Materialen und Methoden

4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Bakterienstdamme

DH10B F, mcrA ?-(mrr hsdRMS-merBC), f80dlacZ? M 15, ?lacX74, deoR,
recAl, araD139, ? (ara, leu)7697, galU, galK, 7, rpsL, endAl, nupG
(Gibco BRL).

SCS1-pSE111 recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rc’'mk’), SUpE44, reAl

(Stratagene) enthadlt Plasmid pSE111 mit lacl9-Repressorgen und arguU-
Gen fir seltene Arginin tRNA (Bussow et al., 1998).

4.1.2 Zéelllinien

COS1 Fibroblasten-ahnliche Zellen, die in adharenten Monolayern wachsen;
Nierenzellen des afrikanischen grinen Affen, transformiert mit einer
Replikationsursprungs-defekten Mutante von SV-40; Wirtszelle fur die
Vermehrung von rekombinanten SV-Viren (DSMZ, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

293 Fibroblasten-éhnliche Zellen, die in adhdrenten Monolayern wachsen;
humane embryonae Nierenzellen, transformiert mit fragmentierter
DNA von Adenovirus Typ 5 (DSMZ).

HeLa Epithelia-dhnliche Zellen, die in adhdrenten Monolayern wachsen;
humane cervicale Zellen aus einem Adenocarcinom (DSMZ).

293 Tet-Off ™ Fibroblasten-ahnliche Zellen, die in adhérenten Monolayern wachsen;

genetisch manipulierte humane embryonale Nierenzellen, die den
Tetracyclin-kontrollierten  Transaktivator tTA stabil exprimieren
(Clontech).
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4.1.3 Plasmidvektoren

pBluescript

pTEtCMV-F°

Klonierungsvektor der Firma Stratagene mit ColE1 Replikationsursprung zur
Replikation in E. coli; b-Lactamasegen, T7- und T3-Promotoren sowie lacZ-
Gen zum Durchmustern von Transformanten nach dem Blaw/Weil3-Kriterium;

hier as Trager-DNA fur die Transfektion von Saugetierzellen verwendet.

Ein Doppelstrangoligonukleotid, das die Flag-Epitop Sequenz enthdlt, wurde
so in den Vektor pTRE kloniert, da3 die urspringliche FlagSequenz mit
zusétzlicher Kinase-Phosphorylierungsstelle ersetzt wurde (Wu and Chiang,
1996). Das resultierende Plasmid, pTetCMV-F°, ist ein ,, Antwort“-Plasmid fir
die Expression von Genen im Tet-Off System mit dem Tet-reaktiven Provv«-1-
Promotor, der das Tet-reaktive Element TRE aus 7 Kopien der bakteriellen
Tet-Operatorsequenz (etO) enthdlt. Das TRE-Element befindet sich 5° des
minimaen CMV-Promotors (Pmincmyv), dem das Verstéarkerelement des
vollstandigen CMV-Promotors fehlt und daher ohne Bindung von TetR an die
tetO-Sequenzen nicht aktiv ist (Abbildung 1).

pTetCMV-Hyg

pTK-Hyg

In den Vektor pTetCMV-F° wurde eine neue Multiple Klonierungsstelle mit
den Erkennungsstellen fur die Restriktionsenzyme Ndel, BamHI, Sphi, Sall,
EcoRV, Notl und Pstl 3" des Flag Tags ligiert. Das Hygromycinresistenzgen
wurde zusammen mit dem HSV TK-Promotor aus dem Plasmid pTK-Hyg
(Clontech) PCR-amplifiziert und gegen den Uhrzeigersinn in den modifizierten
pTetCMV-F° Vektor in die singulare Xhol Restriktionserkennungsstelle
eingesetzt. Der so entstandene Vektor, pTetCMV-Hyg, wurde dazu verwendet,
HD Exon 1 Fragmente in Tet-Off Zellen stabil fur die induzierbare Expression
zu integrieren und gleichzeitig mit Hygromycin auf die stabile Integration des

Plasmids in das Zellgenom zu selektionieren.

Selektionsvektor, der Hygromycinresistenz fur die Selektion von stabil
transfektierten Zellen in Sdugetierzellen vermittelt (Clontech).
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pTL1

Derivat des Vektors pSG5 mit einem SV40 frihen-Promotor fir die in vivo
Proteinexpresson und einem T7-Promotor fur die in vitro Expression
(Stratagene). Verdnderung durch EinfUhrung einer groferen Multiplen
Klonierungsstelle mit Erkennungsstellen fur EcoRI, BamHI, Hindlll, Xhol,
Notl, Smal, Pstl, Sacl, Kpnl und Bglll.

pTL1-HA1, -HA2 und -HA3

pTL1 mit 5° der Klonierungsstelle eingefligtem HA-Epitop fir die Detektion
von exprimierten Proteinen mit dem moroklonalen HA-Antikorper; in alen

drei Leserahmen vorhanden.

pQES30, 31 und 32

PQE32N

Auf pBR322 basierende Expressionvektoren mit dem starken Phagen T5-
Promotor und 2zwe lac-Operatorsequenzen fur die IPTG-induzierbare
Expression rekombinanter Proteine mit einem N-terminalen Hiss-tag (Qiagen);

in allen drei Leserastern vorhanden.

Derivat des Plasmids pQE32 (Qiagen); ein synthetisches Oligonukleotid, das
die Restriktionsschnittstellen Bglll und Notl trégt, wurde in die im Multilinker
vorhandene Pstl Schnittstelle eingefligt und diese dabel zerstort.

pGEX-5X-1, pGEX-6P-1

Glutathion S-Transferase (GST)-Genfusionsvektoren mit dem synthetischen
tac-Promotor fur die IPTG-induzierbare, hohe Expression von GSI-
Fusionsproteinen; enthalten internes lacl9-Repressorgen fir die Benutzung in
jedem E. coli Stamm. Die Fusionsproteine enthalten eine Erkennungsstelle fir

Faktor Xa bzw. PreScission Protease (Pharmacia Biochem).
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4.1.4 Medien und Puffer

LB-Medium

10 g Trypton

5 g Hefe Extrakt

10 g NaCl ad 1| agua bidest

Fur die Herstellung von LB-Platten 2% Agar zusetzen.

SOB”

20 g Trypton

5 g Hefe Extrakt

0,584 g NaCl

0,186 g KCI ad 1l agua bidest

TY Medium

5 g Hefe Extrakt

10 g Trypton

5 g NaCl ad 1 | agua bidest

TBS
20mM TrigHCI, pH 7,5
150 mM NaCl

TBST

20 mM TrigHCI, pH 7,5
150 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween 20

TE
10 mM Tri/HCI, pH 7,5
1 mM EDTA (pH 8,0)
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10x PBS

80 g NaCl
2gKCl

14,4 g NapHPO,
2,4 g KH2PO,

Medien fur Zellkultur:

ad 11 aqgua bidest

Minimum Essential Medium (MEM), mit Earle's Sazen, ohne L-Glutamin (Life

Technologies)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), mit Natriumpyruvat und Pyridoxin (Life

Technologies)

Fotales Ké berserum aus Slidamerika (Life Technol ogies)

4.1.5 Oligonukleotide

Name Sequenz Funktion
pTetCMV-OL3 TATGGGGATCCGCATGCC |neue MCSin pTetCMV-F°
GTCGACGATATCGCGGCC
GCCGCTGCAGA
pTetCMV-OL4 GATCTCTGCAGCGGCGGC |neue MCSin pTetCMV-F°
CGCGATATCGTCGACGGC
ATGCGGATCCCCA
Hyg-P-HSV CCGCTCGAGGAGTGGTGA |Primer 5'zum pTK-Hyg-Gen
ATCCGTTAG
Hyg-polyA CCGCTCGAGAGCCCAAGC |Primer 3 zum pTK-Hyg-Gen
TTGGCACTG
OL1-Kozak CTCGAGGATCCGCCACCA | Kozak-Sequenz und Startcodon
TGC fur HIPL (218-604),
Sense Strang
OL2-Kozak GAGCTCCTAGGCGGTGGT | Kozak-Sequenz und Startcodon
ACGCTAGG far HIP1 (218-604),
Antisense Strang
HIP1-1 CGGGATCCATGGATGTGA | Sense PCR-Primer fir
GCAAGATGACTG HIP1 ab Codon 1
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HIP1-Tdlin, revers

AAATATGCGGCCGCTCAT
TCTTTTTCGGTTACCACTT
CTTGC

Antisense PCR-Primer fir
HIP1, Codon 1003

HIP1-W, revers

ATAAGAATGCGGCCGCTC
AGTCTTGTATCACCTGCTC
CGC

Antisense PCR-Primer fur
HIP1, Codon 604

HIP1-DxF, revers

AAATATGCGGCCGCTCAA
CCATTTTGACTGTTGAAAT
TGAAGG

Antisense PCR-Primer fir
HIP1, Codon 333

HIP1-ENTH, revers

ATAAGAATGCGGCCGCTC
AGAGGCAGGAGTGGAGTT
TGAAGAG

Antisense PCR-Primer fur
HIP1, Codon 217

HIP1-218

ACGCGTCGACCAGCTGAC
ACCCTGCAAGGCCAC

Sense PCR-Primer fir
HIP1 ab Codon 218

HIP1-333

ACGCGTCGACGTGTGAAC
AAGGATGAGAAGGACC

Sense PCR-Primer fir
HIP1 ab Codon 333

pGEX5-forward

TATAGCATGGCCTTTGCA
GG

Sequenzierprimer far
pPGEX-Vektoren, forward

pPGEX5-revers

TGTCAGAGGTTTTCACCG
TC

Sequenzierprimer fur
pGEX-Vektoren, revers

CMV

GGCGTGTACGGTGGGAGG
CCTATA

Sequenzierprimer fur
pTetCMV-Vektoren, forward

SV40poly-A

TACAAATAAAGCAATAGC
ATCACA

Sequenzierprimer fur
pTetCMV-Vektoren, revers

pSG5-forward, T7-90

TCTGCTAACCATGTTCATG
CcC

Sequenzierprimer fir
pTL1-Vektoren, forward

pSG5-revers-90

GGACAAACCACAACTAGA
ATG

Sequenzierprimer fir

pTL1-Vektoren, revers

Die aufgelisteten Oligodesoxyribonukleotide wurden von der MPI Servicegruppe oder der Fa.
TIB Molbiol synthetisiert.
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4.1.6 Antikor per

