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2. Material und Methoden

2.1 Allgemeine Gerate

Alle photometrischen Messungen wurden in einem Ultrospec3100 pro Spektrophotometer von Amers-
ham Biosciences durchgefuhrt. Das Gerat verfugt Gber einen eingebauten Computer zur Berechnung
von Konzentrationen bei allen gédngigen MelRmethoden der Molekularbiologie.

Zur Zentrifugation von 1,5 ml- oder 2 ml-Reaktionsgefalten wurden Eppendorf 5415 D bzw. 5417 R-
Kihlzentrifugen eingesetzt. Zentrifugationen im gréReren MaRstab wurden in einer Herolab Hicen 21-
Kahlzentrifuge durchgefiihrt, Ultrazentrifugationen in einer Beckman-Coulter Optima LE-80K Ultra-
zentrifuge, bzw. in einer Beckman-Coulter Optima TLX Tischultrazentrifuge. Zentrifugationen von 15
ml- bzw. 50 ml-Réhrchen erfolgten in Eppendorff 5810 R Kuhlzentrifugen.

Zum Aufschlieen von Bakterien- und Mitochondrienmembranen wurde ein Sonoplus Ultraschallgene-

rator (Bandelin Electronics) verwendet und stets bei 30 % Leistung betrieben.

2.2 Haufig verwendete Reagenzien, Chemikalien und Puffer

Alle nicht besonders vermerkten Substanzen und Chemikalien wurden als analysenreine Reagentien
von den Firmen Roche Biochemicals (Mannheim), Applichem (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Gib-
co/BRL (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Difco (Augsburg) oder Sigma-Aldrich

(Steinheim) bezogen.

2.2.1 Protease- und Phosphatase-Inhibitoren

Um ein mdglichst groRes Spektrum von Proteasen zu inhibieren, wurde eine Mischung verschiedener
Protease-Inhibitoren (alle von Applichem) verwendet, deren Wirkspektrum und Endkonzentration im
folgenden aufgefiihrt sind. Zur Inhibition von Metalloproteasen wurde einigen Puffern Ethylendiamin-

tetraacetet (EDTA) hinzugefiigt.

Tabelle 2.1 verwendete Proteaseinhibitoren

Inhibitor Spezifitat Endkonzentration

Aprotinin Serinproteasen 2 ug/mli
Benzamidin-HCI Serinproteasen 1 mM

Leupeptin Thiol-, Serin- und Cysteinproteasen 1 pg/mi

Pepstatin A saure Proteasen 1 pg/mi
Phenylmethylsulfonyl- Serin- und einige Cysteinproteasen 25 pg/ml (0,14 mM)

fluorid (PMSF)
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2. Material und Methoden

Wenn der Phosphorylierungsstatus von Proteinen untersucht werden sollte, wurden den jeweils ver-
wendeten Lysepuffern die Phosphatase-Inhibitoren Natriumorthovanadat und Natriumfluorid in den

Endkonzentrationen 2,5 uM bzw. 10 uM zugesetzt.

2.2.2 Bakterienmedium und haufig verwendete Puffer

PBS-Puffer: STE-Puffer:

1,9 mM Natriumdihydrogenphosphat 10 mM Tris, pH 7,5

8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat 1 mM EDTA

154 mM NaCl 250 mM Sucrose

pH 7,4 Protease-Inhibitoren (siehe Kapitel 2.2.1)
HSL-Puffer: LB-Bakterienmedium:
20 mM Hepes, pH 7,4 1 % [w/v] Trypton

350 mM NaCl 0,5 % [w/v] Hefe Extrakt
1 mM MgCl, 0,5 % [w/v] NaCl

0,5 mM EDTA

0,1 mM EGTA

1 % [v/iv] NP-40

0,5mMDTT

Protease-Inhibitoren (siehe Kapitel 2.2.1)

In dieser Arbeit wurde fir alle Baktereinkulturen LB-Medium verwendet. Medium wurde grundsatzlich
autoklaviert. Falls erforderlich, enthielten Bakterienmedien 25 ug/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Ampi-
cillin. Die Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren bei hochstens 60°C zugesetzt. Zum Gielden von

LB-Agar-Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5 % [w/v] Agar zugefugt.

2.3  Antikérper und Antiseren

Die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren und aufgereinigten Antikdrper sind in der Tabelle 2.2 auf-
gelistet. Zusatzlich sind die verwendeten Verdiinnungen fir Western Blot-Analysen auf Nitrozellulose-

oder Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen, sowie fiir die Immunprazipitation (IP) angegeben.

Tabelle 2.2 1In dieser Arbeit verwendete Antiseren und Antikorper

Name Organismus und Typ Hersteller/Quelle verwendete Verdlinnung

o-BiP/Grp78 IgG, monoklonal, Maus Becton Dickinson 1:500 (Nitrozellulose)

o-CytochromC IgG, monoklonal, Maus Santa Cruz 1:5000 (Nitrozellulose)

o-GAPDH IgG, monoklonal, Maus Chemicon 1:2.500.000 (PVDF)
1:500.000 (Nitrozellulose)

o-EGFP Kaninchen-Serum Dr. Ralf Schiilein 1:100 (IP)

o-EGFP IgG, monoklonal, Maus Chemicon 1:50.000 (PVDF)

o-Flag M2 IgG, monoklonal, Maus Sigma 1:10.000 (PVDF)

o-Histon H1 IgG, monoklonal, Maus Santa Cruz 1:1000 (Nitrozellulose)
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Tabelle 2.2 In dieser Arbeit verwendete Antiseren und Antikorper

Name Organismus und Typ Hersteller/Quelle verwendete Verdiinnung
o-Hsp60 IgG, monoklonal, Maus Stressgen 1:4000 (Nitrozellulose)
o-NDRG1 aufgereinigtes Ziegen-Serum = Dr. James Murray 1:100.000 (PVDF)

a-Na'/K*-ATPase | IgG, monoclonal, Maus Upstate Biochemicals 1:10.000 (PVDF)

o-p3T NDRGH1 aufgereinigtes Ziegen-Serum | Dr. James Murray 1:20.000 (PVDF)
o-Sgk1 Kaninchen-Serum Dr. Cecilia Canessa 1:5000 (PVDF)
o-Sgk1 Kaninchen-Serum Dr. James Murray 1:2000 (PVDF)
a-Sgk1 polyklonales Kaninchen-lgG ~ Sigma 1:50.000 (PVDF)
o-Sgk1 polyklonales Kaninchen-IgG = Cell Signaling Technologies = 1:2000 (PVDF)

ProSci, Poway, Californien,
USA

a-Smac/Diablo polyklonales Kaninchen-IgG 1:1000 (Nitrozellulose)

2.4  Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen bzw. MWG Bio-
tech bezogen. Alle Oligonukleotide wurden als Primer fir PCR-Reaktionen verwendet. Angeflgte
Restriktionsschnittstellen sind in den Sequenzen unterstrichen. Die Namen der jeweiligen Restrikti-
onsnukleasen sind immer Bestandteil des Oligonukleotidnamens. Start- und Stopcodons eines Lese-
rasters sind fett dargestellt. Oligonukleotide, die ein neues Startkodon einfigen, wurden zusatzlich um

eine Kozak-Sequenz erweitert. Alle zur Klonierung eingesetzten Oligonukleotide, die nicht zur Gene-

rierung von Punktmutationen verwendet wurden, finden sich in Tabelle 2.3.

Tabelle 2.3 In dieser Arbeit zur Klonierung verwendete Oligonukleotide

Sequens (Oretieung 5> 3

NDRG1EcoRI5’
NDRG1BamHI3’

Sgk1BamHI5’
Sgk1EcoRI3’
Sgk1EcoRI3’Flag

Sgk1BamHI3’
Sgk1d1-16BamHI5’
Sgk1d1-33BamHI5’
Sgk1d1-47BamHI5’
Sgk1d1-59BamHI5’
Sgk1d60-431BamHI3’
Sgk1 1-16Kpnl3’
Sgk1 1-32Kpnl3’
Sgk1 1-47Kpnl3’
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CGAATTCACGGAAATGTCCCGAGAGCT

GCGGATCCGCGCAGGACACCTCCATGGACTT
GGGGATCCCACCATGACCGTCAAAGCCGAG
CCGAATTCAGAGGAAGGAATCCACAGG

GGGAATTCTACTTGTCGTCGTCGTCCTTG-
TAGTCGAGGAAGGAATCCACAGG

CCGGATCCGAGGAAGGAATCCACAGG
GGGGATCCCCCACCATGAGGGGAATGGTAGCG
GGGGATCCCCCACCATGGGCCTGAACGATTTT

GGGGATCCCCCACCATGGCATGCAAACACGCT

GGGGATCCCCCACCATGTCCCATCCTCAGGAG
CCGGATCCCATTTTCAAAATGGACTGA

CGGGGTACCTCTGGAGTAGGTAAGGGT

CGGGGTACCCCTTCTCTGTTTCATAAA

CGGGGTACCATAGGTGTTGCTGGCAAT

Klonierung von NDRG1 in pEGFP-N1

Generierung verschiedener Sgk1 Varianten
Generierung verschiedener Sgk1 Varianten

Anhangen eines Flag-tag (kursiv) an den
C-Terminus von Sgk1

Generierung 3'Ende ohne Stopcodon
Generierung A1-16 Varianten
Generierung A1-32 Varianten
Generierung A1-47 Varianten
Generierung A1-59 Varianten
Generierung von A60-431 Varianten
Generierung der 1-16 Variante
Generierung der 1-32 Variante

Generierung der 1-47 Variante
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Tabelle 2.3 1In dieser Arbeit zur Klonierung verwendete Oligonukleotide

Sequenz (Qrienterung 5 > 3

Sgk1-N-Notl3’ TTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCT bindet am 3’-Ende der EGFP-cDNA in
pEGFP-N-Plasmiden; Generierung von
Sgk1-EGFP-Deletionsvarianten

Sgk1d1-289ECoRIS™  GGGAATICCCATGCTCTACCGLCTGLCC Generierung von Sgk1 290-431 fiir die

Sgk1pGEX3'Afilll CCACATGTTAGAGGAAGGAATCCACAGG rekombinante Expression in E.coli

Oligonukleotide, mit deren Hilfe eine Punktmutationen in der Sgk1-Sequenz generiert wurde, sind in

Tabelle 2.4 aufgelistet. Die ausgetauschten Nukleotide sind invertiert dargestellt.

