Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse desKlons2.1

Bel dem Expressions-Screening einer Rattennieren-cDNA-Bibliothek mittels der RII-
overlay-Methode wurde der Klon 2.1 isoliert (Edemir, Diplomarbeit 1999). Fur die
Sequenzierung des inserts von Klon 2.1 wurde eine grofiere Menge DNA durch eine
Plasmid-Midipréparation isoliert und anschlieffend die Sequenzierung am 5°-Ende mit
dem Primer T3 und am 3"-Ende mit dem Primer T7 begonnen. Nach Erhalt der ersten
Sequenzen wurden sukzessive Primer fur die weitere Sequenzierung in beiden Rich-
tungen festgelegt. Pro Ansatz konnten 500-700 Basen sequenziert werden, wobei die
ersten 50 und die letzten 100-150 Basen oft nicht eindeutig lesbar waren. Unter Berlick-
sichtigung dieser Beobachtung wurden die nachfolgenden Primer 150 bp vor der
letzten, eindeutig lesbaren Base der vorherigen Sequenz gelegt. Jede Sequenz wurde
durch Wiederholung der Sequenzierung mit dem gleichen Primer bestédtigt und zudem
mit der komplementéren Sequenz des Gegenstranges verglichen, so dal3 jeder DNA-
Strang des inserts auf diese Weise zweima sequenziert wurde. Die enzelnen
Sequenzen wurden anhand der Uberlappungen zusammengefuigt. Die Primersequenzen
sind unter 2.1.5.3.1 aufgefuhrt.

Das insert von Klon 2.1 hat eine Lange von 1747 bp (s. Anhang). Mittels im Internet
verfligbarer Programme des Human Genome Center, Baylor College of Medicine (BCM
Search Launcher) wurde die Sequenz trandatiert (Abb. 3.1). Der offene Leserahmen
beginnt mit dem zweiten Basenpaar und geht bis zum Ende des Klons. Das insert von
Klon 2.1 kodiert daher fir ein Protein mit einer Lange von 582 Aminosauren. Da weder
ein potentieller Trandationsstartpunkt (fehlende Kozak-Konsensussequenz (Kozak
1996)) noch das Trandationsende (kein Stopkodon in der Sequenz) bestimmt werden
konnten, handelt es sich um einen Partialklon. Das kodierte Protein weist eine Vielzahl
potentieller Phosphorylierungsstellen fur verschiedene Proteinkinasen auf, u.a. fur die
Ca’*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase 11 (CaMI1), die Proteinkinase C (PKC) und
die Proteinkinase A (PKA).
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ARETTQPPARDLPTETG.SAI NDYGPQADVKHVT QASVPGEESNVT TVL GWSTQAADGPPGADSI EET
ATRI VEAVI KQI KASNTLRTQVEI QNPPLSSSEI KEI ENTGSESARVFLPGEPLQVENTOKETTGHCSY
ETEAPEKI | LAVHRPEPAPEMPDTKTGGEVDL L SKRSAASEEEAI GNGAATPKMKQAPGT QAI NRESWC
Al EPCPEAASL LASKQSSECRSFI DVALGTECATKEGVL QRESGSDSDL FHSPSDEMDSI | FSKPEEEQ
LLCDTTGSSSSTDDTASL DRHSSHGSDVSL PQT SKL NRSRNHQSSNGFFSHGVDPESREGESEPAGSCGE
MEEEENDSI TEVPANRSFL RNSVRSL SPFRRHSWGPGKNAASDAEMNORSMVBWCPSGVQYSAAL NADFN
| RSFSLEGL TGEGGVENKPSSSLEI SSANSSEL RNPFSGEEQRSSL MSL SEEHL EPDOQRCOHHRMFDQQT
CYRSKQQG-NYCTSAI SSPLTKSI SLMI'T SHPGLDNARPFHSASANL TESI TEDNCNFLPPSPSKKSFE
EKSGTKVSRTFSYI RNKMSSSKKSKKKKKK

Abb. 3.1: Aminosduresequenz des inserts von Klon 2.1. Das insert von Klon 2.1 kodiert fr
ein 582 Aminosauren langes Protein mit unbekanntem Trandationsanfang und -ende. Die der
RII-Bindungsdoméne des humanen AKAP Ht31 homologe Region ist fett hervorgehoben und
unterstrichen (Aminosauren 65-78). Serin- bzw. Threoninreste, die potentiell durch die PKA
phosphoryliert werden kénnen, sind fett hervorgehoben.

Datenbankrecherchen in den Datenbanken des National Center for Biotechnology
Information und des BCM Search Launcher ergaben Homologien fir das von Klon 2.1
kodierte Protein zu dem C-Terminus des humanen AKAP Ht31 (Aminosduren 436-
1015, Carr et a. 1992a). Die Homologie zu Ht31 beginnt mit der sechsten Aminosaure
des von Klon 2.1 kodierten Proteins und bei Aminosdure 436 des AKAP Ht31 und
reicht bis zum Ende des Klons 2.1 und zur letzten bekannten Aminosaure von Ht31. Die
publizierte Sequenz von Ht31 in der Datenbank ist ebenfalls unvollstandig, weder der
Trandationsanfang (fehlende Kozak-Konsensussequenz (Kozak 1996)) noch das
Trand ationsende (kein Stopkodon in der Sequenz) sind bekannt.

Der Grad der Ubereinstimmung zwischen beiden Proteinen ist in den einzelnen
Sequenzabschnitten unterschiedlich. Die Identitét im Bereich der ersten 200 Amino-
sduren des von Klon 2.1 kodierten Proteins mit den Aminosduren 430-634 des AKAP
Ht31 betragt 46,8 %, im Bereich der letzten 382 Aminosauren beider Proteineist sie mit
78,8 % wesentlich hoher. Im Bereich der RII-Bindungsdoméane von Ht31 (Aminosduren
494-507) stimmen 10 von 14 Aminosauren (71,4 % ldentitét) mit der entsprechenden
Region des von Klon 2.1 kodierten Proteins (Aminosauren 65-78) Uberein. Die Identitét
beider Proteine auf die gesamte Proteinlange bezogen, betrégt 67,7 %. Diese Befunde
legen die Vermutung nahe, dal3 es sich bei dem von Klon 2.1 kodierten Protein um das
Rattenorthologe des humanen AKAP Ht31 handelt. Es wird im weiteren Verlauf im
Unterschied zu dem AKAP h(human)Ht31 als r(rat)Ht31 bezeichnet.
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Sowohl das AKAP hHt31 as auch das Rattenorthologe rHt31 sind einem weiteren
humanen Protein homolog. Das breast cancer nuclear receptor-binding auxillary
protein, Brx (Rubino et al. 1998) ist in der N-terminalen Sequenz (Aminosauren 1-384)
nahezu identisch mit der C-terminalen Sequenz des AKAP hHt31 (Aminosauren 632-
1015) (Abb. 3.2). Unterschiede bestehen lediglich im Bereich der ersten drei Amino-
sduren von Brx und der drei letzten der bisher bekannten Aminosauren von hHt31.
Aufgrund der hohen Aminosaureidentitét (98,7 %) ist davon auszugehen, dal3 es sich
bei Brx und hHt31 um SpleiRvarianten handelt. Zur Verdeutlichung der humanen
Abstammung wird Brx in der vorliegenden Arbeit als h(human)Brx bezeichnet.
Zwischen rHt31 (Aminosduren 198-582) und hBrx (Aminosauren 1-384) besteht eine
Identitdt von 78,2 %. Ein alignment der drei Proteineist in Abb. 3.2 dargestellt.
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rH 31 I ARETTQPPARDLPTETGLSAI NDYGPQADVKHVTQASVPGEESNVT
hHt 31 421 AEEAQ DDEAHPVLLQPVAKELPTDMEL SA- HDDGAPAGVREVMRAPPSGRERSTP
hBr x L e e

rHt 31 47 TVLGWSTQAADGPPGADSI EETATRI VEAVI KQ KASNTLRTQVEI QNPPLSSSE
hHt 31 476 PSLCWSAQDAPLPKGADLI EEAASRI VDAVI EQVKAAGAL L TEGEACHVMSL SSPE
hBr x L e e

rHt 31 103 | - - - - KEI ENTGSESARVFLPCGEPLQVENTQKETTGH- - - CSVETEAPEKI | LAVH
hHt 31 532 LGPLTKGL.ESAFTEKVSTFPPGESLPMSGSTPEEATGSLAGCFAGREEPEKI | LPVQ
hBr x L e L

rH 31 152 RPEPAPEMPDTKTGGEVDLLSKRSAASEEEAI GNGAATPKVKQAPGTQAI NRESWC
hH 31 586 GPEPAAEMPDVKAEDEVDF- - RASSI SEEVAVGS| AATLKVKQGPMIQAI NRENWC
hBr x R e MLY! NRENWC

rH 31 208 Al EPCPEAASLLASKQSSECRSFI DVGLGTECATKEGVL QRESGSDSDL FHSPSDE
hHt 31 642 Tl EPCPDAASLLASKQSPECENFLDVGL GRECT SKQGVLKRESGSDSDL FHSPSDD
hBr x 11 TI EPCPDAASLLASKQSPECENFLDVG.GRECT SKQGVLKRESGSDSDL FHSPSDD

rH 31 264 MDSI | FSKPEEEQLLCDTTGSSSSTDDTASL DRHSSHGSDVSL PQTSKLNRSRNHQ
hHt 31 698 MDSI | FPKPEEEHLACDI TGSSSSTDDTASL DRHSSHGSDVSLSQ LKPNRSRDRQ
hBr x 67 NDSI | FPKPEEEHLACDI TGSSSSTDDTASL DRHSSHGSDVSLSQ LKPNRSRDRQ

rHt 31 320 SSNG-FSHGVDPESREGESEPAGSGEMEEEEMDSI TEVPANRSFLRNSMRSLSPFR
hHt 31 754 SLDGFYSHGMGAECRESESEPADPGDVEEEENDSI TEVPANCSVLRSSMRSLSPFR
hBr x 123 SLDGFYSHGVGAEGRESESEPADPGDVEEEENDSI TEVPANCSVLRSSVRSLSPFR

rHt 31 376 RHSWEPGKNAASDAEMNOQRSVBWCPSGVQYSAAL NADFNI RSFSLEGL TGGGGVEN
hHt 31 810 RHSWGEPGKNAASDAEMNHRSSVRVL GCDVVRRPPI HR- - - - RSFSLEGLTGGAGVGN
hBr x 197 RHSWEPCKNAASDAEMNHRSSMRVL GDVVRRPPI HR- - - - RSFSLEGLTGGAGVGN

rHt 31 432 KPSSSLEI SSANSSEL RNPFSGEEQRSSL MSL SEEHL EPDORQHHRMFDQOTCYRS
hHt 31 862 KPSSSLEVSSANAEEL RHPFSGEERVDSL VSL SEEDL ESDQREH RMFDQQ CHRS
hBr x 231 KPSSSLEVSSANAEEL RHPFSGEERVDSL VSL SEEDL ESDQREH RMFDQQ CHRS

rH 31 488 KQQGFNYCTSAI SSPLTKSI SLMTIT SHPGLDNSRPFHSA- - - - SANLTESI TEENC
hHt 31 917 KQQG-NYCTSAI SSPLTKSI SLMI'T SHPGLDNSRPFHSTFHNTSANLTESI TEENY
hBr x 286 KQQG-NYCTSAI SSPLTKSI SLMI'T SHPGLDNSRPFHSTFHNTSANLTESI TEENY

rH 31 540 NFLPPSPSKKSFEEKSGIKVSRTFSYI RNKMSSSKKSKKKKKK- - - - - - - - - - - - -
hHt 31 973 NFLPHSPSKKDSEVKSGTKVSRTFSYI KNKMSSSKKSKEKKKK- - - - - - - - - - - - -
hBr x 342 NFLPHSPSKKDSEWKSGTKVSRTFSYI KNKMSSSKKSKEKEKEKDKI KEKEKDSKD

Abb. 3.2: Alignment der Aminosiuresequenz des von Klon 2.1 kodierten Proteins (rHt31)
mit den Aminosauresequenzen des humanen AKAP hHt31 (hHt31) und des humanen
breast cancer nuclear receptor-binding auxillary protein (hBrx). Das alignment veranschau-
licht die Homologien zwischen den Proteinen. Die RIl-Bindungsdoméane von hHt31 (Amino-
sduren 494-507) und die homologe Region von rHt31 (Aminosiuren 65-78) sind fett hervorge-
hoben und unterstrichen. Potentielle weitere RII-Bindungsdomanen in rHt31 sind unterstrichen.
Das Epitop, gegen das der im Verlauf dieser Arbeit hergestellte Antikorper 1965 gerichtet ist,
ist in allen drei Proteinen fett hervorgehoben. Ubersichshalber sind die Aminossuren 1-420 von
hHt31 und die Aminosauren 398-1429 von hBrx nicht aufgefihrt.
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3.2 Untersuchung der gewebespezifischen Expression der mRNA von rHt31

In einem friheren Northern Blot-Experiment mit Gesamt-RNA aus dem Nierengewebe
wurde die Expression von rHt31 in der Niere untersucht (Edemir, Diplomarbeit 1999).
In der inneren Medulla und im restlichen Nierengewebe (ohne innere Medulla) wurden
jewells ein Signal von ca. 9 kb und ein Signal groRer als 9,5 kb detektiert. Die Intensitét
beider Signale war in der inneren Medulla der Niere stérker als im restlichen
Nierengewebe.

