliche Exporteigenschaft vermittelt durch einen Risp
Proteinanteil. Lokalisationsverhalten von 4GFP, Rev4GFP, Risp4GFP, Rev1-54 4GFP
und Rev1-54Risp4GFP in HeLa-Zellen. Zusitzlich sind jeweils parallel zu den
ausgewerteten Zellpopulationen beispielhafte Bilder der quantifizierten Zellen im
Phasenkontrast und Fluoreszenzbild der vier GFP-Anteile gezeigt.
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Die fusionierte Risp-Proteinsequenz fiihrte zu einer partiellen Wiedererlangung der
Kernexportfahigkeit des N-terminal deletierten Rev1-54. Die spezielle Lokalisation
des vollstindigen Rev mit vier GFP-Resten wurde durch die an Rev1-54 hinzugefiigte
Risp-Sequenz mit ihren Export- und Dimerisierungseigenschaften nicht wiederholt.
Diese Lokalisation benétigt also weitere Rev spezifische Merkmale.

4.10.3 Analyse der Rev-Funktion der Fusionsproteine

Zur Analyse der Funktionsfdhigkeit der Proteine, welche fiir die Lokalisationstests
verwendet wurden, wurde das System der Rev- und Tat-abhédngigen Expression des
modifizierten DsRed-Reportergens (pLRed(2xINS)R) herangezogen. Hierfiir wurden
HeLaTat-Zellen transfiziert, nach 48 h geerntet und in einer griin-fluoreszierenden
Lebendzellpopulation alle ebenfalls rot-fluoreszierenden Zellen ermittelt.

Tabelle 4.10.3 zeigt detailliert die durch die FACS-Analyse ermittelten Anteile
(prozentual und real) der einzelnen Zellpopulationen.

. . Rote Fluoreszenz Grine Fluoreszenz | Rot-Griin

Fusionsprotein

USIONSPIoteING | o, | Zojizani % | Zelzahl | %,

A RevGFP 0,15 215 23,92 36369 5,91

Rev1-54GFP) 0,00 3 18,09 27269 0,11
Rev1-54Risp

GFP 0,00 4 11,03 16735 0,24

GFP 0,00 2 23,30 24299 0,06

B Rev 4GFP 0,21 226 36,47 40171 5,63

Rev1-54 4GFP) 0,00 3 24,39 25509 0,10
Rev1-54Risp

4GFP 0,00 3 3,15 3570 0,84

4GFP 0,01 6 33,23 34639 0,16

Tabelle 4.10.3: Gemessene Zellpopulationen der Funktionsanalyse der Fusionsproteine
Rev 4GFP, Revl-54, Rev1-54Risp fusioniert mit einem (A) oder vier GFP-Resten (B).
Die Tabelle zeigt den prozentualen Anteil und die Zahl der rotfluoreszierenden Zellen
und der griinfluoreszierenden Zellen in der Lebendzellpopulation und den promille
Anteil rot-griin doppelt positiver Zellen in den griin fluoreszierenden Zellen.

Die doppelt-positiven (rot-griinen) Zellen in der griinfluoreszierenden Population
zeigen die Expression des Reporterproteins und somit funktionelles Rev an. Es zeigten
sich jeweils eine deutliche Population an griinfluoreszierenden, also GFP, oder ein
GFP-Fusionsprotein exprimierende Zellen. Die geringste Expression zeigte hierbei das
Fusionsprotein Rev1-54Risp mit 4GFP. Nur etwa 3 % der Zellen fluoreszierten griin,
wohingegen das RevI-54Risp-Konstrukt mit einem GFP in ca.ll % der Zellen
exprimiert wurde. Die Expression der weiteren Konstrukte lag zwischen 23 % bei GFP
und 36 % bei RevGFP. Ein graphischer Vergleich der Zellen, welche durch ein
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funktionelles Rev zur Expression von DsRed in der Lage waren, ist in Abbildung
4.10.5 dargestellt. Die positiven Zellpopulationen in den verschiedenen Ansdtzen mit
einem GFP (A) oder 4GFP (B) sind dargestellt.
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Abbildung 4.10.3: Die C-terminale Hilfte von Rev kann funktional nicht durch Risp
ersetzt werden. Die Balken geben die Funktionalitit des Rev-Anteils in den
Fusionsproteinen Rev, Revl-54, Rev1-54Risp mit einem (A) oder vier GFP-Resten (B)
anhand der unterschiedlichen Fihigkeit zur Aktivierung der Expression des Rev-
abhingigen DsRed wieder. Gemessen wurde die Anzahl der durch griine und rote
Fluoreszenz als doppelt positiv detektierten Zellen (HeLaTat) pro 1000 Zellen. Als
funktionslose Negativkontrolle agierte GFP oder 4xGFP ohne Rev-Effektoranteil.
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Nur die beiden vollstindigen Rev-Proteine unabhingig des GFP-Anteils fiihrten zu
einer Expression von DsRed in 5,6 und 5,9 Promille der Zellen. In den Ansdtzen mit
dem gekiirzten Rev1-54-Proteinanteil (0,11 %o und 0,10 %o) oder ohne Rev (0,16 %o
und 0,06 %o) wird demnach in 35-50fach weniger Zellen das rote Protein exprimiert.
Das Fusionskonstrukt von Rev1-54 und Risp mit einem GFP fiihrt zu einer Expression
in 0,24 %o mit vier GFP in 0,84 %o der Zellen. Die Zahlenwerte der durch die FACS-
Analyse ermittelten positiven Zellen lagen im Promillebereich. Den 0,84 %o bzw. 0,24
%o der Revl-54Risp-Fusionsproteine lagen nur 3 bzw. 4 Einzelzellen zu Grunde,
wodurch diese Werte als nicht relevant angesehen werden konnen.

Risp verdndert die intrazelluldre Lokalisationseigenschaft von Rev1-54, fiihrt aber
nicht zur Rekonstitution eines funktionalen Rev-Proteins.

4.10.4 Untersuchungen der Export- und Importfahigkeiten der Rev-NES
und eines leucinreichen Risp-Peptids

Ein moglicher Bereich, der fiir die Kernexporteigenschaften des Risp-Proteins
verantwortlich ist, konnte eingegrenzt werden (Ceccherini-Silberstein, 2001). Aus
diesem Bereich wurde eine Peptidsequenz aus 21 AS mit Ahnlichkeiten zu bekannten
NES Sequenzen ausgewédhlt und synthetisch hergestellt. Zusitzlich wurde ein Peptid
(15 AS) hergestellt, welches die definierte Sequenz des Kernexportsignals von Rev
(AS 73-84) reprasentierte. Die Peptidsequenzen sind in Abbildung 4.10.4 gezeigt.
Diese Peptide wurden an BSA gekoppelt, welches wiederum mit einem griinen
Fluoreszenzfarbstoff markiert war. Die markierten Peptid-BSA-Komplexe wurden
zusammen mit rot-fluoreszierend-markiertem BSA in HelLa-Zellen koinjiziert. Zur
Untersuchung des Kernexportverhaltens wurden Zellen nukledr injiziert, zur
Untersuchung des Importverhaltens wurden Zellen zytoplasmatisch injiziert und unter
LMB-Behandlung inkubiert. Zur Bewertung der Lokalisation der Peptide wurde der
Transportquotient berechnet (Kap. 3.1.10.2). Tabelle 4.10.4A zeigt das Ergebnis der
Quantifikationen der Risp-Peptidlokalisation im Vergleich zu BSA. Die markierte
BSA-Kontrolle blieb nach einer Kerninjektion mit 39 % der Gesamtfluoreszenz in
diesem Bereich. Die Translokation, welche dazu fiihrte, dass nicht 100 % im Kern
blieben, lieB sich auf Ausfluss aus dem Kern wihrend der Injektion und normale
Diffusion von BSA zuriickfiihren. Das nukleédr injizierte Risp-Peptid lag zu einem
geringeren Prozentsatz (31 %) im Kern vor. Nach zytoplasmatischer Injektion und
LMB-Behandlung der HeLa-Zellen lag BSA zu 27 % im Kern vor, das Risp-Peptid
allerdings lag unter den gleichen Bedingungen zu 45 % im Kern vor. Tabelle 4.10.4B
zeigt das Ergebnis der Experimente mit der NES-Sequenz von Rev. Das Rev-NES-
Peptid lag 10 % weniger im Kern vor als das koinjizierte BSA (25 % zu 35 %).
Zytoplasmatisch injiziertes BSA unter LMB-Einwirkung zeigte sich zu 42 % auch im
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Kern, jedoch wurde das Rev-NES-Peptid unter den gleichen Bedingungen stirker in
den Kern importiert (55 %). Die Mediane der quantifizierten Zellen und die
statistischen p-Werte (Mann-Whitney) der von BSA
Peptidkonjugaten sind aufgelistet (Tab 4.10.4).

Vergleiche zu den

Risp-Peptid Export: nukledre Injektionen Import: zytoplasmat. Injektionen
Injektion BSA Risp NES BSA Risp NES
+LMB +LMB
Median % in Kern 39 31 27 45
p-Wert 0,0008 0,0005
Transportquotient 0,795 1,667
Rev-Peptid: Export: nukledre Injektionen Import: zytoplasmat. Injektionen
Injektion BSA Rev NES BSA Rev NES
+LMB +LMB
Median % in Kern 35 25 42 55
p-Wert 0,0001 0,0111
Transportquotient 0,714 1,310

Tabelle 4.10.4: Detaillierte Liste der Daten der Quantifizierungen der Lokalisationen
der Peptide und der BSA-Kontrollen. Zudem wurde die Signifikanz der Unterschiede
zwischen den Peptiddaten und der Kontrolldaten des BSA errechnet. Der
Transportquotient errechnet sich aus dem Medianwert der Lokalisation des
Testpeptides durch den Median der BSA-Kontrolle.

Eine graphische Darstellung der errechneten Transportquotienten und fiir den
Transporteffekt beispielhafte Bilder der rot-markierten Peptide und des griin-
markierten BSA in HeLa-Zellen ist in Abbildung 4.10.6 gezeigt. Wurde das Risp-
Peptid zytoplasmatisch injiziert, wurde es importiert, nukledr injiziert, wurde es
exportiert (Abb. 4.10.6 rechts). Im gleichen Malle wurde zytoplasmatisch injiziertes
Rev-NES-Peptid importiert, nukleér injiziertes exportiert (Abb. 4.10.6 links).
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Abbildung 4.10.4: Die Rev-NES (links) sowie eine leucinreiche Peptidsequenz von Risp
(rechts) zeigen beide die Fihigkeiten zum Kernimport sowie -export. Dargestellt sind die
errechneten Transportbewegungen der Peptide und die Lokalisationen 2 h nach
Mikroinjektion von rot-fluoreszenzmarkierten, an BSA-gekoppelten Risp- oder Rev-
Peptiden und griin-fluoreszenzmarkiertem BSA. Eine Untersuchung des
Exportverhaltens wurde durch nukleire Injektionen und des Importverhaltens durch
zytoplasmatische Injektionen unter Einfluss von Leptomycin B durchgefiihrt.

Eine Peptidsequenz von 21 Aminosduren der N-terminalen Hélfte von Risp, demnach
des dullerst N-terminalen Endes von KIAA0592, besitzt die Fahigkeit, einen Transport
in den Kern auszulosen. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Fihigkeit von Risp,
vermehrt im Nukleus zu erscheinen, nachdem der Kernexport gehemmt ist. Zusitzlich
kann dieses Peptid auch einen Export aus dem Kern auslésen. Dies sind die
Féhigkeiten eines sogenannten ,,Shuttle“~-Proteins. Rev besitzt getrennte NLS und NES
Sequenzen, aber die hier untersuchte NES-Peptidsequenz ist wie die Risp-Sequenz in
der Lage ebenso den Kernimport auszulosen. Moglicherweise besitzt Rev somit die
Féhigkeit, einen alternativen Weg des Kernimportes zu nutzen.
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5 Diskussion

Das humane Immundefizienzvirus stellt weiterhin eine enorme epidemiologische
Gefahr auf der Welt dar. Durch hochwirksame, aber finanziell aufwendige Therapien
ist die Lebenserwartung HIV-Infizierter in den Industrienationen in Europa und
Nordamerika extrem verbessert worden. Nichtsdestotrotz stellt eine HIV-Infektion
weiterhin eine unheilbare Erkrankung dar, vor der es noch keinerlei Impfschutz gibt
und die fatale Auswirkungen auf das menschliche Immunsystem hat. Die
Identifikation von zelluldiren Funktionsmechanismen viraler Proteine und die damit
einhergehende Suche nach virusinhibierenden Faktoren, die in der Therapie eingesetzt
werden konnen, hat demnach keineswegs an Bedeutung verloren.

Nach der Identifizierung des neuen Rev-interagierenden Proteins Risp (171 AS) stellte
sich die Frage, welche zelluliren Funktionen dieses Protein ausfiihrt und welchen
Einfluss es auf HIV-1 Rev ausiiben bzw. welcher Funktion es im Zusammenhang mit
Rev im HIV-Lebenszyklus dienen konnte.