Tabelle 2.4 Oligonukleotide zum Einfiigen von Punktmutationen in Sgk1

Sequens (Orntierung 5 > 3)

Sgk1-M1ABamHI5’ GGGGATCCGACGE@GACCGTCARAGCCGAGGC M1A

Sgk1-E53A-for
Sgk1-E53A-rev
Sgk1-V54A-for
Sgk1-V54A-rev
Sgk1-Q55A-for
Sgk1-Q55A-rev
Sgk1-S56A-for
Sgk1-S56A-rev
Sgk1-157A-for
Sgk1-157A-rev
Sgk1-L58A-for
Sgk1-L58A-rev
Sgk1-K59A-for
Sgk1-K59A-rev
Sgk1-M60A-for
Sgk1-M60A-rev
Sgk1-S61A-for
Sgk1-S61A-rev
Sgk1-H62A-for
Sgk1-H62A-rev
Sgk1-P63A-for
Sgk1-P63A-rev
Sgk1-Q64A-for
Sgk1-Q64A-rev
Sgk1-E65A-for
Sgk1-E65A-rev

CACGCT[ESGTTCAGTCCATTTTGAAA

GGACTGAAC[e[e]dAGCGTGTTTGCATGCATA E53A

GCTGANGSECAGTCCATTTTGAARATG

AATGGACTGEl8TTCAGCGTGTTTGCATGC V54A

GAAGTT[@§TCCATTTTGARRATGTCC

CARAATGGAGESAACTTCAGCGTGTTTGCA Q55A

GTTCAGEYEATTTTGAAAATGTCCCAT

TTTCAAAATEGECTGAACTTCAGCGTGTTT S56A

CAGTCCgSTTGAARATGTCCCATCCT

CATTTTCAAGHYGGACTGAACTTCAGCGTG I57A

TCCATT{]M®AAAATGTCCCATCCTCAG

GGACATTTT{ele]dAATGGACTGAACTTCAGC LS8A

ATTTTGEYEATGTCCCATCCTCAGGAG

ATGGGACATHEECAAAATGGACTGAACTTC KS9A

TTGAALEHETCCCATCCTCAGGAGCCG

AGGATGGGAGEETTTCAAAATGGACTGAAC MGOA

AAAATGEMeCATCCTCAGGAGCCGGAG

CTGAGGATGe[e]eCATTTTCAAAATGGACTG S61A

ATGTCCIECCTCAGGAGCCGGAGCTT

CTCCTGAGG[e[e/GGACATTTTCAAAATGGA HE2A

TCCCAT{e]l@CAGGAGCCGGAGCTTATG

CGGCTCCTGele]eATGGGACATTTTCAAAAT PE3A

CATCCT[ES8GAGCCGGAGCTTATGAAC

CTCCGGCTCle[e]@AGGATGGGACATTTTCAA QB4A

CCTCAG[e]88CCCGGAGCTTATGAACGCT

AAGCTCCGGlEel6CTGAGGATGGGACATTTT E65A
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.4 Oligonukleotide zum Einfiigen von Punktmutationen in Sgk1

Sequen: (Orinterung 5 > 3

Sgk1-P66A-for CAGGAGIESMEGAGCTTATGAACGCTAAC

Sgk1-P66A-rev CATAAGCTC/E8CTCCTGAGGATGGGACAT P66A

Sgk1-E67A-for GAGCCGEECTTATGAACGCTAACCCC

Sgk1-E67A-rev GTTCATAAGEEGECGGCTCCTGAGGATGGGA E67A

Sgk1-L68A-for CCGGAGESSATGAACGCTAACCCCTCT

Sgk1-L68A-rev AGCGTTCAT[EE8CTCCGGCTCCTGAGGATG L68A

Sgk1-K127Q-for TATGCAGTC/ENAGTTTTACAGAAGAAA

Sgk1-K127Q-rev TAAAACIIJEGACTGCATAGAATACTTC K127Q

Sgk1-S422DEcoRI3’ GGGAATTCAGAGGAAGGAATCCACAGGAGGTGCATAGIIEGAAGCC- S422D
GAGGAA

Fir RT-PCR (siehe Kapitel 2.20) eingesetzte Oligonukleotide sind in Tabelle 2.5 zusammengefalit.

Tabelle 2.5 Oligonukleotide fiir RT-PCR Analysen

Name Sequenz (Orientierung 5'>3") Nachweis von / annealing-Temperatur /
Anzahl RCR-Zyklen

PDH-for GGTATGGATGAGGAGCTGGA Pyruvatdehydrogenase
57°C, 35 Zyklen

PDH-rev CTTCCACAGCCCTCGACTAA

CCL20-for GCGCARATCCARRACAGACT MIP3a. (macrophage inflammatory protein 3c.)
CCL20-rev CAAGTCCAGTGAGGCACAAA 55°C, 38 Zyklen

IKBALPHA-for ATCAGCCCTCATTTTGTTGC IBo

IKBALPHA-rev ACCACTGGGGTCAGTCACTC 57°C, 33 Zyklen

TNFAIP3-for GETCACAGGGAARGATGTEE Tumornekrosefaktor a-induziertes Protein 3
TNFAIP3-rev AGCAACCACAAAGCACACAG 57°C, 33 Zyklen

TNFRSF9-for GTGAATGGGACGAAGGAGAG TNF-Rezeptor Superfamilie, Mitglied 9
TNFRSF9-rev TTTCTGCCCCGTTTAACAAC 55°C, 38 Zyklen

2.5 Tiere und Tierversuche

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Si-
cherheit (LAGetSi) Berlin genehmigt (Projekt Nr. G0241/02). Alle in dieser Arbeit verwendeten Mause
wurden in der Forschungseinrichtung flr experimentelle Medizin (FEM) der Charité Berlin, Campus
Klinikum Benjamin Franklin, gehalten.

Es wurden Mause der Linie C57BI/6, sowie Sgk1 knockout-Mause (Wulff et al., 2002) und deren Wild-
typ-Geschwister verwendet.

In dieser Arbeit wurde Mausen 100 pg/Kg Koérpergewicht Dexamethason bzw. 25 mg/Kg Kérperge-

wicht des Glutamatrezeptoragonisten Kainat intraperitoneal verabreicht. Kainat wurde in PBS geldst.

32



2. Material und Methoden

Dexamethason wurde zunachst in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und in PBS mit 20% [v/v] DMSO
appliziert. Dazu wurden die Tiere im Nacken und am Schwanzansatz fixiert, und die Substanzen mit
einer Kanule paramedian in die untere Halfte des Uberstreckten Abdomens intraperitoneal injiziert.

Die Immunisierung eines Kaninchens zur Gewinnung eines spezifischen Antiserums und die damit
verbundenen Blutentnahmen wurden von der Firma Biogenes in Berlin durchgefiihrt. Dabei wurden
bei vier aufeinanderfolgenden Immunisierungen jeweils 0,5 mg Antigen zusammen mit Freund’s in-
komplettem Adjuvans subkutan injiziert. Vor dem Immunisierungsprotokoll, sowie eine Woche nach
jeder Injektion wurden Blutentnahmen durchgefuhrt. Eine Woche nach der letzten Immunisierung wur-

de das Tier ausgeblutet.

2.6 Manipulation und Propagation von DNA

2.6.1 Plasmide

In dieser Arbeit wurden die Plasmide pcDNA3.1(+) (Invitrogen), pEGFP-N3 und pEGFP-N1 (Clon-
tech), pDsRed2 (Clontech), pGEX-KG (Guan & Dixon, 1991), pBluescriptll KS(+) (Stratagene) und
pQE30 (Qiagen, Hilden) verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Fumarase- und NDRG1-cDNAs
der Maus lagen jeweils in das Plasmid pSPORT®6 einkloniert vor und wurden vom Deutschen Resour-
cenzentrum fir Genomforschung GmbH in Berlin (RZPD) bezogen. Zur Vermehrung in E. coli tragen

alle Plasmide ein Gen, das fiir eine Ampicillin- oder Kanamycin-Resistenz kodiert.

2.6.2 Puffer

TAE-Puffer: 6x DNA-Ladepuffer:

40 mM Tris-Base 20% [w/v] Ficoll

1 mM EDTA 100 mM EDTA

mit Essigsaure auf pH 8,4 einstellen je 0,25% [w/v] Bromphenolblau und Xylencyanol

2.6.3 Manipulation von DNA mit Restriktionsendonukleasen, T4 Polymerase
und Alkalischer Phosphatase

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wird doppelstrdngige DNA sequenzspezifisch an definierten
Stellen hydrolysiert. Je nach Restriktionsenzym kommt es dabei zu 5'- oder 3'-Uberhangen, oder zu
glatten Enden. Mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaute DNA-Fragmente kdnnen spater ligiert
werden. In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme der Firmen MBI Fermentas und New England
Biolabs verwendet. In einem Reaktionsansatz von 10 pl wurden fiir die Hydrolyse von einem ug DNA
3 U Restriktionsenzym unter den vom Hersteller angegebenen Pufferbedingen eingesetzt. Fir Dop-
pelverdaus mit zwei Restriktionsenzymen wurden die Pufferbedingungen so gewahlt, dal} beide En-
zyme ausreichende Aktivitat hatten. Wo dies nicht méglich war, wurde nach Anpassung der Bedin-
gungen sequentiell verdaut. Die Ansatze wurden fur mindestens 60 min. bei der angegebenen Tem-

peratur inkubiert. Um kohésive Enden zu glatten, wurde nach einem Restriktionsverdau die T4 Poly-
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merase (MBI Fermentas) nach Erhéhung des Reaktionsvolumens genau nach Angaben des Herstel-
lers eingesetzt. Nach der Behandlung und Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde zur Extraktion der
Plasmid-DNA aus dem Reaktionsgemisch das Volumen mit H,O auf 200 pl erhdéht, 200ul Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, von Roth) hinzugegeben und gut gemischt. Nach finfminuti-
ger Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei 14.000 UpM wurde die obere Phase abgenommen, die
darin enthaltene DNA mit 600 pl Ethanol und 80 pl 3M Natriumacetat pH 5.2 gefallt und fir 30 min. bei
14.000 UpM pelletiert. Nach kurzem Waschen in 70 % [v/v] Ethanol wurde das Pellet getrocknet und
in H,O oder einem geeigneten Puffer fur die weitere Behandlung aufgenommen.

