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1 Einleitung

Eine Beeintrachtigung der Relaxation der glatten Muskulatur fihrt zu Erkrankungen
wie Hypertonie, Asthma oder Dysmotilitat des Magendarmtraktes. Achalasie und
Morbus Hirschsprung sind Beispiele fur die letztgenannte Stérung. Auch die
Hyperproliferation von glatten Muskelzellen steht in engem Zusammenhang mit
menschlichen Erkrankungen wie z.B. der Arteriosklerose und der hypertrophen
Pylorusstenose. Eine entscheidende Bedeutung bei der Regulation sowohl des
Tonus als auch der Zellproliferation von glatten Muskelzellen wird dem gasférmigen
Botenstoff NO zugeschrieben (Loscalzo und Welch 1995; Lloyd-Jones und Bloch
1996). Vor einem knappen Vierteljahrhundert wurde erkannt, dass die Freisetzung
von NO aus Nitroglyzerin zur Bildung von cGMP fuhrt (Katsuki et al. 1977). Erst zehn
Jahre spater wurde gezeigt, dass der vom Endothel freigesetzte Relaxationsfaktor
(EDRF) mit NO identisch ist (Ignarro et al. 1987). Nitroglyzerin und Natrium-
Nitroprussid sind gangige Pharmaka, die Uber NO-Bildung zur Gefalrelaxation
fuhren. NO fuhrt in seinen Zielzellen uUber eine Stimulation der I6slichen
Guanylatzyklase (sGC) zum intrazellularen Anstieg von cGMP (Vaandrager und de
Jonge 1996). Neben der ldslichen Guanylatzyklase existiert auch eine partikulare
Guanylatzyklase. Davon existieren mehrere Isoformen (Carvajal et al. 2000), die
nach extrazellularer Stimulation mit natriuretischen Peptiden ebenfalls cGMP bilden
(Garbers und Lowe 1994). Fur den sekundaren Botenstoff cGMP sind drei
verschiedene Effektorproteine beschrieben worden: cGMP aktivierte Kationenkanale
(Biel et al. 1998), cGMP regulierte Phosphodiesterasen (Sonnenburg und Beavo
1994) und cGMP abhangige Proteinkinasen (Pfeifer et al. 1999). Die cGMP
aktivierten Kationenkanale spielen insbesondere fur den Sehvorgang eine grolde
Rolle. Intrazellulare zyklische Nukleotide werden durch Phosphodiesterasen, von
denen zahlreiche Isoformen vorliegen, abgebaut. Durch Stimulation der Isoform I
bzw. Inhibition der Isoform Il kann cGMP EinfluR auf die zellulare Konzentration
eines anderen sekundaren Botenstoffes, des cAMP’s nehmen. Der Abbau von cGMP
erfolgt durch die Phosphodiesterase V (Lincoln et al. 1993). Spezifische Hemmung
dieser Isoform durch das Pharmakon Sildenafil (Viagra®) flhrt zur Verstarkung der
Uber cGMP-Kinasen vermittelten cGMP-Effekte. Durch Relaxation der glatten
Gefalmuskulatur kommt es zur erhéhten Durchblutung der Corpora cavernosa und

zur Erektion.



1.1 cGMP-abhangige Proteinkinasen

Die meisten Wirkungen von cGMP werden durch cGMP-abhangige Proteinkinasen
vermittelt. Es gibt zwei verschiedene Gene fir cGMP abhangige Proteinkinasen
(cGK). Sie kodieren fur die cGKI (Hofmann et al. 1992) und cGKIl (de Jonge 1981).
Beide cGMP-abhangigen Proteinkinasen sind Homodimere, deren monomere
Untereinheiten ein Molekulargewicht von 77 kDa (cGKl) bzw. 87 kDa (cGKIll)
aufweisen. Sie werden wie die cAMP-abhangige Proteinkinase zu den
Serin/Threonin-Kinasen gezahlt. Die Funktion dieser Proteine besteht in der
Verknupfung einer Phosphatgruppe mit der Hydroxylgruppe von Serin- bzw.
Threoninresten von Substraten. Durch diese posttranslationale Modifikation andern
Substrate ihre Tertiar- bzw. Quartarstruktur, was haufig zu einer Funktionsanderung
dieser Proteine fuhrt. Von der cGKI sind zwei Isoformen, cGKla und cGKIR bekannt.
Diese unterschiedlichen Formen entstehen durch alternatives Splei3en (Wernet et al.
1989) und unterscheiden sich in der Lange des Aminoterminus und ihrer Affinitat zu
cGMP (Ruth et al. 1997).

1.1.1 Expression der cGMP-abhangigen Proteinkinasen

Die cGKIl wurde in zahlreichen Organen des Saugetiers nachgewiesen. Eine
besonders hohe Expression wurde in den Purkinjezellen des Cerebellum (Lohmann
et al. 1981), in Thrombozyten (Waldmann et al. 1986) und in glatten Muskelzellen
gefunden (Huber et al. 1998). In den neuronalen Strukturen des Hippocampus
(Kleppisch et al. 1999) und der Spinalganglien (Qian et al. 1996) konnte ebenfalls
eine starke Expression gezeigt werden. Auch in der Niere (Joyce et al. 1986), dem
vaskularen Endothel (Draijer et al. 1995), neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen konnte die cGKI gefunden werden (Lincoln et al. 1993; Pryzwansky et
al. 1995).

Die cGKIl findet sich dagegen in den Chondrozyten des Saulenknorpels der
Epiphysenfuge (Pfeifer et al. 1996), im aufsteigenden Teil der Henle Schleife der
Niere sowie in den Zellen des juxtaglomerularen Apparates (Gambaryan et al. 1996).
Im Intestinum befindet sich die cGKIl im Burstensaum des Dunndarms (Markert et al.
1995).



1.1.2 cGMP-Kinase reguliert die intrazelluldre Ca**-Konzentration

Die muskuldre Kontraktion ist generell Ca** abhangig. So korreliert auch der Tonus
glatter Muskelzellen mit der intrazellularen Ca?*-Konzentration. Im entspannten
Zustand blockiert Caldesmon die Myosin-Bindungsstellen am Aktin. Steigt Ca** in der
Zelle an, so lagert sich Calmodulin an Caldesmon und fuhrt so zur Freigabe der
Myosin-Aktin-Interaktion. Ferner fuhrt ein solcher CaZ+-Anstieg zur Aktivierung der
Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK), die die leichten Ketten des Myosins
phosphoryliert. Dadurch kommt es zur Anlagerung von Myosin an Aktin (Peiper
1996). Die intrazellulire Ca?*-Konzentration steigt einerseits durch Ca?*-Einstrom
von aufen durch Ca*-Kanile, andererseits durch Entleerung intrazellularer Ca?*-
Speicher, vornehmlich des sarkoplasmatischen Retikulum. Letztere Mdglichkeit wird
durch den sekundaren Botenstoff Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) gesteuert. Die
Aktivierung der cGK filhrt auf verschiedenen Wegen zur Senkung der Ca*'-
Konzentration in der Zelle.

Erst kdrzlich konnte ein neues Substrat der cGKIR identifiziert werden. Es handelt
sich dabei um das sogenannte IP3;-Rezeptor-assoziierte-cGKI-Substrat (IRAG). Es
konnte in vivo gezeigt werden, dass phosphoryliertes IRAG die Ca?*-Freisetzung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum nach IPs-Stimulation inhibiert (Schlossmann et
al. 2000).

Auch eine Phosphorylierung des IP3-Rezeptors am sarkoplasmatischen Retikulum
durch cGKI konnte gezeigt werden (Komalavilas und Lincoln 1996). Obwohl ein
Einfluss auf die Ca®'-Freisetzung (iber diesen Mechanismus nahe liegt, konnte dies
bis dato jedoch nicht bewiesen werden (Haug et al. 1999).

Einen weiteren Mechanismus, der zur Senkung von Ca®* fihrt, stellt die
Phosphorylierung des Spannungs- und Kalzium-aktivierten maxi K*-Kanals (BKca)
durch cGKI dar (Alioua et al. 1998; Fukao et al. 1999). cGKI erhdht die Aktivitat des
BKca durch Erhéhung der Spannungs- und Kalziumempfindlichkeit (Furukawa et al.
1996). Die Stimulation des BKc, fuhrt durch K*-Ausstrom zur Hyperpolarisation der
Zelle. Diese Hyperpolarisation reduziert den Ca**-Einstrom uber
spannungsabhingige Ca®*-Kanile.
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Abb. 1.1 Signalkaskade von NO/cGMP/cGKI. Erlauterungen siehe Text.

1.1.3 cGMP-Kinase beeinflusst die Sensitivitat kontraktiler Filamente

Die Spannung der glatten Muskulatur ist nicht nur von der intrazellularen Ca*-
Konzentration abhéngig. Die Sensitivitdt der kontraktilen Filamente fiir Ca* ist von
deren Phosphorylierung abhingig. Bei gleichbleibender Ca**-Konzentration steigt die
Kontraktilitat mit dem Grad der Phosphorylierung der leichten Myosinketten (Somlyo
et al. 1999). Die beiden Enzyme Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) und Myosin-
Leichtketten-Phosphatase (PP1M) regulieren diesen Prozess. Die PP1M besteht aus
drei Untereinheiten, einer Myosin bindenden Untereinheit (MBS), einer kleinen 20

kDa grof3en Untereinheit und der katalytischen Untereinheit. Die Rho-Kinase ist in
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der Lage, die Myosin bindende Untereinheit zu phosphorylieren, was die Aktivitat der
PP1M herabsetzt und somit die Kontraktion steigert (Komatsu et al. 2002). Das
kleine G-Protein RhoA aktiviert die RhoA-abhangige Kinase. Es konnte gezeigt
werden, dass RhoA von der cGKI phosphoryliert und so inaktiviert wird (Sauzeau et
al. 2000). Dies verhindert die Aktivierung der RhoA-Kinase und die durch sie
vermittelte PP1M-Hemmung, was zu einer Herabsetzung der Ca?*-Sensitivitat der
kontraktilen Filamente fuhrt. Die erhohte Kontraktion arteriosklerotischer Gefalle auf
vasokonstriktorische Reize wurde mit einer verstarkten Aktivierung im RhoA/RhoA-
Kinase-Signalweg in Zusammenhang gebracht (Chitaley et al. 2001). Es konnte des
weiteren eine direkte Phosphorylierung der PP1M durch die cGKla gezeigt werden.
Durch die fur diese Isoform spezifische aminoterminale ,Leucin-Zipper‘-Domane
findet eine Interaktion der cGKla mit der MBS von PP1M statt. Eine Inhibition dieser
Bindung, die die Phosphorylierung der MBS durch cGKla. unmaéglich macht fuhrt zur
Erhohung der Kontraktilitat bei gleichbleibender Ca?*-Konzentration (Surks et al.
1999). Telokin ist ein weiteres Substrat der cGKI, das an der Regulation der Ca**-
Sensitivitat der kontraktilen Filamente beteiligt ist. Phosphorylierung von Telokin fuhrt
zu einer Herabsetzung des Muskeltonus bei gleichbleibender Ca?**-Konzentration.
Dieser Effekt wurde einer Regulierung der PP1M Aktivitat zugeschrieben (Wu et al.
1998; Komatsu et al. 2002).
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Abb 1.2 Beeinflussung der Sensitivitdt der kontraktilen Filamente durch cGKI. Rote Signalwege
indizieren eine Verminderung, schwarze Signalwege eine Erhéhung der Sensitivitat der kontraktilen
Filamente. RhoA wird durch Phosphorylierung inaktiviert. Die Aktivitdt von PP1M wird durch
Phosphorylierung von MBS reguliert. RhoAK-abhangige Phosphorylierung von MBS inhibiert PP1M,
cGKl-abhangige Phosphorylierung von MBS stimuliet PP1M. Telokin wird cGKIl-abhangig
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung vermindert die Kontraktilitit bei gleichbleibender Ca®'-
Konzentration, mdglicherweise uber PP1M-Aktivierung. PP1M dephosphoryliert die MLK und senkt so
deren Ca’*-Sensitivitat. Die MLKK erhoht die Ca*-Sensitivitat der MLK durch Phosphorylierung.
RhoAK = RhoA Kinase, MLK = Myosin leichte Ketten, MLKK = Myosin-leichte-Ketten-Kinase, PP1M =
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase, MBS = Myosin bindende Untereinheit der PP1M, Kat =
katalytische Untereinheit der PP1M, 20 = 20kDa Untereinheit der PP1M, sonstige Abklirzungen siehe
Text.
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1.1.4 cGMP-Kinase beeinflul’t die Zellproliferation

Ein die Proliferation beeinflussender Effekt von NO ist lange bekannt (Garg und
Hassid 1989). 1998 zeigten Chiche et al., dass sowohl NO, als auch cGMP die DNS-
Synthese und die Proliferation von glatten Muskelzellen der Pulmonalarterie der
Ratte hemmten. Dieser Effekt war cGKI vermittelt und konnte nach spezifischer
Inhibition der cGKI aufgehoben werden (Chiche et al. 1998). Mitogene wie
epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) oder plattchenabstammender Wachstumsfaktor
(PDGF) erhohen die Aktivitat Mitogen-abhangiger Kinasen (MAPK), die den
Zellzyklus vorantreiben. Durch Erhdhung der cGK Aktivitat werden die MAPK nach
Stimulierung mit Wachstumsfaktoren gebremst. Dies konnte in Abhangigkeit von
atrialem natriuretischem Faktor gezeigt werden (Pandey et al. 2000). Andererseits
konnten andere Arbeitsgruppen einen kontraren Effekt der cGK auf die Aktivitat der
MAPK, namlich die Aktivierung ihrer Signalwege und damit eine Steigerung der
Proliferation zeigen (Komalavilas und Lincoln 1996). SchlieBlich gelang es einer
Arbeitsgruppe, sowohl proliferationssteigernde, als auch -hemmende Effekte der
NO/cGMP Kaskade nachzuweisen. Es gelang, eine Konzentrationsabhangigkeit
dieser Effekte darzustellen. Bei hohen Konzentrationen von NO wurde die
Proliferation von Osteoblasten durch cGMP vermindert, bei niedrigen
Konzentrationen zeigte sich eine cGMP-abhangige Wachstumsstimulation (Mancini
et al. 2000). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass cGK in die
Zellproliferation involviert ist. Bislang ist allerdings noch unklar, Uber welche

Substrate diese Wirkungen vermittelt werden.

1.2 CRP2, ein neues Substrat der cGMP-abhangigen Proteinkinase

Erst kurzlich wurde CRP2, ,Cysteinreiches-Protein 2, als neues Substrat der cGKIR
beschrieben. CRP2 wurde mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems aus einer cDNS-
Bibliothek des Dunndarms als Interaktor der cGKIR identifiziert. Eine Kolokalisation
der beiden Proteine in der inneren Zirkularschicht, der Muscularis Mucosae und
Neuronen des myenterischen und submukdsen Plexus konnte gezeigt werden
(Huber et al. 2000).
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CRP2 ist ein 23 kDa grofRes Protein, das erstmals 1993 aus dem Gehirn der Ratte
kloniert wurde und beim Menschen auf Chromosom 14 zu finden ist (Okano et al.
1993). Es ist aus zwei sehr ahnlichen Domanen aufgebaut. Diese beiden Doméanen
bestehen aus jeweils zwei Zinkfingern. Der Zinkkomplex wird durch Cysteine und
Histidine gebildet. Nach dem zweiten Zinkfinger findet sich eine glycinreiche Region,
die von einem nuklearen Lokalisationssignal gefolgt wird. Dieser typische Aufbau ist
weit verbreitet und wird nach der Erstbeschreibung in den Transkriptionsfaktoren Lin-
11, Isl-1 und Mec-3 von C. elegans und von der Ratte ,LIM-Domane“ genannt. Das
Segment zwischen den LIM Domanen enthalt die Konsensussequenz Arg-Lys-Thr-
Ser fir die Phosphorylierung durch Serin-Threonin-Kinasen. Es konnte gezeigt
werden, dass die cGKI CRP2 an dieser Stelle phosphoryliert (Huber et al. 2000).
Spekulationen Uber die Funktion von CRP2 kdnnen sich bislang nur auf verwandte
Proteine von CRP2 beziehen. Die Proteine CRP1 (McLaughlin et al. 1994),
CRP2/SmLIM (Jain et al. 1996) und CRP3/MLP (Arber et al. 1994) sind solche
Proteine. Es wird angenommen, dass sie mit ihren LIM Domanen Protein-Protein
Interaktionen eingehen (Feuerstein et al. 1994). Einige CRPs werden mit Zyxin und
a-Actinin entlang von Stress Fasern und an fokalen Adhasionsplaques gefunden
(Schmeichel und Beckerle 1994; Louis et al. 1997). Fur CRP1 und CRP2/SmLIM
konnte eine umgekehrt proportionale Abhangigkeit der Expression von der
Zellproliferation nachgewiesen werden (Weiskirchen und Bister 1993; Weiskirchen et
al. 1995). CRP3/MLP Elimination in der Zellkultur blockiert die myogene
Differenzierung von Myoblasten, wahrend Uberexpression diese beschleunigt (Arber
et al. 1994). CRP3/MLP-defiziente Mause zeigen eine defekte Differenzierung des
Herz- und Skelettmuskels (Arber et al. 1997).

Ein ahnlicher Zusammenhang von CRP2 mit der Zellproliferation bzw. -
differenzierung ware vorstellbar. Moglicherweise werden die antiproliferativen und
differenzierenden Effekte der cGKI uber CRP2 vermittelt.