5.1 Rev-interagierende Faktoren als Ansatzpunkte fiir anti-HIV-
Therapeutika

Die Moglichkeiten anti-HIV Therapien zu entwickeln, wurden von R. Morgan
(Morgan, 1999) zusammengefasst und sind in Abbildung 5.1.1 vereinfacht dargestellt.
Spezielle Charakteristika von Rev, die als Ansatzpunkte einer HIV-Inhibition dienen
konnten, wurden schon 1997 von A. Heguy erortert (Heguy, 1997).

Neuere Arbeiten fokussieren weitestgehend auf die charakteristische RNA-Bindung
von Rev und die Moglichkeiten, diese zu inhibieren (Bai et al., 2002; Chapman et al.,
2002; Coburn and Cullen, 2002; Ding et al., 2002; Fineberg et al., 2003; Lee et al.,
2002; Mautino, 2002; Mautino and Morgan, 2002a; Mautino and Morgan, 2002b;
Mautino and Morgan, 2002c), aber auch auf den spezifischen Crml-vermittelten
Kernexport von Rev (Daelemans et al., 2002) und die Interaktion mit anderen
zelluldren Proteinen (Amendola et al., 2001; Bevec et al., 1996; Li et al., 2002a; Li-En
Jao and Yu Chen, 2002).
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Abbildung 5.1.1: Vereinfachtes Modell des Lebenszyklus von HIV und der potenziellen
therapeutischen Ziele. Die Bindung a) von HIV an CD4 und einen Korezeptor. Losliches
CD4 konnte dies blockieren. Nach b) der Internalisierung und c) der Enthiillung des
viralen sSRNA-Genoms wird dieses d) durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT) in
DNA umgeschrieben. Diese Schritte konnten durch Ribozyme blockiert werden, welche
die ssSRNA abbauen oder durch Antikorper gegen die RT. Die genomische DNA wird e)
in den Zellkern importiert und dort in das Wirtszellgenom integriert. Die
Transkription, die Translation und der Kernexport der mRNA durch zellulire
Mechanismen werden durch f) Rev und Tat reguliert. Rev und Tat sind somit die
Hauptziele der anti-HIV Gentherapie. Sie konnten durch Ribozyme, antisense RNA-
Koder und transdominantes Rev oder Tat ausgeschaltet werden. Der Zusammenbau der
Virione selbst f) konnte durch Antikorper oder transdominante Proteine verhindert
werden. Letztlich konnten bei der Knospung des reifen Viruspartikels anti-HIV
Faktoren als , Trojanische Pferde“ mit verpackt werden. Die zentrale Rolle der
Funktion von Rev und Tat bei der Entwicklung von antiviralen Therapien ist
hervorgehoben (Rahmen) (Morgan, 1999).

Die selektive Hemmung wichtiger Interaktionen mit zelluldren Proteinen wurde aber
erst spéter betrachtet.

Die bisher in der Literatur beschriebenen zelluldren Partner von Rev (Kap. 1.4) sind
hauptsichlich und direkt mit dem Kernimport (z.B. Importin ) oder dem Kernexport
(z.B. Crml) verbunden. Fiir weitere zelluldre Proteine lie3 sich eine direkte Interaktion
mit oder ein Einfluss auf HIV-1 Rev nachweisen (z.B. B23, p32, e[F5A und CK2). Oft
ist die eigentliche zellulire Funktion der Rev-interagierenden Proteine weitgehend
unbekannt (z.B. B23 und eIF5A), oder die urspriinglich fiir manche Proteine
beschriebenen Funktionen sind nach Beschreibung ihrer Beteiligung am Kernexport
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oder -import in den Hintergrund geriickt. Zum Beispiel wurde Crml1/Exportin als
Protein zur Aufrechterhaltung von Chromosomenregionen (Crml = ,,chromosome
region maintenance*) beschrieben (Adachi and Yanagida, 1989), ist heute jedoch
anerkannt als einer der Hauptfaktoren des Kernexportes ohne weiteren Zusammenhang
mit den Chromosomendoménen. Das Protein eI[F5A wurde im Zusammenhang mit der
Initiation der Proteinsynthese als elF4D beschrieben (Smit-McBride et al., 1989).
Interessant war dabei, dass dieser Faktor die seltene Aminosduremodifikation Lysinsg
zu Hyposin trigt, was essentiell fiir die Proteinfunktion ist. Heute ist bekannt, dass
elF5A die ribosomale Peptidyltransferase wahrend der Translation stimuliert, aber
auch eine wichtige Funktion im nukleozytoplasmatischen Transport eukaryotischer
mRNA spielt (Jenkins, Haag, and Johansson, 2001). Obwohl elF5A essentiell fiir das
Uberleben und die Vermehrung von Zellen ist, ist iiber die genaue Funktion und die
molekulare Genetik von elF5A weiterhin noch sehr wenig bekannt. Das Gen von
elF5A war das erste eines eukaryotischen Rev-Kofaktors, das auf das menschliche
Genom (17p12-p13) kartiert werden konnte (Steinkasserer et al., 1995). Eine Zeit lang
galt eIF5A als vielversprechender Ansatzpunkt zur Entwicklung einer HIV-1 Therapie
auf der Basis der Rev-Inhibition. Es wurden Mutanten hergestellt, welche die Rev-
Transaktivierung und den Rev-vermittelten Kernexport blockieren konnten, aber die
Zellfunktion nicht beeinflussten (Bevec et al., 1996). Verschiedene kommerzielle
Firmen (z.B. Axxima, Miinchen, Sandoz und Novartis, Wien) fiihrten Untersuchungen
durch, um anhand des Einflusses von elF5A auf Rev ein anti-HIV Therapeutikum zu
entwickeln. Zum Beispiel wurde von der Firma Axxima, Miinchen ein Hemmstoff der
elF5a:Rev-Interaktion (AXD455) bis zur klinischen Phase II getestet, dann aber
verworfen. Es existiert also bisher kein therapeutisch nutzbarer Hemmstoff, der Rev
inhibiert.

Eine Liste der derzeit in den USA durchgefiihrten klinischen Studien zu dem Thema
der HIV-Therapie kann auf der Internetseite http://www.clinicaltrials.gov des National
Institute of Health (NIH, NLM, Bethesda, USA) und der Food and Drug
Administration (FDA, Rochwell, USA) eingesehen werden. Ein Ansatz, der auf der
spezifischen Hemmung von Rev basiert, existiert dabei nicht.

5.2 Identifikation der vollstidndigen Proteinsequenz von KIAA0592:
Eigenschaften, Funktionalitdt und Verwandtschaften

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gesamtsequenz des KIAA0592-Proteins
ermittelt und die Eigenschaften dieser Sequenz erortert. Die Frage der Funktion von
Risp nach der Entdeckung, dass Risp den C-terminalen Proteinanteil eines etwa acht
mal so groBen zelluliren Proteins (KIAA0592) darstellt, bekam in diesem
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Zusammenhang eine vollig andere Dimension. Es handelte sich nicht mehr um ein
kleines, zum nukleozytoplasmatischen Pendeln fdhiges Protein, sondern um ein
grofles, hauptsidchlich zytoplasmatisches Protein mit auf Grund der Grole
komplexeren Eigenschaften. Diese Entdeckung musste zudem zu einer Reevaluierung
der Ergebnisse iiber die Rev-Bindungsfihigkeit und deren Auswirkungen auf Rev
fiihren, da ein 1372 AS groBles Protein nicht nur unterschiedliche Eigenschaften,
sondern auch einen unterschiedlichen Einfluss haben musste.

Die publizierte cDNA von KIAA0592 mit der Accession-Nummer ABO11164 wird
durch die Autoren selbst (Nagase et al., 1998a) als unvollstindig am 5" Ende
beschrieben. Die in den Datenbanken (NCBI) als KIAA0592-Protein mit der Nummer
BAA25518 beschriebene Aminosduresequenz stellt eine direkte in silico Translation
der publizierten cDNA dar und beginnt mit dem ersten Basentriplett dieser DNA-
Sequenz. Dabei wird die Basenabfolge [gtc acg ccc cgc gca--] in den Proteinbeginn
mit den Aminosduren [VTPRA--] iibersetzt. Auffillig ist, dass weder eine 5’
untranslatierte Region in der cDNA vorhanden ist, noch die Proteinsequenz mit einem
Methionin kodiert durch ein ATG-Codon beginnt. Ein Methionin am Beginn der
translatierten Sequenz ist aber notig, da dadurch das Startsignal zur Translation durch
die ribosomale Maschinerie vermittelt wird. 32 Aminosduren innerhalb der
publizierten Proteinsequenz befindet sich ein moglicher Translationsstart. Hierbei
handelt es sich bei den ersten fiinf Aminosduren um die Sequenz [MMNRT--]. Ein
Vergleich der zur Stabilisierung der Proteinsequenz beschriebenen ersten
Aminosduren nach der N-terminalen Endregel (Varshavsky, 1996) zeigte, dass die
ermittelte neue Anfangssequenz des KIAA0592komplett-Proteins [MAGRIT--]
demnach eine hohere Proteinstabilitit nach sich ziehen miisste. Hierbei wirken das
Alanin und Glycin zusétzlich zu dem ersten Methionin stabilisierend. Untersuchungen
der Sequenz der KIAA0592-mRNA im Hinblick auf die Umgebung der moglichen
Translationsinitiationsstellen (ATG), die jeweils fiir ein Methionin kodieren, wurden
durch einen Vergleich mit der publizierten Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1984)
durchgefiihrt. Diese Konsensussequenz wird heutzutage nicht mehr als verbindlich
angesehen (Peri and Pandey, 2001), aber in vielen Transkripten dient diese Sequenz
eindeutig der Erkennung des vorteilhaftesten Translationsstarts einer mRNA-Sequenz.
Das durch die Extrapolation des Leserahmens von KIAA0592 ermittelte erste ATG
wird von einer fast idealen Kozak-Sequenz umgeben. Es stimmen hier sieben von
neun Basen liberein. Dies ist eine eindeutig vorteilhaftere Sequenzumgebung als bei
den nidchsten beiden direkt aufeinanderfolgenden ATG-Codons inmitten (nach
weiteren 32 Tripletts) des KIAA0592-Leserahmens. Ich nehme daher an, dass das von
mir ermittelte ATG-Codon auch der Translationsstart des endogenen reellen Proteins
1st.
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Obwohl die exakte Grofle des tatsdchlichen mRNA-Transkriptes von KIAA0592 nur
experimentell ermittelt werden kann, deuten die hier gezeigten Daten der
Sequenzanalyse darauf hin, dass das translatierte KIAA0592-Protein beginnend mit
der Sequenz [MAGRIT] abgelesen wird und 1372 Aminosduren umfasst. So muss der
eigentliche mRNA-Beginn noch vor diesem Translationsstart liegen. Diese
vollstindige mRNA wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben und konnte auch
z.B. durch SMART RACE-Verfahren von Clontech, BD Biosciences (Borson, Salo,
and Drewes, 1992; Chenchik, 1998) nicht amplifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

Die zweite lange Proteinsequenz T00347, die anhand der KIAA0592-cDNA annotiert
wurde, stellt das humane Proteinfragment DKFZp566G1246 dar. Diese Sequenz wird
als Revision zu KIAA0592 mit punktuellen Verdnderungen beschrieben, ist aber zu
100 % identisch mit der vorher publizierten KIAA0592-Sequenz. Es stellt sich die
Frage, warum Proteine in dieser Art doppelt annotiert werden. Weitere Sequenzen, die
auf Aminosdureebene als dhnlich zu KIAA0592 identifiziert wurden, weisen entweder
direkt auf KIAA0592 hin oder entsprechen KIAA0592 zu einem erheblichen Teil, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich dabei um unvollstindige
Transkripte eines gemeinsamen menschlichen Genes handeln sollte.

