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Zusammenfassung

Das TTLL4-Potein (Tubulin Tyrosine Ligase Like 4) ist eine Polyglutamylase und durch
die posttranslationale Polyglutamylierung von Mikrotubuli an unterschiedlichsten
zelluldren Prozessen beteiligt. Da ein  Zusammenhang zwischen einer
TTLLA4-Uberexpression und der Hirnmetastasierung von Mammakarzinomen beobachtet
werden konnte, war es in dieser Arbeit von Interesse zu untersuchen, ob
Mammakarzinome und deren Metastasierung auch in vitro von der
TTLL4-Uberexpression (TTLL4P"“) beeinflusst werden. Hierzu erfolgte die Klonierung
und die Uberexpression von TTLL4 in MDA-MB-231-Zellen. Die erfolgreiche
Uberexpression von TTLL4 in den MDA-MB-231-Zellen konnte mittels Westernblot und
gqPCR nachgewiesen werden. Weiterhin wurden die Transmigration, Migration,
Adhésion, die Adhésion auf Endothelzellen, das Zellwachstums, der Vesikeltransport und
der Effekte auf das Aktin-Zytoskelett untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
TTLL4?" den Vesikeltransport beschleunigt und die Adhision der MDA-MB-231-Zellen
auf Kollagen I und Kollagen IV verbessert.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Migration und Trasmigration der Zellen durch
TTLL4P" nicht signifikant beeinflusst werden. Das Aktin-Zytoskelett und die Viabilitit
der Zellen blieben trotz TTLL4P" ebenfalls unverindert.

Zukiinftig wire es interessant zu untersuchen, ob und wie der Effekt von TTLL4 auf die
Adhédsion und den Vesikeltransport mit der Glutamylierung von Mikrotubuli

zusammenhangt.



Abstract

The TTLL4 protein is a polyglutamylase and is involved in a wide variety of cellular
processes through the post-translational polyglutamylation of microtubules. Since a
connection between TTLL4 overexpression and brain metastasis from breast cancer has
been observed, this work aimed to examine whether breast cancer and its metastasis are
also influenced by TTLL4 overexpression (TTLL4P") in vitro. For this purpose, TTLL4
was cloned and overexpressed in MDA-MB-231 cells. The successful overexpression of
TTLL4 in the MDA-MB-231 cells was demonstrated by Western blot and qPCR.
Furthermore, additional experiments were carried out assessing transmigration,
migration, adhesion, adhesion to endothelial cells, cell growth, vesicle transport and the
effects on the actin cytoskeleton. Overall, the study showed that TTLL4P"™S seemed to
accelerate vesicle transport and improve adhesion of MDA-MB-231 cells to collagen I
and collagen IV.

Furthermore, cell migration and transmigration were not significantly affected by
TTLL4P™. The actin cytoskeleton and the viability of the cells also remain unchanged
despite TTLL4P"™,

In future studies it would be interesting to analyze if the effects of TTLL4 on vesicle

trafficking and adhesion are related to glutamylation of microtubule.



Einleitung

Das Mammakarzinom ist eines der hdufigsten Karzinome bei Frauen und deren Therapie
stellt weiterhin eine groBe Herausforderung dar. Dieses Karzinom metastasiert in
unterschiedliche Organe, unter anderem in das Gehirn. In Untersuchungen von
Gewebeproben konnte eine Korrelation zwischen der Metastasierung in das Gehirn und
einer Uberexpression von TTLL4 beobachtet werden. Diese Arbeit basiert auf Grundlage
dieser Erkenntnisse und konzentriert sich auf TTLL4 und dessen Uberexpression in
Mammakarzinomzellen, die in der Lage sind, in das Gehirn zu metastasieren. In
folgendem Text wird auf das Mammakarzinom, dessen Metastasierung, auf TTLL4 und
die durch dieses beeinflussten Strukturen und Vorginge, eingegangen. Hierzu wird
zunichst der theoretische Hintergrund erklart, dann die Zielsetzung der Arbeit erliutert,
gefolgt von Materialien und Versuchsdurchfilhrungen und der Prdsentation der

Ergebnisse mit anschlieBender Diskussion.



Mammakarzinom

Das Mammakarzinom stellt die hdufigste Krebserkrankung mit einem Anteil von 24 %
aller neuaufgetretenen Krebserkrankungen und 18 % aller an Krebs verstorbenen Frauen
dar. Im Jahr 2000 gab es jdhrlich ungefdhr 46000 bis 50000 Neuerkrankungen in
Deutschland, bei einem Durchschnittsalter von 63,9 Jahren. Die relative
5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 77 % (Kreienberg et al. 2006). Weltweit sind steigende
Inzidenzen und Sterberaten zu verzeichnen und es wird erwartet, dass diese in den
ndchsten Jahren weiterhin steigen werden. Auch bei Frauen unter 45 Jahren steigt die Rate
derer, die an Brustkrebst versterben (Anastasiadi et al. 2017).

Ein multifaktorielles Geschehen fiihrt zum Auftreten von Mammakarzinomen. Mehr als
90 % aller Mammakarzinome entstehen spontan, ungefdhr 5 % der Mammakarzinome
sind hereditir, wobei bei etwa der Hélfte der Patienten eine Mutation in den
Breast-Cancer-Genen, BRCA1 und BRCA2, vorliegt (Kiechle 2011). Zu den
Risikofaktoren zéhlen das Alter, die familidre Disposition mit einer Erhohung des Risikos
bei erkrankten Verwandten ersten Grades, Keimbahnmutationen im BRACA-Gen und
eine bereits stattgefundene Erkrankung an einem Mammakarzinom in der Vergangenheit.
Weitere Risikofaktoren konnen eine friilhe Menarche oder spite Menopause,
Ubergewicht, spites oder kein Gebiren und eine Hormonsubstitution darstellen. Einige
der genannten Risikofaktoren fiihren zu einer erhohten oder verldngerten
Ostrogenausschiittung im Korper, was mit vermehrtem Auftreten von Brustkrebs in
Verbindung gebracht werden kann (Kreienberg et al. 2006).

Mogliche Symptome des Mammakarzinoms sind tastbare Knoten in der Brust,
vergroflerte Lymphknoten, selten Schmerzen, einseitige Mamillensekretion, ekzematose
Verdnderungen der Brustwarze, Mamillenretraktion, Grof3en- oder Formverdnderung der
Brust und entziindliche Verdanderungen und Hauterscheinungen, wie die so genannte
Orangenhaut. Um die Diagnose des Mammakarzinoms zu sichern, sollten eine
Anamnese, die korperliche Untersuchung mit Inspektion und Palpation, bildgebende
Verfahren, wie die Sonographie und die Mammographie und, wenn nétig, eine
histologische Sicherung mittels Biopsie durchgefiihrt werden.

Die hiufigsten histologischen Typen des Mammakarzinoms sind das invasiv-duktale
Karzinom, welches von den Milchgéngen ausgeht und das invasiv-lobuldre Karzinom,

welches von den Driisenldppchen ausgeht. Eine gemischte Form kann ebenfalls auftreten.



Weitere Subtypen, die jedoch selten auftreten, sind unter anderem das medulldre, das
tubulére, das muzindse und das papilldre Karzinom (Kiechle 2011).

Weitere Unterschiede beim Mammakarzinom gibt es hinsichtlich der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, sowie des Transmembrandsen Wachstumsfaktorrezeptors 2
(HER2). 70 % der betroffenen Patienten haben Mammakarzinome welche
Homronrezeptor positiv und HER2 negativ sind, 15-20 % sind HER2 positiv und 15 %
der Mammakarzinome sind Triple negativ (TNBC), das bedeutet Ostrogen-, Progesteron-
und HER2-Rezeptor negativ. Bei der medikamentdsen und endokrinologischen Therapie
gibt es ebenfalls Unterschiede. Patienten mit Hormonrezeptor positiven
Mammakarzinomen sprechen gut auf eine endokrine Therapie an und kénnen in einigen
Féllen zusitzlich mit einer Chemotherapie behandelt werden. HER2 positive Tumore
sprechen gut auf die Antikorpertherapie und eine Therapie mit Anthracyclinen und
Taxanen an. Diese konnen ebenfalls in Kombination mit einer Chemotherapie erfolgen.
Triple negative Mammakarzinome konnen neben der chirurgischen und der
Strahlentherapie nur mit einer Chemotherapie behandelt werden und sprechen auf keine
gezielte Therapie an. Hier kann weder eine endokrine, noch eine Antikdrpertherapie

erfolgen (Waks und Winer 2019).

Metastasierung

Das Mammakarzinom ist eine Krebsart, die in verschiedene Organe metastasieren kann.
Am hiufigsten von Metastasen betroffen sind die Knochen, die Lunge, die Leber und das
Gehirn. Ein groBBer Anteil der Patienten, die an Brustkrebs versterben, versterben nicht
aufgrund des Primértumors, sondern aufgrund der bereits stattgefundenen Metastasierung
in andere Organe (Scully et al. 2012). Dies ist sogar bei annihernd 90 % der an Krebs
versterbenden Patienten der Fall. Bei 25 % bis 50 % der an Brustkrebs erkrankten
Patienten kommt es noch Jahrzehnte nach der Diagnose und der Entfernung des
Primértumors zu einem Auftreten von Metastasen, die auch zum Tod fiihren kénnen
(Koztowski et al. 2015).

Sind bereits Lymphknoten befallen, hat der Primértumor schon eine bestimmte Grof3e
erreicht und ist das Tumorgewebe schlecht oder nicht differenziert, steigt auch das
gesamte Risiko der Fernmetastasenbildung im Korper. Somit zéhlen diese Eigenschaften

zu den prognostischen Markern fiir die Metastasierung bei Brustkrebs.
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Die Angioinvasion, das Level des uPA/PAIl-Proteins, die Vervielfiltigung des
HER2-Gens, das Profil der Gen-Expression und die Expression von Steroid-Rezeptoren
gehoren ebenfalls dazu (Weigelt et al. 2005).

Eine Erklarung der Entstehung von Metastasen ist in folgender Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1 Metastasierung des Mammakarzinoms, (A) Primdrtumor, (B) Infiltration
von umliegendem Gewebe und Blut- oder Lymphgefdfen, (C) Extravasation innerhalb

weiterer Organe, (D) Proliferation der Tumorzellen im betroffenen Organ. (Scully et al.
2012).

Zunichst kommt es zu einer Angiogenese in der Umgebung und innerhalb des
Primértumors. Eine vorhandene Hypoxie und die Ausschiittung von Zytokinen, wie
TNF-alpha, VEGF und |Interleukin 8, beschleunigen die Angiogenese
(Koztowski et al. 2015). Die Tumorzellen des Primidrtumors beginnen dann das
umgebende Gewebe zu infiltrieren. Hierzu miissen die Zellen beweglich sein, was durch
eine  Herunterregulierung von E-Cadherin und einer Verdnderung der
Zell-zu-Zell-Adhésion ermdglicht wird. Die Zellen kdnnen sich einzeln oder kollektiv
bewegen. Bei der Migration einzelner Zellen ist diese entweder eine proteaseabhingige
mesenchymale Bewegung, oder eine amdboide Bewegung. Bei der amodboiden
Bewegung konnen die Zellen ihre Form verédndern und so durch kleine Poren der Matrix

gelangen (Scully et al. 2012).
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Da die Gefdlle innerhalb des Tumors durchlédssiger als normale Blutgefdfe sind, gelangen
die Tumorzellen in die Blutgefdfle und somit in den systemischen Kreislauf. Auch in die
Lymphgefia3e konnen Tumorzellen gelangen und sich so im Korper verteilen und zu
weiteren Organen gelangen. Nach einem Arrest des Zellzyklus heften sich die
Tumorzellen an die Endothelzellen und somit an die Kapillarwénde der Zielorgane an und
es kann zu einer Extravasation der Zellen kommen. Die Tumorzellen gelangen in das
Organparenchym, wo sie sich erneut vermehren konnen. Dies héngt unter anderem mit
dem vermehrten Auftreten von N-Cadherin und Integrinen zusammen, wodurch die
Tumorzellen sich an Stromazellen heften konnen und ins Stroma gelangen. Eine
Anheftung der Tumorzellen ist ebenfalls durch das Vorhandensein von extrazellulirem
Fibronektin, Laminin, Kollagen, Fibrinogen und Vitronektin mdoglich, da hier
Bindungsstellen fiir Zellrezeptoren zu finden sind. Zusétzlich kommt es zu einer
Angiogenese, die der Versorgung der Tumorzellen dient. Ob es zur Metastasenbildung
und Angiogenese in Organen kommt, hangt ebenfalls von dem Tumormikromilieu ab, da
die Tumorzellen mit Bestandteilen des Stromas und umgebenden Zellen interagieren.
Weiterhin fithren unter anderem Mutationen, entziindliche Prozesse, die Ausschiittung
von Signalmolekiilen und die Hypoxie zu einer Angiogenese. Die so entstehenden
BlutgefiBe versorgen den Tumor nicht ausreichend mit Sauerstoff, was erneut zu einer
Hypoxie fiihrt, wodurch noch mehr pro-angiogenetische Faktoren, wie VEGF,
ausgeschiittet werden und die Angiogenese verstirkt wird. Die Primdrmetastasen kdnnen
weitere Metastasen bilden, welche als Sekundir- oder Tertidrmetastasen bezeichnet
werden. Wéhrend der Metastasierung werden das Immunsystem des Patienten
geschwicht und die apoptotischen Vorgéinge minimiert.