Priméare Antikor per Spezies Herkunft

anti-RGSHis Maus Qiagen

anti-Huntingtin (CAG53b) Kaninchen eigene Herstellung
anti-Huntingtin (HD1) Kaninchen eigene Herstellung
anti-14-3-3e Kaninchen eigene Herstellung
anti-a-Synuclein Kaninchen eigene Herstellung
anti-GST Ziege Sigma

anti-g-Tubulin Maus Sigma

anti-Vimentin, Klon V9 Maus Sigma

anti-Flag Maus Sigma

anti-11S, regulatorische Kaninchen Affiniti Research
Untereinheit a (PA28a)

anti-19S, Regulator Kaninchen Affiniti Research

(nicht ATPase S10a)

anti-20S, Kaninchen Affiniti Research
Proteasomenkernkomponente

anti-BiP/Grp78 1gG2A Maus Transduction Laboratories
anti-Hsp40 (C-20) Ziege Santa Cruz Biotechnology
anti-Hsp70 (CA) Ziege Santa Cruz Biotechnology
anti-TIA-1 1gG1 (ML-29) Maus Dr. N. Kedersha, Boston
anti-a-Mannosidase |1 Kaninchen Dr. M. G. Farquhar, San Diego
anti-Ubiquitin Kaninchen Dako

anti-Clathrin HC Maus Biodesign

anti-Clathrin HC (C-20) Ziege Santa Cruz Biotechnol ogy
anti-a-Adaptin A und C Ziege Santa Cruz Biotechnology
(A-19)

anti-a-Adaptin A Maus Transduction Laboratories
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Sekundére Konjugiert mit Spezies Herkunft
Antikor per
anti-Maus 1gG CY3oder FITC Esdl Jackson
ImmunoResearch
anti-Kaninchen 1gG CY3oder FITC Esdl Jackson
ImmunoResearch
anti-Ziege 1gG Alexab46 Esdl Molecular Probes
anti-Kaninchen 1gG akalischer Ziege Boehringer Mannheim
Phosphatase
anti-Kaninchen 1gG kolloidalem Gold, Ziege British BioCell
5 oder 10 nm
anti-Ziege 1gG kolloidalem Gold, Kaninchen British BioCell
10 nm
4.1.7 Enzyme, Proteine und DNA
1 kb DNA-Marker Gibco BRL
Albumin aus Rinderserum, Fraktion V (BSA) Sigma
Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm Boehringer
Mannheim
Benzonase Merck
DNasel Boehringer
Mannheim
Lysozym Boehringer
Mannheim
pBluescript Stratagene
Polymerasen:
AmpliTag DNA Polymerase FS zur Sequenzierung Perkin Elmer
Expand™™ Long Template PCR System, Mischung aus den
thermostabilen Tag und Pwo DNA Polymerasen fur die PCR Boehringer
Mannheim
Proteingrofenstandard Boehringer
Mannheim
Protein Grolenstandard, vorgefarbt Gibco BRL
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Restrikti onsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Trypsin

4.1.8 Chemikalien und Saulenmaterialien

30% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30
Agarose

Ammoniumpersulfat
Ampicillin-Trihydrat

AttoPhos

Bis-Benzimid (DAPI)
Bromphenolblau
Caciumchlorid-Dihydrat
Casiumchlorid

Chloroform

Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dithioerythritol (DTE)

Dithiothreitol (DTT)

Essigséure

Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ficall Typ 400

Freund Adjuvans, komplett
Ethidiumbromididsung, 10 mg/ml
G418-Sulfat, Geneticin

Glutathion, reduziert
Glutathion-Agarose

Glycerin, wasserfrei
Guanidiumhydrochlorid

Hi-Trap Protein A-Saule
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2- ethansulfonséure (HEPES)

New England
Biolabs

New England
Biolabs
Gibco BRL

Carl Roth

Gibco BRL
BioRad

Sigma

JBL Scientific
Sigma

Merck

Merck

Gibco BRL

Merck

Sigma

Serva

Sava

Merck

Merck

Merck

Pharmacia Biochem
Difco Laboratories
Sigma
Calbiochem
Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Pharmacia Biochem

Sigma
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I midazol

| soamylalkohol

| sopropyl-b-D-thiogalactosid (IPTG)
clasto-Lactacystin-3-Lacton

Kanamycin A-Monosulfat
2-(N-Morpholino)ethansulfonsédure (MES)
3-(N-Morpholino)- 2-hydroxypropansul fonsaure (MOPS)
Natriumazid

Natriumfluorid

Ni-NTA Agarose

Paraformaldehyd

10000 Einheiten/ml Penicillin G und 10000 ng/ml
Streptomycinsulfat in 0,85% Saline

Phenol, in TE aquillibiert
Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Poly-L-Lysin Losung, 0,1% (w/v) in agua bidest
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween 20)
Ponceau S-Losung

2-Propanol

Propylgallat

ServaBlau G

TEMED

Thiamin, Vitamin B1
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
p-t-Octylphenyl-polyoxyethylen (Triton X-100)
Trypan Blau

XTT

Xylencyanol FF

Sigma
Merck
Sigma
Affiniti Research
Products
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Qiagen
Sigma

Life Technologies
Carl Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Merck

Aldrich

Sava

Life Technologies
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Roche Molecular
Biochemicals
Sava

Alle anorganischen Salze, Sauren, Basen, Losungsmittel und Alkohole waren ,, pro analysi”

Qualitat von Merck.
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4.1.9Kits

ABI PRISM™ Dye Terminator,
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Bradford Proteinassay Kit

QIAEX |l Gel Extraction Kit
QIAfilter Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Western Blot Chemiluminezenz Reagenz Plus

4.1.10 Laborausstattung, Ger ate und Zubehér

Agarosegelkammer (Flachbett)
Analysenwaage AT 250

Ausstattung fir SDS-Gelelektrophorese
und Blotten von Gelen

Autoklav GE 666 AC-1

Brutschranke

Céllul oseacetatmembran (0,2 V1)

Dialysefilter (0,025 M)

Dialyseschlauche, Mol ekulargewichtausschluf3grofe 3500 Da
Einmal-1mpfosen

Einschweil3gerét fur Zentrifugenrohrchen

Einweg Saulen, 1,6 cm im Durchmesser

Einweg-Skalpell

Elektroporationskivetten

Elisa-Reader Spectra Max 250

Entwicklermaschine Curix 60

Perkin Elmer
BioRad

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

NEN™ Life
Science Products

Pharmacia Biotech
Mettler Analytik

BioRad
Getinge
Heraeus
Schleicher und
Schull
Millipore
Spectra/POR
Nunc
Beckmann
Qiagen

Braun

BioRad
Molecular Devices
Agfa
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Faltenfilter

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2
Glasplatten
Heizblock

I nkubationsschiittler

Kanllen, 20G

Kryo Einfriercontainer
Kunststoffkivetten

L aborhandschuhe
Leighton Rohrchen
Lichtmikroskop CK2
Magnetrihrer

Massenspektrometer Reflex [I| MALDI-TOF
Mikrotiterplatten

Mikrowelle

Nitrocellulosemembran (0,2 i)

Objekttrager, Deckglaschen
Pasteurpipetten

PCR Maschine PTC-200
Petrischalen (& 60, 100, 145 mm)
pH-Meter

Pipetboy

Pipetten, einstellbar
Pipettenspitzen
Plastikpléttchen (& 13 mm)
Power Supply
Prézisionswaage PM 3000
Quarzglaskivetten
Reaktionsgefalie

Schleicher und
Schull

Zeiss
Glasblaser, MPI
Eppendorf

New Brunswick
Scientific
Becton-Dickinson
Nalgene
Sarstedt

Latech

Costar
Olympus
IKA-Combimag-
REO

Bruker Franzen
Genetix

AEG

Schleicher und
Schulll

Brand

Brand

MJ Research
Greiner
Radiometer
Copenhagen
Hirschmann
Gilson

Gilson
Thermanox
Werkstatt MPI
Mettler

Hellmer
Eppendorf
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Rontgenfilme X-OMAT AR
Saran Verpackungsfolie
Schiittler fir Westernblots (Rocky)

SpeedVac SC110
Spektralphotometer Ultraspec 3000
Spritzen, 1 ml und 5 ml

Sterile Pipetten

Thermocycler fir Sequenzierung
Tiefkdhler, -20°C

Tiefkuhler, -80°C

Ultrastab Homogenisierer W250
UV-Tisch (365 nm)
UV-Transilluminator mit Videokamera
Vortex

Wasserbad

Wasserbadschuttler

Whatman Papier, 3SMM Chr

Zahlkammer nach Neubauer, geschliffenes Deckglaschen

Z€ll Elektroporator Gene Pulser 11

Zellenkratzer

Zellkulturflaschen, 75 und 25 cn?

Zentrifugen:

Tischzentrifuge Z361

Sorvall Super T21

Sorvall Superspeed RC2-b (Rotoren: GSA, SS34)
Beckmann J6-HC (Rotor JS-4.2)

Airfuge

Ultrazentrifuge L8-M (Rotoren: T150, NVT 65.2)
Tischzentrifuge 5415C

Zentrifugenréhrchen, Polyallomer, 13 x 51 mm

Kodak

The Dow Chemical
CTF Labortechnik
Scientific

Savant

Pharmacia Biotech
Once
Becton-Dickinson
ABI

Bosch

ReCon

Branson

Vilbert Lourmat
Herolab

Scientific Industries
Haake S

New Brunswick
Scientific
Whatman

neo-Lab

BioRad

Costar

Biochrom

Hermle
Sorvall
Sorvall
Beckmann
Beckmann
Beckmann
Eppendorf

Beckmann
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4.2 Methoden

4.2.1 Grundlegende molekular biologische M ethoden

4.2.1.1 DNA-Plasmidpraparation mit Qiagen-Kits

Plasmid-DNA wurde aus Bakterienkulturen mittels des Qiaprep spin Miniprep Kits oder
Qidfilter Plasmid Maxi Kits nach Angaben des Herstellers gewonnen. Das Bakterienpellet
wird dabei mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen, die Proteine gefélt und anschlief3end die
DNA Uber eine Séule gereinigt und konzentriert.

Fur die Minipraparation wurden 2 ml LB-Medium + 100 ng/ml Ampicillin (bei Amplifikation
eines Plasmids mit b-Lactamasegen), fir die Maxipréparation 200 ml LB + 100 ng/ml
Ampicillin mit einer Bakterieneinzelkolonie inokuliert und Uber Nacht bei 37°C und 250 rpm
im Warmluftschittler inkubiert. Die Bakterien wurden 10-15 min bei 14000 rpm (Eppendorf
Tischzentrifuge) beziehungsweise 7000 rpm (Sorvall Zentrifuge, GSA-Rotor) sedimentiert
und in 250 m bzw. 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 250 i
bzw. 10 ml Puffer P2, und anschlief?end wurden die Proteine durch Zugabe von 350 m bzw.
10 ml Puffer P3 préazipitiert. Die geféllten Proteine wurden durch Zentrifugation oder einen
Filter entfernt. Bei der Minipraparation wurde der Uberstand auf eine Saule mit einer Matrix
aus mit Diethylaminoethanol (DEAE) beschichteten Silicakugeln gegeben, durchzentrifugiert
und die Saule mit 750 m PE-Puffer gewaschen. Der PE-Puffer wurde durch einen zweiten
Zentrifugationsschritt restlos entfernt und die Plasmid-DNA mit 50 m H,O eluiert. Bei der
Maxipraparation wurde die Saule zundchst mit 10 ml Puffer QBT &quillibriert, dann erfolgte
der Auftrag des Uberstandes nach der Proteinfallung. Die Saule wurde zweimal mit 30 ml
Puffer QC gewaschen und die DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert. Die eluierte DNA wurde mit
10,5 ml Isopropanol gefdlt und bei 15000 x g 30 min pelletiert. Das Pellet wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen und anschlief3end in 1x TE aufgenommen.

Die Lagerung der DNA erfolgte bei —20°C.

Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3
50 mM Trig/HCI, pH 8,0 200 mM NaOH 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
10 mM EDTA 1% SDS

100 ng/ml RNaseA

Puffer QBT Puffer QC Puffer QF
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750 mM NaCl 1M NaCl 1,25 M NaCl
50 mM MOPS/NaOH, pH 7,0 50 mM MOPS/NaOH, pH 7,0 50 mM Tris/HCl, pH 8,5
15% I sopropanol 15% Isopropanal 15% I sopropanal

0,15 % Triton X-100

4.2.1.2 DNA-Plasmidpr gpar ation tber CsCI-Gradient

Fur die Transfektion von Saugetierzellen mit der  Calciumphosphat-DNA-
Prézipitationsmethode wird DNA hoher Reinheit und ohne kontaminierende bakterielle DNA
sowie ohne bakterielle Endotoxine benétigt, um die Bildung eines gleichméalligen Prézipitats
zu gewahrleisten. Aus diesem Grunde wurden diese Plasmide auf einem CsClGradienten
gereinigt.

Bakterien aus 200 ml einer Ubernachtkultur wurden bei 4000 rpm (Sorvall Zentrifuge, GSA-
Rotor) fir 10 min abzentrifugiert und das Pellet wurde in 7,5 ml Puffer | resuspendiert. 4 mg
Lysozym in 0,5 ml Puffer | wurden zugegeben und die Zellen 15 min bel Raumtemperatur
lysiert. Nach Zugabe von 16 ml Puffer Il wurde die Probe 5 min auf Eis inkubiert, dann
wurden 8 ml kalter Puffer 111 zugegeben und nach sofortigem Vermischen wurde erneut 15
min auf Eis inkubiert. Es wurden 2 ml agua bidest zugegeben, und die Proteinprézipitate 15
min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Gaze in 50 ml Falcon
Raéhrchen filtriert und die DNA mit 0,6 VVolumen Isopropanol gefallt. Nach 20 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die DNA 15 min bel 4000 rpm abzentrifugiert und in 3,5 ml TE,
dem 22 1 M Tris-Base, 27 ml 0,5 M EDTA und 4,4 g CsCl zugesetzt wurden, gelost. Es
wurden 150 m einer 10 mg/ml Ethidiumbromidlésung zugegeben, und die Lésungen in
Polyallomerréhrchen Uberfihrt, sorgféltig gegeneinander austariert und verschweifdt. Es folgte
eine Zentrifugation fur 18-20 h bel 47500 rpm (Beckmann Ultrazentrifuge L8-M, Rotor NV T
65.2) und 20°C ohne Abbremsung des Rotors am Ende des Laufes. Die DNA-Bande wurde
mit einer 5 ml Spritze durch seitliches Anstechen des Rohrchens geerntet und zunéchst etwa
vierma mit Isopropanol, das mit NaCl geséttigt war, ausgeschittelt, um das Ethidiumbromid
zu entfernen. Anschlief3end erfolgte die Fallung der DNA fir 30 min bel —20°C, und nach
Waschen des DNA Pellets wurde dieses in 400 m TE aufgenommen. Einer Behandlung mit
0,1 mg/ml RNAse fur 30 min bei 37°C folgte eine Behandlung mit Proteinase K (1 mg/ml)
fur weitere 60 min. Nach Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanolféllung wurde die DNA
lyophilisiert und je nach Pelletgréf3e in 200-400 m TE resuspendiert und bei —20°C gelagert.

Puffer | Puffer 11 Puffer 111
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50 mM Sucrose 1% SDS 3 M Kaliumacetat
25 mM TrigHCl, pH 8,0 0,2 M NaOH 2 M Essigsdure
10 mM EDTA

4.2.1.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration wéaliger DNA-LOsungen wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei einer Wellenlénge von 260 nm ermittelt. Die Basen der Nukleinsduren haben
bei dieser Wellenldnge ein Absorptionsmaximum, die meisten Proteine jedoch bei einer
Wellenlange von 280 nm. Eine Adsorption (Axo) von 1,0 entspricht einer
Nukleinsaurekonzentration von 50 ng/ml fur doppelstréangige DNA. Ist der Quotient Agso/Asso
~ 2, gilt die DNA-Lo6sung asrein.

4.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Die Restriktionsenzyme wurden in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des
Herstellers eingesetzt. Fir den Verdau von 1 ng DNA wurde 1 U Enzym verwendet. Die
Reaktionsansétze (10-20 ) wurden 1-2 h bei 37°C inkubiert. Bel einem préparativen Verdau
wurden 5 ng DNA mit 5 U Enzym in eéinem Reaktionsvolumen von 100 m inkubiert. Nach
Zugabe von 1/10 Volumen 10x Probenpuffer wurde der Reaktionsansatz auf ein Agarosegel
aufgetragen und die DNA-Fragmente wie unter 4.2.1.7 beschrieben elektrophoretisch

aufgetrennt.

4.2.1.5 Dephosphorylierung von 5-Phosphatgruppen

Um die Selbstligation eines Vektors, der durch Offnung mit einem Restriktionsenzym
identische Enden enthélt, zu verhindern, wurden die DNA 5°- Phosphatester hydrolysiert. Der
Reaktionsansatz (50 m) enthielt: 5 m 10x CIP-Puffer, 1 m (1 U) Phosphatase aus K& berdarm
(CIP) und ca. 2 ng DNA. Nach Inkubation von 30 min bel 37°C wurde ein weiterer m
Phosphatase zugegeben und noch einmal 30 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlief3end mit dem Qiagen PCR-Purification-Kit gereinigt.

10x CI P-Puffer

0,5M Trig/HCI, pH 8,5
1 mM EDTA
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4.2.1.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Mit dem PCR-Purification-Kit kann Einzel- und Doppelstrang-DNA mit einer Grélie von 100
bp bis 10 kb aus Reaktionsansdtzen von kontaminierenden Enzymen und Salzen abgetrennt
werden. Der Reaktionsansatz wurde mit 5 Volumen PB-Puffer versetzt, auf eine Spin-Saule
aufgetragen und durchzentrifugiert. Nach Waschen der Saule mit 750 nmil Puffer PE wurde die
DNA mit 50 m H,O eluiert.

Saulenmaterial, PB und PE-Puffer: Produktgeheimnis der Firma Qiagen

4.2.1.7 DNA Agarose-Gelelektrophorese

In einem horizontalen Agarosegel konnen DNA-Fragmente unterschiedlicher Grole
elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die Konzentration des Agarosegels variierte je nach
Grole der aufzutrennenden Fragmente zwischen 0,8-1,5% (w/v). Zusétzlich zum Laufpuffer
enthielt das Gel Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 ng/ml. Als Laufpuffer wurde
1x TAE verwendet. Der Elektrophoreselauf erfolgte bei Raumtemperatur mit konstanter
Spannung (10 V/cm) fiar 0,5-1,5 Stunden. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit
1/10 Volumen 10x Probenpuffer versetzt, der die Farbstoffe Bromphenolblau und
Xylencyanol FF enthdlt, mit deren Hilfe sich die Laufgeschwindigkeit der DNA-Fragmente
abschétzen 18, Als Grolenstandard wurden 0,5 ng der 1 kb-Leiter von Gibco BRL
mitaufgetragen. Nach erfolgter Auftrennung wurde die DNA auf einem UV-Transilluminator
bei einer Wellenlange von 302 nm durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids

sichtbar gemacht und mit dem Herolab Geldokumentationssystem photographiert.

IXx TAE
40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA

10x Probenpuffer

0,42% Bromphenolblau

0,42% Xylencyanol FF

25% Ficoll Typ 400 In agua bidest, lagern bei 4°C
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DNA-GroRen-Standard
50 m 1 kb-Leiter (1 ng/ml)
10 m 4 M NaCl

100 ml 10x Probenpuffer
840 M IxX TE

4.2.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Fur die Isolierung von Fragmenten zur Klonierung wurden die Reaktionsansétze nach dem
Verdau auf ein préparatives Agarosegel mit einer 10 cm langen Trennstrecke aufgetragen.
Nach erfolgter Trennung wurde die gewiinschte Bande mit einem Skalpell unter langwelligem
UV-Licht (365 nm) aus dem Gel ausgeschnitten, um keine UV-induzierten Mutationen in die
DNA einzufuhren. Mit Hilfe des Gel- Extraktionskits der Firma Qiagen wurde die DNA aus
der Agarose isoliert. Dazu wurde die Agarose in 3 Volumen Puffer QX1 aufgenommen, und
nach Zugabe von 20 nl einer Glasmilchsuspension (QIAEX I1I) wurde die Agarose durch
Inkubation fir 10 min bei 50°C geschmolzen. Die an die Glasmilch gebundene DNA wurde
abzentrifugiert und nacheinander mit Puffer QX1 und PE gewaschen. Das Pellet wurde
getrocknet und die DNA mit 20 ml H,O von der Glasmilch eluiert.

Puffer QX1, PE und QIAEX I1: Produktgeheimnisse der Fima Qiagen

4.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Um ein DNA-Fragment in einen Vektor mit identischen kohasiven Enden zu ligieren, wurden
Fragment und Vektor in einem molekularen Verhdltnis von ungeféhr 3:1 gemischt. Ein
typischer Reaktionsansatz (10 nl) enthélt 1 ml 10x Ligasepuffer, 1 ml (400 U) T4-Ligase und
ca. 1 ng DNA. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 16°C. Zur Kontrolle wurde der Vektor
aleine mit T4-Ligase inkubiert, um die Religationsrate zu bestimmen.

Die Ligationsansatze wurden anschlief3end 1-2 h auf Dialysefilter (0,025 mm Porengrof3e), die
in Petrischalen gefillt mit destilliertem Wasser schwammen, pipettiert und 12 h bel 4°C

dialysiert. Ein Teil des Ligationsansatzes wurde dann in E. coli Zellen transformiert.
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10x Ligasepuffer

500 mM Trig/HCI, pH 7,5
100 mM MgCl

100mM DTT

10mM ATP

250 ng/ml BSA

4.2.1.10 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Bel der PCR wird die DNA, die as Vorlage dient, zundchst fir Sekunden bis Minuten bei
hoher Temperatur denaturiert. Nach Abkihlen auf die Annealingtemperatur kdnnen dann
Oligonukleotide, die komplementéar zur Vorlage sind und einen bestimmten Abschnitt der
DNA flankieren, an die denaturierte DNA binden. Im néchsten Schritt wird jedes gebundene
Oligonukleotid von einer temperaturstabilen DNA-Polymerase as Ausgangspunkt fir die
Synthese eines komplementdren DNA-Einzelstranges benutzt. Dieser Prozel3 wird 30-40mal
wiederholt, wodurch es zu einer exponentiellen Amplifikation des gewiinschten DNA-
Abschnittes kommt.

Bel den in dieser Arbeit durchgefihrten PCR-Reaktionen wurden die thermostabilen
Polymerasen AmpliTag DNA Polymerase FS (Perkin EImer) oder eine Mischung aus Taq und
Pwo DNA Polymerasen (Boehringer Mannheim) unter den vom Hersteller empfohlenen

Bedingungen eingesetzt.