Zur Uberprifung der Expression von rHt31 auRRerhalb des Nierengewebes wurde eine
kommerziell erhdtliche Nylonmembran mit poly-A*-mRNA aus verschiedenen Ge-
weben der Ratte (Herzmuskel, Gehirn, Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und
Hoden (Multiple tissue Northern Blot, Clontech, Heidelberg)) mit dem insert von Klon
2.1 (rHt31 1-1747 bp) hybridisiert. Dazu wurde das insert zundchst durch Restriktions-
verdau mit den Enzymen EcoRI und Xhol aus dem Vektor pBluescript herausge-
schnitten und nach Auftrennung in einem TAE-Agarosegel mittels der Geneclean-
Methode aufgereinigt. Die radioaktive Markierung des cDNA-Fragmentes erfolgte mit
dem Megaprime DNA labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Zur
Beurteilung der Qualitat und Quantitit der aufgetragenen poly-A*™-mRNA wurde die
Membran anschlief3end mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert (Abb. 3.3).

Bel der Hybridisierung mit der rHt31-cDNA-Sonde zeigten sich im Herzmuskel zwei
Signale bel ca. 9 kb und grofder 9,5 kb und im Skelettmuskel ein Signal von ca. 9 kb. In
der Niere wie auch in den Ubrigen Geweben wurden keine Signale detektiert. Wie die
Hybridiserung mit der GAPDH-Sonde zeigt, wurden in den verschiedenen Spuren
unterschiedliche Mengen an mRNA aufgetragen. Besonders starke GAPDH-Hybridi-
sierungssignale sind im Herzmuskel, Skelettmuskel, Leber und Hirn zu beobachten. In
der Niere wurde deutlich weniger mRNA aufgetragen, das schwéachere Signal wird
durch das starke Signal der Nachbarspur (Skelettmuskel) Uberlagert. Die aufgetragenen
RNA-Mengen von Milz, Lunge, Niere und Hoden sind mdglicherweise fur die
Detektion spezifischer rHt31-Hybridisierungssignale nicht ausreichend. Fir die Niere
ist zusétzlich zu beriicksichtigen, dal3 bei dem friheren Northern Blot-Experiment die
stérkeren Signale in der inneren Medulla, die nur einen geringen Teil des renaen

Gewebes représentiert, detektiert wurden.
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Abb. 3.3: Northern Blot zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression von rHt31.
Auf diese kommerziell erhdtliche Nylonmembran (Clontech, Freiburg) wurde poly-A*-mRNA
aus verschiedenen Geweben der Ratte (Herz, Hirn, Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere
und Hoden) transferiert. A: Die Hybridisierung der RNA erfolgte mit einer *?P-markierten
cDNA-Sonde (rHt31 1-1747 bp). Die Signae wurden nach 10tégiger Exposition der Membran
auf einen Rontgenfilm erhalten. B: Hybridisierung der RNA mit einer **P-markierten GAPDH-
cDNA-Sonde. Die Signale wurden nach vier Stunden Exposition der Membran auf einen
Rontgenfilm erhalten.
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3.3 Kartierung der RI1-Bindungsdomane

Die Aminosauren 65-78 von rHt31 sind der RII-Bindungsdoméne des AKAP hHt31
(Aminosauren 494-507) homolog und in 10 von 14 Aminosduren identisch (Abb. 3.2).
Zur Kartierung der potentiellen RII-Bindungsdoméane in rHt31 wurden mittels PCR
Deletionsmutanten dieser Region hergestellt und as Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsproteine exprimiert. Anschlief3end wurden sie im RIl-overlay hinsichtlich ihrer
RII-Bindungsfahigkeit untersucht.

3.3.1 Herstellung von Deletionsmutanten durch PCR

Ausgehend von den Angaben Uber die minimale Region in der hHt31-Sequenz, welche
fur die Bindung der RII-Untereinheiten der PKA notwendig ist (Carr et a. 1992a),
wurden die Deletionsmutanten von rHt31 so konstruiert, dald sie einerseits die
Aminosduren 65-78 bel fehlendem N- bzw. C-Terminus oder andererseits nur die C-
bzw. N-terminal flankierenden Aminosduren (Aminosduren 1-64 und 80-313)
enthielten. Die 296 C-terminalen Aminosduren wurden als separates Fusionsprotein
exprimiert. Eine schematische Darstellung der Konstrukte ist in Abb. 3.4 zu sehen.

Fur die Klonierung der mittels PCR amplifizierten rHt31-DNA-Fragmente in den
Vektor pGEX-4T-3 war es notwendig, dal3 diese Schnittstellen am 5°- und 3"-Ende auf-
wiesen. Es wurden forward (5)-Primer mit einer EcoRI-Schnittstelle am 5 -Ende und
reverse (3)-Primer mit mit ener Xhol-Schnittstelle am 5°-Ende verwendet
(s. 2.1.9.3.3). Als Matrize fur die PCR diente das insert von Klon 2.1. Die Bezeichnung
der Deletionsmutanten, die Lange der einzelnen Proteine und die verwendeten Primer
sind in Abb. 3.4 angegeben.

Die PCR-Amplifikate wurden in einem TAE-Agarosegel aufgetrennt, mit dem Gene-
clean-Kit (DNA-Fragmente grof3er 250 bp) oder dem QIAEX 11 Kit (DNA-Fragmente
kleiner 250 bp) aus dem Gel isoliert und mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol
verdaut. Anschlief3end wurden sie, ebenso wie der durch Restriktionsverdau mit den
gleichen Enzymen linearisierte Vektor pGEX-4T-3, nach elektrophoretischer Auf-

trennung erneut aus dem Agarosegel gereinigt.
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A
1 6578 582
rHt31 (1-582) O
rHt31 (1-64) I
rHt31 (1-80) I
313
rHt31 (1-313) O
rHt31 (65-313) e
rHt31 (80-313) I
281 576
rHt31 (281-576) I
B
Deletionsmutante |5 -Primer 3 -Primer Fragmentgr 63e (bp)
rHt31 1-64 1Fo.Ht31anf. 5Re. Ht31oh.R2 192
rHt31 1-80 1Fo.Ht31anf. 6Re. Ht31 240
rHt31 1-313 1Fo.Ht31anf. 9Ht31mitterev 939
rHt31 65-313 2F0.Ht31vo.R2 9Ht31mitte.rev 747
rHt31 80-313 3Fo.Ht31na.R2 9Ht31mitterev 702
rHt31 281-576 8Fo0.Ht31mit.Rho 4Re.Ht31ende 888

ADbb. 3.4: Kartierung der RII-Bindungsdomane in rHt31. A: Schematische Darstellung der
for die Kartierung der RII-Bindungsdoméne in rHt31 hergestellten Deletionsmutanten. Die
Zahlen beziehen sich auf die Position der Aminosduren in der rHt31-Sequenz, die von Klon 2.1
kodiert wird. Die potentielle RII-Bindungsdoméne ist grau gekennzeichnet (Aminosiuren 65-
78). B: In der Tabelle sind die verwendeten Primer und die Fragmentgréf3en der PCR-Produkte
aufgefiihrt.

Nach Ligation der einzelnen DNA-Fragmente mit dem linearisierten Vektor wurden die
verschiedenen Ligationsprodukte in kompetente BL21 E. coli-Bakterien transformiert.
Der Erfolg der Klonierung wurde durch Plasmid-DNA-Isolierung aus einzelnen
Bakterienkolonien und anschlief3endem Restriktionsverdau mit EcoRI und Xhol Uber-
prift. Zudem wurden die inserts nach der Klonierung in den Vektor pGEX-4T-3 mit
vektorspezifischen Primern (GST-Primer, sense und antisense) vollstandig sequenziert.
Dadurch konnten mdgliche Fehler bei der Amplifikation ausgeschlossen und der Lese-

rahmen Uberprift werden.
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3.3.2 Expression der Deletionsmutanten als GST-Fusionsproteine

Die erfolgreich ohne Mutationen und im korrekten Leserahmen in den Vektor
pGEX-4T-3 klonierten DNA-Fragmente wurden wie unter 2.2.9.1 beschrieben als GST-
Fusionsproteine exprimiert, gereinigt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlie-
end wurden die Proteinbanden durch eine Coomassie Blau-Farbung des Gels darge-
stellt (Abb. 3.5).
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ADbb. 3.5: Auftrennung der gereinigten GST-Fusionsproteine in ener SDS-PAGE
(Coomassie Blau-Farbung). Nach Klonierung der DNA-Fragmente in den Vektor pGEX-4T-3
und Transformation der Plasmide in kompetente BL21 E. coli-Bakterien wurde die Bio-
synthese der Fusionsproteine mit IPTG induziert und diese anschlief3end wie unter 2.2.9.1
beschrieben gereinigt. Die Fusionsproteine (5 ug pro Spur) wurden in einer 12 %igen SDS
PAGE aufgetrennt und durch eine Coomassie Blau-Farbung dargestellt. Als Molekular-
gewichtsstandard wurde die 10 kDa Proteinleiter (Gibco) aufgetragen. Die Bezeichnung der
Spuren bezieht sich auf die Aminosauren der Deletionsmutanten von rHt31 (s. Abb. 3.4).

Die Berechnung des Molekulargewichts der Deletionsmutanten erfolgte mit dem
Programm von ExPASy/Proteomics tools. Es wurde anschlief3end zu dem Molekular-
gewicht der Glutathion-S-Transferase (26 kDa) addiert. Das errechnete und das
apparente Molekulargewicht der einzelnen Fusionsproteine in einer SDS-PAGE sind in
Tab. 3.1 gegenubergestellt. Alle Fusionsproteine migrierten in der SDS-PAGE lang-
samer als esihr errechnetes Molekulargewicht erwarten lief3.
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Vergleich von errechnetem und apparentem Molekular gewicht der GST-Fusionsproteine

Deletionsmutante | Aminosduren | errechnetesMG | apparentesMG in | Instabilitats
desFusions einer SDS-PAGE index
proteins (kDa) (kDa)
rHt31 1-64 64 32,6 40 28,4
rHt31 1-80 80 34,3 39 353
rHt31 1-313 313 59,2 85 57,2
rHt31 65-313 249 50,8 70 64,4
rHt31 80-313 234 535 70 64,6
rHt31 281-576 296 59 65 75,2

Tab. 3.1: Die Berechnung des Molekulargewichts (MG) und des Instabilitétsindex erfolgte mit
den Programmen von ExPASy/Proteomics tools. Das errechnete MG der Fusionsproteine setzt
sich aus dem errechneten MG der Deletionsmutanten und dem MG der Glutathion-S-Trans-
ferase (26 kDa) zusammen. Ein Instabilitdtsindex < 40 klassifiziert das Protein als potentiell
stabil, ein Index > 40 als potentiell instabil (Guruprasad et al. 1990).

Trotz Optimierung der Methode und unter Anwendung verschiedenster Proteaseinhibi-
toren konnte die Deletionsmutante rHt31 281-576 nicht ohne das Auftreten von Spalt-
produkten gereinigt werden (Abb. 3.5). Die starke Proteolyse wahrend der Aufrei-
nigung ist auf eine Vielzahl potentieller Protease-Schnittstellen im C-terminalen
Bereich des Proteins zurtickzufihren. Mittels im Internet verfigbarer Programme
wurden fir rHt31 und die verschiedenen Deletionsmutanten Instabilitétsindices
berechnet, die eine Vorhersage Uber die metabolische Stabilitét der Proteine in Ab-
hangigkeit von ihrer Aminosauresequenz erlauben. Als stabile Proteine mit einem Index
kleiner als 40 (Guruprasad et al. 1990) wurden dabel nur die beiden N-terminalen
Deletionsmutanten (rHt31 1-64 und rHt31 1-80) klassifiziert.
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3.3.3 RIl-overlay mit den GST-Fusionsproteinen

3.3.3.1 Die GST-FusionsproteinerHt31 1-64, 1-80, 1-313, 65-313 und 80-313

Zur Uberprifung der RII-Bindungsfahigkeit wurden die GST-Fusionsproteine der
Deletionsmutanten rHt31 1-64, 1-80, 1-313, 65-313 und 80-313 nach elektro-
phoretischer Auftrennung in einer SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran trans-
feriert und anschlieRend wie unter 2.2.1.13 beschrieben mit den **P-markierten RII-
Untereinheiten hybridisiert (Abb. 3.6). Die Spezifitédt der RII-Bindung wurde durch
Préinkubation der radioaktiv markierten RII-Untereinheiten mit dem Peptid Ht31
(Aminosauren 493-515 von hHt31), welches die RII-Bindung inhibiert bzw. mit dem
Kontrollpeptid Ht31-P, welches aufgrund von Prolinresten an Aminosaurepositionen
502 und 507 nicht mehr inhibitorisch wirken kann (s. 2.1.3), Uberprift. Der RII-overlay
des Fusionsproteins rHt31 281-576 ist unter 3.3.3.2 beschrieben.
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Abb. 3.6: Rll-overlay zur Bestimmung der RII-Bindungsdoméne in rHt31. Die GST-
Fusionsproteine rHt31 1-64, 1-80, 1-313, 65-313 und 80-313 (0,75 pg pro Spur) wurden nach
Auftrennung in einer 12 %igen SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit
¥p_markierten RIl-Untereinheiten hybridisiert. Die RIl-Untereinheiten wurden zuvor mit dem
Kontrollpeptid Ht31-P (10 pM) oder mit dem inhibitorischen Peptid Ht31 (10 pM) 30 min
prainkubiert. Die Signale wurden nach Exposition der Membran 0. N. auf einen Réntgenfilm
erhalten. Die Bezeichnung der Spuren bezieht sich auf die Aminosauren der Deletionsmutanten.
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Die Fusionsproteine, welche die der RII-Bindungsdoméne von hHt31 homologe Region
enthalten (rHt31 1-80, 1-313 und 65-313), zeigen im RIl-overlay nach Prdinkubation
der RIl-Untereinheiten mit dem Peptid Ht31-P ein Signal (Abb. 3.6, Ht31-P). Die
Signalintensitéten sind dabei unterschiedlich, das starkste Signal zeigt die Deletions-
mutante, welche auch die an die RII-Bindungsdoméne angrenzenden Aminosauren
enthdt (rHt31 1-313). Die beiden Fusionsproteine, welche die Aminosauren 65-79 C-
bzw. N-terminal flankieren, sie aber nicht enthalten, binden die RII-Untereinheiten nicht
(rHt31 1-64 und 80-313). Nach Prainkubation der RII-Untereinheiten mit dem Peptid
Ht31 sind die Signale deutlich schwécher bzw. nicht mehr detektierbar (Abb. 3.6,
Ht31). Daraus kann geschluf¥folgert werden, daf? diese Signale spezifisch sind und es
sich bei rHt31 um ein AKAP handelt. Die RII-Bindungsdoméne von rHt31 befindet sich
im Bereich der Aminosauren 65-78 (Pepperle et al. 2000).