Die Diagnostik erfolgt aufgrund der Symptomatik, durch Biopsien, bildgebende
Verfahren und Tumormarker im Blut (Scully et al. 2012; Kozlowski et al. 2015).
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Blut-Hirn-Schranke

Eins der Organe, in welches das Mammakarzinom haufig metastasiert, ist das Gehirn. Bei
ungefdhr 30 % der Patienten mit metastasiertem Mammakarzinom entstehen trotz
erfolgter systemische Therapie Metastasen im Gehirn (Bublak 2019). Jedoch ist es fiir die
malignen Zellen schwieriger in das Gehirn als in andere Organe zu gelangen, da das
Gebhirn durch die Blut-Hirn-Schranke geschiitzt wird. Die Blut-Hirn-Schranke besteht aus
unterschiedlichen Zellen sowie aus nicht zelluliren Bestandteilen und dient der
Aufrechterhaltung der Homoostase des Gehirns, der Regulierung welche Substanzen
passieren konnen und der Vermittlung zwischen der Peripherie und dem zentralen
Nervensystem. So wird eine filir die Neuronen ideale Umgebung geschaffen. Die Blut-
Hirn-Schranke ist ebenfalls dafiir zusténdig, Signale von der Peripherie in das Gehirn und
umgekehrt weiterzuleiten und die Néhrstoff- und Sauerstoffzufuhr sowie die

Ausschleusung von Toxinen zu kontrollieren (Obermeier et al. 2016).

Der Aufbau der Blut-Hirn-Schranke wird in folgender Abbildung 2 verdeutlicht.

Basal lamina

Microglia

Abbildung 2 Blut-Hirn-Schranke; Die Abbildung zeigt eine Kapillare und verschiedene
Zellen, die die Blut-Hirn-Schranke bilden. Zu sehen sind die luminal gelegenen
Endothelzellen, Perizyten, Astrozyten, sowie Neuronen und Mikrogliazellen.

(Abbott et al. 2010).
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Einen wichtigen Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke stellen die Endothelzellen dar. Sie
bilden die innere GefdBwand der Blutgeféle, in diesem Fall die Intima der Kapillaren.
Sie sind durch Tight Junctions und Adherens Junctions eng miteinander verbunden und
bilden so eine Diffusionsbarriere, wodurch die Diffusion von hydrophilen Substanzen
eingeschriankt wird. Transportmolekiile und Enzyme regulieren den transzelluldren
Transport (Obermeier et al. 2016; Obermeier et al. 2013; Abbott et al. 2006).

Eine Basalmembran, in welche Perizyten eingebettet sind, ist ebenfalls Teil der Blut-Hirn-
Schranke. Sie besteht grofitenteils aus Typ-IV-Kollagen, Laminin, Perlecan und Nidogen.
Zusétzliche Bestandteile sind Fibronektin, Glykosaminoglykane, Agrin und Osteonectin
(Obermeier et al. 2016; Hallmann et al. 2005). Die Perizyten konnen als Teil der
Basalmembran bis zu 40 % der AuBenwinde der zerebralen GefdBle bedecken. Ihre
Aufgabe ist es den Gefdlldurchmesser und den Blutfluss, sowie die Permeabilitit der
Gefille durch Einfluss auf die Endothelzellen zu regulieren. An der abluminalen Seite der
Blut-Hirn-Schranke bilden Astrozyten Ausldufer aus, deren Endfiile die Gefille
umschliefen. Sie bedecken bis zu 99 % der zercbralen Gefdlle, indem sie die
Basalmembran mit den Perizyten umschlieen (Obermeier et al. 2016; Mathiisen et al.
2010). Weitere Zellen, die einen Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke haben, sind die
Neuronen und Mikrogliazellen. Zwischen den einzelnen Zellen der Blut-Hirn-Schranke
besteht eine Kommunikation. Sollte diese gestort sein, kann dies dazu fiihren, dass

Pathogene und Toxine in das zentrale Nervensystem gelangen (Obermeier et al. 2016).

Therapie des Mammakarzinoms

In der Therapie des Mammakarzinoms gab es in den letzten Jahren einige Fortschritte,
wodurch die Uberlebensrate der erkrankten Personen stieg. Ein zu nennender Fortschritt
ist die endokrine Therapie mit Trastuzumab, welche bet HER2 positiven Karzinomen
angewendet wird, jedoch nur fiir 20 % der Patienten relevant ist. Es gibt mehrere
unterschiedliche Therapiemethoden, von denen einige im nachfolgenden Text
beschrieben werden. Dennoch kommt es weiterhin zu hdufigen Rezidiven und dem
Fortschreiten der Erkrankung. Zusétzlich haben viele dieser Therapien auch

unerwiinschte Nebenwirkungen.
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Mogliche Therapieformen beim Mammakarzinom sind die brusterhaltende operative
Therapie mit vollstindiger Entfernung des Tumorgewebes, eine Mastektomie, die
adjuvante Strahlentherapie, wenn nétig die Entfernung der axilldren Lymphknoten, eine
endokrine Systemtherapie wie die antihormonelle Therapie mit Tamoxifen, die
zielgerichtete ~Anti-HER2-Therapie mit Trastuzumab oder die systemische
Chemotherapie.

Die Chemotherapie wird durchgefiihrt, wenn ein Befall der Lymphknoten vorhanden ist,
bei schlecht differenzierten Zellen, des Weiteren bei jungem Erkrankungsalter, bei
endokrin nicht sensitiven oder fraglich sensitiven Tumoren, Triple negativen Tumoren
und bei HER2 positiven Tumoren in Kombination mit Trastuzumab. Bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren, Inoperabilitdit und inflammatorischen Karzinomen sollte
ebenfalls eine Chemotherapie durchgefiihrt werden. Die Therapie sollte ein Taxan und

ein Anthrazyklin beinhalten (Deutsche Krebsgesellschaft 2017).

Paclitaxel

Taxane gehoren zu den erfolgversprechenden Medikamenten gegen Brustkrebs, wobei
Paclitaxel zu den effektivsten Therapeutika gegen Brustkrebs zdhlt. Durch Paclitaxel wird
die Anzahl der Rezidive reduziert und die Uberlebensrate bei positivem
Lymphknotenbefund erhoht. Auch bei bereits vorhandenen Metastasen sind Taxane sehr
wirksam, weshalb im Folgenden auf diese eingegangen werden soll (Patt et al. 2006).
Paclitaxel wirkt, indem es die Mikrotubuli irreversibel stabilisiert und die
Depolymerisierung von Mikrotubuli (MTs) verhindert. Es kann bei verschiedenen
Krebsarten, wie unter anderem beim Mammakarzinom, eingesetzt werden. Bisher war
bekannt, dass es zu einem mitotischen Arrest kommt, wodurch ein Grofteil der Zellen
abstirbt. Jedoch ist es nicht gesichert, dass der mitotische Arrest tatsdchlich der Grund fiir
das Absterben der Zellen im Korper bei einer Behandlung mit Paclitaxel ist. Es wird
untersucht, ob Paclitaxel zu einem Zelltod wihrend der Interphase fiihrt. Eine weitere
Hypothese ist, dass Paclitaxel durch multiple und nicht korrekt abgelaufene Zellteilungen
zum Zelltod fiihrt (Weaver 2014).

Paclitaxel und andere Taxane haben jedoch nicht nur die erwiinschten
tumorbekdmpfenden Effekte, sondern auch viele Nebenwirkunken.

Eine der hiufigsten Nebenwirkungen von Paclitaxel ist die periphere Neuropathie,

welche auch chronifizieren kann (Weaver 2014).
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Weitere Nebenwirkungen sind Chemotherapie-induzierte Ubelkeit und Erbrechen,
Hitzewallungen, vasomotorische Symptome und andere vegetative Regulationsstorungen
(Deutsche Krebsgesellschaft 2017).

AulBlerdem ist es bei der Gabe von Paclitaxel nétig, dieses zundchst in Ethanol und
Cremophor aufzuldsen, was hdufig zu Hypersensitivititsreaktionen fiihrt. Gibt man
Paclitaxel zusammen mit Anthrazyklinen, kann es zu Wechselwirkungen und zu einer
Kardiotoxizitdt kommen. Die Gabe von Paclitaxel kann auch zu einer Neutropenie
fiihren. Diese tritt hdufig zwischen dem fiinften und siebten Tag der Therapie auf und ist
fiir Paclitaxel dosislimitierend. Weitere Nebenwirkungen sind unter anderem die
reversible Alopezie, Fatigue, Ausschlag und gastrointestinale Symptome (Patt et al.
2006).

Weiterhin kann es bei dem Einsatz von Chemotherapeutika zu Resistenzen kommen.
Einer der Mechanismen, der zu Resistenzen fiihrt, ist die gesteigerte Expression von dem
Multidrug  Resistance Gen (MDR-Gen), wodurch Chemotherapeutika wie
Vinca-Alkaloide, Anthrazykline und Taxane nicht mehr ausreichend wirken konnen.
Hierzu zdhlen Proteine wie das P-Glykoprotein und das
Multidrug Resistance-Related Protein 1 (MRP)-1. Das Breast Cancer Resistance Protein
(BCRP) kann ebenfalls dazu fiihren, dass Resistenzen entstehen und die orale Absorption
verringert wird. Das Multidrug Resistance-Related Protein 2 reduziert die orale
Verfligbarkeit und erhoht den Abbau iiber die Leber und die Ausscheidung iiber den Darm
und auch das Multidrug MDR Protein 7 hat Auswirkungen auf die Therapie, denn es
fungiert als Membrantransporter/Carrier fiir Paclitaxel. Es entstehen Resistenzen durch
Mechanismen, wie dem zunehmenden Transport der Therapeutika aus den Zellen durch
MDR-Gene, der verminderten  Aufnahme der Therapeutika, einer
erhohten Anzahl an Medikamenten-metabolisierenden Enzymen, Verdnderungen der
DNA-Reparaturaktivitit und Verringerungen der Anfilligkeit der Zellen fiir die
Apoptose. Es wird vermutet, dass Mutationen im Tubulin oder assoziierten Proteinen

ebenfalls zu Resistenzen fithren konnen (Patt et al. 2006).
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Mikrotubuli

Mikrotubuli sind hohle tubuldre Strukturen mit einem AuB3endurchmesser von 25 nm. Sie
sind Bestandteil des Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen und bestehen aus
Hetero-Tubulindimeren, welche aus a- und B-Tubulin gebildet werden

(Gadadhar et al. 2017; Janke und Bulinski 2011). Die o/B-Tubulindimere haben einen
kugelférmigen Kern und ein C-terminales Ende, welches negativ geladen ist, mehrere
posttranslationale Modifikationen durchlduft und an der Auflenseite der MTs sichtbar
wird (Garnham et al. 2015). MTs haben eine einheitliche Struktur und viele
unterschiedliche Aufgaben die sie erfiillen. Sie beeinflussen die Form der Zellen, die
Zellteilung durch Bildung des Spindelapparats, die Beweglichkeit der Zellen, die
Zelldifferenzierung, den intrazelluldren Transport sowie neuronale Funktionen und bilden
Zilien und Flagellen durch Axoneme. MTs ragen beispielsweise in das gesamte
Zytoplasma der Zelle hinein und positionieren und organisieren verschiedene Organellen.
Sie tragen auch zur Polaritit einer Zelle bei. Wéahrend der Mitose sind sie fiir die Trennung
der Chromosomen verantwortlich. Die Funktionen der MTs werden durch MT-assoziierte
Proteine, welche die MTs stabilisieren, destabilisieren oder diese mit Strukturen
verkniipfen konnen, sowie dem Tubulin code bestimmt, welcher die Posttranslationalen
Modifikationen (PTMs) und verschiedene Variationen von a- und B-Tubulin beinhaltet
(Gadadhar et al. 2017; Natarajan et al. 2017; Forges et al. 2012).

Gebildet werden MTs durch die Polymerisation der o/B-Tubulindimere zu

Protofilamenten und anschliefend zu kompletten MTs.
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Abbildung 3 zeigt den Auf- und den Abbau der Mikrotubuli.

A B
Polymerization a& w

/ %%c? o GTP

Q
o
o
o
z
3
o
- A
i
o
(-3
s8> S
——

Shrinking M
microtubule ~

Abbildung 3 Auf- und Abbau, bzw. Polymerisation und Depolymerisation der
Mikrotubuli, welche aus o/B-Tubulindimeren bestehen. Der Begriff , Catastrophe”
beschreibt den Ubergang vom Aufbau zum Abbau und der Begriff , Rescue* den
Ubergang vom Abbau zum Aufbau der Mikrotubuli. Die Hydrolyse von GTP zu GDP ist
dargestellt. Der ,, Rescue factor‘ beschreibt mehrere Dimere, die GTP binden und der
Stabilisierung dienen. Die Dimere werden auf der Abbildung dem linken Mikrotubuli
beim Aufbau hinzugefiigt. In Anlehnung an (Akhmanova und Steinmetz 2015).