4.2.1.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger mit dem ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Perkin Elmer. Die
Didesoxy-Analoga der vier verschiedenen Desoxyribonukleotide (ANTPs) sind jeweils mit
einem anderen Fluoreszenzfarbstoff kovalent verbunden. Die Kettenverlangerungsreaktion
kann somit in einem einzigen Reaktionsgefald mit alen vier ddNTPs durchgefihrt werden und
in einer einzigen Laufspur auf einem Sequenzierungsgel elektrophoretisch aufgetrennt
werden. Dabei entsteht eine Serie von Banden, deren Fluoreszenzspektren sukzessive die

Basenfolge der sequenzierten DNA reprasentiert.
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4.2.1.12 Plasmidkonstruktionen

4.2.1.12.1 pTet-CMV-Hyg-CAG20, -CAG51 und -CAG83

HD Exon 1 Fragmente mit 20, 51 und 83 CAG Wiederholungen wurden aus den Plasmiden
pCAG20, pCAG51 und pCAG83 (Scherzinger et al., 1997) mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Sall ausgeschnitten und in die BamHI und Sall Stellen des pTetCMV-Hyg
Vektors kloniert, was zu den Plasmiden pTetCMV-Hyg- CAG20, -CAG51 und -CAG83
fuhrte. Die in den neuen Plasmiden vorhandene Anzahl von CAG-Wiederholungen wurde
durch Sequenzierung bestétigt.

4.2.1.12.2 HIP1-Plasmide

4.2.1.12.2.1 pTL1-HIP1 (218-604)

Das Plasmid pGAD-HIP1,2 (Wanker et al., 1997) wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Xhol gedffnet und nach Zugabe der Linker OL1-Kozak und OL2-Kozak (siehe Tabelle
Oligonukleotide) religiert. Aus dem entstandenen Plasmid wurde das mit einer Kozak-
Sequenz versehene HIP1 Fragment mit BamHI und HindlIl ausgeschnitten und in den Vektor
pTL1 in dieselben Schnittstellen eingesetzt.

4.2.1.12.2.2 pGEX-HIP1 (218-604)

Aus dem Plasmid pQE32-HIP1 (Wanker et al., 1997) wurde ein 1,2 kb HIP1 cDNA Fragment
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall ausgeschnitten und in den Vektor pGEX-5X-1
in dieselben Schnittstellen eingesetzt.

4.2.1.12.2.3 pGEX-6P-1-HIP1, pQE32-HIP1 und pTL1-HA3-HIP1 (1-1003), (1-604), (1-
333), (1-217), (218-604) und (334-604)

Fir die Herstellung dieser Plasmide wurden die entsprechenden HIP1 DNA-Segmente aus
einem Plasmid mit der vollstandigen HIP1 DNA-Sequenz, die fur die Aminosauren 1-1003
kodiert und freundlicherweise von M. Hayden (Centre for Molecular Medicine and
Therapeutics, University of British Columbia, Canada) zur Verfigung gestellt wurde, mit
geeigneten Primern (siehe Tabelle Oligonukleotide) mittels PCR amplifiziert und in die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl der Vektoren pGEX-6P-1, pQE32 bzw. pTL1-HA3
eingesetzt. Die Sense-Primer ab Codon 218 und 334 enthalten eine Sall-Schnittstelle, die mit
der Erkennungsstelle fur das Restriktionsenzym Xhol kompatibel ist. Entsprechend wurden
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diese amplifizierten DNA Fragmente in die Restriktionsschnittstellen Xhol und Notl der
Vektoren eingesetzt.

4.2.1.12.3 pGEX-a -Adaptin

Mittels PCR wurde die DNA, die fir die a-Adaptin C Aminosauren 695-938 kodiert, aus der
vollsténdigen a-Adaptin C cDNA amplifiziert und in den Vektor pGEX-6P-1 zwischen den
Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl eingesetzt. Diese DNA-Sequenz kodiert fur die
a C-Ohren- oder a C-Appendage-Doméane sowie fir 6 zusétzliche N-terminale Aminosduren,
die einen vorhergesagten b-Strang im Protein vervollstdndigen und so zu einem Protein mit
einer hoheren Lodlichkeit fihren (Owen et d., 1999).

Fur die Herstellung des Plasmids pGEX-a-Adaptin A wurde aus der vollstandigen a-Adaptin
A cDNA die DNA-Sequenz, die fur die Aminosduren 691-977 kodiert und der aA-
Appendage-Domane entspricht, mittels PCR amplifiziert und Gber die Schnittstellen BamHI
und Notl in den Vektor pGEX-6P-1 eingesetzt.

4.2.1.12.4 pSE111 Helferplasmid fur Proteinexpression

Das Helferplasmid fur die Proteinexpression enthét das argU-Gen fur die Trandation der in
E.coli selten vorhandenen Arginincodons AGG und AGA, so dal3 es bel der Expression von
heterologen rekombinanten Genen in E.coli mit diesen Codons nicht zu verzogerter oder gar
zum Abbruch der Trandation der RNA aufgrund eines erschopften internen tRNA Pools in
der Wirtszelle kommen kann. Weiterhin trégt das Helferplasmid ein lacl%Gen fur die
Uberexpression eines Repressorproteins, das durch Bindung an die Operatorregion des
Promotors die Expression verhindert, bis die Induktion mit IPTG erfolgt. Das Kanamycin
resistenzgen dient der Selektion des Plasmids.

Dieses Plasmid wurde von Eberhard Scherzinger aus pSBETc (Brinkmann et al., 1989),
einem  pACYCl77-basierenden  Expressionsvektor, der das argU-Gen, ein
Kanamycinresistenzgen und eine T7-RNA Polymerase Promotorstelle fur rekombinante
Proteinexpression enthdlt, in zwei Schritten hergestellt. Dazu wurde zun&chst ein Xmnl-
EcoRV Fragment aus pSBETc ausgeschnitten, um die T7-Promotorregion mit der
anschlief3enden Multiplen Klonierungsstelle zu entfernen. In einem zweiten Schritt wurde
dann ein 1,2 kb EcoRI Fragment mit dem lacl9-Repressorgen in die singulére EcoRl
Schnittstelle des veranderten pSBETc Plasmids eingesetzt. Es entstanden Plasmide mit lacl®

Fragmenten in beiden moglichen Orientierungen. In pSE111 ist die Transkription des lacl9-
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Gens in derselben Richtung wie die des Kanamycinresistenzgens in der publizierten pSBETc

Karte.

4.2.2 Grundlegende mikrobiologische M ethoden

4.2.2.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die Praparation erfolgte nach Angaben von BioRad und beinhaltet das Waschen von Zellen in
der exponentiellen Wachstumsphase mit 10%igem Glycerin. Dabel werden Elektrolyte aus
dem Medium entfernt, die die Elektroporation stéren konnen.

1 ml einer stationdren Ubernachtkultur des gewiinschten Bakterienstammes in SOB -Medium
(ohne Magnesium) wurde in 1 | SOB-Medium tberimpft und bis zu einer optischen Dichte
von 0,6-0,8 inkubiert. Die Zellen wurden bei 4°C und 5000 rpm fir 10 min in einem
vorgekuhlten Rotor (GSA, Sorvall) abzentrifugiert, in 1 | eiskaltem 10%igen Glycerin
resuspendiert und erneut bei 5000 rpm fur 10 min pelletiert. Dieser Waschschritt wurde
einmal wiederholt. Die Zellen wurden in 10-15 ml 10% Glycerin aufgenommen und in einem
kleineren Zentrifugenréhrchen (Corex 15) fur 10 min bei 7000 rpm (Sorvall, SS34-Rotor)
sedimentiert. Der Uberstand wurde nicht vollstandig verworfen, sondern etwa 2 ml des
Ricklaufs wurden dazu benutzt, die Zellen zu resuspendieren. Nach Aliquotierung wurden die
Zellen in flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

4.2.2.2 Transformation kompetenter Bakterien mittels Elektroporation

Die Transformation der Bakterien erfolgte mittels Elektroporation, bei der die
Bakterienzellwand durch kurze, elektrische Impulse hoher Feldstéarke fur hochmolekulare
Molekile durchlassig gemacht wird.

Fur die Transformation wurden 30 nl der aufgetauten elektrokompetenten Zellen mit 3 nl des
dialysierten Ligationsansatzes gemischt und in einem Genepulser (BioRad) bei 200 O, 25 mF
und 1,68 kV elektroporiert. Anschlief3end wurden die Bakterien in 1 ml Antibiotikum-freiem
LB-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert, um die Expression der
Antibiotikumresistenz zu erlauben. Von dieser Bakteriensuspension wurden 20 und 200 m auf
LB+Amp (150 ng/ml)-Agarplatten ausgestrichen und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. Um die
kompetenten Zellen auf eine mogliche Kontamination mit einem Fremdplasmid zu
untersuchen, wurde ein Scheintransformationsansatz mit nur H,O + kompetenten Zellen
durchgefihrt.
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4.2.2.3 Kultivierung und Lagerung von transfor mierten Bakterien

Nach der Transformation und dem Ausplattieren der Bakterien auf selektiven Agarplatten
wurden resistente Kolonien mittels sterilen Impfosen von der Platte in 2 ml (Mini-Prep) oder
200 ml (Maxi-Prep) LB+Amp Medium dberfthrt und in Greinerrdhrchen oder
Erlenmeyerkolben mit Schikanen und luftdurchldssigem Deckel Uber Nacht bei 37°C
geschittelt. Ein Tell der Kolonie wurde zuvor noch einmal auf eine LB+Amp-Agarplatte
ausgestrichen, um eine Kopie der zu untersuchenden Kolonie zu sichern.

Fir die langfristige Lagerung transformierter Bakterien wurden 500 m einer Ubernachtkultur
mit 500 ml einer Mischung von 1 Teil LB und 4 Teilen Glycerin versetzt, in Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.3 Grundlegende proteinbiochemische M ethoden

4.2.3.1 Expression von rekombinanten GST-Fusionsproteinen in E. coli

Das Glutathion STransferase (GST)-Genfusionssystem ist ein System fir die Expression,
Reinigung und Detektion von Fusionsproteinen, die in E.coli produziert werden. Die pGEX-
Plasmide sind fir die induzierbare, intrazelluldre Expression von Genenoder Genfragmenten
als Fusonen mit dem Schistosoma japonicum GST entwickelt worden. Dabel findet die
Expression unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren tac-Promotors stait. Die enge
Kontrolle der Expression wird durch ein internes lacl%Gens erreicht, dessen Genprodukt ein
Repressorprotein ist, das an die Operatorsequenz des tac-Promotors bindet und die Expression
bis zur Induktion mit IPTG verhindert. Die Fusionsproteine konnen aus den bakteriellen
Lysaten mittels Affinitétschromatographie mit Glutathion S Sepharose gereinigt werden. Mit
einer spezifischen Protease, deren Erkennungssequenz 3° der Multiplen Klonierungsstelle im
pGEX-Plasmid liegt, kann das gewlnschte Protein von dem GST-tag abgespalten werden.
Fusionsproteine mit dem GST-tag kénnen durch Western blotting mit einem anti-GST
Antikorper nachgewiesen werden.

Fur die Expression von GST-Fusionsproteinen wurden 100 ml TY-Medium, das mit 20 mM
MOPS/KOH (pH 7,9) gepuffert und mit 0,2% Glucose, 20 ng/ml Thiamin, 100 ng/ml
Ampicillin fir die Selektion auf das b-Lactamasegen des pGEX-V ektors und gegebenenfalls
25 mg/ml Kanamycin fur die Selektion auf das Helferplasmid im Bakterienstamm SCS1-
pSE111 erganzt worden ist, mit einer Einzelkolonie, die das gewilinschte Expressionsplasmid
enthalt, inokuliert und tber Nacht bei 30°C kultiviert. Mit dieser Ubernachtkultur wurden 1,5
| TY-Medium angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODggp von 0,6 weiterkultiviert. Nach
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Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM wurde die Kultur fir weitere 3,5 h bel
37°C geschuttelt und dann rasch auf Eis abgekihlt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(20 min bei 4000 rpm, GSA-Rotor, 4°C) geerntet, in Puffer A (50 mM Na Phosphat, pH 8,0,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet kann
sofort fUr die Aufreinigung des exprimierten Proteins weiterverarbeitet oder bel —80°C bis
zum Gebrauch gelagert werden.