Dadurch, dass keine weiteren zu KIAA0592 homologen menschlichen Gene, Proteine
bzw. Proteinfragmente mit einer zugewiesenen Funktion identifiziert werden konnten,
war es nicht moglich, gezielte Untersuchungen auf mogliche Funktionen des neuen
Proteins durchzufiihren. Deswegen wurde in dieser Arbeit die Proteinsequenz von
KIAAO0592 ab initio auf ihre strukturellen Eigenschaften und Sequenzbesonderheiten
untersucht. Die 1372 AS des KIAA0592komplett-Proteins zeigen iiber die gesamte
Sequenz hinweg deutliche Bereiche, denen eine Sekundérstruktur zugeordnet werden
kann. Hierzu gehéren vor allem am N-terminalen Ende ausgedehnt
zusammenhdngende helikale Bereiche. In diesem Bereich (AS 150-300) und in dem
Mittelbereich (AS 650-850) wurde auch mit hoher Wahrscheinlichkeit die Bildung
sogenannter ,,Coiled Coil*“-Strukturen vorausgesagt (Kap. 4.1.3). Diese Strukturen
bestehen aus einer Anhdufung von a-Helices, die sich untereinander wiederum zu
einer Superhelix verdrehen. Zuerst identifiziert wurden diese Strukturen schon 1953
von L. Pauling und R.B. Corey sowie von F.H.C. Crick als struktureller
Hauptbestandteil von fibrosen Proteinen wie Keratin, Myosin und Fibrinogen (Crick,
1953; Paulin, 1953). Spéter wurden dann ,,Coiled Coil*“-Strukturen im Hdmagglutinin
des Influenzavirus (Wilson, 1981), dem Katabolit-Genaktivator (CAP) (MacKay,
1981) und verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Landschutz, 1988), die ,,Leucin
zipper*‘-Strukturen ausbilden, identifiziert. ,,Coiled Coil*“-Strukturen spielen eine grof3e
Rolle bei Protein:Protein oder Protein:Nukleinsdure-Interaktionen.  Diese
vorausgesagten ,,Coiled Coil*“-Strukturen scheinen aber nicht im Zusammenhang mit



154 -

der beobachteten Risp:Risp-Proteinbindung (Kap. 4.8) zu stehen, da fiir Risp keine
dieser Strukturen vorausgesagt werden konnte. Im Zusammenhang mit der betonten
zytoplasmatischen Lokalisation des KIAA0592-Proteins konnte diese superhelikale
Sekundarstruktur zur Ausbildung einer strukturellen Komponente des Zytoplasmas
beitragen (Perry, 2001; Strelkov, Herrmann, and Aebi, 2003). Moglicherweise kann
KIAA0592 dadurch auch mit verschiedenen fibrosen Filamenten oder mit aus dem
Kern exportierten Proteinen im Zusammenhang mit Crml interagieren. Ebenfalls
wurde gezeigt, dass nukledres Actin als struktureller Bestandteil im Zusammenhang
mit dem Kernexport von HIV-1 Rev steht (Hofmann et al., 2001).

Fir die Proteinsequenz von KIAA0592 konnte eine Transmembrandoméne
vorausgesagt werden, die durch die Aminosduren 24/25-40/41 am N-Terminus
repriasentiert wird. Das KIAAO0592-Protein enthilt diese Domidne nur, wenn die
komplette in dieser Arbeit ermittelte Sequenz abgelesen wird. Diese
Transmembrandomine liegt vor dem zweiten moglichen Translationsstart, der in der
publizierten Proteinsequenz der Datenbanken vorhanden ist. Da ich diesen
Translationsstart aber weitestgehend anhand der Sequenzanalyse ausschliefen konnte,
muss davon ausgegangen werden, dass KIAA0592 die Fahigkeit besitzt, sich in
zellulire Membranen einzulagern. Weitere Signalpeptide, die zur Lokalisation in
bestimmten Zellkompartimenten, wie z.B. Mitochondrien, nétig sind, konnten nicht
ermittelt werden.

Posttranslationale Modifikationen fiihren oft erst zu einer Aktivierung eines Proteins.
Ohne diese Modifikationen konnte es seine zelluldre Aufgabe nicht ausfiihren. Fiir
KIAAO0592 wurden insgesamt 78 kurze Signalsequenzen fiir unterschiedliche
Modifikationen gefunden. Diese Signale kommen statistisch gesehen haufig vor und
so miissen die einzelnen Signale erst experimentell verifiziert werden. Andere Proteine
vergleichbarer GroBle zeigen eine unterschiedliche Zahl dieser Modifikationsstellen.
Crml mit 1071 AS enthdlt nur 32 Signalsequenzen, das unbekannte Protein
KIAAO0590 mit 1138 AS ebenfalls 70 und das Strukturprotein Nestin mit 1618 AS
sogar 114 (Sequenzanalyse der Proteine anhand der PROSITE-Datenbank (Falquet et
al., 2002)). Die Zusammensetzung der Modifikationssignale unterscheidet sich nur
unwesentlich. Am héufigsten sind Phosphorylierungssignale der Caseinkinasen und
Proteinkinase C. KIAA0592 unterscheidet sich von den anderen erwihnten Proteinen
dadurch, dass es als einziges iiber ein potenzielles Sulfationssignal und {iber einen
glutamatreichen Sequenzabschnitt verfiigt. Die Funktion der Tyrosin-Sulfation wurde
bisher nur in wenigen Féllen eindeutig nachgewiesen. Diese Modifikation wird im
Golgi-Apparat  durchgefiihrt und wurde bisher bei sekretierten Proteinen,
Neuropeptiden und am intrazelluliren Proteintransport beteiligten Proteinen
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identifiziert (Beinfeld, 2003; Huttner, 1988; Niehrs, Beisswanger, and Huttner, 1994;
White et al., 1998).

Eine Vielzahl der zelluldren regulatorischen Mechanismen, wie z.B. die Vermittlung
von Rezeptorsignalen (Pawson, 2002), (Wong and Fish, 2003), die Zellzykluskontrolle
(Pelech and Charest, 1995) und die Transkriptionskontrolle (Macian, Lopez-
Rodriguez, and Rao, 2001) beruht auf der zum Teil kaskadenartigen Phosphorylierung
von im Signalweg hintereinander liegenden Proteinen. Dabei werden oft Proteine
phosphoryliert, die selbst Kinaseeigenschaften besitzen. Der Effekt des Hinzufiigens
von Phosphatresten ldsst sich alleine durch die Sequenzanalyse nicht bestimmen.
Hierzu miissten die Modifikationsstellen nach der Verifikation moglicherweise
selektiv mutagenisiert werden, um einen Effekt zu erreichen. Hierbei besteht die
Schwierigkeit darin vorherzusagen, welcher Effekt zu erwarten ist. Dies ist nur
moglich, wenn zuerst weitere substantielle Hinweise auf die Funktion von KIAA0592
ermittelt werden konnen.

Mpyristoylierungen von Proteinen bedeutet die kovalente Verkniipfung eines Myristat-
Restes (= gesittigte Fettsdure mit 14 Kohlenstoffatomen) an ein Glycin im N-
terminalen Bereich eines Proteins nach der Entfernung des Start-Methionins.
KIAA0592 verfligt an dritter Stelle der Aminosduresequenz iiber ein Glycin.
Typischerweise wirkt eine Myristoylierung im Zusammenspiel mit anderen
Proteinmodifikationen auf Protein:Protein-Interaktionen und Funktionen (Farazi,
Waksman, and Gordon, 2001). AuBBerdem wird durch eine Myristoylierung mancher
Proteine (z.B. Src, MARCKS) zusammen mit elektrostatischen Anziehungen eine
Membranbindung hervorgerufen (McLaughlin and Aderem, 1995; Resh, 1999).
Zusammen mit der Transmembrandoméne konnte die Myristoylierung von KIAA0592
wiederum auf eine membranassoziierte Form vom KIAA0592 hinweisen.

Die erkennbare Aggregatbildung des endogen exprimierten KIAA0592komplett-
Proteins konnte hiernach zum einen durch Protein:Protein-Interaktionen auf Grund der
,»Coiled Coil“-Strukturen erkldrt werden oder auf eine Verankerung durch die
Mpyristoylierung in intrazellulire Membransysteme zuriickzufiihren sein.

Die reine Voraussage moglicher Modifikationen ldsst keine endgiiltige Zuweisung
einer Funktion des Proteins zu. Allerdings konnen einige Funktionsbereiche dadurch
mit dem KIAA0592komplett-Protein in Verbindung gebracht werden. Vor allem die
Membranstiandigkeit (durch Membranseparation und Proteindetektion) und der
mogliche intrazellulire Transport in Verbindung mit dem Zytoskelett (durch
Kolokalisation und Koimmunoprazipitation) sollte weiter untersucht werden, da ich
hier den Schliissel fiir die zelluldre Funktion vermute.

Fiir KIAA0592komplett konnten orthologe Proteine in der Maus (M. musculus) und
dem chinesischen Streifenhamster (C. griseus) nachgewiesen werden. Uber die
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gesamte Linge hinweg konnten Doménen identifiziert werden, welche in allen drei
Spezies konserviert sind. Dabei sind vor allem die C-terminalen Hilften der drei
Proteine durchzogen von langen, hoch konservierten Sequenzabschnitten. Diese
Konservierungen lassen darauf schlie3en, dass dies fiir die Funktion wichtige Bereiche
sind. In der Ratte (R. norvegicus) konnte ein kiirzeres Protein (413 AS) als ortholog zu
dem N-Terminus von KIAA0592komplett ermittelt werden. Dieses Protein der Ratte
wurde durch eine automatisierte Analyse des vorhandenen Rattengenoms ermittelt. Da
die Genomsequenz der Ratte in der Phase des Zusammensetzens ist, miissten diese
Annotationen weiterhin nachgepriift werden. Nach dem momentanen Stand der
Sequenzen liegt in der Ratte nur dieses kiirzere Transkript/Protein vor. Ausgehend von
der Konservierung der Proteine innerhalb der Maus, des Hamsters und der Ratte wire
es aber zu erwarten, dass auch in der Ratte ein Protein der gleichen Lénge und
wahrscheinlich der gleichen Funktion existiert.

Die Proteinsequenzen der zu KIAA0592 homologen Proteine in der Maus, dem
Hamster und der Ratte beginnen mit [MNRT--]. Dies wiirde dem zweiten mdglichen
Translationsstart des KIAAO0592-Protein entsprechen. Die publizierten mRNA-
Sequenzen dieser Spezies enthalten unterschiedlich lange 5 untranslatierte Bereiche.
Allerdings wurde keines dieser Proteine direkt nachgewiesen sondern durch in silico
Sequenzanalysen anhand der ldngsten mdglichen, kodierenden Region der mRNA
erstellt. Bei den mRNA-Sequenzen des Hamsters und der Ratte werden keine Angaben
auf eine Vollstindigkeit gemacht. Die Maus mRNA-Sequenz ist in der NCBI-
Datenbank als vollstindiges Transkript annotiert. Diese Annotation beruht auf der
,Oligo-Capping“-Methode der cDNA-Erstellung (diese Methode wurde beschrieben
von (Maruyama and Sugano, 1994; Suzuki et al., 1997)). ,,Oligo-Capping* fiihrt
jedoch zu einer Fehlerrate von bis zu 20 % (personliche Information von Th. Werner
und M. Scherf), eine experimentelle Bestitigung des tatsdchlichen TSS ist demzufolge
notig um das Maustranskript als 5" vollstdndig annehmen zu kénnen.

Solange die eigentlichen, zu KIAA0592 homologen Proteine in den einzelnen Spezies
(Maus, Ratte, Hamster) nicht direkt nachgewiesen werden konnen und die
Sequenzinformationen mit einer Fehlertoleranz gesehen werden miissen, kann keine
endgiiltige Aussage iiber die vollstindige Proteinsequenz getroffen werden.

Die Aminosduresequenz von Risp liegt in einem Bereich des C-Terminus von
KIAA0592, fiir den keine ausgedehnte Sekundérstruktur vorhergesagt werden kann,
der aber in den untersuchten orthologen Proteinen deutlich konservierte Doménen
aufweist. Die durchgefiihrten Sequenzanalysen sowie Experimente zur Detektion der
RNA konnten ausschlieen, dass diese cDNA ein separates Protein bzw. eine separate
mRNA darstellt. Die Risp-Aminosduresequenz liegt also nur im Zusammenhang mit
der KIAAO0592komplett-Gesamtsequenz vor. Bei der urspriinglich identifizierten
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cDNA handelt es sich demnach um einen unvollstindigen Sequenzbereich von
KIAA0592.

5.3 Die genomische Organisation von KIAA0592 ist konserviert

Die Kartierung des KIAA0592-Gens auf zwei unterschiedliche Genomcontigs stellte
sich auf Grund der hohen Identitit der Intronabschnitte neben den eigentlich
kodierenden Bereichen als wahrscheinliche doppelte Listung in den DNA-
Datenbanken heraus. Intronsequenzen unterliegen selbst bei identischen Genkopien in
ein und dem selben Genom nicht einem Konservierungsdruck. Somit kann die hohe
Identitit dieser Bereiche wahrscheinlich durch eine fehlerhafte Zusammensetzung
bzw. Duplikation eines Genombereiches erkldrt werden und spiegelt nicht zwei
Genkopien wider. Dies ldsst den Schluss zu, dass das KIAA0592-Gen anhand der
bisher verfligbaren Genominformationen als einzelne Kopie auf dem menschlichen
Chromosom 10 im Bereich q11.22 vorliegt und sich iiber die kartierten 65 kbp mit 30
Exons verteilt (Kap. 4.1 und 4.2).