Um die Religationen von Plasmid-DNA zu verhindern, wurden unmittelbar nach dem Restriktionsver-
dau die 5’-Enden dephosphoryliert. Dazu wurde dem Ansatz Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm
(MBI Fermentas) zugegeben, und fiir weitere 30 min. bei 37°C inkubiert. Eine Ligation der Plasmid-

DNA kann jetzt nur noch mit Fragmenten erfolgen, die noch eine 5’-Phosphatgruppe tragen.

2.6.4 Agarose-Gelektrophorese und Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur analytischen und praparativen Langenauftrennung von Nuk-
leinsauren im Bereich von ca. 50 Bp bis 20 kB eingesetzt. Je nach Grée der DNA-Fragmente wurden
Gel mit 0,8% - 2,0% [w/v] Agarose (Roth) in TAE-Puffer verwendet. Der Ansatz wurde im Mikrowel-
lenherd solange aufgekocht, bis die Agarose vollstandig geldst war. Um die Nukleinsauren spater im
UV-Licht sichtbar zu machen, wurde das Gel nach kurzem Abkihlen mit Ethidiumbromid versetzt und
in noch flussigem Zustand in Kunststoffgeltrager gegossen. Die Taschen zum Beladen mit der mit 6x
DNA-Ladepuffer versetzten Proben wurden mit verschiedenen Kdmmen geformt. Die Auftrennung in
TAE-Puffer erfolgte bei 80 bis 120 V in Elektrophorese-Kammern der Firma Owl. Als Langenstandard
wurde eine 100 bp-Leiter oder eine 1 kb-Leiter (beide MBI Fermentas) mitgefiihrt. Die DNA-Banden
wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators in Verbindung mit einer Biorad Ge/Doc2000 Geldokumen-
tationsanlage sichtbar gemacht.

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht-
Durchleuchtung mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Aufarbeitung erfolgt mit Hilfe des
QIAEX Il gel extraction kit (Qiagen). Die Isolierung beruht auf der Auflésung der Gelmatrix und an-
schlielender Adsorption der DNA an Kunststoffpartikel unter Hochsalzbedingungen. Von diesen wird
die DNA dann mit einem geeigneten Volumen sterilen Wassers eluiert. Die Durchfiihrung erfolgte

nach den Angaben des Herstellers.

2.6.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe der T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas) wurden in dieser Arbeit dephosphorylierte Plasmide mit
kleineren DNA-Fragmenten ligiert. Alle Reaktionen wurden in einem 10 pl-Ansatz durchgefiihrt, in dem
das molare Verhaltnis von Plasmid zu Insert 1:3 betrug. Die Masse der eingesetzten Fragmente rich-
tet sich dabei nach ihrer GréRe: Von einem 3 kb-Plasmids wurden 20 ng eingesetzt. Die Reaktion

erfolgte U/N bei 16°C in dem von MBI Fermentas mitgelieferten Ligase-Puffer.
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2.6.6 Praparative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur praparativen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Pwo DNA-Polymerase (Roche Bio-
chemicals) eingesetzt, die Uber eine 3'-5’ Korrektur-Exonukleaseaktivitat verfigt und damit eine im
Vergleich zur Tag DNA-Polymerase sehr geringe Fehlerrate besitzt. Zur spateren Klonierung der
amplifizierten DNA-Fragmente wurden beide Oligonukleotide eines Primerpaares an ihren 5’-Enden
um die Sequenzen von Restriktionschnittstellen verlangert. Auf diese Weise werden wahrend der PCR
auf beiden Seiten des Amplifikats komplette Schnittstellen generiert.

Alle Reaktionen fanden in Gegenwart von Reaktionspuffer mit MgCl, (Roche Biochemicals), 1 mM
dNTPs (Rapidozym, Berlin), beiden Primern (jeweils 20 uM) und 10 ng Templat-DNA in einem Volu-
men von 50 ul unter den von Roche Biochemicals angegebenen Standardbedingungen statt. Es wur-
den standardmafig 30 Reaktionszyklen durchgefihrt. Die Primerbindungstemperatur wurde abhangig
von Lange und GC-Gehalt der Primer gewahlt und ggf. variiert. Die fur die PCR notwendigen Tempe-
raturprofile wurden mit einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research) generiert.

Zum gezielten Austausch einzelner Aminosauren eines Proteins wurde ein aus zwei Schritten beste-
hendes PCR-Protokoll verwendet, mit dem einzelne Basen einer cDNA ausgetauscht werden (Ho et
al., 1989). Dabei werden zunachst ein 5’ und ein 3’ von der einzufligenden Mutation gelegenes Frag-
ment generiert, die sich im Bereich der Mutation um 18 Basenpaare Uberschneiden. Fur diesen Schritt
werden also zwei flankierende Primer bendtigt, die in dieser Arbeit zur spateren Klonierung um Se-
quenzen mit Restriktionsschnittstellen verlangert waren, sowie zwei Primer, die im Bereich der zu
modifizierenden Sequenz binden und die Mutation beinhalten. In einer zweiten PCR-Reaktion, die
jetzt nur die flankierenden Primer enthalt, wurden jeweils ca. 10 ng der beiden Fragmente als Templat
eingesetzt. Durch die Uberlappung der beiden internen Primer kénnen beide Fragemente nach der
ersten Denaturierung in diesem Bereich hybridisieren und sind der Ausgangspunkt flr das Auffillen
der Einzelstrange durch die Polymerase. Wahrend der folgenden Reaktionszyklen wird das neue
Fragment mit Hilfe der flankierenden Primer amplifiziert.

Samtliche PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese analysiert, ausgeschnitten
und aus dem Gel eluiert (siehe Kapitel 2.6.4).

2.6.7 Transformation von Plasmiden in £. coli

Transformationen wurden mit Hilfe eines Hitzeschocks in chemokompetente E. coli XL-1 blue, bzw. E.
coli BL21 Bakterien (beide von Stratagene) durchgefihrt. Der Rekombinase-defiziente Stamm XL-1
blue wurde fur die Vermehrung von Plasmiden eingesetzt, der Protease-defiziente Stamm BL21 DE3
fur die rekombinante Proteinexpression (siehe Kapitel 2.13). Fir die Transformation in E. coli BL21
wurde 1 pg DNA, fir die Transformation in E. coli XL-1 blue wurden 10 ng DNA, bzw. ein kompletter
Ligationsansatz eingesetzt. Zu der DNA wurden 100 ul Suspension kompetenter Bakterien unmittelbar
nach deren Auftauen gegeben. Nach 30 min. Inkubation auf Eis erfolgte ein 45 sec. dauernder Hitze-
schock in einem auf 42°C erwdrmten Wasserbad. Nach 2 min. Abkuhlen auf Eis wurden 900 pl LB-

Medium zu dem Ansatz gegeben und dieser 1 h bei 37°C geschuttelt. AnschlieRend wurden die Bak-
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terien pelletiert und in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Die Suspension wurde je nach Resistenz auf

einer LB-Agar-Platte mit Ampicillin bzw. Kanamycin ausplattiert. Die Bebritung erfolgt /N bei 37°C.

2.6.8 Plasmidschnellisolierung (Miniprep)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly
(1979) eingesetzt. Dafur wurden Bakterienkolonien in je 3 ml LB- Medium mit Amplicillin- bzw. Kana-
mycinresistenz berimpft und U/n bei 37°C geschiittelt. Je ein ml der Kulturen wird dann in ein 1,5 mil-
Reaktionsgefalt tberfiihrt, die Bakterien fir 5 min. bei 8.000 UpM pelletiert und in 200 yl 10 mM EDTA
resuspendiert. Nacheinander werden 400 yl 200 mM NaOH,1% w/v SDS und 300 pl 2,5 M Kaliumace-
tat pH 4,8 dazugegeben und kraftig geschittelt, bis sich ein Prazipitat bildet. Nach finfminUtiger
Zentrifugation bei 14.000 UpM werden 900 pl des klaren Uberstandes zu 600 ul Isopropanol gegeben
und gut gemischt. Die dadurch ausgefallte Plasmid-DNA wird 5 min. bei 13.000 UpM sedimentiert und
einmal mit 70 % v/v Ethanol gewaschen. Die ausgefallte Plasmid-DNA wurde bei 65°C getrocknet und
bei der gleichen Temperatur in 50 pl H,O gelost.

Minipreps wurden in dieser Arbeit zur Uberpriifung von DNA-Klonierungen eingesetzt. In der Regel
wurde Plasmid-DNA aus acht verschiedenen Bakterienklonen prapariert und 5 ul der so gewonnenen

Plasmid-DNA Restriktionsanalysen unterzogen.

2.6.9 PlasmidgroBisolierung (Maxiprep), photometrische DNA-
Konzentrationsbestimmung und Sequenzierung

Mit im Maxiprep-Mal3stab durchgeflhrten Plasmidpraparationen kénnen Ausbeuten von etwa einem
mg hochreiner Plasmid-DNA erzielt werden. Hierfur wurden 250 ml Kultur mit einem das Plasmid tra-
genden Bakterienklon angeimpft und U/n bei 37°C geschuittelt. Die Bakterien wurden 20 min. bei 6000
UpM in einem GSA-Rotor (Sorvall) pelletiert und die Plasmide mit Hilfe des Qiagen Maxi Prep Kits
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die so praparierte DNA wurde in 200 yl H,O gel6st und die
Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmt. Zusatzlich wurde als Mal fir die DNA-Reinheit die
Absorption bei 280 nm gemessen. Der Quotient Absorptionysy nm/Absorption,gg nm sollte groRer 1,7
sein.

