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3-AT

AA/BA
Abb.
AD

AEBSF
al.

AK(s)
AMV-RT

ANP
AP
APK
APS
AQP
BD

BSA

bzw.

3-Amino-1,2,4-triazol
Aminoacylreste
Acrylamid / Bisacrylamid
Abbildung

DNA-Aktivierungsdoméne (engl.: activation

domain)
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid
andere (lat.: alii)

Adenylatkinase(n)

Reverse Transkriptase des Vogel-
Myeloblastose-Virus (engl.: avian myeloblas-

tosis virus)

Atriales Natriuretisches Peptid

Alkalische Phosphatase

astrogliareiche Primérkultur(en)
Ammoniumperoxodisulfat

Aquaporin

DNA-Bindungsdoméne (engl.: binding do-

main)
Basenpaare

Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum al-

bumin)

beziehungsweise
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Carb
CBP

cfu

cDNA(s)

CDS
CIAP

CP

CSF
Cy3

DAPI
DDO
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DMF
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dNTP
DTT

ECL

circa
Carbenicillin
Calmodulinbindungsprotein

koloniebildende Einheiten (engl.: colony for-

ming units)

durch reverse Transkription aus mRNA

entstandene DNA  (engl.: complementary
DNA(s))

kodierender Strang (engl.: coding strand)

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm
(engl.: calf intestine alkaline phophatase)

Schnittpunkt der Kurven mit dem Schwellen-

wert (engl.: crossing point)
Cerebrospinalfliissigkeit

Carbocyanin 3

Tag(e) (lat.: dies)
4‘,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid

Selektionsmedium, in dem zwei Aminosiuren

fehlen (engl.: double dropout)
Digoxigenin

Dulbecco‘s modified Eagle‘'s Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Effizienz der PCR-Reaktion
Extinktion

verstiarkte Chemilumineszenz (engl.: enhan-

ced chemoluminescence)
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EDTA Ethylendiamintetraessigsdure (engl.: ethyle-

nediamine tetraacetic acid)

EGFP verstérkt griin fluoreszierendes Protein(engl.:

enhanced green fluorescent protein)

ELISA Enzymtest (engl.: enzyme-linked immunosor-

bent assay)

EPK(s) ependymreiche Priméarkultur(en)

EST engl.: expressed sequence tag

EtOH Ethanol

FCS fotales Kéalberserum (engl.: fetal calf serum)
g Erdbeschleunigung (9.81 m/s?)

GFAP gliales fibrilldres saures Protein (engl.: glial

fibrillary acidic protein)

GFP griin fluoreszierendes Protein (engl.: green

fluorescent protein)

GP BB Gehirnisoform der Glycogenphosphorylase

H;044 doppelt deionisiertes Wasser

H2044,q doppelt deionisiertes Wasser, autoklaviert

HBS HEPES-gepufferte  physiologische  Koch-
salzlosung (engl.: HEPES buffered saline)

HBSS Hank‘s balanced salt solution

HEK-Zellen Nierenzellen aus menschlichen FEmbryos

(engl.: human embryonic kidney cells, HEK

cells)
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
IFT Intraflagellérer Transport
IgG Immunglobulin G
Kan Kanamycin
LB Lysogeniemedium (engl.: Lysogeny broth)

LiAc Lithiumacetatlosung
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mcKLH

MEM

MeOH
NC
NCBI

NP
ORF

P/S
pAKT

PBS

PCD
PEG
PFA
PIS
p-NPP
POD
QDO

RT

SCO

Hémocyanin aus geziichteten Schliisselloch-
schnecken (Megathura crenulata) (engl.: ma-

riculture keyhole limpet hemocyanin)

Minimalmedium (engl.: minimal essential

medium)
Methanol
Nitrocellulose
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Natriuretisches Peptid

offener Leserahmen (engl.: open reading fra-

me)
Penicillin / Streptomycin

mutmafliche Adenylatkinase 7 (engl.: puta-

tive adenylate kinase 7)

phosphatgepufferte physiologische Koch-
salzlosung (engl: phosphate buffered saline)

Primére Cilidre Dyskinesie
Polyethylenglycol
Paraformaldehyd
Praimmunserum
p-Nitrophenylphosphat
Peroxidase

Selektionsmedium, in dem vier Aminosauren

fehlen (engl.: quadruple dropout)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Reverse Transkription

Subcomissuralorgan
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SD-Medium

SD/-Trp
SDS

SDS-PAGE

sog.
Spagb

SSH

Ssp
Sulfo-SMCC

SVZ
TAE

TAP

TCA

TDO

TE-Puffer
TEV
TEMED
Tris

definiertes Selektionsmedium fiir Hefen

(engl.: selective dropout)
Selektionsmedium ohne Tryptophan

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl
sulfate)

denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gel-

elektrophorese

sogenannt/-e/-es

Spermienassoziiertes Antigen 6
Subtraktive Suppressionshybridisierung
Spatelspitze

Sulfosuccinimidyl-4-[N-maleimido-

methyl|cyclohexan-1-carboxylat
subventriculare Zone

Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat-
Puffer

“Tandem“-Affinitdtsreinigung (engl.: tan-

dem affinity purification)

Trichloressigsdure (engl.: trichloro acetic

acid)

Selektionsmedium, in dem drei Aminosduren

fehlen (engl.: triple dropout)
Tris-EDTA-Puffer

Tabakétzvirus (engl.: tobacco etch virus)
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Einheit der Enzymaktivitiat (engl.: unit)
Umdrehungen pro Minute

nicht translatierter Bereich (engl.: untransla-

ted region)
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YPDA

ZNS

Gewicht pro Volumen (engl.: weight per vo-

lume)

mit Adenin erginztes Medium, das He-
feextrakt, Pepton und Dextrose enthalt
(engl.: Yeast Extract, Peptone, Dextrose,
Adenine)

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Liquorsystem des Gehirns

Das Gehirn von Sdugetieren lat sich in Stamm-, Mittel-, Klein-, Zwischen- und Gro3hirn
unterteilen und ist von allen Seiten von Cerebrospinalfliissigkeit (CSF), auch Liquor ce-
rebrospinalis, umgeben. Die mit CSF ausgefiillten Rdume lassen sich in den inneren und
aufleren Liquorraum einteilen. Der &uflere Liquorraum wird nach aufien von der Arachnoi-
dea und nach innen von der Pia mater begrenzt. Der innere Liquorraum besteht aus dem
ventrikuldren System, das iiberall vom Parenchym des Zentralnervensystems umgeben ist

und in vier Bereiche gegliedert werden kann.

Im Bereich des Rautenhirns (Pons und Medulla oblongata) liegt der vierte Ventrikel,
von dem ausgehend einerseits der duflere Liquorraum iiber die Foramina Luschka und
Magendie, andererseits der im Zwischenhirn lokalisierte dritte Ventrikel iiber den Aqua-
eductus cerebri (auch Aquaeductus Sylvii) erreicht wird. An den beiden Seitenwénden
des dritten Ventrikels findet sich je ein Durchgang, das sogenannte Foramen interventri-
kulare zum ersten bzw. zum zweiten Ventrikel. Diese Ventrikel, die auch Seitenventrikel
oder laterale Ventrikel genannt werden, liegen halbkreisférmig in den beiden Endhirnhe-

misphéren; ihr Volumen macht den groBiten Teil des ventrikuldren Systems aus.

Von den lateralen Ventrikeln aus fliet die CSF iiber den dritten zum vierten Ventrikel.
In der Region des vierten Ventrikels gelangt sie iiber die mediane (Foramen Magendie)
und seitliche (Foramen Luschka) Apertur in den #ufleren Liquorraum, von wo aus sie
schlieflich z.T. {iber die Arachnoidalzotten, z.T. auch iiber die Abginge der Spinalner-

ven, in die venosen Blutgefiie des Subarachnoidalraumes abflieBt (Kahle et al., 1990).
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CSF wird in allen vier Ventrikeln durch Plexus choroidei genannte Organe produ-
ziert (Nicholson, 1999). Die einzelnen Plexus, die choroidales Epithel, Blutgefiafie und
interstitielles Bindegewebe einschlieffen, entstehen durch blattartige Einstiilpungen der
Pia mater in die ventrikuldren Hohlen (Fishman, 1992). Die Kapillaren der Plexus choro-
idei sind fenestriert (Segal, 1993) und im Gegensatz zur Mehrheit der cerebralen Gefifle
von polaren Molekiilen passierbar. Die Plexus choroidei sind an ihrer Auflenseite mit ei-
ner Epithelschicht aus spezialisierten Ependymzellen bedeckt, die in die Ependymschicht
der Ventrikel iibergehen. Die Plexus-Ependymzellen bilden mittels Zonulae occludentes
die Blut-CSF-Schranke der Plexus choroidei (Del Bigio, 1995; Segal, 2000). Die dortigen
Ependymzellen sezernieren die CSF und haben sich an ihre Transportfunktion angepasst,
indem sie Mikrovilli und Cilien an der dem CSF zugewandten Seite tragen. Hingegen sind
auf der CSF-abgewandten Seite in den Zellen und in den Verzahnungen mit dem iibrigen

Plexus choroideus-Gewebe Mitochondrien im Uberfluss vorhanden.

Der CSF werden mehrere Funktionen zugeschrieben. Beispielsweise soll sie Metabo-
liten und Neurotransmitter sammeln und dem Entsorgungsweg zufiithren (Segal, 1993),
aber auch als Nahrstoffquelle (Johansson, 1999) oder mechanischer Puffer dienen. Ein
Vergleich mit dem Blut macht deutlich, dass die CSF nicht lediglich ein Ultrafiltrat des
Plasmas darstellt (Fishman, 1992), sondern ein sezerniertes Produkt ist. In ihr liegen eini-
ge Substanzen in geringeren, andere wiederum in héheren Konzentrationen als im Plasma
vor. Die CSF schafft ein eigenes, gleichbleibendes Umfeld (Homdoostase) fiir die Zellen
des Gehirns, wodurch dieses vor starken, z. B. metabolisch bedingten, Schwankungen der
Konzentrationen von Aminoséuren, lonen oder Peptiden im restlichen Kérper geschiitzt

wird.

1.2 Das Ependym

Bei Saugern, Reptilien und Vogeln werden die Ventrikel des Gehirns und der Zentralkanal
des Riickenmarks von einem durchgehend einschichtigen, iiberwiegend Kinocilien tragen-
den Epithel aus besonderen Gliazellen ausgekleidet (zusammengefasst bei Del Bigio, 1995;
Garcia-Verdugo et al., 2002). Dieses sogenannte Ependym besteht aus mehreren unter-
schiedlichen Zelltypen (Kettenmann und Ransom, 2005). Hier sollen die Tanycyten und
“normalen* Ependymzellen beschrieben werden, die sich sowohl morphologisch als auch

enzymatisch voneinander unterscheiden (Schachenmayr, 1967).
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1.2.1 Tanycyten

Tanycyten sind im ZNS niederer Vertebraten der vorherrschende Makroglia-Zelltyp (Ket-
tenmann und Ransom, 2005). Sie entstehen zu einem unbekannten Zeitpunkt aus Radialg-
liazellen. Das Vorkommen von Tanycyten ist auf Hirnabschnitte beschrankt, in denen eher
diinnes Gewebe vorliegt. Dazu gehoren z. B. die Bereiche der Ventrikel, der Hypophysen-
stamm und die Raphe-Region der Medulla oblongata. Sie gelten als funktionell und dif-
ferentiell spezialisierte Form der Ependymzellen (Bruni, 1998; Cameron und Rakic, 1991;
Reichenbach, 1989). Die von Horstmann (1954) erstmals als Tanycyten benannten Zellen
tragen keine Cilien, haben aber im Gegensatz zum vorherrschenden “normalen® Zelltyp
des Ependyms einen einzelnen, langen und unverzweigten Fortsatz, der an der Basis des
Zellkorpers entspringt. Einige Tanycyten sind moglicherweise darauf spezialisiert, Signal-
molekiile oder das Material fiir den Reissnerschen Faden zu sezernieren (Reichenbach und
Robinson, 1995). Die Differenzierung der Tanycyten im dritten Ventrikel der Ratte be-
ginnt an Tag 19 im Fétus und dauert bis Tag 21 (Bitsch und Schiebler, 1979; Mitro und
Schiebler, 1972) oder Tag 34 (Schachenmayr, 1967) nach der Geburt.

1.2.2 “Normale* Ependymzellen

Die kubischen bis palisadenférmigen Ependymzellen besitzen an ihrer apikalen Seite als
markantestes Merkmal meist Biindel aus 40-70 Kinocilien (Bleier, 1971; Millhouse, 1971).
Die einzelnen Kinocilien sind bis zu 8 pum lang (O‘Callaghan et al., 1999), ragen in die
Ventrikelhohle und schlagen koordiniert mit einer Frequenz von ungefihr 40 Hz (Hirst
et al., 2000). Dadurch kénnen Fremdkorper abtransportiert (Yamadori und Nara, 1979;
Scott et al., 1974) und umgebende CSF verwirbelt werden, was sich auf einen metaboli-
schen Austausch zwischen CSF und Ependym positiv auswirken kann (Roth et al., 1985).
Das Ausbleiben des Kinocilienschlags kann zur Bildung eines Hydrocephalus beitragen
(z. B. Ibanez-Tallon et al., 2004).

Neben Kinocilien finden sich Mikrovilli auf der apikalen Seite der Ependymzellen. Auf
der Oberflache dieser durch Aktin-Mikrofilamente unterstiitzten Membranausstiilpungen
zeigt sich eine Glycocalyx-Struktur. Als deren Baustein fungiert u. a. Sialinsdure; fer-
ner lassen sich Poly-N-lactosamin und D-Galaktose nachweisen. Ependymzellen tragen
verschiedenste Rezeptoren, z.B. fiir Oxytocin, Adenosin oder Serotonin (5-HT). Aufler-
dem lésst sich eine Reihe von Enzymen zum Abbau, zur Aktivierung oder zur Synthese
neuroaktiver Substanzen nachweisen, wie z.B. Aminopeptidase N, Enkephalinase bzw.
~v-Glutamyltransferase und Gewebekallikrein (siehe Del Bigio, 1995). Entgegen friiher-

er Annahmen, Ependymzellen fungierten als neuronale Stammzellen (Johansson et al.,
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1999), weifl man heute, dass sich Ependymzellen aus radialen Gliazellen entwickeln und
sich nach ihrer Differenzierung nicht mehr teilen (Spassky et al., 2005). Daher ist die Epen-
dymschicht des Sdugerhirns z. B. unfiahig zur Regeneration nach Verletzungen (Sarnat,
1995). Ependymzellen bilden sich bei Ratten bereits im Embryonalstadium, hauptséchlich
zwischen Tag 14 und 16 nach der Befruchtung. Sie beginnen wihrend der ersten Woche
nach der Geburt zu reifen und ependymale Cilien auszubilden, beginnend im Bereich des
Aquédukts (Banizs et al., 2005; Hirschner et al., 2007).

1.3 Cilien

1.3.1 Aufbau und Funktion

Cilien sind ubiquitére, zum Teil bewegliche Organellen von Eukaryonten. Es handelt sich
bei ihnen um Ausstiilpungen der apikalen Plasmamembran, die von einem komplexen, als
Axonem bezeichneten Cytoskelettelement unterstiitzt werden. Cilium ist das lateinischen
Wort fiir Lid oder Wimper, wodurch das Aussehen dieser Zellfortsédtze am treffendsten
beschrieben wird. Die Grundstruktur der Cilien blieb im Lauf der Evolution recht un-
verandert. Zu ihrer Entstehung gibt es mehrere Theorien. Es wird jedoch immer angenom-
men, dass Cilien sehr friih in der Evolution aufgetreten sind. Die Endosymbionten-Theorie
versucht, das Vorhandensein von Cilien in Zellen durch den Einschluss von Spirochéten-
Bakterien und Bildung einer symbiotischen Lebensgemeinschaft zu erkléren (Margulis und
Bermudes, 1985). Anders hingegegen lautet die Hypothese von Cavalier-Smith (2002), die
eine Entwicklung der Cilien aus dem Cytoskelett im Rahmen der zelluldren Spezialisie-

rung postuliert.

Bei allen Cilien ist der Grundaufbau gleich. Sie entspringen einem Basalkorper, der
dem Centriol homolog ist. An den Basalkorper schliefit sich das Axonem an (Wehner und
Gehring, 1995). Bei Betrachtung der Ultrastruktur des Querschnitts eines Ciliums 148t
sich morphologisch zwischen “9+2“- und “94-0“-Axonemstrukturen unterscheiden. Beide
Formen weisen 9 &uere Mikrotubulidubletten (je ein A- und B-Tubulus aus 13 bzw. 10-11
Protofilamenten) auf. Die 9+2-Variante besitzt jedoch noch ein zusétzliches inneres Paar
Mikrotubuli (C1- und C2-Tubulus aus je 13 Protofilamenten), das von der Zentralscheide
eingehiillt ist. Die dufleren Mikrotubuli sind untereinander mit Nexinbriicken verbunden,
die jeweils von einem A- an den nachbarlichen B-Tubulus reichen. Zuséatzlich tragen die
A-Tubuli der 9 Aulendubletts sowohl bei den 9+42- als auch den 9+0-Kinocilien je zwei
Reihen Dyneinarme, die in Richtung des B-Tubulus des jeweils benachbarten Dubletts

weisen und als molekulare Motoren fungieren. Insgesamt bestehen die Cilien von Sduge-
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tieren aus mehr als 200 Proteinen (Ibafiez-Tallon et al., 2003).

Cilien werden grundsétzlich in bewegliche Kinocilien und unbewegliche primére Ci-
lien, die auch sensorische Cilien genannt werden, eingeteilt. Hierbei werden traditionell
die 9+42-Cilien der ersten, die 9+0-Cilien der zweiten Gruppe zugeordnet. Tatséchlich
erscheint eine Einteilung in 4 Subgruppen jedoch sinnvoller, wobei dann gruppiert wer-
den sollte in bewegliche 9+2- (z. B. im Ependym oder den Atemwegen) oder 9+0-Cilien
(z. B. nodale Cilien) oder in unbewegliche, sensorische 9+2- (z. B. im Gleichgewichtsor-
gan) bzw. 940-Cilien (z. B. die Monocilien der Niere) (Ibanez-Tallon et al., 2003). Man
geht davon aus, dass die Ciliogenese unabhingig vom Subtyp in vier Phasen erfolgt. In
Phase 1 wird das Centriol gebildet, welches in Phase 2 zur apikalen Oberfléche der Zelle
wandert und sich danach in Phase 3 als sogenannter Basalkorper iiber den basalen Fufl
in der apikalen Membran und im Cytoplasma verankert. Das Axonem wird in Phase 4
gebildet (Brody et al., 2000). Mitosehemmer wie Colchicin und Nocodazol hemmen in
frithen Entwicklungsphasen der Zelle die Zusammenlagerung der Mikrotubuli des Cen-
triols, woraufhin sich die Vorlduferstrukturen in der Zelle anhéufen (Dirksen, 1991). Bei
ausdifferenzierten Zellen kann Metavanadat den Schlag der Cilien blockieren (Nakamura
und Sato, 1993), welcher durch ein Verschieben der axonemalen Mikrotubuli gegeneinan-
der entsteht. Die hierzu erforderliche Energie wird durch die ATPase-Aktivitiat der “heavy

chain“(HC)-Molekiile in den Dyneinarmen geliefert.

1.3.2 Einbindung von Cilien in physiologische Prozesse und Krank-
heitsbilder

Ein bekannter, mit Cilien assoziierter Krankheitskomplex ist das Bardet-Biedl-Syndrom
(BBS), hervorgerufen durch Mutationen in bis dato 12 identifizierten Genen (Badano
et al., 2003; Blacque und Leroux, 2006). Das BBS geht mit einer Fehlfunktion des Ba-
salkorpers und gestortem Cilienaufbau einher (Ansley et al., 2003; Beales, 2005). Die
Symptome der genetisch heterogenen Erkrankung konnen je nach betroffenem BBS-Gen
unterschiedlich ausgepréigt sein. Sie umfassen Degenerationen der Retina, Fettleibigkeit,
kognitive Stérungen, Nierenfehlfunktionen, Polydactylie und Fehlentwicklungen des Uro-
genitaltraktes. Mause mit mutierten BBS-Genen weisen denselben Phénotyp wie Tiere
auf, bei denen die planare Zellpolaritdt (“planar cell polarity“, PCP) gestort ist. Dies
wird erkennbar an offenen Augenlidern, zerstorten Stereocilienbiindeln in der Innenohr-
schnecke und Neuralrohrdefekten (Ross et al., 2005). Es ist bekannt, dass die Brechung der
Korpersymmetrie wahrend der Embryogenese durch die Funktionalitét der 9+0-Kinocilien
auf den Nodalzellen bedingt wird (Afzelius, 1999). Auch fiir die Bildung morphologisch
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korrekter Stereocilienbiindel wiahrend der Entwicklung der Innenohrschnecke sind funk-
tionale Kinocilien erforderlich (Frolenkov et al., 2004). Die zu den humanen BBS-Genen
homologen C. elegans-Gene, bbsl, bbs2, bbs7 und bbs8 werden nur in Zellen exprimiert,
die Cilien besitzen. Das Fehlen von BBS-7- und BBS-8-Protein fiihrt zu ciliiren Defekten
und einem eingeschrankten intraflagellaren Transport (IFT) (Blacque et al., 2004), der
zum Aufbau eukaryontischer Cilien unabdingbar ist (Rosenbaum und Witman, 2002).
BBS4 spielt eine Rolle bei der Organisation von Mikrotubuli (Kim et al., 2004). Da-
her weisen Bbs4-“Knockout“-Mause schwanzlose Spermien auf. Die primére Funktion der
BBS-Proteine scheint bei der Vermittlung oder Regulation des intrazelluldren Transports

von Mikrotubuli oder anderen Axonembestandteilen zu liegen.

Nicht nur die Proteine, die von den oben beschriebenen Genen des BBS-Komplexes
codiert werden, sondern auch viele andere im Basalkorper, Cilium oder Flagellum lokali-
sierte Proteine sind mit genetischen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht worden.
Mit Hilfe von Modellorganismen wie Chlamydomonas reinhardtii und C. elegans, sowie
Mausmodellen und Zellkultursystemen konnten einige in dieser Hinsicht wichtige cilidre
Proteine identifiziert werden. Cilien werden von nahezu allen Zellen im Sadugerorganis-
mus gebildet. Die mit ihrer Fehlfunktion verbundenen Krankheitssymptome sind daher
sehr vielseitig und reichen von cystischen Erkrankungen der Niere iiber Erkrankungen des
Pankreas bis hin zur fehlerhaften Ausbildung der Korpersymmetrieachse z. B. bei situs
inversus (Davenport und Yoder, 2005; Afzelius, 1999 und 2004).

Da Cilien durch den IFT aufgebaut werden (Rosenbaum und Whitman, 2002), fithren
Defekte der daran beteiligten Proteine ebenfalls zu Krankheitsymptomen. Durch den kon-
tinuierlichen Schlag beweglicher Cilien kann die CSF im Ventrikelsystem, Schleim im
Respirationstrakt und die Zygote oder Oocyte im Eileiter transportiert werden. Dement-
sprechend kann eine Fehlfunktion der Kinocilien zu chronischer Sinusitis und Lungener-
krankungen, Hydrocephalus oder Sterilitét fiithren. Zu den Proteinen, deren Fehlen zumin-
dest einen Teil dieser Symptome auslost, gehéren DNA-Polymerase A (Kobayashi, 2002),
Spermien-assoziiertes Antigen 6 (Spag6) (Sapiro et al., 2002), Regulatorischer Faktor X 3
(RFX3) (Baas et al., 2006) oder das vom murinen “dynein heavy chain“(mdnah5)-Gen
codierte Axonemprotein (Ibafiez-Tallon et. al, 2004). M#use ohne DNA-Polymerase A
entwickeln eine chronische Sinusitis und auf die lateralen Ventrikel beschrinkten Hydro-
cephalus. Die ménnlichen Tiere haben unbewegliche Spermien, was zur Sterilitéit fiihrt.
Spag6-“knockout“-Mé&use weisen auch einen ausgeprigten Hydrocephalus auf und sind
aufgrund schlecht beweglicher Spermien ebenfalls steril. Bei Mausen, die kein rfx3 expri-

mieren konnen, findet sich neben Hydrocephalus zusétzlich ein abnormal differenziertes
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Ependym. Bei Mdnah5-defizienten Méausen ist der Fluss der CSF durch das Aquadukt

insuffizient, wodurch die Bildung von Hydrocephalus initiiert wird.

Ein weiteres Krankheitsbild, das durch die Fehl- oder Nicht-Funktion von Cilien be-
dingt ist, stellt das Kartagenersyndrom dar. Diese komplexe Erkrankung wurde 1981 von
M. A. Sleigh in Primére Cilidre Dyskinesie (PCD) umbenannt. Auch als Unbewegliche-
Cilien-Syndrom (“Immotile Cilia Syndrome*, ICS) bekannt, tritt die Krankheit bei Stérung
der Cilienstruktur auf, wie sie beispielweise durch den Mangel eines am Cilienaufbau be-
teiligten Proteins (Ibafiez-Tallon et. al, 2003) verursacht werden kann. Die Cilien der
oberen und unteren Atemwege sind fiir die Reinigung der Atemwege verantwortlich. Sind
die Cilien jedoch unbeweglich, schlagen zu wenig, zu unkoordiniert oder fehlen, mani-
festiert sich dies in sehr unterschiedlichen Symptomen wie z. B. chronischem Schnupfen,
chronischer Bronchitis oder Mittelohrentziindung, die durch eine verringerte Schleimbe-
seitigung zu erkldren sind. Die stdndige Belastung der Bronchien durch Schleim und die
dadurch begiinstigte Sekundérinfektionen fithren héufig zu einer krankhaften Erweiterung
der bronchialen Luftwege, sogenannten Bronchiektasen. Da durch eine PCD auch Cilien
in den Reproduktionsorganen betroffen sind, besteht haufig ménnliche Sterilitat aufgrund
unbeweglicher Spermien und eingeschréinkte Fruchtbarkeit bei Frauen, da die in den Eilei-
tern befindlichen Kinocilien die Oocyten nicht optimal transportieren konnen. Wie auch
bei den oben beschriebenen Ciliendefekten tritt bei der PCD als weiteres Merkmal eben-

falls gehéuft ein Situs inversus auf (Wood, 1997; Ramsdell und Yost, 1998).

1.4 Das Subcommissuralorgan

Das Subcommissuralorgan (SCO) ist eine phylogenetisch alte und konservierte kleine
Driise (Oksche, 1961), die unter der Commissura epithalamica am Eingang des Aquaeduc-
tus Sylvii lokalisiert ist und aus einem Komplex zylindrischer Ependymzellen besteht. Sie
ist aus zwei Schichten aufgebaut, dem Ependym und dem Hypendym (Leonhardt, 1980).
Aus dem SCO werden Glykoproteine in die CSF abgegeben (Nualart et al., 1991), die darin
zum sogenannten Reissnerschen Faden aggregieren (Sterba und Wolf, 1969). Beim Men-
schen ist das SCO bereits im Fotus voll entwickelt, nach der Geburt bildet es sich zuriick
(Oksche, 1969). Es stellt ontogenetisch eine der ersten sekretorisch aktiven Strukturen
des Gehirns dar (Schoebitz et al., 1986). Die physiologischen Funktionen der sezernier-
ten Glykoproteine und des SCO sind unbekannt (Rodriguez et al., 1998). In Ratten und
Mausen besteht jedoch eine hohe Korrelation zwischen der Abwesenheit des SCO und
Hydrocephalus (Meiniel, 2007).
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1.5 Funktion der Ependymzellen

Die Funktionen der Ependymzellen wurde bis heute noch nicht vollstéandig geklart. Aller-
dings bestehen einige Hypothesen iiber ihre mogliche physiologische Aufgabe, z.B. beim
Ionen- und Fliissigkeitstransport. Auch der Transport kleiner Molekiile zwischen CSF und
Neuropil (Sarnat, 1995), eine Barrierefunktion zum Schutz des neuronalen Gewebes vor
moglicherweise schidlichen Substanzen (Kuchler et al., 1994) und sekretorische oder neu-
roendokrine Aktivitdten wurden in diesem Zusammenhang diskutiert. Von Knigge and
Scott (1970) wurde die Hypothese aufgestellt, dass auch Tanycyten selektiv Substan-
zen, vor allem Neurohormone, aus der ventrikuldren CSF absorbieren und die Hormone
danach transzelluldr in die Kapillaren des portalen Plexus des Hypothalamus transpor-
tieren konnten. Die Autoren stellten dies als Alternative zum tuberoinfundibuldren Weg
der Neurohormone durch dopaminerge Neuronen dar. Pilgrim (1978) stufte diese Hypo-
these als unwahrscheinlich ein, weil sie sich nur auf immuncytochemischen Nachweis von
Neurohormonen in Tanycyten stiitzt. Nach Ansicht dieses Autors werden Neurohormone
nur iibergangsweise bei einem Uberschuss an sezernierten Molekiilen von den Tanycyte-
nendfiilen aufgenommen. Mit sensitiveren Methoden zum Nachweis endokriner Substan-
zen und deren Rezeptoren konnte schliefSlich gezeigt werden, dass die Plexus choroidei eine
hohe Dichte an Rezeptoren fiir viele neuroendokrine Substanzen wie Serotonin, Atriales
Natriuretisches Peptid (ANP), IGF und Vasopressin aufweisen (Nilsson et al., 1992).

1.5.1 Beteiligung des Ependyms am cerebralen Energiemetabo-

lismus

Von allen Zellen im Zentralen Nervensystem (ZNS) enthalten Ependymzellen die hiéchste
Menge an Glycogen (Cataldo und Broadwell, 1986; Prothmann et al., 2001), und sie zeigen
ein hohes Mafl an Synthese und Aktivitdt der Gehirnisoform der Glycogenphosphorylase
(Cataldo und Broadwell, 1986; Pfeiffer et al., 1990). Im Ependymzellkulturmodell wird
das Glycogen nach Zugabe von Serotonin oder Adrenalin abgebaut (Prothmann et al.,
2001). Demnach stellt Glycogen einen internen Energiespeicher dar, der bei erhchtem Be-
darf mobilisiert wird. Der Energiebedarf der Ependymzellen steigt beispielsweise durch
Erhohung der cilidren Schlagfrequenz nach Stimulation mit Serotonin (Nguyen et al.,
2001). Da Ependymzellen das Enzym Glukokinase und die Glucosetransporter GLUT2
und GLUT4 synthetisieren, wurde angenommen, diese Zellen spielten eine Rolle bei der
Regulation des Glucosespiegels im Gehirn (Maekawa et al., 2000). Experimente an Zell-
kulturen bestétigten in der Tat eine insulinabhéngige Glucoseaufnahme in ependymalen
Primérkulturen. Diese wird in vitro allerdings nicht durch GLUT4, sondern durch GLUT1
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vermittelt. Moglicherweise ist nicht Insulin, sondern “Insulin-like Growth Factor® 1 (IGF-

1) das physiologisch relevante Regulatormolekiil (Verleysdonk et al., 2004).

1.5.2 Beteiligung des Ependyms an der Neuronenbildung

Die These, Ependymzellen seien neuronale Stammzellen (Johansson et al., 1999), wurde
mittlerweile widerlegt. Als solche Stammzellen fungieren stattdessen die in der Subven-
tricularzone (SVZ) lokalisierten Astrocyten (Doetsch, 2003). Im adulten Gehirn kénnen
sich subventrikuldre Astrocyten im Bereich der lateralen Ventrikelwénde zu Neuroblasten
entwickeln (Doetsch und Alvarez-Buylla, 1996). Die Neuroblasten wandern in den weiter
vorne gelegenen Teil des Gehirns, zum Riechkolben, wo sie sich schliellich zu Interneu-
ronen differenzieren (Luskin, 1993; Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch und Alvarez-
Buylla, 1996). Die Zellen folgen hierbei der Richtung des CSF-Stroms (Sawamoto et al.,
2006) und einem Gradienten von Leitmolekiilen, der durch das geordnete Schlagen der
ependymalen Cilien erzeugt wird. Die Funktion der Ependymzellen bei der Entstehung
von Neuronen konnte die Versorgung der neuronalen Vorlauferzellen mit energieliefernden

Substanzen sein, wie von Verleysdonk et al. (2004) vorgeschlagen wurde.

1.5.3 Beteiligung des Ependyms an der Osmoregulation und am
Wasserhaushalt des Gehirns

Mehrfach wurde beobachtet, dass eine Fehlfunktion des Ependyms zu Storungen des CSF-
Flusses und damit unter Umsténden auch zu Hydrocephalus fithrt (Brody et al., 2000;
Kobayashi et al., 2002; Baas et al., 2006). In Konkurrenz zur rein hydrodynamischen
Erklarung dieses Phédnomens postulierte Del Bigio (1995), dass das Ependym an der Re-
gulation der Wasserhomoostase des ZNS beteiligt sein konnte. Die Expression der Was-
sertransportmolekiile Aquaporin (AQP) 4 (Jung et al., 1994) und AQP9 (Lehmann et al.,
2004) auf Ependymzellen bestérkt diese Annahme. Da AQP4-“knockout“-M&use eine re-
duzierte Anfilligkeit fiir Hirnédeme nach ischamischen Verletzungen (z. B. Schlaganféllen)
aufweisen (Papadopoulos et al., 2002), konnte diesem Transporter eine Beteiligung an der
Bildung cerebraler Odeme nachgewiesen werden (Manley et al., 2000). Auch die auf Epen-
dymzellen nachgewiesenen Vasopressin- (Chen et al., 1992; Rosenberg et al., 1986) und
Angiotensin II-Rezeptoren (Oldfield et al., 1994) deuten auf die Beteiligung des Epen-
dyms an der Wasserhomoostase und Osmoregulation hin. Andere Indizien hierfiir liefern
Versuche mit Natriuretischen Peptiden (NPs). In vivo ist Atriales Natriuretisches Peptid
(ANP) in der CSF vorhanden und stammt vorwiegend aus dem anteroventralen dritten
Ventrikel (Geiger et al., 1989; Gundlach und Knobe, 1992). Bei obstruktivem Hydroce-
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phalus sind die ANP-Werte in der CSF erhoht (Diringer et al., 1990). Nach Behandlung
kultivierter Ependymzellen oder Ependym ex vivo mit NPs steigt der Spiegel an intracel-
luldrem 3°,5‘-cylischem Guanosinmonophosphat an (Wellard et al., 2003; 2006), was die
Reaktionsfihigkeit des Ependyms gegeniiber diesen Regulatoren bestétigt.

1.6 Subtraktive cDNA-Bibliotheken

Subtraktive ¢cDNA-Bibliotheken enthalten cDNA-Fragmente, die mit Genen korrespon-
dieren, welche nur in einer von zwei RNA-Quellen transkribiert werden. Eine substraktive
cDNA-Bibliothek dient also der Identifikation von Genen, die beispielsweise in einem von
zwei Geweben, nicht aber im anderen vorkommen. Eine M6glichkeit zur Bibliothekserzeu-
gung ist die Subtraktive Suppressionshybridisierung (SSH; siche Abb. 1 nach Diatchenko
et al., 1996). Die dazu erforderliche cDNA wird durch reverse Transkription erhalten. Ge-
ringe Ausgangsmengen an Poly A-mRNA sind fiir effizientes Arbeiten ausreichend. Einzel-
(ss) und doppelstriangige (ds) cDNAs miissen zur Weiterverarbeitung nicht voneinander

getrennt werden (Duguid und Dinauer, 1990; Sargent und Dawid, 1983).

Zunéchst wird also mRNA sowohl aus dem interessierenden Gewebe (z. B. Ependym)
als auch aus einem Referenzgewebe ( z. B. ependymfreies Hirngewebe) isoliert und jeweils
in cDNA umgeschrieben. Der Ansatz mit cDNA aus dem interessierenden Gewebe wird
halbiert. Die cDNA-Molekiile in den beiden Portionen erhalten anschliefend durch Liga-
tion an jeweils beiden Enden unterschiedliche Adaptoren fiir eine spéter folgende PCR
mit dagegen gerichteten “Primern“. An den cDNA-Molekiilen aus dem Referenzgewebe
werden keine Adaptoren angebracht. Dadurch ist deren Amplifikation wéihrend der an-
schlieBenden PCR nicht moglich.

Die beiden mit verschiedenen Adaptern versehenen cDNA-Populationen aus dem in-
teressierenden Gewebe werden zunichst getrennt voneinander mit einem Uberschuss an
cDNA aus dem Referenzgewebe versetzt. Die Anséitze werden zuerst hitzedenaturiert und
dann zur Hybridisierung wieder abgekiihlt. Hierbei bilden sich die Spezies a-d in Abb. 1.
Alle unspezifischen cDNAs, die auch unter den aus dem Referenzgewebe stammenden cD-
NAs vorkommen, bilden dabei adapterlose oder -arme Hybride (Spezies ¢ und d in Abb. 1),
die in den folgenden PCR-Reaktionen nicht amplifiziert werden kénnen. Im zweiten Hybri-
disierungsschritt werden die beiden Ansétze der cDNA aus dem interessierenden Gewebe
unter erneuter Zugabe von frisch denaturierter cDNA aus Referenzgeweben gemischt.
Dadurch hybridisieren nicht nur verbliebene cDNA-Molekiile, die in beiden Geweben vor-

kommen. Es bildet sich auflerdem eine neue Spezies cDNA-Hybride, die ausschliefllich auf
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cDNAs zuriickgehen, die nur vom interessierenden Gewebe abstammen und an beiden

Enden verschiedene Adaptoren tragen (Spezies e in Abb. 1).

Durch die anschlieende zweistufige Suppressions-PCR wird eine exponentielle Ampli-
fizierung dieser aus differenziell exprimierten Transkripten entstandenen cDNAs moglich,
da nur diese die notwendigen PCR-Adapter tragen. Durch die PCR werden diese Spezies
auf das iiber 1000fache angereichert (e in Abb. 1), die Vervielfdltigung unerwiinschter

Sequenzen wird hingegen unterdriickt (Spezies a-d in Abb. 1).

Nach der SSH liegen alle selektiv amplifizierten Spezies in etwa der gleichen Haufigkeit
im finalen Produkt vor. cDNAs spezifisch transkribierter Gene kénnen somit im Anschluss
mit gleicher Wahrscheinlichkeit kloniert werden, auch wenn sie sich in der Transkriptions-

effizienz stark unterscheiden.

11



KAPITEL 1. EINLEITUNG

cDNA aus interessierendem cDNA aus Referenz- cDNA aus interessierendem
Gewebe mit Adapter 1 Gewebe im Uberschuss Gewebe mit Adapter 2
mu D m—

—— "

1. Hybridisierung

a Tm ——— D e——

—— i ——
b i —— 1 —ar —— "
c WM ——
d

N— —
~~"
2. Hybridisierung mit frischer, denaturierter cDNA aus Referenz-Gewebe
a,b,c,d+ e mmE——

Enden aufflllen

<4

a I ——
IR e—
b L —— 1
I ———
c I ——
d
e mrm —l T U
I —
beide Primer zugeben === 4 Il
mit PCR amplifizieren
a, d keine Amplifizierung
m > b>b keine Amplifizierung
c lineare Amplifizierung
e exponentielle Amplifizierung

Abb. 1: Schema der Subtraktiven Suppressionshybridisierung (SSH), modifiziert nach
Diatchenko et al., 1999. Einzelheiten siehe Text.
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1.7 Adenylatkinasen

Ein Vertreter der nach systematischer Nomenklatur als ATP:AMP Phosphotransfera-
sen (EC 2.7.4.3) bezeichneten Enzyme wurde erstmals von Colowick und Kalckar (1943)
aus Kaninchenmuskeln isoliert. Der dafiir schon lange verwendete Trivialname Myokinase
rithrt vom Vorkommen der damals entdeckten Isoform des Enzyms in Muskelgewebe her.
Der Begriff “Adenylatkinase“ (AK) wurde erstmals von Colowick (1951) verwendet.