Der eigentliche Startpunkt der Transkription (TSS) konnte durch in silico Analysen
nicht eindeutig festgelegt werden. Zur Identifikation von Genen, inklusive des
Transkriptionsstarts und der regulatorischen Sequenzen, existieren verschiedene
Programme (GENSCAN, Promotor 2.0, Promoterlnspector). Da der TSS aber in
eukaryotischen Genen nicht an spezifischen Sequenzen abgeleitet werden kann, sind
diese Vorhersagen nur im Zusammenhang mit experimentellen Daten, wie zum
Beispiel Primer-Extensionsstudien, zur Identifikation der TSS zu verwenden.
Beispielsweise zeigten manche Programme (Promotor 2.0 (Knudsen, 1999)) in dem
Sequenzbereich, welcher der KIAA0592-cDNA entspricht, bis zu 16 TSS, die mit
einer angegebenen hohen Wahrscheinlichkeit genutzt werden konnten. Von dem
Programm ElDorado wurde auf dem genomischen Bereich, der durch KIAA0592
kartiert ist, zwei TSS erkannt. Beide liegen aber innerhalb der mRNA-Sequenz von
KIAA0592 und konnen deshalb also nicht deren Transkriptionsstart darstellen.
Zusammen mit der Detektion einer zwischen 4,5 und 4,9 kb groBen mRNA im
Northern Blot kann aber davon ausgegangen werden, dass das Transkript nicht weiter
als 100-200 bp stromaufwirts der publizierten KIAA0592-cDNA beginnt abgelesen zu
werden. Dies wiirde neben den zusitzlichen 57 bp der komplettierten KIAA0592-
Sequenz noch einen 5° untranslatierten Bereich erlauben, wie er in den meisten
eukaryotischen Transkripten zu finden ist (Makalowski, 2001). Bei dem KIAA0592-
Gen konnte dieser 50-150 bp groB sein. Weitere mdogliche TSS innerhalb des
KIAA0592-Genbereiches, die moglicherweise zu kiirzeren Transkripten fiithren



- 158 -

wiirden, konnten experimentell ausgeschlossen werden. Northern Blot-Analysen in der
vorliegenden Arbeit (Kap. 4.3.2) und ebenso in einer fritheren Arbeit (Ceccherini-
Silberstein, 2001) ergaben nur eine einzige, spezifisch detektierte mRNA fiir
KIAA0592, obwohl spezifische Sonden verwendet wurden, die an unterschiedlichen
Bereichen von KIAA0592 hybridisieren.

In dem Genombereich des Chromosoms 10, der durch die KIAA0592-mRNA Kkartiert
werden konnte, iiberlagern sich zuséitzlich drei Exon:Intron-Strukturen verschiedener
annotierter Transkripte. Zwei dieser Transkripte umfassen einen fast ebenso langen
primidr transkribierten Bereich wie KIAA0592 mit 30 (XM _051956) und 28
(AK01686) Exons. Ein weiteres primdres Transkript enthédlt 14 Exons (AKO001545).
Die Exons iiberlappen fast vollstandig mit dem fiir die 30 KIAA0592-Exons kartierten
Chromosomenbereich. Die Annotation von zugehorigen TSS beruht wiederum auf der
,Oligo-Capping® Methode (Maruyama and Sugano, 1994; Suzuki et al., 1997). Die
Gruppe um Suzuki et al. (Suzuki et al., 2002) beschreibt allerdings, dass 34 % der von
thnen untersuchten 7889 Gene der Referenzsequenzen (RefSeqg-Datenbank, NCBI) 5°
unvollstindige waren (Suzuki et al., 2002). Dadurch ist es zu erkldren, dass jedes der
ansonsten sehr dhnlichen Transkripte an einer unterschiedlichen TSS beginnt, die zum
Teil inmitten eines Exons eines anderen Transkriptes liegt. Die Annotation ist
demnach nur unter Vorbehalt weiterer experimenteller Untersuchungen zu sehen. Dies
lasst wiederum, wie schon anhand der Proteinsequenzen vermutet, den Schluss zu,
dass es sich bei den annotierten Exon:Intron-Strukturen um ein langes
Primértranskript, ndmlich KIAA0592, handelt. Risp liegt exakt auf dem fiir
KIAAO0592 kartierten Genbereich und endet mit dem Exon 29. KIAA0592 enthilt ein
weiteres Exon, das einen 3° untranslatierten Bereich mit einem
Polyadenylierungssignal auf mRNA-Ebene enthélt (Kap. 4.2.1).

Untersuchungen nach regulatorisch wirksamen Regionen des KIAA0592-
Genabschnittes ergaben mehrere S/MARs. Diese Regionen in verschiedenen Introns
des KIAA0592-Gens und eines stromaufwérts liegenden Transkriptes des selben
Chromosomenbereichs konnten die DNA an der Kernmatrix verankern. Dadurch
wiirden die potenziellen Promotorbereiche vor den beiden Genen und der grofite Teil
der kodierenden Exons als Schleifen frei zuginglich fiir Transkriptionsfaktoren und fiir
Polymerasekomplexe werden. Dies konnte zur Regulation der Expression der
anliegenden Gene beitragen (Laemmli et al., 1992; Liebich et al., 2002; Pikaard,
1998). Diese vorhandenen S/MARs konnten ein Zeichen fiir eine permanente
transkriptionelle Aktivitdt sein (Schubeler et al., 1996), die auch durch den Nachweis
der Expression in den unterschiedlichsten Geweben unterstiitzt wird (Nagase et al.,
1998a). Die Anzahl der gesamten S/MARs wurde zum Beispiel fiir das Chromosom 22
geklart (Frisch et al., 2002). Hier sind auf einer Lange von 47 Mbp bisher 795 Gene
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(NCBI) annotiert und es wurden 1198 S/MARs ermittelt. Theoretisch ldsst sich daraus
eine Haufigkeit von einem S/MAR alle 42,7 kbp ableiten. Ich gehe hier davon aus,
dass sich daraus, eine dhnliche Verteilung an S/MARs ergibt wie auf Chromosom 22.
Das Chromosom 10 hat bei 135 Mbp 1198 annotierte Gene. KIAA0592 zeigte je zwei
Cluster aus zwei S/MARs ca. 40 kbp voneinander entfernt (Kap. 4.2.1). Dies
entspricht der aus der Anzahl errechneten Verteilung fiir Chromosom 22. Die Cluster
im KIAA0592-Gen konnten einer Verstirkung der Bindung dienen, aber auch falsch
positive Resultate der SMARTest-Software (Genomatix) darstellen.

Die experimentelle Bestimmung der regulatorischen Sequenzen von KIAA0592 ergab,
dass der Bereich inklusive 950 bp stromaufwirts der kodierenden Sequenz von
KIAA0592 Promotoreigenschaften besitzt (Kap. 4.5). Ein weiterer Bereich
stromaufwérts bis zu 2650 bp flihrt zu einer Verminderung des Effekts der
Transkriptionsaktivierung. In dem Bereich 600 bp vor dem KIAA0592-Gen sind
verschiedene genassoziierte Promotorbereiche annotiert. Diese Bereiche sind durch die
Identifikation der potenziellen Transkriptionsstartstellen der verschiedenen mit
KIAA0592 iiberlappenden Transkripte mittels ,,Oligo Capping™ im 5 Bereich der
Gene vorausgesagt bzw. als experimentell verifiziert annotiert (EIDorado). Neben der
beschriebenen Methode des ,,0ligo Cappings* war es mir nicht moglich, eine weitere
experimentelle Verifikation dieser Promotoren nachzuvollziehen. Die Annotationen
beruhen dabei rein auf der Annahme, dass dem Gen direkt vorausgestellt bis zu 600 bp
stromaufwiérts die hauptsdchlich als Promotor fungierende Sequenz liegt. Dies sagt nur
wenig lber die reelle Lage und das Ausmall des Promotors oder {iiber seine
funktionalen Bestandteile aus. In den 2650 bp stromaufwérts konnen vier bekannte
Promotormodule wiedergefunden werden. Keines dieser Module liegt in dem 600 bp
umfassenden als Promotor annotierten Bereich (ElDorado). Eines dieser Module
befindet sich in dem experimentell getesteten 950 bp groBen Sequenzbereich (Kap.
4.5.2). Dieses Modul GATA _HNF1 01 ist im Zusammenhang mit der menschlichen
Lactase-Phlorizin-Hydrolase beschrieben worden (Krasinski et al., 2001). Dabei
handelt es sich um ein intestinales Enzym. Das Modul kommt statistisch 66 mal in
100000 bp des Genoms vor und kann 99 mal in annotierten menschlichen Promotoren
gefunden werden (Modellnspector, Genomatix). Es konnte jedoch kein
Zusammenhang zwischen KIAA0592 und diesem Enzym bzw. den Genen, die
ebenfalls dieses Modul in ihren Promotoren tragen, anhand der Literatur und den
verfligbaren Datenbanken hergestellt werden. Dies legt den Schluss nahe, dass die
eigentlich fiir die transkriptionelle Aktivitit des KIAA0592-Gens verantwortlichen
Transkriptionsfaktorbindungsstellen und Promotormodule noch nicht beschrieben
wurden. Es kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass der Promotor in der
Basensequenz 950 bp stromaufwirts des Gens kodiert ist. Ob nun die annotierten
Bereiche (600 bp) ausreichen oder die gesamten 950 bp nétig sind, muss in weiteren
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Promotorstudien ermittelt werden. Eine reine Suche nach
Transkriptionsfaktorbindungsstellen, deren Akkumulation oder bestimmter Muster
fiihrte nicht zur Eingrenzung spezifischer regulatorischer Sequenzen. Ein Muster an
TF-Bindungsstellen kénnte nur durch einen Vergleich mit homologen Genen im
Menschen oder aber orthologen Genen in anderen Spezies ermittelt werden. Bekannte
homologe Gene im menschlichen Genom waren bisher nicht zu finden. In den
Genomen der Spezies mit vergleichbaren Proteinsequenzen fehlten bisher noch die
korrekt annotierten Genombereiche, um dort nach gemeinsamen Mustern an TF-
Bindungsstellen zu forschen. Dies sollte sich allerdings in ndherer Zukunft 4ndern und
so konnten dann auch die tatsdchlichen, auf den KIAAO0592-Promotor wirkenden
Transkriptionsfaktoren ermittelt werden.

In einer fritheren Arbeit wurde gezeigt, dass eine Risp-entsprechende genomische
DNA-Sequenz in verschiedenen Spezies detektiert werden kann. Die Detektion der
Sequenzen war trotz geringer Stringenz sehr schwach. Interessanterweise konnte
hierbei keine DNA-Sequenz des Rhesus-Affen (M. mulatta) spezifisch detektiert
werden. Jedoch zeigten Mensch, Maus, Ratte, Hund und Rind eine Risp/KIAA0592-
spezifische Bande (Ceccherini-Silberstein, 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde
die Homologie des KIAA0592-Gens bzw. des Proteins zwischen den Spezies Mensch
(H. sapiens), Ratte (R. norvegicus), Maus (M. musculus) und dem chinesischen
Streifenhamster (C. griseus) anhand in silico Analysen der verfiigbaren Protein- und
DNA-Sequenzen gezeigt (Kap. 4.1.2 u. 4.2.2). Fiir die weiteren Spezies liegen noch
keine ausfiihrlichen Genomsequenzen vor. Nach den Expressionsergebnissen (Kap.
4.3 u 4.4) und anhand des Sequenzvergleichs der vorhandenen Spezies kann aber
vermutet werden, dass zu KIAA0592 orthologe Gene in allen Sdugern exprimiert
werden. Dies legt den Schluss nahe, dass KIAA0592 eine konservierte zelluldre
Funktion ausiiben konnte.

5.4 Die Expression von KIAA0592

Expressionsanalysen auf cDNA/mRNA-Ebene zeigten, dass das KIAA0592-Trankript
in allen getesteten menschlichen Zelllinien und Geweben nachgewiesen werden kann.

Hierbei wurde das Vorhandensein zumindest des Risp-entsprechenden Teils der
mRNA schon durch die urspriinglich publizierende Gruppe in Herz, Lunge, Gehirn,
Plazenta, Leber, Bauchspeicheldriise, Thymus, Milz, Nieren, Prostata, Hoden,
Ovarien, Diinndarm und den Skelettmuskeln nachgewiesen (Kap. 4.3 und (Nagase et
al., 1998a); HUGE-Datenbank). Interessanterweise wurde hierfiir eine Sequenz durch
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RT-PCR amplifiziert, die einem kleinen Teil (162bp) der Risp-Sequenz entspricht.
Dies stellt den &duBerst 3° liegenden Teil der mRNA von KIAA0592 dar. In der
vorliegenden Arbeit konnte das Vorhandensein dieses Risp-Abschnittes mit einem rein
in der KIAA0592-Sequenz vorhandenen mRNA-Bereich verglichen werden (Kap.
4.3). Die Expression wurde anhand von verschiedenen Zelllinien getestet und es zeigte
sich, dass ebenso der 5 Bereich und der mittlere Teil von KIAA0592 nachgewiesen
werden konnten.