Alle in dieser Arbeit mit Hilfe einer praparativen PCR erzeugten Konstrukte wurden anschlieend se-
quenziert. Die Sequenzierungen wurden von den Firmen InViTek (Berlin) oder MWG (Ebersberg)
durchgefiihrt.

2.7  Kultivierung und Manipulation der humanen embryonalen
Nierenzellinie HEK293

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter einer LaminAir Sterilbank der Firma Holten statt. Es wurden aus-
schliellich sterilisierte Plastikwaren verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgete bei 5 % CO, und

37°C in einem Inkubator der Firma Binder.
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2.7.1 Einfrieren, Auftauen und Passagieren

Die humane embryonale Nierenzellinie HEK293 wurde in DMEM-Medium (Biochrom, Berlin), erganzt
mit 10 % [v/v] fetalem Kélberserum (FCS, von Biochrom), kultiviert. Zum Passagieren wurde das Me-
dium abgesaugt, die Zellen kurz mit PBS gewaschen und anschlieRend mit einer 0,05 % [w/Vv] Trypsin/
0,02 % [w/v] EDTA-LSsung (Biochrom) von den Kunststoff-KulturgefaRen abgeldst. Die Zellsuspensi-
on wurde mit der dreifachen Menge Kulturmedium versetzt und die Zellen 3 min. bei 500 g pelletiert,
die Zellpellets in einer geeigneten Menge Medium resuspendiert und auf ein oder mehrere Kulturge-
falke verteilt.

Die Langzeitkonservierung von kultivierten Zellen ist bei -196°C in flissigem Stickstoff mdglich. Zur
Lagerung in flissigem Stickstoff wurden etwa 5x10° Zellen in einem ml FCS mit 10 % [v/v] DMSO
aufgenommen und in Kryordhrchen pipettiert. Es folgt eine Lagerung u/n bei -80°C, welche ein lang-
sames Einfrieren ermdglicht, bevor die R6hrchen am nachsten Tag in flissigem Stickstoff konserviert
werden.

Zum Auftauen wurden die Kryo-Rohrchen nach der Entnahme aus dem Stickstofftank in einem auf
37°C temperierten Wasserbad kurz erwarmt und die Zellen mit vorgewarmtem Medium gewaschen.
Dazu wurde die Zellsuspension zu 10 ml Medium gegeben, die Zellen sedimentiert, in frischem Medi-
um aufgenommen und in Kulturgefalle pipettiert. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um

abgestorbene Zellen zu entfernen.

2.7.2 Transienter Gentransfer durch Elektroporation

Fir transiente Transfektionen im groften Malfistab wurde in dieser Arbeit die Methode der Elektropora-
tion angewandt. Dazu wurden 2x10°%-4x10° Zellen in 500 pl serumfreiem DMEM-Medium aufgenom-
men und zusammen mit 5-30 ug der zu transfizierenden Plasmid-DNA in eine GenePulser Elektropo-
rationskivette mit 0,4 cm Elektrodenabstand (Biorad) gegeben. Die Elektroporation erfolgte durch
einen kurzen Gleichstromimpuls, der durch einen Biorad GenePulser Il mit den Einstellungen 180 V
und 975 pF appliziert wurde. Anschlieffend wurden die Zellen in 15 ml serumhaltigem Medium sus-
pendiert und in einer 10 cm-Schale ausgesaht. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt, um
abgestrobene Zellen aus der Kultur zu entfernen. Die Zellen wurden standardmafig 48 h nach der

Elektroporation analysiert.

2.7.3 Transienter Gentransfer mit Hilfe des FUGENE6-Reagenz

Transiente Transfektionen im kleinen MaRstab wurden mit Hilfe des FUGENE6-Reagenz (Roche Bio-
chemicals) nach Angaben des Herstellers in 3,5 cm-Platten durchgefiihrt. Fur fluoreszenzmikroskopi-
sche Analysen wurden zuvor runde Deckglaschen mit einem Durchmesser von 12 mm (Roth) in die
Platten gelegt. Am Vortag der Transfektion wurden 1,3 x 10° Zellen ausgesaht. Fur die Transfektion
einer Platte wurden 1 ug DNA und 3 pl FUGENEG-Reagenz eingesetzt. Bei Doppeltransfektionen von
Sgk1-EGFP-Varianten und Mito-DsRed2 (siehe Ergebnisse) wurden 0,5 pg Mito-DsRed2-Plasmid und

1 ug des jeweiligen Sgk-Plasmids eingesetzt. Der Transfektionsansatz wurde fir 5 h in serumfreiem
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Medium inkubiert, dann wurde FCS bis zu einer Endkonzentration von 10 % zugeben und die Zellen

bis zur Analyse weiter kultiviert.

2.7.4 Behandlung mit Serum, Hitzeschock, Proteasominhibitor
und Dexamethason

In dieser Arbeit wurden kultivierte HEK293 Zellen mit Dexamethason, hochkonzentriertem Serum
nach vorherigem Serumentzug, sowie mit dem reversiblen Proteasominhibitor Carboxybenzyl-
Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal (CBZ-L;-CHO, Handelsname MG132, von Sigma) behandelt.

Die Dexamethason-Behandlung erfolgte fir 3 h mit 2 yM Dexamethason im Kulturmedium. Fir den
Serumschock wurden die Zellen zunachst G/N in Medium mit 1 % [v/v] FCS kultiviert und dann die
Serumkonzentration fir 3 h auf 20 % [v/v] erhéht. Zur Inhibition des Proteasoms wurden HEK293-
Zellen fiir 4-8 h in Gegenwart von 25 yM CBZ-L3;-CHO kultiviert. Fiir einen Hitzeschock wurden die
Zellen fir 30 min. bei 42°C kultiviert.

Die weitere Analyse der Zellen schloss sich unmittelbar an diese Behandlungen an.

2.8 Konfokale Laser Scanning-Mikroskopie von
fixierten Zellen

Mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning-Mikroskopie werden Computer-generierte Schnittbilder eines
Fluoreszenz-gefarbten Praparates erzeugt. Das Praparat wird dabei von einem fokussierten Laser-
strahl abgetastet und die emittierte Fluoreszenz von sogenannten Photomultipliern detektiert. Der
Lichtstrahl passiert dabei eine variable Blende. Vereinfacht kann gesagt werden, daR je nach der Wei-
te der Blendendffnung (pinhole) ein sehr diinner Schnitt (bei kleinem pinhole) oder ein dicker Schnitt
(bei groldem pinhole) durch das Praparat optisch detektiert wird. Je kleiner das pinhole ist, desto ge-
ringer ist jedoch auch die Lichtausbeute.

Zur Vorbereitung fur die Mikroskopie wurden die auf Deckglaschen ausgesahten, transfizierten Zellen
(s. Kapitel 2.7.3) 48 h nach der Transfektion mit PBS-Puffer gewaschen und fir 20 min. mit 4 % [w/v]
Paraformaldehyd (PFA) in PBS bei RT fixiert. Die Kerne der Zellen wurden anschlieend fir 5 min. mit
dem 1:20.000 in PBS verdiinnten Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Sigma,
Stocklésung 10mg/ml) gefarbt, bevor die Zellen ein weiteres mal kurz mit PBS gewachen und mit dem
wassrigen Eindeckmedium ImmuMount (Thermo Electron) auf SuperFrost-Deckglaschen (Roth) ein-
gedeckt wurden.

Die Mikroskopie erfolgte im Institut fir Molekulare Pharmakologie in Berlin-Buch mit einem konfokalen
LSM510-Mikroskop (Carl Zeiss), dessen Filter so konfiguriert waren, dald die Fluoreszenzen von
DAPI, EGFP und DsRed2 nacheinander und véllig unabhangig voneinander detektiert werden konn-
ten. Fir die Detektion des DAPI- sowie des EGFP-Signales wurden Bandpass-Filter mit Ay, = 385-
470 nm), bzw. Aem = 505-550 nm verwendet, fir die Detektion des DsRed2-Signales ein Kurzpass-

Filter mit A¢m. > 560 nm. DAPI wurde dabei von einem UV-Laser mit Ao = 364 nm angeregt, EGFP
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von einem Argon-Laser mit Agy. = 488 nm und DsRed2 von einem Helium-Neon-Laser mit Aey. = 543
nm. Die Leistungsstarke der Laser und die Empfindlichkeit der Detektoren (detector gain) wurden bei
jeder Aufnahme individuell angepalt.

Die Aufnahmen wurden mit Hilfe der Carl Zeiss LSM Image Browser Software ausgewertet und ggf.
nachchbearbeitet, d.h. Helligkeit und Kontrast angepal3t.

2.9 Vertikale SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese

Zur Proteinauftrennung unter denaturierenden Bedingungen wurde in dieser Arbeit die vertikale SDS-
Polyacrylamid Gelektrophorese (Laemmli, 1970) eingesetzt. Bei diesem Gelsystem werden Proteine
in Gegenwart des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) nach Anlegen einer Spannung
zunachst in einem Sammelgel konzentriert, um dann in einem darunterliegenden Trenngel nach ihrer
molekularen Masse in Richtung der Anode aufgetrennt zu werden. Der Acrylamid/Bisarcrylamidgehalt
des Trenngels bestimmt dabei die Trenneingeschaften des Gels. In dieser Arbeit wurden 10, 12 und
15%ige Proteingele zur Auftrennung von mittleren bis kleinen Proteinen eingesetzt.

Radioaktiv markierte Proteine wurden nach der Elektrophorese mit Hilfe der Fluorographie nachge-

wiesen, nicht-radioaktive Proteine mit Hilfe einer Coomassie-Farbung.