3.3.3.2 RIll-overlay mit dem GST-Fusionsprotein rHt31 281-576

Das Fusionsprotein der Deletionsmutante rHt31 281-576 sollte als Negativkontrolle im
RIl-overlay dienen, dafur diese Region keine RII-Bindungsdomane beschrieben ist. Bei
diesem Versuch wurden neben dem gereinigten Fusionsprotein (Abb. 3.7 A, Spur E)
auch die Bakterien vor und nach Induktion mit IPTG (Abb. 3.7 A, Spuren B —und B +)
aufgetragen. Uberraschenderweise zeigte auch dieses Fusionsprotein nach Préinku-
bation der RII-Untereinheiten mit dem Peptid Ht31-P eine Bindung der RIl-Unterein-
heiten (Abb. 3.7 A, Ht31-P). Das Signal erscheint erst nach Induktion der Bakterien mit
IPTG (B +) und ist beim gereinigten Fusionsprotein noch stérker vorhanden (E). Durch
Préinkubation der RIl-Untereinheiten mit dem Peptid Ht31 sind die Signale spezifisch
inhibierbar (Abb. 3.7 A, Ht31). Esist zu beachten, dal3 gegentiber dem unter 3.3.3.1 be-
schriebenen Versuch die 10fache Proteinmenge aufgetragen und die Signale erst nach
10 Tagen Exposition der Membran auf einen Rontgenfilm erhalten wurden. Zum
Vergleich der Signalintensitéten ist in Abb. 3.7 B der RIl-overlay mit dem Fusions-
protein rHt31 1-80 nach 2 Tagen Exposition der Membran dargestellt (vgl. Abb. 3.6).

Es befindet sich also eine zweite RII-Bindungsdoméne in der C-terminalen Region des
Proteins. Diese ist moglicherweise weniger affin als die bisher bekannte , klassische"
RII-Bindungsdoméne und wird im weiteren Verlauf as , atypische” Bindungsdomane
bezeichnet (Pepperle et al. 2000).
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A B
kDa Ht31-P Ht31 Ht31-P Ht31
120 —
80 —
- -
60 —
40 — .
30 —
B B E B B E E E
IPTG - + ot - + + +
I —
rHt31 281-576 rHt31 281-576 rHt31 1-80

Abb. 3.7: Rll-overlay mit den GST-Fusionsproteinen rHt31 281-576 und rHt31 1-80. A:
RII-overlay mit dem GST-Fusionsprotein rHt31 281-576. Bakteriensuspensionen vor und nach
Induktion mit IPTG (B — und B +, jeweils 30 pl pro Spur) und gereinigtes Fusionsprotein (E,
7,5 ug pro Spur) wurden nach Auftrennung in einer 12 %igen SDS-PAGE und Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran mit *P-markierten RII-Untereinheiten hybridisiert. Die RIl-Unter-
einheiten wurden zuvor mit dem Kontrollpeptid Ht31-P (10 uM) oder mit dem inhibitorischen
Peptid Ht31 (10 uM) 30 min prainkubiert (vgl. Abb. 3.6). Die Signale wurden nach 10 Tagen
Exposition der Membran auf einen Rontgenfilm erhaten. B: RIl-overlay mit dem GST-
Fusionsprotein rHt31 1-80 (E, 0,75 pg pro Spur, vgl. Abb. 3. 6). Das Signal wurde nach zwel
Tagen Exposition der Membran auf einen Rontgenfilm erhaten. Bezeichnung der Spuren: B:
Bakteriensuspension, E: Eluat (gereinigtes Fusionsprotein).

3.4 Charakterisierung einer zweiten RI1-Bindungsdoméanein rHt31

3.4.1 Sequenzanalyse des C-Terminus

Wie in Punkt 1.1.3 beschrieben, ist das entscheinde Kriterium fur die Bindung der RII-
Untereinheiten die amphipatische Helixstruktur der Bindungsdoméne. Die RII-Bin-
dungsdoménen aller bisher bekannten AKAPs weisen mitunter grof3e Unterschiede in
ihrer Aminosauresequenz auf, zeigen jedoch ein typisches Muster von hydrophilen und
hydrophoben Aminosauren in der Sequenz und bilden eine amphipatische Helixstruktur
aus (Carr et al. 1991). In Zusammenarbeit mit G. Krause aus der Abteilung NMR-

unterstitzte Strukturforschung des FMP wurde mittels eines alignment des C-Terminus
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rHt31 (65-78) LSIEETATRIVEAVI. ..

hHI31 (494-507) . LTEEAASRIVDAVI. ..

Ezrin (417-432) . LAAELAE'TAKTALLE. .
Gravin (1540-1553) .- LETKSSKLVQNIIQ. ..

AKAP 18 (29-42) .. LVRLSKRLVENAVL. ..

Ht21 (392-405) « « LIETASSLVKNAIQ. ..
AKAP75 (393-413) .« LIETASSLVKNATQLSIEQL
AKAPT9 (392-407) .. LIETASSLVKNAIQLS. . ...

Map2 (87-102) . +AEEVSARIVQVVTAE. .....
rAKAP 121 (303-322) .« IEQTAFQITSQVILEATEEL.
MAKAP 121 (303-322) . - IKQAAFQLISQVILEATEEL.
DAKAP550 (1350-1369) .« VALAVTDIVEQLIDKVIDAT.
AKAP450 (2540-2557) VEEKVAAALVSQIQLEAV. ...

rHt31 (452-469) -SGEEQRSSLMSLSEEHLE. . . .
rH31 (471-484) « « DQRQHHRMFDQQT *. . . o . . .
rHt31 (526-540) LASANLTESITEENN.......

rHt31 (345-360) EMEEEEMDSITEVPAN.......

Abb. 3.8: Alignment der RII-Bindungsdomanen verschiedener AKAPs mit potentiellen
RII-Bindungsdoméanen im C-Terminus von rHt31. Die RII-Bindungsdoménen folgender
AKAPs wurden mit der klassischen RII-Bindungsdoméne von rHt31 (Aminosauren 65-78) und
vier weiteren Regionen in rHt31, die mittels Strukturvorhersagen bestimmt wurden (s. Text),
verglichen: hHt31 (Carr et d. 1992a), Ezrin (Dransfield et al. 1997), Gravin (AKAP 250, Nauert
et a. 1997), AKAP18 (Fraser et a. 1998), Ht21 (Carr et a. 1991), AKAP75 (Glantz et al.
1993), AKAP79 (Carr et a. 1992b), Map2 (Theurkauf und Valee 1981), rAKAP121,
MAKAP121 (Feliciello et a. 1998), DAKAP550 (Han et a. 1997), AKAP450 (Witczak et a.
1999). In Klammern ist die Aminosdureposition angegeben. Farbunterlegung der Aminoséauren:
hellgrin: hydrophaob, violett: hydrophil, pink: negativ geladen, blau: positiv geladen, dunkel-
grun: Alanin, gelb: Cystein, schwarz: Prolin.

von rHt31 (Aminosduren 281-576) mit den RII-Bindungsdoménen verschiedener
AKAPs in Kombination mit Strukturvorhersagen (helical wheel projektion) in der C-
terminalen Sequenz nach potentiellen RII-Bindungsdoménen mit einer amphipatischen
Helixstruktur gesucht. Dabei wurde berlicksichtigt, dal? mdglicherweise auch eine
hydrophobe Kernregion in der Bindungsdoméne mit angrenzenden helixbildenden
Aminosauren eine RII-Bindung vermitteln konnte. Es konnten vier verschiedene
Regionen in der Sequenz bestimmt werden, die potentiell ene amphipatische Helix oder
eine der amphipatischen Helix @nliche Struktur ausbilden kénnen. Ein alignment der
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RII-Bindungsdomanen verschiedener AKAPs mit den vier potentiellen RII-
Bindungsdomanen im C-Terminus von rHt31 ist in Abb. 3.8 dargestellt. Eine potentielle

RII-Bindung dieser Doméanen wurde im weiteren experimentell untersucht.

3.4.2 Kartierung der potentiellen RII-Bindungsdoméanen im C-Terminus von
rHt31 mittels Rl I-overlay

3.4.2.1 Herstellung von Deletionsmutanten durch PCR

Zur Kartierung der potentiellen RII-Bindungsdomanen im C-Terminus von rHt31
(Aminosauren 281-576) wurden wie unter 3.3.1 fur die Kartierung der klassischen RII-
Bindungsdomane beschrieben, mittels PCR DNA-Fragmente hergestellt, welche jeweils
ein oder zwei der vier potentiellen Domanen beinhalten. Es wurden forward (5°)-Primer
mit einer EcoRI-Schnittstelle am 5°-Ende und reverse (3")-Primer mit mit einer Xhol-
Schnittstelle am 5°-Ende verwendet. Als Matrize fur die PCR diente das insert von Klon
2.1. Eine schematische Darstellung dieser Deletionsmutanten ist in Abb 3.9 zu sehen. In
Tab. 3.2 sind die Bezeichnung der Deletionsmutanten, die verwendeten Primer und die
Fragmentgrof3en aufgefiihrt. Die Primersequenzen sind unter 2.1.9.3.3 zu finden. In
Tab. 3.3 ist aufgefuhrt, in welchen Deletionsmutanten die vier potentiellen RII-
Bindungsdomanen enthalten sind.

Die PCR-Produkte (Abb. 3.10) wurden wie unter 3.3.1 beschrieben in den Vektor
pGEM®-T Easy kloniert. Nach der DNA-Plasmidisolierung von positiven Klonen und
Sequenzierung der inserts zur Uberpriifung der Sequenz und des Leserahmens wurden
die DNA-Fragmente in den Vektor pGEX-4T-3 umkloniert. Das Ergebnis der Um-
klonierung wurde durch Restriktionsverdau und Sequenzierung Uberpruift.
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Primer und FragmentgroRen der PCR-Produkte fur die Herstellung der Deletions
mutanten rHt31 281-450, 281-470 und 470-582

Deletionsmutante 5 -Primer 3 -Primer Fragmentgr 63e (bp)
rHt31 281-450 8F0.Ht31mit.Rho Ht31-20rev 513
rHt31 281-470 8F0.Ht31mit.Rho Ht31-30rev 570
rHt31 470-582 Ht31-40forw Ht31-50rev.ende 339

Tab 3.2: In der Tabelle sind die Primer und Fragmentgrofen der PCR-Produkte fir die Her-
stellung der Deletionsmutanten zur Kartierung der potentiellen RII-Bindungsdoménen im C-
Terminus von rHt31 (Aminosauren 281-576) aufgefihrt.

Potentielle RI1-Bindungsdomanen im C-Terminusvon rHt31

RII-Bindungsdomane Deletionsmutante
rHt31 (281-451) |rHt31(281-470) |rHt31 (470-582)
| (rHt31 345-360) + + -
Il (rHt31 452-469) - + -
I (rHt31 471-484) - -
IV (rHt31 526-540) - -

Tab. 3.3: In der Tabelle sind die potentiellen RII-Bindungsdomanen im C-Terminus von rHt31
(I - IV) und die Deletionsmutanten, die sie enthalten (rHt31 281-451, 281-470 und 470-582),
aufgefihrt.

bp

1018 —

517 — -

344 — _—
298 —

220 —

N Q
S H o”(b%
S

Abb. 3.10: Amplifikation von DNA-Fragmenten aus dem C-Terminus von rHt31. Fir die
PCR wurden die in Tab. 3.2 angegebenen Primer eingesetzt, als Matrize diente das insert von
Klon 2.1. Die PCR-Produkte (10 pl pro Spur) wurden in einem 1 %igen TAE-Agarosegel
aufgetrennt. Die Bezeichnung der Spuren bezieht sich auf die Aminosduren der durch die DNA-
Fragmente kodierten Deletionsmutanten. Als Molekulargewichtsstandard wurde die 1 kb DNA-
Leiter (Life Technologies) aufgetragen.
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3.4.2.2 Expression der Deletionsmutanten als GST-Fusionsproteine und RII-

overlay

Die in den Vektor pGEX-4T-3 klonierten DNA-Fragmente wurden nach Trans
formation der Plasmide in kompetente BL21 E. coli-Bakterien als GST-Fusions-
proteine exprimiert, gereinigt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 3.3.2). In
Abb. 3.11 ist eine Coomassie Blau-Farbung des Gels zu sehen. Die errechneten und
apparenten Molekulargewichte der Fusionsproteine in einer SDS-PAGE und die Instabi-
litétsindices (vgl. 3.3.2) sind in Tab 3.4 aufgefuhrt.

kDa

Abb. 3.11: Auftrennung der gereinigten GST-Fusionsproteine rHt31 281-576, 281-451,
281-470 und 470-582 in einer SDS-PAGE (Coomassie Blau-Farbung). Nach Klonierung der
PCR-Fragmente in den Vektor pGEX-4T-3 und Transformation der Plasmide in kompetente
BL21 E. coli-Bakterien wurde die Biosynthese der Fusionsproteine mit IPTG induziert und
diese anschliefend wie unter 2.2.9.1 beschrieben gereinigt. Die Fusionsproteine (10 ug pro
Spur) wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine Coomassie Blau-
Farbung dargestellt. Als Molekulargewichtsstandard wurde die 10 kDa Proteinleiter aufge-
tragen. Die Bezeichnung der Spuren bezieht sich auf die Aminoséauren der Deletionsmutanten
von rHt31 (vgl. Tab. 3.4).
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Vergleich von errechnetem und apparentem Molekulargewicht der GST-Fusionsproteine
und Angabe des|nstabilitatsindex der Deletionsmutanten

Deletionsmutante | Aminosauren | errechnetesMG | apparentesMG in | Instabilitats-
des Fusions- einer SDS-PAGE index
proteins (kDa) (kDa)
rHt31 281-451 171 44,2 52 744
rHt31 281-470 190 46,4 55 79,3
rHt31 470-582 113 38,8 40 68,8

Tab. 3.4: Die Berechnung des Molekulargewichts (MG) und des Instabilitésindex erfolgte wie
unter 3.3.2 beschrieben. Das errechnete MG der GST-Fusionsproteine setzt sich aus dem
errechneten MG der Deletionsmutanten und dem MG der Glutathion-S-Transferase (26 kDa)
zusammen. Der Instabilitétsindex bezieht sich nur auf die Deetionsmutanten, nicht auf die
Fusionsproteine (vgl. 3.3.2).