Die GroBe der gesamten mRNA wurde durch eine KIAA0592-spezifische Probe im
Northern Blot ermittelt. Dabei zeigte sich, genauso wie durch eine Risp-spezifische
Probe, eine knapp unter 4,9 kb liegende einzelne Bande. Eine mogliche zweite Bande
eines kiirzeren Transkriptes oder Spleilproduktes (Ceccherini-Silberstein, 2001)
konnte nicht ermittelt werden. Im Zusammenspiel mit den in silico Daten kann auch
nicht von einem kiirzeren Transkript ausgegangen werden. Alternatives Spleiflen
konnte nicht detektiert werden, kann aber anhand der vorliegenden Daten nicht
ausgeschlossen werden und miisste gezielt experimentell untersucht werden. Die
Detektion der mRNA auf einem Northern Blot ist hierfiir allerdings zu schwach. Nach
den vorliegenden Daten miisste davon ausgegangen werden, dass ein zweites
Transkript oder Spleilprodukt in einer geringeren Menge vorliegt und dies wiirde dann
unter der Detektionsgrenze des verwendeten experimentellen Northern Blot-Ansatzes
liegen. Die starkste detektierte Expression der mRNA im Northern Blot (Kap. 4.3.2)
trat bei der Astrozytom-Zelllinie U87 MG auf. Dies spiegelt sich in der Detektion des
endogenen KIAA0592-Proteins in U87 MG wider (Kap. 4.4.2).

Die Detektion der Expression des Proteins durch spezifische Antikorper zeigt
wiederum keinen Hinweis auf eine exprimierte verkiirzte Version des
KIAA0592komplett-Proteins. Ein Vergleich der Expression von endogen in der Zelle
vorhandenem Risp/KIAA0592 stellte sich als schwierig heraus, da die endogene
Expression schwach zu sein scheint. Im Western Blot oder durch Immunféarbung an
fixierten Zellen konnte endogen exprimiertes KIAA0592 in HEK293-, U87 MG-,
U251 MG- und HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Der Nachweis ist demnach nur
bedingt quantitativ zu sehen, da wahrscheinlich an der Detektionsgrenze des
endogenen Proteins durch den verwendeten spezifischen Antikorper gearbeitet wurde.
Es kann aber gesagt werden, dass, wie durch die Analyse der mRNA-Expression und
des Promotors vorauszusehen war, das endogene Protein nur schwach exprimiert wird.

Die Klonierung eines Expressionskonstruktes stellte sich als dullerst schwierig heraus.
Verschiedenste Versuche, die komplette Sequenz von KIAA0592 in einen
Expressionsvektor zu klonieren, scheiterten dadurch, dass keine Ligation der
Fragmente oder im Folgenden keine Amplifikation des Vektors in Bakterien mdglich
war. Da alle Reagenzien und Methoden getestet und funktionsfiahig waren, liegt die
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Vermutung nahe, dass die anfénglich verwendete Kombination aus Bakterienstimmen
und Vektoren ungiinstig flir die Bakterien selbst war und diese deshalb die
Plasmidvervielfiltigung ungeniigend ausfiihrten. Vollstindig erkldrt werden konnte
das Phanomen jedoch nicht.

Das KIAA0592-Protein wird ubiquitir in verschiedenen Zellen und Geweben und als
orthologes Protein in unterschiedlichen Spezies exprimiert. Dies ist ein Indiz fiir eine
konservierte wichtige Funktion in den Zellen. Obwohl die Expression des Proteins
natiirlicherweise auf einem niedrigen Niveau reguliert zu sein scheint, bewirkte eine
Uberexpression bislang keine detektierbaren Veridnderungen.

Trotz errechneter ProteingroBBe von 148 kDa fiir KIAA0592komplett konnte im
Western Blot spezifisch ein Protein von ca. 200 kDa nachgewiesen werden. Die
Moglichkeit ausgedehnter posttranslationaler Modifikationen der
Proteinprimérsequenz konnte durch die Detektion einer Vielzahl von Signalsequenzen
innerhalb der KIAA0592-Proteinsequenz vorhergesagt werden. Phosphorylierung,
Sulfonierung und Myristoylierung tragen erheblich zur Verdnderung der
biochemischen Eigenschaften und des Molekulargewichtes einer Aminosédurekette bei.
Tatsdchliche Modifikationen und biochemische Eigenschaften miissten in weiteren
experimentellen Ansédtzen untersucht werden. Eine teilweise Sequenzierung der
Aminosduresequenz und eine Untersuchung der Modifikationen konnten weitere
Aufschliisse iiber die Eigenschaften von KIAA0592 geben.

5.5 Der Zusammenhangq zwischen Risp, Crm1 und Rev

Durch Interaktionen zwischen Proteinen oder zwischen Nukleinsduren und Proteinen
werden in der lebenden Zelle alle ndtigen Informationen vermittelt und strukturelle
und funktionelle Zellbestandteile entstehen. Dabei kann es sich um Enzyme und deren
Substrate, Chaperone und die zu faltenden Proteine, Transportproteine und deren Last,
aber auch Strukturproteine und sich durch Interaktion daran bewegende Proteine oder
Filamente, die aus vielen Untereinheiten entstehen, handeln.

Die fiir die Rev-Funktion wichtigsten Interaktionen sind wahrscheinlich die schon
beschriebenen direkten Bindungen an die Kernexport- und Importrezeptoren Crml
(Askjaer et al., 1998; Daelemans et al., 2002; Fornerod et al., 1997a; Fukuda et al.,
1997; Henderson and Percipalle, 1997; Neville et al., 1997; Stade et al., 1997) und
Importin B (Henderson and Percipalle, 1997; Neville et al., 1997; Palmeri and Malim,
1999; Truant and Cullen, 1999; Ullman, Powers, and Forbes, 1997). Mit beiden geht
Rev eine direkte Bindung ein, die jeweils essentiell fiir die Funktion von Rev ist. Fiir
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beide Proteine wurden spezifische Bindungsstellen in Rev, die NES- und NLS-
Sequenzen, ermittelt.

Durch die ersten Interaktionsversuche lief sich zeigen, dass Risp ebenfalls direkt an
Rev bindet. Die Interaktion wurde durch die Rev-Mutation M5 im Bereich des
NLS/NOS oder die Mutation SLT40 im Bereich der zweiten zur Multimerisierung
notigen Aminosduresequenz unterbunden. Diese verdnderten Aminosduren engen den
Bereich ein, der fiir die Bindung von Rev an Risp nétig ist. Deletionsmutanten von
Risp zeigten im Hefe-System, dass die Sequenzabschnitte von AS 74-133 zur
Interaktion mit Rev nétig waren (Ceccherini-Silberstein, 2001). Diese Sequenz
entspricht den AS 1275 bis 1334 am C-terminalen Ende des vollstindigen KIAA0592-
Proteins.

Interessanterweise fehlen in genau diesem Bereich mehrere Aminosdureabschnitte in
der orthologen Sequenz der Maus. Interaktionsstudien zwischen Rev und den
vergleichbaren murinen Sequenzen bzw. der Hamstersequenz wiirden hier zeigen, ob
diese Unterschiede zwischen den Spezies auch einen FEinfluss auf die
Interaktionsfdhigkeit mit Rev haben konnten. Moglicherweise besteht ein
Zusammenhang zwischen der reduzierten Funktionalitit von Rev in Mauszellen
(Marques et al., 2003) und der verdanderten Sequenz des KIAA0592/Risp-Homologs in
der Maus. Es wurde beschrieben, dass im C-terminalen Teil von Rev der funktionale
Hintergrund dieser Einschriankung begriindet liegt. Die Risp:Rev-Interaktionsstudien
konnen nicht ausschlieen, dass Risp auch am C-terminalen Teil mit Rev interagiert.
Bei der fortschreitenden Vervollstindigung der annotierten Sequenzen konnten sich
diese fehlenden Aminosédurebereiche allerdings auch noch als Fehler in der annotierten
Sequenz herausstellen. Der beschriebene Proteinabschnitt zeigt ansonsten keine
auffilligen Sequenzbestandteile und ist bis auf die kurzen fehlenden Bereiche in der
murinen Sequenz gut konserviert zwischen den untersuchten Spezies.

Risp zeigt keine Bevorzugung eines funktionellen oder inaktiven Rev-Proteins, da es
an Wildtyp-Rev sowie verschiedene inaktive (M4) oder sogar transdominant negative
(M10bl) Mutanten bindet (Kap. 4.6). Die Interaktion des Hefe 2-Hybridsystems beruht
auf der Aktivierung eines Reportergens 1m Kern. Hierfiir sind die
Expressionskonstrukte ~ so  konstruiert, dass in  den  Fusionsproteinen
Kernlokalisationssignale vorhanden sind. Somit kann in diesen Versuchen der Einfluss
der Lokalisationsfahigkeit des wildtypischen Rev und der Mutanten (M4 = nukledr +
zytoplasmatisch, M5 = vorwiegend zytoplasmatisch, M10bl = nukledr und SLT40 =
nukleédr) unabhingig von den 2-Hybridfusionskonstrukten nicht ermittelt werden. Die
intrazelluldre Lokalisation der Hefe 2-Hybridfusionsproteine wurde bisher nicht
getestet. Es konnte also nicht zweifelsfrei ermittelt werden, ob die Interaktion im
Nukleus stattfindet oder ob nach einer Interaktion im Zytoplasma der Komplex in den
Zellkern transportiert wird und dort das Reportergen aktiviert. Im Gegensatz hierzu
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konnten die Fusionsproteine des Sduger 2-Hybridsystems in den Zellen lokalisiert
werden (Kap. 4.7.1) und zusitzlich die Funktionalitit der Rev-Proteine gezeigt werden
(Kap. 4.7.2). Es konnte gezeigt werden, dass die Gal4-Risp-Fusionsproteine trotz der
beschriebenen NLS-Aktivitit von Gal4 immer noch hauptsichlich im Zytoplasma
vorliegen und nur ein Teil im Kern ist. VP16-Rev hingegen lokalisiert vornehmlich
Rev-typisch im Nukleoplasma und auch sichtbar in den Nukleoli. Die gezeigte
Interaktion zwischen Rev und Risp unter diesen Voraussetzungen kann auf zweierlei
Weise ablaufen. FEine Interaktion im Kern wére moglich, wenn trotz der
hauptsidchlichen Lokalisation von Gal4-Risp im Zytoplasma dieses Fusionsprotein
durch die NLS von Risp oder Gal4 zum Teil in den Kern transportiert wiirde und dort
mit VP16-Rev interagiert. Durch die Bindung an VP16-Rev konnte der Komplex dann
an die Gal4-Bindungsstellen des Reportergens rekrutiert werden und die Transkription
aktivieren. Auch wenn Gal4 keinen Einfluss auf die sichtbare Lokalisation von Risp
hat, konnte die NLS-Eigenschaft von Risp zu einer Kernlokalisation fiihren. Eine
weitere Moglichkeit wire es, dass Gal4-Risp selbst nicht in der Lage ist, den Kern zu
erreichen, aber durch die Interaktion mit VP16-Rev in den Kern gelangt. Rev besitzt
als unfusioniertes oder mit GFP-fusioniertes Protein ,,Shuttle“-Fahigkeiten. Inwieweit
der zusdtzliche VP16-Anteil bzw. die zusidtzliche SV40-NLS diese Féhigkeiten
beeinflusst oder verdndert, miisste separat untersucht werden. Die in Kapitel 4.7.2
gezeigte Funktionalitit von VP16-Rev spricht dafiir, dass dieses Fusionsprotein
ebenfalls noch iiber ,Shuttle“-Fahigkeiten verfiigt. Ein Testsystem, in dem
ausschlieBlich die Kernexportfahigkeit neben dem Einfluss zweier starker NLS (Rev
und SV40) untersucht werden kann, ist mir nicht bekannt. Moglicherweise kann ein
statistisch signifikanter Unterschied nach einer Behandlung mit Leptomycin B
errechnet werden. Interessant hierbei wire es zu untersuchen, ob die Rev:Risp-
Interaktion ebenfalls unter dem Einfluss von Leptomycin B abléuft.

Bei der Betrachtung der Interaktionsstudien des Sduger 2-Hybridsystems muss
beriicksichtigt werden, dass dieses System nur bedingt fiir Rev geeignet scheint. So
konnte die Interaktion zwischen Rev und Risp aus der Hefe hier ebenfalls gezeigt
werden, aber es lie3 sich keine Multimerisierungssreaktion von Rev nachweisen. Dies
konnte durch die wahrscheinlich direkte Interaktion von Rev mit VP16 erklart werden,
wodurch Vernetzungen der Proteine von komplexer Natur entstehen konnten, die einer
Aktivierung des Reportergens durch raumliche Strukturen oder aber auch Behinderung
des intrazelluliren Transportes entgegenwirken. Abbildung 5.5.1 zeigt mdgliche
Proteininteraktionen von VP16-Rev und Gal4-Rev unter der Annahme, dass Rev mit
sich selbst interagieren kann, aber auch mit VP16. Die Abbildung ist vereinfacht, da
weitere Interaktionen mit anderen Faktoren hier nicht beriicksichtigt werden.
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Abbildung 5.5.1: Mégliche Vernetzung der Fusionskonstrukte von Rev des Siuger 2-
Hybridsystems (VP16-Rev = grau/schwarz, Gal4-rev = weil}/schwarz). Rev ist in der
Lage zur Multimerisierung (Brice, Kelley, and Butler, 1999; Thomas et al., 1998) und
kann wahrscheinlich direkt an VP16 binden. Die Kreuze zeigen mogliche Interaktionen.
Die Vernetzung konnte theoretisch beliebig durch die angezeigten Interaktionen
fortgefiihrt werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die direkte Bindung von Gal4-Risp an VP16-
Crml. Die Lokalisationsversuche unter dem Einfluss von Leptomycin B hatten bereits
darauf hingedeutet, dass der Kernexport von Risp Crml-abhingig ist. Die Sduger 2-
Hybridversuche zeigten nun, dass eine direkte Interaktion stattfindet. Da in allen
Sdugerzellen Crml aktiv ist, wéire es moglich, dass die beobachtete Risp:Rev-
Interaktion in der Realitét als trimerer Komplex ablduft. Risp bindet im Bereich der
NLS an Rev und wiirde somit eine Rev:Crml-Interaktion nicht behindern. Der
minimale Rev-bindende Abschnitt in Risp ist noch nicht ermittelt. Deletionskonstrukte
zeigten, dass Rev zwischen den Aminosduren 39 und 133 bindet (Ceccherini-
Silberstein, 2001). Dieser Teil iberschneidet sich mit der ermittelten NES-
Peptidsequenz von Risp (AS 86 bis 105), welche die Interaktion mit Crml vermitteln
sollte. Eine weitere Eingrenzung der Rev-Bindungsstellen konnte zeigen, ob Risp
gleichzeitig an Crm1 und Rev binden kann.