1.3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es 1) das Expressionsmuster von CRP2 mit dem

Expressionsmuster der cGKI zu vergleichen, um die Gewebe, in denen beide
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Proteine ko-exprimiert werden, zu identifizieren. 2) Die Spezifitdt der CRP2-cGKI-
Interaktion soll bezuglich der cGKIl-Isoformen genauer analysiert werden. 3) Den
Hauptteil der Arbeit nimmt die Suche nach neuen Interaktionspartnern von CRP2 ein.
Mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems sollen mit CRP2 interagierende Proteine
gefunden werden. Aufgrund der daraus entstehenden Erkenntnisse kdnnten
genauere Aussagen Uber die Funktion von CRP2 getroffen werden, die bislang
unbekannt ist. Mdglicherweise ergeben sich so auch neue Einsichten in den
gesamten NO-cGMP-cGK Signaltransduktionsweg und ein besseres Verstandnis der

Krankheiten, die mit Veranderungen in diesem System assoziiert sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien- und Hefenstamme

2.1.1 Verwendete Stamme

Bakterien:

Zur Amplifikation von Plasmiden wurde als Wirtsorganismus der chemisch
kompetente Escherichia coli Stamm Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’ (Stratagene)
verwendet. Sein Genotyp kann mit A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1
SupE44 thi-1 recA1 gxrA96 relA1 lac[F’proAB lacl"ZAM15 Tn10(Tet) Amy Cam')®
beschrieben werden.

Hefen:

Die Identifikation von Interaktionspartnern mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems wurde
in dem Saccharomyces cerivisiae Stamm EGY 48 (Brent Labor, Boston
Massachussetts, Invitrogen) durchgefuhrt. Dieser Hefestamm besitzt folgenden
Genotyp: MATa, his3, trp1, ura3, LexAgxs —Leu2. Deshalb konnten Uracil,
Tryptophan und Histidin als Selektionsmarker eingesetzt werden. Das unter der
Kontrolle von 6 LexA-Operatoren stehende genomische Leucin Gen diente als

Reporter-Gen.

2.1.2 Nahrmedien und Antibiotika

Zur Zuchtung von E. coli Bakterien wurde das Luria-Bertani (LB)-Medium verwendet.
NZY*-Medium wurde verwendet, um frisch transformierte Bakterien zu suspendieren.
Samtliche zur Bakterienzucht benutzten Medien wurden durch Autoklavieren fur 20
min bei 121°C und 2 bar sterilisiert. LB-Medium wurde bei Raumtemperatur und
NZY*-Medium bei —20°C gelagert.
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LB-Medium: NZY*-Medium:

Pepton 140 (Gibco) 109 NZ Amin 10g
Hefeextrakt (Gibco) 59 Hefeextrakt 59
NaCl 5¢g NaCl 59
Glukose 19 pH 7,5
dH>0O ad 1000 mi
pH 72-75

Dem NZY*-Medium wurden vor Gebrauch je 12,5 ml 1 M MgCl und 1 M MgSOs,,
sowie 20 ml 20% Glucose hinzugefugt. Zur Selektion plasmidtragender Bakterien
wurde dem LB-Medium kurz vor Gebrauch das Antibiotikum Ampicillin mit einer
Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben. Eine wassrige Stammldsung mit der
Konzentration von 100 mg/ml (Ampicillin-Na®*, Sigma) wurde sterilfiltriert, aliquotiert
und bei —20°C aufbewahrt. Fir Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem
Autoklavieren 1,5% Agar (USB) zugegeben. Vor Zugabe des Antibiotikums lie® man
das Medium auf 50°C abkiihlen, um es dann in Petrischalen zu giel3en.

Die Zichtung der Hefen erfolgte mit YPD-Medium bzw. -Agarplatten. Vor
Transformationen wurde dem Medium Adenin zugegeben (YPAD). Fur Hefen, die mit
Plasmiden transformiert waren, kam ein Komplett-Minimal-Medium zum Einsatz,
welches, je nach verwendetem Plasmid, bestimmte Aminosauren bzw. Basen nicht
enthielt, um Selektionsdruck zu erzeugen. Als Kohlenstoffquelle dienten entweder D-
Glucose oder Galaktose, um den GAL1-Promotor zu aktivieren. Zur Beschleunigung
des Wachstums wurde im Fall von Galaktose zusatzlich Raffinose verwendet. Um die
Expression der R-Galaktosidase zu Uberprufen, wurde zusatzlich das chromogene
Substrat X-Gal hinzugefiigt. Alle Medien wurden zur Sterilisation fir 15 min bei
121°C und 2 bar autoklaviert.

YPD-Medium: YPAD-Medium:

Hefeextrakt (Difco) 10 g YPD-Medium (11)

Pepton (Difco) 20 g Adeninhemisulfat (Sigma) 30 mg
H.O ad 900 ml

autoklavieren
20% D-Glucose 100 ml
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CM-Medien:

Hefe Stickstoff Basis ohne Aminosauren (YNB, Difco) 6,79
His, Ura — Dropout (Clontech) 0,75¢
His, Ura, Trp — Dropout (Clontech) 0,70 g
His, Ura, Trp, Leu — Dropout (Clontech) 0,60 g
His, Ura, Leu — Dropout (Clontech) 0,65¢
H,O ad 900 ml

autoklavieren

20 % D-Glucose (Difco) 100 mi
alteRNStiv: 20 % Galaktose / 10 % Raffinose (Difco) 100 mi

Die Zucker wurden sterilfiltriert. Agarplatten wurden durch Zugabe von 2 % Bacto

Agar (Difco) und pH-Einstellung auf 5,8 hergestellt.

X-Gal-Platten: (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galaktosid, Eurogentec)

Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren (YNB, Difco) 6,79
entsprechender Dropout Xg
Bacto Agar 20g
H.O ad 800 ml

autoklavieren

20 % entsprechender Zucker 100 ml
0,7 M KPO4 pH 7,0 100 ml
20 mg/ml X-Gal in DMF 2ml

0,7 M KPO4 pH 7,0:

1 M KPO,4 86.1 ml
1 MKPO,4 53.9ml
H.0 60 ml

Die Medien und Agarplatten wurden nach der Herstellung bei 4°C gelagert und
maximal eine Woche verwendet. Die Zuckerlésungen wurden nach Serilfiltration bei
—20°C aufbewahrt.
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2.1.3 Kultivierung

Die Kultivierung der E. coli Bakterien erfolgte aerob in LB Medium. Die
Flussigkulturen wurden in Plastikrohrchen oder Erlenmeyerkolben bei 37°C und 225
rom geschuttelt. Um Einzelkolonien zu erhalten wurden Bakteriensuspensionen auf
Ampicillin Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur langeren
Aufbewahrung wurden sich in der logarithmischen Wachstumsphase befindliche
Flussigkulturen 1:1 mit Glycerol (Roth) vermischt und bei —80°C eingefroren. Die
Kultivierung der Hefen erfolgte analog der Bakterien mit Hilfe der beschriebenen
Medien bzw. Agarplatten mit den entsprechenden Selektionsmarkern. Im
Unterschied zu den Bakterien betrug die Inkubationstemperatur 30°C. Die

langerfristige Aufbewahrung erfolgte in 15%igen Glycerolstocks bei —80°C.

2.1.4 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde durch photometrische Tribungsmessung bei 600 nm bestimmt.
Als Referenz diente das jeweilige Medium. Eine ODggo von 1,235 entsprach im Fall
der Hefen einer Zellzahl von 2x10” Zellen/ml. In besonders wichtigen Fallen wurde

die Zelldichte zusatzlich mit der Neubauer Zahlkammer Uberpruft.
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2.1.5 Verwendete Plasmide

:’?:l.szr.r:id Selektions-| Eigenschaften Verwendung
Marker
pEG202 HIS3, Ap" |ADHpro, LexA, MKS, ADHter | Expression d. Kdderproteins
(Gyrius 1993)
pJG4-5 TRP1, Ap" |GAL1pro, Transkriptionsak-|Expression der cDNS
tivierungsdomane, EcoRI- | Bibliothek
Xhol Klonierungsstelle, | (Gyrius 1993)
ADHter
pSH18-34 |URAS3, Ap" |8 LexA Operatoren, LacZ Reporterplasmid,
lacZ Gen Indikator der Aktivierung der
Transkription
pJK101 URAS3, Ap" | GAL1pro, LexA Operator, konstitutiv aktives lacZ-Gen,
lacZ Gen Bestatigung der Bindung des
Koderproteins an den lexA
Operator
PRFHM1 |HIS3, Ap" |ADHpro, LexA, Bicoid | Negativ-Kontrolle  fur die
Domane Aktivierung der Transkription
pSH17-4 |HIS3, Ap" |ADHpro, LexA, GAL4 | positiv  Kontrolle fur die
Aktivierungsdomane Aktivierung der Transkription

2.2 lIsolierung und Charakterisierung von Nukleinsauren

2.2.1 Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsauren

2.2.1.1 Prazipitation von Nukleinsauren

Plasmide und DNS-Fragmente wurden durch Ethanol-Prazipitation konzentriert und

von stérenden Substanzen getrennt (Sambrook et al. 1989). Die Nukleinsaureldsung
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wurde im Fall von DNS mit 1/10 Volumen 3M Natriumazetat und dem 2,5fachen
Volumen 100% eiskalten Ethanol versetzt und fiir 15 min bei —80°C inkubiert. Im Fall
von RNS wurde der Nukleinsaurelésung 1/10 Volumen 10x Probenpuffer des PolyA
(Quik) mRNS Isolation Kits der Firma Stratagene und das 2,5fache Volumen 100%
Ethanol zugegeben und bei -20°C (iber Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurden in beiden Fallen die ausgefallenen Nukleinsauren abzentrifugiert (12000 x g,
15min, 4°C), der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde nach erneuter Zentrifugation (12000 x g, 15min, 4°C) in einer
Vakuumzentrifuge (Speedvac) getrocknet und in der gewlnschten Menge sterilen

Wassers aufgenommen.

2.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die aromatischen Basen der Nukleinsduren absorbieren elektromagnetische
Strahlung im Bereich von 250 — 270 nm. Es ist daher unter zu Hilfenahme des
Lambert-Beerschen-Gesetzes moglich, die Nukleinsdurekonzentration zu bestim-
men. Bei monochromatischem Licht der Wellenlange 260 nm und einer Schichtdicke

von 1 cm entspricht eine gemessene Extinktion von 1:

- 50 pg/ml doppelstrangiger DNS

- 40 pg/ml einzelstrangiger RNS
Da die aromatischen Aminosauren der Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm
besitzen, kann die Reinheit von DNS und RNS Uber das Verhaltnis OD2go/OD2go

abgeschatzt werden. Dieser Quotient sollte Uber 1,7 liegen.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNS

Zur Gewinnung hochreiner Plasmid-DNS wurden die ,Qiagen Plasmid Mini bzw. Maxi
Kits“ (Qiagen) verwendet. Die Methode beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
in Verbindung mit einer darauffolgenden chromatographischen Reinigung Uber eine
Anionenaustauschersaule (Birnboim und Doly 1979). Samtliche bendtigten Losungen
wurden vom Hersteller bereitgestellt. Die Durchfihrung erfolgte gemal der vom
Hersteller beigefigten Anleitung. Die aufgereinigte Plasmid-DNS wurde
photometrisch vermessen (siehe 2.2.1.2) und durch Fallung (siehe 2.2.1.1) in eine

geeignete Konzentration gebracht.
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2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNS

2.2.3.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Endo-Desoxyribonukleasen, die spezifische Basen-
sequenzen innerhalb einer DNS-Doppelhelix erkennen und die DNS in beiden
Strangen spalten (Sambrook et al. 1989). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
DNS-Substrat

Erkennungssequenz, so dass Fragmente mit definierten Enden entstehen. Die

Restriktionsenzyme spalten ihr innerhalb der palindromischen
Spaltung der DNS erfolgt dabei nicht an gegenuberliegenden Nukleotiden, sondern
um 5 Nukleotide versetzt, was ein Uberhdngen einander komplementarer Basen am
5- bzw. 3’-Ende zur Folge hat (als sticky ends bezeichnet). Die endstandigen
Nukleotide besitzen immer eine 5’-Phosphat-Gruppe und eine 3’-OH-Gruppe, was
die spatere enzymatische Neuverknipfung (Ligation) kompatibler Enden ermdglicht.
Restriktionsendonukleasen werden durch einen Buchstabencode nach dem

Wirtsorganismus, aus dem sie isoliert wurden, benannt. Die verwendeten Enzyme,

ihre Erkennungssequenzen und zugehorigen Puffer werden in Tabelle 2.2
dargestellt.

Tab. 2.2

Restriktionsenzym | Firma Erkennungssequenz | Puffer

EcoR | NEB 5 G/AATTC-3’ NEB 3

Xho | NEB 5'-C/TCGAG-3’ NEB 3

Dde | Boehringer 5-C/TNAG Boehringer H

Der Restriktionsansatz, fur den von jedem Enzym 10 U eingesetzt wurden, wurde bei

37°C fur 1 h inkubiert und anschlieRend durch Gelelektrophorese untersucht.

2.2.3.2 Verknupfung von DNS-Fragmenten mit T4 DNS-Ligase

Die T4 DNS-Ligase (NEB) katalysiert ATP-abhangig die Bildung einer Phospho-

diesterbindung zwischen einem 5-Phosphat- und einem 3’-Hydroxylende
doppelstrangiger DNS. Dadurch wird eine Neukombination von DNS-Fragmenten
sowie der Einbau in ein geeignetes Plasmid mdglich. Als Substrat dienen sowohl
uberhangende als auch glatte Enden von zuvor mit Restriktionsenzymen

behandelten DNS-Molekulen. Ligase, linearisierter Vektor und Fremd-DNS wurden in
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Ligasepuffer gemischt und fir 3 h bei 22°C inkubiert. AnschlieRend konnte das

rekombinante Plasmid durch Transformation in E. coli eingeschleust werden.

2.2.4 Auftrennung und Isolierung von DNS-Fragmenten

Da die einzelnen Nukleotide der Nukleinsauren durch Phosphate verknlpft sind, sind
letztere mehrfach negativ geladen, was eine Auftrennung im elektrischen Feld nach
Masse gestattet. Durch Interkalation mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
(Sigma) kénnen die getrennten Nukleotidfragmente im UV-Licht (302 nm) sichtbar
gemacht werden. Zum GrélRenvergleich diente ein DNS-Standard (1kb Leiter, Gibco-
BRL). Um den Verlauf der Elektrophorese zu kontrollieren, wurde dem Auftragspuffer
der Farbmarker Bromphenolblau (Sigma) zugesetzt. Dieser wandert mit den DNS-

Fragmenten von 10-100 bp und markiert somit die Lauffront.

1 x TBE (Laufpuffer) Auftragspuffer (6 x dye)

Tris 10,8 g Ficoll Typ 400 (Sigma) 18 g

Borsaure (Roth) 55¢g 0,5M EDTA pH 8,0 24ml

0.5 M EDTA pH 8.0 4,0 ml 10 x TBE 60ml

H20 ad 1000 ml Bromphenolblau (50mg/ml) 3ml
H,0 ad 100 ml

Ethidiumbromidstammloésung

10 mg/ml (Sigma), wassrig

2.2.4.1 Polyacrylamidgel-Elektrophorese

DNS-Fragmente mit einer Grofle von 50-1000 bp wurden durch vertikale
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Daflur wurden 5%-ige
Polyacrylamidgele und 1x TBE als Laufpuffer verwendet (Sambrook et al. 1989). Die

Trennstrecke betrug 15 cm und die Dicke der Gele 0,75 mm.
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Polyacrylamidgel (30 ml):
Acrylamid/ N,N’-Bisacrylamid (29:1), 40% (Rotiophoresegel, Roth) 3,5 ml

10 x TBE 3 ml
dH,O ad 30 ml

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, Serva) 35 ml
30 % APS (Fluka) 80 ul

Den DNS-Proben wurde vor dem Auftragen 1/6 Volumen Auftragspuffer zugegeben.
Zum Einlaufen wurde eine Spannung von 150 V angelegt, zur Trennung 270 V fur
1h. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 5 min lang in Ethidiumbromidlésung

(0,5 pg/ml) gefarbt, mit Wasser gewaschen und unter UV-Licht ausgewertet.

2.2.4.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNS-Fragmenten im Bereich von 1 bis 10 kb erfolgte durch
horizontale Agarosegel-Elektrophorese (Sambrook et al. 1989). 0,7 % (g/v) Agarose
(Seakam GTG, Biozym) wurde in 1 x TBE im Mikrowellenherd geschmolzen. Der
Gellésung wurde vor dem Gie3en in eine horizontale Kammer Ethidiumbromid
zugegeben (finale Konzentration im Gel: 1 ug/ml). Die Elektrophorese erfolgte fur 1-3
h bei konstanter Spannung von 100 V in einer BioRad-Elektrophoresekammer mit 1 x
TBE als Laufpuffer. Vor dem Auftragen wurden die DNS-Proben mit 1/6 Volumen
Auftragspuffer versetzt.

2.2.4.3 Elektroelution

Um ein DNS-Fragment bestimmter Grof3e aus einem Gemisch zu isolieren, wurde
eine gelelektrophoretische Auftrennung durchgefuhrt und die entsprechende Bande
aus dem Gel ausgeschnitten. Dieses Gelstlick wurde in einen Dialyseschlauch mit
TBE uUberfuhrt und die DNS in einer horizontalen Elektrophoresekammer auf Eis bei
150 mA aus dem Gel isoliert. Nach etwa 1,5 h wurde die DNS durch Ethanol gefallt

und in einem entsprechenden Volumen an Wasser aufgenommen.

2.2.5 Sequenzieren von Plasmid-DNS und PCR-Produkten

Die Sequenzanalyse von Plasmid bzw. PCR-Produkt DNS erfolgte mit der von

Sanger (Sanger et al. 1977) entwickelten Didesoxymethode. Hierbei synthetisiert
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eine  DNS-Polymerase in vitro an einer einzelstrangigen DNS-Matritze den
komplementaren Strang. In Anwesenheit von 2’,3’-Didesoxynukleotidtriphosphaten
(ddNTPs) kommt es zu Kettenabbrichen, da eine OH-Gruppe in 3’-Position der
Nukleotide fur eine DNS-Verlangerung notwendig ist. Bei sorgfaltiger Wahl des
Verhaltnisses zwischen dNTPs und ddNTPs entsteht eine Mischung aus DNS-
Fragmenten jeder moglichen Lange. Die unterschiedlich langen Fragmente werden
uber eine Saule aufgetrennt, so dass die Polynukleotide nach aufsteigender Lange
geordnet einem Detektor zugeflhrt werden. Die 4 Basen Guanin, Adenin, Thymidin
und Cytosin der ddNTPs sind jeweils mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen

markiert, was eine Sequenzierung in einem Ansatz ermdglicht.