Beim Aufbau der MTs entsteht ein stabiles Ende mit einer Kappe aus GTP-gebundenem
B-Tubulin. Bei der Polymerisation lagern sich o/p-Tubulindimere an die MTs an und das
an B-Tubulin gebundene GTP wird zu GDP hydrolysiert, wodurch am Minus-Ende eine
Kette aus GDP-gebundenem B-Tubulin entsteht. Es kommt durch die Hydrolyse ebenfalls
zu einer Konformationsdnderung von a-Tubulin und einer Verdnderung an den
Verkniipfungen der Protofilamente. Uberwiegt die Hydrolyse von GTP gegeniiber der
Bindung von neuem, mit GTP-gebundenem B-Tubulin, entsteht eine Instabilitit, welche
zum Abbau und zur Depolymerisation der MTs fiihrt, wobei die Protofilamente der MTs
thre Form verdndern und sich verbiegen. Dadurch wird die dynamische Instabilitdt der
MTs erklart. Beeinflusst wird die dynamische Instabilitdt, wie auch die Verbindung der

MTs durch MT-assoziierte Proteine, den MAPs, und durch Motorproteine.
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Die Polymerisation und die Depolymerisation finden hauptsachlich am Plus-Ende statt,
jedoch konnen diese auch am Minus-Ende stattfinden (Akhmanova und Steinmetz 2015;

Desai und Mitchison 1997; Brouhard und Rice 2014).

Spindelapparat

Fiir das Uberleben eines Organismus sind die Zellproliferation und die genaue Trennung
der Chromosomen bei der Zellteilung wichtig. Hierfiir sind die mitotische Spindel und
iiber 200 assoziierte Proteine zustdndig. Ein Spindelapparat wird sowohl bei der Mitose
als auch bei der Meiose ausgebildet, besteht aus MTs und ist bipolar (Prosser und Pelletier
2017; Petry 2016). Wihrend der Metaphase der Mitose kommt es zur Trennung der
Chromosomen. Hier gibt es drei Arten von MTs: Astral-Mikrotubuli, welche den
Spindelapparat am Zytoplasma und Zytoskelett befestigen, Kinetochor-Mikrotubuli,
welche in der folgenden Abbildung als K-Fiber gezeigt sind und Interpolar-Mikrotubuli.
Die Kinetochor-MTs wachsen von den Zentrosomen, welche aus Zentriolenpaaren
bestehen, in Richtung der Chromosomen und heften sich an die Kinetochoren an.
Kinetochore sind Proteinkomplexe aus vielen mikrotubulibindenden Proteinen, die an
Zentromere binden und die Interaktion zwischen MTs und Chromosomen regulieren.

Die Kinetochor-MTs verkiirzen sich anschlieBend und die Interpolar-MTs verschieben
sich in der Anaphase gegeneinander, so dass die Chromosomen in Richtung Zentrosomen
gedriickt werden. Die dynamische Instabilitdt der M Ts spielt eine wichtige Rolle. Hierbei
kommt es zum hdufigen Auf- und Abbau und so auch zur Verlangerung und Verkiirzung
der MTs, deren Minus-Enden zu den Polen zeigen und deren Plus-Enden in Richtung der

Chromosomen zeigen (Prosser und Pelletier 2017; Petry 2016; Cleveland et al. 2003).
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Abbildung 4 stellt den Spindelapparat mit den einzelnen Bestandteilen dar.
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Abbildung 4 Spindelapparat,; Die Abbildung zeigt die MTs, welche so ausgerichtet sind,
dass die Minus-Enden in Richtung der Zetrosomen und die Plus-Enden von den
Zentrosomen weg zeigen. Mittig, in der dquatorialen Ebene, befinden sich die
Chromosomen. Kinetochor-MTs reichen bis an die Chromosomen heran und werden mit
diesen iiber Kinetochore verbunden. Zur Stabilisierung der mitotischen Spindel in der
Mitte der Zelle, am Zytoplasma und Zytoskelett, dienen die Astral-M1Ts. (Kline-Smith und
Walczak 2004).

Posttranslationale Modifikationen an Mikrotubuli

Posttranslationale Modifikationen (PTMS) an Mikrotubuli haben Einfluss auf deren
Dynamik und Stabilitdt, deren Interaktionen mit Proteinen, wie den MAPs, deren
Funktionen und zdhlen zum Tubulin Code. Effektoren modifizieren hierbei die
Untereinheiten des  Tubulins.  Einige dieser Modifikationen sind  die
Detyrosinierung/Tyrosinierung, die Glutamylierung/Polyglutamylierung, die
Glycilierung und die Acetylierung. Viele dieser Modifikationen sind reversibel. Je
nachdem, wo in der Zelle, bzw. in welchen Zellen sich die MTs befinden, erfolgen
unterschiedliche posttranslationale Modifikationen (Yu et al. 2015; Forges et al. 2012).
Da die MTs einen groflen Teil des Zytoskeletts ausmachen, haben die Modifikationen
einen Einfluss auf die Form, die Beweglichkeit und den Lebenszyklus eukaryotischer
Zellen (Janke und Bulinski 2011). Bei bestimmten Erkrankungen, zu denen auch einige
Krebserkrankungen gehoéren, wurden vermehrte posttranslationale Modifikationen an

MTs beobachtet (Garnham und Roll-Mecak 2012).
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Die unterschiedlichen Modifikationen werden durch verschiedene Enzyme katalysiert.
Die Polyglutamylierung reguliert die Bindung von Kinesinen und auch MAPs wie Tau,
was den Vesikeltransport und die Stabilitdt der MTs reguliert

(Garnham und Roll-Mecak 2012; Yu et al. 2015; Kubo et al. 2010; Maas et al. 2009; Janke
und Bulinski 2011).

Tubulin Tyrosine Ligase Like 4

Das Gen Tubulin Tyrosine Ligase Like 4, auch TTLL4 genannt, und das durch das Gen
exprimierte Protein, gehdren zu der Familie der Proteine mit einer TTL-Doméne. Diese
Proteine konnen Aminosduren und weitere Substrate an das Tubulin binden

(Janke et al. 2005).

Abbildung 5 zeigt die Proteinstruktur von TTLL4
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Abbildung 5 (A)Modell eines ,, Residue conservation profile“ von TTLL4, 5, 6 und 7, (B)
Modell eines elektrostatischen Profils von TTLL4, 5, 6 und 7. In Anlehnung an
(Natarajan et al. 2017).

Die strukturelle Faltung vieler der TTLL-Proteine &hnelt sich. Diese Modelle wurden auf
Grundlage von bekannten Modellen von TTLL und TTLL7 erstellt und zeigen die bei
TTLL4 weiterhin erhaltenen Strukturen. An dem aktiven Zentrum von TTLL4 ist eine
positive Ladung vorhanden, wodurch TTLL4 gut an das negativ geladene C-terminale

Ende von Tubulin binden kann (Natarajan et al. 2017).
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Das TTLL4-Protein fiihrt eine posttranslationale Polyglutamylierung, welche ATP-
abhéngig ist, an Proteinen durch und gehort somit zu den Polyglutamylasen. Hierbei wird
Glutamat an eine Carboxylgruppe eines Glutamatrestes des Proteins gehéngt, wodurch
saure Seitenketten entstehen. Dieser Vorgang ist sehr komplex, wurde erstmals an
a-Tubulin und B-Tubulin beobachtet und ist fiir unterschiedliche Funktionen der
Mikrotubuli und fiir Zellprozesse wichtig. Jedoch kénnen auch nichttubuldre Proteine
polyglutamyliert werden, wie das NAP1 und NAP2. Der Vorgang ist reversibel und wird
durch ein noch unbekanntes Protein riickgingig gemacht (van Dijk et al. 2008; Garnham
et al. 2015; Audebert et al. 1993; Natarajan et al. 2017). Die entstehenden Seitenketten
variieren in ihrer Lénge. Die Polyglutamylierung von Tubulin ist unter anderem wichtig
fiir die Stabilitdt von Zentriolen, fiir die axonemale Beweglichkeit und bei der Mitose
(Janke et al. 2005). Die Modifizierung der Tubuli findet am C-terminalen Ende statt und
die Proteinbanden konnen in Versuchen durch den fiir die Polyglutamylierung
spezifischen Antikdrper GT335 dargestellt werden (van Dijk et al. 2008; Eddé et al.
1990). TTLLA4 ist in gesunden Zellen im Hodengewebe, im Gehirn, im Knochenmark, im
Verdauungstrakt, im respiratorischen System, im Endometrium, im Ovar, in der Cervix,
der Brust, der Plazenta, im Pankreas, im Binde- und Weichgewebe, im Fettgewebe, im
Muskelgewebe, im Gewebe des Herzens und der Leber, der Gallenblase, in der
Nebenniere und der Niere, in Lymphknoten, in der Prostata, der Haut, der Milz, der
Harnblase, der Schilddriise und dem Magen zu finden. Die mRNA von TTLL4 ist
hauptséchlich im Gehirn und im Hodengewebe vorhanden
(The Human Protein Atlas o. J.). TTLL4 wird auch in malignen Zellen unterschiedlicher
Karzinomarten exprimiert. Bei einigen Krebsarten kommt es zu einer Uberexpression von
TTLLA4. Ein Beispiel ist, neben dem Mammakarzinom, das duktale Pankreaskarzinom,
welches zu den todlichsten Krebsarten zihlt. Die Fiinfjahresiiberlebensrate betrégt hier
nur 5 %. Von den Patienten, die eine operative und kurative Entfernung des Tumors
hatten, sterben 80-90 % daran, dass sich der Krebs schon zu sehr im Korper ausgebreitet
und Metastasen gebildet hat. Auch Chemotherapeutika kdnnen, trotz des Fortschritts der
letzten Jahre die Uberlebensrate der Patienten nur gering beeinflussen (Kashiwaya et al.
2010; DiMagno et al. 1999). Diese Erkenntnisse fithrten dazu, dass die iiberexprimierten
Gene in den malignen Pankreaszellen genauer untersucht wurden, wobei TTLL4 von

groBem Interesse war und auch weiterhin ist.
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Neben den schon genannten Auswirkungen der Polyglutamylierung wird auch vermutet,
dass dadurch die Stabilitdt der Proteine, der Zellzyklus, die Zellproliferation und die
Interaktionen zwischen Mikrotubuli und anderen Proteinen beeinflusst werden
(Kashiwaya et al. 2010; Bobinnec et al. 1998; Regnard et al. 1999). Bei Fehlregulierungen
der Polyglutamylierung konnen physiologische Prozesse im Korper gestort werden.
Hierzu gehdren Ziliopathien, Krebs und Neurodegenerationen. Ein Zusammenhang
zwischen der Polyglutamylierung, der erhohten Stabilitit und Langlebigkeit von
Mikrotubuli und einem beschleunigten Vesikeltransport wurden beobachtet (Garnham et
al. 2015; Spiliotis et al. 2008; Natarajan et al. 2017). TTLL4 hat ebenfalls einen Einfluss
auf die angeborenen lymphoiden Zellen ILC3, welche an der frithen Immunabwehr
beteiligt sind und fiir die Organentwicklung und Gewebereparatur einiger Organe wie
Lymphknoten wichtig sind. Sie sind an der Abwehr bakterieller Infektionen beteiligt.
TTLLA4 katalysiert zusammen mit TTLL13 die Polyglutamylierung von IL-7Ra, welches
STATS aktiviert, wodurch der Transkriptionsfaktor Sall3 exprimiert wird. Sall3 ist
wichtig fiir die Zelldifferenzierung der ILC3-Zellen (Liu et al. 2017).

Vor Beginn dieser Arbeit wurde das Gewebe von 200 an Brustkrebs erkrankten Patienten
auf eine mogliche Korrelation zwischen der Expression von Zytoskelett-assoziierten
Proteinen und dem Vorhandensein von Hirnmetastasen untersucht. Hier wurde die
mRNA-Konzentration dieser Proteine in Primirtumoren analysiert. Dabei zeigte nur die
mRNA-Konzentration von TTLL4 eine signifikante Korrelation mit dem Auftreten von
Hirnmetastasen. Zu Beginn dieser Arbeit waren diese Daten noch nicht verdffentlicht.

Mittlerweile wurden diese in Arnold et al., 2020 publiziert.

Intrazelluliires Trafficking

Der intrazelluldre Vesikel-Transport verlduft entweder entlang von Aktin-Filamenten
oder auf MTs. Bei dem mikrotubulibasierten Transport werden Vesikel mit Hilfe von
Motorproteinen entlang der MTs bewegt. Hierbei werden im Wesentlichen Organellen
(Vesikel) von einem zum anderen Ort transportiert. Dieser Transport wird neben den
Motorproteinen auch durch Geriistproteine und das Zytoskelett reguliert. Proteine wie
Kinesin-1 und Dynein binden und bewegen sich entlang der MTs, wobei Dynein sich
héiufig in Richtung des negativen Endes und Kinesin sich in Richtung des positiven Endes

der MTs bewegt.
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Der Transport der Vesikel zwischen zum Beispiel der Zellperipherie und dem Zellkern ist
fiir zahlreiche physiologische Prozesse von Bedeutung (Verdeny-Vilanova et al. 2017,
Zajac et al. 2013; Vale 2003; Balint et al. 2013). Ob die Uberkreuzungsstellen der MTs
einen Einfluss auf den intrazelluldren Transport haben, wird zwar vermutet, ist jedoch
noch unklar. Es konnte an den Stellen, wo es zu Kreuzungen der MTs kommt, zu kurzen
Unterbrechungen des Transports und somit zur Anhdufung von Vesikeln kommen, da die
MTs ein komplexes Netzwerk innerhalb der Zelle bilden. Kommt es zu einer
Unterbrechung des Transports in gesunden Zellen, werden die Vesikel schnell
abtransportiert. Fiir den Transport der Vesikel scheint ebenfalls die GroBe der Vesikel eine
wichtige Rolle zu spielen (Verdeny-Vilanova et al. 2017; Balint et al. 2013).