Folgende Zusammenhinge konnten also bestehen (Abb. 5.5.2):

A. Risp konnte direkt an Rev binden.

B. Die Interaktion konnte rein iiber eine Briicke aus einem Crml-Protein vermittelt
werden.

C. Rev und Risp konnten miteinander interagieren und jeweils mit Crm1.
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Abbildung 5.5.2: Mogliche Interaktionsarten von Rev und Risp bezogen auf die
beteiligten Doménen (A-C): A) Formation einer direkten Bindung zwischen Rev und
Risp (orangefarbene Pfeile) anhand der ermittelten Interaktionsbereiche (Ceccherini-
Silberstein, 2001). B) Bildung eines zusammenhéingenden Komplexes zwischen Rev, Risp
und Crml ausschlieBllich durch eine Crm1-Briicke (blaue Pfeile, orangefarbene Kiisten).
Beide Proteine (Rev, Risp) binden hierbei nur an Crml. C) Komplexbildung zwischen
Rev, Risp und Crml durch Bindungen aller Proteine aneinander. D) Vereinfachter
graphischer Uberblick der moglichen Proteinbindungen zwischen Risp (grau) und Rev
(weil}) direkt (1), iitber Crm1 (2) oder durch weitere Risp-(3) oder Rev-Proteine (4). In
dieser Graphik wird beriicksichtigt, dass Risp ein Teil vom KIAA0592 (griin) ist.
Anstatt Crm1 wiére auch die Bindung iiber noch unbekannte weitere Faktoren denkbar.
(NES = Kernexportsignal, NLS Kernlokalisationssignal, NOS = nukleolires
Lokalisationssignal, NSS = Kernshuttlingsignal (Ceccherini-Silberstein, 2001),
MM1/MM2 = Multimerisierungsdominen)
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Die Tatsache, dass es bisher nicht moglich war, eine Risp:Rev-Interaktion in vitro zu
ermitteln (Daten nicht gezeigt), konnte darauf hin deuten, dass Crm1 eine Rolle bei der
bewiesenen Risp:Rev-Verbindung spielt. Eine rein Crml-vermittelte Bindung kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, allerdings miisste humanes Crm1 hierbei ebenso
reagieren wie das Homolog der Hefe, da die Risp:Rev-Interaktion in beiden Systemen
beobachtet werden konnte. Zusétzlich miisste diese Bindung aus drei Proteinen im
Kern bestehen und stark genug sein, um in den 2-Hybridsystemen die Reportergene
anzuschalten.

Weitere bisher unbekannte Faktoren konnten bei der Interaktion von Risp mit Rev
ebenso eine Rolle spielen (D). Bekannte Rev-bindende Faktoren, fiir die zugleich
bewiesen wurde, dass sie direkt mit Crm1 interagieren, sind Importin  (Iovine and
Wente, 1997), hRip/Rab (Bogerd et al., 1995) und NLP-1 (Farjot, Sergeant, and
Mikaelian, 1999). Diese Faktoren sind wiederum eng mit dem ,,Shuttle“-Verhalten von
Rev verbunden. Risp hat zwar die Féhigkeit, in den Kern zu gelangen bzw. aus dem
Kern exportiert zu werden, was es mit dem Kerntransport verkniipft, jedoch ist es nicht
speziell mit den Kernporenkomplexen verbunden. Untersuchungen einer Interaktion
von Risp bzw. KIAA0592 mit den bekannten Bestandteilen des Kernporenkomplexes
(z.B. Nukleoporine) oder anderen Bestandteilen des Kerntransportes (z.B. Importin f3)
konnte hier weiteren Aufschluss bringen, inwieweit Risp, Rev und Crml in ihrer
Funktion verbunden sind.

Welchen Einfluss die gesamte Proteinsequenz von KIAA0592komplett auf die
Bindungsfahigkeit mit Rev hat, ldsst sich nur vermuten. In dem Risp entsprechenden
Bereich von KIAA0592 sind nur geringe Sekundirstrukturen in silico nachzuweisen.
Inwieweit das Protein aber weitere rdumliche Strukturen ausbildet und wie die
untersuchten Bindungssequenzen in dieser rdumlichen Anordnung liegen, bleibt offen.
Um die Bindungseigenschaften von KIAA0592 zu untersuchen, miissten die 2-
Hybridversuche mit der vollstindigen Sequenz oder Koimmunprizipitationen der
Proteine durchgefiihrt werden. In beiden Fillen konnte ebenfalls die Interaktion von
KIAA0592 mit Crml, aber auch mit anderen zelluldren Proteinen untersucht werden.

5.6 Die Lokalisation von Risp und deren Einfluss auf HIV-1 Rev

Der Risp-Proteinteil lokalisiert als Fusionsprotein mit GFP iiberwiegend im
Zytoplasma, obwohl auch 37 % der Gesamtproteinmenge im Kern nachgewiesen
werden konnte. Risp reagiert mit einer verdnderten Lokalisation auf die Behandlung
mit Leptomycin B. Diese Chemikalie inhibiert spezifisch den Crml-abhidngigen
Kernexport von Proteinen (Bogerd et al., 1998; Kudo et al., 1998; Wolff, Sanglier, and



- 168 -

Wang, 1997). 10 % der Proteinmenge von RispGFP sind dadurch in den Kern
verlagert (nun 47 % nukledr, Kap. 4.10.1). Diese Beobachtung koénnte auf zwei
unterschiedliche Arten zustande kommen.

1. Die Lokalisation von RispGFP nach der Behandlung mit LMB entspricht nun einer
ausschlieBlich durch Diffusionseinfliisse hervorgerufenen Verteilung des Risp-
Proteins. Der Kernexport durch Crml verlagert im natiirlichen Zustand diese
Lokalisationsverteilung zu Gunsten des Zytoplasmas. Risp enthilt kein aktives Signal
zum Kernimport. Da dies der Verteilung von GFP entspricht kénnte es sich hierbei
also um keine Akkumulation sondern um reine Diffusion handeln.

2. Risp enthilt ein oder mehrere aktive Transportsignale und wird im normalen
Gleichgewichtszustand stéindig gleichzeitig in den Kern und aus dem Kern
transportiert. Das Gleichgewicht liegt dabei auf der Seite des Zytoplasmas, also
dominiert der Kernexport. Hemmt man nun den aktiven Kernexport von Risp, so agiert
nur noch der aktive Import, der nun fiir die Verdnderung der Proteinlokalisation
verantwortlich ist. Die Ergebnisse der Mikroinjektion von einem Risp-Peptid (Kap.
4.10.4) weisen darauf hin, dass Risp iiber aktive Signale, in diesem Fall in einer
moglicherweise bifunktionalen Signalsequenz fiir den Kernexport und den —import,
verfligt.

Eine Unterscheidung zwischen beiden Modellen lieBe sich nur durch
Lokalisationsexperimente eindeutig klaren, die eine selektive und komplette
Hemmung des Kernexportes oder des Kernimportes beinhalten miissten. Es fehlen
hierfiir die ndétigen Inhibitoren, um die bekannten Transportwege zu hemmen.
Alternativ konnte zwischen Diffusion und aktivem Transport durch die Erfassung von
kinetischen Daten der Transportereignisse unterschieden werden (Anderson, 1983;
Demart, 2003).

Zusatzlich kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass neben dem speziellen
bifunktionalen Peptidsignal weitere, nicht detektierte NLS oder NES mit alternativen
Transportwegen interagieren. Um die nukleozytoplasmatische Bewegung einschitzen
zu konnen, wurde das Verhalten von Risp mit einem bekannten Protein, dem
Interaktionspartner von Risp, Rev verglichen. Das griinfluoreszierende Protein GFP
sollte in seiner Lokalisation ausschlieBlich von der Diffusion abhédngig sein, da es mit
ca. 30 kDa unter der in der Literatur postulierten Diffusionsgrenze (Adam, 2001;
Gorlich and Kutay, 1999; Ribbeck and Gorlich, 2002) des Kernporenkomplexes liegt
und keine NES oder NLS besitzt. Die Lokalisation von GFP ldsst sich nicht durch die
Behandlung mit LMB verdndern. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass ein
Fusionsprotein aus vier GFP-Doménen (4GFP) sich ebenfalls zu ca. 41 % im Kern
befindet. Da das 4GFP-Molekiil allerdings ca. 110 kDa groB ist, sollte keine passive
Diffusion in den Zellkern moglich sein. Die teilweise nukledre Lokalisation lie3e sich
durch einen unbekannten Transportmechanismus erkldren, aber auch durch die



5. Diskussion - 169 -

Aneinanderreihung der vier GFP-Molekiile wie auf einer Perlenkette, so dass das
Fusionsprotein zwar iiber ein hohes Molekulargewicht verfiigt, aber trotzdem im
Durchmesser noch durch den Kernporenkomplex passt. Zusitzlich konnte diese
Lokalisation von 4GFP den Ursprung darin haben, dass nach der Zellteilung das
Protein bereits in dem Bereich vorliegt, in dem sich der neue Kern bildet und somit
durch die Kernmembran eingeschlossen wird. Jens Barthelmes zeigte in seiner
Diplomarbeit, dass ein Fusionsprotein aus drei GFP-Dominen sich ebenso durch
passive Diffusion verteilt, dass aber die Einstellung des Gleichgewichts mehr Zeit
benotigt (Barthelmes, 2001). Die GFP-Molekiile sind hier Translokationskontrollen an
denen der Basiswert der Diffusion abgelesen werden kann.

Wenn man nun davon ausgeht, dass dasRispGFP-Fusionsprotein (ca. 50 kDa)
dhnliche strukturelle Eigenschaften besitzt wie GFP, dann zeigt die LMB-Behandlung
eine deutliche Verbindung mit dem Crml-vermittelten Kernexport. Es kann aber
daraus noch kein Schluss auf den Kernimport gezogen werden. Es stellt sich allerdings
die Frage, warum ein Protein ein Kernexportsignal bendtig, wenn es, wie das
KIAA0592komplett-Protein, rein durch das Molekulargewicht (der
Aminosduresequenz) von 148 kDa vom Kern ausgeschlossen sein sollte. Die
Expressionsstudien von KIAA0592 zeigten eine deutliche Akkumulation im
Zytoplasma (Kap. 4.4.3). Ein Kernexportsignal wiirde biologisch dann Sinn machen,
wenn ein aktiver Transport aus dem Kern nétig ist. Dies konnte z.B. durch ein aktives
Kernlokalisationssignal der Fall sein. Bei Risp/KIAA0592 wiirde es sich damit um ein
,»Shuttle“-Protein  handeln. In diesem Zusammenhang miissen nun die
Signaleigenschaften der untersuchten Risp-Peptidsequenz (Kap. 4.10.4) betrachtet
werden. Diese Versuche zeigten, dass diese Sequenz bestehend aus 21 Aminosduren in
der Lage ist ein gekoppeltes BSA-Protein und Farbstoffmolekiile in den Kern zu
transportieren genauso wie aus dem Kern zu exportieren. Aufféllig in diesen
Experimenten war, dass das untersuchte Risp-Signalpeptid, ebenso wie das RevNES-
Peptid beide Eigenschaften zeigte (Demart, 2003). Diese Ergebnisse sprechen
wiederum dafiir, dass Risp und moglicherweise auch KIAAO0592 die Fahigkeit
besitzen, unter bestimmten Bedingungen zwischen dem Zytoplasma und dem Kern zu
pendeln.