2.2.5.1 Sequenzierreaktion

Fur die Sequenzierreaktion zur Synthese der unterschiedlich langen, fluores-
zierenden DNS-Fragmente wurde folgender Ansatz verwendet:
Sequenzierreaktion

Ready Reaction Mix (PerkinElmer) 8 ul

Primer (0,8 pmol/ul) 4 ul
DNS (50-500 ng) 1 ul
H.O ad 20 pl

Die vier verschiedenen ddNTPs, die jeweils bei einer anderen Wellenlange
fluoreszieren (ddGTP: 540 nm, ddATP: 570 nm, ddCTP: 630 nm, ddTTP: 600 nm),
die dNTPs und die Taq Polymerase waren in dem Ready Reaction Mix enthalten.
Der Ansatz der Sequenzreaktion wurde kurz gemischt und in einem Thermocykler
amplifiziert. Zunachst wurde die DNS 2 min bei 95°C denaturiert. Anschlieend
wurde folgendes Protokoll fur 25 Zyklen durchgefuhrt:

95°C, 30 s (Denaturierung)

50°C, 40 s (Annealing)

60°C, 4 min (Elongation)
Da nur ein Primer zugegeben wird, findet bei dieser Sequenzierreaktion nur eine
lineare Vermehrung der DNS-Matritze, und nicht wie bei der PCR eine exponentielle
Amplifikation statt.
Das Produkt der Reaktion muss mittels einer Gelfiltrationssaule (CentiSep Column,

Perkin Elmer) von freien fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt werden. Es wurde
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auf die Saule pipettiert und 2 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Die gereinigte DNS
wurde aufgefangen und danach fir 15 min in einer Vacuumzentrifuge getrocknet.
Das Pellet wurde in 20 pyl Template Suppression Reagent (Perkin Elmer)
resuspendiert, 3 min bei 95°C denaturiert und in einen ABI-Prism-Sequenzier-
Automaten gestellt. Die Losung wurde von dem Gerat in eine mit Polymer geflllte
Kapillare aufgezogen. Durch die angelegte Spannung von 12,2 kV wanderten die
DNS-Fragmente nach Grole aufgetrennt durch den Laserdetektor. Aus der Abfolge
der vom Laserdetektor bestimmten Farbsignale errechnete der Sequenzierautomat
die Nukleotidabfolge.

2.2.6 Polymerase — Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro Verfahren zur selektiven Amplifikation
von definierten Nukleinsduresequenzen aus einem Gemisch von Nukleinsaure-
Molekulen. Zwei Oligonukleotid-Primer sind erforderlich, die spezifisch an den
kodierenden bzw. an den nichtkodierenden Strang eines DNS-Molekuls binden.
Diese beiden Primer grenzen dabei genau das gewilnschte DNS-Stlick ein. Die
DNS-Matritze wird durch Denaturierung (94°C) zunachst in Einzelstrange
aufgeschmolzen. Dann kénnen die Primer, die in groRem Uberschuly vorliegen, an
ihre entsprechende Zielsequenz binden (Primer-Annealing, 45-60°C). Die fir die
Primer-Anlagerung gewahlte Temperatur ist von der Gibbs'schen Energie der
Basenpaarbildung abhangig. Ausgehend von diesem kurzen doppelstrangigen
Bereich wird der fehlende, komplementare Einzelstrang in 5 —3’-Richtung
synthetisiert (Elongation, 72°C). Nach erneutem Aufschmelzen der DNS und Primer-
Anlagerung ist die hitzestabile DNS-Polymerase in der Lage, erneut die
komplementare DNS Synthese durchzufluhren. Mit jedem Zyklus kommt es zu einer
Verdopplung der DNS und damit in einer Kettenreaktion zu einer exponentiellen,
selektiven Anreicherung der durch die Oligonukleotide flankierten DNS-Sequenz.
Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2" amplifizierte Molekiile.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR verwendet, um die DNS-Sequenz von im

Zwei-Hybrid-System entdeckten, interagierenden Proteinen zu amplifizieren.
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2.2.6.1 Standardprotokoll

Die PCR wurde in einem Thermo Cycler (Biometra) durchgefihrt. Es kam die
thermostabile Tag-Polymerase (Boehringer) zum Einsatz. Es wurde eine sehr kleine
Menge Hefezellen eines interessanten, auf Agarplatten wachsenden Klons mit einer
Pipettenspitze abgenommen, in 74 ul Wasser suspendiert und 5 min bei 99°C
denaturiert. AnschlieRend wurden 16 pl der Lésung 1 hinzugegeben und fir weitere
5 min bei 96°C inkubiert. Wahrend einer darauffolgenden 5-minitigen Inkubation bei
80°C kamen 10 ul der Lésung 2 hinzu. Danach wurde das in Tabelle 2.3 angegebene

Protokoll gestartet.

Tab. 2.3
Anzahl der Zyklen | Denaturierung Primer-Anlagerung | DNS-Polymerisation
25 94°C; 1 min 55°C ; 1 min 72°C:; 1,5 min
1 94°C; 1 min 55°C ; 1 min 72°C; 5 min
Lsg.1: Lsg.2:
Primer TH5 (25 pmol/pl) 1 ul Tag-Polymerase 0,5 pl
Primer TH7 (25 pmol/pl) 1 pl 10x Taq-Puffer 1 ul
dNTPs (10mM) 2 ul HO steril 8,5 pl
10x Taqg-Puffer 9 ul
H.O steril 3 ul

2.2.7 Transformation von Bakterien

Fur die Amplifikation von Plasmiden wurden ultrakompetente E. coli Bakterien der
Firma Stratagene (Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’) verwendet. Die chemisch kompe-
tenten Bakterien wurden nach dem mitgelieferten Protokoll der Firma Stratagene
transformiert. Nach der Transformation wurden die Bakterien zunachst 1 h in NZY”
geschuttelt. Anschliefend wurden sie auf Ampicillin-haltige Platten ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch den bestehenden Selektionsdruck konnten

nur erfolgreich transformierte Bakterien anwachsen.
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2.2.8 Isolierung und Analyse von RNS

Ein groRes Problem beim Arbeiten mit RNS stellt deren Instabilitat bei Anwesenheit
von RNAsen dar. RNAsen sind RNS abbauende Enzyme, die besonders stabil, d.h.
aulerst schwer und beispielsweise nicht durch Autoklavieren inaktivierbar sind.
Bestimmte chemische Agentien, wie Guanidiniumisothiocyanat oder 3-Mercaptoetha-
nol, sind jedoch in der Lage, die Aktivitat der RNAsen zu minimieren (Chirgwin et al.
1979). Alle verwendeten Glasgefalie, Pinzetten, Magnetrihrstabe etc. wurden zur
RNAse- Dekontamination mindestens 6 h bei 250°C gebacken. Das fiir RNS-Zwecke
benutzte Wasser wurde mit DMPC behandelt, um anwesende RNAsen zu

inaktivieren.

dH20pwmpc
Dimethylpyrocarbonat (DMPC, Sigma) 1,09
dH,O ad 1000ml

Die Lésung wurde Uber Nacht gerthrt; Reste von DMPC wurden tags darauf durch

Autoklavieren entfernt.

2.2.8.1 Isolierung von Gesamt-RNS

Es kam das RNS-Isolations-Kit der Firma Stratagene zur Anwendung. Dieses
System wendet die Guanidiniumisthiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode an
(Chirgwin et al. 1979; Chomczynski und Sacchi 1987). 1 g frisch prapariertes
Gewebe wurde nach der Praparation sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Das
Gewebe wurde sodann homogenisiert (Ultraturrax) und anschlieRend dem Protokoll
der Firma Stratagene unterzogen. Zuletzt wurden Konzentration und Reinheit

photometrisch Uberprift (siehe 2.2.1.2).

2.2.8.2 Isolierung von Poly-(A)-RNS

Da fast alle eukaryontischen Boten-RNS-Molekule (mMRNS) nach der Transkription
am 3’-Ende polyadenyliert werden, ist es moglich, mit Hilfe dieser Poly-A-Schwanze
die Boten-RNS aus einem Gemisch von RNS-Molekilen (t-RNS, r-RNS, m-RNS) zu
isolieren. Das verwendete Poly-(A)-Quick mRNS-Isolation-Kit (Stratagene) bedient

sich der Saulenchromatographie mit Oligo (dT)-Cellulose. Nur die m-RNS bindet Gber
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Basenpaarbindungen mit ihrem Poly (A)- Schwanz an das Saulenmaterial, wahrend
alle anderen RNS-Formen die Saule durchlaufen.

Nach Bindung der Poly (A) RNS an die Oligo (dT) Saule wurden Verunreinigungen
durch einige Waschschritte entfernt. Die reine mRNS wurde eluiert und nachdem
photometrisch ihre Konzentration und Reinheit bestimmt war, gefallt, in Rnase-freiem
Wasser aufgenommen und bei —20°C eingefroren. Die Ausbeute betrug ca. 2% der
Gesamt-RNS.

2.2.8.3 Gelelektrophorese von RNS

Durch die negativen Ladungen des Phosphatrickgrats der RNS ist es mdglich, diese
im elektrischen Feld aufzutrennen. Dabei verhalt sich die Wanderungsgeschwindig-
keit der RNS-Molekile umgekehrt proportional zu ihrer Gréfke. Um die Ausbildung
von Sekundarstrukturen der RNS, die das Wanderungsverhalten beeinflussen, zu

verhindern, wurde die Elektrophorese in Gegenwart von Formaldehyd durchgefuhrt.

10 x Laufpuffer, pH 7,0: Gellésung:

MOPS 419¢ Agarose (Seakam GTG, Biozym) 0,5 g
NaAc 419 10 x Laufpuffer 5 ml
EDTA 3,749 dH2Opmpc 36,7 ml
dH>Opwmpc ad 1000 ml Mikrowelle; abkuhlen auf ca. 60°C

37 % Formaldehyd (Roth) 8,3 ml

Probenpuffer (ca. 5 pl pro 1 ug RNS):

Formamide (Roth) 10 ml
37 % Formaldehyd (Roth) 3,5 ml
10 x Laufpuffer 2ml
Ficoll Typ 400 (Sigma) 0,2g
Bromphenolblau (Sigma) 0,04 %
dH2Opmpc 3,7 mi
Ethidiumbromid (Sigma) 5 pl/ml

Durch die Interkalation von Ethidiumbromid konnten die RNS Molekule im UV Licht
dargestellt werden. Als Molekulargewichtsstandard diente die RNS-Ladder-Lésung
von Gibco-BRL mit folgenden Fragmenten (in kb): 0,24; 1,35; 2,37, 4,40; 7,46; 9,49
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2.2.8.4 Herstellung **P-markierter Sonden

Es kam das sogenannte ,Random-primed-Labeling“ Verfahren zum Einsatz. Dabei
wird ein Gemisch aus Zufalls-Hexanukleotiden als Primer benutzt (Feinberg und
Vogelstein 1983), das an die aus einem Restriktionsverdau (siehe 2.2.3.1)
stammende, zuvor hitzedenaturierte DNS-Matritze band. Das Klenow-Enzym
(Boehringer) synthetisierte zur Matritze komplementdre Fragmente, in die o->?P-
dCTP eingebaut wurde. Uberschiissige, nicht eingebaute Desoxyribonukleosid-
triphosphate wurden nach Abschluss der Fragment-Synthese durch Saulen-
chromatographie Uber eine Nick™-Column (Pharmacia) entfernt. Die gereinigte
Probe wurde mit TE-Puffer von der Saule eluiert und ihre spezifische Aktivitat mit

Hilfe eines Szintillationszahlers bestimmt.

TE-Puffer: Labelingansatz:

1 M Tris ph 8,0 10 ml DNS (denaturiert) 8 ul

0,5MEDTApH 8,0 2ml dXTP (G, A, T) 3 ul

H,O 1000 ml a-*P-dCTP (10 mC/ml) 6
Puffer Nr. 6 (Boehringer) 2 pl
Klenow-Enzym 1 ul

2.2.8.5 Northern-Blot-Analyse

Die Northern-Blot-Analyse ist ein Verfahren zum Nachweis von RNS-Transkripten in
Geweben. Poly (A) RNS wurde elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend auf
eine Nylonmembran (Hybond-N, Amersham) Ubertragen. Das Gel wurde zusammen
mit einem Lineal photographiert, um spater die Laufstrecke des nachgewiesenen
RNS-Molekuls mit dem Molekulargewichtsstandard vergleichen zu kénnen. Das Gel
wurde dann auf einen mit einem Filterpapier bedeckten Schwamm gelegt, der sich in
einer Wanne mit ca. 600 ml 20 x SSC-Puffer befand. Auf das Gel wurde die
Nylonmembran plaziert, auf der die Lage der Geltaschen markiert wurde. Um
entsprechende Kapillarkrafte, die den SSC-Puffer durch das Gel und die Membran
saugen, aufzubauen, wurde abschlieRend ein Papiertuchstapel aufgelegt, der mit
einer Glasplatte beschwert wurde. Wahrend der 16 bis 18 h dauernden Blotzeit
wanderten die Nukleinsauremolekule mit dem Puffer aus dem Gel mit und blieben in

der Filtermembran hangen. Die Membran wurde dann mit UV Licht bestrahlt und 2 h
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bei 80°C getrocknet. Nach dieser Behandlung waren die Nukleotide der RNS

kovalent an die Aminogruppen des Nylonfilters gebunden.

Hybridisierung:
Die Membran mit der immobilisieten RNS wurde mit Prahybridisierungspuffer in
einen Hybridisierungsbeutel (Gibco-BRL) eingeschweilt und im Wasserbad flr eine
Stunde bei 65°C und eine weitere Stunde bei 42°C inkubiert. Die Hybridisierung
erfolgte bei 42°C mit der Hybridisierldsung, die die entsprechende *?P-markierte
Sonde enthielt (5x10° cpm/ml). 16 bis 18 Stunden spéater wurde durch folgende
Waschschritte unspezifisch gebundene und Uberschissige Sonde von der Membran
entfernt:

2x5minin 2 x SSC, 0,1 % SDS-LAdsung bei Raumtemperatur

2x 10 min in 1 x SSC, 0,1 % SDS-LAsung bei Raumtemperatur

2x 15 min in 0.1 x SSC, 0,1 % SDS-Lésung bei 42°C
Durch Auflegen der Nylonmembran auf eine Phosphoimage-Platte, konnte das
Hybridisieren der radioaktiven Sonde mit der komplementaren RNS mit Hilfe eines
Image-Analyzers (BAS-1500, Fuji) nachgewiesen werden. Die Membran konnte nach
zwei viertelstiindigen Waschschritten mit 0,1 x SSC, 0,1% SDS-Lésung bei 95°C

(Entfernung der gebundenen Sonde) erneut zur Hybridisierung eingesetzt werden.

Prahybridisierungslosung: 5 x PE-Losung:
5x PE 2,0 ml Natriumpyrophosphat 19
20 x SSC 2,5ml SDS 1049
100 % Formamid (deionisiert) 5,0 ml Polyvinylpyrrolidon (40.000) 2 g
ssDNS (10 mg/ml, Gibco-BRL) 150 pl Ficoll (400.000) 29
H.O ad 10 ml 1M Tris pH 7,5 50 ml
0,5M EDTA 10 ml
Hybridisierungslosung: H.0 ad circa 150 m|
5 x PE 10 ml — bei 65°C ca 30 min l6sen
20 x SSC 1,25 ml — auf 37°C abkiihlen
100 % Formamid (deionisiert) 2,5 ml + 5 % BSA (frisch) 40 ml
ssDNS (10 mg/ml) 75 pl + H,O ad 200 ml
Sonde (5x10° cpm/ml) 5 ml sterilfiltrieren; bei —20°C lagern
H.O ad 5 ml

30



20 x SSC: 10 % SDS-Losung:

NaCl 175,3 g Natriumduodecylsulfat 50¢g
Nas Citrat 88,2 ¢ H,O ad 500 ml
H.O ad 1000 mi

2.3 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen

2.3.1 Organentnahme aus Ratten

Aus einer Ratte wurden die Organe Grof3hirn, Kleinhirn, Herz, Lunge, Leber, Niere,
Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Colon, Uterus, Eileiter und Skelett-

muskel einzeln entnommen und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.3.2 Proteinextraktion aus Rattengeweben

Die bei —80°C eingefrorenen Organe wurden mit Hilfe eines Morsers auf Trockeneis
pulverisiert und jeweils 4 Spatelspitzen in ein vorgekuhltes Reaktionsgefal® tberfuhrt.
AnschlieRend wurden 800ul im kochenden Wasserbad erhitzter SDS/PAGE-
Probenpuffer zugegeben und kurz stark gemischt. Durch 5-minutiges Kochen und die
Anwesenheit von SDS und DTT erfolgte die Denaturierung der Proben. Nach
Zentrifugation bei 14000 rpm fur 10 min konnte die DNS durch Pipettieren abgetrennt
werden. Falls noétig, wurde des weiteren ein DNS-Verdau durch Zugabe von 10U
DNase durchgefiihrt. In diesem Fall wurde 5min bei 37°C inkubiert und danach
erneut bei 14000 rpm 5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und

bei —20°C eingefroren.
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4x SDS/PAGE Probenpuffer