Die RII-Bindung der Fusionsproteine rHt31 281-451, rHt31 281-470 und rHt31 470-
582 wurde wie unter 3.3.3 beschrieben, im RIl-overlay untersucht (Abb. 3.12). In der
ersten Spur wurde das GST-Fusionsprotein rHt31 281-576 als Positivkontrolle
aufgetragen (Abb. 3.12 A). Das in Gegenwart des Kontrollpeptids Ht31-P erhatene
Signal ist spezifisch, da es durch Préinkubation der RII-Untereinheiten mit dem Peptid
Ht31 vollstandig inhibierbar ist. Das Ergebnis des friheren RlI-overlay (vgl. Abb. 3.7)
wurde bestétigt.

Die GST-Fusionsproteine rHt31 281-451 und rHt31 281-470 zeigen in Gegenwart des
Kontrollpeptids Ht31-P ein schwaches Signal (Abb. 3.12 A, Ht31-P). Ob es sich hierbei
um eine spezifische Bindung der RIl-Untereinheiten handelt, kann aufgrund der
geringen Signalintensitéten nicht eindeutig beurteilt werden. In der letzten Spur ist das
GST-Fusionsprotein rHt31 470-582 aufgetragen. In Gegenwart des Kontrollpeptids
Ht31-P ist ein Signal zu beobachten, welches nach Prainkubation der RIl-Unterein-
heiten mit dem Peptid Ht31 deutlich schwacher wird (Abb. 3.12 A). Daher kénnte sich
eine zweite RII-Bindungsdoméane in dieser Region befinden (Aminosduren 470-576).
Die unvollstandige Inhibition der RII-Bindung nach Prainkubation der RII-Unterein-
heiten mit dem Peptid Ht31 koénnte aus der Struktur dieser Bindungsdomane, die nicht
genau der amphipatischen Helix der klassischen RII-Bindungsdoméne von hHt31 ent-
spricht, resultieren (vgl. Abb. 3.8). Daher ist das Peptid Ht31, welches nach der Sequenz
der Bindungsdomane von hHt31 synthetisiert wurde, méglicherweise nicht in der Lage,

die RII-Bindung vollstandig zu inhibieren. Der Vergleich der schwéacheren Signale der
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Fusionsproteine rHt31 281-576 und rHt31 470-582 (Abb.3.12 A) mit dem starken
Signal des Fusionsproteins rHt31 1-313, welches die klassische RII-Bindungsdoméane
enthdt (Abb. 3.12 B), deutet an, dald die potentiellen Bindungsdomane(n) im C-
Terminus von rHt31 weniger affin ist (sind). Dabei ist bei der Beurteilung der Signal-
intensitéten zu berticksichtigen, dal3 bel den erstgenannten Fusionsproteinen die 10fache
Proteinmenge aufgetragen und die Signale erst nach langerer Exposition der Membran

(10 Tage versus U. N.) erhalten wurden.

A B

kDa Ht31-P Ht31 Ht31-P Ht31

80 — —

60 —

40 — -

30 —

L
© N Q 1% © N Q Vv
ST S GO SR o
& P (O &

Abb. 3.12: Rll-overlay zur Bestimmung der potentiellen RII-Bindungsdomane im C-
Terminus von rHt31. A: Rll-overlay mit den GST-Fusionsproteinen rHt31 281-576, 281-451,
281-470 und 470-582, welche die potentiellen RII-Bindungsdoménen im C-Terminus von rHt31
enthalten. B: RIl-overlay mit dem GST-Fusionsprotein rHt31 1-313, welches die klassische RII-
Bindungsdomane enthalt (vgl. Abb. 3.6). Die GST-Fusionsproteine rHt31 281-576, 281-451,
281-470 und 470-582 (7,5 pg pro Spur) und das Fusionsprotein rHt31 1-313 (0,75 pg pro Spur)
wurden nach Auftrennung in einer 12 %igen SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitro-
zellulosemembran mit *P-markierten RII-Untereinheiten hybridisiert. Die Rll-Untereinheiten
wurden zuvor mit dem Kontrollpeptid Ht31-P (10 uM) oder mit dem inhibitorischen Peptid
Ht31 (10 uM) 30 min prainkubiert. Die Signale wurden nach Exposition der Membran auf eine
Phosphoimagerplatte fur 10 Tage (A) bzw. . N. (B) erhaten. Die Bezeichnung der Spuren
bezieht sich auf die Aminosduren der Deletionsmutanten.
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3.5 Nachweiseiner potentiellen RII-Bindungsdomanein hBrx

Aufgrund der relativ hohen Aminosaureidentitét zwischen rHt31 (Aminosauren 281-
576) und hBrx (Aminosduren 84-378) von 78,2 % wurde die Hypothese aufgestellt, dal3
hBrx in diesem Sequenzbereich moglicherweise RII-Untereinheiten bindet und es sich
bei dem Protein somit auch um ein AKAP handelt. Zur experimentellen Uberprifung
dieser Hypothese wurde ein DNA-Fragment aus hBrx amplifiziert (Basenpaare 250-
1134), welches den homologen Sequenzabschnitt zur Deletionsmutante rHt31 281-576
enthdt (hBrx 84-378). In diesem Fragment sind ale vier potentiellen RII-Bindungs-
doménen von rHt31 enthalten (Abb. 3.9).

3.5.1 cDNA-Synthese aus ZR-75-1-RNA und Klonierung eines hBr x-Fragmentes

Fur die Amplifikation des DNA-Fragmentes aus hBrx (Basenpaare 250-1134), welches
fur die Aminosduren 84-378 von hBrx kodiert, mufdte zuerst eine cDNA-Matrize
hergestellt werden. Da die cDNA von hBrx aus einer cDNA-Bibliothek der Brust-
krebszellinie ZR-75-1 isoliert wurde (Rubino et al. 1998), wurde Gesamt-RNA dieser
Zéllinie gewonnen (s. 2.2.2). Zum Ausschluf3 von Kontamination mit genomischer
DNA wurde ein DNase-Verdau vor der cDNA-Synthese mit dem Primer RT-PCRrev.2
durchgefuhrt (s. 2.2.3.1 und 2.2.3.2). Die so hergestellte cDNA diente anschlief3end als
Matrize fur die PCR. Bei dieser wurde as 5-Primer der Primer Bx.301fo mit einer
EcoRI-Schnittstelle am 5°-Ende eingesetzt. Als 3" -Primer konnte der nach der rHt31-
Sequenz synthetisierte Primer 4Re.Ht31ende mit einer Xhol-Schnittstelle am 5-Ende
verwendet werden, da an dieser Stelle die Abweichung einer Base von der hBrx-
Sequenz keine Konsequenzen fur die Primerbindung und auch keine Auswirkung auf
die Aminosauresequenz hatte. (Primersequenzen s. 2.1.9.3.4 und 2.1.9.3.3.

Nach Klonierung des amplifizierten DNA-Fragmentes in den Vektor pGEM®-T Easy,
Transformation kompetenter BL21 E. coli-Bakterien und anschlief3ender Plasmid-DNA-
Isolierung von ausgewéhlten Klonen wurden die inserts sequenziert. Dabel ergab sich
bei allen Sequenzen im Bereich der Basenpaare 595-642 von hBrx eine Abweichung
zur publizierten Sequenz in der Datenbank. Die von der publizierten Sequenz von hBrx
abweichenden Basenpaare in der hBrx*-Sequenz kodieren fur 20 Aminosauren, von
denen nur eine Aminoséaure in der publizierten Sequenz von hBrx enthalten ist und 17
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Aminosauren in der homologen rHt31-Sequenz vorkommen. Drei Aminosauren sind
weder in der hBrx noch in der rHt31-Sequenz enthalten (s. 3.13). Dieser Befund deutet

darauf hin, dal3 moglicherwei se mehrere Spleil3varianten von hBrx existieren.

hBrx 192-224 AEMNHRSSMRVLGDWRRPPI - - - - HRRSFSLEGQ.TG
hBrx* 192-228 AEMNHRSVBWCPSGVQYSAGL SADENYRSFSLEGL TG

rHt31 389-425 AEMNQRSIVBWCPSGVQYSAALNADFNI RSFSLEGLTG

Abb. 3.13: Alignment des neuen Sequenzabschnittes von hBrx* (Aminosauren 192-228 von
hBrx*) mit der publizierten Sequenz von hBrx in der Datenbank (Aminosauren 192-224)
und der rHt31-Sequenz (Aminosduren 389-425). Der von der publizierten Sequenz von hBrx
abweichende Sequenzbereich von hBrx* ist unterstrichen. Von den 20 Aminoséuren ist nur V2%
in der publizierten Sequenz von hBrx enthalten. Die Aminosauren 199-210, 214-217 und L*?in
hBrx* sind in der homologen rHt31-Sequenz vorhanden. Die Aminosauren G, S**2 und Y*#
(fett hervorgehoben) sind weder in der hBrx noch in der rHt31-Sequenz enthalten.

3.5.2 Expression der Deletionsmutante hBrx 84-378 als GST-Fusionsprotein und
RI1-overlay

Das DNA-Fragment (hBrx 84-378) wurde wie unter 3.3.1 beschrieben in den Vektor
pGEX-4T-3 kloniert und nach Transformation der Plasmide in kompetente BL21
E. coli-Bakterien als GST-Fusionsprotein exprimiert. Die Reinigung des Fusions-
proteins erfolgte wie unter 2.2.9.1 beschrieben. Nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung des Fusionsproteins in einer SDS-PAGE und anschlief3ender Coomassie Blau-
Farbung des Gels wurde deutlich, dafl3 auch dieses Protein wahrend der Reinigung einer
starken Degradation unterliegt (Abb. 3.14 A). Ebenso wird eine Abweichung des
apparenten Molekulargewichtsin einer SDS-PAGE (70 kDa mit GST) vom errechneten
Molekulargewicht (59,3 kDa mit GST) beobachtet. Der Instabilitétsindex betragt 73,7
(vgl. 3.3.2). Das Fusionsprotein wurde anschlief?end im RIl-overlay auf eine RII-
Bindung untersucht (Abb. 3.14 B). Als Positivkontrolle im Experiment diente das GST-
Fusionsprotein rHt31 1-313, welches die klassische RII-Bindungsdoméne (Amino-
sduren 65-78) enthdlt (Abb. 3.14 C).
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A B C
kDa Ht31-P  Ht31 Ht31-P  Ht31
80 — -
60 — g
0 — .
—
30 —
L I} L I}
hBrx 84-378 hBrx 84-378 rHt31 1-313

Abb. 3.14: Nachweis einer potentidlen RII-Bindungsdoméane in hBrx. A: Nach der
Klonierung des cDNA-Fragmentes hBrx 84-378 in den Vektor pGEX-4T-3 und Transformation
des Plasmids in kompetente BL 21 E. coli-Bakterien wurde die Biosynthese des Fusionsproteins
mit IPTG induziert und dieses anschlieffend wie unter 2.2.9.1 beschrieben gereinigt. Das
Fusionsprotein (5pg) wurde in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine
Coomassie Blau-Farbung dargestellt. B und C: Rll-overlay mit den Fusionsproteinen hBrx 84-
378 (B) und rHt31 1-313 (enthdlt die klassische RII-Bindungsdoméne (Aminosduren 65-78))
(C). Die Fusionsproteine hBrx 84-378 (7,5 pug pro Spur) und rHt31 1-313 (0,75 pg pro Spur)
wurden nach Auftrennung in einer 12 %igen SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitro-
zellulosemembran mit **P-markierten RII-Untereinheiten hybridisiert. Die RIl-Untereinheiten
wurden zuvor mit dem Kontrollpeptid Ht31-P (10 uM) oder mit dem inhibitorischen Peptid
Ht31 (10 pM) 30 min préinkubiert. Die Signale wurden nach Exposition der Membran fiur 10
Tage (B) bzw. . N. (C) auf eine Phosphoimagerplatte erhaten.

