ZUSAMMENFASSUNG

Proteinpaare bzw. grofiere funktionelle Proteinkomplexe sind an den meisten
wenn nicht sogar an allen biologischen Vorgidngen beteiligt. Aus diesem
Grund ist die Erforschung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI) essentiell
fiir die Aufklarung von biologischen Prozessen und zelluldren Netzwerken.
Eine sehr leistungsstarke und hdufig verwendete Methode fiir die Analyse
von PPI ist hierbei das Zwei-Hybrid-System (two-hybrid system). Bisher
werden Hochdurchsatzanalsysen (high-throughput analysis) mit diesem
Verfahren aber fast ausschliefllich in Hefe durchgefiihrt, sogar fiir die
Erforschung von Sdugerproteinen. Potentielle Interaktionen werden dann
anschliefend Gen fiir Gen mit Sduger-Zwei-Hybrid-Untersuchungen
tiberpriift.

Die hier beschriebene Arbeit hatte die Etabliereung einer neuen, kosten-
effektiven Methode fiir die Hochdurchsatzanalyse von PPI direkt in Sauger-
zellen zum Ziel. Hierfiir wurde das Sauger-Zwei-Hybrid-System mit transfi-
zierten Zell-Microanordnungen (cell microarrays) zu einem neuen Verfahren,
genannt CAPPIA (cell array based protein-protein-interaction assay), kombi-
niert. Entsprechend der Methode von PCR- oder Oligonucleotid-
Microanordnungen wurden hierbei Proben in definiertem Muster auf Objekt-
tragern aufgetragen und dabei auf der Oberflache fixiert. Die Proben ent-
hielten vergleichbar anderen Sdauger-Zwei-Hybrid-Systemen sogenannte Ko-
der- (bait) und Opfer- (prey) Expressionsplasmide zusammen mit einem Re-
porterplasmid, das im vorliegenden Fall fiir ein autofluoreszierendes Protein
codierte. Nach dem Auftragen der vektor-konstruierten Proben auf den Ob-
jekttragern wurden diese mit menschlichen, adherenten Zellen bedeckt. Diese
setzten sich einschichtig auf der gesamten Oberfldche fest, aber nur die Zellen,
die direkt auf den aufgetragenen DNA-Punkten (DNA spots) wuchsen, wur-
den durch die Proben transfiziert. Im Falle einer Interaktion der chiméaren Ko-
der- und Opfer-Proteine hatte das die Expression des Reporterproteins zur
Folge. Diese aus einer PPI resultierenden Signale wurden anschlieffend mit
Hilfe von Fluoreszenznachweisen analysiert, ohne das es einer weiteren Bear-
beitung der Objekttrager wie Immunofluoreszenzfarbung oder Nachweisen

auf enzymatischer Basis bedurfte.
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Zunachst wurden die Produktion der Zellanordnungs-Objekttrager und die
entsprechenden Transfektionsbedingungen optimiert. Anschliefiend konnte
nachgewiesen werden, dass CAPPIA Protein-Protein-Interaktionen in unter-
schiedlichen Saugerzellen spezifisch und quantitativ ermitteln kann. Dartiber
hinaus bestédtigte das Durchsuchen einer kleinen Bibliothek von Opfer-
Plasmiden, die in Beziehung zum menschlichen Androgenrezeptor standen,
dass CAPPIA gut geeignet ist fiir den Nachweis von hormonabhéngigen Pro-
tein-Protein-Interaktionen. Das wurde noch bekriftigt durch die Darstellung
der Dosisabhédngigkeit dieser Interaktionen - sowohl auf androgene als auch
auf antiandrogene Reagenzien. Schliefllich wurde demonstriert, dass die
Kombinationsmoglichkeiten und damit die Effektivitit des Durchsuchens
gesteigert durch werden kann durch die Verwendung von Objekttragern, auf
denen kein Kdder-Plasmid aufgetragen ist. Jeder DNA-Fleck besteht hier nur
jeweils aus einem Plasmid aus einer Opfer-Bibliothek zusammen mit dem Re-
porterplasmid. Diese Objekttrager wurden dann mit Zellen analysiert, die

stabil oder transient mit einem Koder-Plasmid transfiziert waren.

Die hohe Kapazitidt von Proben auf den Zellananordnungen und der geringe
Verbrauch an Reagenzien machen CAPPIA zurzeit zum Okonomischsten
Hochdurchsatzverfahren fiir den Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen
in Sdugerzellen. Damit kann sich CAPPIA zu einem wichtigen Werkzeug im
Bereich der menschlichen Interakteom- und funktionellen Genomforschung
entwickeln.