Die ubiquitdren AK setzen Adeninnucleotide als Substrat um. Diese Reaktion kann
generell durch das Schema AT P + AMP = 2 ADP beschrieben werden. Beriicksichtigt
man, dass AK bei ihrer Katalysatorfunktion Mg?*-Ionen benétigen, so lautet das Reak-
tionsschema M¢** - ATP + AMP + Mg*" =2 Mg*" - ADP.

Bei Vertebraten existieren mehrere AK-Isoformen, wobei AK1 im Cytosol, AK2 im In-
termembranraum von Mitochondrien und AK3 in der mitochondrialen Matrix lokalisiert
ist (Noda, 1973; Khoo und Russell, 1972; Tomasselli et al., 1979). Die Isoformen 1-3 sind
alle globuldr und haben molekulare Massen im Bereich von 21 bis 46 kDa. Ein Vergleich
der drei Isoformen zeigt, dass ungefihr 30% ihrer Aminosiuren, iiber die gesamte Linge
des jeweiligen Proteins verteilt, identisch sind (Schlauderer und Schulz, 1996). Die Expres-
sion der AK-Isoformen wird organ- (Russell et al., 1974) und gewebespezifisch (Tanabe
et al., 1993) sowie in Abhéngigkeit von der Entwicklung reguliert (Tanabe et al., 1993).

AK gehoren zur Familie der Nucleosidmonophosphatkinasen, zu der auch
Uridin-, Cytosin-, Guanosin- und Thymidinmonophosphat-Kinasen gehoren (Schlaude-
rer und Schulz, 1996). Die Substratbindungsstellen wurden am dreidimensionalen Modell
der AK aus Schweinemuskel identifiziert (Pai et al., 1977). Als Reaktionsmechanismus bei
AK, die aus Kaninchenmuskel isoliert wurden, wird ein “Iso-random-Bi-Bi“-Mechanismus
angenommen (Sheng et al., 1999). Inhibition der AK-Reaktion ist sowohl von Edukt-Seite
durch AMP (bei AK aus E. coli: Gilles et al., 1988; Sinev et al., 1996) als auch auf Produkt-
Seite durch ADP (AK aus humane Erythrocyten; Brownson und Spencer, 1972) moglich.
AK lassen sich in Geweben mit hohem Energieumsatz finden, wie z.B. Muskeln, Gehirn
und Leber (Noda, 1973). Dort erméglichen sie die intrazellulare Bereitstellung von Energie
in Form von ATP aus 2 ADP. Als erste AK wurde die Myokinase aus Kaninchenmuskel
kristallisiert und spéter auf ihre physikalischen Eigenschaften (Noda und Kuby, 1957)
untersucht. Die humane AKG6 ist die zuletzt kristallisierte AK. Sie ist im Kern lokalisiert
(Ren et al., 2005).
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In Chlamydomonas reinhardtii wurde eine neuartige AK entdeckt, die an ein Pro-
tein des duBeren Dyneinarms (“outer dynein arm protein“), Oda5p, assoziiert ist (Wir-
schell et al., 2004). Arbeiten von Donaldson et al. (2002) beschreiben die humane Ecto-
Adenylatkinase (ecto-AK), die auf dem humanen Atemwegsepithel und gleichzeitig im
Atemwegssekret nachgewiesen werden kann. Eine AK, die sowohl sezerniert wird als auch
cytosolisch vorliegt, ist im Vergleich zu den meisten bisher untersuchten AK untypisch,
da diese nur intrazellulér auftreten. Nach Untersuchungen von Picher und Boucher (2003)
ist die ecto-AK ein Faktor zur Aufrechterhaltung der mukocilidren Reinigung des Atem-

wegsepithels.

1.8 Nachweis von Protein—Protein Interaktionen und

Ermittlung der Interaktionspartner

Um Aufschluss iiber die mogliche Funktion eines Proteins zu bekommen, kann es hilfreich
sein, nach dessen Interaktionspartnern zu suchen. Konnten ein oder mehrere Partner mit
bereits bekannter Funktion ermittelt und die Interaktion bestéitigt werden, so lassen sich
daraus meistens Riickschliisse auf die Funktion des zu untersuchenden Proteins ziehen.
Zur Ermittlung von Protein—Protein-Interaktionen steht eine Vielzahl verschiedener Me-
thoden zur Auswahl. Darunter fallen das Hefe-Zwei-Hybrid-System, die Quervernetzung
mit bivalenten Chemikalien (engl.: “crosslinking®), Fluoreszenz-Resonanz-Energietrans-
fer (engl.: “Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET) und Biolumineszenz-Reso-
nanz-Energietransfer (engl.: “Bioluminescence Resonance Energy Transfer; BRET). Aber
auch Protein-“Microarrays®, Co-Isolierung oder Co-Immunprézipitation von Proteinkom-
plexen in Kombination mit massenspektrometrischen Methoden (Uberblick bei Bauer und

Kuster, 2003) kommen in Frage.

Nach der ersten Anwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems (Fields und Song, 1989)
wurden in den frithen 1990er Jahren mit dieser Methode viele Protein—Protein-Wechsel-
wirkungen entdeckt. Darunter fallen die Interaktionen des gag-Proteins aus dem Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) mit Cyclophilin A und B (Luban et al., 1993), des Proteins
Ras mit der Serin/Threonin-Kinase Raf (Vojtek et al., 1993) und des Retinoblastomprote-
ins mit der katalytischen Untereinheit der Proteinphosphatase Typ 1 (Durfee et al., 1993).
Das klassische Hefe-Zwei-Hybrid-System benutzt zwei Vektoren, das Bibliotheks- und das
Koéderplasmid, in die jeweils cDNA-Bibliotheken oder die kodierende Sequenz (“coding

sequence; CDS) des zu untersuchenden Proteins einkloniert werden (Abb. 2). Die Vekto-
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ren werden anschlieBend zur Transfektion von Hefen verwendet. In den Hefen werden die
Plasmide abgelesen und translatiert. Dabei werden in den Zellen jeweils Fusionsproteine
von Bibliotheks- und Kéderprotein mit einem je nach Hefe-Zwei-Hybrid-System variieren-
den “Funktionsprotein® gebildet. Die entstandenen Fusionsproteine kénnen im Weiteren
auf ihre Interaktion untersucht werden. Als “Funktionsproteine* kénnen beispielsweise
Teile des Gal4-Proteins verwendet werden. Gal4 ist der Transkriptionsfaktor in Hefen,
der durch die Aktivierung der GAL-Gene in Anwesenheit von Galaktose zur Bildung von

Galaktoseabbauenzymen fiihrt.

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten System wurden die CDS einer aus
menschlichem Hoden erzeugten cDNA-Bibliothek mit der CDS der Gal4-Transkriptions-
aktivatordoméne (AD) fusioniert; die CDS der pAK7 wurde in Fusion mit der Gal4-DNA-
Bindedoméne (BD) exprimiert. Um die Fusionsproteine von Bibliotheks- und Koderplas-
mid in derselben Zelle exprimieren zu lassen und dadurch deren Interaktion zu ermogli-
chen, wurden zwei unterschiedliche Ansétze gewihlt. Dazu wurden Hefen im einen Fall
mit einer Mischung aus beiden Plasmiden co-transfiziert. Im anderen Fall wurden Hefen
zweier verschiedener Paarungstypen (“mating types“) einzeln mit je einem der Plasmide
transfiziert. Danach erfolgte die Vereinigung der Plasmide durch Verpaarung der He-
fen dieser Stamme. Im Rahmen des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems ist eine Aktivierung der
Transkription der in den Hefen vorhandenen Reportergene nur moglich, wenn AD- und
BD-Fusionsprotein sich durch Wechselwirkung soweit annédhern, dass gleichzeitig sowohl
die BD an die jeweilige Promotorregion binden als auch die AD die Anlagerung des Tran-

skriptionskomplexes ermdéglichen kann.

Durch Anzucht der Hefen auf unterschiedlichen Selektionsmedien und optische Aus-
wertung der gewachsenen Hefekolonien gelingt es, Zellen zu identifizieren, die Plasmide
mit moglichen Interaktionspartnern enthalten. Zur optischen Auswertung werden Kolo-
nienzahl und -gréBe bestimmt und die Féahigkeit zur a- und [-Galaktosidasebildung mit
Hilfe X-a- und X-f3-Gal-haltiger Medien und Losungen iiberpriift. Anschliefend werden
diese Hefeplasmide isoliert, um die Wechselwirkung der Proteine mittels anderer Sys-
teme zu verifizieren. Als hybrider Transkriptionsaktivator eignet sich neben dem Gal4-
Protein der LexA-Repressor aus E.coli. Inzwischen existieren diverse Varianten des Zwei-
Hybridsystems, z.B. Zwei-Hybridsysteme in Sdugerzellen (engl.: “mammalian two-hybrid*),
Hefe-Ein- und Drei-Hybridsystem (engl.: “yeast one- and three-hybrid“; Luo et al., 1996
bzw. SenGupta et al., 1996) oder Systeme, die Proteine wie Ubiquitin (Bartel und Fields,
1997) oder TEV-Protease (TEV: engl. “tobacco edge virus®) als Reportersystem fiir die

Proteininteraktionen nutzen. Ferner werden mit solchen Systemen nicht mehr nur Protein—
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Protein-Interaktionen untersucht, sondern auch DNA-Protein- oder Protein-RNA-Inter-

aktionen.

Eine neuere Methode zur Identifizierung von Proteininteraktionspartnern ist die Tan-
demaffinitatsreinigung (engl.: “tandem affinity purification®, TAP), die ebenfalls in Hefen
ihren Anfang nahm (Rigaut et al., 1999; Ubersicht bei Puig et al, 2001). Durch diese
zweistufige Affinitdtschromatographie konnen Proteinkomplexe unter nativen Bedingun-
gen isoliert werden. Fiir die Durchfithrung einer Interaktionsstudie mittels TAP miissen
die zu untersuchenden Koderproteine in N- oder C-terminaler Fusion mit einem Poly-
peptid, das sich aus Protein A und Calmodulinbindungsprotein (CBP) zusammensetzt,
in der gewiinschten Zellart synthetisiert werden (siche Abb. 3). Zwischen Protein A- und
CBP-Doméne liegt eine TEV-Schnittstelle, mit deren Hilfe das K&éderprotein mit even-
tuell assoziierten Interaktionspartnern nach dem ersten Reinigungsschritt von der Saule

abgetrennt wird.

Normalerweise werden Fusionsprotein (ProtA, TEV, CBP und Kéderprotein [Ké in
Abb. 4]) und zugehorige Interaktionspartner (IP in Abb. 4) zuerst mit Hilfe des Protein A-
Teils {iber Affinitdtschromatographie an immobilisiertem IgG aufgereinigt (Abb. 4, 1. und
2.). Im zweiten Schritt werden noch zuriickgebliebene, unspezifische Bindungspartner (uB)
und die TEV-Protease durch Affinitétschromatographie an immobilisiertem Calmodulin
entfernt. Der verbliebene Komplex wird dann mit EGTA nativ von der Calmodulinmatrix
eluiert (Abb. 4, 3. und 4.). Diese Reihenfolge bietet den Vorteil, dass die TEV-Protease
nicht im finalen Eluat vorliegt. Allerdings ist auch eine Umkehrung der Vorgehensweise
moglich, wenn im entsprechenden Fusionsprotein die Reihenfolge von Protein A und CBP
vertauscht wird. Auch die Verwendung eines sog. “split TAP tag“ ist moglich. Dieser
kommt zur Anwendung, wenn Interaktionen zwischen mehr als zwei Proteinen unter-
sucht werden sollen. Hierbei werden die zwei funktionellen Hélften des TAP-Polypeptids,
Protein A mit TEV-Schnittstelle und CBP, an je ein Protein eines Komplexes interagie-
render Proteine fusioniert. Fiir diese Isolierungsweise miissen dann aber mindestens zwei
Proteine dieses Komplexes bekannt sein. Die affinitdtschromatographische Isolierung er-
folgt dann zuerst iiber die eine und dann iiber die andere Komponente des Komplexes
(Caspary et al., 1999). Die erhaltenen Kandidaten werden mit Hilfe von denaturierender
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) oder 2D-Gelelektrophorese und an-

schlieBender massenspektrometrischer Analyse identifiziert.

Eine Weiterentwicklung der oben beschriebenen, herkémmlichen TAP-Methode nach
Rigaut et al. (1999) ist unter der Bezeichnung GS-TAP bekannt. Dabei wird ein Fusions-
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N CDS fur BD
DS fur AD Ur Ko
CDS fir cDNA aus Bibliothek AN CDS far Koder

/ ¢

Bibliotheksplasmid Koderplasmid

Transfektion, Transfektion,
Expression in Hefe a Expression in Hefe a
AD Bibliotheksprotein BD Koder
~— I
'l

Verpaarung der beiden Hefen aund a

Interaktion von Kdder- und Bibliotheksprotein

Bibliotheksprotein AD

BD Koder >
Transkription von
binden l Repo_rtergenen wird
aktiviert
GAL UAS Promotor Reporter-Gen

Abb. 2: Schema des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems. CDS, kodierende Sequenz (engl.:
“coding sequence“); AD, Gal4-Transkriptionsaktivatordoméne; BD, Gal4-DNA-
Bindedoméne; GAL UAS, am 5-Ende des Promotors gelegene Gal4-aktivierende Sequenz
(engl.: “upstream activating sequence*) zur spezifischen Bindung des Gal4-Proteins iiber
seine Bindedoméne; Hefe a, Hefe mit dem Paarungsfaktor a; Hefe a, Hefe mit dem
Paarungsfaktor «, die mit Hefe a Zygoten bilden kann. Einzelheiten siche Text.
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TAP-Peptia  PTOtA | TEV | CBP
C-terminales Fusionsprotein K6 |CBP| TEV| ProtA
N-terminales Fusionsprotein ProtA | TEV | CBP | Ko

Abb. 3: Fusionsprotein fiir die Tandemaffinitétsreinigung (TAP), modifiziert nach
Puig et al., 2001. ProtA, Protein A; CBP, Calmodulinbindungsprotein; TEV, TEV-

Schnittstelle; Ko, Koderprotein. Einzelheiten siehe Text.

polypeptid aus Protein G und Streptavidinbindungsprotein anstelle eines herkémmlichen
TAP-Polypeptids verwendet. Dadurch wird nach Angaben von Biirckstiimmer et al. (2006)
10fach hohere Ausbeute und grofiere Spezifitéit bei der Isolierung im Vergleich zu der

herkommlichen Protein A/CBP-Methode erreicht.

18




1.8. INTERAKTIONSPARTNER

1. ProtA | TEV | CBP
binden,
waschen

2. IgG | Prota | TEV | cBP |

o4

TEV-
Protease “—

binden,
waschen

IP

native Elution mit EGTA

Abb. 4: Schema der Tandemaffinititsreinigung (TAP), modifiziert nach Puig et al., 2001.
Ko, Koderprotein; uB, unspezifische Bindungspartner; IP, Interaktionspartner; ProtA,
Protein A; CBP, Calmodulinbindungsprotein; TEV, TEV-Schnittstelle. Einzelheiten siehe
Text.
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1.9 Ziel dieser Arbeit

Das detaillierte Wissen iiber molekulare Vorgénge in Zellen bietet enorme Moglichkeiten
bei der Prophylaxe oder Therapie von Krankheiten. Durch den Nachweis von Mutationen
in Genen, deren Beteiligung beispielweise an der oben beschriebenen Priméren Cilidren
Dyskinesie (PCD) bekannt ist, ist diese Krankheit schnell diagnostizierbar und kann da-
durch auch friith therapiert werden. Dadurch kann die Entstehung von Spétfolgen wie
Horminderung bis zum Gehorverlust, nicht-allergisches Asthma bronchiale oder eine Se-
kundérinfektion der Bronchien mit Pseudomonas aeruginosa und anderen pathogenen
Keimen verhindert werden. Es ist anzunehmen, dass auch der Mangel an ependymspezi-

fisch exprimierten Kinocilienproteinen zu entsprechenden assoziierten Krankheiten fiihrt.

Obwohl Ependymzellen bereits 1836 von Purkinje das erste Mal beschrieben wurden,
sind bis zum heutigen Tag ihre physiologischen Aufgaben und ihre Rolle bei der Entste-
hung von Krankheiten weitgehend ungeklért. Auch fehlen ependymspezifische “Marker -
Proteine. Als einziges Merkmal zur Identifizierung von Ependymzellen konnen bisher die
apikalen Kinocilien der Zellen und ihre bekannte anatomische Lokalisation herangezogen
werden. Allerdings konnen diese Merkmale bei der Fixierung oder Préparation der Zellen
(z. B. Gefrierschnitt) leicht an praktischer Brauchbarkeit verlieren. Zudem besteht das
Ependym auch aus un- und monociliierten Zellen, die sich im Einzelfall moglicherweise
nur schwer vom umliegenden nicht-ependymalen Gewebe unterscheiden lassen. Ziel die-
ser Arbeit war daher die Auffindung ependymspezifische exprimierter Gene. Durch deren
nihere Charakterisierung wire es gegebenenfalls auch moglich, die Funktionen der Epen-
dymzellen naher kennenzulernen. Zu diesem Zweck sollten subtraktive cDNA-Bibliotheken
aus Rinderependym nach differentiell transkribierten mRNA-Spezies durchsucht werden.
Anschlieflend sollte das Produkt des am interessantesten erscheinenden ependymspezifisch
exprimierten Gens auf seine Eignung als “Marker“-Protein getestet werden. Dazu sollten
das zeitliche und ortliche Transkriptions- und Expressionsprofil des entsprechenden Gens
untersucht werden. Auch mogliche Interaktionspartner seines Produktes sollten ermittelt
werden, weil erwartet wurde, dass diese am ehesten Riickschliisse auf die Funktion des

Proteins erlauben wiirden.
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Kapitel 2

Ergebnisse

2.1 Identifizierung ependymspezifischer Transkripte

Zur Identifizierung ependymspezifisch transkribierter Gene wurde eine, wie in 1.6 und Ma-
terial und Methoden beschrieben, erstellte subtraktive cDNA-Bibliothek auf differentiell
transkribierte mRNA-Spezies untersucht. Mithilfe der Computerdatenbanken des Natio-
nal Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA (NCBI) wurden die erhaltenen
Kandidaten bioinformatisch analysiert. In Tabelle 1 finden sich einige der interessantesten
Klone, die beispielsweise durch ihre Lokalisation (“spermienassoziiert”) mit Cilien in Ver-
bindung gebracht werden konnen oder deren Assoziation mit Cilien sehr wahrscheinlich ist.
Beim Durchsuchen einer subtraktiven cDNA-Bibliothek aus Ependym wurden 1000 Klone
auf differentiell transkribierte mRNA-Spezies untersucht. Der 501. Klon, EPE501 (E5),
konnte beispielsweise als Spag6 identifiziert werden, das ausschlieflich im Axonem von

Kinocilien vorkommt (Sapiro et al., 2000).

Der in dieser Arbeit naher charakterisierte Klon G9Epe stammte nicht aus dem be-
schriebenen Suchlauf, in dem aus zeitlichen Griinden nur eine begrenzte Anzahl an Klonen
untersucht werden konnte. Er war im Rahmen einer kurz zuvor im Labor durchgefiihr-
ten Diplomarbeit (Frommer, 2003) entdeckt und von W. Hirschner als mutationsfreies
Konstrukt in den Vektor pDNR-1r kloniert worden. Laut Datenbankrecherche handelt
es sich um ein Protein mit einer in der Sequenzmitte gelegenen Adenylatkinase-Doméne.
Aufgrund fehlender experimenteller Beweise einer Adenylatkinase-Funktion trégt das Pro-
tein die Bezeichnung “putative® (englisch fiir “vermutlich) Adenylatkinase 7. Durch Ade-
nylatkinasen kann ATP fiir molekulare Motoren wie z.B. die “heavy chain“(HC)-Molekiile
in den Dyneinarmen (siehe Einleitung 1.3.1) bereitgestellt werden. Somit konnten Ade-

nylatkinasen auch an der Energetisierung des Cilienschlags beteiligt sein. Daher wurde
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dieses Protein auf seine Lokalisation, sein Expressionmuster und seine Funktion hin un-

tersucht.

Tabelle 1:  Auswahl einiger Klone, die bei Durchsuchung subtraktiver cDNA-
Bibliotheken aus Ependym (Epe/EPE) bzw. Subcommisuralorgan (SCO) identifiziert
werden konnten und Angabe der zu den Klonen korrespondierenden Proteine. Als Aus-
wahlkriterium wurde ihre potentielle Verbindung mit Cilien definiert, z. B. aufgrund ihrer
Lokalisation (“spermienassoziiert®).

Klon Name Spezies Zugriffscode korrespondierendes Protein

(Pubmed)

1 SCO250 (F8) Homo sapiens NM145054- WD repeat domain 16 (WDR16),
NMO001037306 transcript variant 2

Rattus norve- DQ445463 WDR16-like protein

gicus
2 EPE501 (E5) Homo sapiens BC030585 Sperm  associated antigen
(Spagt)
G9Epe Homo sapiens NM152327 Adenylate kinase 7 (AK7)

SCO312 (G3) Homo sapiens BC113553 WD repeat domain 52

5 SCO336 (G8) Homo sapiens NMO005906 Male germ cell-associated kinase
(MAK)

2.2 Bioinformatische Charakterisierung von pAK?7

2.2.1 Analyse der Primér- und Sekundéirstruktur von pAKY?7

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die cDNA-Sequenz des Klons G9Epe noch einer Nucleo-
tidsequenz mit Zugriffscode XM_234507 zugeordnet, unter dem nur eine vorhergesag-
te mRNA-Sequenz erhalten werden konnte. Dieser Zugriffscode ist seit dem 15.05.2008
durch einen mit AKT7 betitelten Eintrag (Zugriffcode NM_001108055) ersetzt worden.
Allerdings stimmen weder Lénge der Nucleotid-, noch Lénge der Aminosduresequenz
dieses Eintrags mit denen des Eintrags der in vorliegender Arbeit untersuchten pAK7
iiberein. Die Nucleotidsequenz der AK7 stammt aus einer “Shotgun“-Sequenzierung von
8295918 bp von Chromosom 6 des Gesamtgenoms von Rattus norvegicus vom 20. Ju-
ni 2007, die unter dem Zugriffscode CH474034 beim NCBI archiviert ist (Florea et al.,
2005). Die Primérstruktur des zugehorigen AK7-Proteins (Zugriffscode NP_001101525,
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XP_001069409 und XP_234507) wurde aus dieser “Shotgun“-Nucleotidsequenz abgeleitet.
Im Rahmen vorliegender Arbeit wurde die pAK7-DNA aus Ratten-cDNA kloniert und
das entsprechende Protein mit einem Antiserum gegen den C-Terminus nachgewiesen
(siehe 2.4). Nach Sequenzierung des pAK7-cDNA-Klons umfasst der offene Leserahmen
(ORF, engl. “open reading frame*) 2172 Basenpaare (bp). Der pAK7-cDNA-Klon kodiert
fiir ein 724 Aminosdureacylreste langes Protein mit einer Molekiilmasse von 82.4 kDa.
Im Gegensatz dazu umfasst die unter dem Zugriffscode NM_001108055 abgelegte und als
AKYT bezeichnete Sequenz einen ORF von 2430 bp bei einer Gesamtléinge von 584 Ami-
nosduren. Vergleich der Proteinsequenz der in vorliegender Arbeit untersuchten Proteins
pAK7 mit der beim NCBI publizierten Aminoséduresequenz von AK7 zeigt, dass grofie
Bereiche der beiden Proteine identisch sind. Allerdings fehlen die in der pAK7 vorhan-
denen Aminoséduren 34-58, 206-232, 413-440, 497-520, 588-604 und 676-728 in der AK?7,
die in der Datenbank publiziert wurde. Die Aminosédure 587 (Valin) der pAK?7 ist in der
AK7 durch Methionin substituiert. Die letzten 12 Aminoséuren des C-Terminus (AEYLF-
KNNPEMQ) sind identisch, daher konnte das in dieser Arbeit beschriebene Antiserum
gegen das immunogene Peptid CDFLAEYLFKNNPEMQ auch AK7 erkennen, vorausge-

setzt AK7 wird in den untersuchten Zellen exprimiert.

Die zugehorige orthologe Maus-Sequenz stammt aus einer cDNA-Bibliothek aus Hoden
und hat eine Lange von 2946 bp (Zugriffscode AK019664). Desweiteren enthiillt die Ana-
lyse der Proteinsequenz von pAK7 mit Hilfe des BLASTP-Programms (NCBI) drei kon-
servierte Sequenzmotive. Im N-terminalen Bereich (Aa 23-373) befindet sich nach dieser
Analyse eine WcaG-Doméne, eine fiir Nucleosid-Diphosphat-Zucker-Epimerasen typische
Struktur. Die Aa 371-649 des Proteins zeigen strukturelle Ubereinstimmungen mit der ka-
talytischen Doméne von Adenylatkinasen. Nach BLASTP-Vorhersage liegt im C-Terminus
(Aa 680-721) des Proteins eine dpy-30-Doméne, die moglicherweise Dimerisierungen von
Proteinen vermittelt (pfam, “protein family“-Datenbankeintrag unter pfam05186; Hsu
und Meyer, 1994; Hsu et al., 1995). Zur Klarung der Position der pAK7 im evolutiondren
Stammbaum der Adenylatkinasen wurden die AK-Doménen 23 verschiedener AK und
anderer Nucleotid-Kinasen aus unterschiedlichen Spezies durch die “neighbor-joining*-
Methode (Saitou und Nei, 1987) zu einem phylogenetischen Stammbaum komponiert
(Abb. 5). Aus diesem geht hervor, dass pAK7 nicht direkt mit den durch Experimen-
te funktionell verifizierten AK (AK1-4, 5A-B, AKY, Coli K12, Coli W3110, ; Erklarung
siehe Legende Abb. 5) oder CMPK (CMP-Kinase) verwandt ist.

Auch die AK-Konsensus-Sequenz zeigt weniger Ahnlichkeit mit der pAK7-Sequenz als
die Guanylatkinase-Konsensus-Sequenz (GuKc), den GMPK (GMP-Kinase)- und GMK
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(Guanylatkinase)-Konsensus-Sequenzen, oder mit den Uridinkinasen GUK (Guanylat-
kinase aus Hefe) und MAGUK4 (“membrane-associated guanylate kinase homologue 4%).
Cpcl (“central pair complex 1“) und Kpl2, sein Homologes aus Saugetieren (Isoform 1

von “Sperm flagellar protein 2¢), bilden eine separate Gruppe.

Die der AK-Doméne von AK7 am néchsten verwandte AK-Doméne ist diejenige von
Hydin. Hydin steht in Zusammenhang mit der Bildung von Hydrocephalus (Davy und
Robinson, 2003) und konnte mittlerweile im “central pair® lokalisiert nachgewiesen werden
(Lechtreck und Witman, 2007).
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Abb. 5: Vergleichende Darstellung unterschiedlicher Adenylatkinase (AK)-Doménen in
einem phylogenetischen Stammbaum nach Saitou und Nei, 1987. AKY, Adenylatkinase
aus Hefen; Coli K12, AK aus E. coli K2; Coli W3110, AK aus E. coli W3110; AK consensus,
Adenylatkinase-Konsensus-Sequenz; CMPK, CMP-Kinase; RGD A und B, Diacylglycerol-
kinase mit den Doménen A und B aus Drosophila melanogaster; GuKc, Guanylatkinase-
Konsensus-Sequenz; GMPK, GMP-Kinase; GMK, Guanylatkinase; GUK, Guanylatkinase
aus Hefe; MAGUK4, “membrane-associated guanylate kinase homologue 4“; Kpl2, Iso-
form 1 von “Sperm flagellar protein 2“ (Homologes zu cpcl); cpcl, “central pair complex
1%, Protein aus dem Zentralapparat von Chlamydomonas reinhardtii-Flagellen; S. solfata-
ricus, AK aus S. solfataricus; M. thermolithotrophicus, AK aus M. thermolithotrophicus.
Der Mafistab bezeichnet die genetische Distanz.
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2.3 Analyse des pAKT7-Transkriptionsprofils

2.3.1 Konventionelle PCR

Das gewebespezifische Transkriptionsprofil des pAK7-Gens wurde durch RT-PCR in ver-
schiedenen Geweben und Zellkultursystemen untersucht (Abb. 6). In 13 d alten Epen-
dymprimérkulturen (EPK) und im Hoden adulter Ratten fanden sich deutlich héhere
Mengen an pAK7-Transkripten als in den anderen zum Vergleich verwendeten Geweben.
Geringe Transkriptmengen wurden in Lunge, Gehirn und 13 d alten APK nachgewiesen.
Keine pAK7-Transkripte konnten hingegen in Leber, Milz, Niere, Diinndarm oder Herz
detektiert werden. Auch in Zellen der Linie 108CC15, einer Hybridzelllinie aus Mé&use-
Neuroblastom- und Rattengliomzellen (Hamprecht, 1977; Hamprecht et al., 1985) mit
neuronalen Eigenschaften, konnten keine AK7-Transkripte nachgewiesen werden. Als Ne-
gativkontrolle wurde parallel zu jedem RNA-Umschrieb mit Reverser Transkriptase auch
ein Ansatz ohne dieses Enzym unter den gleichen Reaktionsbedingungen inkubiert. Fiir
die Positivkontrolle wurden bei der PCR “Primer* gegen die ubiquitire mRNA des (-

Actins verwendet.

2.3.2 Quantitative (“Real-time*“-) PCR

Die relativen Mengen an AKT7-Transkripten in den verschiedenen Geweben und Zellkul-
tursystemen wurden durch quantitative (“Real-time“-) PCR analysiert. Die jeweilige Spe-
zifitit der Reaktion wurde durch Agarosegelelektrophorese und Schmelzpunktanalyse der
Produkte tiberpriift (nicht dargestellt). Ein pAK7-spezifisches PCR-Produkt wurde mit
RNA aus Hirn, EPK, Hoden, Lunge und APK erhalten, jedoch nicht mit RNA aus Leber,
Milz, Niere, Diinndarm, Herz oder der Zelllinie 108CC15 (nicht dargestellt).

Um einen spéteren Vergleich der relativen Konzentrationen an pAK7-mRNA in den
verschiedenen Proben moglich zu machen, wurden die Amplifikationseffizienzen (E) der
spezifischen PCR-Produkte fiir jede RNA-Quelle bestimmt. Dazu wurden die Fluores-
zenzintensititen der Schwellenwertschnittpunkte (“crossing points®; CP) verschiedener
Verdiinnungen der jeweiligen RNA-Préparate gegen die Logarithmen der jeweiligen Ver-
diinnungsfaktoren aufgetragen (siche Abb. 7). Aus diesen Diagrammen wurden die Stei-
gungen der jeweiligen Regressionsgeraden ermittelt und daraus die entsprechenden Effizi-
enzen mit der Formel £ = 10~1/5%9u"9 herechnet. Wenn aus der Mehrzahl der Verdiinnun-
gen kein pAK7-spezifisches PCR-Produkt erhalten werden konnte, ergab sich fiir den qua-
drierten linearen Korrelationskoeffizienten (R?) der Ausgleichsgeraden ein Wert <0.98. In

diesen Fillen wurde angenommen, dass fiir die betroffene RNA-Quelle keine Effizienz
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Abb. 6: Transkriptprofil fiir pAK7 in verschiedenen Geweben und Zellkultursystemen.
1 pg Gesamt-RNA wurde revers in cDNA transkribiert. Durch konventionelle PCR wurden
anschliefend pAKT7-spezifische cDNA-Abschnitte der jeweiligen Proben iiber 30 Zyklen
amplifiziert. Auf dem 2.2%igen Agarosegel erkennt man nach Farbung mit Ethidiumbro-
mid eindeutig das Vorkommen von PCR-Produkten in den Proben aus EPK, APK, Hoden,
Lunge und Hirn. In den Proben aus Leber, Milz, Niere, Diinndarm, 108CC15 und Herz
sind keine PCR-Produkte vorhanden (1.). In der Negativkontrolle (RNA-Umschrieb ohne
Reverse Transkriptase durchgefiihrt) sind keine PCR-Produkte erkennbar (2.). Die gleich-
zeitige Positivkontrolle mit [-Actin-spezifischen Primern zeigt homogene Auftragungs-
mengen der einzelnen Proben (3.). Die Hybridisierungstemperatur fiir jedes “Primer*-
Paar betrug 58°C. APK, Astrocytenprimérkultur (Alter angegeben); EPK, Ependym-
priméarkultur (Alter angegeben); 108CC15, Hybridzelllinie aus Mause-Neuroblastom und
Rattengliomzellen mit neuronalen Eigenschaften (Hamprecht, 1977; Hamprecht et al.,
1985), M, Marker [bp].
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ermittelt werden konnte und daher darin keine pAK7-Transkripte vorlagen. Die PCR-
Effizienzen aus Regressionsgeraden mit R? >0.98 wurden dazu verwendet, die pAKT7-
mRNA-Mengen relativ zum internen Standard (Cyclophilin-mRNA) zu bestimmen (siche
Methodenteil). Cyclophilin wird als “Haushaltsgen“ von den meisten Zellen konstitutiv
und unabhéngig von der Art des Gewebes transkribiert (Radonic et al., 2004), sodass
sich seine mRNA als Standard eignet. Das vom Cyclophilin-Gen kodierte Produkt ist ei-
ne Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase. Fiir die Cyclophilin-Sequenz spezifische “Primer*
wurden als Positivkontrolle eingesetzt, um die Integritéit der jeweiligen RNA zu demons-
trieren. Wurden bei der quantitativen PCR auffallig hohe CP fiir Cyclophilin-Transkripte
(>20) festgestellt, so war dies ein Indikator fiir unbrauchbare mRNA-Préparate. Die
hochsten relativen Mengen an pAK7-Transkripten wurden in EPK und Hoden ermit-
telt; nur geringe Mengen wurden in Hirn, Lunge und APK gefunden. In Leber, Niere,
Milz, Diinndarm und der Zelllinie 108CC15 waren keine AK7-Transkripte nachweisbar.
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Abb. 7: Bestimmung der Effizienz der quantitativen RT-PCR in verschiedenen Orga-
nen und Zellkultursystemen. Um Auskunft {iber das Vorkommen oder die Abwesenheit
von pAK7-mRNA zu erhalten, wurden Verdiinnungsreihen mit cDNA verschiedener Ge-
webe jeweils im Duplikat hergestellt. AnschlieBend wurden die verdiinnten Losungen per
“Real-time“-PCR unter Verwendung von pAK7- (B) bzw. Cyclophilin-cDNA-spezifischen
(A) “Primern* analysiert. Die ermittelten Schwellenwertschnittpunkte (“crossing points®;
CP) wurden gegen log (1000/Verdiinnungsfaktor) aufgetragen. Danach wurden Regres-
siongeraden durch die Mittelwerte der jeweils zusammengehdrenden Wertepaare gelegt.
Aus deren Steigungen errechnet sich die jeweilige PCR-Effizienz nach E = 10~1/Steigung,
Die quadrierten linearen Korrelationskoeffizienten (R?) geben Auskunft iiber den Grad
der Linearitit. Die Regressionsgeraden sind fiir R? >0.98 durchgezogen, fiir R? <0.98
gestrichelt dargestellt. Bei einem R2.-Wert unter 0.98 wurde E als nicht bestimmbar an-
gesehen. Effizienzen fiir pAK7 und Cyclophilin in dieser Reihenfolge (n.b.: Effizienz nicht
bestimmbar, da R?<0.98): EPK 1.67, 1.84; Hoden 1.82, 1.89; APK 1.79, 1.89; Lunge 1.94,
1.93; Hirn 1.72, 1.88; Leber n.b., 2.05; Niere n.b., 1.92; Milz n.b., 1.88; Diinndarm n.b.,
2.04; 108CC15 n.b., 1.95. EPK, Ependymprimérkultur; APK, Astrocytenpriméarkultur;
108CC15, Hybridzelllinie aus M&use-Neuroblastom- und Rattengliomzellen mit neurona-
len Eigenschaften (Hamprecht, 1977; Hamprecht et al., 1985).
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2.4 Bestimmung der Immunreaktivitit und Spezifitit

eines Kaninchen-Antiserums gegen pAKY7

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression des pAK7-Gens untersucht werden. Um
polyklonale Antikérper gegen das Produkt zu erhalten, sollte das Gen in E.coli oder Sac-
charomyces cerevisiae iiberexprimiert werden. Anschliefend sollte das gereinigte Protein
zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt werden. Versuche mit verschiedenen FEx-
pressionsplasmiden und -organismen (pLP-PROTet in E.coli, pESC-His in Saccharomyces
cerevisiae) scheiterten jedoch. Die Alternative bestand in der Erzeugung eines Peptidan-
tikorpers. Dazu wurden Peptidsequenzen gesucht, die sowohl sequentiell einzigartig als
auch in wassrigen Injektionslosungen ausreichend 16slich sein wiirden. Aufgrund fritherer
negativer Erfahrungen bei der Antiserenerzeugung (geringe Immunogenitdt und gerin-
ge Affinitét des Antikorpers zum Antigen) sollten mehrere Peptide synthetisiert werden
und dadurch die Wahrscheinlichkeit, ein hochspezifisches Serum zu erhalten, erhoht wer-
den. Drei verschiedene Peptide wurden aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften und
giinstigen Strukturvorhersagen (z. B. viele g-Faltblitter) ausgewéhlt, darunter auch das
Endpeptid des C-Terminus (“Peptid 64“). Von “Peptid 64 wurde erwartet, dass es sich
am wahrscheinlichsten gleich wie der native C-Terminus falten wiirde. Nach der Synthese
wurden die Peptide zwecks Erhohung der Immunogenitéit an mcKLH (“mariculture keyho-
le limpet hemocyanin“, Hamocyanin aus geziichteten Schliissellochschnecken) gekoppelt.
Die Konjugate wurden zur Immunisierung von fiinf Kaninchen an die Firma Charles River
Laboratories geschickt (jeweils zwei Tiere fiir die Konjugate von zweien der Peptide, ein

Kaninchen fiir das Konjugat des dritten Peptids).