Tris 0,24g, pH 6,7
SDS 0,59
Bromphenolblau  4mg

Glycerol 4ml

H.O ad 10ml

vor Gebrauch DTT 200mM zugeben

2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Mit dieser colorimetrischen Methode (Lowry et al. 1951) kdénnen Proteine von im
Puffer vorhandenen Substanzen, die bei anderen Protein-Konzentrations-
Bestimmungs-Verfahren stoéren, durch Fallung mit Trichloressigsaure (TCA) getrennt
werden. Nach anschlieBender Verseifung der Proteine, ist die alkalische
Proteinldsung jetzt in der Lage, Metallionen zu reduzieren. Im vorliegenden Fall
werden zweiwertige Kupferionen zu einwertigen reduziert, die daraufhin einen
Kupfer-Wolfram-Komplex mit einem spezifischen Reagenz (Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz) bilden. Die Absorption dieses Komplexes wird bei 750nm gemessen.
Die Konzentration der Proben kann mit Hilfe einer gleichzeitg vermessenen
Eichgeraden (50—-1000ug/ml BSA) bestimmt werden. Es wurden also jeweils 100l
BSA-Standard oder Probenverdiinnung mit 1ml 4°C kalter 10% TCA gefallt, 15min
bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden mit je
100ul 1M NaOH resuspendiert und durch 30-mindtige Inkubation bei 95°C im
Heizblock denaturiert. In der Zwischenzeit wurde ein aus einem Teil Lsg. A, einem
Teil Lsg. B und 98 Teilen Lsg. C bestehendes Gemisch vorbereitet. Zu jedem
Standard und jeder Probe wurde sodann 1 ml dieses Gemisches gegeben und 10
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von je 100 ul Lsg. D erfolgte eine
weitere Inkubation bei Raumtemperatur fir 20 min. AnschlieRend wurde eine
photometrische Messung der Proben und Standards bei 750nm durchgefihrt und die

Konzentration der Proben uber die Standard-Eichgerade bestimmt.
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Lsg. A Lsg. B

1% CuSo4 x5H,0 in Wasser 2% Na-K-Tartrat in Wasser
Lsg.C Lsg. D
2% Na,COs3, wasserfrei, in Wasser 10 Teile Folin-Ciocalteus-Phenolrea-

genz + 13 Teile H,0

2.3.4 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei diesem Verfahren nach (Laemmli 1970) lagert sich Duodecylsulfat mit seiner
Kohlenstoffkette in Proteine ein und verleiht diesen durch seine Sulfatgruppe eine
gleichmafige negative Ladung. Diese negative Ladung ermdglicht ein Wandern im
elektrischen Feld vom Minus- zum Pluspol. Tragt man die mit SDS denaturierten
Proteine auf ein Polyacrylamid-Gel auf, so wird die Wanderungsgeschwindigkeit
abhangig von der Protein- und der Gelporengroflie. Je hoher-prozentig das Gel ist,
desto besser ist die Auftrennung im niedermolekularen Bereich. Da SDS alle nicht
kovalenten Wechselwirkungen der Proteine zerstort und die Anwesenheit von DTT
alle Disulfidbricken reduziert, erscheinen die Proteine unter diesen Bedingungen
stets als Monomere. Durch vorgefarbte Proteinmolekulargewichtsstandards (14—200
kDa bzw. 3-40 kDa, Gibco) ist es moglich, die Auftrennung wahrend des Gellaufs zu
verfolgen. Es kam eine Mini-Gel-Apparatur der Firma Biorad zum Einsatz. Das
Trenngel wurde nach Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS, Fluka) und N, N, N°,
N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) sofort zwischen zwei durch 0,75 mm dicke
Platzhalter getrennte Glasplatten bis etwa 2,5 cm unter den Rand eingefllt und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach 1 Stunde wurde der Isopropanol entfernt und das
Sammelgel auf das jetzt polymerisierte Trenngel geschichtet. Durch luftblasenfreies
Einsetzen eines Plastikkammes konnten im Sammelgel Taschen fur den
Probenauftrag erzeugt werden. Nach weiteren 30 min war auch das Sammelgel
polymerisiert und das Gel konnte nun mit den Glasplatten in die Elektrophoreseap-
paratur eingesetzt werden. Anoden- und Kathodenkammer wurden mit 1x Laufpuffer
beflllt und die Geltaschen wurden sorgfaltig gespult. Es wurde den Proben und dem
Molekulargewichtsstandard final 1x SDS/PAGE Probenpuffer (siehe 2.3.2) zugege-

ben. Nach 5 min Denaturierung bei 95°C lieR man die Proben bei 80 V bis ins
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Trenngel einlaufen. Dann wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Nachdem die durch
den Farbstoff im Probenpuffer erkennbare Lauffront den Gelrand erreicht hatte,
wurde die Spannung abgestellt und das Gel entweder gefarbt (siehe 2.3.6.3) oder ein
Immunoblot durchgefuhrt (siehe 2.3.6.2).

Losung A Losung B

30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2M Tris pH 8,8 75 ml
10 % SDS 4 ml
H.O 21 mi

Losung C Sammelgel

1 M Tris pH 6,8 50 ml Lésung A 0,67 mi

10 % SDS 4 ml Lésung C 1,0 ml

H>O 46 ml H.O 2,3 ml
10 % APS 40 pl
TEMED 10 pl

Trenngel (X %) 10 x Laufpuffer pH 8,3

Lésung A X/3 ml Tris 309

Lésung B 2,5ml Glycin 144 g

H.O 7,5 = X/3 ml SDS 1049

10 % APS 50 pl H.O ad 1000 mi

TEMED 10 pl

2.3.5 SDS/Tricin-Polyacrylamid-Elektrophorese

Proteine, die ein Molekulargewicht unter 30 kDa haben, werden mit der
herkdbmmlichen Gelelektrophorese nur unscharf aufgetrennt, da SDS und kleine
Proteine komigrieren. Mit einem Tris/Tricin-System (Schagger und von Jagow 1987)
und modifiziertem Puffer ist es jedoch moglich, auch solche Proteine effizient
aufzutrennen. Abgesehen von der Tatsache, dass noch eine weitere Gelschicht, ein

sogenanntes etwa 0,5 cm dickes ,Spacergel”, eingefigt wurde und unterschiedliche
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Puffer fur Anoden-

Gelherstellung analog der in 2.4 beschriebenen Prozedur. In der ersten Stunde

und Kathodenkammern verwendet wurden,

wurde eine Spannung von 30 V angelegt, anschlieend wurde auf 150 V erhoht.

erfolgte die

Gelpuffer Anodenpuffer Kathodenpuffer
Tris 3,0 M pH 8,25 Tris 0,2MpH 8,9 Tris 0.1 M pH 8,25
SDS 0,3 % bei 4°C lagern Tricin 0,1 M
SDS 0,1 %
bei 4°C lagern
Tab 2.4
Trenngel Spacergel Sammelgel
48,5%  Acrylamid/ |5 ml 1 ml 0.5 ml
1,5% Bisacrylamid
Gelpuffer 5ml 1,6 ml 1,55 ml
Glycerin 29
H20 5ml 2,3ml 42 ml
TEMED 10 pl 4 ul 10 ul
APS 10 % 50 pl 17 pl 50 pl

2.3.6 Immunologische Detektion

2.3.6.1 Protein Transfer durch Semidry-Blotting

Mit Hilfe der Western-Blot-Methode wurden die Proteine CRP2 und cGKI spezifisch
nachgewiesen. Nach der Auftrennung von Gewebelysat bzw. Hefezelllysat durch
(sieche 2.3.4 bzw. 2.3.5), wurden die Proteine auf eine
(PDVF)-Membran transferiert. Da die Proteine durch die

Anwesenheit von SDS immer noch polyanionisch waren, konnte durch Anlegen einer

Elektrophorese

Polyvinylidenfluorid

Spannung eine Wanderung aus dem Gel vom Minuspol weg in die Membran in
Richtung Pluspol bewirkt werden. Es wurde eine Stromstérke von 0,8 mA pro cm?

Membran Uber einen Zeitraum von einer Stunde appliziert. Der Blotaufbau erfolgte
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folgendermalien: Es wurden eine PDVF-Membran (Immobilion P, Millipore) in Grolke
des Trenngels und 15 etwas groRere Filterpapiere (GB001, Schleicher & Schdill)
ausgeschnitten. Auf die gewasserte Anodenplatte wurden 6 Lagen mit Anodenpuffer
1 getrankte und drei weitere Lagen mit Anodenpuffer 2 getrankte Filterpapiere gelegt.
Dann folgte die in Anodenpuffer 2 gewasserte PDVF-Membran, auf die das Gel
plaziert wurde. Auf das Gel kamen schlieBlich 6 Lagen mit Kathodenpuffer getranktes
Filterpapier und die gewasserte Kathodenplatte. Es wurde stets darauf geachtet, die
einzelnen Lagen luftblasenfrei zu bekommen, um die elektrische Leitfahigkeit des

Stapels zu optimieren.

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer
Tris 300mM pH 10,4 Tris 25mM pH 10,4 Tris 20mM pH 7,6
Methanol 20% Methanol 20%  e-Aminocapronsre. 40mM

Methanol 20%

2.3.6.2 Immundetektion

Die PDVF-Membran wurde Uber Nacht bei 4°C mit Blockierlésung behandelt, um
unspezifische Antikdrperbindung an freie Proteinbindungsstellen zu verhindern. Am
nachsten Morgen wurde die Blockierldsung durch dreimaliges Waschen fur 5 min mit
1x TBST wieder entfernt. Die Membran wurde sodann mit 15 ml der jeweiligen Pri-
marantikorper-Losung beschichtet und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Entfernen der Primarantikorperldsung, die fur weitere Versuche aufgehoben
wurde, folgte ein weiterer Waschschritt mit 1% Magermilchpulver in TBST (3 x 5
min). AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fiur 2 Stunden bei Raumtemperatur mit
20 ml Sekundarantikorperlosung. Danach wurde die Membran 2x 5 min mit 1%
Magermilchpulver in TBST und 1x 5 min mit TBST gewaschen. Im Fall eines an
Meerrettichperoxidase gekoppelten Sekundarantikérpers wurde mit dem ECL-
System durch Belichtung eines Rontgenfiimes (Amersham), im Fall eines an
alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten Sekundarantikorpers mit Hilfe von AP- De-

tektionslosung detektiert. Im letzteren Fall wurde die Membran direkt gefarbt.
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10x TBST

Tris 100 mM pH 8,0
NaCl 1,5M
Tween 20 0.5%

Alkalischer Phosphatase Puffer

Blockierlosung
5% Magermilchpulver in 1x TBST

AP-Detektionslsg.

Tris 10 mM pH 9,5 AP Puffer 20 ml
NaCl 100 mM BCIP Lsg. 80 ul
MgCl, 5 mM NBT Lsg. 80 ul
BCIP Lsg.
5-Bromo-4-chloro-inoylphosphat (Sigma) 25 mg/ml in 50% DMF
Lagerung bei —20°C
NBT Lsg.
Nitroblau-Tetrazolium (Sigma) 50 mg/ml in 70% DMF
Lagerung bei —20°C
VERWENDETE ANTIKORPER
Primarantikorper
Antikorper Epitop erzeugt in Verdunnung
A-ll1-1 CRP2 Gesamtprotein; poly-|Kaninchen 1:300
Antiserum klonal
66-3-1 AS 89-102 von CRP2,|Kaninchen 1:200
Antikorper Sequenz:GPIFVPVVRTEERK
polyklonal
88-3-1 cGMP Kinase; la u. Ip Iso-|Kaninchen 1:1000
Antikorper form
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Sekundarantikorper

Detektionsenzym Firma Epitop erzeugt in Verduinnung
Alkalische Phospha- | Dianova Kaninchen IgG |Esel 1:5000
tase

Meerrettichperoxidase | Amersham | Kaninchen Ig Esel 1:1000

2.3.6.3 Proteindetektion durch Farbstoffe

Die Gele wurden nach der Elektrophorese durch den unspezifischen Proteinfarbstoff
Coomassie Blau gefarbt, indem sie 30 min bei Raumtemperatur in der Farbeldsung
geschwenkt wurden. Dadurch wurden die Proteine neben der Anfarbung gleichzeitig
fixiert. AnschlieRend wurden die Gele mit Entfarbeldsung fur 1 h entfarbt, wobei alle
20 min die Entfarbelésung ausgetauscht wurde. Nachdem nun nur noch die
Proteinbanden auf durchsichtigem Gelhintergrund erkennbar waren, wurden die Gele
zu Dokumentationszwecken bei 60°C fir 2 h im Vakuum auf Filterpapieren
getrocknet. Zur Analyse von Blotmembranen wurde der Proteinfarbstoff Ponceau S
eingesetzt. Bei dieser zwar sehr insensitiven, jedoch &uRerst schnellen und
reversiblen Farbemethode wurden die Blotmembranen 30 s in Ponceau S-Lésung
geschwenkt. Es erschienen rote Proteinbanden auf einem rosafarbigen Hintergrund.
Diese Hintergrundfarbung wurde mit Wasser ausgewaschen, die Membran zur

Dokumentation fotokopiert und schliel3lich mit Elektrophoresepuffer entfarbt.

Coomassie Farbelsg. Entfarbelsg.
Coomassie Brilliant Blau 0,15% Methanol 30%
Methanol 45,5% Essigsaure 15%
Essigsaure 9%

Ponceau S Lsg.
Ponceau S 0,5%

Essigsaure 1%
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2.4 Zwei—Hybrid—System

Das Zwei—Hybrid—System ist eine Methode zum Nachweis von Protein—Protein-
Interaktionen in Hefezellen (Chien et al. 1991; Gyuris et al. 1993; Ausubel et al.
1995). Dabei macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass Transkriptionsaktivatoren
und -inhibitoren aus zwei Domanen, namlich einer DNS-Bindungsdomane und einer
Aktivierungs-/Inhibitionsdomane, aufgebaut sind. So ist es beispielsweise mdglich,
die Bindungsdomane des Transkriptionsinhibitors LexA, der spezifisch an LexA-
Operatoren bindet, mit der Aktivierungsdomane des Transkriptionsaktivators GAL 4
zu fusionieren. Dadurch kommt es zur Expression von Genen, deren Promotor von
LexA-Operatoren kontrolliert wird (Lewin 2000). Fir das Zwei—Hybrid—System
bedeutet dies, dass ein bekanntes Protein, welches Kdderprotein genannt wird (in
diesem Fall CRP2), als Fusionsprotein mit LexA in Hefen durch das Plasmid pEG
202 exprimiert wird. Auf diese Weise ,fixiert man sozusagen das Koderprotein an
bestimmten Reportergenen, da LexA an seine Operatoren binden wird. Bei den
Reportergenen handelt es sich zum Einen um ein auf einem Plasmid (pSH 18-34)
eingebrachtes lacZ-Gen, das unter der Kontrolle von 8 LexA-Operatoren steht. Als
zweites Reportergen dient das im Genom der Hefe vorliegende Gen zur Leucin
Synthese, das beim Hefestamm EGY 48 unter die Kontrolle von 6 LexA-Operatoren
gestellt wurde und unter normalen Umstanden inaktiv ist. Um mdogliche
Interaktionspartner des Koderproteins in einem bestimmten Gewebe zu finden,
bendtigt man eine cDNS-Bibliothek dieses Gewebes, welche die DNS aller in diesem
Gewebe exprimierten Gene enthalt. Nun werden die einzelnen cDNS-Sticke jeweils
mit einer Domane, die eine Reihe saurer Aminosauren enthalt, auf dem Plasmid pJK
4-5 fusioniert. Dies geschient auf die gleiche Weise wie die Fusion des
Koderproteins. Die saure Domane dieses zweiten Fusionsproteins entspricht der Ak-
tivierungsdomane von Transkriptionsaktivatoren wie beispielsweise GAL 4. Das
Fusionsprotein des pJG 4-5-Plasmides steht unter dem GAL 1-Promotor und wird
daher nur in Gegenwart von Galaktose als Kohlenstoffquelle exprimiert. Auf diese
Weise kann der Zeitpunkt der Expression durch Zugabe von Galaktose ins Medium
bestimmt werden. Das Plasmid pJG 4-5 wird in Hefezellen, die bereits das Koder—
Fusions-Protein und den lacZ-Reporter enthalten, transformiert. Kommt es nun nach
Zugabe von Galaktose zu einer Interaktion zwischen dem an den LexA-Operatoren

fixierten Koderprotein und dem das cDNS-Stuck reprasentierenden Protein, so wird
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die Transkription der unter den LexA-Operatoren stehenden Gene durch die saure
Domane des letzteren Proteins aktiviert. Konkret bedeutet dies im vorliegenden
System, dass die Hefezellen, in denen eine Interaktion zustande gekommen ist, in
der Lage sind, selbst Leucin zu synthetisieren und auf Leucin defizienten Medien
Uberleben kdnnen. Ferner exprimieren solche Hefen R-Galaktosidase, die durch die
Aktivierung des lacZ-Gens zustande kommt. Diese R-Galaktosidase-Aktivitat kann
durch ein chromogenes Substrat (X-Gal), welches den Agarplatten beigemischt wird,

nachgewiesen werden. Bei dessen Umsatz farben sich die Zellen blau (Abb. 2-1).

Fusionsprotein
LacZ-Reportergen LexA/CRP2

PSH 18-34
-Ura

CRP2

LexA

A I\_/' Leu-Gen

LexA Operator

LacZ-Gen
LexA Operator Plasmid

Promotor

Fusionsprotein
Aktivierungs-
doméane/cDNA-
Bibliothek

Hefezellkern

Abb. 2-1 Zwei-Hybrid-System. Dargestellt ist die Bindung der interagierenden Fusionsproteine an die
jeweiligen Reportergene, was zu deren Aktivierung fuhrt. Nahere Erlauterungen siehe Text.
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2.4.1 Transformation von Hefezellen

Die Transformation wurde mit Hilfe der Lithium-Acetat-Methode (Gietz et al. 1992;
Gietz et al. 1995) durchgeflhrt. Durch die Anwesenheit alkalischer Kationen nehmen
die Zellen leichter Fremd-DNS auf. Des weiteren erleichtert die Zugabe einer Trager-
DNS das Einschleusen der Plasmide. Fur das im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrte Zwei—Hybrid—System ist es notwendig, drei verschiedene Plasmide in
jede einzelne Zelle zu transformieren. Es handelt sich dabei um das Reporter—
Plasmid (pSH 18-34), das das Gen flur das Kdderprotein CRP2-tragende Plasmid
(PEG 202/CRP2) und das einen Vertreter einer cDNS-Bibliothek tragende Plasmid
(pJG 4-5). Die beiden ersteren Plasmide konnen in einem Schritt gleichzeitig
transformiert werden (Lithium—Azetat Transformation ). Um jedoch eine ausreichend
grole Reprasentation der einzelnen cDNS-Molekile zu erhalten, die flr eine
erfolgreiche Interaktor-Suche notwendig ist, muss eine moglichst hohe Transforma-
tionseffizienz fur das Bibliothek-Plasmid erreicht werden. Deshalb wird das Plasmid
pJK 4-5 in einem zweiten Schritt in zuvor mit dem Kdder- und dem Reporterplasmid
transformierte Hefen eingebracht (Lithium—Azetat Transformation Il). Gleichzeitig darf
es bei der Durchfuhrung der zweiten Transformation nicht zu einem Ausschleusen
der beiden ersten Plasmide kommen. Die Prasenz der Plasmide erlaubt den Hefen
die Synthese von Histidin (pEG 202), Uracil (pSH 18-34) und Tryptophan (pJK 4-5).
Dies kann zur Selektion erfolgreich transformierter Hefen herangezogen werden,

indem diese auf Histidin, Uracil und Tryptophan defizienten Medien gehalten werden.