Die Fahigkeit des intrazelluldren Pendelns von Risp zusammen mit der Bindung an
Rev, Crml und Risp selbst, stellte die Frage eines funktionalen Zusammenhangs
dieser drei Proteine. Zuerst sollte die Frage geklart werden, ob Risp und Rev
homologe Funktionen ausiiben (Kap. 4.10). Insbesondere wurde untersucht, ob die
Proteinsequenz von Risp in der Lage ist, einem C-terminal verkiirzten Rev-Protein
(Rev1-54) die Fihigkeit zum Crml-vermittelten Kernexport wieder zu geben. Diesem
Rev-Fragment fehlt die gesamte Kernexportsequenz und die zweite der
Multimerisierungsdoménen. Das Protein ist somit nicht mehr in der Lage, virale
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mRNA zu binden und den Kern zu verlassen. Es wurde publiziert, dass mit
verschiedenen Crml-abhédngigen Kernexportsignalen ein funktionsfihiges mRNA-
Exportprotein, spezifisch fiir bestimmte mRNA, wie RRE-mRNA oder MS2-mRNA
konstruiert werden kann (Y1, Bogerd, and Cullen, 2002). Diese Publikation kommt zu
der Schlussfolgerung, dass Crml-Rekrutierung nicht nur nétig, sondern alleine
ausreichend fiir den spezifischen Kernexport von HIV RRE-mRNA durch Rev ist. Die
Risp-Sequenz, mit der Féahigkeit zur Bindung an Crml und zur Interaktion mit sich
selbst, miisste in der Lage sein, die Multimerisierung und den Kernexport in einem
Fusionsprotein mit Rev1-54 zumindest teilweise zu libernehmen. Es zeigte sich hier,
dass GFP-Fusionskonstrukte von Rev1-54 und Rev1-54Risp eine fast identische
intrazelluldre Lokalisation, ndmlich eine nukledre Akkumulation wie Rev in HelLa-
Zellen zeigten. Risp ist demnach nur bedingt in der Lage fiir einen Kernexport des
Rev1-54RispGFP-Fusionsproteins zu sorgen.

Rev4GFP akkumuliert Rev-untypisch in HeLa-Zellen vornehmlich im Zytoplasma
(Barthelmes, 2001) (Kap. 4.10.2). Diese Lokalisation kann durch verschiedene
Aspekte dieses Fusionsproteins erkldrt werden (Abb. 5.6.1). Zur Translokation durch
den Kernporenkomplex miissen Proteine mit bestimmten Transportern interagieren.
Fiir Rev sowie fiir GFP wurde die Fahigkeit zur Multimerisierung beschrieben (Brice,
Kelley, and Butler, 1999; Jensen, Martini, and Schwartz, 2001; Madore et al., 1994;
Phillips, 1997). Durch die Verkniipfung von nun vier grolen GFP-Anteilen und dem
stark zur Multimerisierung neigenden Rev kénnen nun im Zytoplasma Komplexe
entstehen, die sich aus mehreren Rev4GFP-Untereinheiten zusammensetzen
(Reaktionsablauf R1). Dadurch ist es zum einen mdglich, dass die
Kernlokalisationssignale durch andere Doménen der fusionierten Proteine soweit
verdeckt werden, dass es zu einer starken Verringerung des Kernimportes fiihrt.
Wahrscheinlich ist, dass diese Aggregate nicht mehr oder nur ineffizient in den
Zellkern importiert werden. Somit stehen nur wenige freie, einzelne Rev4GFP-
Molekiile zum Kernimport zur Verfiigung. Die Bildung solcher Komplexe wiirde
somit das Gleichgewicht der intrazelluliren Lokalisation von Rev4GFP zum
Zytoplasma verschieben (R2). Nach einer Blockade des Exports durch eine
Behandlung mit LMB gelangt nach zwei Stunden der iiberwiegende Anteil von
Rev4GFP in den Kern. Das konnte darin begriindet sein, dass entweder von den
Komplexen dissoziierte Rev4GFP-Molekiile nun in den Kern importiert werden und
dort bleiben, oder dass die Komplexe selbst langsam in den Kern gelangen. Dabei
konnten die in Abbildung 5.6.1 beschriebenen Reaktionen ablaufen. Die bevorzugte
Richtung des Transports bzw. der Interaktionen an den kritischen Punkten (R1, R2,
R3, R4) ist dabei durch die unterschiedliche Lange der Reaktionspfeile angezeigt. Dies
fiihrt dann zu einer zytoplasmatischen Akkumulation von Rev4GFP, welche aber
durch LMB-Behandlung aufgehoben werden kann.
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Abbildung 5.6.1: Schematische Darstellung der moglichen Reaktionsabliufe (R), die zu
der zelluliiren Lokalisation des Rev4GFP-Fusionsproteins fiihren konnen. Unabhéngige
Reaktionsverliufe sind durch entgegenliufige normale Pfeile (=), im Gleichgewicht
stehende, zusammenhingende Reaktionsverliufe sind durch chemische
Gleichgewichtspfeile symbolisiert. Eine Verschiebung einer Reaktion in eine
bestimmte Richtung ist durch die unterschiedliche Linge der Pfeile gekennzeichnet. R1
findet hierbei im Zytoplasma statt, R2 durch die Kernporen, R3 und moglicherweise
auch R4 laufen im Nukleus ab. R3 steht fiir eine Lokalisationsverschiebung zwischen
Nukleoplasma und Nukleoli. Die durch den Einsatz von LMB blockierte Reaktion ist rot
gekennzeichnet. x steht fiir eine unbekannte Anzahl von Proteinen, die in einem
Komplex verbunden sind.

Die Reaktionsschritte R1 und R4 sind in diesem Schema als reine Protein:Protein-
Interaktionen (darum chemische Gleichgewichtspfeile) betrachtet. Hierbei binden
Proteine nicht-kovalent durch Wasserstoffbriickenbindungen, apolare hydrophobe
Bindungen von Kohlenwasserstoffseitenketten (Val, Leu, Ile, Phe) oder
Ionenbindungen zwischen basischen und sauren Aminosdureseitenketten (Lys, Arg,
His, Asp, Glu). Diese Bindungen unterliegen daher einem chemischen Gleichgewicht,
einer somit andauernden Assoziation und Dissoziation. Da sich bei gleichbleibenden
Bedingungen die Reaktionsgeschwindigkeiten nicht dndern, werden diese Reaktionen
in threm Ablauf hauptsdchlich durch die Menge der vorhandenen Reaktionspartner
und die Stirke der Bindung bestimmt. Eine stirkere Bindung wiirde die Reaktion der
Dissoziation mindern. Der Schritt R2 fasst die Transportwege des Kernimports und -
exports zusammen. Hierbei interagieren jeweils mehrere Proteine (Kap. 1.3 und 1.4),
was aktiv zu der Einstellung eines Gradienten zwischen dem Zytoplasma und dem
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Nukleoplasma fiihrt. Die Weiterleitung bzw. die Sequestrierung der transportierten
Rev4GFP-Proteine hin zu einem zytoplasmatischen Komplex fiihrt hierbei jedoch
ebenfalls zu Verschiebung des eingestellten Zustandes, dadurch dass einer der
Transportwege eingeschrankt wird. Dies ist auch der Fall wenn z.B. einer Rev-
Mutante eines der Signalpeptide fehlt.

Im Normfall liegt Rev oder RevGFP in den Nukleoli des Zellkerns von Hela-Zellen
vor. Diese Verteilung kann durch speziell diskutierte NOS-Sequenzen (,,Nucleolar
Localization Signal®“) (Cochrane, Perkins, and Rosen, 1990), aber auch durch die
Bindung von Rev an spezielle nukleoldre Proteine wie B23 (Fankhauser et al., 1991;
Schatz et al., 1998; Szebeni et al., 1997) oder rRNA (D'Agostino et al., 1995;
Michienzi et al., 2000) hervorgerufen werden. Ebenso wurde gezeigt, dass neben der
nukleoldren Lokalisation von Rev dort auch verschiedene Nukleoporine und Crml
gefunden werden konnen. Die Theorie wurde aufgestellt, dass die Bildung des Rev-
Crm1-Nukleoporin-Komplexes, der spiater zum Export von Rev fiihrt, bereits in den
Nukleoli ablauft (Zolotukhin and Felber, 1999). Da Rev in diesem Fall vermehrt in
den Nukleoli des Zellkerns durch verschiedene Bindungen zuriickgehalten wird,
verschiebt sich in der in Abbildung 5.6.1 gezeigten Kette die Gleichgewichtsreaktion
R3 zugunsten der Nukleoli. RevGFP kann zwar theoretisch ebenfalls komplexe
Aggregate ausbilden, die aber nicht zu einer Retention im Zytoplasma (R4 im
Gleichgewicht) flihren. Freies RevGFP wird dann stidndig in den Kern importiert und
kann dort in den Nukleoli akkumulieren. Durch eine Blockade des Crm1-vermittelten
Exportes kann eine Reaktionsrichtung von R2 nicht mehr ablaufen und deshalb lasst
sich Rev4GFP, genauso wie RevGFP, wieder verstiarkt im Nukleus und den Nukleoli
nachweisen.

Risp lokalisiert wie beschrieben hauptsdchlich im Zytoplasma (Kap. 4.10). Diese
Verschiebung der Lokalisation ist nur gering, im Vergleich zur gleichméBigen
Verteilung von GFP. Die Lokalisation von Risp konnte sich dadurch erkldren, dass es
weder durch eine starke Bindung auf einer Seite der Kernmembran gehalten wird noch
iiber starke Lokalisationssignale verfiigt, die extrem einer Gleichverteilung
entgegenwirken wiirden. Abbildung 5.6.2 veranschaulicht die moglichen beteiligten
Vorginge. Dies muss im Zusammenhang mit dem KIAA0592-Gesamtproteins
gesehen werden. KIAA0592 hat durch die anhand der Peptidversuche gezeigte
Sequenz (Kap. 4.10.4) theoretisch die Moglichkeit in der Kern transportiert zu werden.
Dies scheint anhand der Lokalisationsstudien nur zu einem geringen Anteil oder nur
unter bestimmten noch nicht ndher charakterisierten Umstdnden abzulaufen. Das
bedeutet, fiir Risp gibt es bisher nur einen untersuchten Reaktionsablauf, den Kernex-
und import (Abb. 5.6.2, R2), der die Lokalisation beeinflusst. Zwei weitere Reaktionen
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sind auf Grund der Ergebnisse, dass Risp in der Lage ist an sich selbst zu binden
denkbar, aber noch nicht gezeigt (R1, R3).
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Abbildung 5.6.2: Schematische Darstellung der moglichen Reaktionsabliufe (R), die zu
der zelluldren Lokalisation des RispGFP-Fusionsproteins fiihren konnen. Unabhéangige
Reaktionsverlidufe sind durch entgegenlidufige normale Pfeile (=), im Gleichgewicht
stehende, zusammenhingende Reaktionsverliufe sind durch chemische
Gleichgewichtspfeile symbolisiert. Eine Verschiebung einer Reaktion in eine
bestimmte Richtung ist durch die unterschiedliche Linge der Pfeile gekennzeichnet. R1
findet hierbei im Zytoplasma statt, R2 durch die Kernporen und moéglicherweise Liuft
R3 im Nukleus ab. Die durch den Einsatz von LMB blockierte Reaktion ist rot
gekennzeichnet. x steht fiir eine unbekannte Anzahl von Proteinen, die in einem
Komplex verbunden sind.

Fir Risp konnte die Féhigkeit zur Bindung an sich selbst (also zumindest zur
Dimerisierung) gezeigt werden. Die durch Expressionsplasmide kodierten Proteine
RispGFP, Risp4GFP oder KIAA0592 neigten zu keiner vermehrten Aggregation und
Komplexbildung (Kap. 4.4.3 und 4.10.). Das bedeutet, dass R1 und R3 hier keinen
Einfluss auf die Lokalisation haben. Darum kann davon ausgegangen werden, dass
diese beobachtete Lokalisation von Risp bzw. KIAA0592 durch einen gerichteten
Transport durch die Kernporen (Reaktionen R2), der durch die erkannten NES- und
NLS-Sequenzen vermittelt wird, hervorgerufen wird.

Welchen Effekt hat nun ein Risp-Anteil auf eine C-terminal verkiirze Form von Rev (=
Rev1-54). Die Abbildung 5.6.3 zeigt die moglichen Translokationsschritte, welche
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einen Einfluss auf die Lokalisation von Rev1-54 4GFP oder Rev 1-54Risp 4GFP
haben konnten. Betrachtet man die Lokalisationen im speziellen Fall der 4GFP-
Fusionskonstrukte, ldsst sich ein Einfluss der Risp-Sequenz ermitteln und erkldren.
Rev1-54 4GFP (Abb. 5.6.3A) verfiigt nicht mehr tiber die zweite
Multimerisierungsdoméne und das NES von Rev. Der Reaktionsweg R2 lauft
demnach in beide Richtungen ab und so verschiebt sich die Proteinlokalisation in den
Kern, in dem dann wiederum die Verteilung in die Nukleoli ablduft (R3). Revl-54
AGFP existiert somit nach der Translation nur kurz und nicht im UbermaB im
Zytoplasma und besitzt auch nicht die fiir das vollstindige Rev beschriebenen
Multimerisierungseigenschaften. Somit sollten die Reaktionen R1 im Zytoplasma und
auch R4 im Kern kaum einen Einfluss haben. Im Fall von Rev1-54Risp 4GFP (Abb.
5.6.3B) bewirken die in dieser Arbeit gezeigten Fahigkeiten von Risp (Dimerisierung
und Kernexport) eine verdnderte Lokalisation des Fusionsproteins. Der
Reaktionsablauf R2 kann in diesem Fall wieder in beide Richtungen ablaufen und
somit ist Rev1-54Risp 4GFP zu ca. 50 % auch im Zytoplasma lokalisiert.