2.4.1 ELISA

Eins von fiinf immunisierten Kaninchen entwickelte ein pAK7-spezifisches Antiserum ge-
gen das dem C-Terminus entsprechende Peptid mit der Sequenz CDFLAEYLFKNN-
PEMQ. Im Folgenden soll dieses Antiserum beschrieben werden. Sein Titer wurde wéhrend
des Immunisierungsprozesses mehrfach mittels ELISA bestimmt, wobei eine leichte Zu-
nahme des Titers von der ersten zur zweiten Immunisierung zu erkennen war. Nach dem
Ausbluten des Tiers lag der Titer unverdndert auf dem Niveau der zweiten Serumprobe
(Abb. 8). Das vor der ersten Immunisierung entnommene Kontrollserum (Praimmunse-

rum) zeigte keine Affinitdt zur pAK?T.
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Abb. 8: ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay“) zur Veranschaulichung der
Immunreaktivitit des Kaninchen-Antiserums gegen das pAK7-Peptid der Sequenz CD-
FLAEYLFKNNPEMQ. Eine 96-Napfplatte wurde pro Napf mit 250 ng an Rinderserum-
albumin konjugiertem Peptid beschichtet. Verschiedene Serumproben der mit demselben
Peptid als Konjugat an Hamocyanin der Schliissellochschnecke immunisierten Kaninchen
wurden jeweils in Verdiinnungsreihen von 1:10 bis 1:10% auf die beschichteten Platten
pipettiert und 2 h lang bei 37°C belassen. Danach wurde mit dem 2. Antikorper (Ziegen-
anti-Kaninchen-IgG, konjugiert mit Alkalischer Phosphatase) 1 h lang bei RT inkubiert.
Die nach Umsatz des Substrats p-Nitrophenolphosphat durch die Phosphatase zum gel-
bem p-Nitrophenolatanion bedingte Zunahme der Absorption bei 405 nm wurde in einem
ELISA-Lesegerit gemessen. Die Wendepunkte der Kurven zeigen die Titer der jeweiligen
Proben an. @, Praimmunserum, das dem Tier vor der Immunisierung entnommen wurde;
O, Serumprobe nach dem ersten Nachimmunisieren (“Boost“); A, Serumprobe nach dem
zweiten “Boost“; A finales Serum nach dem Ausbluten.
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2.4.2 “Western blot*

Um das pAK7-Antiserum im “Western blot“ auf seine Reaktivitdt zu testen, wurden
Proteinhomogenate aus Hoden, Lunge, Leber und 13 d alten EPK verwendet. Nach Opti-
mierung des “Blot“-Protokolls konnte mit Homogenat aus 13 d alten EPK auf der Mem-
bran eine einzelne Bande entsprechend einer ungefdhren molekularen Masse von 85 kDa
(theoretische Proteinmasse der AK7 nach bioinformatischer Berechnung: 82.4 kDa) detek-
tiert werden. Diese Bande verschwand, wenn statt des Antiserums das Praimmunserum
(PIS) verwendet wurde. Ein Signal blieb ebenfalls aus, wenn das Antiserum zuvor mit
dem zur Immunisierung verwendeten Peptid abgesiittigt worden war (Abb. 9). Allerdings
war die Signalstirke stark abhéngig von der verwendeten Verdiinnung, was auf eine eher

geringe Affinitdt des Antikorpers zum Antigen hindeutet.

Abb. 9: “Western blot“ mit Homogenaten 13 d alter EPK zur Veranschaulichung der
Monospezifitdt des pAK7-Peptid-Antikorpers. In jeder Spur sind 20 ug Proteine aufge-
tragen, welche durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend durch Elektro-“Blotting*
auf Nitrocellulosemembranen iibertragen wurden. Die Membranen wurden jeweils iiber
Nacht bei 4°C in 2% Milchpulver inkubiert mit (A) Antiserum, (B) PIS, oder (D) Antise-
rum, das zuvor mit dem immunogenen Peptid priaabsorbiert worden war. (E) ist die (D)
durchgefiihrte Positivkontrolle ohne praabsorbierendes Peptid. Bei Probe (C) wurde oh-
ne ersten Antikorper inkubiert, um eventuelle unspezifische Signale des Zweitantikorpers
darzustellen. Als Zweitantikorper wurde anti-Kaninchen-IgG aus Ziege mit gekoppelter
Meerrettichperoxidase verwendet, mit dem 1 h lang bei RT inkubiert wurde. Die Detek-
tion wurde mit ECL (“enhanced chemoluminescence®)-Reagenz durchgefiihrt. Die seitli-
chen Markierungen neben den gezeigten Membranausschnitten entsprechen jeweils einem
Molekularmasse von 100 (schwarz mit *) und 72 (grau) kDa.
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2.5 Analyse der gewebespezifischen Expression von
pAKY7 durch “Western blots*

2.5.1 Reinigung des pAK7-Antiserums

Zur Verringerung der Hintergrundbanden, die in “Western blots* mit Gewebe- und Zell-
kulturhomogenaten aufgetreten waren (nicht dargestellt), wurde das pAK7-Antiserum ge-
reinigt. Hierzu wurde mit einem Iodacetyl-Rest aktivierte Sepharose (“SulfoLink® Coup-
ling gel“) als Affinitdtsmatrix eingesetzt, an die das zur Immunisierung verwendete Peptid
tiber die SH-Gruppe seines N-terminalen Cysteins gekoppelt worden war (Vorgehen sie-
he Methoden-Teil 4.2.13). Die gereinigten Antikorper wurden anschlieflend fiir “Blots*
mit Proteinhomogenaten aus unterschiedlichen adulten Rattengeweben und Zellkulturen

verwendet.

2.5.2 Analyse von Rattengeweben und Zellkulturen

Zum Nachweis ependymspezifischer Expression von pAK7 wurden EPK, Hirn, Hoden,
Lunge, Milz, Diinndarm, Leber, Niere, Herz und APK im “Western blot“ untersucht
(Abb. 10). Expression von pAK7 konnte nur in Hoden und EPK (13 d) detektiert werden.
Die dargestellte Bande entsprach einer Molekularmasse von ca. 85 kDa (errechnete Mo-
lekularmasse pAKT7: 82.4 kDa). In Hirn, Lunge, Milz und Diinndarm traten keine Signale
auf. Hingegen erkannte das Antiserum in Leber, Niere und Herz zusétzliche Proteine ge-
ringerer Molekularmasse. Dies konnte auch nicht durch Einsatz gereinigtem Antiserums
vermieden werden. Mit immunogenem Peptid praabsorbiertes Antiserum detektierte in

den anschlieflend durchgefiihrten “Western blots“ keine Proteine mehr (nicht dargestellt).

2.5.3 Analyse von Zellkulturen und Rattenhoden zu unterschied-

lichen Zeitpunkten

Anschliefend wurde das gereinigte pAK7-Antiserum eingesetzt, um die Entwicklung des
Expressionsprofils der pAK7 in EPK mit der Kulturzeit zu verfolgen. Zu Kontrollzwe-
cken wurden auch Proben aus APK unterschiedlicher Entwicklungsstadien untersucht.
Der Analysezeitraum reichte fiir EPK von Tag 2 bis Tag 13, fiir APK von Tag 4 bis
Tag 21. Im “Western blot“ (Abb. 11) zeigte sich bei EPK eine zunehmende Expression
der pAK7 ab Tag 7. In APK hingegen lief§ sich dieses Protein auch in hoherem Alter
(>Tag 10) kaum nachweisen (in der Reproduktion des “Blots* nicht sichtbar). Diese Ban-
de in der Spur fiir 13 d alte APK kann auf kontaminierende Ependymzellen zuriickgefiihrt
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Abb. 10: “Western blot“ zum Nachweis der Expression des pAK7-Gens in unterschied-
lichen Geweben und Zellkultursystemen. In jeder Spur sind 20 pg Homogenatprotein
aufgetragen. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieSend auf
Nitrocellulosemembranen durch Elektroblotten iibertragen. Die Membranen wurden je-
weils iiber Nacht bei 4°C in 2% Milchpulver mit gereinigtem Antiserum inkubiert. Mit
dem Zweitantikorper (anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, gekoppelt an Meerrettichperoxidase)
wurde 1 h lang bei RT inkubiert. Zur Kontrolle der gleichméfligen Beladung der einzel-
nen Spuren wurde monoklonaler §-Actin-Antikorper aus Maus eingesetzt. Es wurde 1 h
lang bei RT inkubiert. Mit dem zweiten Antikérper (anti-Maus-IgG aus Ziege, gekop-
pelt an Meerrettichperoxidase) wurde ebenso lange inkubiert. Die Detektion wurde mit
ECL-Reagenz durchgefiihrt. Die molekularen Massen sind in kDa angegeben.
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werden, die dort regelméBig auftreten (S. Verleysdonk, personl. Mitteilung). In Ratten-
hoden unterschiedlichen Alters war die Qualitit der “Western blots“ durch den hohen
Hintergrund und das schwache pAK7-Signal gering. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
pAKT ungefihr ab Tag 26 synthetisiert wird (Daten hier nicht wiedergegeben).

d 2 4 5 6 7 8 10 13 d 2 4 6 7 8 10 13 21 13*

1(7’(2): ----1%: -—

P AL L LT T TS N ——

EPK APK

Abb. 11: “Western blot“ zum Nachweis der Expressionsstérke des pAK7-Gens in Epen-
dymprimérkulturen (EPK) (links) und Astrocytenprimérkulturen (APK) (rechts) zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten. In jeder Spur sind 20 ug Homogenatprotein aufgetragen. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend durch Elektroblotten
auf Nitrocellulosemembranen {ibertragen. Die Membranen wurden jeweils iiber Nacht bei
4°C in 2% Milchpulver mit gereinigtem Antiserum inkubiert. Mit dem Zweitantikérper
(anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, gekoppelt an Meerrettichperoxidase) wurde 1 h lang bei
RT inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Homogenat einer 13 d alten EPK verwendet
(13%*). Zur Kontrolle der gleichméBigen Beladung der einzelnen Spuren wurde monoklona-
ler B-Actin-Antikorper aus Maus eingesetzt. Als zweiter Antikorper diente anti-Maus-IgG
aus Ziege, gekoppelt an Meerrettichperoxidase. Mit beiden Antikérpern wurde 1 h lang
bei RT inkubiert. Die Detektion wurde mit ECL-Reagenz durchgefiihrt. Die molekularen
Massen sind in kDa angegeben.
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2.6 Vergleich der Transkriptionskinetik von pAK?7,
Spermien-assoziiertem Antigen 6, Hydin und Po-

laris

Die Verlaufe der pAK7-mRNA-Spiegel in Hoden und EPK wurden durch quantitative
PCR-Reaktionen untersucht (Abb. 12). Im Hoden erreicht die pAK7-mRNA ihr halb-
maximales Niveau bei einem Alter der Tiere von 25.0 + 0.0 Tagen, wie aus der Lage
des Wendepunkts der Kurve durch die einzelnen Datenpunkte bestimmt werden kann
(Abb. 12 E). In EPK wird dieser Wert nach 7.8 + 0.4 Kulturtagen erreicht (Abb. 12 A).
Um Riickschliisse auf die Verbindung zwischen pAK7 und Kinocilien ziehen zu kénnen,
wurden die Transkriptionskinetiken des pAK7-Gens und verschiedener cilienassoziierter
Gene verglichen. Dazu wurden gew#hlt: Spag6, dessen Produkt ausschliellich im Axonem
von Kinocilien vorkommt (Sapiro et al., 2000), Hydin, dessen Produkt nur in kinocili-
entragenden Geweben exprimiert wird und im Zentralapparat des Axonems lokalisiert
ist (Davy und Robinson, 2003; Lechtreck und Witman, 2007) und tg737°"P* als Gen des
fir den intraflagelldren Transport (IFT) notwendigen Proteins Polaris/IFT88 (Haycraft
et al., 2001). Die Effizienzen fiir die einzelnen RT-PCR~Amplifikationen der Transkripte
und die quadrierten Korrelationskoeffizienzen R? der zu ihrer Berechnung verwendeten

Regressionsgeraden sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Quadrierte lineare Korrelationskoeffizienten (R?) und Effizienzen (E) nach
quantitativer RT-PCR mit Spag6-, Hydin- und Polaris-spezifischen “Primern“. Die Effi-
zienzen wurden mit der Formel E = 10~1/5t9un9 herechnet.

Biol. Material Spagb Hydin Polaris
R? Effizienz R? Effizienz R? Effizienz
EPK 0.99 1.68 0.99 1.89 0.99 1.96

Hoden 0.98 1.66 0.99 1.95 0.99 1.98

Sowohl im Hoden als auch in EPK steigen die Mengen der pAK7-Transkripte ungefahr
zur gleichen Zeit (im Hoden um Tag 25, in EPK um Tag 8) und in gleichem Maf§ wie
diejenigen der Vergleichsproteine mit Ausnahme von Polaris an (Abb. 12 A-H). Im Hoden
beginnt die Transkription von Polaris am Tag 19.4 4+ 0.0, also ca. fiinf Tage vor dem
Anstieg der mRNA-Spiegel von pAK7, Spag6 und Hydin (Abb. 12 K). In EPK finden sich
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nur so geringe Mengen von Polaris-Transkript, dass nicht sinnvoll ausgewertet werden
kann (nicht dargestellt).
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Abb. 12: Quantitative PCR-Analyse der zeitabhingigen Anderungen der Mengen an
pAKT7- (A, E), Hydin- (B, F) und Spag6-mRNA (C, G) aus Ependymprimérkulturen
(EPK) (A-D) und Hoden (E-H) relativ zur jeweiligen Menge an Cyclophilin-mRNA aus
diesen Quellen. 1 pg Gesamtzell-RNA wurde revers transkribiert und iiber 45 PCR-
Zyklen unter Zuhilfenahme des “FastStart DNA Master SYBR Green I Systems® in einem
LightCycler®-Gerit untersucht (Beschreibung siehe Material und Methoden). Jeder Da-
tenpunkt entspricht dem Mittelwert + Standardabweichung der relativen mRNA-Mengen
des entsprechenden untersuchten Proteins in drei verschiedenen Rattenhoden bzw. vier
unterschiedlichen Ependympriméarkulturen zum angegebenen Zeitpunkt. Die Regressions-
kurve wurde mit Hilfe der Funktion yy = 3o + Cf_f;b durch diese Datenpunkte gelegt (o,
Basalwert; a, Steigung; b, Hill-Koeffizient; ¢, t50, Zeitpunkt, an dem die halbmaxima-
le relative mRNA-Menge erreicht ist). Die Uberlagerung der Einzelkurven aus A-C und
E-G ist in D bzw. H dargestellt. Die einzelnen Datenpunkte wurden hier zum Erhalt
der Ubersichtlichkeit weggelassen. Die Ordinaten sind dabei jeweils von links nach rechts
pAK?7, Hydin und Spag6 zugeordnet. Die aus den Wendepunkten der Regressionskurven
bestimmten t50-Werte sind (Hoden, EPK): pAK7 25.0 £+ 0.0, 7.8 £ 0.4; Hydin 24.4 + 0.0,
7.9 4 0.0; Spag6 24.9 & 0.0, 8.5 £ 0.0 Tage. Die zugehorigen R?-Werte sind (Hoden, EPK):
pAK7 0.99, 0.77; Hydin 0.99, 0.99; Spag6 0.99, 0.99. Diagramm K entspricht Diagramm
H, in das jedoch die Datenpunkte von Tg737°"P* (Polaris/IFT88) eingetragen wurden.
Die zugehorige Ordinate wurde rechts auflen neben den Hydin- und Spag6-Ordinaten
hinzugefiigt, t50 fiir Polaris ist 19.4 4 0.0, R? betrigt 0.99.
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2.7 Immunfluoreszenzanfirbungen mit dem pAKT7-

Antiserum

Um die Lokalisation der pAK?7 festzustellen, wurden Immunfluoreszenzanfiarbungen von
Zellen aus verschiedenen Kultursystemen und Cryostat-Gewebeschnitten von Rattenge-
hirnen in unterschiedlichen Entwicklungsphasen durchgefiihrt. Zuvor musste jedoch die
Spezifitit des Antikorpers nachgewiesen werden. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen lenti-
viral mit Vektoren transfiziert, die in den Zellen anschlieend zur Synthese von griinfluo-
reszierendem Protein (GFP) fiithrten. Fiir die Synthese von pAK?7 als Fusionsprotein mit
GFP wurde pAK7-cDNA im lentiviralen Vektor pWPXL eingesetzt, das GFP wurde
an den N-Terminus von pAK?7 fusioniert. Fiir die Expression von unfusioniertem GFP
kam der Vektor pWPXL ohne inserierte pAK7-cDNA zum Einsatz. Nach Herstellung
von pAK7-GFP- und GFP-Lentiviren wurden die HEK-Zellen transfiziert, nach 3-5 d fi-
xiert und anschliefend mittels Immunfluoreszenz angeféirbt (siehe auch 4.2.20). Erfolgreich
transfizierte Zellen waren an der Anwesenheit von GFP erkennbar (Abb. 13 B, E, H, K).
Nur pAK7-GFP-synthetisierende Zellen konnten durch pAK7-Antiserum markiert werden
(Abb. 13 A), nicht jedoch durch PIS (Abb. 13 D). Auch durch Antiserum, das zuvor mit
immunogenem Peptid inkubiert worden war, konnten die Zellen nicht angeférbt werden
(Abb. 13 J). HEK-Zellen, die nur GFP exprimierten, wurden vom pAK7-Antiserum nicht
markiert (Abb. 13 G). Das pAK7-Antiserum reagierte also nicht mit dem GFP-Peptid,
sondern erkannte selektiv pAK?7.
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Abb. 13: Nachweis der Affinitdt und Spezifitit des Kaninchenantiserums gegen pAK7
durch Immunfluoreszenzdoppelanfarbungen von HEK293T-Zellen, die nach viraler Trans-
fektion pAK7-GFP (A-F; J-L) oder nur GFP synthetisierten (G-I). Die erste Spalte zeigt
Zellen, die mit Antikorper gegen das immunogene Peptid, mit pAK7-Antiserum (A und
G), mit pAK7-Praimmunserum (D) oder mit dem préabsorbierten pAK7-Antiserum (J)
gefarbt wurden. Als Zweitantikorper (rot) wurde anti-Kaninchen-IgG, konjugiert mit dem
Fluorophor Alexa 568, verwendet (Inkubationszeit 1 h/RT). Die zweite Spalte zeigt die
entsprechende GFP-Expression (griine Fluoreszenz). In der dritten Spalte sind die zu-
gehorigen Kernfirbungen mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) abgebildet (blau).
Der Maflstab entspricht jeweils 20 pm.
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2.7.1 Immunfluoreszenzanfirbung von Zellkulturen
2.7.1.1 Immunfluoreszenzanfirbung von Ependymprimérkulturen (EPK)

Das pAK7-Antiserum wurde verwendet, um in 13 d alten EPK die Expression von pAK7
nachzuweisen. In allen Ependymzellen konnte ein cytosolisches Fluoreszenzsignal detek-
tiert werden, wenn diese mit pAK7-Antiserum und einem entsprechend markierten Zwei-
tantikorper behandelt worden waren. Kein Signal war erkennbar, wenn PIS oder mit im-
munogenem Peptid praabsobiertes pAK7-Antiserum verwendet wurde (Abb. 14). Daraus
kann geschlossen werden, dass die pAK7 ein cytosolisches Protein differenzierter Epen-

dymzellen ist.

Abb. 14: Immunfluoreszenzanfirbungen 13 d alter EPK mit pAK7-Antiserum. Die mit
Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden behandelt mit pAK7-Antiserum (A), PIS (B)
und pAK7-Antiserum, das zuvor mit immunogenem Peptid inkubiert worden war (C).
Mit dem ersten Antikorper wurde 2 h lang bei 37°C, mit dem zweiten Antikoérper (anti-
Kaninchen-IgG, konjugiert mit dem Fluorophor Alexa 568) 1 h lang bei RT inkubiert.
Die pAK7-Immunoreaktivitdt wird durch rote Fluoreszenz angezeigt. Die Kerne wurden
mit 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) blau markiert. Der Mafstab in allen Bildern
entspricht 20 pm.

2.7.1.2 Immunfluoreszenzdoppelanfairbungen von EPK und APK mit An-
tikorpern gegen pAK7 und a-Tubulin

Nach der erfolgreichen Anfarbung von EPK auf pAK?7 sollte getestet werden, welche Zell-
typen des Kultursystems pAK7 enthalten. Dazu wurden die Kinocilien der Ependymzellen
mit einem Antikorper gegen a-Tubulin markiert. Da a-Tubulin im cilidren Axonem sehr
stark konzentriert ist, bietet es sich als cilidrer Marker an (Prothmann et al., 2001). Durch
die Doppelanfarbung mit pAK7-Antiserum und a-Tubulinantikérper wird deutlich, dass
pAKYT in ciliierten Zellen vorkommt. In Abb. 15 ist erkennbar, dass das pAK7-Antiserum
kinocilientragende Zellen in einer 13 d alten EPK anfdarbt. Die Doppelanfiarbung zeigt,
dass das pAK7-Signal mit Sicherheit von Ependymzellen stammt, da andere Zellarten,
die als mogliche Kontamination in den EPK vorkommen koénnen, keine Cilien tragen. Au-

Berdem wird erkennbar, dass nur polyciliierte, kinocilientragende Ependymzellen durch
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das pAK7-Antiserum markiert werden (Pfeilspitzen in Abb. 15), nicht aber Zellen mit nur

einem, vermutlich priméren Cilium (Pfeile in Abb. 15).

Abb. 15: Immunfluoreszenzdoppelanfirbung 13 d alter Ependymprimérkulturen (EPK)
mit a-Tubulinantikérper und pAK7-Antiserum (A1-A3) bzw. pAK7-PIS (B1-B3). Die
auf Deckgliaschen kultivierten, mit Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden mit pAKT-
Antiserum und a-Tubulinantikérper 2 h lang bei 37°C inkubiert. Als Zweitantikérper wur-
de anti-Kaninchen-IgG konjugiert mit Alexa 568 als Fluorophor zur Markierung der pAK?7
(rot) verwendet. a-Tubulin (griin) wurde angefarbt mit anti-Maus-IgG, das mit Alexa 488
konjugiert war. Die Inkubationsbedingungen waren fiir beide Sekundéarantikorper gleich
(1 h bei RT). Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (blau, in
A1-A3 und B1-B3) gefirbt. Es ist deutlich erkennbar, dass Zellen, die nur ein Cilium
tragen, von pAK7-Antiserum nicht markiert werden (Pfeile in A1 und A3). Im Gegensatz
dazu werden polyciliierte Zellen von pAK7-Antiserum eindeutig angefirbt (Pfeilspitzen
in A1-A3). Der Mafistab in allen Bildern entspricht 20 pm.

APK enthalten regelméfiig einen geringen Anteil kontaminierender Ependymzellen, die
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mittels Antikorpern gegen a-Tubulin visualisiert werden konnen. Erwartungsgeméf waren
die durch das pAK7-Antiserum markierten Zellen die kinocilientragenden Ependymzellen
(Abb.16 B und C, markiert mit Pfeilspitzen). Alle (umgebenden) Zellen ohne Cilien (* in
Abb. 16 A-D) oder mit nur einem Cilium (Pfeile in Abb. 16 A und C) waren pAK7-negativ.

Abb. 16: Immunfluoreszenzdoppelanfirbung von 13 d alten Astrocytenprimérkul-
turen (APK) mit monoklonalem a-Tubulinantikérper und pAK7-Antiserum. Die auf
Deckgléschen kultivierten, mit Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden mit anti-pAK7-
Serum und a-Tubulinantikorper 2 h lang bei 37°C inkubiert. Als Zweitantikorper wurden
anti-Kaninchen-IgG (Alexa 568-Konjugat) zur Markierung der pAK?7 (rot) und anti-Maus-
IgG (Alexa 488-Konjugat) zur Markierung von a-Tubulin (griin) verwendet. Die Inkuba-
tionsbedingungen waren fiir beide Sekundérantikorper gleich (1 h bei RT). Die Zellkerne
wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, blau, alle Bilder) gefiarbt. Kinocilientra-
gende Ependymzellen wurden deutlich mit dem pAK7-Antiserum markiert (Pfeilspitzen
in B und C). Zellen mit nur einem Cilium sind hingegen nicht mit dem pAK7-Antiseum
angefirbt (Pfeile in A und C), ebenso wie unciliierte Zellen (beispielsweise * in allen
Bildern). Der Mafistab in allen Bildern entspricht 20 pm.
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2.7.1.3 Immunfluoreszenzdoppelanfirbungen von EPK mit Antikérpern ge-
gen pAKY7 und die Gehirnisoform der Glycogenphosphorylase

Ependymzellen (EPK) besitzen sowohl Kinocilien als auch die Gehirnisoform der Glyko-
genphosphorylase (GP BB) (Verleysdonk et al., 2005). Da kinocilientragende Zellen aber
auch durch pAK7-Antiserum markiert werden kénnen, wurde von einer Kolokalisation von
pAK7 und GP BB ausgegangen. Diese konnte in der Tat durch gleichzeitige Immunfluo-
reszenzanfiarbungen mit Antikérpern gegen GP BB und pAK7 gezeigt werden (Abb. 17
A-C, beispielhaft mit Pfeilspitzen markiert). Zellen ohne GP BB werden auch nicht durch
pAKT7-Antiserum markiert (Abb. 17 alle Bilder, beispielhaft mit * markiert).

Abb. 17: Immunfluoreszenzdoppelanfirbung 13 d alter Ependymprimérkulturen (EPK).
Die auf Deckgléschen kultivierten, mit Paraformaldhyd fixierten Zellen wurden mit pAK?7-
Antiserum und Antiserum gegen die Gehirnisoform der Glykogenphosphorylase (GP BB)
aus Meerschweinchen 2 h lang bei 37°C inkubiert, um die Anwesenheit beider Proteine in
EPK zu zeigen. Als Zweitantikérper wurden anti-Kaninchen-IgG (Alexa 488-Konjugat)
zur Markierung der pAK7 (griin) und anti-Meerschweinchen-IgG (Cy3-Konjugat) zur
Markierung der GP-BB (rot) verwendet. Die Inkubationsbedingungen waren fiir beide
Sekundérantikorper gleich (1 h bei RT). Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI, blau, alle Bilder) gefirbt. Durch optische Uberlagerung der griinen
und roten Fluoreszenzen entsteht eine gelbe Féarbung in Zellen, in denen beide Protei-
ne, pAK7 und GP BB, zusammen vorkommen (einige dieser Zellen wurden beispielhaft
mit Pfeilspitzen markiert). Zellen ohne GP BB wurden auch nicht durch pAK7-Antiserum
markiert (alle Bilder, beispielhaft mit * markiert). Der Mafistab in allen Bildern entspricht
20 pm.
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2.7.1.4 Immunfluoreszenzdoppelanfirbungen von APK mit Antikérpern ge-
gen pAK7 und GFAP

Astrocyten konnen durch Antikorper gegen gliales fibrillares saures Protein (GFAP) spe-
zifisch angeférbt werden. Um zu zeigen, dass diese Zellen nicht durch das pAK7-Antiserum
markiert werden, wurden 13 d alte Astrocytenprimérkulturen (APK) mit pAK7-Antiserum
(Abb. 18 A und C) bzw. pAK7-Praimmunserum (Abb. 18 B und D) in Doppelanfirbung
mit GFAP-Antiserum immunmarkiert. Die GFAP-positiven Zellen werden nicht durch
pAKT7-Antiserum markiert (beispielhaft in Abb. 18 mit Pfeilspitzen gekennzeichnet). An-
farbungen mit pAK7-Antiserum (Abb. 18 A und C) zeigen keinen Unterschied zu Anfarb-
ungen mit PIS (Abb. 18 B und D).

2.7.2 Immunfluoreszenzanfirbungen von Gewebeschnitten
2.7.2.1 Expression der pAK?7 in Rattenhoden und -hirnen

Nach der Kldrung der pAK7-Lokalisation in EPK und APK wurde seine Expression in
Rattenhoden und -hirnen durch indirekte Immunfluoreszenz untersucht. Da in Paraffin
eingebettete Gewebeschnitte bereits zuvor nicht die erwiinschte Signalstérke und -klarheit
erbracht hatten (W. Hirschner, personliche Mitteilung), wurden 10 um dicke Gefrierschnit-

te fiir die Untersuchungen verwendet.

Immunfluoreszenz-Darstellung von pAK7 in Rattenhoden Fiir diese Methodik
wurden Rattenhoden in unterschiedlichen Entwicklungsphasen aus jungen Ratten (25 bis
30 d alt) und von adulten Tieren isoliert, fixiert und gefriergeschnitten. Nach Inkubation
der Hodenquerschnitte mit pAK7-Antiserum, PIS oder praabsorbiertem Antiserum wur-
den die Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. In keinem Fall ergaben
die Farbungen jedoch Hinweise auf eine eindeutige Lokalisation des Proteins, da alle Ho-
denquerschnitte nur unspezifisch und schwach angeférbt wurden. Die Bilder werden daher

hier nicht wiedergegeben.

Immunfluoreszenzeinzelanfiarbungen von adulten Rattengehirnen mit pAKT-
Antiserum Im Gegensatz zur Situation im Hoden konnte die pAK7 nach Anfirbungen
der Gewebeschnitte adulter Rattengehirne eindeutig in der Ependymschicht lokalisiert
werden (Abb. 19 A). Das umgebende Parenchym zeigte keine Anfarbung. Wurden die
Gewebeschnitte mit PIS (Abb. 19 B) oder Antiserum inkubiert, in dem die Antikorper
zuvor mit immunogenem Peptid pridabsorbiert worden waren (Abb. 19 C), so war kein

Fluoreszenz-Signal zu beobachten.
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Abb. 18: Immuncytochemische Doppelanfarbung einer 13 d alten Astrocytenprimérkul-
tur (APK) mit GFAP-Antikérper und pAK7-Antiserum (A und C) bzw. pAK7-Praim-
munserum (PIS) (B und D). Die auf Deckgléschen kultivierten, mit Paraformaldhyd fixier-
ten Zellen wurden mit pAK7-Antiserum und verdiinntem monoklonalem Antikorper gegen
gliales fibrilldres saures Protein (engl.: “glial fibrillary acidic protein“, GFAP) aus Maus
2 h lang bei 37°C inkubiert. Als Zweitantikorper wurden anti-Kaninchen-IgG (Alexa 568-
Konjugat) zur Markierung der pAK7 (rot) und anti-Maus-IgG (Alexa 488-Konjugat) zur
Markierung von GFAP (griin) verwendet. Die Inkubationsbedingungen waren fiir bei-
de Sekundérantikorper gleich (1 h bei RT). Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI, blau, alle Bilder) geférbt. Keine der GFAP-positiven Zellen exprimiert
pAKT (beispielhaft mit Pfeilspitzen gekennzeichnet), Anfarbungen mit pAK7-Antiserum
(A und C) zeigen keinen Unterschied zu Anfarbungen mit PIS (B und D). Der Mafistab
in allen Bildern entspricht 20 pm.
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Abb. 19: Immunfluoreszenzdarstellung des Ependyms in adultem Rattengehirn durch
Markierung mit pAK7-Antiserum. Die Region um den dritten Ventrikel des Gehirns wur-
de 2 h lang bei 37°C inkubiert mit (i) pAK7-Antiserum (A); (ii) dem entsprechenden
Praimmunserum (B) und (iii) Antiserum, welches zuvor dem immunogenen Peptid aus-
gesetzt worden war (C). Als zweiter Antikorper wurde ein Alexa 568-Konjugat gegen
Kaninchen-IgG 1 h lang bei RT appliziert. Autofluoreszenzsignale (*; Fluoreszenzsignal
sowohl im griinen als auch im roten Kanal) rithren von blutgefiillten Kapillaren des Pa-
renchyms her, wohingegen das Fluoreszenzsignal der Ependymschicht spezifisch ist. Der
MafBstab in allen Bildern entspricht 20 pm.

Immunfluoreszenzdoppelanfirbungen von adulten Rattengehirnen mit An-
tikorpern gegen pAK7 und a-Tubulin Nach Doppelmarkierung der adulten Ventri-
kel mit monoklonalem Antikérper gegen a-Tubulin und pAK7-Antiserum konnte die Lo-
kalisation des pAK7-Signals in ependymalen Zellen bestétigt werden. Wie bereits in Zell-
kultursystemen gezeigt, wurden nur kinocilientragende Zellen durch das pAK7-Antiserum

markiert (Abb. 20).

2.7.2.2 Immunfluoreszenzdoppelanfirbungen der pAK7 und der Gehirniso-

form der Glycogenphosphorylase (GP BB) in adulten Rattengehirnen

Analog der Situation in EPK konnte auch in adulten Ventrikeln Kolokalisation von pAK7
und GP BB nachgewiesen werden. Nach Inkubation der Gewebeschnitte mit den ent-
sprechenden Antikérpern und anschlieBende Uberlagerung der griinen und roten Fluores-

zenzen wurde die Kolokalisation der beiden Proteine in der Ependymschicht erkennbar
(Abb. 21).
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Abb. 20: Immunfluoreszenzmarkierung von pAK7 und «-Tubulin im Bereich des
dritten Ventrikels eines adulten Rattengehirns. Das Gewebe wurde mit pAKT7-
Kaninchenantiserum und monoklonalem a-Tubulinantikorper aus Maus 2 h lang bei 37°C
inkubiert. Als zweite Antikérper wurden anti-Kaninchen-IgG (Alexa 568-Konjugat; zur
Markierung der pAK?7) oder anti-Maus-IgG (Alexa 488-Konjugat; zur Markierung von
a-Tubulin) eingesetzt. Inkubiert wurde 1 h lang bei RT. Zur Kernfiarbung wurde 4‘-6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPT; blau) eingesetzt. Der Mafistab entspricht 20 pm.

Abb. 21: Immunfluoreszenzdoppelanfarbung von pAK7 und der Gehirnisoform der Gly-
kogenphosphorylase (GP BB) in Gehirnen adulter Ratten. Die 10 pm dicken, mit Para-
formaldehyd fixierten Gefrierschnitte wurden mit pAK7-Kaninchenantiserum und Antise-
rum aus Meerschweinchen gegen die Gehirnisoform der Glykogenphosphorylase (GP BB)
2 h lang bei 37°C inkubiert. Als zweiter Antikérper wurden anti-Kaninchen-IgG (Alexa
488-Konjugat) zur Markierung der pAK7 (griin) und mit Carbocyanin 3 (Cy3) konju-
giertes anti-Meerschweinchen-IgG zur Markierung der GP BB (rot) angewandt. Inkubiert
wurde 1 h lang bei RT. Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI,
blau) gefiarbt. Durch optische Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenzen entsteht
eine gelbe Farbung der Zellen, in denen die beiden Proteine pAK7 und GP BB kolokalisiert
sind. Der Mafistab entspricht 20 pm.
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2.7.2.3 Immunfluoreszenzdoppelanfirbungen der pAK?7 und des a-Tubulins

in Gehirnen embryonaler und neugeborener Ratten

Durch Analyse von Rattengehirnen in verschiedenen Entwicklungsphasen konnte die ex-

klusive Lokalisation von pAK?7 in kinocilientragenden Zellen bestétigt werden.

Darstellung von pAK7 und a-Tubulin in embryonalen Rattengehirnen 19 Tage
nach der Befruchtung (E19) Am Tag 19 nach der Befruchtung findet man beim
Rattenembryo noch keine Kinocilien, wie durch die fehlende Immunfluoreszenzanfiarbung
auf a-Tubulin erkennbar wird (Abb. 22 mit drei Beispielen A-C, Ventrikel gekennzeichnet
mit Pfeilspitzen). Nach Inkubation der Schnitte mit pAK7-Antiserum ist ebenfalls keine
Anfiarbung zu sehen (Abb. 22 A-C).

Abb. 22: Immunfluoreszenzdoppelanfirbung von pAK7 und a-Tubulin in Gehirnen 19 d
alter Rattenembryos. Die 10 um dicken, mit Paraformaldehyd fixierten Gefrierschnit-
te wurden mit pAK7-Kaninchenantiserum und monoklonalem a-Tubulinantikérper aus
Maus 2 h lang bei 37°C gefiarbt. Als zweiter Antikérper wurden anti-Kaninchen-IgG
[Alexa 568-Konjugat; zur Markierung der pAK7 (rot)], bzw. anti-Maus-IgG [Alexa 488-
Konjugat; zur Markierung von a-Tubulin (griin)] verwendet. Die Inkubation erfolgte 1 h
lang bei RT. Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, blau, in A-C)
gefiarbt. Die Ventrikel wurden mit Pfeilspitzen gekennzeichnet. Weder durch Anfarbung
mit a-Tubulinantikorper, noch durch Anfarbung mit pAK7-Antiserum konnten Zellen
markiert werden. Der Maf}stab in allen Bildern entspricht 20 pm.

Darstellung von pAK7 und a-Tubulin in Gehirnen neugeborener Ratten In
Ratten beginnt die ependymale Differenzierung wéihrend der ersten Woche nach der Ge-
burt in der Region des cerebralen Aquaeductes (Banizs et al., 2005). Daher ist eine Anwe-
senheit von pAK7 nur in Bereichen des Ependyms zu erwarten, in denen die Differenzie-
rung soweit fortgeschritten ist, dass sich bereits Kinocilien entwickelt haben. Kinocilien
sind im Gewebeschnitt deutlich erkennbar, da sie in das Lumen der Ventrikel ragen. Die
grofle Masse der Zellen der Ependymschicht ist bei neugeborenen Ratten jedoch uncili-

iert oder tragt nur ein priméres Cilium. Sie wird daher nicht durch das pAK7-Antiserum
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markiert (Abb. 23).

Abb. 23: Immunfluoreszenzdoppelanfiarbung von pAK7 und a-Tubulin in Gehirnen neu-
geborener Ratten. Die 10 um dicken, mit Paraformaldehyd fixierten Gefrierschnitte wur-
den mit pAK7-Kaninchenantiserum und monoklonalem a-Tubulinantikorper aus Maus
2 h lang bei 37°C inkubiert. Als zweiter Antikérper zur Markierung der pAK7 wurde
anti-Kaninchen-IgG-Alexa 568-Konjugat eingesetzt (rot). Zur Markierung von a-Tubulin
wurde anti-Maus-IgG-Alexa 488-Konjugat (griin) verwendet. Mit beiden Sekundéran-
tikorpern wurde 1 h lang bei RT inkubiert. Die Zellkerne wurden mit 4‘-6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI, blau) gefarbt. Die Abbildung zeigt die Expression von Kinocilien
und pAK7 im vierten Ventrikel.
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Anfirbung von Gehirnen 2 Tage alter Ratten auf pAK7 und a-Tubulin Im
Gehirn 2 d alter Ratten sind Kinocilien und pAK?7 in allen Ventrikeln kolokalisiert, wie
am Beispiel des dritten Ventrikels dargestellt (Abb. 24). Das letzte darin noch verbliebene
kinocilienfreie Areal ist erst schwach mit pAK7 markiert (Kennzeichnung durch *). In den
iibrigen Bereichen mit Cilien ist eine starke Anfarbung mit pAK?7 erkennbar (Kennzeich-

nung mit Pfeilspitzen).

Abb. 24: Immunfluoreszenzdoppelanfirbung des Gehirns einer 2 d alten Ratte auf pAK7
und «o-Tubulin. Die 10 pum dicken, mit Paraformaldehyd fixierten Gefrierschnitte wurden
mit pAK7-Kaninchenantiserum und monoklonalem a-Tubulinantikérper aus Maus 2 h
lang bei 37°C inkubiert. Als zweite Antikorper wurden anti-Kaninchen-IgG-Alexa 568-
Konjugat zur Markierung der pAK7 (rot), bzw. anti-Maus-IgG-Alexa 488-Konjugat zur
Markierung von a-Tubulin (griin) verwendet. Mit beiden Antikérpern wurde 1 h lang bei
RT inkubiert. Die Pfeilspitzen markieren Bereiche mit kinocilientragende Zellen. An der
mit * gekennzeichneten Stelle haben sich noch keine Kinocilien gebildet, eine Expression
von pAK?7 kann in diesem Bereich ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die Zellkerne
wurden mit 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, blau) geférbt.
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2.8 Test der pAK7 auf Adenylatkinase-Aktivitit

Zur Uberpriifung der Funktion von pAK7 wurde ein Enzymtest durchgefithrt (Wirschell
et al., 2004). Die Messungen der enzymatischen Aktivitdt wurden in Reaktionspuffer
(55 mM Tris, pH 7.9 mit 40 mM Glucose, 2 mM MgCl,, 2.0 mM NADP) unter Zu-
satz von je 1 U/ml Hexokinase und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 1 mM Natri-
um(meta)vanadat als Dynein-ATPasen-Inhibitor sowie 1 mM ADP durchgefiihrt. Dieser
Reaktionsansatz wurde 10 min lang bei RT vorinkubiert, um eventuell vorhandene, die
Messung verfilschende Spuren von ATP zu beseitigen. Danach wurde die Reaktion mit
Zellhomogenat oder Myokinase gestartet. Die Zunahme der NADPH-Konzentration in
allen Ansétzen wurde in einem temperierbaren Photometer bei 340 nm {iber insgesamt
10 min vermessen, wobei alle 30 s ein Messwert erhoben wurde. Alle Messungen wurden

stets als Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Der Test wurde mit kommerziell erworbe-

ner Kaninchen-Myokinase etabliert (Abb. 25 A-D).