2.9.1 Puffer und Lésungen

SDS-Laufpuffer: 4x reduzierender Protein-Probenpuffer (rSB):
25 mM Tris-Base 200 mM Tris-HCI, pH 6,8
192 mM Glycin 8 % [w/v] SDS
0,1 % [w/v] SDS 40 % Glycerin
400 mM DTT
Sammelgellésung: Trenngellésungen:
125 mM Tris-HCI, pH 6,8 375 mM Tris-HCI pH 8,8
5 % [v/v] Acrylamid/Bisacrylamidmix 10-15 % [v/v] Acrylamid/Bisacrylamidmix
0,1 % [w/v] SDS 0,1 % [w/v] SDS

Es wurde ein 29:1 Acrylamid/Bisacrylamidmix von Applichem verwendet.
Die Polymerisation der Sammel- und Trenngele wurde durch Zugabe von 0,1 % [w/v] Ammoniumper-
sulfat (APS) und 0,1 % [v/v] N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet und nahm 30-60

min. in Anspruch.

Coomassiefarbeldsung: Entfarbelésung:
50 % [v/v] Ethanol 10 % [v/v] Essigsaure
10 % [v/v] Essigsaure 50 % [v/v] Ethanol

0,125 % [w/v] Coomassie Blue R250

PPO-Lb6sung:
1 M 2,5-Diphenyloxazol (PPO) in DMSO
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2.9.2 Elektrophorese

Die Elektrophoresen wurden in Twin-Minigelkammern (Biometra) bei 20 mA pro Gel fur etwa 90 min.,
bzw. in P10DS-Kammern (Owl) U/N bei 65 Volt mit SDS-Laufpuffer durchgefiihrt. Die Apparaturen
wurden nach Angaben der Hersteller aufgebaut. Als Ladngenstandard wurde bei allen Elektrophoresen

die eingefarbte PageRuler Prestained Ladder von MBI Fermentas mitgefiuhrt.

2.9.3 Fluorographie

Bei der Fluorographie wird die korpuskuldre Strahlung schwacher Betastrahler in kurzwelliges Licht
umgewandelt, welches auf einem Rdntgenfilm detektiert werden kann. In dieser Arbeit wurden Prote-
ingele mit %*S-markierten Proteinen zur Fluorographie mit PPO behandelt. Da PPO nicht wasserloslich
ist, missen die Gele zuvor fir eine Stunde mit DMSO unter Agitation entwassert werden. Es folgt eine
einstiindige Behandlung mit einer PPO-Ldsung, bevor das Gel in Leitungswasser rehydratisiert wird.
Bei der Rehydratisierung fallt das PPO im Gel aus. Das Gel wird anschlielsend getrocknet und einem

Roéntgenfilm exponiert.

2.9.4 Coomassiefarbung von Proteingelen

Zur Anfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurden die Gele mit dem Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue gefarbt. Dazu wurden die Gele fir 30 min. in Coomassie-Farbeldsung unter Agitation
inkubiert und anschliefend solange in Entfarbelésung unter mehrfachem Austauschen der Lésung
entfarbt, bis die Proteinbanden eindeutig zu identifizieren sind und der Hintergrund vollstandig entfarbt

ist.

2.9.5 Trocknen von Proteingelen

Fir die Lagerung von Proteingelen wurden diese getrocknet und damit gleichzeitig dauerhaft auf Fil-
terpapier fixiert. Daflr wurden die Gele auf Whatman 3MM-Filterpapier gelegt und mit Saran-Folie
(Dow Chemicals) bedeckt. Das Trocknen der Gele erfolgte unter Vakuum fir 2 h bei 75°C auf dem
Geltrockner DryGelSr Model SE1160 (Hoefer).

2.10 Western Blot-Analysen

Western Blot-Analysen erlauben den spezifisch Nachweis eines bestimmten Proteins in Proben, die
zuvor Uber eine Gelelektrophorese aufgetrennt worden sind. Dazu werden die Proteine in einem elekt-
rischen Feld aus dem Gel auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran Ubertragen (Western Blot),
welche dann mit spezifischen Antikdrpern inkubiert werden kann. Mit Hilfe Peroxidase-gekoppelter
Zweitantikbrper wurden die gebundenen Erstantikorper in dieser Arbeit Gber eine Chemilumineszenz-

reaktion nachgewiesen.
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2.10.1 Puffer und Losungen

Transfer-Puffer: Ponceau S-Farbelésung

25 mM Tris-Base 0,2 % [w/v] Ponceau S

192 mM Glycin 3 % [v/v] Essigsaure

20 % [v/v] Methanol

PBS-T Block-Puffer:

0,05 % Tween 20 (Roth) in PBS 5 % [w/v] Magermilchpulver (Roth) in PBS-T

2.10.2 Western Blot

Der Proteintransfer von Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose oder PVDF erfolgte in einer vollstandig
mit Transferpuffer gefllliten Trans-Blot-Cell-Kammer (Biorad) (/N bei 80 mA oder fiir 2 h bei 400 mA.
Dazu wurde zunachst das Trenngel auf drei mit Transferpuffer angefeuchtete Whatman 3MM-Papiere
gelegt und mit einer auf GréRe des Gels zurechtgeschnittenen Nitrocellulose-Membran luftblasenfrei
bedeckt. Auf die Membran wurden weitere drei Lagen Whatman-Papier gelegt, das Haltesystem der
Transferkammer geschlossen und in die mit Transferpuffer gefillte Kammer eingehangt.

Zur Kontrolle des Transfers wurden die Proteine auf Nitrocellulosemembranen nach dem Western Blot

fur 5 min. mit Ponceau S-Farbeldsung angefarbt. Der Farbstoff 1alt sich mit Wasser abwaschen.

2.10.3 Antikoérperbindung und Detektion

Samtliche im folgenden beschriebenen Inkubationsschritte fanden unter leichter Agitation statt. Um die
Proteinbindungskapazitat der Membranen vollstandig abzusattigen und damit eine unspezifische Anti-
kérperbindung zu vermeiden, wurde die Membran zunachst mit Block-Puffer fir 1 h bei RT geblockt.
Fir Antikdrper aus der Ziege wurde statt mit Block-Puffer mit Roti-Block (Roth) geblockt. Die anschlie-
Rende Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte /N bei 4°C oder fir 2 h bei RT. Die jeweilige Ver-
dinnung des Erstantikdrpers in PBS-T mit 1 % [w/v] Magermilchpulver ist Tabelle 2.2 zu entnehmen.
Nach viermaligem Waschen der Membran mit PBS-T fir je 10 min. erfolgte die einstiindige Inkubation
mit dem 1:10.000 in PBS-T verdiinnten Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen, Anti-Maus, bzw.
Anti-Ziege Sekundarantikérper (alle von Vector Laboratories). AnschlieRend wurde wieder wie oben
gewaschen und die Bindung der Antikorper mit einer Chemiluminiszenz-Reaktion nachgewiesen. Da-
zu wurden die Losungen des SuperSignal Pico-Kits (Pierce) oder des ECL-Kits (Amersham Pharma-
cia) verwendet. Die Lichtsignale wurden durch Exposition gegeniber einem Rontgenfilm fir eine Se-
kunde bis zu 30 min. detektiert.

2.11 Herstellung von Zell- und Gewebelysaten

Fir Western Blot-Analysen wurden in dieser Arbeit Lysate aus kultivierten HEK293 Zellen und aus

verschiedenen Maus-Geweben hergestellt.
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HEK293 Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers in 120 mM NacCl,
50 mM Tris pH7,5, 0,5 % NP40 mit Protease-Inhibitoren und ggf. Phosphataseinhibitoren (siehe Kapi-
tel 2.2.1) aufgenommen. Nach einer kurzen Ultraschallbehandlung wurde das Lysat fir 30 min. bei
4°C inkubiert, Zelltrimmer und -Kerne bei 14.000 RpM und 4°C in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert
und der Uberstand in ein neues GefaR tberfihrt.

Mausgewebe wurden entweder direkt nach der Entnahme homogenisiert oder sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren und dann bis zur Verabeitung bei -80°C gelagert. Die Gewebe wurden mit
einem Pestel in einem Dounce-Homogenisator in HSL-Puffer mit 0,5% Natriumdesoxycholat und Pro-
tease-Inhibitoren sorfaltig homogenisiert und das Homogenat /N bei 4°C unter Rotation inkubiert.
Grolere Gewebereste, Zelltrimmer und -Kerne wurden bei 14.000 RpM und 4°C in einer Tischzentri-
fuge abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR (iberfihrt.

Aus den Uberstanden wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe der Bradford-Methode bestimmt (siehe
Kapitel 2.17).

2.12 Pulse-Chase Experimente

Mit Hilfe von Pulse-Chase Experimenten kann das Schicksal einzelner Proteine in lebenden Zellen
biochemisch verfolgt werden. Dazu werden die Zellen fiir einen kurzen Zeitraum mit radioaktivem
Methionin und Cystein inkubiert, was zur radioaktiven Markierung der in diesem Zeitraum synthetisier-
ten Proteine fuhrt (pulse). Durch die anschlielende Zugabe von nichtradioaktivem Methionin und
Cystein im UberschuB wird die Synthese radioaktiver Proteine beendet. Durch die Immunprézipitation
eines bestimmten Proteins aus den lysierten Zellen zu definierten Zeitpunkten nach dem pulse kann
dieses Protein nun Ulber einen bestimmten Zeitraum verfolgt werden (chase). In dieser Arbeit wurde

mit Hilfe von Pulse-Chase Experimenten die Lebensdauer von Proteinen bestimmt.

2.12.1 Puffer und Medien

NP-40-Lysispuffer: NET-Puffer:

50 mM Tris pH 7,5 50 mM Tris pH 7,5

5 mM MgClI2 5 mM EDTA

0,5 % NP-40 150 mM NaCl
Protease-Inhibitoren (s. Kapitel 2.2.1) 0,5 % NP-40
Hungermedium: Chase-Medium:
DMEM-Medium ohne DMEM-Medium mit
Methionin und Cystein 150 mM Methionin und

50 mM Cystein

2.12.2 Pulse-Chase

Fir ein Experiment mit vier Chase-Zeitpunkten wurde eine subkonfluente 10 cm-Petri-Schale mit

HEK293-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden trypsiniert, sedimentiert, in 5 ml Hungermedium aufge-
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nommen und fur 45 min. im CO,-Inkubator bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen erneut
pelletiert, in 500 pl Hungermedium resuspendiert und fir 10 min. mit 200 uCi [*S] Methioni-
ne/Cysteine-labeling mix (Hartmann, Braunschweig) markiert. Sofort nach der Markierung wurde die
Chase-Phase durch Zugabe von 4 ml Chase-Medium gestartet und unmittelbar danach, sowie nach
15 min., 60 min. und 4 h je 1 ml aus der Kultur entnommen, zu 750 pl eiskaltem PBS gegeben und
sofort fur 3 min. bei 500 g und 4°C pelletiert. Wahrend der Chase-Periode wurden die Zellen in Sus-
pension bei 37°C inkubiert.