Generell gelten MTs als eine Art Transportweg fiir die Motorproteine. Hierbei befinden
sich in vielen Zellen die Minus-Enden nahe dem Zellkern in einem MT-organisierendem
Zentrum, dem Zentrosom, wihrend die Plus-Enden in Richtung Zellperipherie zeigen.
Durch die Hydrolyse von ATP wird Energie fiir die Motorproteine frei, die sich so entlang
der MTs bewegen konnen. Es ist wahrscheinlich, dass durch bestimmte Mechanismen,
wie den posttranslationalen Modifikationen, den MAPs und dem Aufbau des MT-
Netzwerks, Motorproteine gesteuert und somit in die richtige Richtung gelenkt werden.
Beispielsweise kann durch die Polyglutamylierung der MTs die Prozessivitit von
Kinsein-1 gesteigert werden. Durch MAPs werden die Polymerisation und die PTMs der
MTs reguliert, was einen Einfluss auf die Beweglichkeit von Kinesin und Dynein entlang
der MTs hat. MAPs konnen ebenfalls die Aktivitit der Motorproteine steigern oder
reduzieren. Einen zusétzlichen Einfluss auf den intrazelluliren Transport hat die
Anordnung der MTs innerhalb einer Zelle. Je nach Ausrichtung der MTs, kdnnen die
Vesikel in unterschiedliche Richtungen gelenkt werden und so unterschiedliche Zielorte
erreichen. In einigen Zellen, wie den Neuronen, gibt es biindelartige Anordnungen der
MTs in den Axonen, was zu einer Beschleunigung des Transports beitragt. MTs und deren
Modifikationen, sowie das Zusammenspiel mit bestimmten Proteinen sind also
mafgeblich daran beteiligt den intrazelluliren Transport zu regulieren

(Balabanian et al. 2018).
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Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, zu zeigen, ob eine TTLL4-Uberexpression das metastatische
Potential von Mammakarzinomzellen in vitro beeinflusst.

Hierzu wurde TTLL4 in der TNBC-Zelllinie MDA-MB-231 stabil {iberexprimiert und
die Effekte von TTLL4 auf die Migration, Transmigration, das Zellwachstum, F-Aktin,

die Adhédsion und den Vesikeltransport untersucht.
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Material und Methoden

Material

In den nachfolgenden Tabellen wurden Produktnamen durch kursive Schriftsetzung

gekennzeichnet.

Tabelle 1: Chemikalien, Reagenzien, Kits

Reagenz, Chemikalie, Nihrmedium Firma
3.1-Puffer NEB
Accumax-Zellaggregat-Dissoziatopnsmedium Bioscience
Acrylamid/Bisacrylamid Serva

APS (Ammoniumpersulfat) Bio-Rad
Agarose-Gel/TAE-Pufter Serva
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent-Konzentrat Bio-Rad
BSA (Bovines Serumalbumin) Biomol
CASYton OLS OMNI Life Science
Cryo-Save-Einfriermedium CCpro
DAPI (4°,6-Diamino-2-phenylindol) Roth
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s-Medium) Gibco™
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
dNTP/dATP Rosh
Desoxynukleotidtriphosphat/

Desoxyadenosintriphosphat

Ethanol Chem solut

FastDigest Green-Puffer
FCS (fotales Kilberserum)
Fibronektin, human
GFP-BDNF

Brain-derived neurotrophic factor- green fluorescent

protein

High-fidelity-Pufter

Hyperladder (DNA-Leiter)
K2-Multiplikator
K2-Transfektions-Reagenz

Kollagen I

Kollagen IV aus menschlicher Plazenta
LB-Medium (Lysogeny Broth-Medium)
Lipofectamine® LTX mit Plus™-Reagenz
Loading Dye (LD, 6x, Ladefarbstoff)

Thermo Scientific™
Gibco by LiTechnologies
Advanced Bio Matrix

Prof. Dr. Matthias Kneussel,
Center for Molecular
Neurobiology, UKE

Thermo fisher

Bioline

Biontex

Biontex

Roche

Sigma life science

Roth

Thermo Fisher Scientific™
PeqLab
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Reagenz, Chemikalie, Nihrmedium

Firma

Luminol- und Peroxid-Losung

MgCl2 (Magnesiumchlorid)

NaCl (Natriumchlorid)

Milchpulver 2,5 %

M-PER™ Mammalian Protein Extraction-Reagenz
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)

OptiMEM, serumreduziertes Medium

PFA (Paraformaldehyd)
Puromycindihydrochlorid

Quick-Load® Purple 100 bp DNA-Leiter
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein-Leiter
Tag-DNA-Polymerase-Puffer (10x)

GE Helatcare
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Roth

Thermo Scientific™
Sigma

Gibco™

Sigma

Sigma

New England Biolabs
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™

TEMED (Tetramethylethylenediamin) Sigma

TNF-a human Sigma

Triton X-100 Sigma
Trypsin/EDTA Gibco by LiTechnologies
Well-Platten Greiner

Kit Firma
Macherey-Nagel-Kit Macherey-Nagel
Macherey-Nagel-Kit Nucleospin Gel and Macherey-Nagel
PCR clean-up, Gel-Extraktion

NucleoBond® Xtra Midi EF Macherey-Nagel
NucleoSpin® Gel und PCR clean-up Macherey-Nagel

Aufreinigung von DNA aus Gel und Umpufferung
Plasmid Miniprep-Kit, NucleoSpin® Plasmid (NoLid)

Taq Roche-Kit, gqPCR-Mastermix (FastStart SYBR
griin)

Monarch®, Macherey-
Nagel
Roche
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Tabelle 2: Laborgerite und Materialien

Material Firma
Biosphere Filter-Pipettenspitzen Biosphere Plus
Blot-Papier Roth
Boyden-Kammer Costar

Zellkultur-Mikroplatte schwarz
Chamber-Slide (Kammerobjekttriger)

Greiner bio-one
Ibidi

Cryordhrchen Sarstedt, Nunc
Gel-, Glas- wund Aluminiumplatte, Gel-Halter, Amersham Bioscience
Abstandhalter, Kamm, Gummilippe, Schrauben

Kulturflaschen Sarstedt
Nitrozellulosemembran GE Healthcare
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen Sarstedt, Eppendorf
Reaktionsgefille Sarstedt, Eppendorf
Skalpell Braun
Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm) Sarstedt

TC-Schale 100 Sarstedt

Tissue Culture Plate (Gewebekulturplatte) Falcon

Ger:iit Firma

Elektrophorese-Kammer

Heizblock, ThermoStat plus
ImageQuant™ LAS4000

Inkubator (Heracell™ 240i)
NanoDrop™ 2000 c, Spectrophotometer
Transferkammer Western-Blot
Schiittelinkubator

UV-Tisch

Vortex (Genie2™)

Zentrifugen

Amersham Bioscience
Eppendorf

GE Healthcare

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Biorad

Brunswick

Bachhofer

Scientific Industries

Heraeus, Hermle, Thermo
Scientific™
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Tabelle 3: Puffer und Losungen

Puffer Herstellung
Blockinglosung 5,8 g Maleinsdure, 4,38 g NaCl,

5,0 g Boehringer Blocking Reagent,

400 ml destilliertes Wasser (A. dest.)
Medium fiir die hCMEC EBM-2, FCS 5 %, Ascorbinsdure (5pg/ml),

PBS (phosphate buffered saline)
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

Sammelgelpuffer (4x)

SDS-Laufpuffer (10x)
SDS-Probenpufter (4x)

TBS-Puffer (tris-buffered saline)
TRIS-gepufterte Kochsalzlosung

TBS-T (TBS mit Tween 20)
Trenngelpuffer (4x)

Western-Blot-Transferpuffer

Hydrocortison (1,4 uM),
Chemically defined lipid concentrate 1 %,
bFGF (1 ng/ml)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO4, 1,8 mM KH2PO4

pH 7.4

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

0,4 % SDS

250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % SDS

250 mM Tris, pH 6,8
4 % SDS, 30 % Glycerol, 20 %
Mercaptoethanol, 1,3 % Bromphenolblau

150 mM NacCl, 7,7 mM Tris/HCI
pH 7,5
1x TBS, 0,1 % Tween 20

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4 % SDS

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol
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Tabelle 4: Antikorper

Antikorper

Firma

Alexa Fluor® 488 Ziege, anti-Maus-1gG
(1:2000)

Alexa Fluor® 568 Ziege, anti-Maus-IgG
(1:2000)

GAPDH (glyceraldehyde-3- Phosphate

dehydrogenase), Spezies Maus, Verdiinnung

1:5000 WB, Molekulargewicht 37 kDa

Invitrogen #A-11008 (bei vasp
verwendet)

Invitrogen #A-11030

Santa Cruz Biotechnology SC32233

GT335 (Polyglumylase), Spezies Maus, AdipoGen Life Sciences

Verdiinnung: 1:4000

HRP-conjugated Ziege, anti-Maus-IgG Abcam #ab205719

HRP-conjugated Ziege, anti-Maus-IgG Abcam #ab205718

Anti-B-Tubulin Sigma-Aldrich #T4026

Anti-VASP Santa Cruz SC 46668
Tabelle 5: Zellen und Bakterienstimme

Zellen Herkunft

MDA-MB-231 ATCC #HTB-26

hCMEC/D3 / Human Cerebral
Microvascular Endothelial Cell Line

HEK-293-T Zellen

Von Leticia Oliveira Ferreira,
Forschungslabor der Gynékologie,
UKE, zur Verfiigung gestellt

Von Leticia Oliveira Ferreira,

Forschungslabor der Gynékologie,
UKE, zur Verfiigung gestellt

Bakterien

Herkunft

XL-1-Blue Bakterien

Institut fiir Anatomie und
experimentelle Morphologie, UKE

Tabelle 6: Enzyme

Enzyme

Firma

Phusion-DNA-Polymerase

Taq (Thermus aquaticus)-DNA-Polymerase
Restriktionsenzym Asel

Restriktionsenzym Notl FD

SuperScript™ [II Reverse Transcriptase

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
NEB

Thermo Scientific™
Invitrogene
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Tabelle 7: Vektoren und Primer

Primer Herkunft

MN668 Alle Primer wurden von Marcus Nalaskowski,

5'- ATGCGGCCGCATGGCCTCA-  Zentrum fiir Experimentelle Medizin, Institut fiir

GCAGGAACACAG-3' Biochemie und Signaltransduktion, UKE zur
Verfligung gestellt

MN669

5-ATGCGGCCGCTTATGGGCT-
CACAGCCAGGAG-3'

MNG670 (600for)
5'- CTGCCATCTCAGGGAA-
GATCC-3'

MN671 (800rev)
5'CTTATGGTCAACAGGCTGCGG
-3

MN672 (1400for)
5'-GTGGCCAC-
CCGCCTCTCTTCC-3'

MNG673 (2200for)
5'- CCAGGTTATTCACAAGTG-
GAG-3'

MN674 (3000for)
5'- TGCTGGATGTCCTGACAC-
CAG-3'

Primer P07 for
GAGCTCACAACCCCTCACTC

Primer p16 rev
5-GGCCTTATTCCAAGCGGCTT-
3'

GAPDH for
5'-AGTCCCTGCCACACTCAG -3'
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Primer

Herkunft

GAPDH rev
3'TACTTTATTGATGGTACATGAC
AAGG -5

Primer qPCR TTL4 3089 for
GTCAACATTTCCCCAAGCCTC

Primer qPCR TTL4 3089 rev
GAGCCATTCGACATTTGTCCC

Vektoren

pLeGO-iC2-Puro+-HsTTLL4

Freundlicherweise von Dr. Kristoffer Riecken
(Department of Stem Cell Transplantation,
University Medical Center Hamburg-Eppendorf
(UKE)) zur Verfiigung gestellt

Tabelle 8: TTLL4

Name Herkunft

Clone ORF Shuttle, ORFeome V8.1 Source BioScience
CCSBo05058H0981131D

Clone ID: 131H09

TTLL4-Gen
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Methoden

Klonierung

Um die DNA der TTLL4-Polyglutamylase vervielfdltigen zu konnen, wurde sie zunéchst
aus Bakterien gewonnen. Die Bakterien, die TTLL4-DNA von Source BioScience und

die Primer wurden freundlicherweise von Marcus Nalaskowski zur Verfiigung gestellt.

Die Bakterien wurden iiber Nacht in 6 ml Medium und 12 pl Ampicillin geziichtet. Dafiir
wurden vier Falcon-Zentrifugenréhrchen mit jeweils 6 ml Medium und 12 pl Ampicillin
verwendet, in die einige Bakterien mit Hilfe einer Pipettenspitze iiberfiihrt wurden und

welche tiber Nacht bei 37 °C in den Schiittelinkubator gegeben wurden.

Plasmidpriparation

Die vier Falcon-Zentrifugenrohrchen wurden am folgenden Tag bei 5000 rpm fiir
5 Minuten zentrifugiert, bis der Uberstand klar war und sich ein Pellet am Boden der
Falcon-Zentrifugenréhrchen gebildet hat.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde mit dem Macherey-Nagel-Kit
bearbeitet.