Einzelstrang Trager DNS (SS-DNS) TE Puffer pH 8,0
DNS-NA" Type Il Salmon Testis (Sigma) 250 mg Tris 10 mM
TE Puffer 100 mg EDTA 1,0 mM

=> aliquotieren, -20°C, 5 min 100°C vor Gebrauch

Lithiumacetat pH 8,4 - 8,9 Polyethylenglycol (PEG 3350, Sigma)
LiAc (Sigma) 519 PEG 59

H.O ad 500 mi H,O ad 10 ml

pH mit verdinnter Essigsaure steril filtrieren

einstellen; steril filtrieren
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2.4.2 Lithium — Azetat Transformation |

Zur Transformation der beiden ersten Plasmide wurde ein Wild Typ Hefeklon in 5 ml
YPD-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 30°C und 225 rpm inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde ein 2,5 x 10® Zellen entsprechendes Volumen in 50 ml
YPAD-Medium Uberbracht und bei 30°C und 225 rpm so lange inkubiert, bis eine
Zelldichte von 2 x 107 Zellen pro ml erreicht war. Nach dem Ernten (5000 rpm 5 min)
und einem Waschschritt mit 25 ml Wasser wurden die Zellen in 1 ml 100 mM Lithium-
Azetat aufgenommen. Dann wurden die Zellen pelletiert und zu einem finalen
Volumen von 500 pl mit 100 mM Lithium-Azetat resuspendiert. Anschlielend wurden
der Ansatz aliquotiert (50 pl), die Aliquots pelletiert und die entstandenen Zellpellets
mit dem folgenden Transformationsmix in genau dieser Reihenfolge vorsichtig

uberschichtet.

Transformationsmix:

50% PEG 250 pl
1,0 M LiAc 36 pl
SS-DNS ( 2mg/ml) 50 pl
Plasmid-DNS + Wasser 25 ul (1 pg pro Plasmid)

Nach starkem Mischen (mind. 1 min), bis das Pellet vollstandig gelost war, folgten
eine Inkubation bei 30°C flir 30 min und anschliefend ein Hitzeschock bei 42°C fir
25 min. Die Zellen wurden dann pelletiert und nach Entfernung des
Tansformationsmixes vorsichtig in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert. Dann wurden

die Hefen auf Glu/CM —His,-Ura Agarplatten ausplattiert.

2.4.3 Lithium-AcetatTransformation Il

Uber Nacht wurden Hefezellen, die bereits das Reporter- und das Kéderplasmid
enthielten, in 25 ml Glu/CM -His,-Ura-Flissigmedium bei 30°C und 225 rpm inkubiert.
Am nachsten Morgen wurde ein Volumen, das 2,5x10® Zellen pro ml enthielt, 5 min
bei 5000 rpm abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 50 ml 30° C

warmem YPAD-Medium resuspendiert und unter den gleichen Bedingungen wie
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oben bis zu einer Zelldichte von 2x10” Zellen pro ml inkubiert. Nachdem die Zellen
mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen worden waren, wurden sie in 3 ml 100mM Li-
Ac aufgenommen, 15 min bei 30°C gehalten und danach abzentrifugiert.
Anschlielend wurden folgende Komponenten in ein anderes Reaktionsgefald in

genau dieser Reihenfolge gegeben.

PEG 50% 2,4 ml
1,0 M Li-Ac 360 pl
SS-DNS (2mg/ml) 500 pl
H,O steril 396 pl

Dann wurde dieser Mix gut gemischt und vorsichtig auf das Zellpellet gegeben.
SchlieRlich wurde zu diesem Ansatz 5 ug cDNS pipettiert. Nach starkem Mischen fur
mindestens 1 min folgte eine Inkubation bei 30°C und anschliefRend ein Hitzeschock
bei 42°C fir jeweils 30 min. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 1025 pl
aufgenommen und ein Teil auf 100 mm Durchmesser Glu/CM-His,-Ura,-Trp
Agarplatten zur Bestimmung der Transformationseffizienz ausplattiert. Der Rest
wurde auf 250 mm Durchmesser Agarplatten der gleichen Zusammensetzung
ausgestrichen. Nach 2 Tagen konnten die Transformationseffizienz bestimmt,

beziehungsweise die Transformanten geerntet werden.

2.4.4 Proteinextraktion aus Hefen

Wildtyp Hefezellen, beziehungsweise transformierte Hefezellen wurden in 5 ml YPD
Medium oder dem den jeweiligen transformierten Plasmiden entsprechenden
defizienten Medium abends angeimpft und bei 30°C, 225 rpm Uber Nacht inkubiert.
Am nachsten Morgen wurden die Hefen in 25 ml des entsprechenden Mediums auf
eine Zelldichte von 3,75 x 10° Zellen pro Milliliter umgesetzt. Anschlielend wurde 4
bis 5 Stunden bei 30°C, 225 rpm bis zu einer Zelldichte zwischen 1,3x10” und
2,0x107 Zellen pro ml inkubiert. Aus dem 25 ml-Ansatz wurden jeweils 1,5 ml
getrennt 5 min bei 15000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet mit 50 pl 95°C heiRem 1x SDS PAGE Proben Puffer aufgenommen.
Nachdem das Pellet in Loésung gebracht worden war, wurden die Proben 3 min bei

95°C inkubiert und danach sofort auf Trockeneis gestellt. Fiir die Gelelektrophorese
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wurden 20 ul pro Spur aufgetragen, nachdem die Extrakte kurz zuvor fir 3 min
nochmals aufgekocht worden waren. Zur Detektion wurde der gegen eine Peptid-
sequenz aus CRP2 gerichtete Antikorper 66-3-1 verwendet. Als Sekundarantikorper
kam ein an Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Kaninchen-Antikorper zur
Anwendung. Mit Hilfe des ECL-Systems konnte ein um 22kDa (LexA) vergrofRertes
Protein nachgewiesen werden. Alternativ wurden, um die Zelllyse zu vergleichen,
verschiedene Varianten des Aufschlusses getestet: 2x SDS PAGE Probenpuffer, 2x
SDS PAGE Probenpuffer vor der Elektrophorese 1:1 mit H,O verdunnt, 2x 60 s

Behandlung mit Ultraschall, 4—4 Microns.

2.4.5 Ernten der transformierten Zellen

Bei diesem flr Kontaminationen &auferst anfalligen Schritt wurden die 250mm
Durchmesser-Platten mit 4ml Glu/CM-His,-Ura,-Trp Medium Uberschichtet und 4h
unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das jetzt durch
abgeldste Hefen tribe Medium mit einer sterilen Pipette abpipettiert und in 50mi
Rohrchen gesammelt. Diese Prozedur wurde zwei weitere Male mit 2,5ml Medium
wiederholt. Das gesamte gesammelte Medium wurde dann bei 5000 rpm 5min
abzentrifugiert, die entstandenen Pellets 1:1 in Glu/CM-His,-Ura,-Trp Medium
aufgenommen und erneut zentrifugiert. Nachdem die Zellen einmal mit sterilem
Wasser gewaschen worden waren, wurden sie schlielllich 1:1 mit 65%

Glycerollésung resuspendiert und in 1ml Aliquots bei -80°C eingefroren.

Glycerollosung

Glycerol 65%(steril)
MgSO,4 0,1M
Tris 25mM
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2.4.6 Bestimmung der Wiederausplattierungseffizienz

Die Zahl der fur die Interaktorsuche ausplattierten Zellen ist von der Transformations-
und der Wiederausplattierungseffizienz abhangig. Daher ist es wichtig, auch letztere
zu bestimmen. Man verdlinnte daflr analog zum Ansatz fur die spatere Interaktor-
suche ein Aliquot aus einem Glycerolstock 1:10 mit Gal/Raff/CM-His,-Ura,-Trp und
inkubierte 4h bei 30°C und 225rpm zur Induktion des GAL-Promotors. Dann wurden
Verdlinnungen im Bereich von 1:1000 bis 1:150000 angefertigt und 100ul der
einzelnen Verdinnungen auf jeweils zwei Gal/Raff/CM-His,-Ura,-Trp 100mm
Durchmesser-Platten ausplattiert. Nach zwei Tagen konnte Uber die Verdinnungen

die Effizienz der Wiederausplattierung bestimmt werden.

2.4.7 Untersuchung der cDNS-Bibliothek auf Interaktoren

Da nicht alle Zellen nach den beiden Transformationen die gleiche Wiederausplat-
tierungseffizienz haben, sollte jeder unabhangige Klon 3-10 mal auf den Selek-
tionsplatten vertreten sein. Man setzte also fur die Interaktorsuche das Zehnfache
der Transformationseffizienz ein. Durch die Bestimmung der Wiederausplattierungs-
effizienz war es moglich, dasjenige Volumen zu berechnen, das nach der 4h-
Inkubation (siehe 2.4.6) der zehnfachen Menge der Transformationseffizienz
entsprach. Gleichzeitig durfte die Zahl der Kolonie-formenden Einheiten pro Platte
nicht 10° (ibertreffen, um sogenanntes ,cross-feeding® zu vermeiden. Darunter
versteht man die Versorgung von Zellen ohne spezifische Interaktion mit Leucin
durch Zellen mit spezifischer Interaktion in deren Nachbarschaft. Es wurde ein
Gefrierstock Aliquot 1:10 mit Gal/Raff/CM-His,-Ura,-Trp verdinnt und 4h bei 30°C
und 225 rpm zur Induktion des GAL-Promotors inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurde, basierend auf der Wiederausplattierungseffizienz, ein Volumen mit der
Konzentration von 10 Zellen pro ml hergestellt. 100ul entsprachen also den
gewiinschten 10° Zellen pro Selektionsplatte. Es wurden dann so viele Gal/Raff/CM-
His,-Ura,-Trp,-Leu -Platten mit 100ul ausplattiert, bis das Zehnfache der Transforma-
tionseffizienz erreicht war. Danach wurden die Platten bei 30°C bebritet und die
Klone in der Reihenfolge, in der sie erschienen (2. - 4. Tag nach Ausplattieren) auf
Gal/Raff/CM-His,-Ura,-Trp,-Leu -Masterplatten Uberfuhrt. Die Zellen kamen uber
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Nacht auf Glu/CM-His,-Ura,-Trp -Masterplatten und wurden am nachsten Morgen auf
folgende Selektionsplatten Ubertragen. Das Wachstum wurde Uber die nachsten 3

Tage beobachtet.

Erscheinungsbild positiver Klone:

Selektionsplatten Erscheinungsbild
Glu/Xgal/CM-His,-Ura,-Trp Weil}
Gal/Raff/Xgal/CM-His,-Ura,-Trp Blau
Glu/CM-His,-Ura,-Trp,-Leu Kein Wachstum
Gal/Raff/CM-His,-Ura,-Trp,-Leu Wachstum

Das in das pJG 4-5-Plasmid eingefligte cDNS Stlick der positiven Klone wurde mit
Hilfe der PCR amplifiziert und nach einem Restriktionsendonukleasenverdau
analysiert. Aufgrund des Restriktionsmusters konnten die Klone in unterschiedliche
Gruppen eingeteilt werden. AnschlieRend wurde das Amplikon jeweils eines

Vertreters der verschiedenen Gruppen sequenziert.

2.4.8 Quantitative Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat in
Hefen

Da die Affinitat zweier Bindungspartner im Zwei-Hybrid-System quantitativ mit der
Reportergenaktivierung korreliert, ist es moglich, die Bindungsaffinitat verschiedener
Bindungspartner durch quantitative Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat zu
vergleichen.

Dazu wurden entsprechend mit Koder- und Interaktionsprotein transformierte
Hefezellen in mehreren 5 mil-Kulturen der jeweiligen Selektionsmedien angeimpft und
Uber Nacht bei 30°C und 225 rpm inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die
Kulturen bei 2500 rpm 5 min abzentrifugiert, die Zellen in 150pl Z-Puffer
aufgenommen und die optische Dichte bei 600 nm bestimmt. AnschlieRend wurden
die Zellen 1:10 und 1:20 mit Z-Puffer verdunnt, jeweils 1 Tropfen 0,1% SDS und 2

Tropfen Chloroform zur Permeabilisierung der Zellen hinzugeflgt und 20 s gemischt.
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Nach 15-mindtiger Inkubation bei 30°C im Wasserbad wurde den Ansatzen 200 pl
ONPG (0.4 mg/ml) zugegeben, kurz gemischt und weiter bei 30°C im Wasserbad
inkubiert, bis die Ldsungen eine mittelgelbe Farbe zeigten. Dann wurde die
enzymatische Reaktion mit 500 yl 1M Na,COs3 gestoppt und nach Zentrifugation bei
2500 rpm fiir 5 min der Uberstand vom Zelldebris abgenommen. Die optische Dichte
dieses Uberstandes wurde bei 420 nm und 550nm vermessen. Es wurde die Zeit von
der Zugabe von ONPG bis zur Beendigung der Reaktion gemessen. Mit Hilfe der
folgenden Gleichung konnte die R-Galaktosidase-Aktivitat der Hefezellen quantifiziert

werden.

1000 x [(OD420) - (1,75 x OD550)]
T x v xOD600

U=

Gleichung 2-1 OD600 = Zelldichte, OD550 = Lichtbrechung durch Zelldebris, OD420 = Kombination
der Absorption von o-Nitrophenol und Lichtbrechung durch Zelldebris, t = Reaktionszeit in min, v =
Volumen des Ansatzes in ml.

Z Puffer

NayHPO4 16,19
NaH,PO4 559
KCI 0,75 ¢
MgSO4 0,246 g

R-Mercaptoethanol 2,7 ml
pH 7,0 einstellen
ad 1000ml H,O

nicht autoklavieren
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Interaktion von CRP2 und cGKI

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit soll die bereits beschriebene Interaktion von CRP2
und cGKI (Huber et al. 2000) genauer untersucht werden. Zunachst wird die gewebs-
spezifische Expression dieser beiden Proteine untersucht. Des weiteren wird die

Interaktion der beiden Isoformen cGKla und cGKIp mit CRP2 genauer untersucht.

3.1.1 Spezifitat der verwendeten Antikorper

Um die gewebsspezifische Expression von Proteinen zu analysieren, mussen zuerst
die Antikorper evaluiert werden. Durch Prainkubation der verwendeten
Primarantikdrper mit rekombinantem CRP2 als Antigen sollten die Bindungsstellen
fur die spezifischen Epitope gesattigt werden (Praabsorption). Das Antigen wurde
dabei in den angegebenen Mengen eingesetzt. Anschlieend wurden die so
vorbehandelten Antikorper fur die Detektion eines standardisierten Immunoblots
eingesetzt. Im Falle des Antikorpers A-llI-1 erkennt man bei Zunahme der Menge des
zur Praabsorption eingesetzten Antigens eine kontinuierliche Abnahme der
Signalintensitat im Immunoblot. Im Kleinhirn beispielsweise ist bei einer
Praabsorptionsmenge von 180 ng CRP2 das spezifische Signal fast nicht mehr
detektierbar. Auch fur den Peptidantikorper 66-3-1 lalt sich eine umgekehrt
proportionale Beziehung fur die Intensitat des detektierten Proteins im Verhaltnis zur

Menge des zur Praabsorption eingesetzten Antigens zeigen (Abb. 3-1).
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Spezifitat der CRP2 Antikorper
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Abb. 3-1 Gezeigt sind Immunoblots. Jeweils 50 uyg Gewebematerial wurden aufgetragen. Als Kontrolle
dienten 10 ng rekombinantes CRP2. Die Primarantikdrper wurden direkt eingesetzt, oder mit den
angegebenen Mengen an rekombinantem CRP2 praabsorbiert. A : Als Primarantikdrper wurde der
Antikdrper A-llI-1 verwendet, der gegen das gesamte CRP2 Protein gerichtet ist. Die Detektion
erfolgte Uber einen anti-Kaninchen Antikérper, an den das Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt
ist. B : Als Primarantikérper wurde ein Peptid Antikorper, gerichtet gegen die Peptidsequenz GPIEVP
VVRTEERK aus CRP2 und als Sekundarantikdrper ein mit Meerettich Peroxidase gekoppelter anti-
Kaninchen Antikorper eingesetzt.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass beide AntikGrper zur
spezifischen Detektion von CRP2 im Immunoblot aus Gewebelysaten eingesetzt
werden koénnen. Eine Kreuzreaktion mit anderen CRP Proteinen wird als

unwahrscheinlich angesehen, da die Sequenz gegen die 66-3-1 gerichtet ist,
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ausschlielBlich in CRP2 vorkommt und beide Antikdrper ein identisches

Expressionsmuster ergaben (siehe 3.1.2).