Nach der Auftrennung des gereinigten GST-Fusionsproteins hBrx 84-378 in einer SDS-
PAGE sind im Gel diverse Spaltprodukte zu sehen (Abb. 3.14 A), die auch im RII-
overlay in Gegenwart des Kontrollpeptids Ht31-P teilweise die RII-Untereinheiten
binden (Abb. 3.14 B, Ht31-P). Die detektierten Signale werden nach Préinkubation der
RIl-Untereinheiten mit dem Peptid Ht31 vollstandig inhibiert (Abb. 3.14 B, Ht31).
Daher konnte sich eine RII-Bindungsdoméane im Bereich der Aminosauren hBrx 84-378
befinden, die eine ahnliche geringe Affinitdét zu den RIl-Untereinheiten der PKA
aufweist wie die , atypische* RII-Bindungsdomane von rHt31 (Aminoséuren 470-576).
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3.6 Herstellung von hBrx-Deletionsmutanten fir Strukturanalysen

Das Protein hBrx bindet an den Estrogenrezeptor, einen Transkriptionsfaktor, moduliert
dessen Aktivitat und trangdloziert mit ihm in den Kern (Rubino et a. 1998). Bei der
Sequenzanalyse von hBrx wurden Homologien zu einigen der bisher bekannten Zink-
fingermotive, welche eine DNA-Bindung vermitteln, festgestellt. Es konnte sich also
moglicherweise bei hBrx und auch bei hHt31 und rHt31 um DNA-bindende Proteine
handeln. Im N-terminalen Sequenzabschnitt (Aminosauren 1-86) finden sich 5 Cysteine
und ein Histidin, welche potentiell an der Ausbildung eines Zinkfingermotives beteiligt
sein konnten (C'°, C®°, C¥®, ¢*, H® und C®, Abb. 3.15, A). Ein zweites Zinkfinger-
motiv koénnte im Bereich der Aminosiuren 274-322 vorhanden sein (H?"4, C*%,
H%3,Cc*3, H*2 und H3%, Abb. 3.15, B). Alle Cysteine bzw. Histidine sind bis auf H**in

der hHt31- und rHt31-Sequenz vorhanden, sie scheinen also konserviert zu sein.

A

rHt31 206-257 WCAI EPCPEAASL L ASKQSSECRSFI DVG.GTECATKEGVL QRESGSDSDL
hBrx 9-60 WCTI EPCPDAASL L ASKQSPECENFL DVGE.GRECT SKQGVL KRESGSDSDL
rHt31 258-280 FHSPSDEMDSI | FSKPEEEQLLCD
hBrx 61-83  FHSPSDDVDSI | FPKPEEEHLACD

rHt31 474-524 CQHHRMFDQQTCYRSKQQGFNYCTSAI SSPLTKSI SLMIT SHPG.DNSRPFH
hBrx 273-322 EH RMFDQQ CHRSKQQG-NYCTSAI SSPLTKSI SLMTI'T SHPGE.DNSRPFH

Abb. 3.15: Darstdlung von zwei potentiellen Zinkfingermativen in der Sequenz von rHt31
und hBrx. A: Zinkfingermotiv im Bereich der Aminosguren rHt31 206-280 und hBrx 9-83. B:
Zinkfingermotiv im Bereich der Aminosauren rHt31 474-524 und hBrx 273-322. Die potentiell
beteiligten Aminosduren sind fett hervorgehoben und unterstrichen. Da hHt31 und hBrx in
diesen Bereichen identisch sind, wurde die hHt31-Sequenz (Aminosduren hHt31 640-714 und
904-953) nicht mit aufgefuhrt.

Fur die Untersuchung der Raumstruktur des N-Terminus von hBrx wurden GST-
Fusionsproteine hergestellt. Dazu wurden zwei cDNA-Fragmente amplifiziert (Basen-
paare 1-228 und 1-258), die fur die Aminosduren 1-76 und 1-86 von hBrx kodieren
(schematische Darstellung s. Abb. 3.9). Die PCR-Produkte wurden in den Vektor
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pGEX-4T-3 kloniert und nach Transformation der Plasmide in kompetente BL21
E. coli-Bakterien als GST-Fusionsproteine exprimiert. Die in der PCR eingesetzten
Primer und die Léange der DNA-Fragmente sind in Tab. 3.5 aufgefihrt, die Sequenzen
der Primer sind unter 2.1.9.3.3 angegeben.

Primer fur die Herstellung von zwei Deetionsmutanten fir Strukturanalysen des
N-Terminusvon hBrx

Deletionsmutante 5 -Primer 3 -Primer Fragmentgr 63e (bp)
hBrx 1-76 Bxzn.fo.1 Bxzn.rev.1 228
hBrx 1-86 Bxzn.fo.l Bxzn.rev.2 258

Tab. 3.5: Neben den Primern fur die Amplifikation von zwei DNA-Fragmenten aus hBrx
(Basenpaare 1-228 und 1-258), welche fur Aminosauren 1-76 und 1-86 kodieren, sind die
Fragmentgrofien der Amplifikate in bp angegeben.

Molekulargewicht der GST-Fusionsproteine und der Deletionsmutanten hBrx 1-76 und
1-86 nach Abspaltung des GST

Deletionsmutante

Aminosauren

errechnetesM G des

errechnetesM G der

Fusionsproteins (kDa) | Deletionsmutante(kDa)
hBrx 1-76 76 34,5 8,5
hBrx 1-86 86 35,5 9,5

Tab. 3.6: In der Tabelle ist das Molekulargewicht der GST-Fusionsproteine und der
Deletionsmutanten hBrx 1-76 und 1-86 nach Abspaltung des GST angegeben (vgl. Abb. 3.16).

Da die Unterschiede zwischen Ratten- und humaner Sequenz fir die Strukturanayse
von untergeordneter Bedeutung sind, wurde fir die Untersuchung des zweiten
Zinkfingermotivs (Aminosauren 274-322) das Fusionsprotein der Deletionsmutante
rHt31 470-582 (vgl. 3.5) verwendet. Fir die Strukturanalysen mittels der NMR-Technik
wurde die Glutathion-S-Transferase von den Fusionsproteinen mit der Protease
Thrombin abgespalten. In Abb. 3.16 wurden die GST-Fusionsproteine hBrx 1-76 und
1-86 vor und nach Thrombinspaltung in einer SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteinbanden anschlief3end durch eine Coomassie Blau-Farbung des Gels dargestellt.
Sowohl die Fusionsproteine a's auch die Deletionsmutanten nach Abspaltung des GST

migrierten in der SDS-PAGE langsamer als es ihr errechnetes Molekulargewicht
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erwarten lief3 (Abb. 3.16). Eine Coomassie Blau-Farbung des Fusionsproteins rHt31
470-582 wurde bereits in Abb. 3.11 gezeigt. Die NMR-Strukturanalysen werden am
FMP durchgefihrt und sind z. Z. noch nicht abgeschl ossen.

kDa

40 — —
-

30 —
® W o
20 — ¥ <— Brx1-86
<4— Brx 1-76
Thrombin - + - +

L Il |

Brx 1-76 Brx 1-86

ADbb. 3.16: Coomassie Blau-Farbung der GST-Fusionsproteine hBrx 1-76 und 1-86. Die
Fusionsproteine (5 pg pro Spur) wurden vor und nach Abspaltung der Glutathion-S-Transferase
(GST) mit Thrombin in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinbanden durch
eine Coomassie Blau-Farbung dargestellt. Als Molekulargewichtsstandard wurde die 10 kDa
Proteinleiter aufgetragen.
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3.7 Expressions-Screening einer Rattennieren-cDNA-Bibliothek mit rHt31

Da es sich bei dem Klon 2.1 (rHt31), welcher beim Screening einer Rattennieren-
cDNA-Bibliothek isoliert wurde, um einen Partialklon handelt (vgl. 3.1), wurde unter
der Zielstellung der Isolierung eines vollstandigen Klons ein erneutes Expressions-
Screening dieser Bibliothek mit dem insert von Klon 2.1 durchgefihrt. Da das insert
von Klon 2.1 mit einer Lange von 1747 bp deutlich kirzer ist als die mit diesem DNA-
Fragment als Sonde im Northern Blot detektierten mRNAs (9 kb und grofRer 9,5 kb,
vgl. 3.2), fehlen vermutlich mehr als 7500 bp in der Sequenz.

Das Screening wurde wie unter 2.2.8 beschrieben durchgefiihrt. Als Sonde wurde das
radioaktiv markierte rHt31-cDNA-Fragment (1-1747 bp) verwendet, welches bereitsim
Northern Blot eingesetzt wurde (vgl. 3.2). Bel dem primaren Screening wurden bei
einer Verdinnung der A-Phagen von 1/7500 ca. 5000 Klone pro Agarplatte und 40
Platten, insgesamt also ca. 2 x 10° Klone untersucht. Es konnten 26 positive Klone
identifiziert werden, mit denen anschlief3end ein sekundéres Screening durchgefuhrt
wurde. Die eingesetzte Verdinnung der Phagensuspension betrug dabel 1/750. Es
wuchsen ca. 300 Plagues pro Agarplaite. Von den nach dem sekundéren Screening
erhaltenen positiven Phagenplagues wurden vier pro Agarplatte ausgestochen. Die
pBluescript-Plasmide, die die cDNA-inserts enthielten, wurden aus dem Vektor Uni-
ZAP®XR in vivo exzisiert. AnschlieBend wurden die Plasmide in einer Plasmid-Mini-
praparation isoliert. Die Groéf3en der inserts wurden durch Restriktionsverdau mit EcoRI
und Xhol und anschlief3ender TAE-Agarosegel el ektrophorese bestimmt. Alle inserts der
26 positiven Klone wurden mit den vektorspezifischen Primern T3 (5"-Primer) und T7
(3"-Primer) sequenziert und die Sequenzen anschlie?end in den Datenbanken des
National Center for Biotechnology Information und des BCM Search Launcher
(vgl. 3.1) auf das das Vorhandensein von Homologien zu anderen Sequenzen Uberpruft.
Nur die Sequenz eines inserts zeigte eine Homologie zu der eingesetzten cDNA-Sonde.
In Abb. 3.17 sind die Ergebnisse des priméren und sekundéren Screening dieses Klons,
der im weiteren mit 3.1 bezeichnet wird, als Autoradiographien dargestellt. In Abb. 3.18
ist der Klon 3.1 nach Restriktionsverdau mit EcoRI und Xhol und Auftrennung in einem
TAE-Agarosegel dargestellt.
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Abb. 3.17: Expressions-Screening einer Rattennieren-cDNA-Bibliothek mit dem *P-dCTP
markierten insert von Klon 2.1 (rHt31, 1747 bp). Darstellung der Autoradiographien des
Klons 3.1 nach dem priméren und sekundéren Screening. Die Durchfihrung des Screening ist
unter 2.2.8 beschrieben. Die Nitrozellulosefilter wurden nach der Hybridisierung 2 Tage auf
einen Rontgenfilm exponiert A: Priméres Screening. Die dem positiven Signal in der linken
oberen Ecke (s. Pfell) zugehtrigen Phagenplaques wurden ausgestochen und in einem
sekundéren Screening weiter untersucht. B: Positive Signale nach dem sekundéren Screening
des positiven Plagues von A (Klon 3.1).

bp

6108 \

- <— insert
5090 —
3054 — p <— Vektor pBluescript

2036 —

Abb. 3.18: Restriktionsverdau des Klons 3.1 und Bestimmung der GrofRe des inserts in
einer TAE-Agar osegelelektrophorese. Das insert von Klon 3.1 wurde mit EcoRI und Xhol aus
dem Vektor pBluescript (2961 bp) herausgeschnitten. Das DNA-Fragment wurde in einem
1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die Grofie des inserts im Gel betragt ca. 5400 bp. Als
M olekulargewichtsstandard wurde die 1 kb DNA-L eiter aufgetragen.
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3.7.1 Sequenzanalyse desinsertsvon Klon 3.1

Jeder Strang des inserts von Klon 3.1 wurde, wie unter Punkt 3.1 fUr das insert von
Klon 2.1 beschrieben, zweimal sequenziert. Die dafir notwendige DNA-Menge wurde
durch eine Plasmid-Midipraparation gewonnen. Die Primer wurden wie unter 3.1
beschrieben gelegt. Die Sequenzen der Primer sind unter 2.1.5.3.2 aufgefhrt. Jede neue
Sequenz wurde durch Wiederholung der Sequenzierung bestétigt und mit der komple-
mentdren Sequenz des Gegenstranges verglichen. Die einzelnen Sequenzen wurden
anhand der Uberlappungen zusammengefiigt. Die vollstandige Sequenz ist im Anhang
aufgefihrt.

Dasinsert von Klon 3.1 ist 5439 bp lang (Abb. 3.18) und besitzt keinen durchgehenden
Leserahmen. In der Sequenz gibt es zwel dem rHt31 homologe Sequenzabschnitte. Die
Basenpaare 1883-1958 von Klon 3.1 sind mit den Basenpaaren 602-677 von rHt31
(602-677 bp) identisch. Eine weitere Ubereinstimmung beider Klone findet sich in den
Sequenzabschnitten Klon 3.1 (4894-5030 bp) und rHt31 (678-814 bp). Intron/Exon-
Analysen der Sequenz mit den Programmen des BCM Search Launcher ergaben fur die
Nukleotidsequenzen (1883-1958 bp) und (4894-5030 bp) von Klon 3.1 Exonvor-
hersagen. Die bei Vertebraten benutzten Konsensussequenzen zum RNA-Spleif3en sind
sowohl an der Splei3-Donatorstelle am 5°-Ende (AGGTAAGT) as auch an der Spleil3-
Akzeptorstelle am 3"-Ende (10 xT/C-N-CAG, wobei N jede beliebige Base ist) bei
beiden Introns vorhanden (Tab. 3.7).

Sequenzen der Intron/Exon-Ubergénge von zwei fiir rHt31 kodierende Exons des inserts
von Klon 3.1

Exonund bp |Bpinder 5-Intronsequenz | Exonsequenz 3’ -Intronsequenz

im Klon 3.1 rHt31-cDNA

| (1883-1958) |602-677 TGTCTTCCAG |ATCAACCGAG..... GTATGCATGT
..... CAGAGCTCAG

Il (4894-5030) |678-814 TCTTTTTCAG |AATGCAGAAG..... GTATTGGATG
...... CTTCTCAAAG

Tab. 3.7: Die beiden Exons des inserts von Klon 3.1, die fir zwei Sequenzbereiche in der
rHt31-cDNA-Sequenz (Klon 2.1) kodieren, sind mit rémischen Ziffern bezeichnet. Die
Basenpaare an Konsensuspositionen der Spleil3donator- und -Akzeptorstellen sind fett hervor-
gehoben.
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Die beiden Exons kodieren somit fur 71 Aminosauren, die identisch mit den Amino-
sauren 201-271 von rHt31 sind (Abb. 3.19). Diese Daten deuten darauf hin, dal3 es sich
bei Klon 3.1 entweder um einen genomischen Klon mit zwei Exons, flankiert von
Introns, um eine unvollstandig gespleif3te mMRNA oder um ein transkribiertes Pseudogen
handelt. Interessanterweise beginnt mit dem ersten Exon auch die Homologie zwischen
rHt31, hHt31 und hBrx.