Zunichst wurde das Zellpellet in 250 ul Al-Puffer resuspendiert bis keine Zellklumpen
mehr vorhanden waren.

Anschliefend wurde 250 pl A2-Puffer hinzugefiigt, alles gleichmaBig gemischt und
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 300 pl A3-Puffer eingemischt. Das Gemisch wurde dann
5 Minuten lang bei 13000 rpm zentrifugiert, bis der Uberstand klar war.

Eine Filtersidule wurde in einem 2ml- Reaktionsgefi platziert und der Uberstand aus
jeweils zwei Reaktionsgefdllen wurde in einen Filter pipettiert und eine Minute bei 13000
rpm zentrifugiert.

Um die Membran der Filtersdule, in der sich nun die DNA befand, von Riickstinden zu
befreien, wurden 600 ul A4-Puffer auf die Filtersdule gegeben und diese dann eine Minute

bei 13000 rpm zentrifugiert.
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Die Filtersdule wurde anschlieend in ein neues 1,5 ml-Réhrchen gegeben und 50 pl AE-
Puffer wurden hinzugefiigt, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und eine Minute

zentrifugiert, um die DNA aus der Membran zu 16sen.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Um die Konzentration der DNA zu messen, wurde zunichst 1 pul AE-Puffer als Losung
fiir eine Blindprobe und anschlieend 1 pl der Losung mit der DNA auf den Nano Drop
gegeben. Eine Kurve und die genaue Konzentration der vorhandenen DNA wurden

erstellt und ermittelt.

Polymerase-Kettenreaktion/PCR

Mit Hilfe einer PCR konnte die TTLL4-DNA vervielfaltigt werden.

Es wurde ein Mastermix aus 87,5 pl destilliertem Wasser, 25 ul 5 x HF-Puffer, 2,5 pl
dNTPs, 2,5 pul Forward-Primer, 2,5 pl Reverse-Primer und 2,5 pl Phusion-DNA-
Polymerase hergestellt. Beide Primer wurden von Markus Nalaskowski bereitgestellt.
Der gesamte Mastermix wurde auf zwei 1 ml-Reaktionsgefiale aufgeteilt. In eines der
Reaktionsgefdle wurde 1 pl der TTLL4-DNA pipettiert, in das andere 1 pl Wasser zur
Kontrolle.

Die Primer wurden mit destilliertem Wasser auf 10 pmol/ul verdiinnt.

Die beiden Reaktionsgefdle mit den Gemischen wurden in den Thermozykler mit

folgenden Programmen gegeben.

Programm: 1. 98°C 30 Sekunden
2.98°C 15 Sekunden
3. 70,3°C 30 Sekunden
4.72°C 2 Minuten
5.72°C 10 Minuten

Die Schritte zwei, drei und vier wurden fiinfundzwanzigmal wiederholt. Die Temperatur

fiir Schritt drei wurde fiir beide Primer mit einem ,,online Tm Calculator* (ThermoFisher

scientific), einem Online-Rechner zur Berechnung der Schmelztemperatur, ausgerechnet.

34



Um zu sehen, ob die DNA fiir das TTLL4-Protein erfolgreich vervielfiltigt wurde,
wurden 10 % der Gemische auf ein 1 %-Agarose-Gel aufgetragen. Die Agarose-
Gelelektrophorese lief fiir 40 Minuten bei 100V.

Anschlieflend wurde das Gel unter UV-Licht betrachtet, um die DNA-Banden sichtbar zu

machen.

PCR-Produktreinigung

50 pul PCR-Produkt der Reaktion wurden mit 100 pul NTI-Puffer vermischt, in ein
NucleoSpin-Filter gegeben und fiir 30 Sekunden bei 11000 x g zentrifugiert. Die
Membran des Filters wurde mit 700 pl NT3-Puffer gewaschen und fiir 30 Sekunden bei
11000 x g zentrifugiert. Um die Membran zu trocknen, wurde der Filter fiir eine Minute
bei 11000 x g zentrifugiert. Die sich nun im Filter befindliche DNA wurde mit 20 pl NE-
Puffer eluiert, wobei der Puffer eine Minute bei Raumtemperatur auf der Membran

gelassen und darauthin der Filter eine Minute bei 11000 x g zentrifugiert wurde.

Poly-T-Addition an DNA

Folgende Stoffe wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl gegeben und 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert:

13 ul Eluat der PCR-Aufreinigung, 2 ul dATP (2Mm), 1pul MgCl2 (50mM),
2 ul 10 x Tag-DNA-Polymerase-Puffer, 2 ul Tag-DNA-Polymerase.

pGEM-T easy Ligation

In ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl wurden 10 pl 2 x Ligationspuffer, 1 ul pPGEM-T Easy, 4 ul
pA-Tailingansatz, 4 pl destilliertes Wasser und 1 pl T4-Ligase pipettiert und bei 4 °C iiber
Nacht in den Kiihlschrank gestellt.

Transformation in XL-1-Blue Bakterien

100 ul kompetente XL-1-Blue Bakterien wurden 30 Minuten lang auf Eis aufgetaut. Den
Bakterien wurden dann 20 pl des pGEM-T easy-Ligationsansatzes hinzugefiigt und sie
wurden erneut fiir 30 Minuten auf Eis gestellt. Anschlieend wurde eine Erhitzung bei
42 °C fiir eine Minute durchgefiihrt, die Bakterien danach sofort fiir eine Minute auf Eis
gestellt und 900 pl kaltes LB-Medium hinzugefiigt.
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Das Gemisch wurde fiir eine Stunde bei 37 °C und 800 rpm geschiittelt. Nachdem das
Gemisch geschiittelt wurde, wurden 100 pl von diesem in 500 pul LB-Medium gegeben
und auf einer Ampicillin-Agarplatte verteilt. Auf eine weitere Platte wurden 600 ul des
Gemisches ohne zusitzliches Medium gegeben. Beide Platten wurden 30 Minuten zum

Trocknen gestellt und iiber Nacht bei 37 °C in den Inkubator gegeben.

Bakterien-Klon-Expansion

Es wurden sechs Klone gepickt und in unterschiedliche Falcon-Reagenzgefafle mit 6 ml
LB-Medium und 6 pl Ampicillin gegeben. Die Klone konnten dann {iber Nacht im

Schiittelinkubator wachsen.

Not 1-Testverdau

Nachdem eine weitere Plasmidpriparation durchgefiihrt wurde, bei der jedoch die DNA
am Ende in 100 pl destilliertem Wasser eluiert wurde, wurde die DNA-Konzentration mit

dem NanoDrop gemessen.

Nach der Messung konnte ein Not-Testverdau mit Not-FD erfolgen. Dafiir wurden 17 pl
Plasmid-DNA, 1 pl Notl-FD und 2 pl FD-Puffer griin verwendet und eine Stunde bei
37 °C inkubiert.

Die Proben wurden auf ein Agarose-Gel aufgetragen.

Sequenzierung

Da die Bande von Klon 5 gut im Agarose-Gel sichtbar war und dort am meisten DNA
vorhanden war, wurde dieser Klon fiir die Sequenzierung genommen.

Fiir die Sequenzierung wurden 1,2 pg Plasmid-DNA, 3 pl des jeweiligen Primers (1:10
verdiinnt, siche Tabelle 7, Seite 32) in ein 1,5ml-Reaktionsgefd3 pipettiert und auf 15 pl
mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Dies wurde fiir jeden Primer durchgefiihrt.

Die Sequenzierproben wurden fiir die Sequenzierung in das Labor der Firma Seqlab

Microsynth geschickt.
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Bei der Sequenzierung mit sechs Primern stimmte die Abfolge der Basen innerhalb der
DNA des ausgewihlten Klons mit der in der Literatur bereits bekannten Basenabfolge der
TTLL4-DNA {iberein. Somit wurde sichergestellt, dass die fehlerfreie TTLL4-DNA in

Klon 5 vorhanden war.

Priparativer Verdau

Der préparative Verdau wurde zur Aufreinigung der DNA durchgefiihrt. 2 pg Plasmid-
DNA, 1 pl Restriktionsenzym Notl, 1 pul Restriktionsenzym Asel und 2 pl NEB 3,1-
Puffer wurden zusammen pipettiert und auf 20 pl mit destilliertem Wasser aufgefiillt.
AnschlieBen wurde das Gemisch bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde durch Notl aus
dem Vektor rausgeschnitten. Der Vektor wurde durch Asel zerschnitten, um im Gel nicht
mit 3,0 Kilobasen auf Hohe der DNA zu liegen.

Am nichsten Tag wurde ein 0,8 %iges Agarosegel mit groBen Taschen hergestellt und mit
20 pl von dem Verdau vom Vortag und 4 ul 6 x LD beladen. Zusétzlich wurden 10 pl

Hyperladder als GroBenstandard in eine weitere Geltasche pipettiert.

Gelextraktion / Gel-clean up

Die TTLL4-DNA mit 3600 Kilobasen wurde in dem Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht
und dort mit einem Skalpell extrahiert.

Um die DNA aus dem Gel zu entnehmen, wurde ein Gel-clean up nach dem Protokoll des
Macherey-Nagel Kit ,,Nucleospin Gel and PCR clean-up, Gel extraction* durchgefiihrt.
Die Elution erfolgte mit 20 ul Elutionspuffer.

Klonierung in den Zielvektor

Zur Klonierung der DNA in den Zielvektor LeGO-iC2-Puro+, wurde ein bereits
geschnittener und mit CIP (Calf-Intestine-Phosphatase) behandelter Zielvektor
freundlicherweise von Saskia Griib zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Ligation der DNA mit dem Zielvektor LeGO-1C2-Puro+ wurden 1 ul Vektor, 7 pul
Insert, 1 ul 10 x Ligationspuffer T4 und 1 pl T4 Ligase zusammenpipettiert und iiber
Nacht bei 16 °C inkubiert.
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Transformation in XL-1-Blue-Bakterien

Bei der anschlieBenden Transformation des Zielvektors mit der TTLL4-DNA in XL-1-
Blue-Bakterien, wurden die gleichen Schritte wie bei der bereits weiter oben
beschriebenen Transformation in XL-1-Blue-Bakterien durchgefiihrt, mit dem
Unterschied, dass nun einmal 100 pl und einmal 900 pl ausplattiert wurden.

Die Transformation in XL-1-Blue hat dazu gedient, die DNA zu vervielfaltigen.

Sequenzierung

Eine weitere Sequenzierung zur Uberpriifung der des richtigen Einbaus der DNA in den
Zielvektor wurde durchgefiihrt. Die Durchfithrung entsprach der bereits weiter oben
beschrieben Sequenzierung. Hier wurde sichtbar, dass die DNA korrekt in den Zielvektor

eingebaut wurde.

Plasmidpriparation - Midi-Prep

Nach einer weiteren Vervielfiltigung der DNA in XL-1-Blue-Bakterien, konnte eine
Plasmid-Aufreinigung durchgefiihrt werden, um die vorhandene DNA mit dem
Zielvektor aus den Bakterien zu extrahieren.

Hierzu wurde das Gemisch mit den Bakterien 10 Minuten lang bei 5000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde mit dem Resuspensions-
Puffer RES-EF und der RNase A resuspendiert und vermischt. Es wurden anschlieend
8 ml Lysepuffer LYS-EF hinzugefiigt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
der Inkubation konnten 8 ml Neutralisationspuffer NEU-EF hinzugefiigt und eine weitere
Inkubation auf Eis fiir 5 Minuten durchgefiihrt werden. Die Suspension wurde darauthin
in eine vorher angefeuchtete NucleoBond xtra-Filtersdule gegeben, die gefilterte

Suspension wurde verworfen.
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Der Filter wurde zunéchst mit 5 ml eines Filter-Waschpuffers FIL-EF, dann mit 35 ml
ENDO-EF-Puffer und zum Schluss mit 15 ml Wasch-EF-Puffer gewaschen. Darauthin
wurde der Filter in ein sauberes Falcon-Rohrchen gestellt und 5 ml Elution
ELU-EF Puffer in den Filter gegeben. Der Filter konnte nun verworfen und dem
Durchfluss wurden 3,5 ml Isopropanol hinzugefiigt werden. Das Gemisch wurde
30 Minuten bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand sorgsam verworfen.
Auf die so gewonnene DNA wurden 2 ml 70 %iges Ethanol gegeben. Nach einer weiteren
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1500 x g, konnte die DNA in 500 ml TE-EF-Puffer

geldst und anschlieend gemessen werden.

Komplettsequenzierung der TTLL4-DNA

Es wurde eine letzte Komplettsequenzierung der gewonnen Plasmid-DNA zur
Uberpriifung der Richtigkeit der Basenabfolge mit den bereits vorher verwendeten sechs
Primern mit dem Ergebnis der korrekten Basenabfolge der TTLL4-DNA durchgefiihrt.
Die gewonnene DNA konnte nun zur Transfektion der MDA-MB-231-Zellen verwendet
werden (siche Anhang, Abbildung 17).