2.12.3 Immunprazipitation

Fir die anschliefende Immunprazipitation wurden die Zellen in 300 pl NP-40 Lysispuffer resuspen-
diert und fir 30 min. auf Eis lysiert. Zelltrimmer und Zellkerne wurden bei 4°C fur 10 min. bei 20.000 g
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt. Um unspezifische Bindun-
gen aus dem Zellysat an den invariablen Teil von Antikbrpern oder an Protein A zu minimieren, wur-
den zu dem Zellysat 3 ul normales Kaninchenserum und 50 pl einer formaldehyd-inaktivierten Staphy-
lococcus aureus-Praparation (Pansorbin Cells, Calbiochem) gegeben und das Gemisch fur 1 h unter
standiger Agitation bei 4°C inkubiert. Die Bakterien mit den gebundenen Antikérpern wurden 2 min.
bei 20.000 g pelletiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefa tberfiihrt, bevor 5 pl des Anti-
serums zur spezifischen Immunprazipitation dazugegeben wurden. Die Antikdrperbindung erfolgte G/N
unter standiger Agitation bei 4°C. Zum Prazipitieren der Antikdrper und der von ihnen gebundenen
Proteine wurde Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia) verwendet. Die Sepharose wurde 1 h
mit dem Lysat unter Agitation bei 4°C inkubiert, fir 1 min. bei 20.000 g pelletiert und finfmal mit 800 pl
NET-Puffer gewaschen. Die Elution der Immunkomplexe von der Sepharose erfolgte 5 min. bei 95°C
mit 1x rSB (siehe Kapitel 2.9.1). Die so prazipitierten Proteine wurden Uber SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt und mit Hilfe der Fluorographie detektiert (siehe Kapitel 2.9).

2.13 Rekombinante Proteinexpression und
Affinitatsaufreinigungen

Fir die rekombinante bakterielle Expression von Fusionsproteinen mit einem Hexahistidin-fag (Hisg)
wurden das Plasmid pQE30 verwendet, welches eine N-terminale Fusion des zu exprimierenden Pro-
teins mit Hisg erlaubt. Die Transkription steht bei pQE30 unter dem Einflu des sehr starken T5-
Promotors und des /ac-Operators, an den das /ac-Repressorprotein bindet. Durch die Zugabe von
Isopropyl-p-D-thiogalaktosid (IPTG) wird das Repressorprotein inaktiviert und die Transkription gestar-
tet. His6-fag Proteine kénnen durch Metall-Affinitatschromatographie an Nickel-Nitrolotriessigsaure

(Ni-NTA, von Qiagen) aufgereinigt werden.
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2.13.1 Proteinexpression in £. coli

Fir die rekombinante Expression von Hisg-Sgk1 290-431 wurde das entsprechende Expressi-
onsplasmid pQE30-Sgk1 290-431 in den E.coli-Stamm BL21 transformiert. Zehn Liter Bakterienkultur
wurden 1:100 aus einer U/N gewachsenen Vorkultur angeimpft und so lange kultiviert, bis die optische
Dichte bei 600 nm 0,4 - 0,6 betrug. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG indu-
ziert. Da die maximale Proteinausbeute bereits nach etwa 2 h erreicht wurde, wurden die Bakterien
nach 2 h fir 15 min. bei 6000 UpM in einem GSA-Rotor (Sorvall) pelletiert.

2.13.2 Affinitatsaufreinigung von Hisg-tag-Proteinen unter
denaturierenden Bedinungen

Die Bakterienpellets aus 10 L Kultur wurden zum Waschen in insgesamt 150 ml PBS resuspendiert
und erneut pelletiert. AnschlieRend wurden die Bakterien in insgesamt 40 ml Harnstoffpuffer (10 mM
Tris, 100 mM Natriumdihydrogenphosphat, 8 M Harstoff) pH 8.0 aufgenommen, fir 30 min. bei RT
unter Agitation lysiert und die unléslichen Bestandteil durch 30-mindtige Zentrifugation bei 10.000 g
und RT in einem SS34-Rotor abgetrennt. Zur Affinitatsaufreinigung der rekombinanten Hisg-Sgk1 290-
431 Proteine wurden Ni-NTA-Silicat-Saulchen (Ni-NTA Spin columns von Qiagen) verwendet, da es
selbst in Gegenwart von 8 M Harnstoff nicht moglich war, das Protein aus Ni-NTA-Agarose zu eluie-
ren. Da die Saulchen nur eine Kapazitat von 600 pl haben und hdchstens 150 pg Hisg-tag-Protein
binden kdnnen, wurden zehn Saulchen parallel verwendet und mehrfach hintereinander aquilibriert,
beladen und eluiert. Die Saulchen wurden mit Harnstoffpuffer pH 8.0 &quilibriert, mit dem I&slichen
Uberstand des Bakterienlysats beladen, zweimal mit 600ul Harnstoffpuffer pH 5,9 gewaschen und
dreimal mit je 100 yl Harnstoffpuffer pH 4,5 eluiert. Zwischen allen Schritten wurden die Saulen 4 min.

bei RT und 700 g zentrifugiert. Samtliche Eluate wurden vereint und bei RT gelagert.

2.13.3 Affinitatsaufreinigung von Immunglobulinen aus Blutserum mit
Protein A-Sepharose

Protein A aus Staphylococcus aureus bindet den Fc-Teil von IgG1, IgG2 und IgG4, und kann daher
zur Affinitdtsaufreinigung dieser Antikdrperklassen eingesetzt werden. Zur Aufreinigung von Im-
munglobulinen aus 3 ml Kaninchenblutserum wurden 500 mg Protein A-Sepharose (Amersham
Pharmacia) in PBS aufgequollen und in eine Sdule gegossen. Die Antikdrperbindung von Protein A
wird bei leicht basischem pH verstéarkt, weshalb alle Schritte bis zur Elution in auf pH 8,0 eingestelltem
PBS durchgefiihrt wurden. Die Saule mit einer FlieRgeschwindigkeit von etwa 100 pl/min. wurde mit
10 ml PBS aquilibriert bevor das 1:5 in PBS verdiinnte Kaninchenserum appliziert wurde. Das Serum
war zuvor durch Sterilfiltration und finfzehnminultige Zentrifugation bei 14.000 UpM und von allen
korpuskularen Bestandteilen befreit worden. Die Saule wurde anschlielend mit 20 ml PBS gewa-
schen, die gebundenen Immunglobuline mit 5 ml 100 mM Glycin pH 2,5 eluiert und die Eluate in 500

pI-Portionen aufgefangen. In die Elutionsgefale wurden zuvor 50 pl 2 M Tris pH 7,4 vorgelegt, um den
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niedrigen pH-Wert zu neutralisieren. Der Proteingehalt in den Fraktionen wurde photometrisch bei 280

nm photometrisch bestimmt.

2.14 Kombinierte /n vitro-Transkription und —Translation

Die in vitro-Herstellung von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit mit dem FlexiRabbit TnT-Kit, bzw. mit
dem Quick Coupled T7 TnT-Kit (beide von Promega) und wurde nach Angaben des Herstellers durch-
gefihrt. Dabei wird mit Hilfe einer RNA-Polymerase eine Plasmid-kodierte cDNA transkribiert und die
RNA anschlieBend durch Ribosomen aus Kaninchen Retikulozyten translatiert. In dieser Arbeit wurde
fur diesen Zweck ausschlief3lich das Plasmid pcDNA3.1(+) verwendet, dal neben einem CMV-
Promoter fir die eukaryotische Expression auch Uber einen bakteriellen T7-Promoter verfligt. Fir die
Generierung radioaktiv markierter Proteine wurde die Reaktion in Abwesenheit von nichtradioaktivem
Methionin nach Zugabe von 20 uCi/50 pl Reaktionsvolumen [*°S]-markiertem Methionin/Cystein labe-
ling mix (Hartmann, Braunschweig) durchgefuhrt. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte fur 60 min. bei
30°C. Fir den Einsatz in Mitochondrienimport-Experimenten (siehe Kapitel 2.16) wurden die Ansatze
anschlieRend Uber eine Sephadex G-50-Saule (Mini Quick Spin DNA columns, von Roche) aufgerei-
nigt. Dazu wurden die Saulchen mit zweimal 100 pl Import-Puffer aquilibriert, der Reaktionsansatz

appliziert und die Saulchen ein weiteres mal mit 50 pl Import-Puffer eluiert.

2.15 Subzelluldre Fraktionierung von Mausenieren

In dieser Arbeit wurde Nierengewebe von Mausen mit Hilfe eines differentiellen Zentrifugationsproto-
kolls in vier subzellulare Fraktionen aufgetrennt: Zellkerne, Cytosol, Mitochondrien und Mikrosomen.
Mikrosomen beinhalten hauptsachlich Membranen aus Endoplasmatischen Retikulum, intracellularen
Vesikeln und dem Golgi-Apparat.