Fur die Expression von GST-a-Adaptin A und C Proteinen wurden die Bakterien bei 25°C
kultiviert und mit nur 0,2 mM IPTG induziert, da so grofdere Mengen von |6slichem Protein
erhalten werden (Owen et al., 1999).

4.2.3.2 Reinigung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine konnen an immobilisiertem Glutathion affinitétsgereinigt werden. Die
gebundenen GSTs werden anschlief?end mit Glutathion eluiert, das um die Bindung an die
aktive Seite des Enzyms kompetitiert.

Die gewaschenen und pelletierten Bakterienzellen, die das gewinschte Protein exprimiert
haben, wurden in 25 ml Puffer A mit Zusatz von 1 mM PMSF und Q5 mg/ml Lysozym
resuspendiert und 45 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit einmindtiger
Unterbrechung fir zweimal 45 Sekunden bel 200-300 W auf Eis sonifiziert und anschlief3end
mit Triton X-100 in einer Endkonzentration von 0,1% (v/v) versetzt. Das resultierende Lysat
wurde dann bei 30 000 x g fur 30 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit 5 ml einer
1:1 Suspension von GlutathionAgarose, die zuvor Uber Nacht in agua bidest gequollen und
dann in Puffer A aquillibriert wurde, versetzt und fur 30 min auf einem Magnetrihrer bei 4°C
geruihrt. Diese Mischung wurde in eine Saule mit 1,6 cm Durchmesser gegossen, einmal mit
40 ml Puffer A/ 1 mM PMSF / 0,1% Triton X-100 und zweima mit 40 ml Puffer A/ 1 mM
PM SF gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit 5x 2 ml 15 mM Glutathion (reduziert) in
Puffer A eluiert. Die Fraktionen wurden photometrisch bei 280 nm gemessen und Aliquots
der Fraktionen auf einem SDS-Gel analysiert. Die Fraktionen, die das GST-Fusionsprotein in
hoher Reinheit enthielten, wurden vereinigt, Uber Nacht gegen Puffer B (20 mM Tris-HCI, pH
8,0, 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5% Glycerin) dialysert und nach Aliquotierung in
flissigem Stickstoff eingefroren und bel —80°C gelagert.

4.2.3.3 Reinigung von rekombinanten His-Fusionsproteinen unter nativen Bedingungen
Das QlIAexpress System ist ein System fir die Expression, Reinigung und Detektion von in

E.coli exprimierten Fusionsproteinen, das auf der Selektivitdt und Affinitét der Nickel-
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Nitriloessigsaure (NFNTA) Matrix fir Molekile, die mit 6 aufeinanderfolgenden
Histidinresten markiert sind, basiert. Mit den Vektoren pQE30, 31 und 32 wird N-terminal
des gewtiinschten Proteins ein 6xHis-tag exprimiert. Die Expression findet unter der Kontrolle
des IPTG-induzierbaren T5-Promotors statt, und der Bakterienstamm, in dem die Expression
stattfindet, enthét ein lacl%-Repressorgen auf dem pREP4-Plasmid zur Unterdriickung der
Expresson ohne IPTG-Induktion. Bel der Reinigung des Fusionsproteins aus dem
bakteriellen Lysat mit Hilfe der Metallaffinitdtschromatographie besetzt das chelatierende
NTA vier der sechs Ligandenbindungsstellen des Nickelions, wéhrend die beiden anderen
Bindungsstellen mit dem 6xHis-tag interagieren kdnnen. Imidazol bei der Elution kompetitiert
mit den 6xHis-markierten Proteinen um die Bindung an die NkENTA-Matrix und fuhrt zur
Dissoziation der His-Fusionsproteine. Die Detektion von 6xHis-markierten Proteinen im
Western Blot ist mit dem anti-RGS-His Antikdrper moglich.

Fur die native Aufreinigung von His-Fusionsproteinen wurden die Bakterienzellen aus 750 ml
Kultur, die das His-Fusionsprotein exprimiert haben, wie oben beschrieben lysiert. Der
Uberstand mit dem I6slichen Protein wurde dann mit 5 ml einer 1:1 Suspension von NiNTA
Agarose versetzt. Nach 30 min Inkubation unter Schiitteln wurde die Suspension in eine Saule
gegossen und mit Lysispuffer C (50 mM NaH,PO,/NaOH, pH 8,0, 300 mM NaCl) mit Zusatz
von 20 mM Imidazol gewaschen, um die unspezifische Bindung von Proteinen mit einzelnen
Histidinresten an die NENTA-Matrix zu verhindern Die Elution erfolgte mit 250 mM
Imidazol in Puffer C, wobei das Imidazol mit den 6xHis-markierten Proteinen um die
Bindung an die NkFNTA Matrix kompetitiert und die 6xHis-markierten Proteine von der Sdule
dissoziieren. Die Fraktionen wurden photometrisch bei 280 nm gegen Elutionspuffer
gemessen, auf enem SDS-Gel analysiert und die Fraktionen mit der hdchsten
Proteinkonzentration vereinigt. Nach Dialyse gegen 40 mM Tris/HCI (pH 7,6), 0,15 M NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTE wurden die vereinigten Fraktionen aiquotiert, in flissigem
Stickstoff eingefroren und bel —80°C gelagert.

4.2.3.4 Reinigung von rekombinanten His-Fusionsproteinen unter denaturierenden
Bedingungen

Um ein bestimmtes His-Fusionsprotein als Antigen fur die Herstellung eines Antikorpers zu
verwenden, wurde dieses in den meisten Féllen unter denaturierenden Bedingungen gereinigt.
Die pelletierten Bakterienzellen aus 1,5 | Kultur wurden in 15 ml Puffer D resuspendiert und
durch Vortexen bei Raumtemperatur lysiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei
10000 x g fur 10 min entfernt, und der Uberstand wurde zu einer 1:1 Suspension von NiNTA
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Agarose gegeben (die Menge der NENTA Agarose richtet sich nach der Expressionsstérke
des Proteins, wobei die Bindekapazitét 5-10 mg Protein/ml Saulenvolumen betragt). Nach 30
min Inkubation auf einem Rotationsschiittler wurde die Suspension in eine Saule gegossen
und mit 4 Sdulenvolumen Puffer E und dann solange mit Puffer F gewaschen, bis die A, des

Durchflusses niedriger als 0,01 war. Das gebundene Protein wurde mit Puffer G oder H

eluiert.

Puffer D Puffer E Puffer F

6 M GuHCI 8 M Urea wie Buffer E, pH 6,0
0,1 M NaH,PO4 0,1 M NaH,PO4

0,01 M Tris 0,01 M Tris

pH 8,0 einstellen mit HCl  pH 8,0 einstellen mit HCI

Puffer G Puffer H
wie Puffer E, pH 5,9 wie Puffer E, pH 4,5

4.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Proteinkonzentrationen in Lésungen wurden mit der Bradford-Methode bestimmt. Dabei
verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs Coomassie brilliant blue G-250, der
an Proteine bindet, von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit gebundenem Protein). Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal3 fir die Proteinkonzentration in der Losung.

Als Standardreihe wurden BSA-Verdiinnungen in PBS verwendet.

4.2.3.6 SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer Molekularmasse erfolgte nach der
Methode von Laemmli (Laemmli, 1970). Hierzu wurde die Proteinlésung mit 1/3 VVolumen 4x
SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 mn bei 95°C erhitzt. 20 m der Probe wurden in die
Taschen des Sammelgels aufgetragen. Die anschlief3ende Trennung erfolgte abhangig von der
molaren Masse des zu detektierenden Proteins Uber 8-12,5%ige vertikale Trenngele in einer
BioRad Minigelelektrophoresekammer.
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Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele:

Trenngel (12,5%) Sammelgel (4%)

0,1% SDS 0,1% SDS

12,5% Acrylamid 4% Acrylamid

0,33% Bisacrylamid 0,11% Bisacrylamid

0,38 M Tris-HCI, pH 8,8 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8

0,05% Ammoniumpersulfat 0,05% Ammoniumpersulfat

Die Polymerisation wurde durch Die Polymerisation wurde durch

die Zugabe von 0,05% (v/v) TEMED die Zugabe von 0,04% (v/v) TEMED gestartet.
gestartet.

Der Elektrophoreselauf erfolgte bei 120V, bis das Bromphenolblau des SDS-Probenpuffers
das Trenngel erreicht hatte. Anschlief?end wurde die Spannung auf 180V erhoht. Der Lauf
wurde gestoppt, nachdem das Bromphenolblau das Ende des Trenngels erreicht hatte.

4x SDS-Probenpuffer 5x Laufpuffer
0,2M Tris-HCI, pH 7,5 125 mM Tris-Base
8% SDS 960 mM Glycin
40% (v/v) Glycerin 0,5% SDS

0,1% Bromphenol blau

Die Probe wurde vor Zugabe des 4x SDS-Probenpuffers mit 0,1 M DTT (Endkonzentration)
versetzt.

4.2.3.7 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine im SDS-Gel sichtbar zu machen, wurde das
Gel 5 min in Fixierlosung und anschlieRend 20 min in Coomassie-Blau Farbel 6sung
geschiittelt. Die Entfarbung des Hintergrundes erfolgte fuir 1-2 h durch mehrmaligen
Austausch der Entfarbel 6sung.
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Coomassie-Blau Farbel6sung

50% Methanol

9,2% Essigsaure

0,179% Coomeassie Brilliant Blue G 250

Mischung 2 h rdhren und unlosiiches Materia anschliefiend durch einen Faltenfilter

abtrennen.

Fixierer Entfarber
10% Essigsaure 20% Methanol
45% Methanol 7% Essigsaure

4.2.3.8 Western Blot

Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese blasenfrei  zwischen  eine
Nitrocellulosemembran, die zuvor im Blotpuffer befeuchtet wurde, und in Blotpuffer
getrankte Whatman 3MM Filterpapiere gelegt. Auf der Nitrocellulosemembran wurde ein
weiteres feuchtes Filterpapier hinzugefigt. Der Transfer der SDS-beladenen und somit
negativ geladenen Proteine erfolgte in einer Tankblotkammer (BioRad) mit Transferpuffer in
Richtung der positiven Elektrode bei 50V fur 1 h. Zur Kontrolle des Transfers wurde die
Membran anschlief3end mit Ponceau S geféarbt, wobel die in der Férbelosung enthaltene
Trichloressigséaure gleichzeitig die Proteine auf dem Blot fixiert.