1883 -1958 4894 -5030

rHt31 —II—

1 201 - 271 582
B
201 225
Exon | [INRESWCAIEPCPEAASLLASKQSS]
226 271
Exon I [ECRSFIDVGLGTECATKEGVLQRESGSDSDLFHSPSDEMDSIIFSK]

Abb. 3.19: Schematische Dar stellung der beiden fir rHt31 kodierenden Exons (1 und I1) in
der Sequenz des inserts von Klon 3.1. A: Exonposition in der Nukleotidsequenz des inserts
von Klon 3.1 und in der Aminosauresegquenz von rHt31. Die beiden Exons sind mit rémischen
Ziffern bezeichnet. Exon | (Klon 3.1, 1883-1958 bp), Exon Il (Klon 3.1, 4894-5030 bp). B:
Aminosauren, die von Exon | und Il kodiert werden. Die Zahlen beziehen sich auf die Position
der Aminosduren in der rHt31-Sequenz. Exon | kodiert fur die Aminosauren 201-225, Exon Il
fur die Aminosduren 226-271 in rHt31.
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3.8 Untersuchung der zell- und gewebespezifischen Expression von rHt31, hHt31
und hBrx

Zur Untersuchung der zell- und gewebespezifischen Expression von rHt31, hHt31 und
hBrx wurde ein polyklonales Antiserum durch Immunisierung von Kaninchen mit
einem synthetischen Peptid (Peptid 1965), welches einer Sequenz von rHt31 entspricht
(Aminosauren 369-383), gewonnen. Diese Peptidsequenz ist identisch mit den Amino-
sauren 803-817 von hHt31 und Aminosduren 172-186 von hBrx (vgl. Abb. 3.2).

3.8.1 Charakterisierung des gegen rHt31/hHt31 und hBrx gerichteten affinitats
gereinigten Antikorpers 1965

Vor Beginn der Untersuchungen zur Proteinexpression von rHt31 und hHt31 wurde das
Antiserum 1965 Uber eine mit dem Peptid 1965 gekoppelte Thiopropyl-Sepharose 6B-
Saule affinitatsgereinigt (s. 2.2.10). In dieser Arbeit wurde nur der affinitatsgereinigte
Antikorper (1965) eingesetzt.

In einem Western Blot mit den GST-Fusionsproteinen rHt31 281-576 (Abb. 3.20 A)
und rHt31 1-313 (Abb. 3.20 B) wurde die Spezifitét des Antikorpers getestet. Nur das
Fusionsprotein rHt31 281-576 enthdlt das Epitop des Antikdrpers (Aminosauren 369-
383). Neben den gereinigten Fusionsproteinen wurden auch die Proteine aus Bakterien-
suspensionen vor und nach Induktion mit IPTG in einer SDS-PAGE aufgetrennt und
nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran der Immundetektion mit dem Antikorper
1965 und einem POD-konjugierten Sekundarantikorper unterzogen (s. 2.2.9.4.4). Als
Negativkontrolle wurde die Immundetektion mit dem vom gleichen Tier stammenden
Praimmunserum des Antikorpers 1965 durchgefuhrt. Die immunreaktiven Banden

wurden mittels Chemilumineszenz am Lumi-Imager F1 detektiert (Abb. 3.20).
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A KDa FHt31 (281-576)
90 —
70 — - —
50 — | - - -
-
o — .

IPTG R
Pra 1965
B KDa FHE31 (1-313)
90 —
70 —
5o — | -
40 —

IPTG S R
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Abb. 3.20: Untersuchung der Spezifitat des affinitatsgereinigten Antikor pers 1965 an zwel
GST-Fusionsproteinen. A: Immunaoblot mit dem GST-Fusionsprotein rHt31 281-576, welches
das vom Antikorper 1965 erkannte Epitop (Aminosauren 369-383 von rHt31) enthélt. B:
Immunoblot mit dem GST-Fusionsprotein rHt31 1-313, welches dieses Epitop nicht enthdlt.
Proteine aus Bakteriensuspensionen vor (B -) und nach (B +) Induktion der Biosynthese der
Fusionsproteine mit IPTG (30 pl pro Spur) und gereinigte Fusionsproteine (E, 1 pg pro Spur)
wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und nacheinander mit dem Prammunserum des Antikorpers 1965 (Préa, 1:1000) oder dem
affinitétsgereinigten Antikorper 1965 (1965, 1:5000) und einem M eerrettichperoxidase (POD)-
konjugierten Esdl-anti-Kaninchen-Antikorper inkubiert (1:1500). Die Signale wurden durch
enhanced chemiluminescence (ECL) am Lumi-Imager F1 detektiert. Bezeichnung der Spuren:
B: Bakteriensuspension, E: Eluat (gereinigtes Fusionsprotein).
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Das Prammunserum (Prd) erkennt in den Bakteriensuspensionen beider Deletions-
mutanten vor und nach Induktion der Biosynthese der Fusionsproteine mit IPTG eine
ca. 50 kDa grof3e Bande (Abb. 3.20 A und B, Spuren B — und B +), jedoch nicht die
gereinigten Fusionsproteine (Abb. 3.20 A und B, Spur E). Der Antikorper 1965
detektiert in der Spur der induzierten Bakteriensuspension sowie in der des gereinigten
Fusionsproteins der Deletionsmutante rHt31 281-576, welches das Epitop enthélt,
mehrere Banden. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um kirzere Spaltprodukte des
Fusionsproteins rHt31 281-576 (Abb. 3.20 A, Spuren B + und E). Das obere Signal bei
ca. 70 kDa entspricht der obersten Bande des Fusionsproteins in einem Coomassie
Blau-gefarbten Gel und wahrscheinlich dem intakten Fusionsprotein (vgl. 3.3.2). Das
Fusionsprotein rHt31 1-313, welches das Epitop des Antikdrpers nicht enthat, wird
vom Antikoérper 1965 nicht erkannt (Abb. 3.20 B, Spur E).

3.8.2 Detektion von immunreaktiven Proteinen in zwei Brustkrebszellinien

3.8.2.1 Detektion von immunreaktiven Proteinen mit einem M olekular gewicht von
ca. 170-300 kDa in ZR-75-1- und MCF-7-Z€llen

Da das Epitop des Antikorpers 1965 nicht nur in rHt31 sondern auch in hHt31
(Aminosauren 803-817) und hBrx (Aminosduren 172-186) enthalten ist, sollten mit
diesem Antikorper beide Proteine in subzellularen Fraktionen humaner Zellinien
detektiert werden. Die Expression von hBrx im humanen Brustdriisengewebe und in der
Brustkrebszellinie ZR-75-1 ist bekannt (Rubino et a. 1998). Das Protein hat ein
Molekulargewicht von 170 kDa und kommt sowohl im Zytosol als auch im Zellkern
vor. ZR-75-1-Zellen wurden daher als Positivkontrolle zur Detektion von hBrx einge-
setzt. Desweiteren wurde die Expression von hBrx in einer zweiten Brustkrebszellinie
(MCF-7) untersucht.

Nukledre, 106diche und partikuléare Fraktionen beider Zellinien wurden wie unter
2.2.11.1 und 2.2.11.2 beschrieben hergestellt und die Expression von hBrx in einem
Immunoblot mit dem Antikdrper 1965 untersucht. Die Proteine dieser Zellfraktionen
wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlief3end mittels Semi-dry-Transfer
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Immundetektion mit dem Antikorper
1965 und einem Peroxidase (POD)-konjugierten anti-Kaninchen-Antikorper erfolgte
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wie unter 2.2.9.4.4 angegeben (Abb. 3.21 A). Zur Beurteilung der Spezifitdt der
detektierten Banden wurde in diesem wie auch in allen weiteren Versuchen der
Antikérper in einem zweiten Immunoblot mit dem Peptid 1965, gegen das immunisiert
wurde (Aminosaurereste 369-383 von rHt31), prainkubiert und erst anschlief3end im
Experiment eingesetzt (Abb. 3.21 B).

In alen Zellfraktionen wurden bei ca. 170-180 kDa immunreaktive Proteine detektiert,
wobel die Grofe der Banden in den einzelnen Fraktionen unterschiedlich ist. Die
Intensitét dieser Banden ist in allen Zellfraktionen der ZR-75-1-Zellen stérker asin den
Zéllfraktionen der MCF-7-Zellen (Abb. 3.21 A). In den nukledren Fraktionen (N) wurde
eine schmale ca. 175 kDa grof3e Bande und in den I6slichen Fraktionen (L) eine breite
ca. 175-180 kDa grolRe Bande detektiert. Die stérkste Bande ist bei beiden Zellinien in
der partikuldaren Fraktion (P) bei ca. 170 kDa zu beobachten. Desweiteren wurde
ebenfalls in alen Zellfraktionen beider Zellinien ein Protein mit einem Molekular-
gewicht deutlich grofRer als 205 kDa detektiert. Die Bande, wahrscheinlich 300-400 kDa
grof3, ist in den l6slichen und nukleéren Fraktionen etwas stérker als in den partikuléren
Fraktionen vorhanden. Dieses Protein scheint in den MCF-7-Zellen starker exprimiert
zu werden as in den ZR-75-1-Zellen. Zwischen diesem sehr grof3en Protein und der
205 kDa-Markerbande wurde von dem Antikorper in der l6slichen Fraktion der
ZR-75-1-Z€ellen und sowohl in der 16dichen als auch schwécher in der partikuldren
Fraktion der MCF-7-Zellen eine Bande detektiert. Die Kontrolle zeigt, dal3 die hier
beschriebenen Banden spezifisch sind (Abb. 3.21 B).

Zusammenfassend zeigt dieser Immunoblot, dal3 der Antikérper 1965 in ZR-75-1- und
MCF-7-Z€ellen in alen Fraktionen spezifisch mehrere Proteine mit einer Grof3e von
ca. 170-180 kDa detektiert, die hBrx entsprechen kénnten. Bei den anderen detektierten
Proteinen handelt es sich moglicherweise um hHt31 und Spleil3varianten von hHt31
und/oder hBrx. Da die cDNA von hHt31 nur partiell kloniert wurde, ist die Grofe des
Proteins bisher unbekannt. Im Northern Blot wurden mit einer rHt31-spezifischen
cDNA-Sonde zwei mRNAs in der Grélsenordnung von ca. 9-11 kb detektiert (vgl. 3.2),
die fur ca. 300-400 kDa grof3e Proteine kodieren konnten.
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Abb. 3.21: Detektion von immunreaktiven Proteinen in verschiedenen subzelluléren
Fraktionen von ZR-75-1- und M CF-7-Zellen mit dem gegen ein Epitop in der Sequenz von
rHt31, hHt31 und hBrx gerichteten AntikOrper 1965. A: Proteine aus nukledrer (N),
l6dicher (L) und partikulérer (P) Fraktion (60 pg pro Spur) wurden in einer 8 %igen SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem Antikorper 1965
(1:500) inkubiert. B: Zur Kontrolle wurde in einem zweiten Immunoblot der Antikdrper 1965
(2:500) mit dem Peptid 1965 1 h in Blotto préinkubiert und anschlief3end im Versuch eingesetzt
(1965 + Peptid). Die Konzentration des Peptids betrug 0,02 pg/ul (dies entspricht einem
1000fachen molaren Uberschul gegeniiber dem Antikorper). Die Signale wurden durch ECL
mit einem POD-konjugierten anti-Kaninchen-Antikorper (1:1500) detektiert. Als Molekular-
gewichtsstandard wurden die high molecular weight (SIGMA) und die prestained Proteinleiter,
broad range (NEB) aufgetragen.
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3.8.2.2 Detektion von immunreaktiven Proteinen mit einem M olekular gewicht von
ca. 35-120 kDain MCF-7- und ZR-75-1-Z€llen

Neben den unter 3.8.2.1 beschriebenen Proteinen wurden durch den Antikorper 1965
weitere immunreaktive Proteine in verschiedenen subzelluldren Fraktionen von MCF-7-
und ZR-75-1-Zellen detektiert. Proteine der nukledren, léslichen und partikuléren
Fraktion dieser Zellen wurden in einem hoherprozentigen Polyacrylamidgel (10 %)
aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit dem Antikorper
1965 und einem POD-konjugierten Sekundarantikorper inkubiert. Die Kontrolle zur
Uberpriifung der Spezifitdt der detektierten Banden wurde wie unter 3.8.2.1 beschrieben
mit dem Antikoérper 1965 nach Prdinkubation mit dem Peptid 1965 durchgefihrt
(vgl. Abb. 3.21). Die Detektion der Banden erfolgte wie unter 3.8.2.1 beschrieben
(Abb. 3.22).

kDa 1965 1965 + Peptid
80 =—
60 =— -

-
40 =— -

- [ r
30 — 5 4 " ;

lN L PHN L PJ lN L PHN L PJ
MCE-7 ZR-75-1 MCF-7 ZR-75-1

Abb. 3.22: Detektion von immunreaktiven Proteinen mit einem M olekular gewicht von ca.
35-120 kDa in verschiedenen subzdluléren Fraktionen von MCF-7- und ZR-75-1-Zellen
mit dem gegen ein Epitop von rHt31, hHt31 und hBrx gerichteten Antikorper 1965.
Proteine der nukledren (N), 16dichen (L) und partikuléren Fraktion (P) (45 g pro Spur) wurden
in einer 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit
dem Antikorper 1965 (1:500) oder mit dem, mit Peptid 1965 préinkubierten Antikorper (1965 +
Peptid, vgl. Abb. 3.21) inkubiert. Die Signale wurden durch ECL mit einem POD-konjugierten
anti-Kaninchen-Antikorper (1:1500) detektiert. Als Molekulargewichtsstandard wurde die
10 kDa Proteinleiter aufgetragen.
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In allen Fraktionen beider Zellinien wurde eine ca. 35 kDa grof3e immunreaktive Bande
detektiert. Die Intensitdt dieser Bande ist in den léslichen (L) und partikuléren
Fraktionen (P) stéarker als in den nukledren Fraktionen (N) (Abb. 3.22, 1965).
Desweiteren wurden bei beiden Zellinien in der nukledren Fraktion (N) und in der
partikularen Fraktion (P) der MCF-7-Zellen mehrere Banden im Molekulargewichts-
bereich von ca. 60 kDa bis grofder 120 kDa detektiert (Abb. 3.22, 1965). Die Kontrolle
mit dem préinkubierten Antikdrper 1965 (nach Inkubation mit dem Peptid 1965)
bestétigt die Spezifitét der beschriebenen Banden, nur die ca. 40 kDa-Bande in der
nukledren Fraktion (N) der ZR-75-1-Zellen ist unspezifisch (Abb. 3.22, 1965 + Peptid).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dal3 der Antikoérper 1965 nicht nur im
hochmolekularen Bereich bei ca. 170 kDa sondern auch im Molekulargewichtsbereich
von ca. 35 kDa bhis grofRer 120 kDa Proteine detektiert. Es konnte sich bel diesen
Proteinen sowohl um Spleif3varianten von hHt31 und/oder hBrx oder proteolytische

Abbauprodukte dieser Proteine handeln.