Kultur von Mammakarzinomzellen

Zellkultur

Die gesamten Versuche wurden mit MDA-MB-231-Zellen durchgefiihrt, welche alle drei
bis vier Tage gesplittet und mit DEMEM Medium mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep
versorgt wurden. Die MDA-MB-231-Zellen mit einer TTLL4-Uberexpression werden als
TTLL4*™ bezeichnet, die MDA-MB-231-Zellen mit dem LeGO-Vektor und ohne
TTLL4-Uberexpression sind die Kontrollzellen.

lentivirale Transduktion

Um die TTLL4-DNA in MDA-MB-231-Zellen zu transferieren, mussten zunichst
HEK-293-T-Zellen transfiziert werden. 10 pg LeGo-1C2-Puro+ mit TTLL4-DNA, 10 ug
Gag-Pol-Verpackungsplasmid, 5 pg pRSVrev-Verpackungsplasmid und 2 pg VSV-G-
Vektor wurden mit 750 ul OptiMEM-Medium vermischt.
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Gleichzeitig wurden 40 pl Lipofectamine mit 750 ul OptiMEM-Medium vermischt.
Beide Mischungen wurden 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, in ein
Reagenzgefal} pipettiert und erneut fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die HEK-293-T-Zellen wurden mit PBS gewaschen. 5 ml Medium und eine Mischung
aus Plasmid-DNA und Lipofectamine wurden den Zellen hinzugefiigt und iiber Nacht
inkubiert. Hierdurch begann die Produktion des Viruses mit LeGo-iC2-Puro+ und der
TTLL4-DNA.

Am nichsten Tag wurde den Zellen 10 ml Medium hinzugefiigt.

5 x 10° MDA-MB-231-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesit, welche innerhalb von

8 Stunden adhérieren sollten.

Die Transduktion der MDA-MB-231-Zellen wurde 24 Stunden, 48 Stunden und
72 Stunden nach der Transfektion der HEK-293-T-Zellen durchgefiihrt. Dafiir wurden
10ml von dem Virusiiberstand der HEK-293-T Zecllen mit einem sterilen

0,45 um-Poren-Filter gefiltert. 8 ml des Uberstands wurden aliquotiert und eingefroren,

2 ml wurden auf die MDA-MB-231-Zellen pipettiert.

Nach den 72 Stunden der Transduktion konnte das Medium von den Zellen abgenommen
werden. Eine Spiilung der Zellen mit 2 ml PBS wurde durchgefiihrt. Im Anschluss wurden
die Zellen mit 0,7 ml Trypsin abgeldst und mit 2 ml puromycinhaltigem Medium gespiilt.
Bei der Uberfiihrung der Zellen in eine T75-Kulturflasche wurden weitere 8 ml
puromycinhaltiges Vollmedium hinzugefiigt und die Kulturflasche in den Inkubator
gestellt.

Das puromycinhaltige Vollmedium bestand aus 500 ml DNEM, 50 ml FCS (10 %),
5,5 ml Ampicillin und Puromycin (2 pg/ml).

Lagerung von Mammakarzinomzellen in fliissigem Stickstoff

Zur Aufbewahrung der Zellen konnten ab sofort geringe Mengen der Zellen eingefroren
werden. Einen Tag vor diesem Prozess wurden dazu Zellen in einer Petrischale ausgesit.
Am nichsten Tag konnten diese mit PBS gewaschen, mit Trypsin gelost und in Medium
resuspendiert werden. Die Zellen in dem Medium wurden dann fiir 5 Minuten bei
1200 rpm zentrifugiert und in 1-2 ml Cryosafe geldst, nachdem der Uberstand verworfen

wurde. Die Zellen konnten so in einem Cryordhrchen bei — 80 °C eingefroren werden.
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Entnahme von Mammakarzinomzellen aus fliissigem Stickstoff

Um die Zellen wieder aufzutauen, wurde ein Cryordhrchen mit den aus dem
Stickstofftank entnommenen Zellen in ein Wasserbad bei 37 °C gestellt. Die Zellen
konnten dann mit 12 ml Vollmedium in eine Kulturflasche iiberfiihrt und in den Inkubator

gegeben werden.

Vervielfaltigung von Mammakarzinomzellen

Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage aufgeteilt, um eine zu hohe Anzahl der Zellen
in der Kulturflasche zu vermeiden. Dazu wurde das alte Medium aus der Kulturflasche
verworfen und die Zellen mit 10 — 12 ml PBS gespiilt, wodurch Trypsin-Inhibitoren
entfernt wurden. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin auf die Zellen gegeben und diese
4 Minuten im Inkubator bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation 16ste sich der Zellrasen
leicht ab, so dass die Zellen durch leichtes Klopfen auf die Kulturflasche von den Wanden
der Flasche entfernt werden konnten. Unter dem Mikroskop waren nun abgerundete und
freischwimmende Zellen zu erkennen. Um die Zellen zu splitten, konnten 8 ml frisches
Medium zu den bereits in der Zellflasche vorhandenen 2 ml Trypsin hinzugefiigt werden,
5 ml der Zellsuspension abgenommen und verworfen werden und anschlieen wieder 10

ml frisches Medium hinzugefiigt werden.

CASY-Zellzdhlung

Die Zellen wurden mit dem ,,CASY Cell Counter & Analyzer* gezihlt.

Um die Zellen zu zdhlen, wurden pro Zellart zwei Behilter mit jeweils 10 ml CASY'ton,
einem isotonischen Messpuffer, verwendet. Es wurde immer doppelt gezihlt, um die
Genauigkeit der Zidhlung zu garantieren. In die 10 ml Messpuffer, wurden 50 pl der
Zellsuspension gegeben und vorsichtig durch flinfmaliges Invertieren der verschlossenen
Behilter durchmischt. Die Losung wurde anschlieBend von dem CASY Cell Counter &
Analyzer per Sonde aufgenommen und die Zellen wurden gezihlt. Pro Zellart bekam man
zwei Ergebnisse, hier mussten nun der Mittelwert gebildet und die Zellzahl pro Milliliter

ausgerechnet werden.
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Proteinlysatpripatation aus Mammakarzinomzellen

Zur Herstellung eines Proteinlysats wurden der Zellkulturflasche trypsinierten Zellen
entnommen und 3 Minuten bei 1200 rpm und 4 °C zentifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde mit 2,5 ml PBS gespiilt und erneut bei gleicher Geschwindigkeit
zentrifugiert. Je nach Pelletgroe wurden die Zellen dann in 100 — 400 ul MPER gelost
und in ein Falconrohrchen gegeben, welches bei — 80 °C fiir 5 Minuten eingefroren und
anschlieBend 20 Minuten auf Eis aufgetaut wurde. Nach erneutem zentrifugieren fiir
15 Minuten, bei 13000 rcf und 4 °C entstand das Proteinlysat, welches nun abgenommen

und in ein neues Falconréhrchen gefiillt werden konnte.

Proteinbestimmung mittels Bradford Assay

Zwei Reihen eines Wells wurden nach Schema (siehe Anhang, Tabelle 11) mit Wasser
und BSA befiillt. Zwei Wells wurden mit 50 ul des hergestellten, zuvor in destilliertem
Wasser 1:200 verdiinnten Lysats befiillt. Allen Wells wurden dann 200 pl Biorad-Reagenz
hinzugefiigt, welche zuvor im Verhiltnis 1:5 in Wasser verdiinnt wurde. Nach
fiinfmintitiger Inkubation bei Raumtemperatur, konnte die Proteinbestimmung mittels
Messung im Photometer erfolgen. Zur Verwendung des Lysats musste dieses mit Wasser

und 4 x Probenpuffer aufgekocht werden.

SDS-PAGE

Zum Proteinnachweis wurde ein SDS-PAGE-Gel, welches aus einem Trenn- und einem
Sammelgel besteht, benotigt. Zur Herstellung des Gels wurden eine Glas- und eine
Aluminiumplatte mit Alkohol gereinigt und in einen Gel-Halter eingespannt. Ein
Abstandhalter mit einem Durchmesser von 1,5 mm trennte die beiden Platten
voneinander. Es war darauf zu achten, dass ein glatter Rand entstand und keine der beiden
Platten tberstand. Mit Schrauben wurden die Platten sicher befestigt und in eine
Gummilippe geschoben, die das Auslaufen des Gels verhinderte. Fiir das Trenngel
wurden die Substanzen Acrylamid, Trenngelpuffer, destilliertes Wasser,
Ammoniumpersulfat und Temed verwendet.

Fiir ein 10 %iges SDS-Gel wurden 4,0 ml Acrylamid, 5,0 ml destilliertes Wasser und
3,0 ml Trenngelpuffer vermischt und auf zwei Falconr6hrchen aufgeteilt. Pro Milliliter

wurden anschlieen 10 pl Ammoniumpersulfat hinzugefiigt.
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Nach dem darauffolgenden Hinzufiigen von insgesamt 5 pl Temed wurde das Gemisch
zligig in die zuvor vorbereiteten Platten gegossen. Hierbei wurde das Gel mit einer
1000 pl-Pipette langsam am Rand der Platten eingegossen. Zur Entfernung aller Blasen
wurden 1000 ul Isopropanol auf das Gel gegeben. Nach 45 Minuten war das Gel
auspolymerisiert und das Isopropanol konnte abgegossen werden. Nun wurden jeweils
4 ml Sammelgel mit 10 pl Ammoniumpersulfat pro Milliliter und 5 pl Temed vermischt
und ebenfalls zwischen die Platten auf das schon vorhandene Trenngel gegossen. Ein
15er-Kamm wurde in das obere Sammelgel gesteckt. Nach 30 Minuten war das
Sammelgel ebenfalls auspolymerisiert und das SDS-PAGE-Gel somit fiir die Verwendung
fertiggestellt.

Das SDS-PAGE-Gel wurde nach Entfernung des Kamms in eine Elektrophorese-
Apparatur eingespannt. Es war moglich immer zwei Gele in eine Apparatur
einzuspannen. In die Elektrophorese-Apparatur wurde dann ein SDS-Laufpuffer
gegossen. In die durch den Kamm entstandenen Taschen wurden die Proteinlysate, die
zuvor mit dem 4x  Probenpuffer aufgekocht wurden, mit langen
Gelloader-Pipettenspitzen pipettiert. Zusétzlich wurden 10 pul Spectralmulticolor
BR-Marker als GroBenstandard in eine weitere Geltasche pipettiert. Die
Elektrophorese-Apparatur wurde verschlossen und eine Spannung von 80 V angelegt.

Nach 30 Minuten wurde die Spannung auf 130 V erh6ht und nach einer Stunde abgestellt.

Western Blot

Ein Western Blot beinhaltet die Ubertragung der Proteine auf eine Membran, die Bindung
von spezifischen Antikorpern an die Proteine und das Sichtbarmachen der Proteine im

Imager.

Zur Ubertragung der Proteine auf eine Membran wurde der Laufpuffer verworfen und die
Platte mit dem SDS-PAGE-Gel aus der Elektrophorese-Apparatur genommen. Die Glas-
und die Aluplatte wurden mit einem Spatel vorsichtig voneinander getrennt, so dass das
Gel frei lag. Das Gel wurde auf eine Nitrozellulosemembran gelegt, wobei darauf
geachtet wurde, dass keine Luftblasen entstanden. Unter der Membran und auf dem Gel
wurden Filterpapiere und Schwidmme platziert und alles zusammen in eine

Transferkassette gelegt, welche durch einen Blotpuffer feucht gehalten wurde.
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AnschlieBend kam die Transferkassette mit dem einem Transferpuffer und einem
Riihrfisch in eine geschlossene Transferkammer. Eine Spannung von 30 V wurde angelegt
und der Aufbau fiir 3 Stunden so belassen. Wihrend dieser Zeit wurde der Puffer durch
den Riihrfisch dauerhaft durchmischt. Durch das elektrische Feld wurden die Proteine aus

dem Gel auf die Membran tibertragen.

Als néchster Schritt wurden die freien Bindungsstellen der Proteine auf der Membran mit
7 ml einer Blocking-Losung iiber Nacht blockiert. AnschlieBend konnte der erste
Antikorper GT335-Polyglutamylase 1:4000 mit Bohringer Blockingldsung verdiinnt und
2 Stunden bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben werden. Der Antikorper wurde
abgenommen und eine dreimalige und zehnminiitige Waschung mit 5 ml TBS-T-Puffer
erfolgte. Nach der letzten Waschung wurden 5 ml TBS-T-Puffer und 1 pl des zweiten
Maus-Antikorpers, 1:8000 verdiinnt, fiir 60 Minuten auf die Membran gegeben. Eine
erneute Waschung mit TSB-T-Puffer wie schon im Text beschrieben, erfolgte. Nach der
letzten Waschung wurde die Membran mit 5 ml TSB-T-Puffer benetzt.

Eine weitere Membran wurde zur Kontrolle 30 Minuten mit 2,5 % Milchpulver in
TBS-T-Puffer geblockt und mit dem im Verhiltnis 1:1000 in 2,5 % Milchpulver in
TBS-T-Puffer verdiinnten Antikorper Anti-B-Tubulin iiber Nacht im Kiihlschrank
inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte eine schon oben beschrieben Waschung mit
TBS-T-Puffer. Ein zweiter Maus-Antikdrper wurde im Verhéltnis 1:5000 in TBS-T-Puffer
verdiinnt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben. Nach einer
weiteren Waschung konnten die Proteine mit Hilfe des Imagers sichtbar gemacht und

quantifiziert werden.