In Vorversuchen wurde zunéchst der Einfluss verschiedener Mengen HEK-Zellhomo-
genat auf die Messungen untersucht. Dazu wurden 1, 6, 8, 10 und 12 ug Protein enthal-
tendes Zellhomogenat in Kombination mit 0.1 U Myokinase vermessen. Es waren jedoch
kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Messwerten auszumachen (Abb. 25 D). Aus
der Uberlegung heraus, dass in den spéteren Messungen iiberexprimierte Enzyme auf ihre
Myokinase-Aktivitdt hin untersucht werden sollten, war es entscheidend, soviel Zellho-
mogenat zu verwenden, dass die Enzym-Aktivitat deutlich bestimmbar sein wiirde. Diese
Voraussetzungen schienen fiir 8 ug Zellprotein gegeben zu sein und konnten spéter durch
den Einsatz von rekombinante Adenylatkinase 1 (AK 1) aus der Ratte heterolog expri-
mierende HEK293T-Zellen als Positivkontrolle im etablierten Test bestatigt werden (s.u.).

Zur Bestimmung der Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten
Menge Myokinase wurden in den Reaktionsansdtzen 0.3, 0.5, 0.75 und 1 U Myokinase
in Kombination mit je 8 ug Protein enthaltendem HEK-Zellhomogenat eingesetzt und
die Zunahme der Extinktion bei 340 nm gemessen. Aus diesen Messungen ergab sich als
optimale Enzymmenge fiir positive Kontrollen 0.5 U Myokinase, fiir die ein linearer Re-
aktionsverlauf {iber 10 min detektiert werden konnte (Abb. 25 A und B).

Zur Bestimmung der Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkon-
zentration wurden ca. 8 ug Protein enthaltende HEK-Zellsuspension homogenisiert und
mit je 0.5 U Myokinase und unterschiedlichen Konzentrationen von Substrat (0.3, 0.5,
0.75,1, 1.5, 2 und 2.5 mM ADP) gemischt, bevor die Zunahme der NADPH-Konzentration
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in den jeweiligen Reaktionsansétzen verfolgt wurde. Fiir alle weiteren Messungen und zur
Bestimmung der Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten Myo-
kinasekonzentration wurde ADP stets in einer Konzentration von 1.5 mM verwendet, da
diese Substratkonzentration maximale Myokinase-Aktivitidt ergab (Abb. 25 C).
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Abb. 25: Etablierung des Tests zur Uberpriifung der Adenylatkinase-Aktivitit. Gemes-
sen wurde nach einer 10miniitigen Vorinkubation bei RT. Anschliefend wurde der Ab-
sorptionsanstieg bei 340 nm und 37°C 10 min lang alle 30 s abgelesen. (A) Darstellung der
gemessenen Extinktionen gegen die Zeit fiir fiir 0.3-1 U Myokinase. (B) Bestimmung der
Abhéngigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Enzymmenge (Steigungen im linearen
Bereich der Kurven aus A gegen Enzymmenge; Mittelwerte + Standardabweichungen).
Fiir alle folgenden Messungen wurden 0.5 U Myokinase eingesetzt. (C) Bestimmung der
Abhéngigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Substratkonzentration (0.3-3 mM ADP;
Mittelwerte + Standardabweichungen). Fiir alle folgenden Messungen wurden 1.5 mM
ADP eingesetzt. (D) Bestimmung der Grundaktivitédt von Zellhomogenaten aus untrans-
fizierten HEK293T-Zellen (1-12 ug Protein; Mittelwerte + Standardabweichungen). Fiir
alle weiteren Messungen wurden 8 ug Protein eingesetzt. Genaue Durchfiihrung des Tests:
siehe Material und Methoden 4.2.23.
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Als Kontrollen sollten jeweils rekombinante Adenylatkinase 1 (AK 1) aus der Ratte, he-
terolog exprimierende HEK293T-Zellen (Positivkontrolle) und untransfizierte HEK-Zellen
(Negativkontrolle) eingesetzt werden. Zur permanenten Uberexpression wurde die AK1-
Expressionssequenz in den lentiviralen Vektor pWPXL kloniert (vergleiche 4.2.7.18). Mit
dem entstandenen Virus wurden anschlieend stabile HEK293T-Zelllinien erzeugt. Zum
Zweck der Nachweisbarkeit der rekombinanten AK1 mittels “Western blot“ (nicht darge-
stellt) und indirekter Immunfluoreszenz wurde ihr C-Terminus um die Sequenz des Pep-
tids CDOFLAEYLFKNNPEMQ ergénzt, welches vorher zur Erzeugung der gegen pAK7
gerichteten Antikorper eingesetzt worden war (Abb. 26 Al und A2). Nachweislich AK1
exprimierende Zelllinien konnten dann dank ihrer Adenylatkinaseaktivitét als Positivkon-

trolle im Enzymtest eingesetzt werden.

Abb. 26: Immunfluoreszenzanfarbung lentiviral transfizierter HEK293T-Zellen zum
Nachweis der Expression eines Fusionsproteins von AK1 aus Ratte mit dem immunogenen
Peptid mit der Sequenz CDFLAEYLFKNNPEMQ aus dem C-Terminus der pAK7. Die
auf Deckgléaschen kultivierten und mit Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden 2 h lang
bei 37°C mit pAK7-Antiserum (Al, A2) bzw. Praimmunserum (B1, B2) inkubiert und
das Antigen indirekt tiber anti-Kaninchen-IgG (Alexa 568-Konjugat, rot) detektiert. Mit
dem zweiten Antikorper wurde 1 h lang bei RT inkubiert. Die Zellkerne wurden mit 4‘-
6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, blau) gefirbt. Der Mafistab entspricht jeweils 20 pm.
Zellen, die das Fusionsprotein exprimieren, sind an ihrer roten Anfarbung deutlich zu er-
kennen (A1l und A2). Zellen, die mit PIS angefiirbt wurden, zeigen kein pAK7-Signal (B1
und B2).
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Zur permanenten Uberexpression von pAK7 in HEK293T-Zellen wurde die pAK7-
Volllangensequenz in den Vektor pWPXL eingesetzt, klonal vermehrt und zur Produktion
von Lentiviren genutzt. Die Expression von pAK7 wurde ebenfalls immuncytochemisch
(Abb. 27 A) und im “Western blot“ (nicht gezeigt) mit dem pAK7-Antiserum nachgewie-
sen. Die nachweislich pAK7 exprimierenden Zelllinien wurden mittels Enzymtest auf ihre

Adenylatkinaseaktivitdt untersucht.

Abb. 27: Immunfluoreszenz-Markierung lentiviral transfizierter HEK293T-Zellen mit
pAKT7-Antiserum zum Nachweis der Expression von pAK7. Die auf Deckgldschen kulti-
vierten und mit Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden 2 h lang bei 37°C mit pAKT-
Antiserum (A) bzw. Prdimmunserum (B) inkubiert und das Antigen indirekt {iber anti-
Kaninchen-IgG (Alexa 568-Konjugat, rot) detektiert. Mit dem zweiten Antikorper wurde
1 h lang bei RT inkubiert. Die Kerne wurden mit 4‘-6-Diaminidino-2-phenylindol (DAPI,
blau) gefirbt. Der Mafistab entspricht jeweils 20 ym. pAK7-exprimierende Zellen sind an
ihrer roten Anfiarbung deutlich zu erkennen (A). Zellen, die mit PIS angefarbt wurden,
zeigen kein pAK7-Signal (B).

Zur Herstellung der fiir die Messungen benotigten Zellhomogenate aus transfizierten
(AK1-Positivkontrolle oder pAK7) oder untransfizierten HEK-Zellen (Negativkontrolle)
wurden die in 200-2000 pl Suspension enthaltenen Zellen im doppelten Volumen Trispuffer
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Sodann wurde 3x10 min lang bei 4°C und 14000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues passendes Zentrifugengefifl iiberfiihrt
und fiir die Messungen eingesetzt. Unter den gegebenen Testbedingungen (vgl. Material
und Methoden 4.2.23) wiesen nur Myokinase und rekombinante Rattenadenylatkinase 1
Adenylatkinaseaktivitat auf, nicht jedoch pAK7. pAK7-exprimierende Zellen zeigten die-
selbe schwache Hintergrundaktivitéit wie die zur Negativkontrolle eingesetzten HEK-Zellen
(Abb. 28).
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Abb. 28: Enzymtest auf Adenylatkinase-Aktivitét zur Uberpriifung der Funktionalitét
iiberexprimierter pAK7. Die Messungen erfolgten nach einer 10miniitigen Vorinkubation
bei RT. AnschlieSend wurde der Absorptionsanstieg bei 340 nm und 37°C 10 min lang
alle 30 s abgelesen. Als Positivkontrolle wurde HEK-Zellhomogenat mit iiberexprimierter
AKI1 aus Ratte verwendet (Kurve 1) sowie 0.5 U Myokinase aus Kaninchen gemischt mit
HEK-Zellhomogenat (Kurve 2). Als Negativkontrolle diente reines HEK-Zellhomogenat
(Kurve 3). Zur Messung der pAK7 wurde HEK-Zellhomogenat mit {iberexprimierter pAK7
verwendet (Kurve 4). Die Kurven 3 und 4 iiberlagern sich und sind daher optisch nicht
zu unterscheiden. Darstellung der jeweiligen Mittelwerte + Standardabweichungen.
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2.9 Suche nach Interaktionspartnern der pAK?7 mit
Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems

AK-Doménen enthaltende Proteine wurden bereits mehrfach im Zusammenhang gebracht
mit Ciliogenese (Kpl2; Ostrowski et al., 1999), Cilienaufbau (cpcl; Zhang und Mitchell,
2004) oder Cilienschlag (Odabp-assoziierte AK; Wirschell et al., 2004). Lokalisation von
Adenylatkinasen sowohl in Cilien als auch in Flagellen erscheint im Hinblick auf ihre
ATP-generierende enzymatische Reaktion begriindet. Das ATP kann dann anschliefend
an die molekularen Motoren des Axonems abgegeben werden. Fiir einen effektiven Cilien-
schlag konnte dies von Zhang und Mitchell (2004) in Chlamydomonas reinhardtii gezeigt
werden. Ford (2006) postulierte fiir den Flagellenschlag von Spermien das Vorliegen eines
Kinasen-getriebenen ATP-Transfer-“shuttles®. Mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System wur-
de nach Interaktionspartnern der pAK7 gesucht, die moglicherweise Aufschluss iiber die
Funktion dieses ATP-Transfer-“shuttle“-Proteins geben konnten. So kénnte beispielweise
Interaktion von pAK7 mit “outer arm dynein“ ein Hinweis auf die direkte Beteiligung

von pAK7 am Cilienschlag sein.

Da pAKY7 im Hoden stark exprimiert wird, wurde zunéchst eine humane Hoden-cDNA-
Bibliothek unter Verwendung des “Matchmaker Gal4d Two-Hybrid Systems 3“ mit der
pAKT7-Volllingensequenz durchsucht. Im Vorfeld der Hefeverpaarung wurden Tests auf
Proteinexpression, Toxizitdt und Autoaktivierung des pAK7-Proteins durchgefiihrt. Die-
se Tests ergaben, dass die pAK7 schwach exprimiert wurde und fiir die mit dem pAK7-
Koderplasmid transfizierten Hefen weder toxisch noch autoaktivierend war. Nach der He-
feverpaarung fand sich jedoch kein einziger Hefeklon, der nach Durchfiihrung von Tests
auf a- und -Galaktosidasebildung eine Proteininteraktion bestétigte. Von weiteren Tests
(z. B. PCR zum Nachweis von Kéder- und Bibliotheksplasmid, Restriktionsverdau der
isolierten Plasmide) mit den in diesem Suchlauf erhaltenen Hefeklonen wurde daher ab-

gesehen.

Daraufhin wurde der Anteil der pAK7 am als Koéder dienenden Gal4-Fusionsprotein
auf den C-Terminus reduziert, gegen den auch der Peptid-Antikorper gerichtet ist. Wie
auch das pAK7-Volllangenprotein wurde die verkiirzten Variante des Kéderkontrukts nur
schwach exprimiert, und war fiir die mit dem pAK7-Koderplasmid transfizierten Hefen we-
der toxisch noch autoaktivierend. Die humane Hoden-cDNA-Bibliothek wurde mit diesem
Koder durchforstet. Der Suchlauf resultierte in 17 scheinbar positiven Klonen, bei denen
a- und (-Galaktosidase gebildet wurden. Nach Durchfithrung der Riickverpaarung stell-

ten sich 5 der Klone jedoch als “autoaktiv® heraus und wurden nicht weiter untersucht.
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Unter “autoaktiv® versteht man, dass die Hefen nicht wie erwartet nur nach erfolgreicher
Interaktion auf Mangelmedium wachsen und a- und 3-Galaktosidase bilden, sondern auch
wenn sie nur ein Bibliotheks- und kein Kéderprotein exprimieren. Das Bibliotheksprotein
besitzt in diesem Fall die Féahigkeit, auch ohne Interaktionspartner die Reportergene der

Hefen zu aktivieren.

Die verbliebenen 12 Kandidaten wurden einer NCBI-Datenbankanalyse unterworfen.
Ziel war es, Hinweise auf die jeweiligen gewebe-, zell-, zeit- oder kompartimentspezifi-
sche Expression zu finden. Nach Abschluss der Analyse wurden 8 weitere Klone ausge-
schlossen, da sie in Verbindung mit den Grundeigenschaften der pAK7 (cytosolisch und
ependymal) nicht als potentielle Interaktionspartner in Betracht kamen. Die verbliebe-
nen vier Klone sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Allerdings konnten die zu Klon 3 und 11
korrespondierenden mRNAs durch RT-PCR nicht in EPK nachgewiesen werden, sodass
deren Translationsprodukte als native Interaktionspartner entfallen. Die zu den Klonen 25
und 29 korrespondierenden mRNAs konnten durch RT-PCR in EPK nachgewiesen wer-
den. Diese Klone mussten aber ebenfalls als Interaktionspartner ausgeschlossen werden,
weil die cDNA-Einschiibe der aus Klon 25 und 29 isolierten Plasmide zum damaligen
Zeitpunkt jeweils nur einem Bereich im 3‘UTR (nicht translatierter Bereich, der sich an
den offenen Leserahmen anschlieit, engl.: untranslated region) des jeweiligen Transkripts
zugeordnet werden konnten. Mittlerweile findet man jedoch eine kodierende Sequenz mit

entsprechend exprimierten Protein (siehe Klon 29, Tabelle 3).
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die moglichen Interaktionspartner von pAK7 aus dem
durchgefiihrten Hefe-Zwei-Hybrid-Versuch. Dargestellt sind die Ergebnisse einer NCBI-
Recherche mit Hilfe des Programms BLASTX (nr), bei der die zu den Klonen 3, 11, 25 und
29 korrespondierenden Proteine in Homo sapiens gesucht wurden (“Ergebnis BLASTX
(nr)“). Zur zusitzlichen Charakterisierung der Proteine werden Pubmed-Zugriffscode
und Prozesse, bei denen das jeweilige Protein beteiligt ist, angegeben (“Zugriffscode
(Pubmed)“ und “Prozesse®). Die Bereiche, deren Aminosduren an der im durchgefiihrten
Hefe-Zwei-Hybrid-Versuch nachgewiesenen Interaktion beteiligt waren, werden ebenfalls
aufgefiihrt (interagierender Bereich, “IB*; Angabe der interagierenden Aminosiduren (Aa)
Aa n bis Aa n+z).

Klon Ergebnis BLASTX (nr) “Zugriffscode* IB Prozesse
(Pubmed)
3 testis development-related AAK51120 Aa 155-320 Hoden-
NYD-SP20B entwicklung
11 dickkopf-like 1 (soggy) pre- NP055234 Aa 86-242 Morphogenese
cursor
25  SEC24-related protein C NP 004913.2 Aa 964-1094  Vesikel-
vermittelter
Transport
29 unnamed protein product BAB15704 Aa 49-220 Unbekannt
aus Lunge
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Diskussion

3.1 Subtraktionseffizienz der eingesetzten subtrakti-
ven cDNA-Bibliotheken und Reproduzierbarkeit

der erhaltenen Daten

Ob Herstellung und Durchsuchung einer subtraktiven cDNA-Bibliothek effizient verliefen,
148t sich am besten an der Haufigkeit messen, mit der Transkripte von Genen gefunden
werden, die nachweislich nur in den zu untersuchenden Zellen oder Geweben exprimiert
werden. Bei substraktiven cDNA-Bibliotheken aus Ependym oder Subcommissuralorgan
sind dabei Gene charakteristisch, die bekanntermafien mit Kinocilien in Verbindung ste-
hen. Sie kénnen als interne Kontrolle angesehen werden. Darunter féllt z. B. Spag6, ein

Bestandteil des Zentralapparates von 942-Kinocilien (Sapiro et al., 2000).

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Anwendung von SSH und den dabei entstande-
nen subtraktiven cDNA-Bibliotheken konnten im Arbeitskreis um S. Verleysdonk bereits
1500 ¢cDNA-Klone untersucht werden, die Teile von Transkripten ependymspezifischer
oder cilidrer Proteine enthielten (Verleysdonk, 2006). Nach Sequenzierung von 85 Klo-
nen enthielten beispielsweise 6 cDNA-Klone Teilsequenzen des Spag6-Leserahmens und
5 Klone Teile des Leserahmens des kinocilienassoziierten Wdr16-Proteins (Hirschner et al.,

2007). Jedoch wurde nur ein Klon gefunden, der fiir einen Teil des pAK7-Proteins kodiert.
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3.2 Gemeinsames Vorkommen von pAK?7 und Kino-
cilien

Durch “Real-time“-RT-PCR konnte gezeigt werden, dass die mRNA von pAK7 in ki-
nocilientragenden Zellen und Geweben im zeitlichen Verlauf parallel zu denjenigen der
Kinocilienmarker Spag6 und Hydin transkribiert wird. Sie zeigt jedoch keine Parallelen
zum zeitlichen Verlauf der mRNA von Polaris, einem Indikatorprotein fiir primére Ci-
lien (Haycraft et al., 2001). Im Gegensatz zu Kinocilien sind primére Cilien bereits im
Hodengewebe des Embryos (Ward et al., 2003) nachweisbar. Bedingt dadurch kommt
auch PolarissmRNA in geringen Mengen bereits in frithen Entwicklungsstufen der Rat-
tenhoden vor, wie in Abb. 12 K erkennbar ist. Der starke Anstieg der PolarissmRNA
im Hoden ab Tag 10 post partum ist mit dem erhéhten Bedarf an Polaris und anderen

[FT-Komponenten beim Aufbau der Spermienflagellen begriindet.

Durch Untersuchungen des zeitlichen pAK7-Expressionsprofils in verschiedenen Ge-
weben mittels “Western blot“ wurden die auf Transkriptionsebene erhaltenen Ergebnisse
bestétigt. Auch auf Proteinebene wurde pAK7 nur in kinocilientragenden Zellen gefunden.
Die auffillige Abwesenheit eines pAK7-Signals in “Western blots* mit Lungenhomogenat
(Ergebnisse Abb. 10) l&8t sich damit begriinden, dass die vorhandene Menge pAK7 unter
der Nachweisgrenze lag, was aufgrund der RT-PCR-Analysen, bei denen nur wenig pAK7-
mRNA nachgewiesen werden konnte, mit einiger Wahrscheinlichkeit zu erwarten war. Ein
analoger Fall wurde durch Zhang et al. (2002) beschrieben, bei dem das in M&ausen ge-
fundene Homologe des axonemalen Proteins Pf20 per “Immunoblot® nur in Hoden, nicht
aber in der Lunge nachgewiesen werden konnte, obwohl beide Gewebe Kinocilien besitzen

und daher das Protein aufweisen sollten.

Die auf den “Blot“-Membranen fiir Leber, Niere, Herz und Hoden beobachteten Zu-
satzbanden im unteren Molekularmassenbereich lieen sich mit Hilfe von NCBI-Daten-
bankrecherchen nicht erkléaren. Eine zunéchst im adulten Rattenhoden entdeckte Zu-
satzbande wurde in weiteren Experimenten mit Hoden unterschiedlichen Alters stets in
gleicher Intensitidt wiedergefunden. Fiir alle Experimente wurden die Hoden von 4-30 d
alten sowie von adulten Ratten verwendet; Vierfachbestimmungen wurden durchgefiihrt.
Auch durch Zusatz von Proteaseinhibitoren oder den Einsatz gereinigter Antikorper (siche
4.2.13) konnten die unerwarteten “Western blot“-Signale nicht in ihrer Intensitét verrin-
gert werden. Selbst nach Inaktivierung aller Enzyme sofort nach Organentnahme durch
Homogenisation in heilem SDS traten die Zusatzbanden ebenfalls auf. Diese sind also
nicht auf Abbauprodukte der pAK?7 zuriickfithrbar. Eine mégliche Erklarung fiir ihr Auf-
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treten wire das Vorhandensein von Proteinen entsprechender Molekularmassen, mit denen
das Antiserum kreuzreagiert. Dazu miifiten sie die selbe Aminosiuresequenz wie das zur
Immunisierung verwendete Peptid aufweisen. Offenbar weist der polyklonale Antikorper,
dessen Affinitét zum Antigen ohnehin nicht sehr hoch ist (siche auch Ergebnisse 2.4,
“Western blot*), Affinitéit zu Epitopen auf, die denen des Immunisierungspeptids dhneln
und Teile anderer Proteine sind, welche keine Beziechung zu pAK7 haben. Entstehung der
Zusatzbanden durch Antikorper aus dem Antiserum, die nicht auch pAK?7 erkennen, kann
jedoch ausgeschlossen werden, da nach Vorinkubation des Serums mit immunogenem Pep-

tid alle im “Western blot* vorhandenen Signale (4.2.19.2) vom “Blot* verschwanden.

Bei der Analyse des Verlaufs der pAK7-Expression in EPK konnte deutlich gezeigt
werden, dass das Genprodukt ab Tag 7 auftaucht, also ab dem Zeitpunkt der Kinocilien-
bildung in diesen Primérkulturen (Tritschler et al., 2007). Im Vergleich zu EPK bleibt das
Expressionsniveau von pAK7 in APK erwartungsgeméf gering, da APK stets nur einen
geringen Prozentsatz “kontaminierender”, kinocilientragender Ependymzellen enthalten
(B. Hamprecht, personliche Mitteilung; D. Gschwend, unveroffentlichte Daten). Die re-
sultierende Menge pAK7-Protein reicht offenbar nicht aus, um im verwendeten “Western

blot“-System nachgewiesen werden zu kénnen.

Bei “Western blots“ mit Rattenhoden unterschiedlichen Alters konnte die pAK7 ab
einem Alter von 25-26 Tagen als schwache Bande nachgewiesen werden. Nach Zheng-
wei et al. (1990) beginnt die Produktion von Spermatiden im Rattenhoden im Alter von
24 Tagen, wenn die Anzahl primérer, axonemfreier Spermatocyten ihren Hohepunkt er-
reicht. Dies bekréftigt erneut, dass pAK7 mit Kinocilien kolokalisiert ist, da das Axonem
der Spermienflagellen bei Sdugern nach Irons und Clermont (1982) erst im Spermatiden-
stadium gebildet wird. Offenbar kann das Protein — vermutlich aufgrund der niedrigen
Affinitdat des Antikorpers zum Antigen — erst ab einem etwas spéteren Zeitpunkt zweifels-

frei nachgewiesen werden.

Die Immunanfirbungen von EPK und APK sowie angefirbte Gehirnschnitte neuge-
borener, 2 d alter und adulter Ratten zeigen eine ausschlieflliche Lokalisation der pAK7
in kinocilientragenden Ependymzellen. Auch ist deutlich erkennbar, dass die pAKT erst
zum Zeitpunkt der Kinocilienbildung und ependymalen Ausdifferenzierung auftritt. Da-
bei beginnt die Proteinsynthese offensichtlich im Bereich des Aquédukts und breitet sich
von dort in die Ventrikel aus. Die Anfarbungen von 10 pum dicken Hodengefrierschnitten
unterschiedlich alter Ratten wurden urspriinglich durchgefiihrt, um weitere Hinweise zu

bekommen, wo und wann die pAK7 in cilientragenden Zellen exprimiert wird. Die Farbun-
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gen konnten aufgrund des ungiinstigen Signal-Hintergrundverhéltnisses nicht ausgewertet

werden, wodurch die initiale Fragestellung zum “wo“ und “wann‘ bestehen bleibt.

pAK7-Transkripte und das pAK7-Protein treten erst mit der Differenzierung kinoci-
lientragender Zellen auf. Transkripte und Protein fehlen hingegen in mono- und uncili-
ierten Zellen. Daher kann die pAK7 — ebenso wie Wdrl6 (Hirschner et al., 2007) — als
Differenzierungsmarker kinocilientragender Zellen angesehen und in EPK und Gehirn zur

Markierung und Detektion polyciliierter Zellen verwendet werden.

3.3 Kolokalisation von pAK7 mit der Gehirnisoform
der Glycogenphosphorylase

Im Gehirnparenchym findet man GP BB in Ependymzellen. Nach Doppelanfarbung von
Zellkulturen und Gehirnschnitten mit pAK7- und GP BB-Antiseren zeigt sich Kolokalisa-
tion der beiden Proteine in Ependymzellen. Es wird angenommen, dass das ependymale
Glykogen einen zelleigenen Energiespeicher darstellt, der bei Bedarf durch die GP BB
mobilisiert werden kann (Cataldo und Broadwell, 1986; Prothmann et al., 2001). Ein
Beispiel fiir derart gesteigerten Energiebedarf wire die durch Serotonin oder Noradre-
nalin ausgeltste Erhohung der Schlagfrequenz der ependymalen Kinocilien, die mit einem
Abbau des zelluldren Glycogens einhergeht (Nguyen et al., 2001; Prothmann et al., 2001;
Verleysdonk et al., 2005). Auch Natriuretische Peptide kénnen der Grund fiir einen gestei-
gerten Energieverbrauch sein. Sie fithren nachweislich zu einer Erhéhung der cytosolischen
cGMP-Konzentration in Ependymzellen und bedingen dadurch moglicherweise vermehrte
aktive, ATP-verbrauchende Ionentransportprozesse (Wellard et al., 2003; 2006).

3.4 Mogliche Interaktionspartner von pAK7

In den durchgefiihrten Hefe-Zwei-Hybrid-Experimenten konnten keine physiologischen In-
teraktionspartner fiir pAK7 gefunden werden. Bei allen Hefeverpaarungen wurden 2 ml
einer Hefebank eingesetzt, die schon mindestens zwei Jahre gelagert worden war. Von
dieser wurden fiir die drei parallel durchgefithrten Verpaarungen pro Ansatz nur 670 pl
eingesetzt (entsprechend % der vom Hersteller angegebenen Menge der Bank; siche Me-
thoden 4.2.22.4), um nicht unterschiedliche Herstellungschargen der Bank miteinander zu

vermischen. Die Nachteile, die durch die Abweichungen vom Herstellerprotokoll bei der
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Durchfithrung der Hefeverpaarung entstanden sind, spiegeln sich in der geringen Transfek-
tionseffizienz wieder. Zunehmendes Alter der Hefen wirkt sich negativ auf deren Fahigkeit
aus, durch Fusion haploider Hefen diploide Zellen zu bilden. Dadurch gelangen weniger
Koder- und Bibliotheksplasmide in die gleiche Hefezelle. In der Folge kénnen weniger
Koderproteine mit unterschiedlichen Bibliotheksproteinen interagieren als mit einer neu

hergestellten Hefebank theoretisch moglich.

Die nucledre Lokalisation der Fusionskonstrukte ist beim Hefe-Zwei-Hybrid-System
die Vorraussetzung fiir eine Aktivierung der Reportergene und deren Transkription. Mit
dem pAK7-Vollangenprotein konnten keine physiologischen Interaktionspartner von pAK7
gefunden werden. Es wurde angenommen, dass das Fusionsprotein aus pAK7 und Gal4-
DNA-Bindungsdoméne (BD) mit einer berechneten und experimentell bestatigten Masse
von 105.7 kDa zu grofl sei, um effizient in den Kern zu gelangen. Daher wurden sechs
Teilstiicke der pAK7-cDNA-Sequenz kloniert, deren Expression zu Fusionsproteinen mit
molekularen Massen von 44 bis 56.5 kDa fiihrte. Von diesen Konstrukten konnte nur
mit einer den C-Terminus der pAK7 umfassenden Variante (49.7 kDa), ein Hefe-Zwei-
Hybrid-Experiment erfolgreich durchgefiithrt werden. Nach Ausplattierung dieses Verpaa-
rungsansatzes auf unterschiedlichen Medien zur Selektion wuchsen 80 diploide Klone. Von
diesen Klonen wurden 17 nachanalysiert (z. B. durch X-a- und X-(3-Gal-Reaktionen, mit
PCR unter Verwendung ependymaler ¢cDNA) und aufgrund der erhaltenen Ergebnisse
(z. B. Autoaktivierung der Reportergene durch das gefundene Bibliotheksprotein, feh-
lender Nachweis der zum jeweiligen Klon korrespondierenden mRNA in EPK) alle als

Interaktionspartner ausgeschlossen.

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System war unter den oben genannten Rahmenbedingungen
bei der Suche nach Interaktionspartnern der pAK7 wenig erfolgreich. Um jedoch zu einer
allgemein giiltigen Wertung zu kommen, miisste die Analyse unter optimalen Bedingun-
gen wiederholt werden. Als generell zu erwartendes Problem muss die hohe Anzahl an
falsch positiven Klonen in Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen genannt werden, die nie auf Null
reduziert werden kann. Bei geringer Effizienz des Hefe-“Matings* macht sich der Nachteil
einer groffen Anzahl an falsch positiven Klonen besonders stark bemerkbar. Daher sollten
bei zukiinftigen Experimenten insbesondere Bankqualitdt und -quantitidt hoch sein. Fer-
ner ist es moglich, dass die heterologe Expression der pAK7 in interaktionskompetenter
Form in Hefe auf prinzipielle Probleme stéft. Denkbar wéren z. B. fehlende Chaperone

oder mangelnde posttranslationale Modifikationen.

Ein Klon aus der Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse konnte zunéchst per Datenbankanalyse
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mit dem Bardet-Biedl-Protein BBS1 in Zusammenhang gebracht werden. BBS1 wurde
von Mykytyn et al. (2002, 2003) nédher charakterisiert; es handelt sich um ein Protein
mit vorhergesagter (3-Propellerdoméne, dessen Fehlfunktion eine mogliche Ursache des
BBS darstellt. Das BBS entsteht, wie in 1.3.2 beschrieben, durch Mutationen in einem
oder mehreren von 12 bis heute bekannten Genloci (Blacque und Leroux, 2006). Es geht
mit einer Fehlfunktion des Basalkorpers und gestortem Aufbau von Cilien einher (Ans-
ley et al., 2003; Beales, 2005). Typische Krankheitssymptome zeigen, dass das BBS eine
Erkrankung durch den Defekt primérer Cilien ist (siche Einleitung 1.3.2). Da pAK7 in
vorliegender Arbeit als mit Kinocilien, nicht aber als mit priméren Cilien kolokalisier-
tes Protein identifiziert werden konnte, fehlte damit nach dem heutigen Erkenntnisstand
grundsétzlich die Moglichkeit einer Interaktion von BBS1 mit pAK7. Zudem konnte dem
im Hefe-Zwei-Hybrid-System gefundenen cDNA-Klon von BBS1 nur ein Abschnitt von
dessen mRNA-Sequenz zugeordnet werden, der im 3‘UTR liegt. Dies stuft ihn als falsch-
positiven Klon ein, solange keine alternativen Spleifivarianten oder Translationsprodukte
von BBS1 bekannt sind, die diesen 3'UTR-Bereich umfassen und solange BBS1 nicht in

kinocilientragenden Zellen nachgewiesen werden kann.

3.5 Vergleich von pAK7 mit anderen Adenylatkinasen

Adenylatkinasen aus Axonemen von Cilien oder eukaryotischen Flagellen wurden bereits
mehrfach beschrieben, beispielweise in Tetrahymena thermophila (Nakamura et al., 1999),
Trypanosoma brucei (Pullen et al., 2004) oder Chlamydomonas reinhardtii (Wirschell
et al., 2004). Bereits in den 1970er Jahren war in Flagellen aus Chlamydomonas Ade-
nylatkinaseaktivitéit detektiert worden (Watanabe und Flavin, 1976). Dies geschah bald
darauf ebenso in den Cilien und Flagellen anderer Spezies (Schoff et al., 1989; Nakamu-
ra et al., 1999; Noguchi et al., 2001). Darauf aufbauend entstand die Hypothese eines
“Adenylatkinase-shuttles“ am Beispiel von Sdugetierspermien (nach Dzeja und Terzic,
2003). Dieses “shuttle” soll eine zur Glycolyse alternative, vor Ort vorhandene Energie-
quelle fiir den Flagellenschlag darstellen (Ubersichtsartikel: Ford, 2006).

In vorliegender Arbeit wurde im mittleren Teil der pAK7 das Motiv einer Adenylat-
kinase (AK)-Doméne entdeckt (Ergebnisse 2.2). Zudem konnte gezeigt werden, dass pAK7
im Cytosol kinocilientragender Zellen lokalisiert ist. Eine Umsetzung von 2 ADP =
ATP + AM P konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Miiller und Schulz (1992) un-
tersuchten die Aminosduren der E. coli W3110-AK, die den Inhibitor P,P-bis(adenosin-
5*-)pentaphosphat (ApsA) im reaktivem Zentrum iiber Wasserstoffbriicken binden. Ver-

gleicht man diese mit den korrespondierenden Aminoséduren der pAK?7, lassen sich einige
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Unterschiede erkennen, die zu einer schlechteren Bindung von 2 ADP im reaktiven Zen-
trum der pAK?7 fithren und damit die fehlende AK-Aktivitét erkldren konnten (Abb. 29).
Moglicherweise kann pAK7 jedoch alternative Nucleotide wie z. B. GDP umsetzen und
dadurch zur Bildung von ATP in der Zelle beitragen. Im Falle von GDP wére allerdings
zu beriicksichtigen, dass dieses bei der Aktivierung von grofien und kleinen G-Proteinen
im Rahmen von Signaltransduktion und Vesikelverkehr sowie beim Zusammenbau von
Mikrotubuli entstehen kann. Durch Nucleosid-Diphosphatkinase wére dieses dann leicht
wieder zu GTP aufphosphorylierbar. Eine Notwendigkeit fiir Existenz einer GMP-Kinase
ist also fraglich. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass GTP/GDP in ein bis zwei Grofien-
ordnungen niedrigeren Konzentrationen in Zellen vorkommt als ATP. Als Energiereserve
hétten GTP/GDP also wenig zu bieten. Sollten die beiden G-Nucleotide dennoch zur
ATP-Erzeugung herangezogen werden, miisste dieses ATP allerdings erst aus dem Cyto-

sol in die Cilien gelangen, um fiir den Cilienschlag Verwendung zu finden.

Die molekulare Masse der pAK?7 ist mit ca. 82.4 kDa ungewchnlich hoch fiir Adenyla-
kinasen. In der Regel handelt es sich bei diesen um globulére Proteine mit nur etwa 21 bis
46 kDa (Noda, 1973). Allerdings wurde im Rahmen von Untersuchungen der Evolution
der Proteinfamilie der Nucleosidmonophosphatkinasen eine ganze Reihe vergleichsweise
massenreicher Proteine mit Adenylatkinase-Sequenzmotiven gefunden, in die sich auch
pAKT einordnen lisst (Fukami-Kobayashi et al., 1996). Ein Beispiel dafiir ist das Protein
“central pair complex 1¢ (Cpcl) des Zentralapparates der Chlamydomonas-Flagellen mit
einer molekularen Masse von 205 kDa. Zhang und Mitchell (2004) beschrieben, dass das
Protein fiir den korrekten Aufbau eines fiir den Cilienschlag notwendigen Proteinkomple-
xes essentiell ist. Cpcl enthélt zwei konservierte Doménen: eine zentrale AK-Doméne und
ein einzelnes “EF hand“-Motiv zur Bindung von Ca?" am C-Terminus. Die konservierten
Motive sind durch ausgedehnte Sequenzen verbunden. Fehlt Cpcl in Chlamydomonas-
Zellen, so verlangsamt sich deren Cilienschlag. Werden allerdings die Flagellenaxoneme
solcher Mutanten isoliert und in einem AK-Test eingesetzt, kénnnen keine signifikanten
Unterschiede zwischen AK-Aktivitdten von Wildtyp und cpcl-Mutante ausgemacht wer-
den. Dies legt den Schluss nahe, dass die AK-Doméne in Cpcl keinen entscheidenden
Energiebeitrag zum Cilienschlag liefert, da sie moglicherweise kein oder nur wenig ATP
bilden kann. Alternativ kénnte sie aber auch Regulationsmechanismen unterliegen, die ih-
re Aktivitit in einem Axonemhomogenat nicht hervortreten lassen. Das zu Cpcl orthologe
Protein in Saugetieren ist Kpl2, fiir das vermehrte Transkription wihrend der Ciliogene-
se in Trachea-Explantaten aus Ratten gezeigt werden konnte (Ostrowski et al., 1999).
Vergleicht man Cpcl aus Chlamydomonas reinhardtii und Kpl2 aus Ratte, finden sich

konservierte Regionen im Bereich der zentralen AK-Doméne und im “EF hand“-Motiv.
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Abb. 29: Darstellung der Aminoacylreste (Aa) der E. coli W3110-AK, die den Inhibi-
tor P,P-bis(adenosin-5‘-)pentaphosphat (ApsA) im reaktivem Zentrum iiber Wasserstoff-
briicken binden, nach Miiller und Schulz (1992). Die vermutlich dazu korrespondierenden
Aminosauren aus dem aktiven Zentrums von pAK?7 sind entsprechend zugeordnet. Fett
gedruckt dargestellte Aa entsprechen den Aa in der E. coli W3110-AK und ermdglichen
ebenfalls die Bindung der beiden Substratmolekiile, hier durch ApsA nachgeahmt; kursiv
dargestellte Aa tragen aufgrund mangelnder Ladung nicht zur Bindung des Substrats bei.
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3.6 Mogliche Funktion der pAK?7T

Im Rahmen vorliegender Arbeit sollte die Funktion der pAK?T ermittelt werden. Das Pro-
tein wurde in einem Enzymtest auf AK-Aktivitat untersucht. Zwar ist die AK-Doméne
des Proteins strukturhomolog mit der anderer Adenylatkinasen, das Volllangenprotein
zeigte aber unter den Testbedingungen keine enzymatische Aktivitéat. Die beiden Positiv-
kontrollen Myokinase und AK1 aus Ratte wiesen hingegen die erwartete deutlich mefibare
Aktivitdat auf. Das Fehlen enzymatischer Aktivitéat bei pAK?T lisst sich unterschiedlich in-
terpretieren. Zum einen kénnten ependymspezifische Proteinkomplexe, die fiir eine korrek-
te Faltung erforderlich sind, in den zur pAK7-Expression verwendeten HEK-Zellen fehlen.
Andererseits besteht die Moglichkeit, dass fiir die volle Aktivitéit notwendige Faktoren feh-
len, die z. B. zur Offnung des aktiven Zentrums erforderlich sein kénnten. Durchfithrung
desselben enzymatischen Tests in transfizierten, pAK?7 iiberexprimierenden Ependymzel-
len konnte diese Frage klaren. Zusétzlich erscheint die Variation der Testbedingungen
sinnvoll, um nach fehlenden, fiir die AK-Aktivitidt notigen Faktoren zu suchen. Dazu
ist der Einsatz von beispielsweise Ependymhomogenat sinnvoll, da das Homogenat diese
Faktoren enthalten konnte. Alternativ ist auch ein Verlust der enzymatischen Aktivitét
im Laufe der Evolution durch Mutationen in der vorhergesagten AK-Doméne der pAK7
denkbar. Moglicherweise stand der pAK7 im eingesetzten Enzymtest aber auch nicht das
benotigte Substrat zur Verfiigung, damit eine Aktivitat der pAK7 mit einem alternativen
Nucleotid (z. B. CDP, GDP oder UDP) bestimmbar geworden wiire.