3.8.3 Detektion von immunreaktiven Proteinen mit dem Antikorper 1965 in ver-
schiedenen Nierenzellinien (COS.M6, HEK 293 und IMCD-Zellen)

DarHt31 aus einer Nieren-cDNA-Bibliothek isoliert wurde, sollte die Expression dieses
Proteins in verschiedenen Nierenzellinien untersucht werden. Es wurden partikul&re und
|6sliche Fraktionen von COS.M6 (Affennierenzellen) und HEK293 (humane embryo-
nale Nierenzellen) sowie Homogenat (partikuldre und I6sliche Fraktion) von IMCD-
Zellen (Primérkultur von Sammelrohrzellen aus der inneren Medulla der Rattenniere;
Maric et a. 1998) hergestellt (s. 2.2.11.1) und in einem Immunoblot mit dem Anti-
korper 1965 untersucht (Abb. 3.22). Als zweiter Antikorper wurde ein Peroxidase
(POD)-konjugierter anti-Kaninchen-Antikorper verwendet (Abb. 3.23, vgl. 3.8.2). Zur
Beurteillung der Spezifitét der detektierten Banden wurde der Antikdrper 1965 mit dem
Peptid 1965, gegen das immunisiert wurde (Aminosdurereste 369-383 von rHt31),
préinkubiert (Abb. 3.23, 1965 + Peptid).
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Abb. 3.23: Detektion von immunreaktiven Proteinen mit einem Molekulargewicht von
ca. 35-120 kDa in subzdlularen Fraktionen von COS.M 6, HEK 293 und IMCD-Z€llen mit
dem Antikorper 1965. Proteine (45 pg pro Spur) der partikuléaren (P) und léslichen (L)
Fraktion von COS.M6- und HEK293-Zellen sowie des IMCD-Zellhomogenates (H, partikulére
und 18sliche Fraktion) wurden in einer 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitro-
zellulosemembran transferiert. Diese wurde anschlieffend mit dem Antikorper 1965 (1:500)
inkubiert. Zur Kontrolle wurde in einem zweiten Immunoblot der Antikdrper 1965 (1:500) mit
dem Peptid 1965 1 h in Blotto préinkubiert und anschlief?end im Versuch eingesetzt (1965 +
Peptid). Die Konzentration des Peptids betrug 0,02 pg/pl (dies entspricht einem 1000fachen
molaren UberschuR gegeniiber dem Antikorper). Die Signale wurden durch ECL mit einem
POD-konjugierten anti-Kaninchen-Antikdrper (1:1500) detektiert. Als Molekulargewichts-
standard wurde die 10 kDa Proteinleiter aufgetragen.

In alen drei untersuchten Zellinien wurden immunreaktive Proteine unterschiedlicher
Grole detektiert (Abb. 3.23, 1965). In beiden Zellfraktionen (P und L) der COS.M6-
Zellen wurde eine ca. 60kDa grofRe Bande detektiert. Weiterhin wurden in der
partikuléren Fraktion (P) dieser Zellinie bel ca. 80 kDa und 90 kDa zwel immunreaktive
Proteine detektiert. In der l6slichen Fraktion (L) der COS.M6-Zellen sind neben der
60 kDa-Bande zwei Banden bei ca 35kDa und 110 kDa vorhanden. In beiden
Fraktionen der HEK293-Zellen wurde ein ca. 50 kDa grofRes Protein detektiert,
weiterhin ist in der |6slichen Fraktion (L) eine ca. 80 kDa-Bande vorhanden. Die im
IMCD-Zellhomogenat detektierten Banden befinden sich bel ca. 35 kDa, 60 kDa und
bei 80-90 kDa. Die Kontrolle mit dem préinkubierten Antikorper 1965 (nach Inkubation
mit dem Peptid 1965) bestétigt die Spezifitét der beschriebenen Banden (Abb. 3.23,
1965 + Peptid). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dal? der Antikorper 1965 in

115



Ergebnisse

COS.M6, HEK293 und IMCD-Zellen spezifisch verschiedene Proteine von ca. 35-
120 kDa detektiert. Auch bei diesen Proteinen kénnte es sich um Spleif3varianten von
hHt31 und/oder hBrx handeln.

3.8.4 Detektion von immunreaktiven Proteinen mit unterschiedlichem Molekular -

gewicht in subzellularen Fraktionen ver schiedener Rattengewebe

Zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression von rHt31 wurden subzelluldre
Fraktionen von verschiedenen Geweben der Ratte hergestellt (s. 2.2.12) und in einem
Immunoblot mit dem Antikdrper 1965 untersucht. Es werden hier nur die Ergebnisse
von Herz, Hoden und Leber dargestellt (Abb. 3.24). In den anderen untersuchten
Geweben (Niere, Lunge, Milz und Gehirn) konnten immunreaktive Proteine mit dem
Antikorper 1965 nicht eindeutig identifiziert werden.

Proteine der nukledren Fraktion (N) und des Zellhomogenats (H, partikuldre und
|6sliche Fraktion) von Hoden, Herz und Leber wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion immunreaktiver
Proteine mit dem Antikorper 1965 wie beschrieben (Abb. 3.24, 1965). Zur Beurteilung
der Spezifitdt der detektierten Banden wurde der Antikorper mit dem Peptid 1965
prankubiert (Abb. 3.24, 1965 + Peptid).

In der nukledren Fraktion (N) des Hodens und schwécher auch im Hodenhomogenat (H)
wurde ein ca. 45 kDa grof3es Protein erkannt (Abb. 3.24, 1965). In beiden Herz- und
L eberfraktionen wurde ein ca. 35 kDa grof3es Protein detektiert. In den Leberfraktionen
ist das Signal besonders intensiv und konnte nur teilweise inhibiert werden. AulRerdem
sind im Homogenat (H) der Leber zwei Banden im Grof3enbereich von ca. 65 kDa und
70 kDa vorhanden. Die Kontrolle mit dem mit Peptid 1965 préinkubierten Antikorper
bestétigt die Spezifitét der beschriebenen Banden (Abb. 3.24, 1965 + Peptid).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dal3 der Antikorper 1965 in verschiedenen
Geweben der Ratte immunreaktive Proteine unterschiedlicher Grofde detektiert, bel
denen es sich um Splei3varianten von rHt31 handeln konnte.
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Abb. 3.24: Detektion von immunreaktiven Proteinen in subzelluldren Fraktionen von
Hoden, Herz und Leber der Ratte mit dem Antikor per 1965. Proteine (45 pg pro Spur) der
nukledren Fraktion (N) und des Zellhomogenats (H) von Hoden, Herz und Leber wurden in
einer 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit
dem Antikorper 1965 (1:500) oder mit dem mit Peptid 1965 préinkubierten Antikorper (1965 +
Peptid, vgl. Abb. 3.21) inkubiert. Die Signale wurden durch ECL mit einem POD-konjugierten
anti-Kaninchen-Antikorper (1:1500) detektiert. Als Molekulargewichtsstandard wurde die
10 kDa Proteinleiter aufgetragen.
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3.9 Immunoblot und RI1-overlay mit subzellularen Fraktionen von ZR-75-1-Z€llen

Es sollte untersucht werden, ob die von dem Antikorper 1965 detektierten Proteine die
regulatorischen Untereinheiten der PKA binden und es sich somit um AKAPs handelt.
Dabei interessierten besonders die immunreaktiven Proteine mit einer Grofle von
ca. 170-180 kDa (vgl. Abb. 3.21), die in subzelluldren Fraktionen der ZR-75-1- und
MCF-7-Zellen detektiert wurden und bel denen es sich um hBrx handeln kénnte.
Proteine der |6dlichen und partikuldren Fraktion der ZR-75-1-Zellen wurden in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Anschlief3end
wurden die einzelnen Spuren der Membran mit dem Skalpell l1&ngs durchgeschnitten.
Eine Haélfte wurde in einem Immunoblot mit dem Antikdrper 1965 inkubiert
(Abb. 3.25A). Als Kontrolle wurde der Antikoérper 1965 mit dem Peptid Ht31
prainkubiert (Abb. 3.25 B). Die andere Hafte der Spuren wurde in eéinem RIl-overlay
mit den **P-markierten RIl-Untereinheiten hybridisiert, die entweder mit dem Kontroll-
peptid Ht31-P (Abb. 3.25 A) oder dem inhibitorischen Peptid Ht31 (Abb. 3.25 B)
préinkubiert wurden. In Abb. 3.25 sind die zusammengehorigen Spuren nebeneinander
dargestellt.

In der [6dlichen und partikularen Fraktion wurden mit dem Antikérper 1965 Proteine
mit einer Groéf3e von ca. 170-180 kDa detektiert. In der |6slichen Fraktion (L) ist eine
schwache Bande bel ca. 175 kDa und in der partikuléaren Fraktion (P) eine intensive
Bande bei ca. 170 kDa vorhanden (Abb. 3.25 A, Spuren 1 und 3). Weiterhin wurde in
beiden Fraktionen ein Protein deutlich groRRer als 205 kDa detektiert. Zwischen diesem
Protein und der 205 kDa-Markerbande ist in der |6slichen und nur sehr schwach in der
partikuléren Fraktion eine weitere Bande vorhanden (A, Spuren 1 und 3). Diese
Befunde entsprechen den unter 3.8.2.1 beschriebenen (vgl. Abb. 3.21). Im RIl-overlay
wurde in der partikuléren Fraktion ein deutliches Signal bei ca. 170 kDa und ein
schwaches Signal im hochmolekularen Bereich (deutlich groRer als 205 kDa) detektiert
(A, Spur 4). Weiterhin wurde in der l6slichen Fraktion von dem Antikdrper 1965 ein
ca. 116 kDa grofies immunreaktives Protein detektiert. In dieser Grofenordnung ist
auch ein Signal im RIl-overlay vorhanden (A, Spuren 1 und 2). In der partikuléren
Fraktion ist eine Bande bei ca. 120 kDa vorhanden, im RIl-overlay wurde keine Bande
dieser Grof3e detektiert (A, Spur 4). Nach Prainkubation des Antikorpers 1965 mit dem
Peptid 1965 bzw. der RII-Untereinheiten mit dem inhibitorischen Peptid Ht31 wurden
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Abb. 3.25: Immunoblot und RII-overlay mit Fraktionen von ZR-75-1-Z¢€llen. Proteine der
[6dlichen (L) und partikuldren (P) Fraktion (80 ug pro Spur) wurden in einer 8 %igen SDS
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. A: Die Spuren der
Membran wurden mit einem Skalpell 18ngs voneinander getrennt, die linke Hafte wurde in
einem Immunoblot mit dem Antikdrper 1965 inkubiert, die rechte Hélfte wurde im RIl-overlay
mit den **P-markierten RIl-Untereinheiten hybridisiert. Im Immunoblot wurde der Antikorper
1965 (1:500, Spuren 1 und 3) eingesetzt. Im RIl-overlay wurden die radioaktiv markierten
regul atorischen Untereinheiten zuvor mit dem Kontrollpeptid Ht31-P (10 uM, Spuren 2 und 4)
préainkubiert (vgl. 3.3.3 und 2.2.15) B: Die Durchfiihrung erfolgte wiein A, der AntikOrper 1965
wurde mit dem Peptid 1965 (0,02 pg/ul) préinkubiert (1:500, 1965 + Peptid), die RIl-Unter-
einheiten wurden mit dem inhibitorischen Peptid Ht31 (10 pM) prdinkubiert. Die Signale
wurden durch ECL mit einem POD-konjugierten anti-Kaninchen-Antikérper am Lumi-lmager
F1 bzw. durch Exposition der Membran auf eine Phosphoimagerplatte (3 Tage) detektiert.
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die beschriebenen Banden nicht mehr detektiert (Abb. 3.25 B). Daraus kann geschlul3-
folgert werden, dal3 die Banden spezifisch detektiert wurden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnissen folgendes: In der partikuléren Fraktion der
ZR-75-1-Z¢ellen wurde bel ca. 170 kDa ein immunreaktives Protein detektiert und in
dieser Grofdenordnung ist auch im RIll-overlay ein Signal vorhanden. Ebenso wurde in
der 16dlichen Fraktion der ZR-75-1-Zellen bei ca. 116 kDa sowohl im Immunoblot a's
auch im RIl-overlay ein Signal detektiert. Bel diesen immunreaktiven Proteinen kénnte
es sich daher um AKAPs handeln. In beiden Zellfraktionen wurde im hochmolekularen
Bereich vom Antikorper 1965 ein immunreaktives Protein detektiert. Ein Signal dieser

GrolReist im RIl-overlay nicht eindeutig nachzuweisen.