Dies zeigt wiederum, dass Risp eine funktionale Kernexporteigenschaft besitzt und
diese auch eine Auswirkung auf Rev haben kann. Diese Beeinflussung wirkt sich
allerdings nur im Zusammenhang mit einer ohnehin verdnderten Rev-Lokalisation
durch vier fusionierte GFP-Reste aus.

Die urspriingliche Frage ob durch die Aminosduresequenz von Risp fusioniert an den
N-terminalen Teil von Rev ein Protein entsteht, das die Fahigkeit des Exports viraler
mRNA aus dem Kern beibehilt, ldsst sich deutlich verneinen. Im Kapitel 4.10.3
konnte gezeigt werden, dass Rev1-54Risp weder mit einem noch vier GFP-Doménen
fusioniert funktional ist. Dies bedeutet, dass sich trotz der Kopplung einer Crml-
Interaktionsdoméne an Rev und der zumindest theoretisch gezeigten Fahigkeit des
Fusionsproteins zu dimerisieren keine Rev-Funktionalitit herstellen ldsst. Demzufolge
sind an dem Rev-vermittelten mRNA-Export weitere in diesem experimentellen
Ansatz nicht rekonstituierte Rev-Dominen beteiligt. Der Einfluss von Crm1 auf die
Funktion von Rev ist demnach als essentiell, aber nicht ausreichend zu bewerten (im
Gegensatz zu (Y1, Bogerd, and Cullen, 2002)).
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Abbildung 5.6.3: Schematische Darstellung der moglichen Reaktionsablaufe (R), die zu
der zelluliren Lokalisation der Revl-54 4GFP- (A) und Rev1-54Risp 4GFP- (B)
Fusionsproteine fiihren konnen. Unabhingige Reaktionsverliufe sind durch
entgegenliufige normale Pfeile (=), im Gleichgewicht stehende, zusammenhéingende
Reaktionsverliufe sind durch chemische Gleichgewichtspfeile symbolisiert. Eine
Verschiebung einer Reaktion in eine bestimmte Richtung ist durch die unterschiedliche
Linge der Pfeile gekennzeichnet. R1 findet hierbei im Zytoplasma statt, R2 durch die
Kernporen, R3 und moglicherweise auch R4 laufen im Nukleus ab. Die rote Markierung
in A zeigt, dass dem Rev1-54 4GFP-Protein kein Signal zum Kernexport mehr zur
Verfiigung steht. Die durch den Einsatz von LMB blockierte Reaktion in B ist rot
gekennzeichnet. x steht fiir eine unbekannte Anzahl von Proteinen, die in einem
Komplex verbunden sind.



-176 -

Ermittelte Eigenschaften KIAA0592 Risp
Chromosom 10q11.22 s. KIAA0592
Kopien des Gens 1 s. KIAA0592
Exons 30 3

4,6 kbp (ABO11164) 671 bp
mRNA: versch. Zelllinien und versch. Zelllinien und

GroBe und Vorkommen

versch. Geweben
(Nagase et al., 1998a)

versch. Geweben
(Nagase et al., 1998a)

1372 AS, errechnet 148 kD

Proteingrofle detektiert ca. 200 kD 171 AS, 19 kD
theoretisch mogliche 11
Proteinmodifikationen 78 (Ceccherini-Silberstein,
(PROSITE) 2001)
Transmenbrandoméne ja nein
,,Coiled Coil“-Doménen ja nein
homologe mRNA (human) AKOO 12%651\544—50 51956, AKO001686, XM 051956,
homologe Proteine (human) T0034%1]3?(ﬁ91036’ s. KIAA0592
homologe Proteine in AAKS3434 (C. grisues)
. NP 080861 (M. musculus) s. KIAA0592
anderen Spezies XP 23289 (R. norvegicus)
NES, NLS
Lokalisationssignale s. Risp (Ceccherini-Silberstein,
2001)
beobachtete intrazellulére fast ausschlieBlich 63 % zytoplasmatisch
Lokalisation zytoplasmatisch (RispGFP)
Crm1-abhéngiger A ia
Kernexport
R 1, Ri
Bindungseigenschaften k.A. ?;]Ez%rij’zHl)Sp
Promotor 950 bp stromaufwirts des KA.

Gens sind schwach aktiv

Tabelle. 5.6.1: Zusammenfassung der nach dieser Arbeit bekannten Eigenschaften von
KIAA0592 und Risp. Alle Informationen wurden in dieser Arbeit ermittelt. Zusitzliche
Erkenntnisse, die bereits bekannt waren, sind durch eine Referenz belegt. (k.A. = keine
Angaben moglich, da noch nicht untersucht).
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Tabelle 5.6.1 zeigt eine Zusammenfassung der liber KIAA0592 und Risp bekannten (s.
Zitate) und in dieser Arbeit ermittelten neuen Erkenntnisse.

Verschiedene Proteine wurden mit KIAA0592-dhnlichen Eigenschaften beschrieben.
Darunter sind Proteine, die strukturelle Komponenten beherbergen, NES-Féahigkeiten
besitzen, aber auch beispielsweise am mRNA-Export beteiligt sind wie Mmmp 41
(,mRNA binding protein of 41 kDa*“)(Kraemer and Blobel, 1997), transkriptionell
aktiv sind wie LPP (,,LIM-containing lipoma-preferred partner*(Petit et al., 2000)),
oder Genexpression regulieren wie Lamin (Hutchison, 2002).

Ein Zusammenhang zwischen KIAAO0592/Risp, Rev und Crml koénnte in der Art
zustande kommen, dass KIAAO0592 in direkter Weise mit dem Kernexport
verschiedener Substrate durch Crm1 verkniipft ist und vielleicht den Export direkt mit
verschiedenen Zellstrukturen des Zytoskeletts verbindet oder sogar selbst zu diesen
Strukturen beitrdagt. Moglicherweise liegt diese Verbindung beiderseits der Kernporen
vor, was zu einem Netzwerk von Strukturelementen auBlerhalb und innerhalb der
Kernpore fiithren konnte.

5.7 Ausblicke

Zwei Merkmale sollten im Verlauf der weiteren Forschung an KIAA0592/Risp
vorrangig untersucht werden: Zum einen der Einfluss des gesamten
KIAA0592komplett oder des kurzen durch Risp repriasentierten Abschnittes auf die
Eigenschaften und Funktionen von Rev, aber auch der gesamten HIV-Replikation.
Hierzu werden Rev-Funktionstests oder Untersuchungen der Partikelproduktion von
infizierten Zellen ndtig, welche unter dem Einfluss einer Uberexpression von
KIAA0592komplett oder Risp durchgefiihrt werden. Hierbei sollte auch beriicksichtigt
werden, dass KIAA0592 in unterschiedlichen Zellen in verschiedenen Mengen
endogen vorliegt. Mdglicherweise fiihrt eine Uberexpression in diesen Zellen zu einem
unterschiedlichen Einfluss auf die Rev-Funktion. Im Besonderen ist der Einfluss von
KIAA0592komplett/Risp auf die verminderte Funktion von Rev in verschiedenen
Astrozyten von Interesse. Wichtig in diesem Zusammenhang ist sicherlich die
Konstruktion eines experimentellen Systems, in dem die endogene Expression von
KIAAO0592komplett verhindert werden kann. Hierzu ist die Verwendung von
spezifischen RNAi- oder siRNA-Stiicken, die Expression von antisense RNA durch
Expressionsplasmide von KIAA0592, aber auch die Herstellung einer KIAA0592
,.,knock out“-Zelllinie denkbar.
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Die Unterdriickung der endogenen Expression ist auch ein wichtiger Ansatzpunkt zur
Ermittlung der eigentlichen zelluldren Funktion von KIAA0592. Die Erkenntnisse der
in silico Analysen der KIAA0592komplett-Proteinsequenz und der genomischen
DNA-Sequenzen inklusive der regulatorischen Sequenzen konnte ebenfalls als
Ansatzpunkt fiir Experimente dienen, die zur Entschliisselung der Funktion von
KIAA0592 fiihren. Dabei sollten die spezifischen Proteinmodifikationen experimentell
untersucht werden. Vielversprechend ist das Fortschreiten der Sequenzierung der
Genomsequenzen der Maus, der Ratte und des Hamsters, aber auch anderer Spezies.
Falls vollstindige genomische Sequenzen zur Verfligung stehen, konnte durch einen
Vergleich der regulatorischen Bereiche der homologen Gene vielleicht ein
gemeinsamer Promotor ermittelt werden. Danach kann anhand der TF-Bindungsstellen
nach ebenso regulierten Genen gesucht werden. Dies konnte das KIAA0592-Gen
wiederum in Zusammenhang mit einer bestimmten Funktion bringen.

Essentiell fiir weitere Untersuchungen ist letztlich die Entschliisselung der zelluldren
Funktion des KIAA0592-Proteins. Von speziellem Interesse im Bereich der Virologie
sind die Auswirkungen auf Rev und HIV im Allgemeinen.
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Zusammenfassung

Risp wurde in einer fritheren Arbeit in einem Hefesystem als ein neues; mit HIV-1 Rev
interagierendes zelluldres Protein beschrieben, das dem C-terminalen Teil eines weitaus
groBBeren Proteins (KIAA0592) zu entsprechen schien. Die Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit bestand darin, die Organisation des KIAA0592-Gens zu untersuchen und die
biochemischen und strukturellen Eigenschaften des KIAA0592-Proteins zu ermitteln.

Es gelang erstmals das vollstandige, KIAA0592komplett-Protein in verschiedenen Zelllinien
zu exprimieren und einem Promotorbereich zuzuordnen. Somit konnten die in silico-Daten
iiber das Vorhandensein dieses Gens inklusive regulatorischer Bereiche experimentell
verifiziert werden. Es konnte anhand der verfiigbaren Datenbanken gezeigt werden, dass zu
KIAA0592 homologe Proteine und genomische Bereiche in den verschiedensten Spezies (H.
sapiens, M. musculus, R. norvegicus und C. griseus) konserviert sind. Dies weist auf
essentielle zelluldre Funktionen hin. Um mdogliche Funktionen des bisher nicht
charakterisierten KIAA0592-Proteins zu analysieren, wurden anhand der Aminoséduresequenz
spezifische strukturelle und funktionale Eigenschaften vorausgesagt. KIAA0592 enthélt
Transmembranbereiche, superhelikale ,,Coiled Coil“-Strukturen und Bereiche fiir
unterschiedlichste  posttranslationale Modifikationen. Es konnte durch in silico-
Sequenzanalysen und in vitro-Expressionsanalysen gezeigt werden, dass das als Rev-
interagierend identifizierte Protein Risp ein Teil des KIAA0592-Proteins darstellt. Bei der
urspriinglich identifizierten cDNA handelte es sich demnach um einen unvollstindigen
Sequenzbereich von KIAA0592. Das erstmals in trans exprimierte gesamte
KIAA0592komplett-Protein zeigte eine starke zytoplasmatische Lokalisation, wie auch die
Risp-Doméne alleine. Es wurde in einem Sdugerzellsystem gezeigt, dass Risp Interaktionen
mit Rev und Crml eingeht und in der Lage ist, zumindest zu dimerisieren. Fiir Rev ist
bekannt, dass es ebenfalls mit dem Kernexportrezeptor Crml interagiert, und dass diese
Eigenschaften essentiell fiir die Aktivierungsfunktion von Rev ist. Deswegen wurden die
Lokalisations- bzw. Transporteigenschaften der Rev-interagierenden Proteindomine (=
Risp) von KIAA0592 und der Einfluss auf die Aktivierungsfunktion von Rev untersucht. In
den verwendeten eukaryotischen Zelllinien lokalisiert Risp hauptsidchlich im Zytoplasma, es
ist aufgrund der identifizierten Import- und  Exportsignale jedoch  zum
nukleozytoplasmatischen Transport fahig. Diese Transportfdhigkeit von Risp lieB sich auf
eine C-terminal deletierte Rev-Variante (Rev1-54) tibertragen. Trotzdem konnte durch diese
Substitution die Funktionalitit von Rev nicht wiederhergestellt werden. Eine Crml-
Rekrutierung an Rev ist offensichtlich nicht alleine ausreichend, ein funktionales RRE-mRNA
exportierendes Rev-Protein zu konstruieren. Es handelt sich bei KIAA0592/Risp um ein
Protein, das nicht nur HIV-1 Rev bindet, sondern ebenso iiber strukturelle Komponenten

verfiigt und durch Crm1 mit dem Kernexport verbunden ist.
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