3.7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass pAK7 ein mit Kinocilien
assoziiertes Protein ist. Nachdem der Einsatz des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems nicht zum
Ziel gefiihrt hat, erscheint es sinnvoll, ein alternatives System zum Auffinden moglicher
pAKT7-Interaktionspartner einzusetzen, z. B. das TAP-System (siehe Einleitung 1.8). Da-
zu sollten EPK verwendet werden, die keine native pAK7 mehr synthetisieren kénnen,
sondern nur noch pAK7 in Fusion mit dem TAP-Protein, jedoch ohne Uberexpression
des Fusionsproteins. Allerdings miissen fiir TAP-Reinigungen groie Mengen Protein ein-
gesetzt werden, die nur durch groflen organisatorischen und materiellen Aufwand aus

Primé&rkulturen oder gar in vivo-Experimenten erhalten werden kénnen.

Durch den Einsatz morpholinosubstituierter Oligonucleotide und der damit verbunde-
nen Verhinderung von Proteintranslation oder RNA-“Spleifien® kann moglicherweise die

Funktion eines Proteins abgeleitet werden, wenn sich sein Fehlen in einem verdnderten
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Phénotyp erkennen liasst. Eine Anwendung dieser Methode wire daher auch zur weiteren
Untersuchung von pAK?7 beispielweise in Zebrafisch (vgl. Hirschner et al., 2007) iiberle-

genswert.

Der Einsatz von RNAi-Technologie in EPK kénnte Aufschluss geben iiber die Folgen
eines pAK7-Mangels wihrend und nach der Entwicklung bzw. Ausdifferenzierung kinoci-
lientragender Zellen. Durch Regulation der RNAi-Transkription, wie z.B. in Szulc et al.
(2006) beschrieben, wiren Auswirkungen des Transkriptverlusts auf die kinocilientragen-
den Zellen direkt und bei Bedarf zeitabhéngig darstellbar. Als mogliche Beobachtungen

kdmen z. B. in Frage: unbewegliche, verkiirzte, falsch aufgebaute oder fehlende Kinocilien.

Auch die Erzeugung eines monoklonalen Antikorpers gegen die pAK7 zur Erzielung
hoherer Spezifitéat fiir Immunfluoreszenzfiarbungen und “Western blots® wére anzustreben.
Dadurch konnte die Lokalisation des Proteins z.B. durch Konfokale “Laser-Scanning-

Mikroskopie oder Immungoldfarbungen genauer bestimmt werden.
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Kapitel 4

Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Gerite

Autoklav
Cryostat
Elektro-“Blot“-Kammer

Elektrophoresekammer

ELISA-“Reader”

Heizblock

Hybridisierungsofen

Kameras

Lightcycler®-PCR-Geriit

Magnetriihrer

Mikroskop (Phasenkontrast)

Typ 669, Aigner, Miinchen
HM 505 E, Microm, Volketswil, Schweiz
Bio-Rad, Miinchen

fiir Agarosegele: Model B1 (110 mm x
90 mm), Owl Separation Systems, USA

fiir Polyacrylamidgele: Bio-Rad, Miinchen

Titertec Plus MS 212, Friedrich S. Bar-
tolomey Labortechnik, Alfter; verbunden
mit einem PC und EIA3-Software von
ICN, Meckenheim

Grant QBT, CLF Laborgerite, Emers-

acker

Biometra, Géttingen

Coolpix 995; Nikon, Diisseldorf
Canon EOS 350D, Canon, Krefeld
Roche, Mannheim

IKAMAG RCT, Bachofer, Reutlingen
Modelle IM, Zeiss, Oberkochen
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Mikroskop (Fluoreszenz)

Mikrowellenofen

Netzgerite fiir Elektrophorese

Osmometer

pH-Meter

PCR-Gerét

Pipettoren

Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine

Rontgenfilm-Expositionskassette

Scanner

Schiittler
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Modelle IM 35, Zeiss, Oberkochen
Micro-Chef FM 3915 Q, Moulinex, Kauf-
land, Tiibingen

Consort E 132, BioBlock Scientific, IlI-
kirch, Frankreich; 2301 Macrodrive 1,
LKB Bromma, Wien, Ostereich

Power Supply Model 200, Bethesda Rese-
arch Laboratories, Life Technologies, Inc.,
USA

Computer Controlled Electrophoresis
Power Supply, Model 3000 X, Bio Rad,

Miinchen

Osmometer Automatic, Knauer, Eppel-
heim

PHM 92, Radiometer, Copenhagen, Déne-

mark

Primus 96 plus, MWG AG Biotech, Ebers-
berg

Finn-Pipettoren (5-40 pl, 40-200 pl, 200-
1000 pl), Labsystems, Finnland

Eppendorf-Pipettoren (0.5-10 pl, 10-
100 pl, 200-1000 ul), Eppendorf, Hamburg

Mehrkanal-Pipettor Titerman, Eppen-
dorf, Hamburg

SRX-101, Konica Europe, Hohenbrunn

Hypercassette, = Amersham  Buchler,

Braunschweig

CanoScan LiDE 60, Canon, Amsterdam,
Niederlande

Vortex Genie, Bender und Hobein,

Miinchen
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Schweifigerédt Super Poly 281
SDS-PAGE-Apparatur

Spektrophotometer

Sterilbank

Sterilfiltrationsapparatur

Tischzentrifuge
Trockenschrank

Ultraschallstab

UV-Transluminator Chromato-Vue
TM-20

Wasserbad

Wassersterilisationsanlage
Zellinkubatoren

Zentrifuge
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Horizontal-Schiittelplattform KL2,
Biihler, Tiibingen, mit Inkubator von
Wilhelm Stork, Klingenberg

ZMD 201, Amersham, Freiburg
Audion Elektro, Kleve

Ready Gel Cell, Bio-Rad, Miinchen
Shimadzu UV-120-01, Kyoto, Japan

Uvikon 860 with Plotter 800, Kontron,
Eching

Biogard Hood, Baker Company, Sanford,
USA

Lamin Air HLB 2448, Heraeus, Hanau
Lamin Air TL 2448, Heraeus, Hanau

Sterilfiltrationsapparatur, Millipore,
Eschborn

Zentrifuge 5415 C, Eppendorf, Hamburg
Typ U-30, Memmert, Schwabach

Branson B-30 mit Microspitze, Heine-

mann, Schwébisch Gmiind

UVP, San Gabriel, USA

Julabo Standard, Julabo PC Thermostat,

Labora, Mannheim
USF Elga (0.22 um Filter), Purelabs, USA
Typ B 5060 EC CO2, Heraeus, Hanau

Varifuge K, Heraeus, Hanau
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckgléschen (18 mm x 18 mm)
Deckgléschen (24 mm x 50 mm)

Filterpapier (Whatman 3MM)
Filtrationseinheiten (sterile Millex-Einheiten)
Gefrierrohrchen (2 ml)

Glasperlen (0.45 mm-0.6 mm)

Glaspipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml)

Glaswaren

Hybridisierungsbehélter

Kulturschalen (3 und 10 cm Durchmesser)

Microtiterplatten (Immunoplate F96)

“Reprobe Nitrocellulose supported” (82 mm Durch-

messer, 0.45 pm)
Nitrocellulosemembran (Trans-Blot, 0.45 pm)

Nylongaze (132, 210 um Maschenweite)

Nylonmembran, positiv geladen

Objekttréger fiir die Mikroskopie (26 mm x 76 mm x

1 mm)

PCR-GeféBe (0.2 ml)

Petrischalen (AD94/H16mm)
Pipettenspitzen

Plastikgefie (14 ml, steril)
Plastikgefée (15 ml, steril)
Plastikgefiie (50 ml, steril)
Plastikreaktionsgefifie (1.5 und 2 ml)
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Whatman, Gottingen
Millipore, Eschborn
Greiner, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Hirschmann, Eberstadt
Schott, Mainz

Brand, Wertheim

Fisher Scientific, Schwerte

Becton Dickinson, Heidel-

berg
Nunc, Wiesbaden

Applichem, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Sefar ~ GmbH,
burg/Inn

Wasser-

QBIOgene, Heidelberg

Menzel via Roth, Karlsruhe

PeqLab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Braun, Melsungen
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Brand, Wertheim
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Rontgenfilm Amersham, Freiburg

“SuperFrost Plus“-Objekttrager fiir die Mikroskopie Menzel, via Roth, Karlsruhe

4.1.3 Chemikalien

3-Amino-1,2 4-triazol (3-AT)

4‘,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
(DAPI)

a-D(+)-Glucose-Monohydrat

AEBSF-Hydrochlorid
Ammoniumperoxodisufat (APS)
Aprotinin
“Bradfordassay“-Farbereagenz
Bromphenolblau

BSA

“CDP-Star® (Chemilumineszenzreagenz)
Coomassie-Brilliantblau R 250
D(+)-Saccharose >99.5%, p.a.
Dimethylformamid (DMF')
Dimethylsulfoxid (DMSO) wasserfrei, 99.9%
EDTA

Glycerol

Glycin

Isopentan

L-Cystein-Hydrochlorid
Leupeptin-Hemisulfat

Mercaptoethanol
7

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Fluka, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Steinheim

Serva, Heidelberg
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Milchpulver Naturaflor, Topfer, Diet-
mannsried

MnCl, Fluka, Steinheim

3-(N-Morpholino)propansulfonsédure (MOPS)

N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin (TE-
MED)

NaCl
NaHCO;;

“PageRulerTM prestained Proteinmarker

PFA

Pepstatin A
p-Nitrophenylphosphat (p-NPP)
Polyethylenglycol (PEG)
Ponceau S

RbCl

“Roti®-ImmunoBlock®
Rotiphorese®-Gel 30 (37.5 : 1)
SDS

SulfoLink®-aktiviertes Kopplungsgel

Trichloressigsdure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween®20
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Fluka, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

Fluka, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Roche, Mannheim
Fluka, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Fluka / Sigma-Aldrich

Pierce iiber PerbioScience,

Bonn
Fluka, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Fluka, Steinheim

Alle anderen Chemikalien wurden von E. Merck, Darmstadt, erworben.
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“Advantage® 2 PCR Kit“
“BD Creator = DNA Cloningkit“

“BD Matchmaker Pretransfor-

med MATCHMAKER library“ (menschliche
Hoden-cDNA im Vektor pACT?2)

“BD Matchmaker GAL4 Two-Hybrid Sys-

tem 3¢

“E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I (classic li-

ne)“

“ECL Western Blotting Substrate*

“Enhanced Chemiluminescence (ECL) Detecti-

on Reagent*
“FastStart DNA Master*
“HotStarTaq® Master Mix Kit*

“Imject® Maleimide Activated Immunogen

Conjugation Kit“

“Lightcycler® FastStart DNA master SY-
BR Green I¢

NucleoSpin® Plasmid-“Kit*

“NucleoSpin® Extract 11¢

“Omniscript Reverse Transcriptase Kit*

“PCR Digoxigenin (DIG) Probe Synthesis Kit*
“PCR Select” " ¢DNA Subtraction Kit*

“PCR-Select Differential Screening Kit*

QIAGEN® “PCR Cloningplus Kit“
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4.1.4 Zusammenstellung kommerzieller Chemikalien (“Kits*)

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

PeqLab, Erlangen

Pierce iiber PerbioScience,

Bonn

Amersham, Freiburg

Roche, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Pierce iiber PerbioScience,

Bonn

Roche, Mannheim

Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren
Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

Qiagen, Hilden
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“QIAprep Spin Miniprep Kit* Qiagen, Hilden

“QIAquick” Gelextraktions-“Kit“ Qiagen, Hilden

“QIAquick PCR Purification Kit“ Qiagen, Hilden

“RNeasy RNA Isolation Kit* Qiagen, Hilden

“SAWADY Pwo DNA Polymerase Kit“ Peqlab, Erlangen

“SMART'" PCR ¢cDNA Synthesis Kit* Clontech (jetzt Takara Bio),
Heidelberg

“SulfoLink® Coupling gel* Pierce iiber PerbioScience,
Bonn
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4.1.5 Reagenzien fiir die Molekularbiologie

10x T4 DNA-Ligationspuffer

Anti-DIG-Alkalische Phosphatase (AP), Fab-

Fragmente

Bactoagar

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 10 pM)

Desoxyribonucleosidtriphosphat (ANTP);

(je 10 mM)

Dithiothreitol (DTT), 0.1 M
Ethidiumbromid

“GeneRuler 1 kb DNA Ladder*

“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus“

Oligo(dT;5) Adapter-“Primer*

“PageRuler Prestained Protein Ladder*

PANScript NHy-Puffer

PCR-“Primer*

peqGold-Universalagarose
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
“Random hexamer primer“ (500 pg/ml)
RNAsin Ribonucleaseinhibitor (40 U/ul)
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MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

Roche, Penzberg

BD Biosciences Clontech
Germany, Heidelberg

Promega, Mannheim

PeqlLab, Erlangen

Gibco BRL, Karlsruhe
Fluka, Steinheim

MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

PAN Biotech, Aidenbach
Invitrogen, Karlsruhe
PeqLab, Erlangen

Fluka, Steinheim
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim
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4.1.6 Enzyme fiir die Molekularbiologie

BamHI

“Calf Intestine Alkaline Phosphatase“
(CIAP)

Ecl13611

Eco32I (EcoRV)
EcoRI

“Eppendorf Triple Master Polymerase*
HindIII

Mlul
Notl

“PfuUltra’ " High-Fidelity
DNA-Polymerase*

Hotstart

Pvull

Reverse Transkriptase

“SAWADY “-Pwo-DNA-Polymerase
Spel (Bcul)

Sspl

T4 DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

Xhol
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New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Eppendorf

New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Stratagene

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
PeqLab, Erlangen
PeqLab, Erlangen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
PeqLab, Erlangen

New England Biolabs, Frankfurt
a.M.
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zellen

“-Ade/-His/-Leu/-Trp Dropout Supple-

ment*

“-His/-Leu/-Trp Dropout Supplement*

“-His Dropout Supplement“

“-Leu/-Trp Dropout Supplement*

“-Leu Dropout Supplement*

““Trp Dropout Supplement*

Adeninsulfat rein >98% (HPLC)

Ammoniumsulfat
Antimycoticum

Bactoagar

Carbenicillin, Natriumsalz
Chloramphenicol

“Dulbecco‘s modified Eagle's medium®
(DMEM), Pulver (ohne Pyruvat und
NaHC03)

Fotales Kélberserum (engl.: fetal calf se-
rum, FCS)

“Hank's balanced salt solution“ (HBSS)
Insulin

Kanamycin

LB-Agar, Pulver
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4.1.7 Reagenzien fiir die Kultivierung von Bakterien und Sduger-

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Fluka Chemie GmbH / Sigma-
Aldrich GmbH

Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Clontech (jetzt Takara Bio), Hei-
delberg

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
GibcoBRL, Karlsruhe

Biochrome, Berlin

GibcoBRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt

Fluka, Steinheim
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LB-Fliissigmedium, Pulver Fluka, Steinheim

L-Cystein-Hydrochlorid Serva, Heidelberg

“Minimal Essential Medium*“ (MEM), GibcoBRL, Karlsruhe

Pulver

Penicillin G, Kaliumsalz Serva, Heidelberg

SOC-Medium Novagen, Schwalbach/Ts.

Streptomycinsulfat Serva, Heidelberg

Thrombin (Mensch) zur  Verfiigung  gestellt von
Dr. Mirna Rapp, ZLB Behring,
Marburg

Transferrin Roche, Mannheim

Trypsin ICN, Eschwege

“Yeast Nitrogen Base“ ohne Aminoséduren Sigma-Aldrich, Steinheim

und Ammoniumsulfat

4.1.8 Antigenes Peptid
CDFLAEYLFKNNPEMQ Hergestellt von K.-H. Wiesmiiller, IFIB, Uni-

versitét Tiibingen
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4.1.9 Antikorper

4.1.9.1 Priméire Antikorper

Antikorper bezogen durch Verdiin- Anwend-
nung ung
Antikorper gegen Gal4- BD Biosciences, Heidel- 1:5000 WB
BD aus Maus berg
Antiserum gegen GP BB zur Verfiigung ge- 1:1000 IF
aus Kaninchen stellt von B. Pfeiffer-
Guglielmi, IFIB, Univer-
sitdt Tiibingen
Antiserum gegen pAKT- Charles River Laborato- 1:5000 WB
Peptid (C-Terminus) aus ries, Stolzenseeweg 32-
Kaninchen 36, 88353 Kifllegg, herge-
stellt im Rahmen dieser
Arbeit
1:200 IF
Monoklonaler An- Sigma-Aldrich, Stein- 1:25000 WB
tikorper gegen [(-Actin heim
(AC-15) aus  Maus-
Ascites
Monoklonaler An- Sigma-Aldrich, Stein- 1:400 IF
tikorper gegen GFAP heim
aus Maus
Monoklonaler An- Cell Signaling iiber New 1:5000 WB
tikorper gegen  Myc- England Biolabs, Frank-
“tag“ (9B11) aus Maus furt a.M.
1:50 IF
Monoklonaler An- Sigma-Aldrich, Stein- 1:1000 IF

tikorper gegen a-Tubulin
(6-11B-1) aus Maus-
Ascites

heim

WB, “Western blot*; IF, Immunfluoreszenzfiarbungen
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4.1.9.2 Sekundire Antikorper

Antikorper bezogen durch Verdiin- Anwend-
nung ung
Anti-Kaninchen-IgG, Jackson, iiber Dianova 1:1000 ELISA
AP-Konjugat
Anti-Kaninchen-IgG, Dianova, Hamburg 1:120000 WB
POD-Konjugat
Anti-Maus-IgG, Jackson, iiber Dianova 1:20000 WB
Konjugat
1:100000 WB
Esel-anti- Jackson, iiber Dianova 1:1000 IF
Meerschweinchen-1gG,
Cy3-Konjugat
Ziege-anti-DIG-IgG, AP- Jackson, iiber Dianova 1:20000 DB
Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen- Molecular Probes, iiber 1:2000 IF
IgG, Alexa Fluor 488- Invitrogen, Karlsruhe
Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen- Molecular Probes, iiber 1:2000 IF
IgG, Alexa Fluor 568- Invitrogen, Karlsruhe
Konjugat
Ziege-anti-Maus-IgG, Molecular Probes, {iiber 1:1000 IF

Alexa
Konjugat

Invitrogen, Karlsruhe

DB, Dot Blot; IF, Immunfluoreszenzfarbungen; WB, “Western blot“
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4.1.10 Verwendete Mikroorganismen

4.1.10.1 Bakterienstimme

DHb5« E.coli-Zellen

“NovaBlue Singles®

“Qiagen EZ* kompetente Zellen

4.1.10.2 Hefestamme

AH109

Y187

4.1.11 S&augerzellen

HEK293T-Zellen

4.1.12 Tiere

Wistar-Ratten

zur Verfiigung gestellt von F. Madeo, IFIB,
Universitéat Tiibingen

Novagen, Schwalbach/Ts.
Qiagen, Hilden

zur Verfiigung gestellt von F. Madeo, IFIB,
Universitéat Tiibingen

Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg

zur Verfiigung gestellt von R. Vogel, LGN,
Paris, Frankreich

erworben von Charles River, Stolzenseeweg
32-36, 88353 Kifllegg, oder

Eigenzucht im Tierstall des Instituts
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4.1.13 Vektoren

pCL1 Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pDNR-1r Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pDrive Klonierungsvektor Qiagen, Hilden

pETBlue-2 Novagen, Schwalbach/Ts.

pGADT7 AD-Vektor Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pGADT7-T Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pGBKT7 BD-Vektor Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pGBKT7-53 Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pLP-GADT7 AD-Akzeptorvektor Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pLP-GBKT7 BD-Akzeptorvektor Clontech (jetzt Takara Bio), Heidelberg
pWPXL zur Verfiigung gestellt von D. Trono,

EPFL, Lausanne, Schweiz
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur
4.2.1.1 Medien und Lo6sungen fiir die Zellkultur

Penicillin / Streptomycin (PS)-Stammldsung: 651 mg Penicillin G (1536 U/mg)
und 1 g Streptomycinsulfat (750 U/mg) in 50 ml HyO 44

Puck’s D1-Losung: 137 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 0.22 mM KH;POy, 0.17 mM
NagHPO4, pH 7.4

Pucks D1 / Gluc / Suc-Lésung: 5 mM D-Glucose, 58.4 mM Saccharose, 200 U/ml
Penicillin G, 150 U/ml Streptomycinsulfat (750 U/mg) in Puck’s D1-Losung

MEM,,.sn: 9.65 ¢ MEM-Pulver und 2.2 ¢ NaHCO3 in 1 1 HyOyy

MEMg: MEM,4sn-Medium, ergénzt mit 0.5 g/1 BSA, 5 mg/1 Insulin, 10 mg/1 Trans-

ferrin und 1 ml PS-Stammlosung pro 1 1 Medium

MEMgr: MEMg ergénzt mit 500 U/l Thrombin

DMEM: 133.75 g DMEM-Pulver ohne Pyruvat und NaHCOs3, 2.2 g Natriumpyruvat
und 74 g NaHCO3 wurden in 20 1 HyO44 aufgelost. Das Medium wurde durch Einleitung
von COq auf pH 7.4 gebracht. Die Osmolaritéat betrug 320-340 mosmol /1.

DMEM / 10% FCS: 10% (v/v) FCS und 90% (v/v) DMEM

DMEM / 10% FCS / PS: 1 ml PS-Stammlosung auf 1 1 DMEM / 10% FCS

DMEM / 10% FCS / Antimykoticum: 1 ml 1000x Stammlosung des Antimy-
koticums auf 1 1 DMEM / 10% FCS

4.2.1.2 Ependymreiche Priméirkulturen (EPK)

EPK wurden innerhalb 24 h nach der Geburt junger Wistar-Ratten aus deren Gehirnen
nach der Methode von Weibel et al. (1986) in der Variante nach Prothmann et al. (2001)
angelegt.
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Beschichten der Kulturschalen mit Fibronectin Kulturschalen mit 35 mm Durch-
messer wurden mit Fibronectin beschichtet, indem die Platten mit 0.7 ml steriler Fibronec-
tinlosung (200 pg/ml) mindestens 2 h lang bei 37°C inkubiert wurden (Tritschler et al.,
2007). Nach dieser Zeit wurde die Fibronectinlésung durch 2 ml MEM-Waschmedium
(MEM,qs1) ersetzt. Die Platten wurden bis zur weiteren Verarbeitung in einen Zellinku-
bator mit einer Atmosphire aus 95% Luft und 5% CO, gestellt.

Vorbereitung der Rattenhirne Die neugeborenen Ratten wurden mit einer Schere
dekapitiert, die Gehirne durch das Foramen magnum gedriickt und in einer Petrischale

mit 10 ml eiskalter Puck’s D1 / Gluc / Suc-Lésung gesammelt.

Dissoziierung in Einzelzellen Zur Dissoziierung der Gehirne wurden mit einem “Super
Poly 281“-Schweiigerdat Nylongazesidckchen von ungefahr 5 ¢m x 3 cm und Maschenwei-
ten von 135 pum und 210 pm hergestellt. Die Gehirne wurden durch die Gazeséckchen mit
210 pm Maschenweite massiert, um eine grobe Zerteilung des Gewebes zu erreichen. Die
daraus resultierende Zellsuspension wurde in einer anderen Petrischale, ebenfalls 10 ml eis-
kalter Puck’s D1 / Gluc / Suc-Losung enthaltend, gesammelt. Mit einer 10 ml-Glaspipette
wurde die Suspension trituriert, um stéirkere Vereinzelung der Zellen zu erreichen. An-
schlieBend wurde die Suspension durch ein Gazesédckchen mit 135 pm Maschenweite in
ein 50 ml Zentrifugenrohrchen filtriert, um groflere Zellaggregate abzutrennen. Nach 5-
miniitiger Zentrifugation bei 4°C und 1500 Upm in einer Heraeus/Christ Varifuge K wurde
der Uberstand verworfen und der Zellniederschlag wieder in 10 ml MEM gx-Medium auf-
genommen. Zum Ansden wurde die Zellsuspension erneut durch ein Gazesdckchen mit
135 pm Maschenweite in ein Volumen von je 30 ml an MEMg pro Rattengehirn filtriert,

um inzwischen gebildete Zellaggregate zu entfernen.

Ansiden der dissoziierten Gehirnzellen In den vorbereiteten Kulturschalen wur-
de das Waschmedium durch 2 ml Zellsuspension in MEM g-Medium ersetzt. Nach 48 h
bei 37°C in einem Inkubator mit 95% Luft und 5% CO; erfolgte ein Medienwechsel zu
MEM gr-Medium. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Medium alle 2-3 d erneuert, bis die Zel-
len fiir Experimente (spétestens am Tag 13) benétigt wurden. Der Zustand der Kulturen

wurde regelméfig per Phasenkonstrastmikroskop kontrolliert.

4.2.1.3 Astrogliareiche Primérkulturen (APK)

Die APK wurden aus den Gehirnen neugeborener Wistar-Ratten nach Hamprecht und
Loffler (1985) angelegt, wobei die Tiere nicht dlter als 36 h waren. Die Vorgehensweise

wurde, wie unten beschrieben, leicht verdndert.
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Dissoziation der Gehirne in Einzelzellen Es wurde grundsétzlich vorgegangen wie
beim Anlegen von EPK beschrieben. Allerdings wurden die Zellen nach der Zentrifugation
in DMEM / 10% FCS / PS aufgenommen, wobei pro verwendetem Gehirn 50 ml Medium

eingesetzt wurden.

Aussaat der Zellen 2 ml der Zellsuspension wurden in Kulturschalen mit 35 mm
Durchmesser iiberfiihrt. Die ausgeséiten Zellen wurden bei 37°C in einem Inkubator mit ei-
ner Atmosphiére aus 90% Luft und 10% CO, kultiviert, das Medium danach alle sieben Ta-
ge erneuert. Der Zustand der Kulturen wurde regelméflig Phasenkontrast-mikroskopisch

kontrolliert.

Um die APK in nahezu homogene Astrogliazellkulturen zu iiberfithren, wurde an Tag 5
der Kultur das Standardmedium durch ein DMEM-Medium mit 10% FCS ersetzt, in dem
alle Aminosduren auer Serin, Glutamin und Glycin fehlten (R. Schmid, B. Hamprecht,
unveroffentlichte Versuche; Verleysdonk, 1994).

4.2.1.4 HEK?293T-Zellen und daraus hergestellte Zelllinien

Fiir die Kultivierung von HEK293T-Zellen oder davon abgeleiteten Zelllinien wurden Kul-
turschalen mit 100 mm Durchmesser verwendet, in die 0.5 Millionen HEK-Zellen angesét
worden waren. Der Inkubator wurde bei 37°C mit einer Atmosphére aus 90% Luft und
10% COs betrieben. Die Zellen wurden 2-mal wochentlich subkultiviert, wobei jeweils 1-
2 d spiter das Medium (DMEM / 10% FCS) erneuert wurde. Der Zustand der Kulturen

wurde regelméflig Phasenkontrast-mikroskopisch kontrolliert.

4.2.2 Sammeln von Rattenorganen und -zellen

4.2.2.1 Sammeln von Rattenorganen zur Isolierung von RNA und zur Her-

stellung von Proteinhomogenaten

Die Wistar-Ratten wurden im benétigten Alter getdtet. Erwachsene Tiere wurden in
einem mit CO; gefiillten Gastank betdubt und anschliefend mit einer Guillotine gekopft.
Die neugeborenen, maximal 36 h alten Ratten wurden ausschlieflich mit einer Schere
dekapitiert. Die bendétigten Organe wurden entnommen. Fiir die Isolierung von RNA
wurden sie in ein vorgekiihltes Plastikgefaf3 iiberfiihrt und darin mit Hilfe von fliissigem
Stickstoff eingefroren. Organe zur spéteren Herstellung von Proteinhomogenaten wurden
nach der Isolierung in Plastikgefédflen mit eiskalter PBS gewaschen, unter Kiihlung in
kleine Stiicke zerteilt und anschlieend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Alle gefrorenen

Organe wurden in Plastikgefifien bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.2.2.2 Sammeln von Zellen aus Kulturschalen

Entsprechend den in den Experimenten benétigten Mengen Protein wurden die Zellen von
3-20 Kulturschalen von 35 mm Durchmesser verwendet. Dazu wurde zunéchst das Medi-
um entfernt, danach wurden alle Zellen 3x mit je 2 ml eiskaltem PBS gewaschen. Dann
wurde 1 ml eiskalte PBS auf die erste Kulturschale pipettiert, und die Zellen wurden mit
Hilfe eines Gummischabers vom Schalenboden abgekratzt. Die erhaltene Suspension wur-
de in die néchste vorher von Medium befreite Schale iiberfiihrt, und die dort gewachsenen
Zellen wurden geerntet. Die Vorgehensweise wurde wiederholt, bis alle Zellen der vorge-
sehenen Kulturschalen in Suspension vorlagen. In einem 1.5 ml Zentrifugengefafl wurden
die Zellen nun bei 3000 Upm und 4°C 10 min lang in einer Tischzentrifuge abzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und der Zellniederschlag bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

4.2.3 Fixation von Rattenorganen und Zellen fiir die spéitere

Verwendung in Immunofluoreszenzanfirbungen
4.2.3.1 Fixation von Rattenorganen

Die Tiere wurden getotet wie in 4.2.2.1 beschrieben. Anschliefend wurden die entnom-
menen Organe in 4% PFA / PBS 24 h lang bei 4°C fixiert und danach weitere 24 h in
30% Saccharose bei 4°C inkubiert, um spéater Eiskristallbildung zu verhindern. Die Ge-
hirne frisch geborener oder 2 d alter Ratten wurden zur Fixation im Schéidel belassen; es
wurde der gesamte Kopf fixiert, um die Organe nicht zu schidigen. Nach der Inkubation
in Saccharose-Losung wurde die Schidelkalotte entfernt. Alle Proben wurden in “Tissue-
Tek O.C.T. compound* eingebettet, indem sie in durch fliissigen Stickstoff vorgekiihltes

Isopentan eingetaucht wurden. Die fertigen Préparate wurden bei -80°C gelagert.

4.2.3.2 Fixation von Zellen in Kulturschalen

Die auf Deckglédschen angeséten Zellen wurden direkt in den Kulturschalen fixiert, gelagert
und gefarbt. Zur Fixation wurde zunéchst das Medium entfernt, danach wurden alle Zellen
3x mit je 2 ml eiskalter PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen mit je 2 ml 4% PFA in
PBS (4°C) 10 min lang bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen mit kalter PBS wurden die
Zellen in PBS bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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4.2.4 Herstellung von Homogenaten

Benotigte Losungen: Proteaseinhibitoren:

Inhibitor Stammlosung Endkonzentration

AEBSF 20 % 2 pg/ml
Aprotinin 500 0.5 mg/ml
Leupeptin 100x 10 pg/ml
Pepstatin A 300x 3.33 pug/ml

Homogenisationspuffer: 100 mM Tris, 2 mM EDTA; pH 7.4

4.2.4.1 Herstellung aus Rattenorganen

Die nach 4.2.2.1 eingefrorenen Rattenorgane wurden gewogen und in Homogenisations-
puffer mit Proteaseinhibitoren (200 pl Puffer auf 100 mg Gewebe) auf Eis aufgetaut.
Das Gewebe wurde mit dem “Branson“-Ultraschallstab unter stdndiger Eiskiihlung ho-
mogenisiert (5-7 StoBe, “output control® 2, “duty cycle“ 50%). Die Homogenate wurden
3 x 10 min lang bei 5000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils in
ein neues Zentrifugengefafl iberfithrt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das

Lysat in aliquotierten Volumenteilen bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

4.2.4.2 Herstellung aus Zellkulturen

Die nach 4.2.2.2 geernteten Zellen wurden auf Eis in Homogenisationspuffer (10 ul Puffer
auf 10 pl Zellniederschlag) aufgetaut. Die Zellen wurden mit dem Ultraschallstab aufge-
schlossen (5-7 StoBe, “output control“ 2, “duty cycle“ 50%). Danach wurde das Lysat
1 min lang bei 4°C und 14000 Upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Protein im
Uberstand wurde nach Bradford (1976) (siche 4.2.15) bestimmt. Zur weiteren Probenvor-
bereitung und SDS-PAGE siehe 4.2.16.

4.2.5 Herstellung von Cryostatschnitten

Aus den nach 4.2.3.1 vorbereiteten Geweben wurden mit einem Cryostat bei -30°C 10 ym
dicke Schnitte gewonnen und auf “SuperFrost Plus“-Objekttrager iibertragen. Nach Luft-
trocknung bei RT wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei -20°C in Objekttréagerboxen

gelagert.

93



KAPITEL 4. MATERIALIEN UND METHODEN

4.2.6 Subtraktive cDNA-Bibliotheken aus Ependym

4.2.6.1 Herstellung subtraktiver cDNA-Bibliotheken aus ventrikulidrem Epen-

dym und Rinder-Subcommissuralorgan

Alle verwendeten “Kits“ wurden entsprechend der jeweiligen Herstellerangaben benutzt.
Beim ortsanséssigen Schlachter wurden Kopfe frisch geschlachteter Kiihe erworben, die
Schédel wurden gehédutet und durch Abtrennen des okzipitalen Teils mit Hilfe einer hy-
draulischen Guillotine getffnet. Es wurde besonders vorsichtig vorgegangen, um die Ge-
hirne nicht zu zerdriicken. Diese wurden durch die entstandene Offnung entnommen, die
lateralen Ventrikel vorsichtig mit einem Skalpell geoffnet, die Ependymschicht mittels
eines Skalpells mit gebogener Schneide von den Ventrikelwénden gekratzt und in eiskal-
ter HBSS gelagert. Zusétzlich wurden die Subcommisuralorgane isoliert und ebenfalls in
eiskalter HBSS bis zur weiteren Verwendung innerhalb von 6 h gelagert. PolyA-RNA
wurde aus den jeweils vorbereiteten Geweben mit Hilfe des “RNeasy RNA Isolation Kits*
erhalten. Nach der reversen Transkription mit dem “SMART™ PCR ¢DNA Synthesis
Kit“ und der anschlieBenden Amplifikation mit dem “Advantage® 2 PCR System* wurde
c¢DNA aus Ependym (interessierendes Gewebe, “tester) bzw. SCO (ebenfalls interessie-
rendes Gewebe, “tester”) erhalten. Die ¢cDNA fiir das Referenzgewebe (“driver) wurde
aus ependymfreien, cortikalem Rinderhirngewebe mit der selben Methode erhalten. Die
weiteren Schritte wurden, wie im Handbuch des “PCR Select’  ¢DNA Subtraction Kit*
vorgegeben, nach dem Prinzip der Supprimierenden Subtraktiven Hybridisierung (SSH)
durchgefiihrt, die von Diatchenko et al. (1999) beschrieben wurde (siehe Einleitung).

4.2.6.2 Durchforstung der ependymalen subtraktiven cDNA-Bibliothek

Bei der Durchforstung der subtraktiven cDNA-Bibliotheken wurde geméafl der Angaben
des “PCR-Select Differential Screening Kit“-Handbuchs vorgegangen. Dabei wurde ein so-
genannter “dot blot array“ verwendet, um zu untersuchen, ob und wie stark die Mengen
der vorliegenden Transkripte in ependymalem und Resthirn-Gewebe variierten. Hierbei
wurde die DNA von bis zu 96 Klonen der subtraktiven Bibliothek im Duplikat in ei-
ner 12 x 8 Matrix auf je eine positivierte Nylonmembran aufgetragen, die daraufhin mit
reguldr und invers subtrahierten cDNA-Sonden hybridisiert wurden. Die reguldr subtra-
hierten cDNA-Sonden wurden analog der cDNA-Bibliothek mittels PCR hergestellt (siehe
4.2.6.1). Bei den invers subtrahierten Sonden dienten ependymale mRNAs zur Erzeugung
der “Driver®- und cortikale mRNAs zur Herstellung der “Tester“-Population. Dabei wurde
vorgegangen wie im “PCR-Select cDNA Subtraction Kit“ beschrieben. Die Sonden wurden
wie im “DIG Probe Synthesis Kit*“ beschrieben mit Digoxigenin (DIG) markiert und mit
Hilfe eines DIG-Antikorpers (AP-Konjugat) detektiert. Die durch Dephosphorylierung
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des CDP-Star-Reagenz entstehende Chemilumineszenz wurde mit einem lichtsensitiven
Film detektiert. Das Fleckmuster der mit reguléren Sonden inkubierten Nylonmembran
wurde mit demjenigen der mit inversen Sonden bedeckten Membran verglichen. Nur Klo-
ne, die mit reguléar subtrahierten cDNA-Sonden, nicht aber mit invers substrahierten ein
Signal ergaben, konnten als Kandidaten fiir differentielle Expression angesehen werden.
Ihre cDNA wurde zur kommerziellen Sequenzierung an SeqLab Laboratories, Géttingen,
geschickt. Klone, deren cDNA mit den invers subtrahierten cDNA-Sonden hybridisierte,

wurden nicht weiter analysiert und bildeten den Detektionshintergrund.

4.2.7 Weitere molekularbiologische Methoden
4.2.7.1 Herstellung von Fliissigndhrmedien fiir Bakterien

Reines LB-Medium 20 g Pulver fiir LB-Medium wurden mit Hilfe eines Magne-
trithrers in 11 HyO gel6st und die Losung anschlieend 15 min lang bei 121°C autoklaviert.
Nachdem das Nahrmedium auf ca. 55°C abgekiihlt war, wurde 1 ml einer 1000x konzen-
trierten, sterilfiltrierten Antibiotica-Stammlésung zugegeben. Alle Medien wurden bei 4°C
und dunkel gelagert. Als Antibiotica-Stammlésungen wurden Carbenicillin (100 mg/ml),

Kanamycin (50 mg/ml) oder Chloramphenicol (30 mg/ml) verwendet.

LB-Medium mit 7% Saccharose 40 g Pulver fiir LB-Medium wurden mit Hilfe eines
Magnetriihrers in 11 HyO gelost und die Losung anschliefend wie oben angegeben autokla-
viert. Eine 14%ige Saccharoselosung wurde hergestellt und sterilfiltriert. Nach Abkiihlung
des autoklavierten Mediums wurde dieses im Verhéltnis 1:1 mit der sterilfiltrierten Sac-

charoselosung gemischt und wie oben beschrieben weiterverwendet.

4.2.7.2 Herstellung von Agarplatten fiir Bakterien

Reine LB-Agarplatten 30 g Pulver fiir LB-Agar wurden mit Hilfe eines Magne-
trithrers in 1 1 HyO suspendiert und durch 15 min langes Autoklavieren bei 121°C in
Losung gebracht. Nachdem das Agarmedium auf schitzungsweise 55°C abgekiihlt war,
wurde 1 ml einer 1000x konzentrierten, sterilfiltrierten Antibiotica-Stammlésung zugege-
ben und die noch warme Fliissigkeit unter sterilen Bedingungen in Petrischalen gegossen.
Nach dem Aushérten und Trocknen bei RT wurden die Platten in Plastiktiiten verpackt
und bei 4°C dunkel gelagert.