Fur die Immundetektion wurde die Membran fir 30 min in Blockierungslésung inkubiert. Die
Inkubation mit dem spezifischen, priméren Antikorper erfolgte in Blockierungsésung fur 1 h
bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bel 4°C. Anschlief?end wurde die Membran vierma 5
min in Waschpuffer gewaschen und dann fur 1 h mit dem sekundéren, Peroxidase-
konjugierten Antikdrper in Blockierungsdsung inkubiert. Die Membran wurde erneut viermal
5 min mit Waschpuffer und zuletzt einmal 5 min in PBS gewaschen. Die Detektion der
immunmarkierten Proteinbanden erfolgte mittels der Chemolumineszenzreaktion (ECL Kit,
NEN), die darauf basiert, dal3 die an den sekundaren Antikorper gekoppelte Peroxidase in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid die Oxidation des Substrats Luminol katalysiert.
Luminol gelangt durch die Oxidation in einen angeregten Zustand und emittiert beim Ruckfall
in den Grundzustand Licht mit einer Wellenlénge von 428 nm, das durch kurze Exposition
von Rontgenfilmen detektiert werden kann. Fir die Reaktion wurden gleiche Mengen von

Losung A und B frisch gemischt und luftblasenfrei auf die Membran gegeben, die auf eine
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Glasplatte gelegt wurde. Nach 2 min Inkubation wurde die Uberschiissige Losung mit einem
Papiertuch abgesaugt und die Glasplatte mit der Membran in Saranfolie eingeschlagen. Zur
Detektion der Lumineszenzsignale wurden in der Dunkelkammer nacheinander Rontgenfilme
fur verschiedene Zeiten aufgelegt (je nach Stéarke des Signals fur 1 Sekunde bis zu 20

Minuten) und diese anschlief3end in der Entwicklermaschine entwickelt und getrocknet.

Wester nblot-Puffer:

Transferpuffer: 25 mM Tris-Base, pH 8,0
192 mM Glycin
20% Methanol

Waschpuffer: PBS mit 0,05% Triton X-100

Blockierungsl6sung: 3% Magermilch in PBS
Losung A und B: Produktgeheimnis der Firma NEN

4.2.3.9 Filtertest

Fir die Detektion und Quantifizierung kleiner Mengen Polyglutamin-enthaltender
Proteinaggregate wurde eine Filtrationsmethode eingesetzt. Diese Methode beruht auf der
Entdeckung, dal} die Polyglutaminaggregate in SDS unlésiich sind und auf einem
Celluloseacetat-Filter zurlckgehalten werden, wéhrend die SDS-l6dlichen, monomeren
Formen des HD Exonl Proteins nicht an dieses Filtermaterial binden (Scherzinger et al.,
1997). 40-80 ng eines Total proteinextraktes aus 293 Tet-Off Zellen wurden dazu in 2% SDS
und 50 mM DTT fir 3 min be 98°C erhitzt und anschlief?end mit einer BRL Dot-Blot
Filtrationseinheit durch eine Celluloseacetatmembran (0,2 nm Porengrof3e), die zuvor mit 2%
SDS &quillibriert wurde, gefiltert. Unter die Celluloseacetatmembran wurde noch en
Whatman 3MM Filterpapier gelegt, das ebenfalls mit 2% SDS befeuchtet wurde. Die Filter
wurden prinzipiell wie en Western Blot weiter behandelt, aufl3er dal3 der eingesetzte
sekundéare Antikorper mit akalischer Phosphatase konjugiert war. Nach dem Waschen in
Waschpuffer und PBS wurde der Filter in Attophos-Puffer aquillibriert und anschlief3end fur 3
min im Dunkeln mit dem fluoreszierenden Phosphatase-Substrat Attophos inkubiert. Die
Membran wurde kurz mit PBS gewaschen, auf eine Glasplatte gelegt und mit Saranfolie
eingeschlagen. Fluoreszierende Signale wurden mit dem Fuji-Imager LAS 2000 sichtbar

gemacht und mit der Software Aida quantifiziert.
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Attophos Puffer: 0,5M NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 9,0
1 mM MgCh
Attophos Stamml 6sung (250x): 10 mM Attophosin 100 mM Tris, pH 9,0

4.2.3.10 Proteinbindungstest und Peptidkompetitionsstudien

In den Proteinbindungstests wurde en GST-Fusionsprotein an GlutathionrAgarose
immobilisiert und mit einem Proteinextrakt aus humanem Hirn oder mit einem His- markierten
Fusionsprotein inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurden die an die GlutathionAgarose
gebundenen Proteine eluiert und analysiert.

Fur die Herstellung eines humanen Hirnextraktes wurde 1 g Cortexgewebe in 1,5 ml
Lysispuffer (50 mM HEPES, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1,5 mM MgCL, 1 mM EGTA, 20 mM
NaF, 10% Glycerol, 1% NP40) mit Proteaseinhibitoren (2 mM PMSF, 10 ng/ml Leupeptin,
10 nmg/ml Pepstatin, 1 mg/ml Aprotinin und 50 mg/ml Antipain) in einem Potter- Elvehjem
Homogenisierer zerkleinert und das unldsliche Material durch Zentrifugation (16 000 x g fur
30 min, 4°C) entfernt. Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Bindungstests so
durchgefihrt, dal3 25 ng an 15 m gepackter GlutathionAgarose immobilisiertem GST oder
GST-Fusionsprotein  entweder mit 53 mg/ml humanem Hirnextrakt oder 1 mg/ml
Bakterienextrakt, der ein Fusionsprotein mit einem N-terminalen His;-Tag enthielt, fir 60 min
bei 4°C rotierend inkubiert wurde. Alle Bindereaktionen wurden in Lysispuffer mit Zusatz
von 0,1% Triton X-100 in einem Totalvolumen von 500 nml durchgefihrt. Die Agarose wurde
fr 1 min bel 10 000 x g sedimentiert, dreimal mit 0,5 ml eskaltem Lysispuffer gewaschen
und in 150 M 1x SDS-Probenpuffer gekocht. 20 1 der Probe wurden mittels SDS-PAGE und
Westernblotting analysiert.

Fir Peptidkompetitionsstudien wurden zusétzlich DPF- und SH3-Peptide in ener
Endkonzentration von 300 nM und 600 M zu den 0,5 ml Bindeansitzen gegeben; das

Bindeexperiment wurde ansonsten wie oben beschrieben durchgefiihrt.

4.2.3.11 Protein Overlay-Assay

Hiss-HIPL (218-604) wurde wie unter 4.2.3.3 beschrieben in E. coli Uberexprimiert und ein
Gesamtzelllysat prépariert. Die Zellproteine wurden auf einem SDS-Gel getrennt und auf
Nitrocellulose geblottet. Die Menge des geblotteten Hiss-HIPL Proteins pro Spur betrug ca. 1
ng. Nach Blockieren in 5% Milch wurden die Blots Uber Nacht bei 4°C mit 2,5 ng/ml GST
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oder GST-a-Adaptin C Appendage-Doméne in TBS-Puffer mit Zusatz von 5% fétalem

Kabsserum inkubiert. Nach Waschen der Blots mit TBS-T wurde das gebundene GST-a-
Adaptin C mit einem spezifischen anti- GST Antikorper nachgewiesen.

4.2.3.12 Aufreinigung von Clathrin-bedeckten Vesikeln

Clathrin bedeckte Vesikel (CCVs) wurden aus humanem Cortex wie bei Lindner (1994)
beschrieben aufgereinigt. Alle Operationen wurden bei 0-4°C durchgefiihrt.

15 g Cortexgewebe wurden in einem Potter-Elvehjem Homogenisierer mit 50 ml Puffer J (0,1
M MES, pH 6,5, 0,2 mM EGTA, 0,5 mM MgCh, 0,02% NaN3), frisch erganzt mit 0,1 mM
PMSF, zerkleinert und fir 50 min bel 8000 x g zentrifugiert. Die Pellets wurden ein weiteres
Mal in 50 ml Puffer J homogenisiert und fir 50 min bei 8000 x g sedimentiert. Das Pellet, das
Zellkerne und Mitochondrien enthielt, wurde verworfen. Die postmitochondrialen Uberstande
wurden vereinigt und fir 1 h bei 100 000 x g zentrifugiert, was ein mikrosomales Pellet und
den Uberstand S1 ergab. Die mikrosomalen Pellets wurden in 1-2 Volumen Puffer J
resuspendiert und in einem Dounce Homogenisator zerkleinert. Die homogenisierten
Mikrosomen (Pellet 2) wurden mit dem gleichen Volumen einer 12,5%igen Ficoll-Sucrose
Losung gemischt und fur 40 min bei 43 000 x g zentrifugiert, wobei das Pellet P3 erzeugt
wurde. Der Uberstand, der die CCV's enthielt, wurde mit 4 VVolumen Puffer J/ 0,1 mM PMSF
verdinnt und anschlief3end bei 100 000 x g fur 1 h zentrifugiert. Die entstehenden, gelb-
braunen Pellets wurden mit einem Spatel vorsichtig von der Wand abgel6st und in 100 i
Puffer J/ 0,1 mM PMSF resuspendiert und homogenisiert (Fraktion V). Die Proben wurden
mittels SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie-Blau Farbung oder Westernblotting
anadysiert. Die Veskelfraktion wurde ebenfalls wie unter 4.2.3.13 beschrieben im
Elektronenmikroskop analysiert.

4.2.3.13 Immunmarkierung der Clathrin-bedeckten Veskel flur elektronen
mikroskopische Unter suchungen

Die Clathrin-bedeckten Vesikel wurden mit Antikorpern markiert und anschliefiend mit
Ammoniummolybdat negativ geféarbt, um sie im Elektronenmikroskop zu analysieren. Fir die
Immunmarkierung wurden die aufgereinigten CCVs 2 h bel Raumtemperatur mit den
priméaren Antikdrpern gegen HIP1 (1:66), Clathrin (1:40), a-Adaptin (1:40), HAP1 (1.66) und
Huntingtin (ant-HD1, 1:66) inkubiert. Die Vesikel-Antikdrperkomplexe wurden in einer
Beckman Airfuge bei 100 000 x g fur 10 min abzentrifugiert und in dem Aufreinigungspuffer
J fur die CCVs resupendiert. Es folgte eine Irkubation fur 4 h bei Raumtemperatur mit dem
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sekundaren Antikorper (Ziege anti-Kaninchen 1gG fur anti-HIPL, anti-HAP1 und anti-HD1,
1:20 oder Kaninchen anti-Ziege 1gG fur anti-Clathrin und anti-a-Adaptin, 1:20), der mit 5
oder 10 nm kolloiddem Gold konjugiert war. Die Proben wurden mit 2,5%
Ammoniummolybdat auf Kohlefilm nachkontrastiert (Steven et a., 1988) und im EM

analysiert.

4.2.4 Grundlegende zellbiologische M ethoden

4.2.4.1 Auftauen von kryokonservierten Saugetier zellen

Die Kryor6hrchen mit den Zellen wurden in Stickstoff eingefroren ins Zellkultur-Labor
gebracht und dort im Wasserbad bei 37°C schnell angetaut. Noch leicht vereist wurden die
Zellen in 10 ml des entsprechenden vorgewdrmten Zellmediums tberfihrt und tGber Nacht bei
37°C und 5% CO; kultiviert. Am néchsten Morgen wurde das Medium gewechselt, um das

DM SO aus dem Einfriermedium zu entfernen.

4.2.4.2 Kultivierung und L agerung von Saugetier zellen

COS-1-, 293- und HelLa-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FBS, 100 iE/ml
Penicillin und 100 nmg/ml Streptomycin bel 37°C und 5% CO, kultiviert und bei Erreichen
einer Konfluenz von ca. 80% 1-2 mal pro Woche verdinnt.