2.15.1 Puffer und Lésungen

Kernprep-Puffer:

120 mM Tricin, pH 7,5
150 mM KCI

30 mM MgCl,
1mMDTT

0,1 % [v/v] Triton X-100

1 M-Sucrose-Losung:

10 mM Tris, pH 7,5
1 mM EDTA
1 M Sucrose

1,8 M-Sucrose-L6sung:

120 mM Tricin, pH 7,5
150 mM KCI

30 mM MgCl,

1,8 M Sucrose

1,5 M-Sucrose-L6sung:

10 mM Tris, pH 7,5
1 mM EDTA
1,5 M sucrose
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2.15.2 Homogenisierung und differentielle Zentrifugation

Samtliche Arbeiten wurden auf Eis durchgefihrt. Alle Lésungen waren auf 4°C vorgekihlt. Die Mause
wurden durch Genickbruck getdtet, auf dem Riicken liegend fixiert und beide Nieren nach medianem
Offnen der Bauchhaut und des Peritoneums freiprapariert. Nach Entnahme der Organe wurden diese
sofort mit je 10 Pestel-Stdéssen in einem Dounce-Homogenisator in 5 ml STE-Puffer mit Protease-
Inhibitoren (siehe Kapitel 2.2.1) homogenisiert. Zellkerne und Zelltrimmer wurden fiir 10 min. bei 500
g pelletiert und fir die Praparation von Zellkernen und Plasmamembranen Uber Dichtegradienten-
zentrifugation (siehe Kapitel 2.15.3) in Kernprep-Puffer resuspendiert. Der postnukledre Uberstand
wurde zwei weitere Male zentrifugiert, um ihn vollstandig von Zelltrimmern und —Kernen zu befreien.
Aus dem postnukledren Uberstand wurden die Mitochondrien bei 10.000 g fir 20 min. in einem SS-
34-Rotor (Sorvall) pelletiert. Da diese Fraktion noch mit anderen zelluldren Elementen kontaminert ist,
wurden die Mitochondrien in STE-Puffer resuspendiert und Uber einen diskontinuierlichen Dichtegra-
dienten weiter aufgereinigt (siehe Kapitel 2.15.4). Der Uberstand wurde fiir eine Stunde bei 100.000 g
in einem TLA110-Rotor (Beckman-Coulter) zentrifugiert und damit in Cytosol im Uberstand und Mikro-

somen im Pellet getrennt. Das Mikrosomenpellet wurde G/N in HSL-Puffer geldst.

2.15.3 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Gewinnung von
Zellkernen und Plasmamembranen

Das hier verwendete Protokoll war urspringlich fur die Aufreinigung von Zellkernen beschrieben. Bei
der Analyse der Fraktionen zeigte sich jedoch, dal die Zellkernfraktion substanzielle Mengen an
Plasmamembranbestandteilen aufwies (siehe Ergebnisse).

Die in Kernprep-Puffer resuspendierte Fraktion wurde 1:1,8 mit 1,8 M-Sucrose-Lésung gemischt, vor-
sichtig Gber 10 ml 1,8 M-Sucrose-Lésung geschichtet und fir 2 h bei 38.000 g in einem SW32Ti-Rotor
(Beckman-Coulter) zentrifugiert. Intakte Zellkerne und Plasmamembranfragmente durchwandern bei
diesem Schritt das 1,8 M Sucrose-Kissen und befinden sich anschlielend als Pellet auf dem Boden
des Zentrifugenréhrchens, wo sie nach dem Dekantieren des Uberstandes in HSL-Puffer mit 0,1 %
[w/v] SDS resuspendiert wurden. Um die durch das SDS aus den Kernen freigesetzte DNA zu entfer-
nen, wurde 1 U/100 pl DNAsel (Roche) zugefiigt und der Ansatz fiur 15 min. bei 37°C inkubiert.

2.15.4 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zu Gewinnung einer
reinen Mitochondrienfraktion

In ein Ultrazentrifugenréhrchen wurden 8 ml 1,5 M-sucrose-L6sung vorgelegt und diese vorsichtig mit
10 ml 1 M-Sucrose-Lésung Uberschichtet. Zur Aufreinigung hochreiner Mitochondrien aus dem in
STE-Puffer resuspendierten 10.000 g-Pellet (siehe Kapitel 2.15.2) wurde die Fraktion vorsichtig tUber
die 1 M-Sucrose-Lésung geschichtet und der Gradient bei 80.000 g in einem SW32Ti-Rotor fir 1 h
ultrazentrifugiert. Die Mitochondrien reichern sich dabei als Interphase zwischen der 1 M- und der 1,5
M-Sucrose-Lésung an. Der Uberstand bis zu dieser Interphase wurde vorsichtig abpipettiert, die Mito-

chondrien in ein mit 10 ml STE-Puffer geflilltes Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fir 10 min. bei
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10.000 g erneut pelletiert, bevor sie — je nach weiterer Verwendung - in HSL-Puffer resuspendiert und

U/N gelost bzw. in Importpuffer (siehe Kapitel 2.16.1) resuspendiert wurden.

2.16 Mitochondrienimport-Experimente, Protease protection assays
und Analyse der Membranassoziation

Bei diesen Experimenten wurde der Einbau von in vitro-synthetisierten und radioaktiv markierten Pro-
teinen in Mitochondrien, sowie deren anschlieRende Lokalisation untersucht. Fiir den zeitabhangigen
Proteinimport in Mitochondrien wurden hochaufgereinigte Mitochondrien verwendet (siehe Kapitel
2.15), als Vorbereitung fur Protease protection assays und fur die Untersuchung der Membranasso-
ziation wurde das in vitro-synthetisierte Protein zu einem postnukledren Uberstand gegeben und die
Mitochondrien anschlieRend pelletiert. Zur Analyse der radioaktiv markierten Proteine wurden Gele-
lektrophoresen mit anschlieRender Fluorographie durchgefihrt (siehe Kapitel 2.9), nichtradioaktive
Kontrollproteine aus den gleichen Proben wurden mit Hilfe von Western Blot-Analysen (siehe Kapitel

2.10) nachgewiesen.

2.16.1 Puffer

Import-Puffer:

250 mM Sucrose

50 mM Hepes

2 mM Kaliumdihydrogenphsphat
80 mM KCI

10 mM Magesiumacetat

2,5mM EDTA

2,5mM ATP

5 mM NADH

2,5 mM Dinatriumsuccinat

pH 7,4

2.16.2 zeitabhangiger Import von [*°S]-markierten Proteinen in
hochaufgereinigte Mitochondrien aus Mdusenieren

Fir die Analyse des zeitabhangigen Imports von [358]-markierten Proteinen wurde eine Suspension
hochaufgereinigte Mitochondrien (s. Kapitel 2.15) in Import-Puffer verwendet. Um in den Importansat-
zen eine definierte Menge an Mitochondrien einsetzen zu kénnen, wurde die Proteinkonzentration der
Suspension mit Hilfe der Bradford-Methode bestimmt (siehe Kapitel 2.17) und auf 10 mg/ml einge-
stellt. Die Importansatze hatten ein Gesamtvolumen von einem ml Importpuffer. Darin enthalten waren
100 pl des zu importierenden in vitro-generierten [358]-markierten Proteins, 1 mg Mitochondriensus-
pension und 200 ug fettsdurefreies BSA (Sigma). Zu den Zeitpunkten 0 min., 1 min., 5 min. und 20
min. wurden je 250 pl aus dem Importansatz entnommen, die Mitochondrien 5 min. bei 10.000 g pel-
letiert, der Uberstand abgenommen und die Mitochondrien noch einmal in STE-Puffer gewaschen,

bevor sie in 1x rSB (siehe Kapitel 2.9.1) aufgenommen wurden. Der abgenommene Uberstand wurde
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mit 4x rSB versetzt. Das Pellet und ein Zehntel des Uberstandes wurden anschlieRend auf einem

Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Signale mit Hilfe der Fluorographie detektiert.

2.16.3 Mitochondrienimport von [*>S]-markierten Proteinen in
postnuklearem Uberstand

Fir die Analyse von Membranassoziation und —Topologie wurden in vitro-translatierte Proteine aus
einem 50 pl-Translationsansatz (siehe Kapitel 2.14) zu 950 ul postnukledrem Uberstand gegeben und
fur 20 min. bei 30 °C inkubiert, nachdem dem Ansatz 2,5 mM ATP, 5 mM NADH und 2,5 mM Dinatri-
umsuccinat zugefugt worden waren. Die Mitochondrien wurden anschlie3end fir 15 min. bei 10.000 g
in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal} pelletiert, einmal mit STE-Puffer gewaschen, in 400 pl eiskaltem STE-

Puffer aufgenommen und analysiert wie im folgenden beschrieben.

2.16.4 Protease protection assays an Mitochondrien

Die Protein-Topologie an der auReren Mitochondrienmembran wurde mit Hilfe von Protease protection
assays untersucht. Dazu wurde eine Mitochondriensuspension fiir 15 min. bei RT mit 200 pg/ml Prote-
inase K inbukiert. Die Proteinase kann die intakte auRere Mitochondrienmembran nicht durchdringen
und verdaut nur Proteine oder deren Teile, die dem Cytoplasma zugewandt sind. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 5 mM PMSF gestoppt und mit 4x rSB versetzt. Zur Kontrolle wurden die Mitochond-
rienmembranen bei der Halfte der Ansatze durch Zugabe von 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert.

2.16.5 Analyse der Membranassoziation von Mitochondrienproteinen

Um die Mitochondrienmembranen aufzuschlief’en, wurde die Suspension fiir 30 sec. mit Ultraschall
behandelt und auf zwei dickwandige Polycarbonatréhrchen verteilt. Die Trennung der Mitochondrien-
membranen vom Uberstand erfolgte durch Ultrazentrifugation in einem TLA-100.3-Rotor (Beckman-
Coulter) bei 300.000 g fiir 1 h bei 4°C. Der Uberstand enthélt alle nicht membrangebundenen Protei-
ne. Eines der Membranpellets wurde in reduzierendem Probenpuffer (siehe Kapitel 2.9.1) gel6st, das
andere in 200 yl 100 mM Natriumcarbonat pH 11. Die alkalische Carbonatldsung fiihrt zum Ablésen
aller peripher assoziierten Membranproteine. Die Behandlung erfolgte unter Agitation fiir 1 h bei 4°C.
Die erneute Trennung der Membranen vom Uberstand erfolgte wieder durch Ultrazentrifugation wie
oben beschrieben. Danach wurde der pH-Wert des Uberstandes durch Zugabe von 3 pl rauchender

Salzsaure neutralisiert und das Pellet in reduzierendem Probenpuffer aufgenommen.