LB-Agarplatten mit 7% Saccharose Fiir diese Platten wurden 60 g LB-Agar mit

Hilfe eines Magnetriihrers in 1 1 HyO suspendiert und die Lésung anschlieend wie oben

95



KAPITEL 4. MATERIALIEN UND METHODEN

beschrieben autoklaviert. Eine 14%ige Saccharoselosung wurde hergestellt und sterilfil-
triert. Nach Abkiihlung des autoklavierten Agars wurde dieser im Verhéltnis 1:1 mit der
sterilfiltrierten Saccharoselosung gemischt und die Mischung wie oben beschrieben weiter-

verarbeitet.

LB-Agarplatten zur Blau-Wei3-Selektion Auf eine Antibiotica-haltige LB-Agar-
platte mit 10 cm Durchmesser wurden 35 pl X-3-Gal (50 mg/ml in DMF) und 20 ul
IPTG (24 mg/ml) pipettiert und mit Hilfe eines Drygalskispatels gleichméBig verteilt.
Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurden auf diesen Platten Ligationsansétze ausplattiert
oder bereits transformierte Bakterienklone ausgestrichen und die Platten iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am néchsten Morgen wurden die entstandenen Kolonien 2 h lang bei
4°C inkubiert, wodurch eine bessere Differenzierung zwischen weiflen und blauen Klonen

erreicht wurde.

4.2.7.3 Anzucht von Bakterien als Fliissigkultur

Um spéter eine ausreichende Menge Plasmid-DNA isolieren zu kénnen, wurden Bakteri-
enklone als Ubernachtkultur vermehrt. Eine auf einer LB-Agarplatte herangezogene Ko-
lonie Bakterien wurde mit einer sterilen Pipettenspitze “gepickt® und in ein Réhrchen mit
3-4 ml LB-Medium iiberfiihrt. Anschliefend wurde ca. 17 h lang bei 37°C und 350 Upm

auf einem Schiittler inkubiert.

4.2.7.4 Priparation von Plasmid-DNA hoher Qualitit im kleinen Mafistab

aus Bakterien

Die Ubernachtkulturen der Bakterien nach 4.2.7.3 wurden in einer Heraeus/Christ-Vari-
fuge K bei 3000 Upm und RT 10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und die Plasmid-DNA aus dem Bakteriensediment isoliert. Dabei kamen sowohl das
“QIAprep Spin miniprep Kit“, als auch das “E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I (classic
line)“ und das “NucleoSpin® Plasmidkit* zum Einsatz. Es wurde entsprechend den An-
gaben des jeweiligen “Kit“-Herstellers vorgegangen. Alle verwendeten Systeme lieferten
ungefiihr dieselben Ausbeuten. Die DNA-Konzentration wurde bestimmt wie in 4.2.7.13

beschrieben.
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4.2.7.5 Priparation von Plasmid-DNA geringer Qualitit zu Kontrollzwecken

Benétigte Losungen

STET: 10 mM Tris/HCI, pH 8.0 mit 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA und 5% (w/v) Triton-
X 100

Lysozym-Stammlésung: 10 mg/ml Lysozym in HyOg4q4
Isopropanol
Ethanol 70%

Gewinnung der Plasmid-DNA 1.5 ml der Bakterien-Ubernachtkulturen wurden in
einer Tischzentrifuge bei 4°C und 14000 Upm 1 min lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Sediment in 400 pul STET vollstédndig resuspendiert und mit 30 pl
Lysozym-Stammlosung versetzt. Die Mischung wurde 1 min lang bei 100°C gekocht und
dann 15 min bei 14000 Upm und 4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt, der restliche Ansatz mit 400 ul Isopropanol gemischt. Nach Zentri-
fugation iiber 10 min bei 14000 Upm und 4°C wurde das Sediment mit 1 ml 70% Etha-
nol gewaschen. Wieder wurde bei 4°C und 14000 Upm 10 min lang zentrifugiert und
der Niederschlag danach bei 60°C im Hybridisierungsofen getrocknet. Um die geféllten
Nucleinséuren wieder zu lésen, wurde der Riickstand in 100 pl 65°C warmem HOg4q,

iiber 10 min unter mehrmaligem starken Schiitteln gelost.

4.2.7.6 Anlegen bakterieller Dauerkulturen (Glyceroldauerkulturen); Rekul-

tivierung

Zur dauerhaften Lagerung der Bakterien wurden Glyceroldauerkulturen angelegt. Hier-
zu wurden 0.5 ml Ubernachtkultur und 0.5 ml Glycerol gemischt und sofort bei ~80°C
eingefroren. Zur Rekultivierung wurde eine kleine Menge der gefrorenen Suspension mit
einer sterilen Impfose von der Oberflache abgekratzt und als Dreifachausstrich auf einer
Agarplatte bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Die resultierenden Kolonien wurden bis zu
14 d bei 4°C aufbewahrt.
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4.2.7.7 Herstellung fliissiger Ndhrmedien fiir Hefen

Benoétigte Losungen und Substanzen
10 M KOH: 56 ¢ KOH-Platzchen in 100 ml HyO4y4 gelost

0.2% Adeninhemisulfatlésung: 0.2 g Adeninhemisulfat in 100 ml HyOy, steril-
filtriert

5000x Kanamycin-Stammlésung: 500 mg Kanamycin in 10 ml HyOg44, sterilfil-

triert
1 M 3-AT: 8.41 g 3-AT in 100 ml HyOyy, sterilfiltriert
X-alpha-Gal-Losung: 2 mg X-alpha-Gal in 1 ml DMF

Aminosiduremischung fiir Hefemedien: Die vollstdndigen 10x Aminosduremi-
schungen enthalten folgende L-Aminosduren (in Klammern sind die spateren 1x Endkon-
zentrationen im Medium angegeben): Isoleucin (30 mg/1), Valin (150 mg/1), Arginin-HCI
(20 mg/1), Histidin-HCl-H,O (20 mg/1), Leucin (100 mg/1), Lysin/HCI (30 mg/1), Me-
thionin (20 mg/1), Phenylalanin (50 mg/1), Threonin (200 mg/1), Tryptophan (20 mg/1),
Tyrosin (30 mg/l) und Uracil (20 mg/l), auBerdem Adeninhemisulfat (20 mg/1). Se-
rin, Asparaginsdure und Glutaminsidure werden nach dieser Rezeptur weggelassen, da
sie den pH-Wert des Mediums zu stark ins Saure verschieben wiirden und die einge-
setzten Hefestdmme diese Aminoséduren selbst synthetisieren konnen. Als Selektionsme-
dien wurden SD/-Trp, SD/-Leu, SD/-Trp/-Leu (DDO), SD/-Trp/-Leu/-His (TDO) und
SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade (QDO) verwendet (jeweils im Dreibuchstabencode angegebene
Aminosédure(n) fehlen gegeniiber der obigen vollstindigen Aminosduremischung). Je mehr
Aminoséduren im Medium fehlen, desto hoher ist der entstehende Selektionsdruck auf die

im Medium kultivierten Hefen.

YPDA-Medium: 20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt und 20 g wasserfreie Glucose wurden
in 900 ml HyOg4y gelost. AnschlieSend wurde der pH-Wert mit 10 M KOH auf 6.0 einge-
stellt. Das Losungsvolumen wurde mit HoOy44 auf 1 1 gebracht bevor 15 min lang bei 121°C
autoklaviert wurde. Nach Abkiihlung des Mediums auf ca. 55°C wurden 15 ml sterilfil-
trierte Adeninhemisulfatlosung zugegeben. Medium, das fiir Hefeverpaarungen eingesetzt
wurde, wurde desweiteren 0.2 ml Kanamycin-Stammlosung zugesetzt. Das Medium wurde
anschliefend bei 4°C aufbewahrt.
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SD-Medium: 1.7 g “Yeast Nitrogen Base“, 5 g Ammoniumsulfat, 20 g Glucose und
die bendtigte Aminosduremischung zur Selektion wurden in 900 ml HyOy4y gelost und der
pH-Wert der Losung mit 10 M KOH auf 6.0 eingestellt. Das Losungsvolumen wurde mit
H5044 auf 1 1 gebracht und die Losung 15 min lang bei 121°C autoklaviert. Das Medium

wurde anschlieflend bei 4°C aufbewahrt.

4.2.7.8 Herstellung von Agarplatten fiir Hefen

YPDA-Agar 20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 20 g Glucose und 20 g Bacto-Agar wurden
in 900 ml HyOy4y gelost bzw. suspendiert. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit 10 M
KOH auf 6.0 eingestellt. Das Ansatzvolumen wurde mit HyOg4q auf 1 1 gebracht und
die Losung 15 min lang bei 121°C autoklaviert. Nach Abkiihlung des Agarmediums auf
schiatzungsweise 55°C wurden 15 ml sterilfiltrierte Adeninhemisulfatlosung zugegeben.
Der Agar wurde in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser gegossen, die Schalen sofort
geschlossen, aufeinandergestapelt und nach dem Aushérten mit dem Boden nach oben

fiir 3-4 d zum Trocknen bei RT belassen. Danach wurden die Platten bei 4°C gelagert.

SD-Agar 1.7 g “Yeast Nitrogen Base“, 5 g Ammoniumsulfat, 20 g Glucose und 20 g
Bacto-Agar, sowie die bendtigte Aminosduremischung zur Selektion wurden in 900 ml
HyOy44 gelost. Anschlieend wurde der pH-Wert mit 10 M KOH auf 6.0 eingestellt. Das
Losungsvolumen wurde mit HoOy44 auf 1 1 gebracht und die Losung 15 min lang bei 121°C
autoklaviert. Fiir Agarmedium zwecks Hefeverpaarungen wurden ferner nach Abkiihlung
des Mediums auf schitzungsweise 55°C 2.5 ml sterilfiltrierte 3-AT-Losung (1 M, Inhibitor
der Histidinbiosynthese) zugegeben. Danach wurde vorgegangen wie bereits bei YPDA-
Agar beschrieben. Fiir X-alpha-Gal-Platten wurden 100 pl X-alpha-Gal auf eine Agarplat-
te mit 10 cm Durchmesser pipettiert und mit einem Drygalskispatel verteilt. Nachdem
die Losung ca. 15 min lang bei RT eingezogen und keine Restfliissigkeit mehr erkennbar

war, konnten die Platten weiter verwendet werden.

4.2.7.9 Austitrieren von SD/-His/-Leu/-Ade-Platten fiir Hefeverpaarungen
mit 3-AT

Wie in 4.2.7.8 beschrieben, wurde SD/-His/-Trp-Agar hergestellt. Nach Abkiihlung auf
schiatzungweise 80°C wurden unter sterilen Bedingungen je 50 ml Agarmedium in sterile
Plastikgefiafle gegossen. Nach Abkiihlen auf schétzungsweise 55°C wurde die zur Vermei-
dung eines Hintergrundwachstums von Hefen benotigte Menge der 3-AT-Losung (1 M)
zugegeben: 125 pl fiir 2.5 mM, 250 pl fiir 5.0 mM, 375 pl fiir 7.5 mM, 500 gl fiir 10.0 mM,
625 pl fiir 12.5 mM und 750 gl fiir 15.0 mM 3-AT-Endkonzentration. Durch Invertieren der
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Plastikgefiafie wurde das 3-AT mit dem Agarndhrmedium vermischt. AnschlieBend wurde
die Losung in Petrischalen gegossen. Nach Verschlielen der Petrischalen und Aushérten
des Agars wurden die Agarschalen noch 3 d lang umgedreht bei RT trocknen gelassen. Die
spater bei Hefeverpaarungen eingesetzten Hefeklone wurden auf den Agarplatten jeweils
unterschiedlicher 3-AT-Konzentration dreifach ausgestrichen und die Platten 1 Woche
lang bei 30°C inkubiert. Das Wachstum der Hefen wurde téglich kontrolliert. Die ermit-
telte optimale 3-AT-Konzentration betrug 2.5 mM und wurde bei weiteren Versuchen

eingesetzt.

4.2.7.10 Anzucht von Hefen als Fliissigkultur

Eine hochstens zwei Monate alte Hefekolonie mit einem ungefidhren Durchmesser von
3 mm wurde zum Animpfen von 2-5 ml des Mediums mit dem entsprechenden erwiinsch-
ten Selektionsgrad verwendet. Dazu wurde die Kolonie mit einer sterilen Pipettenspitze
vom Agar gekratzt, in ein Medium enthaltendes, steriles Glasgefaf3 iiberfiihrt, welches iiber
Nacht bei 30°C geschiittelt wurde. Diese Ubernachtkulturen (Volumen <5 ml) wurden in
Reagenzgliasern mit Kapsenbergverschlufl kultiviert und entweder nach 1.5 d zur Plasmi-
disolierung oder nach maximal eintdgiger Inkubation zum Animpfen grofierer Kulturen
verwendet. Ubernachtkulturen mit Volumina >5 ml wurden in mit Alufolie verschlossenen
sterilen Erlenmeyerkolben des 5-10fachen Volumens geschiittelt. Kulturen mit Volumina
>50 ml wurden zur besseren Durchmischung in Erlenmeyerkolben mit Schikane inkubiert.
Die untransfizierten Zellen der Hefestamme AH109 und Y187 wurden auf YPDA-Medium
angezogen. Nach Aufnahme von Plasmiden mit Selektionsgenen wurde das entsprechende

SD-Medium eingesetzt.

4.2.7.11 Préaparation der Plasmid-DNA aus Hefen

Benétigte Losungen

Hefeaufschlusspuffer: 10% 10x TE-Puffer, 0.2% SDS, 1% (w/v) Triton-X 100

3 M Natriumacetat

Ethanol: 70% und 100%

10x TE-Puffer: 100 mM Tris, 10 mM EDTA; pH 7.5
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Aufschlufl der Zellen und Fillung der Plasmid-DNA: Wie in 4.2.7.10 beschrie-
ben wuchsen die Hefen ca. 1.5 d lang im entsprechenden Medium. Die Kultur wurde
durch Zentrifugation (2 min bei RT und 13000 Upm in der Tischzentrifuge) geerntet und
das Sediment mit 1 ml HyOuq, gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (2 min bei RT
und 13000 Upm) wurde das Sediment in 100 pl Hefeaufschlusspuffer resuspendiert. Nach
Zugabe einiger Glasperlen und kurzem, heftigen Schiitteln wurden 400 pl Phenol / Chloro-
form / Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. Der Ansatz wurde 1 min lang auf dem Vortex-
Schiittler heftig gemischt, kurz auf Eis gestellt und dann durch Zentrifugation bei 4°C und
14000 Upm iiber 2 min in zwei Phasen aufgetrennt. Die wéBrige Phase (ca. 100 pl) wur-
de abpipettiert und in ein neues ZentrifugengefafS mit 1.5 ml Volumen iiberfiithrt. Dann
wurden 10 ul eiskalte 3 M Natriumacetatlosung und 250 ul eiskaltes 100%iges Etha-
nol zugegeben. Nach heftigem Schiitteln wurde die Plasmid-DNA {iber Nacht bei -20°C
geféllt. Am néchsten Morgen wurde der Niederschlag in einer Tischzentrifuge bei 4°C und
14000 Upm iiber 30 min abgetrennt, mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und 15 min
lang bei 4°C und 14000 Upm wieder sedimentiert. Der Uberstand wurde durch Trocknen
bei 60°C im Hybridisierungsofen entfernt, der resultierende Riickstand in 10 gl HoOgq,4
gelost (50-60°C, 10 min, Wasserbad). 5 ul dieser Losung wurden fiir die Transformation
einer Einheit kompetenter Zellen “NovaBlue Singles“ eingesetzt (siehe 4.2.7.26).

4.2.7.12 Anlegen von Hefe-Dauerkulturen (Glyceroldauerkulturen)

Benoétigte Losungen
50% Glycerol: 50% Glycerol in HyOyy, sterilfiltriert

Anlegen und Rekultivierung: Zur dauerhaften Lagerung der Hefen wurden Glyce-
roldauerkulturen angelegt. Hierzu wurde eine Mischung von 0.5 ml Ubernachtkultur (siche
4.2.7.10) und 0.5 ml 50% Glycerol sofort bei -80°C eingefroren. Zur Rekultivierung wurde
eine kleine Menge der gefrorenen Suspension mit einer sterilen Impfose von der Oberfliache
abgekratzt und auf einer Agarplatte ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30°C 2-4 d

lang inkubiert. Die resultierenden Kolonien wurden bis zu 2 Monate bei 4°C aufbewahrt.

4.2.7.13 Photometrische Bestimmung der Nucleinsdurekonzentration

Die Konzentrationen von DNA und RNA wurde photometrisch bestimmt. Hierzu wurde
die Extinktion bei 260 nm gemessen. Das Losungsmittel, in dem sich die Nucleinsédure
befand, diente als Referenz (Nullwert). Ein Eog-Wert von 1 entsprach einer Konzentra-

tion von 50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA und einer Konzentration von 40 pg/ml
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bei RNA. Durch sinnvolle Vorverdiinnungen der Ausgangsproben wurde die Extinktion
zwischen 0.1 und 1 gehalten, um die lineare Abhéngigkeit zwischen Nucleinsdurekonzen-
tration und Extinktion zu gewéhrleisten. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 10 pl.
Um die Reinheit der Proben abschétzen zu kénnen, wurde das Verhéltnis Eqgo/Eggy be-
stimmt. Als proteinfrei wurde eine Nucleinséurel6sung mit einem Quotienten von 1.8 bis

2.0 angesehen.
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4.2.7.14 Klonierung des pAK7-PCR-Produkts in das Ko&derplasmid pLP-
GBKT7

Klonierung des pAK7-PCR-Produkts in den Donorvektor pDNR-1r: Aus EPK
wurde mit Hilfe des “RNeasy RNA Isolation Kits“ nach Herstellerangaben die Gesamzell-
RNA isoliert. 1 pg dieser RNA wurde mit 1 pl RNasin (40 U/ul) und 1 ul Oligo(dTys)
Adapter-“Primern“ (500 pg/ml) gemischt. Das Reaktionsvolumen wurde mit HyOy4q auf
12 pl gebracht bevor 10 min lang bei 70°C inkubiert wurde. Nach kurzer Abkiihlung
auf Eis wurden zusétzlich zugegeben: 1 pl RNasin (40 U/pl), 2 pl 10x “Omniscript*-
Puffer RT, 2 pxl DTT (0.1 M), 1 pul ANTPs (alle Nucleotide je 10 mM) und 1 pl HoOgq.
Die Mischung wurde 2 min lang bei 70°C inkubiert und dann nach Zugabe von 1 pul
Reverser Transkriptase “Omniscript® (4 U/ul) bei 70°C weitere 50 min lang inkubiert.
Anschliefend wurde das Enzym iiber 5 min bei 95°C hitzeinaktiviert. Das Reaktionsgefaf3
wurde kurz zur Abkiihlung auf Eis gestellt und dann bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. Zur Amplifikation der pAK7-cDNA wurde Eppendorf-“Triple Master*-
Polymerase verwendet. Es wurden zwei Reaktionsansétze hergestellt, wobei der erste 1 ul
EPK-cDNA und 2 pl “Primer-Mix“, der zweite 6.0 ul 10x “High Fidelity“-Puffer, 1.0 pul
dNTPs und 0.5 pl Eppendorf-“Triple Master Mix“ mit Polymerase enthielt. Beide Mi-
schungen wurden mit HyOg4, auf 10 pl bzw. 40 pl ergénzt. Die Ansétze wurden beide auf
94°C erhitzt und erst dann gemischt. Vor der PCR wurde 5 min lang bei 95°C inkubiert.
Es folgten 30 PCR-Zyklen mit je 94°C iiber 30 s; 55°C iiber 30 s und 72°C iiber 2 min
10 s. Die finale Elongation bei 72°C dauerte 10 min.

Das entstandene PCR-Produkt wurde mit dem “QIAquick PCR Purification Kit*
nach Herstellerangaben gereinigt. AnschlieBend wurde es mit je 10 U EcoRI und BamHI
in EcoRI-Puffer mit 0.1 mg/ml BSA 4 h lang bei 37°C verdaut (vergleiche 4.2.7.19). Nach
der Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 65°C iiber 20 min wurde die verdaute DNA mit
dem “QIAquick“-Gelextraktions-“Kit“ nach Herstellerangaben gereinigt. Die pDNR-1r-
Vektor-DNA wurde auf die gleiche Weise verdaut, jedoch wurden nach der Hitzeinakti-
vierung der Enzyme zur Dephosphorylierung 5 pl Dephosphorylierungspuffer (500 mM
Tris/HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA) und 0.5 ul CIAP (70000 U/ml) zugegeben. Anschlie-
Bend wurde die Vektor-DNA gefillt (siehe 4.2.7.20) und iiber Agarose-Gelelektrophorese
(4.2.7.23) mittels “QIAquick“-Gelextraktions-“Kit“ gereinigt.

Vektor-DNA und PCR-Produkt wurden mit T4-Ligase ligiert (4.2.7.24). Das Produkt
wurde anschlieBend in “NovaBlue " Singles® Zellen transfiziert (4.2.7.26). Von den ge-

wachsenen Klonen wurden mehrere mit einer Pipettenspitze aufgenommen und auf Agar-
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platten ausgestrichen. Mit derselben Pipettenspitze wurden 3 ml LB-Medium mit Car-
benicillin in einem 14 ml Plastikréhrchen angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am néchsten Morgen wurde mit dem “QIAprep Spin Miniprep Kit“ geméfl Handbuch
des Herstellers die Plasmid-DNA aus den E.coli-Zellen isoliert und zur Kontrolle der Klo-
nierung mit mit Ecl136II und EcoRV verdaut (4.2.7.19). Klone, die nach Analyse des
Verdaumusters geméfl der Agarose-Gelelektrophorese die erwarteten Banden aufwiesen,
wurden kommerziell bei SeqLab Laboratories, Gottingen, sequenziert. Von einem der mu-
tationsfreien Klone wurde eine Glyceroldauerkultur (4.2.7.6) angelegt, die dann bei -80°C

gelagert wurde.

Verwendete “Primer“-Sequenzen fiir die Klonierung in pDNR-1r:

pAK7 5-GCATACGAATTCCATGGCTGAAGAGGAAGTTCCT-3
5-GCATACGGATCCGCCTGCATTTCGGGATTGTTCT-3¢

Transfer des pAK7-PCR-Produkts in den Akzeptorvektor pLP-GBKT7: Zum
Transfer der pAK7-cDNA aus dem Klonierungsvektor pDNR-1r in den Hefevektor pLP-
GBKT7 wurde die Cre-Rekombinase des “BD Creator = DNA Cloning Kits®“ verwendet.
Nach Protokoll des Herstellers wurden je 200 ng des Donor- und des Akzeptorvektors
mit 10x Cre Reaktionspuffer, 10x BSA (1 mg/ml) und Cre-Rekombinase (100 ng/ul)
gemischt und bei RT 15 min lang inkubiert. Das Enzym wurde bei 70°C {iber 5 min inak-
tiviert, um eine Riickreaktion zu verhindern. Dann wurde 1 ul des Reaktionsansatzes zur
Transfektion kompetenter Zellen (“NovaBlue'  Singles*) (4.2.7.26) verwendet. Die zur Se-
lektion verwendeten Agarplatten enthielten auBler dem zum pLP-GBKT7-Selektionsgen
korrespondierenden Carbenicillin noch 30 pg/ml Chloramphenicol und 7% Saccharose,
um Bakterien mit den gewiinschten Rekombinationsergebnissen zu selektieren. Von den
erhaltenen Kolonien wurden mehrere ausgewéhlt und auf Agarplatten ausgestrichen. An-
schlieBend wurde der Rest dieser Kolonien zur Animpfung von 3 ml LB-Medium mit
Carbenicillin, Chloramphenicol und Saccharose, wie oben beschrieben, verwendet und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néachsten Morgen wurde, wie in 4.2.7.4 beschrieben,
die Plasmid-DNA aus den E.coli-Zellen isoliert und zur Kontrolle der Rekombination mit
HindIIT und EcoRV geméifl 4.2.7.19 verdaut. Klone, die nach Analyse des Verdaumusters
durch Agarose-Gelelektrophorese die erwarteten Banden aufwiesen, wurden zur Trans-
fektion von Hefen (4.2.7.27) eingesetzt. Parallel wurde eine Glyceroldauerkultur (4.2.7.6)
angelegt, die dann bei -80°C gelagert wurde.
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4.2.7.15 Klonierung des pAK7-PCR-Produkts mit Hilfe eines “Fluoreszenz-

vektors“

Der Vektor pWPXL wurde mit EcoRI und Mlul verdaut (siche 4.2.7.19) und wie im Ab-
schnitt 4.2.7.23 angegeben mittels Gelelektrophorese gereinigt. Fiir die PCR zur Amplifi-
kation des pAK7-EGFP-PCR-Produkts wurden zwei Reaktionsanséitze hergestellt, wobei
der erste 5 ng Matrize (pEGFP-C1-pAK7) und 6 ul “Primer-Mix“, der zweite 10.0 ul 10X
Eppendorf-“High Fidelity“-Puffer, 2.0 ul ANTPs (10 mM jedes Nucleotids) und 1.0 pul
Eppendorf-“Triple Master“-Polymerase [5 U/ul] enthielt. Beide Mischungen wurde mit
H5044, auf 50 pl ergénzt. Die Ansétze wurden beide auf 94°C erhitzt und dann ge-
mischt. Es folgten 2 min bei 94°C und danach 15 PCR-Zyklen mit je 94°C iiber 30 s;
58°C iiber 30 s und 72°C iiber 2 min 45 s. Die abschlieBende Elongation bei 72°C dauer-
te 10 min. Anschliefend wurde das PCR-Produkt mit dem “QIAquick PCR Purification
Kit* nach Herstellerangaben gereinigt. Die resultierenden 50 ul Eluat des PCR-Produkts
wurden mit 10.0 gl 10x MBI-Puffer “R*, 1.0 pul Mlul, 0.5 pl EcoRI und 38.5 ul HyOg4q,4 ge-
mischt und 4 h lang bei 37°C verdaut. Danach wurden die Restriktionsendonucleasen iiber
20 min bei 65°C inaktiviert. Wie in 4.2.7.23 angegeben, wurde das verdaute PCR-Produkt
iiber Gelelektrophorese mit dem “QIAquick“-Gelextraktions-“Kit* gereinigt. Die Ligati-
on von verdautem pAK7-EGFP-PCR-Produkt und Vektor pWPXL wurde iiber Nacht
bei 16°C durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz enthielt, abweichend von 4.2.7.24 | aufgrund
der VektorgroBe von >10 kb grofitmogliche Mengen des geschnittenen Vektors (6.0 pul)
und PCR-Produkts (10 pl), auBerdem 2.0 pl 10x T4 DNA-Ligasepuffer und 2.0 ul T4
DNA-Ligase. Am folgenden Morgen wurde die Ligase bei 65°C 10 min lang inaktiviert.
Danach wurde der Ligationsansatz, wie in 4.2.7.26 angegeben, zur Transfektion kompe-

tenter DH5a-Zellen eingesetzt.

Mehrere der gewachsenen Klone wurden, wie in 4.2.7.14 beschrieben, “gepickt®, ausge-
strichen und {iber Nacht in LB-Medium mit Carbenicillin kultiviert. Am néchsten Morgen
wurde, wie in 4.2.7.5 beschrieben, die Plasmid-DNA aus den E.coli-Zellen isoliert und zur
Kontrolle der Klonierung mit Spel verdaut. Fiir den Restriktionsansatz wurden 1.0 ul
10x NEB2-Puffer, 0.1 pul Enzym, 1.0 ul RNAse A (0.3 mg/ml) und 0.1 ul 100x BSA
(10 mg/ml) mit HyOuq, auf 10 pl ergénzt und mit 5 pul der DNA-Préparation gemischt.
Der Verdauungsansatz inkubierte bei 37°C iiber Nacht. Am n#chsten Morgen wurden
die Restriktionsendonucleasen bei 65°C iiber 20 min inaktiviert. Die gesamte Probe wur-
de mit 5 ul 3x Ladepuffer versetzt und, wie in 4.2.7.22 beschrieben, elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Abgleich der Fragmentléingen gegen die iiber das Computerprogramm

“Vector NTI“ berechneten Werte wurden Klone mit dem erwarteten Verdaumuster zur
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kommerziellen Sequenzierung an die Firma MWG geschickt.

Verwendete Primersequenzen fiir die Klonierung in pWPXL:

pAK7-EGFP 5-GAACGCGTCACCATGGCTGAAGAGGAAGTTCCTGC-3
5-GAGAATTCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3

4.2.7.16 Klonierung der pAKT7-Teilstiicke in das Kéderplasmid pLP-GBKT7

Klonierung der pAKT7-Teilstiicke in pDNR-1r Um die pAK7-Teilstiicke zu klo-
nieren, wurde das pDNR-1r-Plasmid mit EcoRI und BamHI verdaut (siehe 4.2.7.19) und
anschliefend nach dem Protokoll des “QIAquick“-Gelextraktions-“Kits* gereinigt. Die
pAKT7-Teilstiicke wurden unter Einsatz von Pwo-DNA-Polymerase mittels PCR herge-
stellt. Es wurden zwei getrennte Ansétze vorbereitet. Ansatz 1 enthielt 5 ng Matrize
(pDNR-1r-pAK7) aus 4.2.7.14, 6 pl “Primer-Mix“ (je 10 pM), 2 ul ANTPs (10 mM von
jedem Nucleotid) und HyOg44, in einem Volumen von 50 pl. Ansatz 2 enthielt 10 gl
“kompletten Reaktionspuffer”, 2.5 ul Pwo-Polymerase [1 U/ul] und 37.5 ul HyO44,,. Beide
Ansétze wurden auf 94°C gebracht, gemischt und 2 min lang bei 94°C initial denaturiert.
Es folgten 15 PCR-Zyklen (94°C, 30 s; 50°C, 30 s; 72°C, 1 min). Die terminale Elongation
bei 72°C dauerte 7 min. Die PCR-Produkte wurden mit dem “QIAquick PCR Purification
Kit* nach Herstellerangaben gereinigt und danach mit BamHI und EcoRI geméaf3 4.2.7.19

iber Nacht verdaut.

Nach Reinigung mit dem “QIAquick“-Gelextraktions-“Kit* wurden 25 ng Vektor-DNA
und 23 ng der jeweils zu ligierenden pAK7-Teilstiicke mit 2.0 pul T4 DNA-Ligase und
1x T4 DNA-Ligasepuffer in einem Volumen von 20 pul iiber Nacht bei 16°C inkubiert
(vergleiche 4.2.7.24). Am folgenden Morgen wurde die Ligase bei 65°C 10 min lang inak-
tiviert. Danach wurde der Ligationsansatz, wie in 4.2.7.26 angegeben, zur Transfektion
kompetenter DH5a-Zellen eingesetzt. Mehrere der gewachsenen Kolonien wurden selek-
tiert (4.2.7.14) und sowohl ausgestrichen als auch iiber Nacht in je 5 ml LB-Medium mit
Carbenicillin kultiviert. Am niichsten Morgen wurde mit dem “E.Z.N.A.® Plasmid Mini-
prep Kit I (classic line)“ nach Herstellerangaben die Plasmid-DNA aus den E.coli Zellen
isoliert. Die DNA-Konzentration wurde wie in 4.2.7.13 beschrieben bestimmt. 500 ng der
DNA wurden zur Kontrolle der Klonierung mit Pvull und im Doppelverdau mit Eco-
RI und BamHI verdaut (4.2.7.19). Kolonien, die nach Analyse des Verdaumusters durch
Agarose-Gelelektrophorese die erwarteten Banden aufwiesen, wurden kommerziell bei Se-

gqLab Laboratories, Gottingen, sequenziert. Von je einem der mutationsfreien Klone wurde
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eine Glyceroldauerkultur (4.2.7.6) angelegt, die ab dann bei -80°C gelagert wurde.

Verwendete “Primer“-Sequenzen fiir die Klonierung in pDNR-1r:

pAK7-1 5-GCATCAGAATTCCATGGCTGAAGAGGAAGTTCC-3¢
5-GCATACGGATCCTATTGCTCCCGTCTCCAAACA-3
pAK7-2 5-GCATCAGAATTCCATGTGCATTCCAGCCATT-3
5-GCATACGGATCCTTTCATCTTCCTGGTTGAACAGG-3
pAK7-3 5-GCATCAGAATTCCATGGAGGAAGAAGAGGAAGTCA-3
5-GCATACGGATCCTCTGCATTTCGGGATTGTTCTTG-3
pAKT7-4 GCATCAGAATTCCATGGCTGAAGAGGAAGTTCC-3¢
5-GCATACGGATCCTAGGGCCGGTATTTTTGCTGA-3°
pAKT7-5 5-GCATCAGAATTCCATGGGAAAAATCCAGAAAGTACC-3
5-GCATACGGATCCTGCTGTAGTGAGTTCCCGCCA-3
pAKT7-6 5-GCATCAGAATTCCATGCAGGACCGATTCCT-3¢
5-GCATACGGATCCTCTGCATTTCGGGATTGTTCTTG-3

Transfer der pAKT7-Teilstiicke in pLP-GBKT7: Zum Transfer der cDNAs der
pAKT7-Teilstiicke aus dem Klonierungsvektor pDNR-1r in den Hefevektor pLP-GBKT7
wurde die Cre-Rekombinase des “BD Creator = DNA Cloning Kits* verwendet. Es wur-

de wie in 4.2.7.14 beschrieben vorgegangen.

4.2.7.17 Klonierung des pAK7-PCR-Produkts in den lentiviralen Vektor pWPXL

Zur Amplifikation der pAK7-cDNA wurde die “Pfu Ultra High-Fidelity Hotstart“-DNA-
Polymerase verwendet. Fiir den Reaktionsansatz wurden 5.0 pul 10x Pfu-Polymerase-
Puffer, 5 ng Plasmid-DNA von pWPXL-pAK7-EGFP (4.2.7.15) als Matrize, 2.5 pl “Primer-
Mix“ (je 10 uM), 1.0 pul ANTPs (10 mM von jedem Nucleotid) und 1.0 pl Pfu-“Hotstart*-
Polymerase in einem PCR-Reaktionsgefifl vereinigt und mit HyOg4q4, auf auf ein Volumen
von 50 pl aufgefiillt. Die PCR wurde mit der Aktivierung der DNA-Polymerase iiber 2 min
bei 95°C begonnen. Es folgten 20 Zyklen mit je 95°C {iber 30 s, 55°C iiber 30 s und 72°C
iiber 2.5 min. Die finale Elongation bei 72°C dauerte 10 min. AnschlieBend wurde das
PCR-Produkt mit dem “NucleoSpin® Extract II Kit“ nach Herstellerangaben gereinigt.
Die resultierenden 50 pl Eluat mit PCR-Produkt wurden mit 10.0 pl 10x EcoRI-Puffer,
2.0 pl Mlul, 1.0 pl EcoRI und 37.0 pul HyO44, gemischt und bei 37°C iiber Nacht ver-

daut. Am néchsten Morgen wurden die Restriktionsendonucleasen bei 65°C 20 min lang
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inaktiviert. Wie in 4.2.7.23 angegeben wurde das verdaute PCR-Produkt iiber Gelelek-
trophorese gereinigt. Die Ligation von verdautem pAK7-PCR-Produkt und verdautem
Vektor (4.2.7.15) wurde iiber Nacht bei 16°C in einem Reaktionsansatz durchgefiihrt,
der auBer 6.0 pl geschnittenem Vektor noch 10 pul pAK7-cDNA, 2.0 pl 10x T4 DNA-
Ligasepuffer und 2.0 ul T4 DNA-Ligase enthielt. Am folgenden Morgen wurde die Ligase
bei 65°C 10 min lang inaktiviert. Danach wurde der Ligationsansatz, wie in 4.2.7.26 an-

gegeben, zur Transfektion kompetenter DH5a-Zellen eingesetzt.

Mehrere der gewachsenen Kolonien wurden “gepickt® (4.2.7.14) und sowohl auf Agar-
platten ausgestrichen als auch iiber Nacht in LB-Medium mit Carbenicillin kultiviert.
Am nichsten Morgen wurde die Plasmid-DNA mit dem “NucleoSpin®“-Plasmid-“Kit*
aus den E.coli-Zellen isoliert. Die DNA-Konzentration wurde bestimmt wie in 4.2.7.13
beschrieben. Zur Kontrolle der Klonierung wurden 500 ng der DNA verdaut. Das erste
hierzu verwendete Restriktionsenzym war Sspl, das zweite Xhol. Fiir den Sspl-Ansatz
wurden 5.0 pl 10x NEB2-Puffer, 1.0 ul Enzym und 500 ng der DNA gemischt und mit
H5044,, auf 50 pl ergénzt. Fiir den Xhol-Ansatz wurden 5.0 pl 10x NEB2-Puffer, 0.5 pl
100x BSA [10 mg/ml], 0.5 xl Enzym und 500 ng der DNA gemischt und mit HyOy4q, auf
50 pl ergdnzt. Der Verdau inkubierte bei 37°C iiber Nacht. Am néchsten Morgen wurden
die Restriktionsendonucleasen bei 65°C 20 min lang inaktiviert. Klone, die nach Analyse
des Verdaumusters mittels Agarose-Gelelektrophorese die erwarteten Banden aufwiesen,
wurden kommerziell bei MWG, Martinsried, sequenziert. Von einem der mutationsfrei-
en Klone wurde eine Glyceroldauerkultur (4.2.7.6) angelegt, die anschlieffend bei -80°C

gelagert wurde.

Verwendete Primersequenzen fiir die Klonierung in pWPXL:

pAK7 5-GAACGCGTCACCATGGCTGAAGAGGAAGTTCCTGC-3¢
5-GAGAATTCCTACTGCATTTCGGGATTGTTCTTG-3¢

4.2.7.18 Klonierung des AK1-PCR-Produkts in den lentiviralen Vektor pWPXL

Klonierung von AK1 in pWPXL Zur Amplifikation der AK1-cDNA aus Ratte wur-
de die “Pfu Ultra High-Fidelity Hotstart“-DNA-Polymerase verwendet. Fiir den Reak-
tionsansatz wurden 5.0 pl 10x Pfu-Polymerase-Puffer, 5 ng ¢cDNA als Matrize, 2.5 pul
“Primer-Mix“ (je 10 uM), 1.0 pul ANTPs (10 mM von jedem Nucleotid) und 1.0 ul Pfu-
“Hotstart“-Polymerase in ein PCR-Reaktionsgeféfl pipettiert. Mit HyOg44, wurde auf ein
Volumen von 50 ul aufgefiillt. Die PCR wurde mit der Aktivierung der DNA-Polymerase
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iitber 2 min bei 95°C begonnen. Es folgten 13 Zyklen mit je 95°C iiber 30 s, 55°C iiber
30 s und 72°C {iiber 2.5 min. Die finale Elongation bei 72°C dauerte 10 min. Anschliefend
wurde das PCR-Produkt mit dem “NucleoSpin® Extract II Kit“ nach Herstellerangabe
gereinigt. Die resultierenden 50 ul Eluat mit PCR-Produkt wurden zur Erzeugung Vektor-
kompatibler Enden mit 10.0 pl 10x EcoRI-Puffer, 2.0 pl Mlul, 1.0 pl EcoRI und 37.0 pl
H5044, gemischt und bei 37°C iiber Nacht verdaut. Am néchsten Morgen wurden die
Restriktionsendonucleasen bei 65°C iiber 20 min inaktiviert. Wie in 4.2.7.23 angegeben
wurde das verdaute PCR-Produkt mittels Gelelektrophorese gereinigt. Die Ligation des
AKI1-Fragments mit dem geméafl 4.2.7.15 verdauten Vektor pWPXL wurde iiber Nacht
bei 16°C durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz enthielt die grofitmogliche Menge des ge-
schnittenen Vektors (6.0 pl) und des erzeugten AK1-Fragments (10 ul), aulerdem 2.0 pul
10x T4 DNA-Ligasepuffer und 2.0 pul T4 DNA-Ligase. Diese Abweichung von 4.2.7.24 war
notwendig, da die Vektorgrofie 10 kb iiberschritt. Am folgenden Morgen wurde die Ligase
10 min lang bei 65°C inaktiviert. Danach wurde der Ligationsansatz, wie in 4.2.7.26 an-

gegeben, zur Transfektion kompetenter DH5a-Zellen eingesetzt.