3.10 Analyseder genomischen Struktur von rHt31/hHt31, hBrx und Proto-Lbc

3.10.1 Konstruktion einer hypothetischen cDNA von hHt31

Wie bereits unter 3.1 erwahnt, ist sowohl die rHt31 as auch die in der Datenbank
publizierte Sequenz von hHt31 unvollsténdig. Mit einer Marathon-cDNA aus humanem
Brustdrisengewebe (Clontech, Heidelberg) als Matrize wurden durch 5-RACE
(s. 2.2.1.8) weitere Sequenzen am 5-Ende von hHt31 bestimmt und so die bisher
bekannte Sequenz von 3045 bp zunéachst um ca. 1200 bp verlangert (Kluf3mann et al.
2001a). Mittels dieses RACE-Produktes und verschiedener Uberlappender cDNA-
Sequenzen aus der EGAD-Datenbank (expressed gene anatomy database) des Institute
for Genomic Research (TIGR) konnte anschliefRend eine hypothetische cDNA von
ca. 9,3 kb konstruiert werden (Abb. 3.26). Das 5 -Ende der Sequenz entspricht hHt31,
das 3"-Ende hBrx. In dieser hypothetischen cDNA ist auch die cDNA-Sequenz des Ibc
(lymphoid blast crisis)-Proto-Onkogens enthalten (Sterpetti et al. 1999). Die Sequenz
von Proto-Lbc entspricht der C-terminalen Sequenz von hBrx (Aminosauren 534-1429),

die erste kodierte Aminosaure von Proto-Lbc ist Methionin®** von hBrx.
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Abb. 3.26: Schematische Darstellung der hypothetischen cDNA von hHt31. Die Uber-
lappenden Sequenzen von hHt31 (Carr et al. 1992a), hBrx (Rubino et al. 1998) und Proto-Lbc
(Sterpetti et al. 1999) sowie drei weiterer Sequenzen aus der EGAD-Datenbank (expressed gene
anatomy database) des Institute for Genomic Research (TIGR) und vier RACE-Produkten
ergaben eine hypothetische cDNA von ca. 9,3 kb. Bel den beiden THC-Sequenzen THC510371
und THC519492 (auch TC, Tentative Consensus sequences) handelt es sich um virtuelle Trans-
kripte, die durch die Aneinanderreihung verschiedener tberlappender EST-Klone (Expressed
Sequence Tags) gebildet wurden, zr60f08.r1 ist ein EST-Klon.

In den Datenbanken des National Center for Biotechnology Information konnten vier
verschiedene genomische Klone auf Chromosom 15 identifiziert werden, die fir
insgesamt 36 potentielle Exons des hHt31/hBrx/Proto-Lbc-Gens kodieren (Abb. 3.27) .EI
Das Startkodon von hBrx wird von einem zusétzlichen Exon (Exon 8a) kodiert, dessen
chromosomale L okalisation bisher nicht bekannt ist (Klon RP11-10K 16).

! Inzwischen konnten alle Exons der hypothetischen cDNA von hHt31 dem genomischen Klon
ref/NT_101343.4/Hs15 10500 (Chromosom 15) zugeordnet werden.
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Abb. 3.27: Schematische Darstellung der Organisation des humanen hHt31/hBrx/Proto-
Lbc-Gens auf Chromosom 15. Insgesamt 36 Exons kodieren fir eine ca. 9,3 kb lange hypo-
thetische cDNA von hHt31, in der auch die cDNAs der potentiellen Spleil3varianten hBrx und
Proto-Lbc enthalten sind. Die Sequenzen der insgesamt 36 Exons sind in 4 verschiedenen
genomischen (BAC) Klonen enthalten sowie in dem erst nach Abschluf der experimentellen
Arbeiten ermittelten Klon ref/NT_010343.4. Die genomischen Klone sind durch horizontale
schwarze Linien dargestellt, fehlende genomische Sequenzen sind durch ein v symbolisiert. Die
Exons sind als senkrechte Linien dargestellt, die unterschiedliche Lange der einzelnen Exons
und Introns wurde nicht berticksichtigt (vgl. Tab. 1 im Anhang). Die ersten drei Aminosauren
von hBrx werden durch ein zusétzliches Exon kodiert, dieses ist in der Grafik durch einen
langeren grauen Strich dargestellt. AC023140.4 (Klon RP11-535P8, 194575 bp); AC022221.5
(Klon RP11-100A1, 192338 bp); AC011223.6 (Klon RP11-10K16, 154040 bp), enthdt Exon
8a, welches den N-Terminus von hBrx kodiert; AC007897.3 (Klon RP11-100A1, 162395 bp);
AC68402.1 (Klon RP11-509N23, 66747 bp); Ref/NT_010343.4/Hs15_10500, 523439 bp. Die
hypothetische cDNA wurde aus Uberlappenden cDNA-Klonen zusammengesetzt (s. Abb. 3.26).

In der Tab. 1 im Anhang sind die Sequenzen der 5°- und 3"-Intron/Exonibergénge
aufgefiihrt. Die Exons 6-15 kodieren fir die bisher bekannte hHt31-Sequenz, die Exons
8a-36 fur hBrx und die Exons 20-36 fur Proto-Lbc. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dal3 diese drei Proteine Spleif3varianten eines Gens auf Chromosom 15 sind.
Dabel unterscheiden sich hBrx und hHt31 nur in den ersten drei Aminosauren von hBrx
(Aminosauren 632-634 von hHt31), die Sequenz von Proto-Lbc (Aminosduren 1-895)
ist mit der von hBrx (Aminosauren 534-1429) identisch.
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3.10.2 Experimentelle Bestatigung der hypothetischen cDNA von hHt31 mittels 5'-
und 3-RACE

Mittels 5-RACE und einer Marathon-cDNA aus humanem Brustdriisengewebe as
Matrize konnte die Sequenz von hHt31 am 5"-Ende um insgesamt 2149 bp verlangert
werden. In der Abb.3.26 findet sich eine schematische Darstellung der RACE-
Produkte. In der PCR wurde dabei der nach dem 5°-Ende der hypothetischen cDNA
gelegte forward (5")-Primer A1 (THC510371 (reverse Sequenz) 189-214 bp) und der
hHt31-spezifische reverse (3°)-Primer GSP1 hHt31 (hHt31 126-102 bp) eingesetzt. Die
Sequenzen der Primer sind unter 2.1.9.3.5.1 aufgefiihrt. Das RACE-Produkt wurde in
den Vektor pGEM®-T Easy kloniert und das Plasmid anschlieBend in kompetente
DH10pB E. coli-Bakterien transformiert. Nach der Plasmidisolierung von ausgewahiten
Klonen wurden die inserts mit den vektorspezifischen Primern T7 und SP6 sequenziert.
Die Seguenzierung ergab, dal sich die cDNA von hHt31 5'-terminal um 2148
Basenpaare fortsetzt und 5-terminal im Exon 2 der hypothetischen cDNA endet
(vgl. Abb. 3.26 und 3.27). Der Trandationsstart von hHt31 konnte im Rahmen dieser
Arbeit noch nicht ermittelt werden.

Die Hypothese, dal’ hBrx eine kirzere Spleil3variante von hHt31 ist, wurde in zwei
Schritten mittels 3'-RACE und der bereits erwdhnten Marathon-cDNA weiter unter-
sucht. Der forward (5")-Primer (3'THCbfol) wurde nach der Sequenz von hHt31 vor
dem Start-Methionin von hBrx gelegt (hHt31 1679-1704 bp), der reverse (3')-Primer
(3’ THCbrevl) nach der hBrx-Sequenz (hBrx 1477-1501 bp) nach dem Ende der bisher
bekannten hHt31-Sequenz. Die Sequenzen der Primer sind unter 2.1.9.3.5.2 aufgefihrt.
Das RACE-Produkt (ca. 1700 bp) wurde anschlieRend in den Vektor pGEM®-T Easy
kloniert und das Plasmid in kompetente DH10B E. coli-Bakterien transformiert. Nach
der Plasmidisolierung von ausgewdhlten Klonen wurden die inserts mit den vektor-
spezifischen Primern T7 und SP6 sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, dal3 sich die
Sequenz des 3 -RACE-Produktes 3"-terminal des bisher bekannten Endes von hHt31
um ca. 330 bp als hBrx-Sequenz fortsetzt (s. auch Abb. 3.26).

In einem zweiten 3"-RACE-Experiment wurden mittels des gleichen forward-Primers
und eines reverse-Primers, der mit dem Stopkodon von hBrx am 3"-Ende endet (hBrx
4313-4288 bp) insgesamt ca. 4,5 kb amplifiziert (vgl. Abb. 3.26). Das RACE-Produkt
wurde in den Vektor TOPO®XL kloniert und das Plasmid in kompetente DH10B
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E. coli-Bakterien transformiert. Die Sequenzierung von funf ausgewdahlten Klonen
erfolgte anschlief?end mit den vektorspezifischen Primern M13 forward und M13
reverse. Durch die Sequenzierung konnte gezeigt werden, dal3 sich die Sequenz von
hHt31 3"-terminal um 3138 bp as hBrx-Sequenz bis zum Trandationsende von hBrx
fortsetzt. Bei einem der untersuchten Klone fand sich aul3erdem eine Insertion von
60 bp zwischen Exon 11 und 13 der hypothetischen cDNA von hHt31, was auf die
Existenz von weiteren Spleif3varianten von hHt31 hindeutet.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die bisher bekannte Sequenz von hHt31 um insgesamt 5287 bp verlangert werden
konnte, der Trandationsstart aber noch nicht erreicht wurde. Die Sequenz dieser

8332 bp langen, noch immer unvollstandigen hHt31-cDNA, ist im Anhang aufgefihrt.

3.11 Immunoblot mit dem anti-hHt31-Antikdr per 3060

Ein zweites polyklonales Antiserum wurde durch Immunisierung von Kaninchen mit
einem synthetischen Peptid, welches einer Sequenz des neuen, bisher nicht publizierten
N-Terminus von hHt31 entspricht (Peptid 3060), gewonnen. Die Aminosduresequenz
des Peptids beginnt 66 Aminosduren vor dem bisher bekannten N-Terminus von hHt31
(Aminosauren (-66) - (-46) von hHt31). Das Antiserum wurde Uber eine mit dem Peptid
3060 gekoppelte Thiopropyl Sepharose 6B-Saule affinitatsgereinigt (s. 2.2.10).

Von verschiedenen Geweben der Ratte (hier gezeigt Herz, Hoden und Skelettmuskel)
wurden das Homogenat (H) sowie [6sliche (L) und partikuldre (P) Fraktionen hergestellt
(s. 2.2.11.1). Die Proteine aus den Zellfraktionen wurden in einer SDS-PAGE aufge-
trennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion immun-
reaktiver Proteine mit dem Antikdrper 3060 und einem Peroxidase (POD)-konjugierten
anti-Kaninchen-Antikorper (Abb. 3.28, 3060). Zur Beurtellung der Spezifitdt der
detektierten Banden wurde der Antikdrper mit dem Peptid 3060 préinkubiert
(Abb. 3.28, 3060 + Peptid).
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Abb. 3.28: Detektion von immunreaktiven Proteinen in subzelluldren Fraktionen von
Herz, Hoden und Skelettmuskel der Ratte mit dem anti-hHt31-Antikérper 3060. Proteine
(45 pg pro Spur) des Zellhomogenats (H) sowie der 16slichen (L) und partikuldren (P) Fraktion
von Herz, Hoden und Skelettmuskel wurden in einer 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem Antikoérper 3060 (1:250) inkubiert. Zur
Kontrolle wurde in einem zweiten Immunaoblot der Antikorper 3060 (1:250) mit dem Peptid
3060 1 h in Blotto préinkubiert und anschlief3end im Versuch eingesetzt (3060 + Peptid). Die
Konzentration des Peptids betrug 0,1 pg/pl (dies entspricht eéinem 1000fachen molaren
Uberschul3 gegeniiber dem Antikorper, vgl. Abb. 3.21). Die Signale wurden durch ECL mit
einem POD-konjugierten anti-Kaninchen-Antikorper (1:1500) detektiert. Als Molekular-
gewichtsstandard wurde die prestained Proteinleiter, broad range (NEB) aufgetragen.

Im Homogenat (H) des Herzens wurde ein immunreaktives Protein im hochmolekularen
Bereich (grof3er 205 kDa) detektiert, welches sowohl in der 16slichen (L) als auch in der
partikuléren (P) Fraktion nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.28, 3060). Weiterhin ist
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im Homogenat und in der 16slichen Fraktion des Herzens eine immunreaktive Bande bei
ca 97 kDa vorhanden. In allen Zellfraktionen des Hodens wurden bei ca. 116 kDa
mehrere immunreaktive Proteine detektiert. Im Homogenat und sowohl in der [6slichen
als auch in der partikuléren Fraktion des Skelettmuskels wurde ein ca. 110 kDa grof3es
Protein detektiert. Die Kontrolle zeigt, dal? die hier beschriebenen Banden spezifisch
sind (Abb. 3.28, 3060 + Peptid).

Bel den beschriebenen Proteinen, die von dem anti-hHt31-Antikdrper 3060 spezifisch in
verschiedenen Geweben der Ratte detektiert wurden, handelt es sich wahrscheinlich um

SpleiRvarianten von rHt31.
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