2.17 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Lésung wurde die kolorimetrische Methode nach
Bradford verwendet (Bradford, 1976). Hierzu wurde ein pl der zu untersuchenden Lésung zu 799 pl

H,O gegeben, mit 200 pl Bradford Reagenz (Biorad) gut gemischt und nach finfminitiger Inkubation
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bei RT die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Variablilitdt der Farbreaktion macht bei jeder Prote-
inmengenbestimmung das Erstellen einer Eichgerade mit definierten Proteinmengen notwendig. Dazu
wurden 2, 4, 6, 8, 10 und 12 ug BSA Fraktion V (Sigma) unter den gleichen Bedingungen photomet-
risch vermessen. Die eingesetzte Proteinmenge wird gegen die Absorption bei 595 nm aufgetragen
und die Proteinmenge mit Hilfe einer Regressionsgraden bestimmt. Befand sich die Proteinmenge

aullerhalb der von den Standards, wurde die Ausgangsmenge entsprechend angepal3t.

2.18 Internetresourcen zur Proteinsequenzanalyse

In dieser Arbeit wurden einige im Internet frei verfligbare Resourcen zur Analyse von Proteinsequen-
zen verwendet.

In PSORT2 (http://psort.hgc.jp/form2.html) sind eine Vielzahl von Algorithmen zur Vorhersage der
subzelluldren Lokalisation eines Proteins zusammengefaldt. Als Ergebnis wird die Wahrscheinlichkeit
der Lokalisation in einem bestimmten zellularen Kompartiment angegeben (Nakai & Horten, 1999).
Target P V1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) trifft Vorhersagen Uber ein N-terminales Sig-
nalpeptid fir den Proteinimport in Mitochondrien bzw. das ER (Emanuelsson et al., 2000). Mitoprot II
(http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) identifiziert nicht nur Zielsteuerungssequenzen fir den Proteinim-
port in Mitochondrien, sondern auch potenzielle Schnittstellen fiir die mitochondriale Matrix-
Prasequenzpeptidase (Claros & Vincens, 1996).

TMMHM v2.0 und der Kyte-Doolittle Plot (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ & z.B. bei
http://gcat.davidson.edu/rakarnik/kyte-doolittle.htm) wurden zur Analyse von Transmembransegmen-
ten eingesetzt (Krogh et al., 2001; Moller et al., 2001; Kyte & Doolittle, 1982).

2.19 RNA-Praparation und Genchip-Analysen

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus HEK293 Zellen wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewa-
schen und je 3,5 cm-Schale in einem ml TRIzol-Reagenz (Invitrogen) aufgenommen. Die RNA wurde
nach Angaben des Herstellers aus dem Zellysat isoliert und gefallt. Das Pellet wurde in 20 ul Diethyl-
pyrocarbonat-behandeltem Wasser (DEPC-H,0O) aufgenommen und fiir 10 min. bei 55°C gel6st. Far
die Expressionsanalysen mit Hilfe von Affymetrix Genchips wurde die RNA zusatzlich Gber RNeasy-
Saulen (Qiagen) aufgereinigt. Qualitat und Quantitat der praparierten RNA wurden mit Hilfe eines
Agarosegeles sowie photometrisch bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte bei 260 und 280 nm
gemessen. Der Quotient 260/280 sollte dabei >2,0 sein.

Das Umschreiben der mRNA in cRNA, sowie die Hybridisierung und das Auslesen der Genchips des
Typs human genome U133 Plus 2.0 wurden im Labor fur Funktionelle Genomforschung der Charité

Berlin durchgefihrt.
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2.20 RT-PCR

Fir den Nachweis spezifischer mMRNA wurde die PCR nach reverser Transkription (RT-PCR) einge-
setzt. Um die RNA von kontaminierender DNA zu befreien, wurden zunachst 20 ug RNA in einem
Reaktionsvolumen von 50 ul fir 2 h bei 37°C in Gegenwart von 50 mM Tris pH 6,5, 10 mM MgCl,, 10
mM DTT und 20 U RNAse Inhibitor (Roche Biochemicals) mit 200 U DNAsel (Invitrogen) behandelt.
Die DNAse wurde anschlieend fuir 5 min. bei 100°C inaktiviert.

Fur die reverse Transkription wurden zu 9 yl der DNAse-behandelten RNA 1 pyl 50 yM Oligo-dT-
Primer (Invitrogen) gegeben und der Ansatz fir 5 min. bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Reaktionsansatz mit 4 yl 5x cDNA Synthesepuffer (Invitrogen), 2 yl 10 mM dNTPs, 2 yl 50 mM DTT, 1
pl RNAse Out (40 U/ul, Invitrogen) und 1 pl Thermoscript Reverse Transkriptase (15 U/ul, Invitrogen)
erganzt und fir 1 h bei 50°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine flinfminltige Inkubation bei
85°C abgestoppt und anschlieRend die verbliebene RNA-Matrize durch Zugabe von 1 ul RNAseH flr
20 min. bei 37°C verdaut.

Fir die anschliefende PCR-Reaktion in einem 50 pl-Ansatz wurden 1 pl oder 2 yl cDNA als Templat
eingesetzt. Die Reaktionsansatze enthielten aullerdem 20 pMol eines jeden Primers, 1 U Tag-
Polymerase (Rapidozym, Berlin), 1 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl, und 5 ul 10x Reaktionspuffer (Rapido-
zym). Nach einer initialen funfminiitigen DNA-Denaturierung wurden die Ansatze bei jedem folgenden
Reaktionszyklus zuerst 25 Sekunden bei 95°C, dann 45 Sekunden bei der entsprechenden annealing-
Temperatur und schlieBlich fiir 60 Sekunden bei 72°C inkubiert. AbschlieRend folgte eine zehnminditi-
ge Inkubation bei 72°C. Die annealing-Temperaturen und die Anzahl der Reaktionszyklen sind in Ta-

belle 2.5 bei den entsprechenden Primern angegeben.

2.21 /n siti-Hybridisierung

In situ-Hybridisierungen wurden auf 16 um dicken, koronalen Gefrierschnitten von Mausegehirnen
angefertigt. Die Schnitte wurden mit einem Kryostaten (Microm HM560, Walldorf) hergestellt, bei RT
getrocknet und bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Schnitte fir 15 min. mit 4% [w/v]
PFA in PBS fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und 3 min. in 100 mM Triethanolamin pH 8 inkubiert,
bevor sie fir 10 min. in 200 ml 100 mM Triethanolamin mit 350 pl Essigsaureanhydrid acetyliert wur-
den. Vor der Sonden-Hybridisierung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydra-

tisiert.

2.21.1 Puffer und Lésungen

20x SSC: 100x Denhardts Reagenz:

3 M NaCl 0,2 % [w/V] Ficoll 400

0,3 M Natriumcitrat 0,2 % [wi/v] Polyvinylpyrrolidon
pH 7,0 0,2 % [w/v] Rinderserumalbumin
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Hybridisierungslésung: RNAse-Puffer:

4x SSC 50 mM NaCl

1x Denhardts Reagenz 10 mM Tris

0,5 mg/ml ss Heringssperma-DNA 1 mM EDTA

0,25 mg/ml Hefe-t-RNA (Invitrogen) pH 8,0

10 % [w/v] Dextransulfat 16 ug/ml RNAseA (Applichem)

50 % [v/v] Formamid

2.21.2 Sondenherstellung und Hybridisierung

Die radioaktiv markierten RNA-Sonden wurde durch in vitro-Transkription hergestellt. Dazu wurden fir
eine sense- und antisense-Sonde je 1 g linearisierte Plasmid-DNA in Gegenwart von 10 mM DTT, 1
mM ATP, 1 mM GTP, 1 mM CTP und 8 ul a[35S]UTP (10 uCi/ul, Hartmann Analytic) fir 2 h bei 37°C
durch T7-, bzw. T3-Polymerase (Promega) transkribiert. Nicht inkorporierte Nukleotide wurden durch
Zentrifugation Uber eine Sephadex G50-Saule (Mini Quick Spin DNA columns, von Roche) abge-
trennt, und die Sonde aus dem Eluat durch Zugabe von 20 ul 3 M Natriumacetat pH 5,2, 10 pl Hefe t-
RNA (10 mg/ml), 100 mM DTT ad 100 pl und 200 ul Ethanol und anschlielende Zentrifugation gefalit.
Die getrocknete Sonde wurde in 40 pl 1 M DTT aufgenommen, 20 min. bei RT inkubiert und mit 100 pl
Hybridisierungslésung versetzt. Ein yl der Sonde wurde im Szintillationszahler (Beckmann LS6000SC)
gemessen und die Sondenldsung mit Hybridisierungslésung auf 5000 cpm/pl eingestellt.

Die getrockneten Objekttréger wurden mit je 100 pl Sondenlésung beschichtet, mit einem Deckglas
luftblasenfrei bedeckt und mit DPX mounting solution (Fluka) luftblasenfrei versiegelt. Die Hybridisie-
rung erfolgte /N bei 55°C.

2.21.3 Waschen und Entwickeln

Nach dem Abkuhlen der Objekttrager wurde zunachst das DPX mit einer Pinzette entfernt und die
Objekttrager flr 20 min. bei RT in 4x SSC geschiittelt. Bei diesem Schritt 16sen sich gleichzeitig die
Deckglaschen ab. AnschlieRend wurde erneut fiir 2x 10 min. in 4x SSC gewaschen, bevor die Objekt-
trager zum Abbau nicht hybridisierter, einzelstrangiger RNA fir 30 min. bei 37°C in RNAse-Puffer
inkubiert wurden. Nach drei 15-minutigen Waschschritten in 2x SSC, 1x SSC und 0,5x SSC bei RT,
einem 30-mindtigem Waschschritt in 0,1x SSC bei 55°C und einem letzten Waschschritt in 0,1x SSC
bei RT wurden die Objekttrager in 70% Ethanol und anschlieBend 100% Ethanol dehydratisiert und
luftgetrocknet. Die Signale wurden mit Biomax MR-Filmen (Kodak) detektiert.
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