Mehrere der nach 24 Stunden gewachsenen Klone wurden geméfl 4.2.7.14 sowohl auf
selektiven Agarplatten als auch in Flissigmedium (LB-Medium mit Carbenicillin) kulti-
viert. Am nichsten Morgen wurde die Plasmid-DNA mit dem “NucleoSpin®“-PlasmidKit
aus den E.coli-Zellen isoliert. Die DNA-Konzentration wurde geméfl 4.2.7.13 bestimmt,
um anschlieBend 500 ng der Plasmid-DNA zur Kontrolle der Klonierung mit Restrikti-
onsendonucleasen zu verdauen. Das erste hierzu verwendete Enzym war Sspl, das zweite
Xhol. Fiir den Sspl-Ansatz wurden 5.0 pul 10x NEB2-Puffer, 1.0 ul Enzym und 500 ng
der DNA gemischt und mit HyO44, zu 50 pl ergénzt. Fiir den Xhol-Ansatz wurden 5.0 pl
10x NEB2-Puffer, 0.5 ul 100x BSA, 0.5 pl Enzym und 500 ng der DNA gemischt und
mit HyOgqq zu 50 pl ergéinzt. Der Verdau-Ansatz inkubierte bei 37°C iiber Nacht. Am
néchsten Morgen wurden die Restriktionsendonucleasen bei 65°C iiber 20 min inaktiviert.
Klone, die nach Analyse des Verdaumusters per Agarose-Gelelektrophorese die erwarteten
Banden aufwiesen, wurden kommerziell sequenziert (MWG, Martinsried). Von einem der
mutationsfreien Klone wurde eine Glyceroldauerkultur (4.2.7.6) angelegt, die dann bei

-80°C gelagert wurde.

Klonierung von AK1-cDNA in pWPXL mit DN A-Einschub fiir Peptid 64 Zur
Amplifikation der AK1-cDNA ohne Stop-Codon wurde das oben beschriebene Protokoll
angewendet. Als Matrize fiir die PCR diente das zuvor klonierte Plasmid mit AK1-cDNA-
Einschub. Zur C-terminalen Verldngerung des AK1-Leserahmens um die Sequenz fiir das
“Peptid 64“ (siche Einleitung zu 2.4) wurde das PCR-Protokoll abgewandelt; nach der
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Aktivierung der Polymerase folgten 15 Zyklen von je 95°C iiber 30 s, 55°C iiber 30 s und
72°C iiber 10 s. Die Elongationszeit von 10 min und die Temperatur von 72°C blieben
unverindert. Die amplifizierte Sequenz fiir Peptid 64 und das Konstrukt pWPXL-AK1
wurden beide separat mit EcoRI und Spel verdaut und gereinigt. Alle weiteren Schritte

wurden wie in 4.2.7.18 angegeben durchgefiihrt.

Verwendete Primersequenzen fiir die Klonierung in pWPXL:

AK1 5-GAACGCGTATGGAAGACAAGCTGAAGAAGGCCA-3
5-GAGAATTCTCACTTCAGGGAGTCAAGATAGGTGCAGAC-3

AK1 5-GAACGCGTATGGAAGACAAGCTGAAGAAGGCCA-3

(ohne Stop-Codon) 5-GAGAATTCCTTCAGGGAGTCAAGATAGGTGCAGACC-3¢

Peptid 64 5-GAGAATTCGATTTTCTGGCCGAGTATCTCTTCAAGAAC-3°

5-GAACTAGTTCACTGCATTTCGGGATTGTTCTTGAAGAG-3°

4.2.7.19 Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Praparativer Verdau von Vektor-DNA und PCR-Produkt 2-4 mg DNA wurden
mit je 10 U der benétigten Restriktionsenzyme im geeigneten Puffer bei entsprechender
Temperatur iiber Nacht verdaut. Die Ansatzvolumina betrugen in der Regel 50 ul, je-
doch 100 pl, wenn ein Doppelverdau mit zwei Enzymen durchgefithrt wurde. Durch die
Verdopplung des Ansatzvolumens wurde die sog. “star-activity” der Enzyme vermieden,
die ab einer Glycerolkonzentration von >1% (v/v) haufig auftritt (Angabe des Herstellers

Fermentas unter http://www.fermentas.com/techinfo/re/restrstaract.htm).
Analytischer Verdau von rekombinanter DNA 0.5-1 mg rekombinante Plasmid-

DNA wurde mit je 10 U der benétigten Restriktionsenzyme im geeigneten Puffer bei

entsprechender Temperatur 2-4 h lang verdaut. Das Ansatzvolumen betrug jeweils 50 pl.
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4.2.7.20 Phenol-/ Chloroform-/ Isoamylalkohol-Extraktion verdauter Vekto-

ren mit anschlielender Ethanolprizipitation

Die Prozedur wurde durchgefiihrt, um im Ansatz vorhandene Proteine zu entfernen und

einen fiir nachfolgende Schritte optimal geeigneten Puffer verwenden zu konnen.
Benétigte Losungen

Phenol-/ Chloroform-/ Isoamylalkohol (25:24:1 v/v/v)

3 M Natriumactetat

Ethanol 70% und 100%

Durchfiihrung der Fillung Die verdaute Vektor-DNA aus 4.2.7.19 wurde mit dem
gleichen Volumen Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1 v/v/v) in einem 1.5 ml-
Plastikreaktionsgefafl durch “Vortexen® ca. 1 min lang gemischt. Zur Beschleunigung der
Phasentrennung wurde die Mischung anschlieend kurz bei RT zentrifugiert und dann
2 min lang auf Fis gestellt. Die wéssrige Phase wurde in ein neues 1.5 ml-Plastikreaktions-
gefafl iiberfithrt und dort mit dem 0.1fachen Volumen eiskalter 3 M Natriumacetatlosung
und dem 2.5fachen Volumen eiskalten 100%igen Ethanols versetzt. Nach kurzem Mischen
(“Vortexen*) wurde die DNA iiber Nacht bei -20°C gefillt. Am néchsten Morgen wurde
der Fallungsansatz 30 min lang bei 4°C und 14000 Upm zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde mit 1 ml 70% Ethanol (v/v) gewaschen und 15 min lang bei 4°C und 14000 Upm
zentrifugiert. Der Riickstand wurde 1 h lang bei 60°C im Hybridisierungsofen getrocknet.

4.2.7.21 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Das nach 4.2.7.20 erhaltene DNA-Sediment wurde in 50 pul 1x CIAP-Reaktionspuffer
gelost und die Losung in ein PCR-Reaktionsgefafl iberfiithrt. 50 pl 1x CIAP-Reaktions-
puffer mit 0.5 ul CIAP, entsprechend 0.5 U, und die DNA-L6sung wurden gemischt und
die Mischung 1 h lang bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Enzym 15 min lang bei
85°C inaktiviert. Der dephosphorylierte Vektor wurde, wie in 4.2.7.23 angegeben, mittels

Gelelektrophorese und anschliefender Gelextraktion gereinigt.
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4.2.7.22 Agarosegelelektrophorese

Benoétigte Losungen

50x TAE: 2 M Tris; 0.1 M EDTA, Natriumsalz; pH 8.5 (mit Eisessig eingestellt)

3x DNA-Ladepuffer: 40% (w/v) Saccharose, 0.25% Bromphenolblau

5x DNA-Ladepuffer: 40% (w/v) Saccharose, 0.25% Bromphenolblau

Durchfiihrung der Elektrophorese Die Agarosegelelektrophorese wurde sowohl zu
analytischen als auch zu praparativen Zwecken (zur DNA-Reinigung) eingesetzt. Die Aga-
rosekonzentrationen der Gele variierten je nach Gréfle der erwarteten Fragmente zwischen
0.8 und 2.2%. Die Agarose wurde in 50 ml 1x TAE-Puffer durch Erhitzen im Mikrowel-
lengerét geschmolzen. Nach anschliefender Abkiihlung der Losung auf schéitzungsweise
40-45°C wurde sie in einen 110 x 90 mm groflen Gelschlitten gegossen. Sofort danach
wurde zur Ladetaschenbildung ein Gelkamm eingesetzt. Fiir analytische Gele belief sich
die Kapazitit der Taschen auf 20 pl Ladevolumen, in préiparative Geltaschen konnten
bis zu 35 ul Probe geladen werden. Nach Gelieren der Agarose wurde das Gel in ei-
ne Elektrophoresekammer mit 1x TAE-Puffer eingesetzt und vom Kamm befreit. Zur
Probenherstellung wurde der Hfach konzentrierter Ladepuffer gegebenenfalls unter Zuhil-
fenahme von HyO4y so mit der aufzutrennenden Losung gemischt, dass sich die einfache
Konzentration ergab und die Losung in die Taschen geladen. Die Elektrophorese wurde
bei 75-100 V iiber ca. 1.5 h durchgefiihrt. Als DNA-Groéfenstandards wurden “GeneRuler
1 kb DNA Ladder* oder “GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus® verwendet. Zur Anfiarbung
der Nucleinséuren wurde das Agarosegel 1.5 h lang in 0.005% Ethidiumbromid / 1x TAE
(w/v) bei RT inkubiert. Die DNA-Banden wurden auf einem UV-Transilluminator sicht-
bar gemacht(A =254 nm). Dokumentiert wurden die Gele mit einer Digitalkamera. Die

praparativen Agarosegele wurden behandelt wie in 4.2.7.23 beschrieben.

4.2.7.23 DNA-Extraktion aus priparativen Agarosegelen

In die erste und/oder letzte Tasche eines préaparativen Agarosegels wurden 5 pul DNA-
GroBenstandard (“GeneRuler 1 kb DNA Ladder“ oder “GeneRuler 100 bp DNA Lad-
der Plus“), in die benachbahrten 3 Taschen je 5 pl, 25 ul und 25 pl der zu préaparie-
renden DNA-Probe geladen. Nach Durchfithrung der Gelelektrophorese (siehe 4.2.7.22)
wurde das Gel auf einer Glasplatte mit einem Skalpell so zerteilt, dass die duflerste(n)
mit DNA-Groéflenstandard und zusétzlich die nur mit 5 pul der DNA-Probe bestiickten
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Spur(en) der Lénge nach vom Hauptteil des Gels abgetrennt wurden. Der bzw. die dufle-
re(n) Gelstiick(e) wurde(n) in 0.005% Ethidiumbromid / 1x TAE 1.5 h lang gefdrbt. Auf
dem UV-Transilluminator wurde anschlieend die interessierende Bande mdoglichst knapp
ausgeschnitten. Der bzw. die Gelstreifen wurde(n) mit einer Digitalkamera vor und nach
dem Ausschneiden zu Dokumentationszwecken fotografiert. Der bzw. die Gelstreifen wur-
de(n) nun wieder genau an den Hauptteil des Gels angelegt. Jeweils genau auf Hohe des
ausgeschnittenen Fragments wurde ein Streifen aus dem ungefiarbten Hauptteil des Gels
ausgeschnitten, in einem leeren, tarierten 14 ml-Plastikgefafl gewogen und ggf. in kleinere
Stiicke zerteilt. Danach wurde die DNA mit einem “QIAquick“-GelextraktionsKit oder
“NucleoSpin® Extract II Kit“ nach Herstellerprotokoll isoliert. Die Menge der isolierten
DNA wurde bestimmt wie in 4.2.7.13 angegeben.

4.2.7.24 Ligation von Vektor und PCR-Produkt

Das verdaute PCR-Produkt und der Vektor (siehe 4.2.7.19) wurden iiber Nacht bei 16°C
in einem Reaktionsansatz ligiert, der auler geschnittenem PCR-Produkt und 25 ng lineari-
siertem Vektor noch 2.0 ul 10x T4 DNA-Ligasepuffer und 2.0 ul T4 DNA-Ligase enthielt
und mit HyO4q, auf 20 pl aufgefiillt worden war. Die bendtigte Menge PCR-Produkt

(“Insert“) wurde nach der Formel

5 x Menge Vektor x Lange Insert

M Insert =
Cnee HISer Lange Vektor

berechnet. (Dabei werden Menge Insert und Menge Vektor in ng angegeben, Lénge Insert
und Lénge Vektor in bp. Die Zahl 5 ist dimensionslos.) Am folgenden Morgen wurde
die Ligase bei 65°C 10 min lang inaktiviert. Danach wurde der Ligationsansatz, wie in

4.2.7.26 angegeben, zur Transfektion kompetenter DH5a-Zellen eingesetzt.

4.2.7.25 Herstellung kompetenter E.coli DH5a-Zellen

Benétigte Losungen

TFB I-Puffer: 10 mM CaCly, 15% (v/v) Glycerol, 30 mM Kaliumacetat, 100 mM
RbCl, 50 mM MnCl,; pH 5.8

TFB II-Puffer: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerol;
pH 7.0

Durchfiihrung Die DH5a-E.coli-Zellen wurden freundlicherweise von F. Madeo auf ei-

ner Agarplatte ausgestrichen zur Verfiigung gestellt. Mit dem Ausstrich wurden 5 ml
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einer Bakterienvorkultur in antibioticafreiem Fliissigmedium angeimpft und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Zur Herstellung der kompetenten Zellen wurden 500 ml frisches an-
tibioticafreies Medium mit 1 ml der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C auf einem
Schiittler bis zu einer Extinktion bei 595 nm von 0.5 inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen in einer Heraeus/Christ-Varifuge K 15 min lang bei 4°C und 3000 Upm abzentri-
fugiert. Das entstandene Sediment wurde in 150 ml TBF I-Puffer resuspendiert und die
Suspension 15 min lang auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen erneut abzentrifugiert
(4°C, 3000 Upm, 15 min). Nach Resuspendieren des Sediments in 20 ml TBF II-Puffer
wurden die kompetenten DHba E.coli-Zellen in Portionen & 100 pl in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

4.2.7.26 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Transformation kompetenter “NovaBlue Singles“-Zellen Eine Portion kom-
petente Zellen (“NovaBlue' ' Singles“) wurde auf Eis aufgetaut und dann vorsichtig mit
1.5 ul eines Ligationsansatzes oder 5 ul der aus Hefen isolierten Plasmid-DNA gemischt.
Der Ansatz wurde 5 min lang auf Eis inkubiert, bevor der Hitzeschock (30 s bei 42°C)
erfolgte. Danach wurden die Zellen 2 min lang auf Eis gestellt. Es wurden 250 pl zim-
merwarmes SOC-Medium (vom Hersteller der “NovaBlue " Singles“-Zellen mitgeliefert)
zugegeben. Anschliefend wurde 1 h lang bei 37°C inkubiert. Danach wurden Portionen
von 100 bis 150 ul auf Antibiotica enthaltenden Agarplatten mittels Drygalskispatel aus-
plattiert. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden die Agarplatten am néchsten

Morgen auf das Vorhandensein von Bakterienkolonien gepriift.

Transformation kompetenter DH5a-Zellen Eine Portion kompetente DH5a-E.coli-
Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit 10 ul Ligationsansatz oder 1-5 pl Plasmid-DNA
vorsichtig gemischt. Die Mischung wurde 10 min lang auf Eis inkubiert, bevor sie dem Hit-
zeschock (2 min bei 42°C) ausgesetzt wurde. Danach wurde die Zellsuspension 2 min lang
auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 500 ul zimmerwarmen antibioticafreien LB-Mediums
wurde 1 h lang bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde vorgegangen wie im vorangegan-

genen Absatz beschrieben.

Transformation kompetenter “Qiagen EZ“-Zellen FEine Portion kompetente “Qia-
gen EZ“-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und dann vorsichtig mit 2 ul Ligationsansatz
gemischt. Der Ansatz wurde 5 min lang auf Eis inkubiert, bevor er dem Hitzeschock
(30 s bei 42°C) ausgesetzt wurde. Danach wurde die Zellsuspension erneut 2 min lang

auf Eis gestellt. Sodann wurden 250 pl zimmerwarmen SOC-Mediums (vom Hersteller
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der “Qiagen EZ“-Zellen mitgeliefert) zugegeben und der Ansatz 1 h lang bei 37°C inku-
biert. Anschlieend wurden Portionen & 75 ul auf Antibiotica enthaltenden Agarplatten
ausplattiert, die mit 35 ul X-5-Gal (24 mg/ml) und 20 pl IPTG (24 mg/ml) beschich-
tet worden waren. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden die Agarplatten am

néchsten Morgen auf das Vorhandensein von Bakterienkolonien gepriift.

4.2.7.27 Transformation von Hefen mit Plasmid-DNA

Die Hefen wurden nach Ito et al. (1983) unter leichter Abwandlung des Protokolls trans-

fiziert.

Benotigte Stammlésungen
10x TE: 100 mM Tris/HCIl, 10 mM EDTA; pH 7.5
10x LiAc: 1 M Lithiumacetat in HyOyy, sterilfiltriert
50% PEG 4000: 50% PEG 4000 in HyOy4q, sterilfiltriert

Herstellung kompetenter Hefen Bei einer nach 4.2.7.10 hergestellten ersten Vor-
kultur mit 5 ml Kulturvolumen wurde am néchsten Morgen die Extinktion bei 600 nm
bestimmt. Fiir die zweite Vorkultur wurden 10 ml YPDA-Medium auf eine Extinktion bei
600 nm von 0.1 angeimpft und bis zum néchsten Morgen inkubiert. Nach erneuter Bestim-
mung der Extinktion bei 600 nm wurden 50 ml YPDA-Medium fiir die dritte Hefekultur
auf eine Extinktion bei 600 nm von 0.1 angeimpft und innerhalb von 5-7 h auf eine opti-
sche Dichte von 0.5-0.7 angezogen. Die Zellen wurden durch dreiminiitige Zentrifugation
in einer Heraeus/Christ-Varifuge K bei 1000 Upm und RT geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment mit HyOg44, gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde
der Uberstand verworfen. Sodann wurden die Hefen mit 1 ml 1x LiAc / 0.5x TE gewa-
schen. Nach einer 3 min langen Zentrifugation bei 1000 Upm und RT wurde der Uberstand
verworfen und der Zellniederschlag in 1x LiAc / 0.5x TE resuspendiert (100 pl Puffer
fir jedes zu transfizierende Plasmid). Die nun kompetenten Hefen wurden bei RT ruhen

gelassen und innerhalb von 10-60 min weiterverwendet.

Transformation der kompetenten Hefen Um die Zellen zu transfizieren, wurde
Heringsperma-DNA als Tréger-DNA (10 mg/ml) 20 min lang bei 95°C denaturiert und
der Ansatz anschliefend auf Eis gestellt. Fiir jeden benttigten Transfektionsansatz wur-

den 10 pl der Trager-DNA mit kompetenten Hefezellen (100 pl Volumen) gemischt. Diese

115



KAPITEL 4. MATERIALIEN UND METHODEN

Mischung wurde auf Eis zu den entsprechenden Plasmiden gegeben. Dann wurde die Mi-
schung mit 700 pl 1x LiAc / 1x TE / 40% PEG gemischt und 30 min lang bei 30°C
inkubiert. Zum Hitzeschock und resultierender Plasmidaufnahme wurden die Transfor-
mationsansitze 20 min lang in ein 42°C warmes Wasserbad gestellt und danach 3 min
lang bei 4000 Upm und RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die
Hefen mit je 1 ml des Selektionsmediums (entsprechend den spéter verwendeten Agar-
platten) gewaschen. Die Waschfraktion wurde durch Zentrifugation (3 min bei 4000 Upm
und RT) abgetrennt. Die Zellen wurden jeweils in 100 pl des erforderlichen Selektionsme-
dium aufgenommen und mit einem Drygalskispatel auf Agarplatten gleicher Selektivitét
ausplattiert. AnschlieBend wurden die Platten 2-4 Tage lang bei 30°C inkubiert.
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4.2.8 Bioinformatische Programme

Alle Sequenzen wurden mit den Computerprogrammen BLASTN und TBLASTN mit den
unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov verfiigbaren Sequenzdatenbanken verglichen. Die Su-
che nach Proteinmotiven wurde iiber die Internetseiten http://smart.embl-heidelberg.de,
http://www.ebi.ac.uk/InterProScan und http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und das Programm
BLASTP durchgefiihrt.

4.2.9 Reverse Transkriptase-Reaktion

Mit einem “RNeasy RNA isolation Kit“ wurde die Gesamtzell-RNA entsprechend den
Herstellerangaben isoliert. Der Reaktionsansatz fiir die reverse Transkription der RNA
enthielt 5 mM MgCly, je 10 mM der Nucleotide dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 25 U
AMV Reverse Transkriptase (RT), 0.625 pg Oligo(dT;5) Adapter-“Primer®, 0.625 ug
“random hexamer primer* und 1 pg Gesamtzell-RNA in 50 pl 1x “PAN Script NH,“-
Puffer. Die Komponenten wurden auf Eis zusammenpipettiert. Anschliefend wurde die
Mischung 1 h lang auf 42°C erhitzt. Danach wurde die AMV-RT durch Erhitzen auf 95°C
(5 min) inaktiviert. Nach Verdiinnung mit HoO 1:2 wurde die Probe bei -80°C gelagert.
Zu Kontrollzwecken wurde die Reaktion auch ohne RT durchgefiihrt.

4.2.10 RT-PCR zur Analyse des pAK7-Transkriptionsprofils

1 pul ¢cDNA aus 4.2.9 wurde mit 12.5 pl “HotStar Taq Mastermix“, 1 ul “Primermix*
(4 pM jedes Primers) und 10.5 pl HyO4q, in einem Gesamtvolumen von 25 pl gemischt.
Die Reaktion wurde mit der Aktivierung der Tag-Polymerase im Reaktionsansatz (95°C /
15 min) gestartet. Es folgten 30 Zyklen (94°C, 30 s; 58°C, 30 s; 72°C, 1 min) PCR. Die
abschliefende Elongation bei 72°C dauerte 10 min. Die Negativkontrolle ohne RT aus
4.2.9 wurde genauso durchgefiithrt. Als Kontrolle der cDNA-Qualitit und als Positivkon-
trolle fiir die Agarose-Gelelektrophorese wurde die PCR-Reaktion mit §-Actin-Primern
durchgefiihrt.
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Verwendete “Primer“-Sequenzen fiir die RT-PCR:

pAK7  5-TTGTCGACAGTGATGACATGGGCG-3°
5-TCGGCGTTGATGTGGTCCTGGA-3

B-Actin 5-GGGTCAGAAGGACTCCTACG-3
5-GGTCTCAAACATGATCTGGG-3

4.2.11 Quantitative (“Real-time*) PCR

Die quantitative PCR wurde mit einem FastStart DNA Master SYBR Green I Kit entspre-
chend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz enthielt 3 mM MgCls,,
0.2 uM jedes “Primers® und 2 pl geméaf 4.2.9 hergestellte cDNA. Die PCR-Reaktionen
wurden in einem “LightCycler®“-PCR-Gerit iiber 45 Zyklen durchgefiihrt. Die Prozesse
begannen jeweils mit der Denaturierung der doppelstriangigen DNA bei 95°C {iber 10 s.
Das Anlagern der “Primer® erfolgte bei einer wihrend der ersten 10 Zyklen um jeweils 1°C
abnehmenden Temperatur, beginnend bei 67°C. Bei den Zyklen 11-45 betrug die Anlage-
rungstemperatur jeweils 57°C. Die Elongation wurde je 12 s lang bei 72°C durchgefiihrt.
Die Sperzifitdt der Reaktion wurde durch Bestimmung von Produkt-Schmelzkurven und
anschliefende Agarose-Gelelektrophorese der Produkte iiberpriift. Um die Varianz zwi-
schen den verschiedenen Laufen zu beriicksichtigen, wurde jedesmal ein externer Standard
mit bekanntem, invariantem CP eingesetzt. Um diesen Standard herzustellen, wurde RNA
aus 3 verschiedenen Hoden und 3 verschiedenen EPK wie in 4.2.9 beschrieben revers tran-
skribiert. Die cDNA-Produkte wurden schliellich vereint, wodurch sich fiir den invarianten

Standard ein Endvolumen von 300 ul ergab.

Um die Effizienzen der RT-PCR fiir verschiedene “Primer“-Paare und RNA-Quellen zu
bestimmen, wurden Verdiinnungsreihen von jeder RNA-Probe hergestellt und der quanti-
tativen PCR unterworfen. Die aus diesen Experimenten erhaltenen CP wurden je in einem
Diagramm pro RNA-Quelle gegen die Logarithmen der jeweiligen Konzentrationen auf-
getragen. Hierbei wurden die Matrizenkonzentrationen der unverdiinnten Proben gleich
1000 willkiirlichen Einheiten gesetzt. Nach linearer Regression wurden aus den erhaltenen
Geraden die Amplifikationseffizienzen (E) der einzelnen Reaktionen nach der Gleichung
E = 10~ /5teigung hestimmt. In Féllen, in denen das pAKT7-spezifische PCR-Produkt aus
der Mehrzahl der Verdiinnungen nicht erhalten werden konnte, blieb der quadrierte li-
neare Korrelationscoeffizient (R?) unter 0.98, und es konnte fiir diese RNA-Quelle keine
PCR-Effizienz bestimmt werden. In diesen Féllen wurde angenommen, dass die mRNA des
pAKT7-Proteins in der urspriinglichen RNA-Quelle fehlt. Fiir alle iibrigen PCR-Effizienzen
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aus Regressionsgeraden, deren R2-Wert iiber 0.98 lag, wurde relativ zur Konzentration
der mRNA des internen Standards Cyclophilin die pAK7-mRNA-Konzentration nach fol-

gender Formel berechnet:

Crel,pAK'T = AZ/AC

mit
—CP(+ —CP(—
Az = EpAK7 )~ EpAK7 :

und

_ - CP(+) —CP(-)
AC - ECyclophilin - ECyclophilin

(+) bedeutet hierbei Anwesenheit von RT beim Umschrieb in cDNA, (-) Abwesenheit von
RT beim Umschrieb in cDNA. Die Berechnungen fiir andere Matrizen als pAK?7 verliefen

analog.

Verwendete Primersequenzen fiir die quantitative PCR:

pAK7 5-TTGTCGACAGTGATGACATGGGCG-3
5-TCGGCGTTGATGTGGTCCTGGA-3
Spagb 5-TGTACCTACCTACCAGCCCTCGAGC-3
5-CCTGGCTCTGCTTTTATCTCCTGGA-3¢
Hydin 5-AACCTGTCCACTTCCAGACCGTTCTT-3¢
5-CCACGCTGACTTCAGTGCCACC-3
Polaris 5-GTGAAGAGTGCAGCTGCGACCAA-3

5-GGGCCTCTTTATAGAACTCAGCTGCCT-3¢
Cyclophilin  5-GGGGAGAAAGGATTTGGCTA-3'
5-ACATGCTTGCCATCCAGCC-3
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4.2.12 Herstellung des pAK7-Peptid-Antikorpers

Steigerung der Antigenitit des Peptids Fiir die Herstellung eines Peptidantikorpers
wurde, ausgehend von der pAK7-Rattensequenz, das Peptid CDFLAEYLFKNNPEMQ
mit dem “Imject Maleimide Activated Immunogen Conjugation Kit“ entsprechend den
Herstellerangaben an mcKLH gekoppelt. Das mcKLH war bereits durch Sulfosuccin-
imidyl-4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-1-carboxylat (Sulfo-SMCC) aktiviert. Das oben
beschriebene Peptid wurde auf dieselbe Weise ebenfalls an aktiviertes BSA gekoppelt.
Das Konjugat wurde bis zur Verwendung im ELISA bei -20°C gelagert. Das N-terminale
Cystein der Peptidsequenz war urspriinglich nicht in der Sequenz der pAK?7 enthalten,
wurde aber hinzugefiigt, um die Kopplung an die Tragerproteine mcKLH und BSA zu
ermoglichen. Die Immunisierung von Kaninchen mit dem mcKLH-Peptid-Konjugat wurde
kommerziell bei Charles River Laboratories, Kisslegg, durchgefiihrt. Nach Vorgabe eines
Standardprotokolls wurde am Tag 0 das PIS entnommen und danach die 1. Injektion des
Konjugats vorgenommen. An den Tagen 37 und 51 wurden weitere Serumproben ent-
nommen. Die néchsten Injektionen erfolgten an denen Tagen 28, 41 und 56. Am Tag 70

wurden die Tiere ausgeblutet.

4.2.13 Affinitiats-Reinigung des pAK7-Antikorpers

Benétigte Losungen
Kopplungspuffer: 50 mM Tris, 5 mM EDTA; pH 8.5
Waschpuffer: 1 M NaCl
Elutionspuffer: 100 mM Glycin; pH 2.5-3.0
Neutralisationspuffer: 1 M Tris; pH 9.0

Durchfiihrung der Reinigung Das fiir die Immunisierung eingesetzte Peptid CD-
FLAEYLFKNNPEMQ wurde nach Angaben des Herstellers des “SulfoLink® Coupling
gels® kovalent an die “SulfoLink“-aktivierte Sepharose gebunden. Das mit PBS verdiinnte
Antiserum wurde mit der Affinitdtsmatrix 1.5 h lang bei RT auf einem Rollenschiittler
inkubiert und nach Anweisung des Herstellers mit PBS gewaschen. Eluiert wurde in 1 ml-
Fraktionen, die anschlieBend mit 50 pl Neutralisationspuffer auf pH 7.2 gebracht wurden.

Die Fraktionen wurden photometrisch bei 280 nm auf ihren Proteingehalt getestet, wobei
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eine Mischung aus Elutionspuffer und 5% Neutralisationspuffer als Referenz diente. Die

proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und bei 4°C gelagert.

4.2.14 ELISA

Benoétigte Losungen

Boratpuffer: 100 mM Borsiaure, 25 mM Borax, 75 mM NaCl, 0.01% NaN3; pH 8.4

Blockpuffer: 1% BSA in Boratpuffer

Waschpuffer: 0.2% (w/v) Tween in Boratpuffer

Substratpuffer: 100 mM Glycin/NaOH, 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCly; pH 10.4

Substratlésung: 1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in Substratpuffer

Durchfiihrung des ELISAs Fiir den ELISA wurden Mikrotiterplatten mit 96 Népfen
verwendet. Die folgenden Mengenangaben beziehen sich jeweils auf einen einzelnen Napf.
Die Nipfe der Mikrotiterplatten wurden mit dem Peptid-BSA-Konjugat (250 ng in 100 pul
Boratpuffer) iiber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach Entfernen der Antigenlosung wur-
den restliche freie Bindungsstellen mit 200 ul Blockpuffer 1 h lang bei 37°C abgeséttigt.
Wiéhrendessen wurden Verdiinnungsreihen des Antiserums und PIS in Boratpuffer her-
gestellt: Verdiinnungen 1:10, 1:30, 1:10%, 1:3x10%, 1:10%, 1:3x103, 1:10%, 1:3x10%, 1:105,
1:3x10°, 1:10%. Nach dem viermaligem Waschen mit 200 pl Waschpuffer wurden jeweils
100 pl der 11 verdiinnten Losungen des 1. Antikoérpers in ihre korrespondierenden Népfe
pipettiert, bevor die Mikrotiterplatte 2 h lang bei 37°C inkubiert wurde. Nach Entfernung
der verdiinnten Losungen wurden die Népfe wieder 4x mit je 200 ul Waschpuffer gewa-
schen. Danach wurden die Népfe mit je 100 ul einer 1:1000 verdiinnten Losung von mit
alkalischer Phosphatase konjugiertem anti-Kaninchen-IgG-Antikorper aus Ziege versetzt.
Nach 2 h Inkubation bei 37°C wurde 4x mit je 200 pul Waschpuffer gewaschen, dann
15 min lang bei 37°C mit Substratpuffer inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl der Sub-
stratlosung pro Napf wurden die Platten 20 min lang auf 37°C temperiert. Das Produkt
der enzymatischen Reaktion wurde anschlieend bei 405 nm in einem ELISA-“Reader*

ausgelesen.
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4.2.15 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (1976) unter Verwendung
von kommerziell erworbenem BioRad-Férbereagenz durchgefiihrt. Dazu wurden 990 ul
1:6 verdiinntes Bradfordreagenz mit 10 ul der (gegebenenfalls mit HyOg4y verdiinnten)
gemif Kapitel 4.2.4 (Herstellung von Homogenaten) hergestellten Probe 15 min lang bei
RT inkubiert. Die Probe wurde in eine Mikrotiterplatte mit 96 Néapfen pipettiert und
die Extinktion in einem ELISA-“Reader” bei 595 nm bestimmt. Die Proteinkonzentratio-
nen wurden aus einer Eichgeraden berechnet, die mit BSA als Standardsubstanz erstellt

worden war.

4.2.16 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die SDS-PAGE nach Laemmli (1970) wurde in der Variante nach Garfin (1990) durch-
gefiihrt.

Benoétigte Losungen

Acrylamidlésung: 29.2% (w/v) Acrylamid, 0.8% (w/v) Bisacrylamid (Rotiphore-
se Gel 30)

Puffer fiir Trenngel: 0.5 M Tris/HCI; pH 8.9
Puffer fiir Sammelgel: 1.5 M Tris/HCI; pH 6.8
Elektrodenpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% SDS

5x SDS-Ladepuffer: Fiir 20 ml Ladepuffer wurden 0.8 g SDS (4% w/v) in 16.8 ml
Hy044 gelost und der Losung 4 g Glycerol (20% w/v) zugegeben. 3.2 ml 1 M Tris/HCI
(0.16 M); pH 6.8 und 1 Spatelspitze Bromphenolblau wurden mit SDS-Losung gemischt.
Portionen von jeweils 1.5 ml wurden bei -20°C eingefroren und je nach Bedarf wieder
aufgetaut. Fiir die Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen wurden 45 pl Mer-

captoethanol (0.38 M) pro 1.5 ml Ladepuffer hinzugefiigt.

122



4.2. METHODEN

Herstellung der Gele Die Gele hatten eine Gréfie von 8 em x 10 ¢m x0.075 cm. Trenn-
gele wurden mit 10% Acrylamid und pH 8.9 hergestellt, Sammelgele mit 3% Acrylamid
und pH 6.8 und zwar nach folgendem Pipettierplan (AA, Acrylamid; BA, Bisacrylamid,;
TEMED, N,N,N‘ N‘-Tetramethylethylendiamin; APS, Ammoniumperoxodisulfat):

Lésung 10% Trenngel 3% Sammelgel
AA/BA 3.33 ml 0.50 ml
Puffer fiir Trenngel 1.25 ml —

Puffer fiir Sammelgel - 0.63 ml
H5044 5.30 ml 3.63 ml
10% (w/v) SDS 100 pl 50 pl
TEMED 20 pul 5 pl

10% (w/v) APS 37.5 pl 200 pl

Probenherstellung Die geméafl 4.2.4 erhaltenen Homogenate mit nach 4.2.15 ermit-
telter Proteinkonzentration wurden mit 5x SDS-Ladepuffer und gegebenenfalls HyO44
gemischt, sodass eine Endkonzentration von 20 pug Protein in 10 pul 1x SDS-Ladepuffer
entstand. Maximal konnten 15 ul geladen werden. Die Proben wurden 3-5 min lang auf
95°C erhitzt, kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt. Anschlielend wurden je 10 ul der Pro-
ben in die Taschen der vorbereiteten Gele geladen. Als Molekularmassenstandard diente

“PageRuler Prestained Protein Ladder“. Pro Tasche wurden 2 ul davon aufgetragen.

4.2.17 Herstellung von Hefenhomogenaten

Hefezellen wurden nach Yaffe und Schatz (1984) aufgeschlossen.
Benoétigte Losungen
Lysepuffer CL: 1.85 M NaOH, 7.5% Mercaptoethanol
50% TCA: 50% TCA in HyOyq4

Harnstoff-Ladepuffer: 200 mM Tris/HCl, 8 M Harnstoff, 5% SDS, 1 mM EDTA,
0.1% Bromphenolblau, 15 mM DTT; pH 6.8
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Durchfithrung Von einer Ubernachtkultur ( siehe 4.2.7.10) wurden 1.5-3.0 ml zentri-
fugiert (1000 Upm, 15 min, RT); der Zellniederschlag wurde mit 1 ml HyOg4q4, gewaschen.
Die Zellen wurden in 160 pl Lysepuffer CL resuspendiert und die Suspension 10 min lang
auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 160 ul 50% TCA zur Proteinfillung wurde die Mischung
erneut 10 min lang auf Eis inkubiert. Anschlielend wurden die Hefezellen abzentrifugiert
(2 min, 14000 Upm / 4°C) und der Uberstand entfernt. Der Niederschlag wurde in 150 yl
Harnstoff-Ladepuffer aufgenommen und die Losung 10 min lang bei 95°C inkubiert bevor

sie auf SDS-Polyacrylamidgele geladen wurde.

Elektrophorese Die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstérke (20 mA) ca. 1.5 h
lang bei RT durchgefiihrt. Sobald die Bromphenolblau-Lauffront das untere Ende des Gels
erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet. Anschliefend wurden die Gele entweder

mit Coomassie-Blau gefiarbt oder fiir “Western blotting* weiter verwendet.

4.2.18 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blau

Benétigte Losungen
Farbelosung: 1% Coomassie Brilliant-Blau R 250 in MeOH/H5044/Eisessig (5:4:1)
Entfirber: MeOH/H,0,4/Eisessig (3:6:1)
Farbung der Gele Die Polyacrylamidgele wurden 1 h lang mit der Farbelosung inku-
biert und danach solange mit Entfarber gewaschen, bis die einzelnen Proteinbanden gut

erkennbar und der Hintergrund der Gele nahezu farblos war. Die Gele wurden kurz mit

H5044 gewaschen und zur Dokumentation mit einem Flachbrett-“Scanner® erfasst.