3.1.2 Gewebespezifische Verteilung von cGKI und CRP2

Zur Analyse der Expression von cGKlI und CRP2 wurden Immunoblots von
Gewebelysaten aus verschiedenen Organen der Ratte verwendet. Es kamen dabei
der fur die cGKI spezifsche Antikorper 88-3-1 (Huber et al. 2000) sowie die CRP2
spezifischen Antikoérper A-11l-1 und 66-3-1 zum Einsatz (Abb. 3-2).
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Abb. 3-2 Gezeigt sind Immunoblots. Pro Spur wurden 50ug Gewebelysat der Ratte aufgetragen. Als
Kontrolle dienten jeweils 10 ng rekombinantes CRP2 bzw. cGKI. Im oberen Blot wurde der Antikérper
88-3-1 gegen die cGKl, im mittleren der Antikdrper A-lll-l gegen das Gesamtprotein CRP2 und im
unteren der Antikdrper 66-3-1 gegen eine Peptidsequenz aus CRP2 eingesetzt. Zur Detektion kamen
in den beiden oberen Blots ein mit dem Enzym Alkalische Phosphatase verknUpfter gegen Kaninchen
IgG gerichteter Antikérper zur Verwendung. Im Fall der unteren Reihe wurde ein mit
Meerrettichperoxidase verknupfter anti-Kaninchen 1gG Antikérper zur Detektion angewandt.
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Die beiden CRP2-Antikorper detektierten ein ahnliches Expressionsmuster. Deshalb
und aufgrund der Befunde der Antikorper Spezifitats Tests (siehe 3.1.1) wurde fur
beide Antikdrper von einem spezifischen Nachweis von CRP2 ohne Kreuzreaktivitat
mit anderen CRPs ausgegangen. Mit Ausnahme des Skelettmuskels konnte CRP2 in
allen untersuchten Organen nachgewiesen werden. Auffallend war eine besonders
hohe Expression im Herz, in der Aorta, im Magen und besonders in der Lunge.
Innerhalb des Gastointestinaltraktes zeigte der Magen die hochste CRP2 Expression.
Dies zeigte sich auch in dem deutlichen Nachweis von CRP2 mRNS im Magen (Abb.
3-3). Die einzelnen Dinndarmsegmente zeigten schwache Expression von CRP2. Im
Vergleich dazu wies das Kolon wiederum eine hohere CRP2 Expression auf, ebenso
der Osophagus. Die untersuchten neuronalen Gewebe GroRhirn und Kleinhirn
enthielten ebenso wie die abdominellen parenchymatdsen Organe Leber, Niere und
Milz, intermediare Mengen von CRP2. Auch im Ovar fand sich eine in diesem
Bereich liegende CRP2 Menge. Die anderen, hormonell nicht aktiven untersuchten
genitalen Organe Uterus und Tuba uterina zeigten ebenfalls eine in diesem Bereich
liegende Expression von CRP2. Das Expressionsniveau von CRP2 und cGKI war in
fast allen glattmuskularen Organen ahnlich. So wiesen Magen, Colon, Lunge und
Aorta fur beide Proteine ein hohes Expressionsniveau auf. In den genitalen
Hohlorganen Uterus und Tuba uterina war eine mittlere Menge von beiden Proteinen
zu erkennen. In den einzelnen Dunndarmsegmenten konnte jedoch wenig CRP2
bzw. cGKI nachgewiesen werden. Die einzige Ausnahme bei den glattmuskularen
Hohlorganen bildete der Osophagus, da dort CRP2 stark, cGKl jedoch kaum
exprimiert war. In den parenchymatdsen Organen stellte sich jedoch, mit Ausnahme
des Kleinhirns, wo beide Proteine sehr stark exprimiert waren, ein deutlich zu
Gunsten von CRP2 verschobenes Verhaltnis heraus. So fand sich in Grof3hirn, Niere
und Milz deutlich schwachere, und in Ovar, Leber und Herz gar keine cGKI

Expression. Im Skelettmuskel waren weder CRP2 noch cGKI nachweisbar.
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Abb. 3-3 Northern Blot von 5 uyg mRNS aus dem Magen der Ratte. Hybridisiert wurde mit einer CRP2
Sonde. Knapp unterhalb der 1,35 kb Bande des Standards lieR® sich ein starkes Signal der 1,08 kb
langen mRNS von CRP2 nachweisen.

3.2 Isoform-spezifische Interaktion der cGKI mit CRP2

Die Interaktion der cGKIl B-Isoform mit CRP2 im Zwei-Hybrid—System ist bereits
bekannt (Huber et al. 2000). Ferner ist bekannt, dass beide Isoformen der cGKl in
der Lage sind, CRP2 zu phosphorylieren (Huber et al. 2000). Nun bestand das
Interesse, die Interaktion der cGKla mit CRP2 im Zwei-Hybrid—System zu
untersuchen. Anders als bei dem bereits beschriebenen Ansatz wurde hier jedoch
nicht die Kinase, sondern CRP2 als Koéderprotein gewahlt. Daflir musste eine
sogenannte Basischarakterisierung fur das Koderprotein CRP2 durchgefuhrt werden.
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3.2.1 Basischarakterisierung von CRP2 als Kdderprotein

Generell darf ein fur das Zwei-Hybrid-System verwendetes Koderprotein nicht
intrinsisch die Transkription aktivieren, da dies zu einer unspezifischen Expression
der Reportergene flihren wirde. Des weiteren muss die Expression des
Koderproteins in Hefen sowie dessen Fahigkeit zur nukledren Translokation
nachgewiesen werden.

Es musste also sichergestellt werden, dass das Fusionsprotein aus lexA und CRP2
nicht die Transkription des lacZ-Gens aktiviert. Dies wurde durch einen sog.
Aktivierungsassay uberpruft. Dazu wurden Hefezellen mit den Plasmiden pSH18-34,
welches das lacZ Gen hinter dem lexA Operator enthalt und pEG202/CRP2
transformiert und anschliel3end die Farbung dieser Zellen in Gegenwart von X-Gal
untersucht. Zum Vergleich wurden Hefezellen mit den Plasmiden pSH18-34 und
pSH17-34 bzw. pSH18-34 und pRFHM1 transformiert. Das Plasmid pSH17-34
kodiert ein lexA-Fusionsprotein mit der GAL4 Aktivierungsdomane und pRFHM1
kodiert fur ein lexA-Fusionsprotein, das die Transkription nicht aktiviert. Die pSH17-
34 enthaltenden Zellen dienten als Negativkontrolle (blau), wahrend pRFHM1-
enthaltende Zellen als Positivkontrolle dienten (weif3). Die mit dem Koderprotein
transformierten Zellen blieben weild und erfullten somit das erste Testkriterium (Abb.
3-4A). Ferner wurden die pSH18-34 und pEG202/CRP2 transformierten Hefezellen
auf ihr Wachstumsverhalten auf Leucin-defizienten Nahrboden getestet.
Verschiedene Konzentrationen dieser Hefen wurden auf Agarplatten ohne
Leucinzusatz ausgestrichen. Gleichzeitig wurden die gleichen Hefen auf Leucin-
haltigen Agarplatten ausplattiert. Nach zwei Tagen waren die Leucin-haltigen
Agarplatten dicht bewachsen, wahrend auf denen ohne Leucin keine Klone auftraten
(Abb. 3-4B). Das Koderprotein selbst fuhrt somit nicht zur Aktivierung des zur
Leucinsynthese bendtigten Gens. Diese Ergebnisse erhielte man allerdings auch,
wenn das Kdderprotein nicht synthetisiert wirde. Deshalb mussten die Expression
und die Translokation in den Nukleus flr das |exA/CRP2-Fusionsprotein
nachgewiesen werden. Dazu wurde ein Repressionsassay durchgefuhrt. Hierfur
wurde ein konstitutiv aktives lacZ-Gen auf dem Plasmid pJK101 verwendet. Da
dieses lacZ-Gen unter der Kontrolle des Gal-Promotors steht, waren alle Hefen, die
mit diesem Plasmid transformiert waren in der Anwesenheit von Galaktose und X-Gal
blau. Diese lacZ-Aktivitat kann nur durch Bindung von IlexA bzw. IlexA

Fusionsproteinen inhibiert werden. Es wurden dann Filterabklatsch-Proben von
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pJK101, pJK101 und pRFHM1 bzw. pJK101 und pEG202/CRP2-haltigen
Hefekulturen mit X-Gal inkubiert. Die nur mit pJK101 transformierten Zellen dienten
dabei als Negativkontrolle fur die Repression, wahrend die mit pRFHM1
transformierten Zellen reprimierte Galaktosidase-Aktivitat hatten und somit als
Positivkontrolle fungierten. Die gleichzeitige Transformation mit pEG202/CRP2 hatte
ein voribergehendes Weilbleiben der Hefezellen zur Folge (Abb. 3-4C).

A

Activation assay

H > é pEG202/CRP2

LacZ-Gen
LexA Operator Plasmid

pSH17-34

PRFHM1

Promotor

pEG202/CRP2

Leu requirement

g >€

Promotor M Leu-Gen
LexA Operator Genom

+Leucin -Leucin

C
Repression assay PRFHN1

pJK101+
pEG202/CRP2

LacZ-Gen konstitutiv aktiv

pJK101

Promotor

LexA Operator Plasmid

Abb. 3-4 Dargestellt sind die Ergebnisse zur Basischarakterisierung des verwendeten Kodervektors
pEG202/CRP2. Erlauterungen siehe Text.
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Dieses Ergebnis zeigt, dall das Kdderprotein gebildet wird und nuklear lokalisiert ist.
Zusatzlich wurde die Expression des lexA/CRP2-Fusionsproteins im Immunoblot

unter verschiedenen Zelllysebedingungen bestatigt (Abb. 3-5).

Transformierte Zellen
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Abb. 3-5 Gezeigt ist ein Immunoblot. Es wurden jeweils 20 ul eines Hefezellextraktes aus Wildtyp
Zellen bzw. mit lexA/CRP2-Fusionsprotein transfizierten Zellen aufgetragen (Extraktionsbedingungen
sieche 2.4.4). Als Kontrolle dienten 10 ng rekombinantes CRP2. Als Primérantikérper wurde der
Antikorper 66-3-1, als Sekundarantikdrper ein anti-Kaninchen Antikérper, an den das Enzym
Meerrettich Peroxidase gekoppelt ist, eingesetzt. Detektiert wurde mit dem ECL System,
Belichtungszeit 1 min.(US=Ultraschallbehandlung; 1:1= 2x Laemmli 1:1 mit H,0)

Es konnte ein Protein von 47 kDa nachgewiesen werden. Dies entspricht der sich
aus den einzelnen Molekilmassen (CRP2 23 kDa, lexA 24 kDa) ergebenden
Gesamtmasse des lexA/CRP2-Fusionsproteins. Somit waren alle Vorbedingungen
bezlglich des Koderproteins erfullt und es konnte eine Analyse der Interaktion von

CRP2 mit den beiden Isoformen der cGKI durchgefuhrt werden.

3.2.2 Interaktion der verschiedenen Isoformen der cGKI mit CRP2

Es wurden Hefezellen gleichzeitig mit dem Koderproteinplasmid pEG202/CRP2, dem
lacZ-Reportergenplasmid pSH18- 34 und dem Interaktorplasmid pJG4-5/cGKla bzw.
pJG4-5/cGKIB transformiert. Nach zweitagigem Wachstum auf Glucose-haltigen
Selektionsplatten (-Ura, -His, -Trp) wurden von jeder Transformation Einzelklone auf
Stammplatten Ubertragen. Auch diese Platten enthielten Glucose und wiesen die
zuvor genannten Selektionskriterien auf. Danach wurden diese Einzelklone auf die

Aktivierung der Reportergene Uberpruft. Zur Uberprifung der Leucin-Gen Aktivierung
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wurden die Hefen auch auf Platten ohne Leucin Uberimpft. Diese Platten enthielten
entweder Glucose oder Galaktose und Raffinose als Kohlenstoffquelle. Da das
Fusionsprotein aus der Aktivierungsdomane und der jeweiligen cGKl-Isoform nur in
Anwesenheit von Galaktose exprimiert wurde, konnte so zwischen einer
unspezifischen Leucin-Gen-Aktivierung — in diesem Fall wirden die Zellen sowohl
auf den Glucose, als auch auf den Galaktose-haltigen Platten wachsen — und einer
spezifischen Leucin-Gen-Aktivierung — die Zellen warden nur auf den Galaktose-
haltigen Platten wachsen — unterschieden werden. Eine dritte Mdoglichkeit ware
fehlendes Wachstum auf beiden Plattenarten. Im ersten und letzten Fall kann man
von fehlender Proteininteraktion ausgehen. Beide Isoformen wuchsen nur auf den
Galaktose-haltigen Leucin-defizienten Platten. Auf &hnliche Weise wurde die (-
Galaktosidase-Aktivitat, die durch das Reporterplasmid vermittelt wurde, analysiert.
Die Klone wurden wiederum entweder auf Glucose oder Galaktose und Raffinose-
haltigen Platten, die zusatzlich X-Gal enthielten, Ubertragen. Die Spezifitdt der
Aktivierung dieses Reportergens konnte analog der des Leucingens ermittelt werden.
Auch das lacZ-Reportergen wurde von beiden Isoformen aktiviert. Neben der bereits
bekannten Protein-Protein Interaktion flir das Paar CRP2-cGKIp (Huber et al. 2000)
zeigte sich also auch eine CRP2-Interaktion fur die a—Isoform der cGKIl. Was bei
genauerer visueller Beurteilung der lacZ-Gen-Aktivierung jedoch auffiel, war eine

wesentlich starkere Blaufarbung im Falle der a—Isoform.

3.2.3 Quantifizierung der CRP2/cGKI-Interaktion in Abhangigkeit
von der Isoform

Um eine objektive Aussage uber die Affinitat einer Protein-Protein-Bindung im Zwei-
Hybrid-System zu treffen, muss eine quantitative Bestimmung der durch die
Interaktion hervorgerufenen B-Galaktosidase-Aktivitat in den Hefezellen durchgefihrt
werden. Dazu wurden jeweils 6 Klone pro Isoform getestet. Um durch die
Transformation bedingte Schwankungen auszuschlieRen, wurden fur jede Isoform
Klone aus drei verschiedenen Transformationen verwendet. Die p-Galaktosidase-
Aktivitat der einzelnen Klone wurde in einer Verdlinnungsreihe als

Dreifachmesswerte gemessen. Die Ergebnisse (Tabelle 3.1) zeigen eine mehr als 5
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mal starkere Interaktion der a-lsoform mit CRP2. Damit erweist sich cGKlo im

Vergleich mit cGKIR als der starkere Interaktor (Abb. 3-6).

Tab. 3.1

Klon | Mittelwerte | Mittelwert |Standard | Mittelwerte | Mittelwert |Standard | Signifi-
cGKla der cGKlo. | meR- cGKIp der cGKIB | meR- kanzni-
Klone Mittelwerte |fehler Klone Mittelwerte |fehler veau

(t-Test)

T1K1 |0,21 0,16 0,01 0,01 0,03 0,01 p<0,0001

T1K2 |0,16 0,03

T2K1 0,14 0,03

T2K2 0,13 0,02

T3K1 0,17 0,03

T3K2 |0,15 0,04

Mittelwerte der R-Galaktosidase-Aktivitaten in U/l bei 2 verschiedenen Verdiinnungen (siehe 2.4.8).
T=Transformation, K=Hefezellklon

Quantifizierung der B-Galactosidase Aktivitat

in Abhangigkeit von der interagierenden Isoform

0,20 ~

0,15

0,10

—Galactosidase Aktivitat

0,05

0,00

N Plot 1

cGKla

cGKIB

Abb. 3-6 Darstellung der 3-Galaktosidase-Aktivitaten bei Interaktion von cGKla und cGKIR mit CRP2.
Die Interaktion cGKla-CRP2 weist eine 5fach hdohere Aktivitat und somit deutlich starkere Interaktion
auf als die Interaktion cGKIR-CRP2 (Signifikanzniveau p<0,0001).
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3.3 CRP2-Interaktorsuche

Nachdem die Basischarakterisierung des Koderproteins CRP2 bereits durchgefuhrt
wurde (siehe 3.2.1.), wurde zur Interaktorsuche eine cDNS-Bibliothek der
longitudinalen Muskulatur mit myenterischem Plexus des Rattendinndarms
verwendet (Huber et al. 2000). Hefezellen, die das Koderprotein und beide
Reportergene enthielten (Kdderprotein und lacZ Gen auf den Plasmiden
pEG202/CRP2 bzw. pSH18-34 und das —LEU Gen genomisch), wurden mit pJG4-5
Plasmiden transformiert, die die cDNS-Bibliothek enthielten. Dabei wurde eine
Transformationseffizienz von 3,74 x 10° unabhéngigen Klonen erreicht (siehe 2.4.3).
Der Versuchsablauf bedingt ein Einfrieren der transformierten Hefezellen vor der
eigentlichen Interaktorsuche. Dieses Einfrieren und das anschlieRende Auftauen
Uberleben einige Hefezellen nicht. Da nicht alle Klone die gleiche
Wiederausplattierungs-Effizienz besitzen, wurde versucht, jede unabhangige Kolonie
(3,74 x 10°%) zehnmal an der Interaktorsuche teilnehmen zu lassen. Es wurde also
zunachst bestimmt, welche Menge eines Gefrierstocks verwendet werden musste,
um ohne Selektionsbedingungen ein Anwachsen von 3,74 x 10’ Kolonien zu
gewabhrleisten (siehe 2.4.6). Dann wurde die gleiche Menge an Hefen auf die
entsprechenden Selektionsplatten, die Galaktose zur Induktion der unter dem GAL1
Promotor stehenden cDNS-Bibliothek enthielten, ausplattiert (siehe 2.4.7). An den
Tagen 2-4 nach dem Ausplattieren wurden sodann 800 Einzelkolonien isoliert und
auf Sicherungsplatten amplifiziert. Von diesen 800 Klonen erflllten nur 4 die fur eine
positive Interaktion geforderten Bedingungen. Diese positiven Klone zeigten auf
galaktosehaltigem Agar in Anwesenheit von X-Gal Blaufarbung; auf glukosehaltigem
Agar hingegen blieben sie weild. Gleichzeitg waren sie nur in der Lage auf Leucin-
defizienten Nahrbdéden zu wachsen, wenn diese gleichzeitig Galaktose als
Kohlenstoffquelle enthielten. Abb. 3-7 zeigt beispielhaft das Wachstum eines
positiven Klones. Die cDNS dieser 4 positiven Klone wurde mit Hilfe der PCR mit
spezifischen Primern flr das Plasmid pJG4-5 isoliert. AnschlieRend wurden die
entstandenen PCR-Amplikons einer Restriktionsanalyse mit dem Enzym Dde |
unterzogen. Es stellte sich heraus, dass alle 4 Klone die identische cDNS enthielten
(Abb. 3-8). Deshalb wurde lediglich das Amplikon eines Klones sequenziert. Die

Datenbankanalyse ergab eine komplette Ubereinstimmung mit der 5° UTR und den
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ersten 643 kodierenden Basen des eukaryontischen Initiationsfaktors 4Al der Maus
(elF-4Al).