Die Membran mit den Proteinen wurde zwischen zwei Folien gelegt. Eine
Entwicklerlosung, bestehend aus 350 pl Luminol-Losung und 350 pl Peroxid-Losung,
wurde auf die Membran gegeben und fiir 5 Minuten belassen. Es war darauf zu achten,
dass zwischen den Folien keine Luftblasen vorhanden waren. Zur besseren Verteilung der
Losung, wurde die obere Folie fiinfmal angehoben. Nach den 5 Minuten wurde die
Membran mit den Folien und der Entwicklerlosung mittig im Imager platziert und das
Programm gestartet. Die Belichtungszeit im Imager konnte individuell ausgewéhlt und
gesteigert werden. Nach der Belichtungszeit wurden die Proteine sichtbar und konnten

auf dem Computer gespeichert werden.
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Mittels ImageJ-Software erfolgte die Auswertung. Die Bandenintensitit wurde als

prozentuale Intensitét auf eine Kontrollprobe normiert.

RNA-Extraktion

In ein 1,5 ml Rohrchen wurden 1 x 10° Zellen pipettiert und zentrifugiert. Das entstandene

Zellpellet wurden zur RNA-Extraktion verwendet.

350 pul RA1 Lysepuffer und 3,5 pl B-mercaptoethanol aus dem Macherey-Nagel-Kit
wurden zu dem Zellpellet gegeben und mit dem Vortex vermischt. Die Losung wurde auf
einen Filter gegeben und 1 Minute bei 11000 x g zentrifugiert. Zu dem Durchfluss wurden
350 pul 70 %iges Ethanol pipettiert und durchmischt. Die Losung wurde in die blaue Sdule
aus dem Macherey-Nagel-Kit gegeben. 350 ul MDB (Membran desalting buffer) wurden
hinzugefiigt und es erfolgte eine Zentrifugierung fir 1 Minute bei 11000 x g.
AnschlieBend wurde ein DNase-Mix, bestehend aus 10 pl DNase und 90 pl
Reaktionspuffer, hergestellt, 95 ul davon auf die Sédule gegeben und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem DNA-Verdau erfolgte das Waschen der Séule
mit 200 ul RAW?2 Puffer. Die Sdule wurde 30 Sekunden bei 11000 x g zetrifugiert. 600 pul
RA3 Puffer wurden auf die Membran gegeben und wie im vorherigen Schritt
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit 250 ul RA3 Puffer und einer zweiminiitigen
Zentrifugierung wiederholt. Die gewaschene Sdule wurde in ein sauberes Reaktionsgefal3
gestellt und die Elution mit 40 ul RNase-freiem Wasser erfolgte. Es wurde ein letztes Mal
bei 11000 x g fiir 1 Minute zentrifugiert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA
erfolgte am Thermo Scientific™ NanoDrop™ Spektralphotometer. Die RNA-
Konzentration betrug 311,8 ng/ul.

Reverse Transkription

12 —20 ul RNA und 1 pl Primer/Oligo dT wurden in ein Gefdl pipettiert, mit Wasser auf
18,5 ul aufgefiillt und 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Hinzu kamen danach 6 pl 5 x
Puffer, zuvor auf 40 °C erwiarmt, 2 pul DTT, zuvor auf 40 °C erwérmt, 1,5 pl dNTPs und
2 pl Superscript. Die Inkubation erfolgte fiir I Stunde bei 42 °C.
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RT-PCR

Von der entstandenen c¢cDNA der MDA-MB-231-Zellen wurden 2 pul in eine
Reaktionsgefd3 pipettiert und folgende Substanzen aus dem Macherey-Nagel-Kit
hinzugefiigt:

1,5 pul Reverse-Primer GAPDH, 1,5 ul Forward-Primer GAPDH, 5 ul 10 x Puffer, 10 pul
Puffer Q, 1 ul dNTPs, 0,5 ul Tag-Polymerase, 30,5 ul destilliertes Wasser.

Die PCR erfolgte mit folgendem Programm:
1. 1 Minute bei 95 °C
30 Sekunden bei 95 °C
30 Sekunden bei 65 °C
15 Sekunden bei 72 °C
29-fache Wiederholung der Schritte 2 — 4
5 Minuten bei 72 °C

A o

Anhalten des Programms bei 4 °C

Ein 2 %iges Agarose-Gel wurde verwendet. 40 ul der Probe, 10 pl 6 x DNA-Leiter und
10 ul Hyperladder als GroBenstandard wurden in die Geltaschen gegeben und eine

Spannung von 100 Volt wurde fiir 30 Minuten angelegt.

qPCR

Zur Durchfiihrung der qPCR wurde die hergestellte cDNA benétigt. Zunidchst wurde ein
Mastermix fiir eine Probe mit 11 ul Wasser, 2 ul Magnesiumchlorid, 2 ul von dem
jeweiligen Forward- und Reverse-Primer und 2 pul der 1 a/b Losung aus dem
Taq Roche-Kit hergestellt. Es wurde ein Mastermix mit dem Primer 3089 und einer mit
dem Primer fiir GAPDH benétigt Der Mastermix wurde mit der Gesamtzahl der Proben
multipliziert und die Mengen der benétigten Substrate angepasst. Die verwendete cDNA
entstammte aus den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"" und den MDA-MB-231-Zellen
mit dem LeGO-Vektor, den sogenannte Kontrollzellen. Es waren somit unterschiedliche
cDNA-Proben vorhanden. Pro 1 ul cDNA wurden 19 pl des Mastermix bendtigt und
dreifach aufgetragen. Die Proben wurden in Kapillaren pipettiert. Die Kapillaren wurden

mit Hilfe von Adaptern in einer Zentrifuge platziert und zentrifugiert.
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Anschliefend wurden alle Kapillaren in dem LightCycler platziert und folgendes

Programm gestartet:

1. 30 Sekunden bei 94 °C

30 Sekunden bei 94 °C

30 Sekunden bei 61 °C

30 Sekunden bei 71 °C

Schritt 2 — 4 wiederholen, 40 Zyklen waren notig
3 Minuten bei 72 °C

o

Das Programm bei 4 °C beenden

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte am Computer.

Transwell

In ein durchldssiges Transwellsystem, welches aus einer 24-Well-Platte mit Boyden-
Kammer bestand, wurden 100 pl Zellsuspension mit 3 x 10* Zellen pipettiert. Die 100 ul
wurden in der Boyden-Kammer platziert und unter jede Boyden-Kammer wurden 600 pl
zellfreies Medium pipettiert. Zur Kontrolle wurden ebenfalls Zellen in Wells ohne
Boyden-Kammer ausgesit. Hier wurden 100 pl Zellsuspension mit 3 x 10* Zellen in
500 pul Medium gegeben. Die 24-Well-Platte mit den Zellen wurde 16 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte die Fixierung der Zellen auf der Unterseite der
Membran der Boyden-Kammern. Zundchst wurden die Boyden-Kammern mit einer
Pinzette aus den Wells entfernt und dreimal mit 400 ml PBS gewaschen. Von der
Oberseite der Membran wurden verbliebene Zellen mit einem feuchten Wattestdbchen
entfernt. Die Boyden-Kammern wurden noch einmal dreifach mit PBS gewaschen und
anschlieBend fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in ein Well mit 600 pl Paraformaldehyd
gestellt. Nach der Inkubation wurden die Kammern dreimal in ein Becherglas mit PBS
getaucht und invertiert auf ein Papiertuch gelegt, damit das komplette PBS abtropfen
konnte. Die Rédnder der Membranen wurden vorsichtig mit einem Skalpell eingeschnitten,
so dass diese entfernt und auf einen Objekttriger gelegt werden konnten, wobei die
Oberseite der Membranen luftblasenfrei auf dem Objekttriger zu liegen kommen
mussten. Zur Farbung der Zellkerne wurde 1 Tropfen DAPI-Losung (Vektorshild 4-1200)

auf die Membranen gegeben und mit einem Deckgldschen beschichtet.
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Uber Nacht konnten die Membranen trocknen und anschlieBend unter dem Keyence
Mikroskop ausgewertet werden. Eine Zellzéhlung und Beurteilung der Lokalisation der
Zellen und der Durchwanderung der Membran erfolgte. Die Zellen, die sich in den Wells
ohne Boyden-Kammer befanden, wurden mit 400 ul PBS gewaschen, mit 50 pl Trypsin
abgelost, mit 400 pl Medium suspendiert und mit dem CASY Cell Counter & Analyzer

gezahlt. Sie dienten der Normalisierung.

Sphiéroide

Zur Bildung von Sphiroiden wurde 1,5 %iges Agar noble autoklaviert und 100 pl steril
in eine 96—Well-Platte pipettiert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen
entstehen. Zusitzlich wurden in jedes Well 50 pl Medium pipettiert und iiber Nacht
inkubiert. Nach der Inkubation wurde das gesamte Medium abgenommen und in jedes
Well 200 ul Medium mit jeweils 5 x 10 Zellen pipettiert. Die Wellplatte wurde nun fiir
5 Tage in den Inkubator gestellt. Nach 5 Tagen konnten die eventuell gebildeten
Sphiroide unterm Mikroskop beurteilt werden.

F-Aktin-Farbung durch Alexa-fluor488-gekoppeltem Phalloidin

Die Phalloidin-Féarbung wurde zur Analyse von F-Aktin durchgefiihrt. Zundchst wurden
1,5 x 10* Zellen in ein Chamber-Slide ausgesit. Fiir jeden Zellklon wurden zwei
Kammern verwendet. Das Chamber Slide wurde fiir 24 Stunden bei 37 °C in den
Brutschrank gestellt. Am nichsten Tag sollten die Zellen zu 50 % konfluent sein.

Das Medium wurde abgenommen und die Zellen wurden dreimal mit 200 ul PBS
gewaschen. 250 ul 4 % PFA wurden fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur auf die Zellen
gegeben und anschlieBen dreimal mit PBS gewaschen. 250 pl 0,3 % Triton-X-100/PBS
wurden fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben, anschlielend erfolgte
erneut eine dreimalige Waschung mit PBS. Fiir die Phalloidinfarbung wurden 250 pl
Phalloidin-iFluor488 griin im Verhiltnis 1:2000 auf die Zellen pipettiert und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden anschlieen dreimal mit PBS gespiilt
und die Zellkerne wurden mit 200 pul DAPI im Verhéltnis 1:2000 in PBS fiir 10 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden ein letztes Mal mit PBS gewaschen, beschichtet

und mikroskopiert.
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VASP-Fiarbung durch Immunofluoreszenz

1,5 x 10* Zellen wurden wie im vorherigen Absatz beschrieben in ein Chamber-Slide
ausgesat.

Das Medium wurde abgenommen und die Zellen wurden mit 200 pl zuvor erwérmten
PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann 15 Minuten lang bei 37 °C mit erwidrmten
4 %igem PFA im Medium und 10 %igem FCS fixiert. Mit erwirmten
0,1 % Triton x-100/PBS wurden die Zellen permeabel gemacht. Die Inkubation erfolgte
dreimal fiir 5 Minuten. Eine dreimalige Spiilung der Zellen mit erwérmten PBS erfolgte.
Ein erster Antikorper Anti-VASP wurde tiber Nacht in PBS mit 4 % FCS bei 4 °C auf die
Zellen gegeben. Am Folgetag erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem zweiten
fluoreszierenden Antikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG IF im Verhéiltnis
1:2000, nachdem die Zellen dreimal fiir 10 Minuten mit PBS gewaschen wurden. Der
zweite Antikorper wurde im Verhiltnis 1:2000 in PBS mit 4 % FCS verdiinnt und
1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des
Antikorpers wurden die Zellen abgedeckt. Eine zuséatzliche Farbung des Kerns mit DAPI
konnte ebenfalls erfolgen. Hierfiir wurde DAPI 1:2000 in PBS verdiinnt und fiir
4 Minuten auf die Zellen gegeben. Nach der Farbung wurden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen, mit PBS bedeckt und lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert. Die Auswertung

erfolgte mit dem Keyence Life Imager.

Scratch Assay

Es wurde eine 96-Well-Platte verwendet und die gesamte Zeit unter einem Abzug
gearbeitet. In 6 ml Medium wurden 2 x 10° Zellen pipettiert und mit einer
Mehrkanalpipette 100 pul pro Well ausgesit. Fiir jeden Zellklon wurden je vier Reihen
verwendet. Die Platte wurde {iber Nacht in den Inkubator gestellt, damit die Zellen an die
Platte adhérieren konnten.

Der Wound Maker wurde am nachsten Tag unter dem Abzug in Wasser und 70 % Ethanol
gereinigt. Mit dem Wound Maker wurde dann ein Kratzer in den Zellrasen der Zellen, der
vorher eher Liickenlos war, gemacht. Unter dem Mikroskop war der Kratzer gut als
zellfreie Fliche erkennbar. Das Medium der Zellen wurde gewechselt und die Zellen
zwischendurch mit PBS gewaschen. Die Platte wurde fiir zwei Tage in das
IncueCyte-Analysesystem gestellt. Am Computer konnten die passenden Einstellungen

vorgenommen und Messungen durchgefiihrt werden.
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Adhisionsassay

Fiir den Adhidsionsassay wurden 96-Well-Platten verwendet. Zundchst wurden die
Proteine Kollagen IV und Fibronektin auf Eis aufgetaut. Kollagen I befand sich im
Kiihlschrank. AnschlieBend wurden die Proteine mit destilliertem Wasser auf folgende
Konzentrationen gebracht:

KollagenI 0,02 pg/ul

Kollagen IV 0,02 pg/ul

Fibronektin 0,2 pg/ul

Die Platte wurde mit 50 pl Proteinlosung pro Well beschichtet. Jede Proteinlosung wurde
viermal pro Zellart aufgetragen. Die Platte wurde daraufhin eine Stunde lang bei 37 °C
in Trockenschrank angetrocknet und {iber Nacht unter dem Abzug komplett getrocknet,

wobei der Abzug eingeschaltet und geschlossen war.