Die stabil transfektierten 293 Tet-Off Zellen wurden in L-Glutamin-freiem MEM mit Earle’s
Salzen (Life Technologies), das mit 10% FBS, 2 mM L-Glutamin, 100 iE/ml Penicillin und
100 ng/ml Streptomycin, 100 ng/ml G418, 150 ng/ml Hygromycin B und 10 ng/ml
Doxycyclin ergénzt worden ist, in Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturgeféf3en kultiviert.
Die Expression wurde induziert, indem die Zellen mit PBS gewaschen wurden und neues
Medium ohne Doxycyclin zugegeben wurde. Das Medium wurde am folgenden Tag noch
einma erneuert, um das Doxycyclin komplett zu entfernen. Die Expression wurde fur
unterschiedliche Zeiten induziert, wie fir jedes einzelne Experiment angegeben ist.

Fur die langfristige Lagerung von Saugetierzellen wurden die Zellen einer 75 cn?
Zdlkulturflasche mit Trypsin abgelost und bei 2000 rpm (Heraeus Zentrifuge) fir 10 min bel
Raumtemperatur pelletiert. COS-1-, 293- und HelLa-Zellen wurden dann in 1 ml
Zéelkulturmedium mit 20% FBS, die stabilen 293 Tet-Off Zellen in 1 ml Zellkulturmedium
mit 50% FBS resuspendiert. Dazu wurden tropfenweise unter Schwenken der Zellsuspension

10% DM SO gegeben. Die Zellen wurden in Kryoréhrchen in einem Einfrierbehélter, der mit
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Isopropanol geflllt war, langsam bei —80°C eingefroren und anschlief?end in flissigem
Stickstoff gelagert.

4.2.4.3 Trypsinieren von Saugetier zellen

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einma mit PBS gewaschen. Dann wurde so viel
0,25% (w/v) Trypsin/ 1 mM EDTA (Life Technologies) zugegeben, dal3 der Zellrasen gerade
bedeckt war und fur 2-5 min inkubiert. Be Ablosung der ersten Zellen wurde die
Trypsin/EDTA-LOsung vorsichtig wieder abgesaugt, und die Zellen wurden mit dem
entsprechenden Zellkulturmedium von dem Zellkulturgefal? abgespult und in der gewiinschten

Dichte in neue Zdlkulturgefal3e mit vorgewarmtem Medium vediinnt.

4.2.4.4 Bestimmung der Zellkonzentration von kultivierten Sdugetier zellen
Das Wachstum von eukaryotischen Zellen in Kulturgefél3en wurde taglich mit Hilfe eines
Lichtmikroskops kontrolliert.
DarlUber hinaus wurde in einigen Experimenten die Zellkonzentration mit Hilfe der Trypan
Blau-Farbung bestimmt. Dazu wurden die von der Kulturschale abgelGsten Zellen fir 10 min
bei 2000 rpm (Heraeus Zentrifuge) bei Raumtemperatur abzentrifugiert und in sterilem PBS
aufgenommen. Ein Aliquot der resupendierten Zellen wurde mit 20% Trypan Blau versetzt
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um selektiv die toten Zellen anzuférben. Nach
Uberfiihrung der Zellsuspension in eine Neubauer- Zahlkammer wurden 4 GroRquadrate mit
jeweils 16 Gruppenquadraten ausgezéhlt und der Mittelwert fur die Berechnung der
Zellkonzentration verwertet. Es wurden nur die lebenden, nicht blau geférbten Zellen gezahlt.
Jedes Grol3guadrat enthalt ein Volumen von 10* cm?. Da 1 cn? aquivalent ist zu 1 ml, wird
die Zellzahl pro ml Originalsuspension wie folgt bestimmit:
Zellen/ml =  Mittelwert der Zellzahl pro Grof3quadrat x Verdinnungsfaktor der Zellen mit
Trypan Blau x 10*

4.2.4.5 Transfektion von Saugetier zellen

Die Calciumphosphat-Préazipitation (Graham and van der Eb, 1973) beruht auf der Reaktion
von Calciumchlorid mit Natriumphosphat, bei der ein wasserunldsliches Calciumphosphat-
Prézipitat gebildet wird, das an DNA bindet. Dieses Prézipitat wird von den Zellen
aufgenommen, in denen die DNA dann freigesetzt und transkribiert wird.

Etwa 10° Zellen wurden 8 Stunden vor der Transfektion in einer 10 cm Petrischale ausgesét
(entspricht etwa 30% Konfluenz). Fur die Herstellung des Prézipitats wurden 5 mg DNA mit
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15 nyg pBluescript als Trager-DNA gemischt. Dazu wurden 190 ml 1 mM Trig/HCI (pH 7,5),
0,05 mM EDTA und 30 m 2 M CaCl, (sterilfiltriert) gegeben und die Losungen auf dem
Vortex vermischt. 240 ml 2x HBS wurden vorsichtig unterschichtet, und die beiden
entstehenden Schichten wurden mit Luftblasen aus der Pipette langsam verwirbelt. Nach 30
min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Prézipitat zu den Zellen gegeben und diese
Uber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach 15-20 h wurde das Medium entfernt, die
Zellen 30 min in PBS gewaschen und dann frisches Medium zugegeben. 40-48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen geerntet und wie unter 4.2.4.7 beschrieben lysiert Die

Zdlllysate wurden zur Analyse der Proteinexpression im Western Blot eingesetzt.

2x HBS

280 mM NaCl

50 mM HEPES

1,5 mM NaHPO,4, mit NaOH auf pH 7,1 eingestellt, sterilfiltriert

4.2.4.6 Herstellung der stabilen, induzierbaren Tet-Off Zellen

Eine 293 Tet-Off Zdllinie, in die das Regulatorplasmid pTet-Off stabil in das Genom
integriert war, wurde von Clontech gekauft und mit den Plasmiden pTetCMV-Hyg-CAG20,
-CAGbH1 und -CAG83 mittels der Calciumphosphat- Prézipitationsmethode transfektiert. Der
Vektor pTetCMV-Hyg wurde als Kontrolle verwendet. 4 Tage nach der Transfektion wurde
die Selektion mit 150 nmg/ml Hygromycin B begonnen, und 10 Tage spédter wurden von jeder
Transfektion einzelne Kolonien isoliert und nacheinander in 12-well und 6-well Platten und
dann in 25 cnt? Zellkulturflaschen kultiviert. Die Expression der HD Exon 1 Proteine von
induzierten und nicht-induzierten Zellen wurde mittels Westernblot Analysen und
Immunfluoreszenz mit spezifischen Antikdrpern gegen Huntingtin (HD1, CAG53b) und den
Flagtag Uberprift.

4.2.4.7 Herstellung von Zelllysaten

Die transient transfektierten oder induzierten Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen, mit
einem Zellkratzer von der Petrischale abgelost, in PBS Uberfihrt und bei 4000 rpm
(Beckmann, J6-HC) fir 10 min bei 4°C pelletiert. Beim Ernten einer 75cnt Zellkulturflasche
wurden die Zellen mit Trypsin abgelost, pelletiert, in PBS gewaschen und repelletiert. Die
Lyse erfolgte durch Inkubation fur 30 min auf Eisin 50 mM Tris-HCI, pH 8,8, 100 mM NaCl,
5 mM MgCh, 0,5% NP-40, 1 mM EDTA und Proteaseinhibitoren (2 mM PMSF, 10 ng/ml
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Leupeptin, 10 ng/ml Pepstatin, 1 ng/ml Aprotinin und 50 nmg/ml Antipain). Das unlésliche
Material wurde in der Eppendorf Zentrifuge bei 14000 rpm fir 10 min abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 100 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 15 mM MgCh und 0,5 mg/ml DNasel
resuspendiert und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Proteinkonzentration der Uberstand- und
Pellet- Fraktionen wurde mit dem Bradford Proteinassay bestimmt.

Fur die Herstellung von Ganzzelllysaten wurden die Zellen wie oben beschrieben geerntet.

Die Lyse erfolgte im selben Lysepuffer, jedoch mit dem Zusatz von 250 U/ml Benzonase.

4.2.4.8 Vorbereitung von Zellpréaparaten fur die Immunfluoreszenzmikroskopie

Bel der Immunfluoreszenz konnen Antikorper aus verschiedenen Tierspezies gleichzeitig
eingesetzt werden, wodurch es moglich gemacht wird, die Colokalisation bestimmter
Zé€llproteine nachzuweisen.

Fur die Vorbereitung der Zellpréparate wurden transient transfektierte COS-1, 293 oder HeLa
Zellen oder induzierte 293 Tet-Off Zellen einen Tag vor der Fixierung in Leighton Tubes (fur
293 Tet-Off Zelen mit Poly-L-Lysin beschichtet) umgesetzt. Die Zellen wurden kurz in PBS
gewaschen und anschlief3end in 2% Paraformaldehyd fur 4 min bel Raumtemperatur fixiert.
Die Zelwande wurden durch 15 min Inkubation in PBS / 0,1% Triton X-100 permeabilisiert.
Die Leighton Tubes wurden bis zur Immunmarkierung in PBS mit Zusatz von 0,05% NaNs3
bei 4°C aufbewahrt.

Fur die Immunmarkierung wurden die Leighton Tubes mit den zu untersuchenden Zellen mit
einer Schere in Stiickchen geschnitten, und auf der Rickseite der Pléttchen wurde mit einem
Diamantstift zur Kennzeichnung des Pléttchens selbst und dessen Rickseite eine Nummer
eingeritzt. Ahnlich wie beim Western Blot wurden die Zellpréparate zunachst 30 min in
Blockierungdosung (3% BSA in PBS) in einer feuchten Kammer inkubiert. Dann wurden
verschiedene Verdinnungen der priméren, spezifischen Antikdrper (in 0,3 % BSA / PBS)
aufgetragen und die Pléttchen fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Pléttchen mit den
Zellen wurden dreima fur 10 min in einer 24-well Platte mit PBS / 0,1% Triton X-100 auf
einem Schittler gewaschen und dann mit den entsprechenden sekunddren, mit dem
Fluoreszenzfarbstoff CY 3- oder FITC- konjugierten Antikérpern (in 0,3% BSA / PBS) fir
eine weitere Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS / 0,1% Triton X-100 und
einem anschlieffenden Waschschritt in PBS wurden die Zellkerne mit 3 nmg/ml DAPI fur 20
Sekunden angeférbt. Nach abschliefiendem Waschen in PBS wurden die Plétchen mit den
Zellen nach oben auf einen Objekttréger gelegt und mit Montagemedium eingedeckelt.
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2%ige Parafor maldehyd-L 6sung
2 g Paraformaldehyd wurden in 98 ml PBS gegeben und fir 15 min bei 80°C im Wasserbad

erwarmt. Anschlief3end wurde die Losung durch einen Faltenfilter klar filtriert.

Montagemedium: PBS/Glycerol (1:4, v/v) mit Zusatz von 5% Propylgalat als
Antibleichmittel

4.2.4.9 Vorbereitung von Zdlpraparaten fur die Elektronenmikroskopie

Die Einbettung der Zellprgparate in LR Gold Harz und die nachfolgenden
Immunmarkierungen wurden in der MPI Elektronenmikroskopie-Gruppe von Rudi Lurz
durchgefuhrt.