Glu/-Leu Gal/Raff/-Leu

Glu/X-Gal Gal/Raff/X-Gal

Abb. 3-7 Gezeigt sind vereinzelte Klone des Interactor hunt. Die Nahrbdden der oberen Kulturplatten
enthielten kein Leucin, die beiden unteren enthielten X-Gal. Die beiden linken Platten enthielten
Glukose, die rechten Galaktose als Kohlenstoffquelle. Auf den Platten wurden jeweils 6 verschiedene
Hefeklone an den korrespondierenden Stellen ausplattiert. Als positiv wurde nur der im oberen
Sechstel wachsende Klon gewertet, da nur dieser in Anwesenheit von Galaktose (Expression des
Gens aus der cDNS-Bibliothek) Wachstum auf Leucin-defizienten Nahrbéden und Blaufarbung zeigte.
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Abb. 3-8 Gezeigt ist ein Ethidium-Bromid gefarbtes DNS PAGE-Gel. PCR Amplikons der cDNS der 4
postiven Klone wurden einem Endonukleaseverdau mit dem Enzym Dde | unterzogen. Das identische
Restriktionsmuster sprach dafir, dass alle 4 Klone die gleiche Sequenz enthielten.

3.3.1 Uberpriifung der Spezifitat der CRP2/elF-4Al-Interaktion

Um sicher zu stellen, dass elF-4Al nicht unspezifisch ohne Koderprotein-Interaktion
die Transkription der Reportergene aktiviert oder unspezifisch mit verschiedenen
Kdderproteinen interagiert, wurde ein sogenannter Rescreen durchgeflhrt. Dazu
wurde das elF-4Al-cDNS Stluck aus den positiven Klonen mit Hilfe der PCR isoliert
und erneut in den pJG4-5 Vektor kloniert. Es wurden sodann durch Transformation
verschiedene Hefepopulationen hergestellt und deren Verhalten beobachtet. Alle
Populationen wurden mit pJG4-5/elF-4Al transformiert, erhielten jedoch
unterschiedliche Koderproteine. Zwei Stamme wurden mit pEG202/cGKIR bzw.
pEG202 transformiert, um eine eventuell unspezifische Interaktion mit den in diesen
Hefen vorliegenden Kdderproteinen lexA/cGKIR bzw. lexA zu untersuchen. Des
weiteren wurden Hefen, die ausschlieldlich elF-4Al enthielten generiert, um eine
eventuelle direkte Aktivierung der Reportergene durch elF-4Al zu zeigen. Diese
Hefen wurden selbstverstandlich auf Histidin-haltigen Nahrbdéden gehalten, da diese
das zur Histidin-Synthese notwendige Plasmid pEG202 nicht enthielten. Zum
Vergleich wurde auch die bei der Interaktorsuche gefundene Kombination CRP2 und
elF-4Al erneut transformiert. Diese vier Hefepopulationen wurden anschlie3end den
Bedingungen der Interaktorsuche unterzogen. Die Expression der Reportergene

nach Induktion von elF-4Al durch Galaktose wurde analysiert. Dabei zeigte sich,
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dass nur die CRP2 und elF-4Al-kotransformierten Zellen auf Leucin defizienten
Nahrboden uberlebten und auch Blaufarbung in Anwesenheit von X-Gal zeigten

(Tabelle 3.2). Dies spricht fur eine spezifische Interaktion der beiden Proteine im

Zwei-Hybrid-System.

Tab 3.2

Koder Fisch Gal/X-Gal Gal/-Leu

CRP2 elF-4Al Blau Wachstum
CGKIR elF-4Al Weil} kein Wachstum
LexA elF-4Al Weil} kein Wachstum
Kein Kéderprotein elF-4Al Weil} kein Wachstum

3.3.2 Beschreibung des CRP2-Interaktors elF-4Al

Dieses 46 kDa grol3e Protein wurde erstmals 1985 beschrieben (Nielsen et al. 1985).
Es handelt sich um einen Initiationsfaktor der Proteintranslation in eukaryontischen
Zellen. Gleichzeitig ist elF-4Al der Prototyp der sogenannten D-E-A-D-Box-Proteine
(Gingras et al. 1999). Die Aminosaurensequenz Aspartat, Glutamat, Alanin und
Aspartat bildet eine funktionelle Gruppe, die die Entwindung helikaler
Nukleotidstrukturen ermdglicht. Daher werden die Mitglieder der D-E-A-D-Box-
Familie auch Helikasen genannt. Die D-E-A-D-Box befindet sich bei elF-4Al an
Position 186-189, innerhalb der in diesem Versuch entdeckten Nukleotidsequenz.
EIF-4Al weist hohe Homologie zu zwei weiteren Proteinen auf, die elF-4All bzw. elF-
4Alll genannt werden. EIF-4Al und elF-4All stimmen auf Aminosaureebene zu 91%
Uberein und Uben die gleiche Funktion aus, unterscheiden sich jedoch in ihrem
Expressionsmuster. EIF-4Alll hingegen stimmt nur zu 65% mit elF-4Al Uberein,
besitzt zwar ebenfalls RNS-abhangige ATPase und ATP-abhangige Helikase-
Aktivitat, ist aber im Gegensatz zu elF-4All nicht in der Lage, die Funktion von elF-
4Al zu Ubernehmen (Nielsen und Trachsel 1988; Li et al. 1999).

EIF-4Al bzw. elF-4All, im Folgenden als elF-4A zusammengefasst, bildet eine
Untereinheit des elF-4F-Komplexes. Dieser Komplex besteht aus elF-4G, elF-4E,
Polyadenosin bindendem Protein (PABP), elF-3 und elF-4A. Dabei dient elF-4G als
Ankerprotein, an das sich die anderen Komplexpartner anlagern. Wahrend PABP
den Polyadenosin-Schwanz der 3° UTR bindet, interagiert elF-4E mit der 5° Cap

Region der mRNS. Dabei stellt man sich vor, dass das mRNS-Molekll eine
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ringformige Struktur um den Initiationsfaktorenkomplex bildet (Abb. 3-9). Die beiden
verbleibenden Komplexpartner elF-3 und elF-4A ermdglichen schliellich die
Anlagerung des gesamten Komplexes mit mRNS-Molekul an die 40 S Ribosomen-
Untereinheit. Der Faktor elF-4A hat zusatzlich Uber seine RNS-abhangige ATPase
und Helikase-Funktion die Aufgabe, die mMRNS zu entwinden und ein Ablesen am
Ribosom zu ermdglichen (Gingras et al. 1999; Morino et al. 2000). An den Komplex
gebundener elF-4A wird standig mit frei vorliegendem elF-4A ausgetauscht (Yoder-
Hill et al. 1993). Dies erklart einerseits die Tatsache, dal® elF-4A etwa 3 bis 6 mal
haufiger als die anderen im elF-4F enthaltenen Proteine vertreten ist. Andererseits
lasst sich so die Notwendigkeit erklaren, dass freier elF-4A zusatzlich zu elF-4F
anwesend sein muss, um eine Ribosomenanlagerung zu ermoglichen (Gingras et al.
1999).

Ribosom

Abb. 3-9 Schema der Protein-Translations-Initiation. Erlduterungen siehe Text. PABP = Polyadenin
bindendes Protein, elF = eukaryontischer Initiationsfaktor, E = elF4E.
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4 Diskussion

4.1 Gewebespezifische Expression von CRP2

Die Expression von CRP2 und cGKI wurde in verschiedenen Geweben der Ratte
verglichen. Es zeigte sich, dass CRP2 nahezu ubiquitdr nachzuweisen war. Auch der
eukaryontische Initiationsfaktor 4Al ist in allen Geweben vertreten. Es stellt sich jetzt
die Frage, ob cGKI Uber die Phosphorylierung von CRP2 dessen Interaktion mit 4Al
reguliert. Diese Frage ist bislang nicht beantwortet. Eine ausschlie3liche Einbindung
der Interaktion CRP2/elF-4Al in den NO-cGMP-cGK Signalweg muss jedoch
ausgeschlossen werden, da die cGKIl nicht in allen Geweben exprimiert wird. In den
Organen Leber und Ovar ist die cGKI beispielsweise nicht, im Skelettmuskel nur in
sehr geringer Menge nachweisbar. In diesen Geweben konnte eine etwaige
Regulation der CRP2/elF-4Al Interaktion Uber eine andere Serin/Threonin Kinase
erfolgen. FUr eine Spekulation dber den Zusammenhang zwischen der
Expressionsdichte von CRP2 und der Zellproliferation in den einzelnen Geweben
reichen die vorliegenden Ergebnisse nicht aus. In Geweben mit bekanntermalen
niedriger Proliferation wie Herzmuskel und Skelettmuskel findet sich hohe,
beziehugsweise gar keine CRP2 Expression. In den annahernd gleich stark
teilungsfahigen Geweben Dunn- und Dickdarm lassen sich ebenfalls sehr

unterschiedlich groRe Mengen CRP2 nachweisen.

4.2 Interaktion von CRP2 und cGKIl

Durch den Vergleich der [3-Galaktosidase-Aktivitat im Zwei-Hybrid-System konnte ein
Unterschied zwischen den Affinitaten von cGKla und cGKIR zu CRP2 festgestellt
werden. Dabei erwies sich die Interaktion von cGKla/CRP2 mehr als 5 mal so stark

wie die von cGKIR/CRP2. Es ist bekannt, dass beide Isoformen der cGKIl in vitro in
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der Lage sind, CRP2 zu phosphorylieren (Huber et al. 2000). Bislang wurde jedoch
der cGKIR die groRere Bedeutung zugeschrieben, da die cGKI/CRP2 Interaktion mit
dieser Isoform zuerst in Hefen im Zwei-Hybrid-System gezeigt wurde. Die hier
dargestellten Ergebnisse legen allerdings nahe, dass in vivo die Interaktion mit der a-
Isoform die wichtigere Rolle spielen konnte. Unklar ist bislang, ob CRP2 ahnlich mit
der lo—Isoform kolokalisiert ist, wie fur die I3-Isoform gezeigt werden konnte (Huber
et al. 2000).

4.3 Interaktion von CRP2 und elF-4Al

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems konnte eine Proteininteraktion von CRP2 mit elF-
4Al in der Hefezelle demonstriert werden. Eine unspezifische Interaktion dieser
Proteine konnte durch Kotransformation der Hefezellen mit elF-4Al und lexA bzw.
cGKIR ausgeschlossen werden. In diesem Fall kam es, im Gegensatz zur
Kotransformation mit elF-4Al und CRP2, zu keiner Aktivierung von Reportergenen.
Die intrazellulare Lokalisation von CRP2, die als perinuklear beschrieben wurde,
zeigt, dass eine Interaktion der beiden Proteine raumlich gesehen mdglich ist (Huber
et al. 2000). Es ist zu erwarten, dass auch elF-4Al als Bestandteil von Ribosomen
am rauhen endoplasmatischen Retikulum zumindest teilweise perinuklear lokalisiert
ist. Selbstverstandlich muss diese Interaktion in Saugerzellen beispielsweise durch
Koimmunprazipitation verifiziert werden, wenngleich die erhaltenen Ergebnisse eine
tatsachliche Interaktion wahrscheinlich machen. Dieses Resultat erweitert
moglicherweise das bisherige Wissen um den NO-cGMP-cGK-Signaltrans-
duktionsweg, was im folgenden als Hypothese dargestellt wird.

Schon seit geraumer Zeit wird der cGMP-abhangigen Proteinkinase antiproliferative
Aktivitat zugeschrieben (Yu et al. 1997; Chen et al. 1998). Sobald vaskulare glatte
Muskelzellen zu proliferieren beginnen, sinkt die Expression der cGK in diesen Zellen
dramatisch. Dies konnte sowohl in vitro (Lincoln et al. 1998) als auch in vivo gezeigt
werden. Nachdem durch koronare Angioplastie bei Schweinen eine Wunde der
Koronarintima gesetzt wurde, konnte in der Immunhistochemie die Expression der
cGK im Zeitverlauf verfolgt werden. Dabei fiel auf, dass diejenigen Zellen, die sich an

der Reparation der Wunde durch Proliferation und Sekretion von
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Interzellularsubstanz beteiligten, einen starken Abfall der cGKI Konzentration
aufwiesen. Sobald die Wunde verschlossen war, wandelten sich diese Zellen
morphologisch wieder in glatte Muskelzellen um und erreichten die cGKI
Expressionsdichte der umliegenden, an der Reparatur nicht beteiligten Zellen
(Anderson et al. 2000). Wie kann dieser Effekt auf molekularer Ebene erklart
werden? Bereits 1999 konnten Fukumoto und Kollegen einen Einflul3 von cGMP auf
den Verlauf des Zellzyklus, namlich eine Verlangerung der Gi-Phase, feststellen
(Fukumoto et al. 1999). 2 Jahre spater konnte diese cGMP-abhangige
Proliferationsinhibition in der Gq-Phase an der glatten Muskulatur des
Bronchialsystems bestatigt werden (Hamad und Knox 2001).

Der Ubergang von der Gi-Phase in die S- Phase, der sogenannte Restriction Point,
unterliegt einer sehr komplexen Regulation. Wahrend der Gi-Phase liegt das
Retinoblastom Protein, ein wichtiges Tumorsupressor-Gen, in nicht phosphorylierter
Form vor. So kann es mit dem Transkriptionsfaktor E2F eine Verbindung eingehen.
Erhalt die Zelle ein die Proliferation stimulierendes Signal, so kommt es zur
Expression verschiedener Cycline, unter anderem CyclinD. Diese Cycline binden nun
an bestimmte Cyclin-abhangige Kinasen, sogenannte cdk’s, und phosphorylieren
diese, was zu deren Aktivierung fuhrt. Im Falle von CyclinD wird so unter anderem
cdk4 aktiviert. Cdk4 phosphoryliert nun seinerseits das Retinoblastom Protein. Dies
fuhrt zu einer Dissoziation der Retinoblastom-E2F Bindung. Daraufhin kann E2F mit
dem Transkriptionsfaktor DP 1 interagieren und in diesem Komplex die Transkription
von flr die S-Phase wichtigen Genen, wie beispielsweise der DNS-Polymerase,
starten (Sherr 1996) (Abb. 4-1).
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Retinoblastom DP 1

Cyclin D
E2F
Cdk 4

Retinoblastom +* E2F DP1  —pp DNA Polymerase

Abb. 4-1 Schema der Kontrolle des Restriction Point durch das Retinoblastom Protein. Die Cyklin-
abhangige Kinase Cdk4 wird in Anwesenheit von Cyclin D aktiviert und phosphoryliert dann das
Retinoblastom Protein. Dieses dissoziiert in phosphorylierter Form von E2F und erméglicht so die
Interaktion von E2F mit DP1, die als Transkriptionsaktivatoren die Transkription der DNS Polymerase
starten.

Die Behandlung in Zellkultur gehaltener menschlicher glatter Muskelzellen mit cGMP
fuhrte  dosisabhangig zu einer Verlangerung der Gy-Phase unter
Proliferationsstimulation. Diese Verlangerung konnte mit einer verminderten cdk4-
Aktivitat erklart werden, die wiederum auf eine verringerte CyclinD Expression
zurtckzufihren war. Auf welchem Weg konnte nun cGMP bzw. die cGK Einfluly auf
die CyclinD Expression nehmen? Die cGK phosphoryliert eine Reihe von Substraten
wie die Myosin-Leicht-Ketten-Phosphatase (PP1M), Telokin, IRAG oder den BK
Kanal. All diese Substrate steuern {ber Senkung der cytosolischen Ca®*-
Konzentration oder eine Verminderung der Ca?*-Sensitivitit der kontraktilen
Filamente die Spannung von glatten Muskelzellen. Bei keinem dieser Substrate liegt
eine direkte Beteiligung an der Regulation der Proliferation nahe. Bei dem cGKI-
Substrat CRP2 hingegen ist jegliche Funktion bis dato unbekannt. Im Rahmen der
hier vorliegenden Arbeit wurde eine Interaktion von CRP2 mit elF-4Al nachgewiesen.
Ist elF-4Al an der Regulation der Proliferation beteiligt? Kénnte dies der fehlende

molekulare Baustein sein, der die antiproliferative Aktivitat der cGK erklart?