4.2.19 “Western blot*
4.2.19.1 Proteintransfer

Benoétigte Losungen
Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin; pH 9.0
“Ponceau S“-Firbelosung: 1% “Ponceau S* in 3% TCA

Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0.02% (w/v) Tween 20; pH 7.4
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Durchfiihrung Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach Burnette
(1981) aus dem Gel auf eine Nitrocellulose (NC)-Membran iibertragen. Die NC-Membran
wurde zunichst mit Transferpuffer angefeuchtet. Anschlieend wurde, wie in Abb. 30
dargestellt, ein Transfer-“Sandwich* mit der “Bio-Rad MiniBlot“-Apparatur zusammen-
gebaut. Luftblasen wurden durch leichten Druck auf das “Sandwich“ mit einem Breit-
spatel entfernt. Nach dem Zusammenbau wurde das “Sandwich® in eine mit Transfer-
puffer gefiillte “Electroblot“-Kammer gestellt. Der Proteintransfer wurde bei 4°C und
130 mA {iber 2.5 h durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran reversibel mit
“Ponceau S gefirbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen und die Effektivitat des

“Blot“-Vorgangs zu iiberpriifen. Die Membran wurde in Waschpuffer wieder entfarbt.
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Abb. 30: Schematischer Aufbau eines Transfer-“Sandwiches® nach Ausubel et al., 1999.
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4.2.19.2 Detektion der pAK7-Proteinbanden mit pAK7-Antiserum

Benétigte Losungen

Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0.02% (w/v) Tween 20; pH 7.4

Blockpuffer: 2% Milchpulver in Waschpuffer

Substratlosung: 1 ml ECL-Losung I 4+ 1 ml ECL-Lésung 11

pAKT7-Detektion Nach Entfirben der NC-Membran (4.2.19.1) wurden unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation mit Blockpuffer abgeséttigt. Nach 1 h bei RT wur-
de als 1. Antikérper das pAKT7-Antiserum so in den Blockpuffer pipettiert, dass sich
eine Verdiinnung von 1:5000 ergab. AnschlieBend wurde bei 4°C iiber Nacht inkubiert.
Am néchsten Morgen wurde die Membran 3 x 5 min lang mit Waschpuffer gewaschen,
dann wurde mit dem 2. Antikorper (anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, POD-Konjugat), der
in einer Verdiinnung von 1:120000 1 h lang bei RT inkubiert. Danach wurde wieder-
um 3 x 5 min lang mit Waschpuffer gewaschen. Um iiberschiissiges Tensid zu entfernen,
wurde 3x kurz mit PBS gespiilt. Dann wurde das Detektionsreagenz auf die Membran
pipettiert und der Uberschuss nach 1-2 min wieder entfernt. Die NC-Membran wurde in
eine Rontgenfilm-Kassette gelegt und zum Schutz des Rontgenfilms mit durchsichtiger
Plastikfolie abgedeckt. In einer Dunkelkammer wurden Rontgenfilme 1-10 min lang auf
die Membran aufgelegt und anschlieBend in einer Rontgenfilm-Entwicklermaschine entwi-
ckelt. Als Negativkontrolle diente neben PIS auch Immunserum, das vor Applikation auf
die Membran mit einem Uberschuf (>26 uM) des zur Immunisierung verwendeten Peptids

1 h lang bei RT unter sténdiger Durchmischung in Blockpuffer vorinkubiert wurde.

Ladekontrolle mit g-Actin-Antikorper Als Ladekontrolle wurden auf der “Blot*-
Membran die §-Actinbanden detektiert. Die Membran wurde nach Detektion der pAKT-
Banden 15 min lang mit HyOg4 und 3 x 5 min lang mit Waschpuffer gewaschen. Es
folgte die Inkubation mit monoklonalem [-Actin-Antikérper aus Maus-Ascites, der in
einer Verdiinnung von 1:25000 in Waschpuffer 1 h lang bei RT appliziert wurde. Nach
3 x 5 min langem Waschen mit Waschpuffer wurde der 2. Antikorper (anti-Maus-IgG aus
Ziege, POD-Konjugat) 1:20000 in Waschpuffer verdiinnt und 1 h lang bei RT appliziert.
Wieder wurde 3 x 5 min lang mit Waschpuffer gewaschen. Nach 3maligem Spiilen mit

PBS wurden die 5-Actinbanden detektiert wie oben angegeben.
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4.2.19.3 Detektion der pAKT7-Teilstiicke als Bindedoménen (BD)-Fusions-
proteine mit BD-Antikérper und POD

Benétigte Losungen

Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0.02% Tween 20; pH 7.4

Blockpuffer: 1x RotiBlock in PBS

Substratlosung: 1 ml ECL-Losung I + 1 ml ECL-Losung 11

Detektion der BD-Fusionsproteine Nach Entfirben der NC-Membran (4.2.19.1)
wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit Blockpuffer abgeséttigt. Nach
einstiindiger Inkubation bei RT wurde die Membran 2 x 5 min lang mit Waschpuffer ge-
waschen und anschliefend mit einer 1:5000 verdiinnten Losung des 1. Antikorpers (gegen
Gal4-Bindedoméne aus Maus) in Waschpuffer bei 4°C tiber Nacht inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde die Membran 3 x 5 min lang mit Waschpuffer gewaschen. Dann wurde mit
dem 2. Antikorper (anti-Maus-IgG aus Ziege, POD-Konjugat) in einer Verdiinnung von
1:100000 1 h lang bei RT inkubiert. Danach wurde wiederum 3 x5 min lang mit Waschpuf-
fer gewaschen. Um iiberschiissiges Tensid zu entfernen, wurde 3x kurz mit PBS gespiilt.
Dann wurde das Detektionsreagenz auf die Membran pipettiert und der Uberschuss nach
1-2 min wieder entfernt. Die NC-Membran wurde in eine Rontgenfilm-Kassette gelegt und
zum Schutz des Rontgenfilms mit durchsichtiger Platikfolie abgedeckt. In einer Dunkel-
kammer wurden Rontgenfilme 1-10 min lang oder iiber Nacht auf die Membran aufgelegt

und anschliefend in einer Rontgenfilm-Entwicklermaschine entwickelt.

4.2.20 Virale Transfektion von HEK?293T-Zellen

Die HEK293T-Zellen wurden wie in den Protokollen des Trono-Labors
(http://www.tronolab.com/protocols) mit Lentiviren transfiziert, um nach genomischer
Integration der cDNA eine permanente Expression des erwiinschten Proteins zu errei-
chen. Zur Herstellung von Zelllinien wurden die Zellen anschlieBend so in die 96 Népfe
einer Mikrotiterplatte ausgesét, dass statistisch nur eine Zelle pro Napf vorlag. Nach 3-
4 d wurde an der Verfarbung des Mediums erkennbar, ob Zellen gewachsen waren. Diese
wurden durch Behandlung mit 0.005% Trypsin vom Napfboden gelost und anschlieffend
in Kulturschalen mit 35 mm Durchmesser neu ausgesét, auf deren Boden Deckglédschen

(18 mm x18 mm) durch steriles Silikonfett fixiert waren. Nach einer Woche wurden die
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Zellen, wie in 4.2.3.2 angegeben, fixiert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Ob ei-
ne reine pAK7-EGFP-Zelllinie vorlag, wurde gepriift, indem die Zellen geméafl 4.2.21 mit
pAKT7-Antiserum geférbt wurden. Dabei wurde die Lokalisation des EGFP-Signals mit
dem Signal fiir pAK7 verglichen. Durch die Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI konnte
erkannt werden, ob alle Zellen pAK7 exprimierten. AK1 wurde als Fusionsprotein mit
dem pAK7-C-Terminus exprimiert (siehe 4.2.7.18), damit die AK1-Expression mit pAK7-

Antiserum nachweisbar wurde.
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4.2.21 Immunfluoreszenz-Fiarbungen mit pAK7-Antiserum

Alle Losungen wurden vor Beginn der Farbung auf RT gebracht. Die verwendeten An-
tikorper und -sera wurden auf Eis aufgetaut. Bei den verwendeten Zweitantikorpern wur-
den anschlieBend mit Hilfe einer Tischzentrifuge (13000 Upm, RT, 1 min) eventuelle Ag-

glomerate entfernt.
Benéstigte Losungen
0.1% (w/v) Glycin in PBS
0.3% (w/v) Triton-X 100 in PBS
0.1% (w/v) Triton-X 100 in PBS
DAPI-Farbelosung: 1 ug/ml DAPI in PBS

Erstantikorperlosung: 10% (v/v) “Roti-ImmunoBlock®, 0.3% (v/v) Triton-X 100,
pAKT7-Antiserum 1:200; in PBS

Zweitantikorperlosung: 10% (v/v) “Roti-ImmunoBlock®, 0.3% (v/v) Triton-X 100,
anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, Alexa Fluor 568-Konjugat 1:2000; in PBS

4.2.21.1 Anfarbung von Rattengeweben

Zur Vorbereitung wurden die eingefrorenen Gewebeschnitte (siehe 4.2.5) auf RT ge-
bracht und per “ImmEdge“-Stift mit Wachslosung ummalt, um ein Auslaufen der An-
tikorperlosungen zu vermeiden. Eine zusétzliche 5-10 min lange Inkubation bei RT sollte
vollsténdiges Trocknen der Wachslosung gewéhrleisten. Alle anderen Schritte wurden im
Féarbebad durchgefiihrt. Zur Inaktivierung eventuell noch vorhandenen Paraformaldehyds
wurde eine 10miniitige Vorinkubation der Gewebeschnitte mit 0.1% (w/v) Glycin in PBS
bei RT durchgefiihrt. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen folgte eine 10miniitige
Inkubation bei RT in 0.3% (w/v) Triton-X 100 in PBS. Nach Applikation von 150-200 pul
Erstantikorperlosung wurden die Schnitte 2 h lang bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubiert, danach kurz auf RT abgekiihlt und 3 x 2 min lang mit 0.1% (w/v) Triton-
X 100 in PBS gewaschen. Der zweite Antikorper wurde mit den Geweben 1 h lang bei
RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde erneut 3 x 2 min lang mit 0.1% (w/v) Triton
in PBS gewaschen. Die Zellkerne wurden durch eine 10miniitige Inkubation bei RT mit
DAPI geférbt. Nach 3 x 2 min langem Waschen mit 0.1% (w/v) Triton-X 100 in PBS
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wurde iiberschiissiges Tensid durch kurzes Waschen mit PBS entfernt. Zum mechanischen
Schutz wurden die Schnitte danach mit Deckglédschen (24 mm x 50 mm) abgedeckt und
in “Immu-Mount“-Einbettungsmedium fixiert. Sie wurden iiber Nacht bei RT im Dun-
keln aufbewahrt, um das in “Immu-Mount* enthaltene Polymer aushérten zu lassen. Die

weitere Lagerung erfolgte bei 4°C im Dunkeln.

Fiir Doppelfirbungen wurde entweder monoklonaler Antikérper gegen a-Tubulin aus
Maus-Ascites (Endverdiinnung 1:1000) oder GP BB-Antiserum aus Meerschweinchen (End-
verdiinnung 1:1000) mit entsprechendem Zweitantikorper (anti-Maus-IgG aus Ziege, Alexa
Fluor 488-Konjugat bzw. anti-Meerschweinchen-IgG aus Esel, Cy3-Konjugat, beide 1:1000
verdiinnt) verwendet. Bei Doppelfarbung mit GP BB wurde als Zweitantikorper anti-

Kaninchen-IgG, konjugiert mit Alexa Fluor 488, eingesetzt.

4.2.21.2 Anfirbung von EPK, APK und HEK293T-Zellen

Alle Mengenangaben und Volumina beziehen sich auf ein Deckgléschen mit Zellen in einer
35 mm Kulturschale. Wurden die Zellen in Kulturplatten mit 24 Népfen angesét, so wurde
im Farbeprotokoll bei der Permeabilisierung und in allen Waschschritten nur 1 ml Losung
verwendet, die aufgetragene Menge Antikorperlosung blieb jedoch unverédndert. Die nach
4.2.3.2 fixierten Zellen (auf Deckgldschen und in den zugehorigen Kulturschalen) wurden
10 min lang bei RT mit 2 ml 0.1% (w/v) Glycin in PBS gewaschen, um noch vorhandenes
PFA abreagieren zu lassen. Danach wurde mit 2 ml 0.3% (w/v) Triton-X 100 10 min lang
bei RT permeabilisiert. Nach Aufpipettieren von 100 pl Erstantikorperlosung wurden die
Zellen in einer feuchten Kammer bei 37°C 2 h lang inkubiert. AnschlieBend wurden sie
3x mit 2 ml 0.1% (w/v) Triton-X 100 in PBS gewaschen. Nach Auftragung von 100 pl
Sekundérantikorperlosung wurden die Zellen in einer feuchten Kammer 1 h lang bei RT
im Dunkeln inkubiert. Dann wurde erneut dreimal mit 2 ml 0.1% (w/v) Triton-X 100
in PBS gewaschen. Die Zellkerne wurden danach 10 min lang bei RT mit 100 ul DAPI-
Férbelosung im Dunkeln gefarbt. Nach 3x Waschen mit 2 ml 0.1% (w/v) Triton-X 100
in PBS wurde {iberschiissiges Tensid durch Waschen mit 2 ml PBS entfernt. Um die
gefarbten Zellen mechanisch zu schiitzen, wurden die Deckglédschen mit einem Tropfen
“Immu-Mount“-Einbettungsmedium mit der Zellseite nach unten auf einem Objekttriger
fixiert. Das Medium hértete {iber Nacht bei RT aus. Die Préparate wurden danach bei
4°C dunkel gelagert. Bei Doppelfarbungen wurden die in 4.2.21.1 angegebenen Antikoérper

verwendet.
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4.2.22 Suche nach Interaktionspartnern mit Hilfe des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems

4.2.22.1 Test auf Toxizitidt des pAK7-Proteins

Auf nach 4.2.7.8 hergestellten SD /-Trp, SD /-Leu, DDO-, TDO- und QDO-Platten wurden
mehrere AH109-Hefeklone, die die pAK7-cDNA-Sequenz oder Teile davon im Plasmidvek-
tor pLP-GBKT7 enhielten, mit sterilen breiten Zahnstochern ausgestrichen. Eine Woche
lang wurde das Wachstum auf den unterschiedlich stark selektierenden Agarplatten kon-
trolliert. Ab ungefihr dem 3. Tag sollten nur auf SD/-Trp-Platten Kolonien gewachsen
sein. Alle Klone erfiillten dieses Kriterium, die exprimierten Proteine wurden als nicht

toxisch angesehen und konnten daher fiir weitere Experimente verwendet werden.

4.2.22.2 Test auf Autoaktivierung

Nach 4.2.7.8 wurden SD/-Trp-, SD/-Leu-, DDO-, TDO- und QDO-Platten hergestellt.
Die Halfte davon wurde mit X-a-Gal beschichtet (4.2.22.10). Mehrere AH109-Hefeklone,
die die pAK7-cDNA-Sequenz oder das Teilstiick 3 davon im Plasmidvektor pLP-GBKT7
als Koder enhielten, wurden auf allen vorhandenen Selektionsplatten (mit und ohne X-a-
Gal) mit sterilen breiten Zahnstochern ausgestrichen. Als Positivkontrolle fiir die MELI-
Aktivierung wurden Hefezellen des Stammes AH109, die das Plasmid pCL1 enthielten,
auf mit X-a-Gal beschichteten SD/-Trp-Platten ausgestrichen. Die Expression von «-
Galaktosidase durch die Hefen fiihrte zu einer Umsetzung des X-a-Gal zu einem blauen
Indigofarbstoff. Als Negativkonrolle wurden Hefezellen des Stammes AH109 eingesetzt,
die das Plasmid pGBKT7-Lam enthielten. Diese Hefezellen durften nur auf SD/-Trp-
Platten wachsen. Eine Woche lang wurde das Wachstum auf den unterschiedlich stark
selektierenden Agarplatten kontrolliert. Ab ungefihr dem 3. Tag sollten nur auf SD/-Trp-
Platten Kolonien gewachsen sein. Eine Blaufarbung sollte nur bei Kolonien mit pCL1-
Plasmid vorhanden sein. Klone, die diese Kriterien erfiillten, konnten als nicht autoaktiv

angesehen werden.

4.2.22.3 Test auf Proteinexpression

Ubernachtkulturen geeigneter Hefeklone wurden angeimpft wie unter 4.2.7.10 beschrieben.
Nach Heranwachsen wurden daraus Proben fiir die SDS-PAGE hergestellt (4.2.17) und
auf 10%ige (w/v) SDS-Polyacrylamidgele geladen. Nach Durchfithrung der SDS-PAGE
(siche 4.2.16) wurden die Proteine auf NC-Membranen transferiert (siehe 4.2.19.1) und
anschlieflend mit pAK7-Antiserum (fiir den Nachweis der exprimierten pAK?7; Protokoll
siehe 4.2.19.2) bzw. BD-Antikorper (fiir den Nachweis der pAKT7-Teilstiicke; Protokoll sie-
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he 4.2.19.3) detektiert. Die mit den detektierten Proteinbanden korrespondierenden mole-
kularen Massen wurden mit den durch das Computerprogramm “Vector NTI“ berechneten
Molekularmassen der einzelnen Fusionsproteine verglichen. Bei Ubereinstimmung konnten
die analysierten Klone fiir die weiteren Versuche, insbesondere die Verpaarung der Hefen,

eingesetzt werden.

4.2.22.4 Verpaarung der Hefen

Die Verpaarung der Hefeklone, die die Tests geméafl 4.2.22.1, 4.2.22.2 und 4.2.22.3 er-
folgreich bestanden hatten, erfolgte mit anderen Hefen, die cDNA einer humanen Hoden-
cDNA-Bibliothek in pACT2 kloniert enthielten (“BD Matchmaker Pretransformed
MATCHMAKER library“). Nach Auftauen der “BD Matchmaker Pretransformed MATCH-
MAKER library* wurden 10 ul der Bibliothek abgenommen und spéter fiir das Titrieren
der cDNA-Bibliothek verwendet. Abweichend von den Empfehlungen des Herstellers der
Bibliothek wurden anschlieBend nur 670 ul (entsprechend ca. 2) dieser vortransformier-
ten Hefen im Stamm Y187 mit einer Vorkultur des jeweiligen AH109-Hefeklons, der das
gewiinschte Koéderplasmid enthielt, vorsichtig gemischt und 24 h lang bei 40 Upm auf ei-
nem Rundschiittler bei 30°C inkubiert. Anschlielend wurde nach Angabe des Herstellers
vorgegangen, wobei nach 20 h auf das Vorkommen von Zygoten {iberpriift und 4 h spéter
der Ansatz mit den Hefen auf verschieden selektierenden Agarplatten ausplattiert wurde.
Mit 40 ul des Verpaarungsansatzes wurden unterschiedlich verdiinnte Losungen (1:10,
1:103, 1:10?, 1:10) hergestellt, von denen je 100 ul auf Kontrollplatten zur Bestimmung
der Paarungseffizienz ausplattiert wurden. Der Rest des Verpaarungsansatzes wurde auf
57 TDO-Platten verteilt, die auch 2.5 mM 3-AT enthielten und einen Durchmesser von
150 mm hatten, indem 200 ul pro Platte ausplattiert wurden. Die Platten inkubierten
1 Woche lang bei 30°C und wurden téglich auf Wachstum von Kolonien kontrolliert. Die
entstandenen Klone wurden dann mehrfach parallel auf TDO- und QDO-Platten (siche
4.2.22.8) ausgestrichen, bevor die in 4.2.22.9 und 4.2.22.10 beschriebenen Tests durch-

gefithrt wurden.

4.2.22.5 Titrieren der cDNA-Bibliothek

Die Titration der cDNA-Bibliothek in Hefekulturen des Stamms Y187 wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers der “BD Matchmaker Pretransformed MATCHMAKER  li-
brary“ durchgefiihrt. Die vor der Verpaarung entnommenen 10 ul der aufgetauten Hefe-
bibliothek wurden zur Herstellung von 1:10? und 1:10* verdiinnten Losungen verwendet.
50 und 100 gl der 1:10* verdiinnten Losungen wurden auf jeweils einer SD/-Leu-Platte

ausplattiert. 10 pl der 1:102 verdiinnten Lésungen wurden mit 50 pl Medium gemischt
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und auf einer SD /-Leu-Platte ausplattiert. Nach 5tagiger Inkubation der Platten bei 30°C

wurden die gewachsenen Klone ausgezéhlt. Entsprechend der Formel

Anzahl Koloni
KBE/ml nza olonien

ausplattiertes Volumen [ml] x VF

(KBE, Koloniebildende Einheiten; VF, Verdiinnungsfaktor) konnte damit ein Titer von
3.32 x 107 KBE/ml berechnet werden, wobei die Platte verwendet werden sollte, auf
der 30-300 Kolonien gewachsen waren. Dieses Kriterium erfiillte die SD/-Leu-Platte mit

166 Klonen, bei der zuvor 50 pl der 10~* verdiinnten Losungen ausplattiert worden waren.

4.2.22.6 Bestimmung der Gesamtzahl untersuchter diploider Klone

12.5 ml des Verpaarungsansatzes enthielten 5 x 10® diploide KBE pro ml, womit die
Gesamtzahl der untersuchten diploiden Klone bei 6.3 x 10* KBE/ml liegt.

4.2.22.7 Bestimmung der Paarungseffizienz

Die Bestimmung der Paarungseffizienz wurde entsprechend den Angaben des Herstellers
der humanen Hoden-cDNA-Bibliothek in pACT2 durchgefiihrt. Nach 5tagiger Inkubation
der Kontrollplatten wurden die gewachsenen Klone ausgezihlt:

Auf SD/-Leu-Platten wuchsen nach Ausplattierung von 100 ul einer 10~3 verdiinnten
Losung der Hefen 147 Klone. Daraus lisst sich eine Konzentration von 1.47 x 10¢ KBE /ml
berechnen. Auf SD/-Trp-Platten wuchsen nach Ausplattierung von 100 pl einer 10~
verdiinnten Losung der Hefen ca. 1000 Klone. Daraus ldsst sich eine Konzentration von
1 x 108 KBE/ml berechnen. Auf SD/-Trp/-Leu-Platten wuchsen nach Ausplattierung von
100 gl einer 107! verdiinnten Losung der Hefen 50 Klone. Daraus lisst sich eine Konzen-
tration von 5 x 10> KBE/ml berechnen. Limitierender Partner der Verpaarung sind somit
die Hefen, die Plasmide der “BD Matchmaker Pretransformed MATCHMAKER library*
enthalten, da durch ihre geringere Anzahl im Verpaarungsansatz die mogliche Ausbeute

drastisch gesenkt wurde. Nach Anwendung der vorgegebenen Formel

, Anzahl diploide KBE/ml
Effi = 1
Aenz [%) Anzahl limitierender Partner KBE/ml X 100

(Effizienz [%], Verpaarungseffizienz; KBE, Kolonie-bildende Einheiten; limitierender Part-
ner: Hefen, die Plasmide der “BD Matchmaker Pretransformed MATCHMAKER library“
enthalten) lag damit die Paarungseffizienz bei 0.34% (Normbereich liegt laut Hersteller
bei 5%).
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4.2.22.8 ADE?2- und HIS3-Aktivierung: Bestitigung des Phinotyps

Fiir den Fall, dass einige der vortransformierten Hefen der cDNA-Bibliothek mehr als ein
Plasmid enthielten, wurden nach der Paarung alle diploiden Klone 2-3fach auf DDO, TDO
und QDO ausgestrichen. Dadurch verloren die sich teilenden Hefen zusétzliche, nicht fiir
die Reportergenaktivierung verantwortliche Plasmide. Der Selektiondruck auf den TDO-

und QDO-Platten erlaubte das Erkennen und Weiterbestehen wahrer Interaktionen.

4.2.22.9 lacZ-Aktivierung: X-g-Gal-Filtertest

Benétigte Losungen

Z-Puffer-Stammlésung: 40 mM Na,HPO,, 60 mM NaH;PO,4, 10 mM KCI, 1 mM
MgSOy; pH 7.0

X-p-Gal-Stammlésung: 100 mg/ml X-5-Gal in DMF

Gebrauchslosung: 20 ml Z-Puffer-Stammlosung, 0.054 ml Mercaptoethanol, 0.067 ml
X-f3-Gal-Stammlosung

Fixierlosung: 1 M Nay,COs;

Durchfiihrung des Tests Whatman-Filterpapier (ca. 10 em x 10 cm) wurde in eine
verschlieSbare, dunkle Schale gelegt und mit 20 ml Gebrauchslésung getrinkt. Runde Ni-
trocellulosefilter wurden auf die ausgestrichenen Hefekolonien gelegt, die Positionierung
des NC-Filters auf den Hefen wurde markiert und nach kurzer Wartezeit wieder vorsichtig
abgezogen. Die Hefen wurden auf der NC in fliissigem Stickstoff ca. 1 min lang fixiert.
Danach wurde die wieder aufgetaute NC mit den Hefekolonien nach oben auf das nasse
Whatman-Filterpapier gelegt. Die Schale wurde verschlossen und bei 30°C so lange inku-
biert, bis die Kolonien der Positivkontrolle sich blau verfarbten. Die NC wurde vorsichtig
aus der Schale gehoben und 10 min lang in Fixierlosung gelegt. Nach dem Trocknen wur-
den die Blaufarbungen den entsprechenden Kolonien zugeordnet. Die blaue Farbe zeigte

eine lacZ-Reportergen-Aktivierung an.

4.2.22.10 MEL1-Aktivierung: X-alpha-Gal-Test

Benoétigte Losung

Indikatorlosung: 2 mg/ml X-alpha-Gal in DMF
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Durchfiihrung des Tests Zur Vorbereitung des Tests wurden je 100 pl Indikatorlsung
mit Hilfe eines sterilen Drygalskispatels auf nach 4.2.7.8 hergestellte TDO- und QDO-
Platten verteilt. Nach dem Trocknen der Losung wurden Hefeklone mit sterilen breiten
Zahnstochern auf dem Agar ausgestrichen und die Platten bei 30°C 1 Woche lang inku-
biert. Als Positivkontrolle diente pGBKT7-53 mit pGADT7-T in AH109, als Negativkon-
rolle pGBKT7-Lam mit pGADT7-T in AH109. Eine blaue Verfarbung der Hefekolonien
zeigte eine MELI-Reportergen-Aktivierung gefolgt von a-Galaktosidase-Sekretion an.

4.2.22.11 PCR zum Nachweis von pLP-GBKT7 und pACT2 in den diploiden
Zellen

Die Hefeklone, bei denen die unter 4.2.22.8; 4.2.22.9 und 4.2.22.10 beschriebenen Tests
positiv ausgefallen waren, wurden mit Hilfe einer PCR auf das Vorkommen der Bank- und
Koderplasmide getestet. Von den jeweiligen Ausstrichen auf QDO-Platten wurden soviele
Hefen gekratzt, wie in etwa einer Kolonie mit 3 mm Durchmesser entsprochen hétten. Die
Hefen wurden in 1.5 ml-Plastikreaktionsgeféfie gestrichen und mit jeweils 100 pl Lyticase-
Losung (20 U/ml) 10 min lang bei RT inkubiert. Danach wurden sie in einer Tischzen-
trifuge (5000 Upm, 5 min, RT) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und der
Riickstand bei 92°C 5 min lang erhitzt. Dann wurden 100 gl HyOg4q4, zugegeben. Fiir den
PCR-Ansatz wurden 40 pl des Hefelysats mit 5 ul 10x “Reaktionspuffer S¢ des “Kit“-
Anbieters, 2 ul MgCly, 1 pl ANTPs (je 10 mM jedes Nucleotids), 0.5 ul Tag-Polymerase
(5 U/pl) und 2 pl “Primermix® (jeder “Primer“ 10 pM) gemischt. Zum Nachweis von
pLP-GBKT7 wurden die Klonierungs-“primer“ des verwendeten pAKT7-Teilstiicks einge-
setzt. Als Positivkontrolle diente der fiir die Verpaarung verwendete haploide AH109-
Hefeklon mit pAK7 in pLP-GBKT7, als Negativkonrolle pGBKT7-53 mit pGADT7-T in
AH109. Die PCR wurde durch eine 2 min lange Inkubation bei 94°C gestartet. Es folgten
35 PCR~Zyklen (je 30 s bei 94°C; 30 s bei 56°C; 1 min 30 s bei 72°C). Die finale Elonga-
tion dauerte 10 min bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden, wie in 4.2.7.22 angegeben, auf
1% (w/v) Agrarosegelen analysiert. Klone, in denen auch nach einer Wiederholung der
PCR-Reaktion mit frischen Hefen keine pACT2-Plasmide nachgewiesen werden konnten,

sondern nur pLP-GBKT7, wurden nicht weiter untersucht.
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Verwendete Primersequenzen fiir die PCR mit diploiden Zellen:

pAKT7-3/pLP-GBKT7 5-GCATCAGAATTCCATGGAGGAAGAAGAGGAAGTCA-3
5-GCATACGGATCCTCTGCATTTCGGGATTGTTCTTG-3

pACT?2 5-AAGTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3
5-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3

4.2.22.12 Isolierung und Sequenzierung der Bibliotheks-Plasmide

Aus den nach 4.2.22.11 positiven diploiden Zellen wurden die Plasmide nach 4.2.7.11
isoliert und nach 4.2.7.26 in kompetente “NovaBlue'  Singles“-Zellen transfiziert. Selek-
tioniert wurde auf Kanamycinplatten, um nur Klone mit Bibliotheksplasmid zu propa-
gieren. Aus den entstandenen Klonen wurden dann die Plasmide mit dem “E.Z.N.A.®

«

Plasmid Miniprep Kit I (classic line)“ isoliert. Nach der Reinigung wurden die Plasmide
zur Kontrolle mit den zur Klonierung der cDNA-Bibliothek verwendeten Restriktions-
endonucleasen EcoRI und Xhol analytisch verdaut (siehe 4.2.7.19). Die Grofien der ausge-
schnittenen cDNA-Stiicke wurden mit den geméaf} 4.2.22.11 entstandenen PCR-Produkten
verglichen. Dabei wurde beriicksichtigt, dass durch die Lage der “Primer“-Bindungsstellen
auf dem Vektor in der PCR um 200 bp ldngere Fragmente als die ausgeschnittenen
cDNA-Stiicke entstanden waren. Danach wurden die pACT2-Bibliotheksplasmide, wie
in 4.2.22.13 beschriebenen, in AH109 transfiziert und parallel zur kommerziellen Sequen-

zierung an die Firma MWG, Martinsried, geschickt.

4.2.22.13 Riicktransformation zur Bestéitigung der Interaktion in Hefe

Durch eine Riicktransformation kann zwischen autoaktiven und nicht autoaktiven Klonen
unterschieden werden. Dazu miissen die isolierten Plasmide aller potentiellen Kandidaten
zum einen zur Transformation von Hefezellen, die das Koderplasmid enthalten, und zum
anderen zur Transformation von Hefezellen mit dem leeren Kédervektor pGBKT7 ver-
wendet werden. Autoaktive Hefeklone konnen nach Transformation von Hefezellen auch
dann wachsen, wenn diese nur den leeren Koédervektor pGBKT7 enthalten und sind daher
kein Indikator fiir eine Interaktion von Koder und potentiellem Kandidaten. Sie sind fiir

die weiteren Untersuchungen uninteressant.

Transformation von Hefezellen des Stammes AH109, die pGBKT7 bereits ent-
halten Nach dem in 4.2.7.27 beschriebenen Protokoll wurden Hefezellen des Stammes
AH109, die den leeren BD-Vektor pGBKT7 enthielten, mit allen getesteten Bibliotheks-

plasmiden transfiziert. Die Hefen wurden nach der Plasmidaufnahme auf DDO-Platten
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ausplattiert und danach 3 d lang bei 30°C inkubiert. Pro Plasmid wurden drei der auf
DDO-Platten gewachsenen Klone weiter auf TDO- und QDO-Platten ausgestrichen, die
Platten 3 d lang bei 30°C inkubiert und die Hefezellen anhand ihres Wachstum analysiert.

Transformation von Hefezellen des Stammes AH109, die das Kéderplasmid be-
reits enthalten Nach dem in 4.2.7.27 beschriebenen Protokoll wurden Hefezellen des
Stammes AH109, die das zur Verpaarung verwendete Koderplasmid enthielten, mit allen
getesteten Bibliotheksplasmiden transfiziert. Die Hefen wurden nach der Plasmidaufnah-
me auf DDO-Platten ausplattiert und danach 3 d lang bei 30°C inkubiert. Pro Plasmid
wurden drei der auf DDO-Platten gewachsenen Klone weiter auf TDO- und QDO-Platten
ausgestrichen, die Platten 3 d lang bei 30°C inkubiert und die Hefezellen anhand ihres

Wachstum analysiert.

4.2.22.14 Bioinformatische Analyse der sequenzierten Klone

Alle nicht autoaktiven Kandidaten wurden mit den Computerprogrammen BLASTP,
BLASTX und TBLASTX iiber die Internetseite des NCBI untersucht. Autoaktive Klone
wurden nicht weiter untersucht. Stellte sich bei dieser Recherche heraus, dass cDNA-Klone
beispielweise aufgrund der physiologischen Funktion des von ihnen codierten Proteins in
der Zelle nicht als Interaktionspartner der pAK7 in Frage kamen, wurden diese Klone

nicht weiter untersucht.

4.2.22.15 PCR zur Analyse der Transkription

Die nach 4.2.22.14 verbliebenen Klone wurden in einer PCR auf ihre Transkription in
Ratten-EPK untersucht, um zu kléren, ob diese Kandidaten als physiologische Interakti-
onspartner der pAK7 in Frage kommen wiirden. Da die zur Verpaarung verwendete cDNA-
Bibliothek aus humanen Hoden hergestellt worden war, mussten die jeweiligen homologen
Rattensequenzen gefunden werden. Fiir diese wurden dann geeignete PCR-“Primer* er-
mittelt. Fiir die PCR wurden 2 pl “Primermix® mit 23 ul “Mastermix® gemischt, der
auBler HyOgq,, noch 10 pl “HotStar Taq Polymerase Mastermix® und 0.4 pl cDNA (siehe
4.2.9) enthielt. Die Polymerase wurde durch 15miniitige Erwarmung auf 95°C aktiviert.
Es folgten 35 Zyklen ( 30 s bei 94°C, 30 s bei 56°C und 30 s bei 72°C). Die finale Elongati-
on bei 72°C dauerte 10 min. Die entstandenen PCR-Produkte wurden gemaf 4.2.7.22 auf
1%igen (w/v) Agarosegelen analysiert. Zusétzlich wurden Hoden, Lunge, Hirn, Milz, Nie-
re, Leber und Darm untersucht. Die jeweils zugehorige Negativkontrolle wurde ebenfalls

wie unter 4.2.9 beschrieben hergestellt, wobei allerdings keine RT zugesetzt wurde.
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Verwendete “Primer“-Sequenzen fiir die PCR zur Analyse der Transkription:

Klon 3  5-CCGTTGTTCAATCAGAAAAAGAGGAAC-3°
5-CTGGATTCACAGCTTCCCACGC-3

Klon 11 5-GAGGCCCTGGTGCCCGTG-3¢
5-CCATCCCGGATGGCCTGC-3

Klon 25 5-TCGAAACTGTGAGACTGACACGCTC-3¢
5-ACAGTTCTTTCTGTAACAGGCCAGGAT-3"

Klon 29 5-CAAGCGGCAGACAGTCATCACC-3¢
5-ACATCAAACTGGCCAGAAACCTCC-3

138



4.2. METHODEN

4.2.23 Adenylatkinase-Test

Reaktionspuffer: 55 mM Tris; pH 7.9 mit 40 mM Glucose, 2 mM MgCly, 2.0 mM
NADP

Etablierung und Durchfiihrung des Tests Um die mégliche enzymatische Aktivitét
des pAK7-Proteins zu untersuchen, wurde der Adenylatkinase-Test nach Watanabe und
Flavin (1976) in der Variante nach Wirschell et al. (2004) angewendet. Die Messungen
der enzymatischen Aktivitdt wurden in Reaktionspuffer (55 mM Tris (pH 7.9) mit 40 mM
Glucose, 2 mM MgCl,, 2.0 mM NADP) unter Zusatz von je 1 U/ml Hexokinase und
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 1 mM Natrium(meta)vanadat als Dynein-ATPasen-
Inhibitor, sowie 1.5 mM ADP durchgefiihrt, stets als Dreifachbestimmungen. Die Zellho-
mogenate fiir die Messungen wurden aus HEK-Zellen (transfiziert oder nicht transfiziert)
hergestellt, indem die in 200-2000 ul Suspension enthaltenen Zellen im doppelten Volu-
men Trispuffer mittels Ultraschall aufgeschlossen wurden. Sodann wurde 3x10 min lang
bei 4°C und 14000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues passendes Zen-

trifugengefaf {iberfiihrt und fiir die Messungen eingesetzt.

Der Reaktionsansatz wurde ohne Zellhomogenat 10 min lang bei RT vorinkubiert,
um eventuell vorhandene, die Messung verfialschende Spuren von ATP zu beseitigen. Die
Reaktion wurde mit 8 pug Protein aus dem Zellhomogenat oder 0.5 U Myokinase (Posi-
tivkontrolle, ohne Zellhomogenat) gestartet. Die Zunahme der NADPH-Konzentration in
allen Ansétzen wurde in einem temperierbaren Photometer bei 340 nm iiber insgesamt

10 min vermessen, wobei alle 30 s ein Messwert erhoben wurde.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

1. Ziel vorliegender Arbeit war, Gene zu finden, die spezifisch in Ependymzellen ex-
primiert werden. Gegebenenfalls sollte deren Charakterisierung zur Aufklarung der

Funktionen von Ependymzellen beitragen.

2. Zur Identifizierung ependymzell-spezifischer Transkripte wurde eine subtraktive cDNA-
Bibliothek durchsucht, die mittels Subtraktion von Gehirn-cDNA von Ependym-
cDNA erzeugt worden war. Dabei konnte das pAK7-Gen als Kandidat eines epen-

dymzell-spezifisch transkribierten Gens identifiziert werden.

3. Primér- und Sekundérstruktur von pAK?7 wurden bioinformatisch charakterisiert,
wobei als markantes Merkmal das Motiv katalytisch aktiver Adenylatkinase-Doménen

in der Aminosiuresequenz ausgemacht wurde.

4. Zur Ermittlung des pAK7-Transkriptionsprofils wurden verschiedene Gewebe und
Zellkultursysteme mit Hilfe konventioneller und quantitativer Polymerase-Ketten-
reaktion (“Real-time PCR*) untersucht. pAK7-mRNA konnte ausschlielich in Ge-
weben und Kultursystemen nachgewiesen werden, die kinocilientragende Zellen ent-

hielten.

5. Die Abhéngigkeit der pAK7-Transkription von der Kulturdauer wurde in Hoden
und Ependymzellkulturen mit Hilfe von “Real-time PCR* analysiert. Die Spiegel
der pAK7-mRNA zeigten den selben zeitlichen Verlauf wie diejenigen bestimmter

Transkripte kinocilienassoziierter Gene.

6. Um die Gewebeexpression von pAK7 studieren zu kénnen, wurde ein Antiserum
gegen ein C-terminales Peptid von pAKT hergestellt. Affinitdt des Antiserums zum

und Spezifitat fiir das Antigen wurden mittels ELISA, mittels immuncytochemischer
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10.

11.

Anfiarbung pAK7-exprimierender HEK-Zellen und mittels “Western blot“ nachge-
wiesen. Die Intensitdt des pAK7-Signals konnte in “Western blots“ durch Verwen-

dung partiell gereinigten Antiserums optimiert werden.

Mit Hilfe des fiir Immunanfirbungen eingesetzten Antiserums wurde das pAKT-
Protein in Zellkulturen und Gewebeschnitten zellular lokalisiert. pAK7 konnte dabei

nur in kinocilientragenden Zellen nachgewiesen werden.

Allerdings konnte die fiir moglich gehaltene Adenylatkinase-Aktivitdt in einem Ade-

nylatkinase-Test nicht gefunden werden.

Der Auffindung moglicher Interaktionspartner von pAK?7 mittels des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems war kein Erfolg beschieden.

Die Ergebnisse der Anwendung dieser diversen Methoden erlauben somit, pAK7 als
ependymspezifisches Protein zu bezeichnen, das ausschliefflich in kinocilientragenden
Ependymzellen exprimiert wird. pAK7 kann daher als ein “marker“-Protein fiir

diesen Zelltyp im Gehirn angesehen werden.

Die physiologische Funktion von pAK7 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht ge-
kldrt werden. Zukiinftige Untersuchungen unter Verwendung von RNAi oder morpho-
lino-substituierten Oligonucleotiden sollten Aufschliisse iiber die Bedeutung des Pro-

teins ergeben, beispielweise bei der Erzeugung des Cilienschlags.
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