293 Tet-Off Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Thermanox Plastikpléttchen (13
mm Durchmesser, Nunc) kultiviert und die transgene Expression der HD Exon 1 Proteine fir
3 Tage induziert. Fur die Einbettung in LR Gold Harz (London Resin Company) wurden die
Plétchen mit PBS gewaschen und 1 h in ener Losung aus 1% Formaldehyd / 0,2%
Glutaraldehyd fixiert. Nach Entwésserung in einer Ethanolreihe wurden die Zellen nach
Angaben des Herstellers mit LR Gold infiltriert. Das Harz wurde unter sichtbarem Licht fur 3
Tage in Anwesenheit von 0,1% Benzil bel 4°C polymerisiert. Fir die Einbettung in Spurr’s
»Low Viscosity Medium* (Epoxid-Harz) wurden die Zellen 0,5 — 1 h in 2% Glutaraldehyd
fixiert, dreima mit PBS gewaschen, 1 h in 2% Osmiumtetroxid inkubiert, erneut dreimal mit
PBS gewaschen und anschlief3end in einer Acetonreihe entwassert. Nach der schrittweisen
Uberfiihrung aus 100% Aceton in reines Harz wurde die Polymerisation bei 60°C tber Nacht
durchgefihrt. Zur Polymerisation wurden die Pléttchen in beiden Féllen kopfuber auf Harz
geflllte Gelatinekapsealn gelegt.

Fur die Immunmarkierung der eingebetteten Zellen wurden ca. 60 nm dicke Schnitte auf
Nickel- Trégernetzchen 10 min in Puffer K (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl) und
anschlieffend 10 min in Puffer L [Puffer A mit 6 mg/ml Aurion BSA-c (Wageningen)]
inkubiert. Antikorper gegen Huntingtin (HD1, 1:400), Ubiquitin (1:30) oder 14-3-3e (1:400)
wurden zu Puffer L gegeben und die Tragernetzchen 2 h bel Raumtemperatur inkubiert. Nach
vierma 10 min Waschen in Puffer L wurde der mit 10 nm Gold konjugierte, sekundére
Antikoérper (Ziege anti-Kaninchen IgG fur ant-HD1 und anti-14-3-3e, 1:100 oder Kaninchen
anti-Ziege 1gG fur anti-Ubiquitin, 1:100) in Puffer L zugegeben. Nach 2 h Inkubation bel

Raumtemperatur wurden die Proben ausgiebig in Puffer K gewaschen, fir 1 min mit 0,5%

92



Materialen und Methoden

Uranylacetat und fir 45 Sekunden mit Bleicitrat nachkontrastiert (Reynolds, 1963) und mit
einem Philips CM100 EM (FEI Company) betrachtet.

4.2.4.10 Inhibierung des Proteasoms mit Lactacystin

Das 26S Proteasom enthdt den proteolytischen Kernkomplex 20S, der wiederum aus
mehreren Untereinheiten zusammengesetzt ist. Lactacystin ist ein selektiver Inhibitor der 20S
Proteasomenuntereinheit X (Fenteany et al., 1995).

Um die Aktivité des Proteasoms zu inhibieren, wurde den stabil exprimierenden, fir 24 h
induzierten 293 Tet-Off Zellen 10 MM clasto-Lactacystin b-Lacton zugesetzt und die Zellen
fUr weitere 48 h inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit einer entsprechenden Menge des
Losungsmittels DM SO inkubiert. Zellkulturmedium und Proteasomeninhibitor wurden taglich

erneuert.

4.2.4.11 Toxizitatstest

Die Lebensfahigkeit von Zellen wurde anhand ihrer Fahigkeit zur metabolischen Spaltung des
gelben Tetrazolium Salzes XTT zu einem orangen Formazan Farbstoff gemessen (Roehm et
al., 1991).

Einen Tag vor der Messung wurden die Zellen in einer Dichte von etwa 7000 Zellen pro
Vertiefung in eine 96-well Platte ausgesét. 4 Tage nach Induktion der HD Exon 1 Expression
wurde XTT entsprechend des Protokolls vom Hersteller zugegeben. Nach 5 h Inkubation bei
37°C wurde die optische Dichte des Formazanprodukts bei 450 nm und bei einer
Referenzwellenlange von 690 nm gemessen. FUr jede untersuchte Zelllinie wurden 9

unabhangige Werte gemessen.

4.2.5 Grundlegende immunologische M ethoden

4.2.5.1 Herstellung von polyklonalen Antikérpern

Als Antigene sind Hiss-markierte Fusionsproteine geeignet, da das 6xHis-tag nicht
immunogen ist. In dieser Arbeit wurden Hiss-markierte 14-3-3e- und a-Synuclein
Fusionsproteine fur die Herstellung von polyklonalen Antikdrpern verwendet. Diese wurden
hergestellt, indem die cDNA, die fir die Aminosauren 94-255 der Epsilon Isoform von 14-3-3
(Accession Nummer U54778) bzw. fur die Aminosduren 1-142 von a-Synuclein (Accession
Nummer A1739317) kodiert, in den Vektor pQE32 eingesetzt wurde. Die Fusionsproteine

wurden in E. coli Uberexprimiert und unter denaturierenden Bedingungen wie unter 4.2.3.4
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beschrieben mittels Affinitdtschromatographie gereinigt. Ca. 100 ng Protein wurden mit 1 ml
0,9%iger Kochsalzlésung und 2 ml Freunds komplettem Adjuvans versetzt, durch Auf- und
Abziehen in einer 5 ml Spritze emulgiert und subkutan an 6-8 Stellen in Kaninchen injiziert.
Die erste Booster Injektion erfolgte nach 21 Tagen, zwei weitere in 12 bis 14 Tage
Intervallen. 7 Tage nach der letzten Injektion wurde den Kaninchen aus der Ohrvene Blut
entnommen, das Uber Nacht bei 4°C stehengelassen und anschlief3end bei 4500 rpm (Sorvall,
SS34-Rotor) fur 10 min bel 4°C abzentrifugiert wurde. Der sedimentierte Blutkuchen wurde
verworfen, der Uberstand ein weiteres Mal zentrifugiert und das klare Serum gepoolt. Fiir die
langfristige Lagerung wurden alle Antiseren aliquotiert in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80°C gelagert. Fir die kurzfristige Lagerung bel 4°C wurden die Seren mit 0,1%
NaN 3 versetzt.

4.2.5.2 Affinitatsreinigung von polyklonalen Antikor pern

Die Affinitétsreinigung eines Antiserums erfolgte nach Gu et a (Gu et al., 1994). Dazu wurde
zundchst wie unter 4.2.3.4 beschrieben das als Antigen verwendete Hiss-markierte Protein in
einer 400 ml Kultur exprimiert, in Puffer C lysiert und an NENTA Agarose gebunden. Die
Agarose (4 ml gepacktes Volumen) wurde mit jeweils 20 ml Puffer E, F und G gewaschen
und anschliefiend mit 20 ml 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 aquillibriert. 1,5-2 ml
des Antiserums wurde zu der Agarose gegeben und die Saule 1 h bei 4°C stehen gelassen. Die
Saule wurde nacheinander mit 20 ml 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4und 20 ml 2 M
NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 gewaschen. 2 ml einer Losung von 4 M MgCh (vorher mit
TrisBase auf ca. pH 6,0 eingestellt) wurden zugegeben und die Saule 15 min bel
Raumtemperatur stehen gelassen. Der gebundene Antikorper wurde nach weiterer Zugabe von
4 M MgChk in 0,5 ml Fraktionen eluiert und die Ao gemessen. Die Peak-Fraktionen wurden
gepoolt, Uber Nacht gegen PBS dialysiert und fir die Lagerung mit 2 mg/ml BSA versetzt und
aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

4.2.5.319G-Pré&paration aus Antiserum

1 ml Serum wurde unter RiUhren tropfenweise mit 0,675 ml ener geséttigten
Ammoniumsulfatlésung versetzt und 1 h im Eisbad weitergertihrt. Die geféllten IgG's wurden
15 min bei 15000 rpm (SS34 Rotor) und 4°C abzentrifugiert, in 1 ml PBS gelost und Uber
Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert. Eine 1 ml Hi-Trap Protein A-Séule wurde mit 5 ml 20
mM Na-Phosphat (pH 7,0) &quillibriert und die Probe mit einer Spritze aufgetragen. Nach
Waschen der Saule mit 57 ml 20 mM NaPhosphat (pH 7,0) wurden die 1gG's mit 0,1 M
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Zitronensaure/NaOH, pH 2,9 euiert. Dabei wurden 0,9 ml Fraktionen in Eppendorfgeféaiie
gesammelt, in die 0,1 ml 1 M Tris/HCI, pH 9 vorgelegt worden war. Die Fraktionen mit der
hochsten Azgo wurden gepoolt und Uber Nacht gegen PBS dialysiert.

4.2.6 Massenspektrometrie

4.2.6.1 Aufbereitung der Gelprobe

Mit der MALDI-TOF-MS Peptide-Mapping Methode wird die Molekularmasse von Peptiden,
die durch tryptische Spaltung eines Proteins entstehen, bestimmt. Die Molekularmassen von
nur drei Peptiden charakterisieren ein Protein nahezu eindeutig, und Datensammlungen in der
SwissProt erlauben den Vergleich mit Fragmenten von mehreren zehntausend Proteinen.

Die Analysen wurden in der Massenspektrometrie-Gruppe des MPI von Christine Gauss und
spater Eckhard Nordhoff durchgefihrt.

Die zu identifizierenden Proteine wurden mittels SDS-PAGE getrennt und das Ge
anschlief?end 1 h in 0,5% Essigséure, 20% Methanol und 0,2% Coomassie-Brilliant Blue G
250 gefarbt. Die Entfarbung erfolgte in 30% Methanol. Alle Losungen wurden sterilfiltriert
und alle verwendeten Gefdl3e sorgfatig gesdubert, um eine Verunreinigung der Probe mit
Keratin aus Haut, Haaren oder Kleidungsstiicken zu vermeiden. Die zu untersuchenden
Banden wurden unter einer Cleanbench mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in
50% Ethanol, 1 mM nOctyl-b-D-Glucopyranosid gewaschen. Nach Reduktion der Disulfid-
briicken in den Proteinen mit 10 mM DTT, 20 mM NH,COg fur 45 min bei 37°C erfolgte eine
Alkylierung der Cysteinreste mit 55 mM lod Acetamid, 20 mM NH4COs3 fir 30 min im
Dunkeln. Der Verdau des Proteins fand mit 20 ng/pl Trypsin, 20 mM NH;COs fur 15 min und
10 ng/ul Trypsin, 20 mM NH4CO3 Uber Nacht bei 37°C statt und wurde durch Zugabe von
0,2% TFA, 2 mM n-Octyl-b-D-Glucopyranosid gestoppt (Nordhoff et al., 2001).

4.2.6.2 MALDI-TOF-M S Probenvor bereitung und Analyse

200 pl einer 110 mg/ml a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure-Losung in 90% Aceton, 0,05% TFA
wurden als Matrix auf einen Edelstahltréger aufgetragen, mit der anschlie3end die
Peptidl6sung inkubiert wurde. Dabel binden die Peptide an die Matrix, wahrend Salze sowie
andere wasserl 6sliche Probenkontaminanten in der LGsung verbleiben und durch Absorption

an ein Papiertuch entfernt werden.
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Die Peptide wurden anschlief3end mit der ,,matrix assisted laser desorption/ionizationtime of
flight-Massenspektrometrie® (MALDI-TOF-MYS) auf einem Bruker Scout MTP Reflex il
MALDI Massenspektrometer (Bruker Daltonik) analysiert. Mit den identifizierten Peptiden
wurde mit der Suchmaschine MASCOT (Matrix Science, UK) eine Suche in der SwissProt

Sequenzdatenbank durchgefihrt.
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