Bereits 1988 wurde das elF-4Al Homologe elF-4All, das auf Aminosauren-Ebene zu
91% mit elF-4Al Ubereinstimt, entdeckt (Nielsen und Trachsel 1988). Das
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Expressionsmuster der beiden Isoformen, die sich, wie unter 3.3.2 erlautert,
funktionell ersetzen konnen, war sehr unterschiedlich. Generell wurden beide
Proteine ubiquitar gefunden. In manchen Geweben wie Gehirn, Niere und Herz fand
sich ein zu Gunsten von elF-4All verschobenes bzw. ausgeglichenes Verhaltnis der
Isoformen. In anderen Geweben wie Thymus, Milz und Leber fand sich jedoch ein
sehr deutlich zu Gunsten von elF-4Al verschobenes Verhaltnis. Vergleicht man nun
die Proliferationsfahigkeit von Gehirn und Herzmuskel mit der der lymphatischen
Organe Thymus und Milz, so kdnnte man den Schluld ziehen, dass elF-4Al die fur die
Proliferation entscheidende Form ist, wahrend Zellen in der Go-Phase hauptsachlich
elF-4All zur Translation nutzen. 9 Jahre spater gelang es, diese Schlussfolgerung zu
beweisen. Es wurde gezeigt, dass auch Neurone und Zellen der Niere, wenn sie
maligne transformiert sind und in Zellkultur gehalten werden, ein ahnliches elF-4Al
zu elF-4All Verhaltnis erreichen wie Zellen proliferierender Organe in vivo. Wurden
diese Zellen jedoch in ihrem Wachstum gestoppt, so konnte ein 3,5-facher Anstieg
der elF-4All Expression festgestellt werden. Die Expression von elF-4Al ging in
diesem Fall leicht zurlck. Nach erneuter Stimulation dieser Zellen stieg die elF-4Al
Konzentration wieder an und erreichte genau am Ubergang von der G;- zur S-Phase
ein Maximum. Dies zeigt, dass elF-4Al die fur die Proliferation notwendige Isoform ist
(Williams-Hill et al. 1997). Ein sehr eindrucksvolles Experiment tber die Bedeutung
von elF-4A fur die Proliferation gelang Galloni und Edgar (Galloni und Edgar 1999).
Sie untersuchten verschiedene im Wachstum gestorte Drosophila Mutanten, um
Gene, die fur die Zellteilung relevant sind, zu entdecken. 4 der untersuchten
Mutanten hatten Veranderungen im 1. oder 2. Intron von elF-4A. Die 4 Mutationen
hatten unterschiedlich starke Auswirkungen auf die DNS Replikation der betroffenen
Larven. In einem Fall war diese stark, in 2 Fallen mittelmaRig und in einem Fall leicht
eingeschrankt. Liel man nun E2F-DP1 in diesen Zellen Uberexprimieren, so kam es
sogar bei den stark replikationseingeschrankten Zellen zu einer sehr deutlichen
Zunahme der DNS Replikation. Dies zeigte, dass der Replikationsnachteil nicht durch
die generell verminderte Proteintranslation erklarbar war, da die Zellen annahernd
normal proliferieren konnten, sobald E2F-DP1 im UberschuRR vorhanden war. Die
Autoren kamen zu dem Schlul}, dass quantitative Unterschiede der elF-4A
Expression der ausschlaggebende Faktor fur das unterschiedliche Verhalten der
Mutanten war. Eine suboptimale Menge an elF-4A konnte sich nachteilig auf die

Translation bestimmter Regulationsgene, jedoch nicht auf die Translation derer
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Zielgene auswirken. Wenn CRP2 mit elF-4Al, das in proliferierenden Geweben die
entscheidende Isoform zu sein scheint, unter cGKI Kontrolle einen Komplex einginge,
konnte dies zu einer suboptimalen Menge von elF-4A flihren. So ware der
antiproliferative Effekt der cGKI zu erklaren. Steigt man am Ende der Signalkaskade
ein, indem man E2F-DP1 im Uberschul zugibt, so dass es nicht mehr vom
Retinoblastom Protein gebunden werden kann, so geht die Replikation vonstatten.
Dies legt nahe, dass Gene, die oberhalb dieses Punktes in der Signalkaskade liegen
- moglicherweise weil sie besonders komplexe helikale Strukturen in der 5UTR
besitzen - ,von dieser elF-4A vermittelten Translationsverminderung besonders
betroffen sind. Galloni und Edgar flhren als mdglicherweise betroffenes System das
CyclinD/cdk4-System an, da auch das Protein CLN3, das Cyclin D Analogon der
Hefe auf Translationsebene reguliert wird (Polymenis und Schmidt 1997). Wie bereits
oben erwahnt, wird der antiproliferative Effekt von cGMP genau mit diesem System
in Verbindung gebracht. Als die Arbeitsgruppe von Gao, Neufeld und Pan den
Einfluss des Tumorsuppressorgens PTEN auf die Ontogenese von Drosophila
Organen untersuchte, machte sie eine interessante Entdeckung. Die Tiere mit
mutiertem PTEN Gen wiesen eine Organomegalie auf. Dies lag sowohl an einer
erhdhten Zellzahl der Organe (Hyperplasie), als auch an vergroRerten Einzelzellen
(Hypertrophie). Die Autoren benutzten nun die von Galloni und Edgar (siehe oben)
beschriebenen elF-4A-Mutanten, um das Verhalten von PTEN/elF-4A-
Doppelmutanten zu studieren. Es zeigte sich, dass der hyperproliferative Effekt des
mutierten PTEN-Gens bei gleichzeitigem Vorliegen einer elF-4A-Mutante
abgeschwacht bzw. aufgehoben wurde. Ein Einfluss auf die Hypertrophie der Zellen
liel sich nicht nachweisen (Gao et al. 2000). Dies untermauert die Feststellung, dass
elF-4A-Defizienz die Translation verschiedener Proteine in unterschiedlichem Mal3
einschrankt. Des weiteren lasst sich feststellen, dass das PTEN Gen wahrscheinlich
Uber die gleiche Kaskade EinfluR auf den Zellzyklus nimmt wie elF-4A und cGKI.
Eine weitere Arbeit stutzt die Hypothese uUber den Einfluss strukturell auffalliger
5'UTRs auf die elF-4A-abhangige Translation. Daga und Jimenez untersuchten das
Verhalten von Hefezellen mit veranderter elF-4A-Aktivitat. In ihrem Versuchsaufbau
waren die Autoren in der Lage, die elF-4A Expression kontrolliert zu dosieren, indem
sie unterschiedliche Mengen einer funktionslosen elF-4A Mutante exprimieren lieRen
und so den Wildtyp elF-4A verdrangten. Vollkommen elF-4A-defiziente Hefen waren

nicht lebensfahig, wahrend Zellen mit einer leichten Reduktion des Initiationsfaktors
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zwar normales Wachstum aufwiesen, aber einem sehr effektiven Zellzyklus-Block in
der G,-Phase unterlagen. Es konnte festgestellt werden, dass die 50-100 haufigsten
Proteine der Hefezelle in ihrem Expressionsmuster unverandert waren. Allerdings
zeigte sich, dass das Protein cdc25, welches dosisabhangig die Mitose induziert,
kaum mehr exprimiert wurde. Cdc25 besitzt eine besonders lange 5UTR mit
ungewohnlicher Struktur. Nachdem diese 5’UTR stark verklrzt wurde, zeigten die
Zellen trotz verminderter elF-4A-Aktivitat normale cdc25-Expression und eine
Wiederherstellung der Proliferationsfahigkeit. Auffallend war, dass die Zellen nach
der Anderung der 5’UTR sich friiher teilten. Es schien, als ob die normale 5’'UTR zur
Auswahl des richtigen Zeitpunktes fur die Mitose noétig ware. Man konnte sich
vorstellen, dass ein Protein, das sehr schlecht translatiert wird, als Sensor fur die
generelle Proteintranslation dient. Wenn sogar das schlecht translatierbare Protein
cdc25 in ausreichender Menge vorliegt, kann man davon ausgehen, dass generell
genugend Proteinsynthese betrieben wurde und eine Mitose dann sinnvoll ist (Daga
et. al 1999).

In den Geweben mit der wohl starksten Proliferation Uberhaupt — Malignomen -
wurde ebenfalls eine erhodhte elF-4Al Expression gefunden (Eberle et al. 1997;
Shuda et al. 2000). Shuda und Kollegen analysierten ein ganzes Set verschiedener
Initiations- und Elongationsfaktoren der Proteintranslation bei Hepatozellularen
Karzinomen. Dabei war elF-4Al der am starksten erhohte Faktor und war um das
2,6-fache im Vergleich zu den umliegenden nicht malignen Leberzellen erhdht. Erst
kirzlich konnte gezeigt werden, dass die cGMP Signalkaskade Einfluss auf die
Proliferation maligner Zellen nimmt. Pitari et al. stellten einen cytostatischen Effekt
von cGMP auf Colon Karzinom Zellen dar. Durch Stimulation der enterischen
Guanylatzyklase C (GC-C) mit hitzestabilem Enterotoxin bzw. dem physiologischen
GC-C Agonisten Uroguanylin konnte eine beeindruckende Verlangerung der Gi-
Phase der malignen Zellen erreicht werden (Pitari et al. 2001). Andere
Arbeitsgruppen konnten eine Induktion der Apoptose maligner Colon Carcinom
Zellen durch Hemmung des Abbaus von cGMP uber Phosphodiesterasen Inhibition
zeigen (Soh et al. 2000; Thompson et al. 2000). Diese Befunde sind insbesondere im
Bezug auf die hohe Expression von CRP2 im Colon von Interesse. Mdglicherweise
lasst sich dieser Effekt Uber die Interaktion von CRP2 und elF4Al auf molekularer
Ebene erklaren. Beim Menschen ist CRP2 auf dem Chromosom 14q32.3 lokalisiert

(Karim et al. 1996; Tsui et al. 1996). Dies ist deshalb von besonderem Interesse, da
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das Chromosom 14 haufig in Translokationen involviert ist (Hofker et al. 1990). Durch
solche Translokationen gehen haufig Gene verloren, was im Fall von
Tumorsuppressorgenen zur Tumorgenese fuhren kann. Bei T-Zell- und B-Zell-
Lymphomen ist das Chromosom 14 das am haufigsten von Translokationen
betroffene Chromosom (Freedman und Nadler 1998). Uber eine Beteiligung von
CRP2 an der Entstehung dieser Neoplasien wurde schon langer spekuliert (Tsui et
al. 1996). Durch den Verlust des cGKI Substrates CRP2 bei einer derartigen
Translokation konnte es gleichzeitig zum Verlust des antiproliferativen Effekts des
NO-cGMP-cGKI-Signalwegs kommen. Sowohl fur den NO-cGMP-cGKI-Signalweg,
als auch fur CRP2, als auch fir elF4Al ist also eine Beteiligung bei der Entstehung
maligner Erkrankungen beschrieben. Im Zusammenhang mit der von Huber et al.
dargestellten cGKI/CRP2 Interaktion und der in dieser Arbeit gezeigten Interaktion
von CRP2 und elF4Al kann man von einer antineoplastischen ,Signalkette®
sprechen. Fallt ein Glied dieser Kette aus, so kénnte es durch Uberwiegen von
elF4Al zum Auftreten von malignen Tumoren kommen.

Aussagen uber eine Interaktion von CRP2 mit elF-4All sind derzeit spekulativ. Bei
der in dieser Arbeit verwendeten cDNS-Bibliothek ist elF4All mit hoher
Wahrscheinlichkeit vertreten. In dem durchgeflihrten Zwei-Hybrid-Screen konnte
keine Interaktion von CRP2 mit elF4All gezeigt werden, es bleibt jedoch offen, ob

sich eine solche Interaktion mit anderen Systemen nachweisen lasst.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion cGKI-CRP2 genauer zu
charakterisieren, das Expressionsmuster von CRP2 darzustellen und neue
Interaktionspartner von CRP2 zu finden, um Aussagen Uber dessen Funktion treffen
zu konnen.

Zusammenfassend wurden folgende Resultate erhalten: Fur die Interaktion mit CRP2
scheint die Isoform cGKla der bedeutendere Interaktor zu sein. Das Protein CRP2
wird, wie in der Literatur beschrieben, nahezu ubiquitar exprimiert. Als neuer
Interaktionspartner mit CRP2 konnte der Translations-Initiationsfaktor elF-4Al mit
Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems nachgewiesen werden. EIF-4Al kommt vor
allem eine Bedeutung bei der Proliferationskontrolle zu. In physiologisch stark
proliferierenden und maligne entarteten Zellen findet sich im Gegensatz zu schwach
proliferierenden Zellen eine sehr hohe elF-4Al Expression. Es scheint, als ob sich die
beiden funktionell sehr ahnlichen elF-4A Isoformen erganzen, indem die Isoform | in
den Zellen mit haufiger Zellteilung die Translation steuert, wahrend die Isoform Il in
den ruhenden Zellen diese Funktion Ubernimmt. Die Helikase-Aktivitat von elF-4A
scheint besonders wichtig flr die Translation von Genen mit besonders langer und
strukturell komplexer 5’UTR zu sein. Solche 5’UTRs finden sich bei einigen den
Zellzyklus steuernden Genen. Besonders mit der Steuerung des CyclinD/cdk4-
Systems wurde elF-4A in Zusammenhang gebracht. Interessanterweise scheint auch
der NO-cGMP-cGK Signalweg Einfluss auf dieses System zu nehmen. So erlaubt die
Verknupfung der cGMP-Signalkaskade Uber CRP2 mit elF-4Al die Aufstellung des
folgenden hypothetischen Modells:

NO aktiviert die I6sliche Guanylatzyklase, was zu einem intrazellularen Anstieg von
cGMP fuhrt. Dadurch kommt es zur Aktivierung der cGKl, die nun ihre Substrate
phosphoryliert. Unter anderem wird auch CRP2 phosphoryliert und so
moglicherweise aktiviert. Uber die Zinkfingerstruktur von CRP2 konnte nun eine
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Bindung an elF-4Al erfolgen. Diese Bindung koénnte zur Folge haben, dass nun
weniger freier elF-4Al zur Verfigung steht. Wie oben erwdhnt, muss elF-4Al zur
Translationsinitiation aus dem freien Zustand in den Komplex elF-4F aufgenommen
werden. Zur Translation von mRNS-Molekulen mit komplexer 5’UTR-Struktur ist
jedoch eine ausreichende Menge elF-4A notwendig. Man konnte sich vorstellen,
dass durch die Bindung an CRP2 die jetzt zur Verfigung stehende Menge an elF-4A
nicht ausreicht und so beispielsweise CyclinD vermindert translatiert wird. Ist
wiederum zu wenig CyclinD vorhanden, so wird cdk4 nicht aktiviert. Das
Retinoblastom Protein kann so nicht phosphoryliert werden und halt auf diese Weise
E2F weiterhin gebunden. E2F kann keine Bindung mit DP1 eingehen und der
Restriction Point, der die Zelle irreversibel von der G¢-Phase in die S-Phase bringt,
kann nicht Uberschritten werden. Geht CRP2 beispielsweise durch eine Translokation
verloren, so kann dieser Weg der Proliferationsbeschrankung nicht mehr beschritten
und auf diese Weise die Entstehung maligner Tumoren erleichtert werden. So kdnnte
die seit langem offen stehende Frage nach dem molekularen Weg der Einflussnahme
der NO-cGMP-cGKI Signalkaskade auf die Proliferation beantwortet werden (Abb.
5-1). Sollte sich dieses Modell als korrekt herausstellen, so ergaben sich neue
moglicherweise nebenwirkungsarme molekulare Angriffspunkte zur

pharmakologischen Therapie maligner Erkrankungen.
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NO —> cGMP

}

cGK] CRP2

Cyclin D mRNA
Retinoblastom DP 1
Cyclin D
E2F
Cdk 4
Retinoblastom ¥ E2F DP1  —p DNA Polymerase

Abb. 5-1 Hypothetisches Modell Gber die Verknupfung der NO/cGMP Signalkaskade mit der
Proteintranslation und dadurch der Steuerung der Proliferation Giber die cGKI und die Interaktion
CRP2-elF4Al. Bei verminderter freier elF4Al Menge kann Cyclin D nicht mehr translatiert werden und
eine Phosphorylierung des Retinoblastom Proteins erméglichen, was ein Uberschreiten des
,Restriction Point* unmdglich macht und die Zelle an einem Verlassen der G;-Phase hindert
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6 Anhang

6.1 Abkurzungsverzeichnis

A Ampere

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-inoylphosphat
BKca Maxi Kalium Kanal

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. Beziehungsweise

c Centi

C Celsius

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
cDNS Kodierende Desoxyribonukleinsaure
cdk Cyclin abhangige Kinase

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat
cGK cGMP abhangige Proteinkinase

CM Komplettes Medium

cpm “Counts” pro Minute

CRP Cystein-reiches Protein

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat
DMPC Dimethylpyrocarbonat

DMF Dimethylformamid

DNS Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ECL Elektrochemilumineszenz

EDRF Endothel abstammender Relaxationsfaktor
EDTA Ethylendiamintetraazetat

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

elF Eukaryontischer Initiationsfaktor

g Gramm

Gal Galaktose

GC Guanylatzyklase

h Stunde

His Histidin

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat

IRAG IP3-Rezeptor-assoziierte-cGKI-Substrat
Kk Kilo

kDa Kioldalton
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L Liter

LB Luria-Bertani Medium

Leu Leucin

LiAc Lithiumacetat

Lsg. Ldsung

m Meter oder Milli

M Molar

M Mikro

MAPK Mitogen abhangige Proteinkinasen
min Minute

mind. Mindestens

MLK Leichte Ketten des Myosin

MLKK Myosin leichte Ketten Kinase

MLKP Myosin leichte Ketten Phosphatase
MOPS 3 (N-Morpholino)-Propansulfonsaure
n Nano

NBT Nitroblau-Tetrazolium

NO Stickstoffmonoxid

oD Optische Dichte

ONPG Ortho-nitrphenyl-galactopyranosid

p Piko

PABP Polyadenin bindendes Protein

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion

PDGF Plattchen abstammender Wachstumsfaktor
PDVF Polyvinylidenfluorid

PEG Polyethylenglycol

Raff Raffinose

rpm Umdrehungen pro Minute

s Sekunde

S Svedberg Einheit

SDS Sodiumduodecylphosphat

sGC Ldsliche Guanylatzyklase

S.0. Siehe oben

s0g. Sogenannt

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

SSC Natrium-Chlorid-Natrium-Zitrat Puffer
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBST Tris-Borat Natrium-Chlorid Puffer mit Tween
TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N’,N",-Tetramethylethylendiamin
Trp Tryptophan

u/l Units(Einheiten) pro Liter

Ura Uracil

UTR Unubersetzte Region

uv Ultraviolett

Vv Volt

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-}-D-galaktosid
YNB Hefe-Stickstoff-Basis

YPAD Hefeextrakt-Pepton-Adenin-Dextrose Medium
YPD Hefeextrakt-Pepton-Dextrose Medium
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6.2 Kurzschreibweise der Aminosauren

Aminosaure Ein-Buchstaben-Code Drei-Buchstaben-Code
Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Asparaginsaure D Asp
Cystein C Cys
Glutamin Q GIn
Glutaminsaure E Glu
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin I lle
Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Phenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptophan w Trp
Tyrosin Y Tyr
Valin \Y Val
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