Am néchsten Tag wurde die Platte zweimal mit 100 ul PBS und einem lonenmix, der aus
Calciumchlorid, Magnesiumchlorid, Manganchlorid und destilliertem Wasser bestand,

gewaschen.

Die Zellen wurden mit Hilfe der Neubauer Zdéhlkammer gezdhlt und eine Menge von
100000 Zellen/100 pl wurde abgenommen und bei 1200 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Das Pellet wurde in serumfreiem Medium und einem lonenmix resuspendiert.

In jedes Well wurden 100 pl Zellsuspension pipettiert und 1,5 Stunde bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde die Platte dreimal mit PBS und dem Ionenmix (100 pul
pro Well) gewaschen. 50 pl 4 % Paraformaldehyd wurden in jedes Well gegeben und
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch die Zellen fixiert wurden. Das
Paraformaldehyd konnte dann einfach abgeklopft werden und 50 ul 0,1 % Kristallviolett
wurden fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in jedes Well gegeben und anschlieBend
abgeklopft. Die Zellen waren nun gefdrbt und konnten zweimal mit

100 pl destilliertem Wasser gewaschen werden. Das Wasser wurde ebenfalls abgeklopft
und die Zellen wurden mit je 100 pl/ Well 5 % Triton X-100 behandelt.

Die Messung wurde bei 540 nm nach 60 Sekunden Schiitteln durchgefiihrt.
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Adhisionsassay auf Endothelzellen

Dieser  Versuch wurde mit  Blut-Hirn-Schranken-hCMEC/D3-Endothelzellen
durchgefiihrt. Die Endothelzellen, die sich in einer T75-Kulturflasche befanden, wurden
mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin abgelost. In die Kulturflasche wurden 4 ml
Medium gegeben und das Gemisch in ein Falcon-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die
Zellen wurden 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, das alte Medium wurde verworfen
und das entstandene Zellpellet wurde mit 2 ml frischem Medium suspendiert. Eine
Zellzahlung mit der Neubauer Zihlkammer erfolgte. In ein 1,5 ml-Reaktionsgefdal3
wurden 460000 Zellen pipettiert, was 350 ul entsprachen. Die Zellsuspension wurde
5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, das Medium erneut verworfen und das Zellpellet
mit 2 ml Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 96-Well-Platte
pipettiert. Pro Well wurden 100 pl Zellsuspension verwendet. Es wurden 18 Wells befiillt.
Die Platte wurde liber Nacht bei 37 °C in den Inkubator gestellt.

Die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P™* und die Kontrollzellen wurden in
T25-Kulturflaschen ausgesit und iiber Nacht bei 37 °C im Inkubator belassen.

Am ndchsten Tag wurden 50 pl Cell Tracker Green CMFA mit
5-Chloromethylfluoresceindiacetat in 10 pl DMSO gel6st und 2 pl dieser Losung in 10 ml
serumfreies Medium pipettiert. Das alte Medium der MDA-MB-231-Zellen wurde
verworfen und 5 ml frisches Medium mit der vorher angemischten Cell Tracker-Losung
wurden in die Kulturflasche gegeben. Die Zellen wurden fiir 45 Minuten bei 37 °C in den
Inkubator gestellt. Anschlieend konnte das Medium mit dem Cell Tracker abgenommen
werden und frisches Medium ohne Cell Tracker auf die MDA-MB-231-Zellen gegeben
werden. Eine weitere Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C erfolgte. Die Zellen wurden
ein letztes Mal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium bedeckt.

4 Stunden vor Versuchsbeginn mit den Endothelzellen wurde auf die Hilfte der Wells,
hier also 9 Wells, 0,01 ng/ul TNF-alpha gegeben. Das Medium der anderen Wells, ohne
TNF-alpha, wurde gegen frisches Medium ausgetauscht. Die Zellen wurden 4 Stunden
bei 37 °C inkubiert.

Eine Stunde vor Ende der Inkubationszeit der Endothelzellen wurden die
MDA-MB-231-Zellen mit PBS (+/+) gewaschen und mit Accumax abgeldst. In diesem
Versuch wurde Accumax verwendet, da es die Zellen schonender abldst als Trypsin. Die
MDA-MB-231-Zellen wurden 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde mit 2 ml Medium resuspendiert und in der Neubauer Zahlkammer gezéhlt.
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Nach der Inkubation der Endothelzellen wurde das Medium vorsichtig abgenommen. Die
MDA-MB-231-Zellen wurden in 3 ml Medium gelost und in jedes Well 100 pl
Zellsuspension mit 72795 Zellen pro Well, auf die Endothelzellen pipettiert.

Die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"" wurden in drei Wells mit Endothelzellen mit
TNF-alpha und in drei Wells mit Endothelzellen ohne TNF-alpha pipettiert. Die
MDA-MB-231-Zellen ohne TTLL4P" wurden ebenfalls in 6 Wells, drei mit und drei
ohne TNF-alpha, pipettiert. In 6 Wells mit Endothelzellen, 3 mit TNF-alpha und drei
ohne, wurden keine MDA-MB-231-Zellen pipettiert. Die Platte wurde 40 Minuten bei
37 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann dreimal mit PBS gewaschen, um ungebundene
Zellen zu entfernen. In jedes Well wurden 100 ul PBS gegeben und eine
Mehrfachmessung am Fluoreszenz-Elisa-Reader bei Exc = 485nm und Em = 535nm

erfolgte. Die Anzahl adhérierter Zellen konnte iiber die Fluoreszenz gemessen werden.

MTT Assay

In eine 96-Well Platte wurden pro Well 200 pl Zellsuspension mit 1 x 10* Zellen gegeben.
Fir den Versuch wurden MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"™  und
MDA-MB-231-Kontrollzellen verwendet. Nach 24 Stunden wurden in die ersten
16 Wells beider Zellarten 20 pl MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) Stocklosung pipettiert
und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die gesamte Fliissigkeit der ersten 16 Wells wurde
entfernt und 200 ul DMSO (Dimethylsulfoxid) wurden jedem der 16 Wells der beiden
Zellklone hinzugefiigt. Eine Inkubation von 5 Minuten bei 37 °C erfolgte. Das DMSO
wurde anschliefend gut durchmischt und die Absorption wurde in einem Fluoreszenz-
Plattenleser bei 350 nm gemessen. Nach der Messung wurde das DMSO verworfen und
die Platte wieder bei 37 °C in den Inkubator gestellt.

Nach 48 und 72 Stunden wurde dieser Vorgang wiederholt. Die Auswertung der

metabolischen Aktivitit der Zellen konnte nun erfolgen.
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Bestimmung der F-Aktin-Konzentration

Zellen die zuvor, wie weiter oben beschrieben, mit Phalloidin und DAPI gefarbt wurden,
wurden unter einem Mikroskop fotografiert und ein Overlay der Bilder der Zellen und
der Zellkerne wurde erstellt. Die nun sichtbare griine Flache der Zellen, auerhalb des
Zellkerns, wurde mit ImageJ] ausgemessen und durch die blaue Flache der Zellkerne

geteilt. So konnte die Menge des F-Aktins in den einzelnen Zellen ermittelt werden.

Vesikeltransport

Zur Analyse des Vesikeltransports erfolgte zunichst eine Biontex-vermittelte
Transfektion eines Vektors in die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P™ und die
Kontrollzellen, der fiir GFP-BDNF kodiert. Da BDNF sezerniert wird, kann deren
Transport in Vesikeln per Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden.

Die Zellen (1 x 10 wurden in ein Chamber-Slide ausgesit. 2,5 pl Biontex K2 Multiplier
wurden auf die Zellen gegeben und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
zwei Losungen vorbereitet:

Losung A: 37,5 pl Optimem, 1,2 pl K2 Transfektions-Reagenz,

Losung B: 37,5 pl Optimem, 0,429 pl GFP-BDNF-DNA.

Beide Losungen wurden vermischt, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und auf
die Zellen gegeben. Pro Slide wurden 38,31 pl verwendet. Nach 5 Stunden wurde das
Zellmedium ausgewechselt.

Die Zellen wurden mit Hilfe des Keyence-Mikroskops BZ-1000 analysiert. Es wurde ein
Zellfeld mit gut sichtbaren Vesikeln ausgewdhlt und dieses alle 5 Sekunden fiir eine
Minute fotografiert. Auf diese Weise konnte die Geschwindigkeit der Vesikel pro Sekunde

berechnet werden.
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Ergebnisse

Bevor TTLL4 in MDA-MB-231-Zellen iiberexprimiert werden konnte, musste es in einen
geeigneten Vektor kloniert werden. In dieser Arbeit wurde der sogenannte
,LeGO-Vektor verwendet, welcher eine stabile Expression des Zielgens in
eukaryotischen Zellen ermdoglicht.

In den Abbildungen werden die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P" als TTLL4 und die

Kontrollzellen ohne TTLL4- Uberexpression als control bezeichnet.

Klonierung von TTLL4

Zur Gewinnung der TTLL4-DNA erfolgte eine Lyse der Bakterien und eine
Vervielfiltigung der TTLL4-DNA mittels einer PCR. Es erfolgte ein PA-Tailing zur
Stabilisierung und eine pGEM-T Easy Ligation mit anschlieBender Transformation in
XL-1-Blue-Bakterien. Nach einem Testverdau, mit dem Ziel der Erkennung, in welchem
der Klone sich die TTLL4-DNA befand, erfolgte die Sequenzierung mit unterschiedlichen
Primern des Klons 5, in welchem die meiste TTLL4-DNA vorhanden war. Nach
Aufreinigung der DNA erfolgte die Klonierung der DNA in den Zielvektor
LeGO-iC2-Puro+ und die erneute Transformation in XL-1-Blue-Bakterien zur

Vervielfiltigung der DNA mit anschlieender Sequenzierung.
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Tabelle 9: Gemessene TTLL4- DNA-Konzentrationen

DNA-
Konzentration
Nach Nach PCR Klone Notl- Plasmid-
Plasmidprédparation  clean-up Testverdau DNA
1. Klon
4. Klon 1735,3
495,9 ng/ul 153,3 ng/ul 116,6 ng/ul 3.6 Kb ng/ul
2. Klon
5. Klon
517,5 ng/pul 117,1 ng/ul 3.6 Kb
?40%03 6 Klon
Vg 3,6 Kb
4. Klon
311,7 ng/ul
5. Klon
354,5 ng/ul
6. Klon
257,9 ng/ul

In vorhergehender Tabelle 9 ist zu erkennen, dass die jeweilige DNA-Konzentration

immer ausreichend fiir den ndchsten Schritt der Klonierung ist. Es zeigt sich in Spalte 3
und 4, in welchem der Klone die TTLL4-DNA vorhanden ist und in welchem Klon die
Konzentration der DNA am hochsten ist. In Klon 5 ist am meisten TTLL4-DNA

vorhanden.

Zur Kontrolle wurde das Gen sequenziert, die Sequenz ist im Anhang gezeigt.

Bei der Sequenzierung (sieche Anhang, Abbildung 17) ist zu erkennen, dass die TTLL4-

DNA richtig in den Zielvektor eingebaut wurde und fiir die ndchsten Schritte wie der

Transfektion und der Transduktion verwendet werden kann.
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Nachweis der TTLL4-Uberexpression mittels Western Blot und qPCR

Um zu iiberpriifen, ob es durch die Uberexpression von TTLL4 zu einer vermehrten
Bildung von glutamylierten Mikrotubuli kommt, wurde ein Western Blot durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Proteinlysate auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen, anschlieend auf
eine Nitrozellulosemembran iibertragen und mit dem Antikorper

GT335 Polyglutamylase und einem Sekundirantikdrper beschichtet. Die Prozentzahl
der glutamylierten Mikrotubuli in beiden Zellklonen wurden errechnet und die

Prozentzahl der Kontrollzellen auf 100 % gesetzt.
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Abbildung 6 Western Blot, welcher zur Quantifizierung der glutamylierten Mikrotubuli
verwendet wurde. (A) Die unteren Banden der glutamylierten Mikrotubuli sind deutlich
sichtbar. (B) Sdulendiagramm zur Erfassung der Prozentzahl der glutamylierten
Mikrotubuli in MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"", in der Abbildung als TTLL4
bezeichnet, im Vergleich zu den MDA-MB-231-Kontrollzellen, in der Abbildung als
control bezeichnet, normalisiert mit Beta-Tubulin. Es erfolgten drei Western Blots,
gezeigt ist ein reprdsentativer Western Blot.

In Abbildung 6 ist zu erkennen, dass bei den MDA-MD-231-Zellen mit TTLL4P™ mehr
glutamylierte Mikrotubuli als in den Kontrollzellen vorhanden sind. Die Auswertung
des Western Blots iiber ImageJ ergab fiir die Bande der Kontrollzellen den Zahlenwert
von 49069, 15 und fiir die Bande der Zellen mit TTLL4P" den Zahlenwert von
116417,41. In den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P"™ sind insgesamt 237 %

glutamylierte Mikrotubuli vorhanden, also 137 % mehr als in den Kontrollzellen.
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Dieses Ergebnis zeigt, dass TTLL4 als glutamyliertendes Protein in den Zellen aktiv ist
und so zu vermehrtem Vorkommen von glutamylierten Mikrotubuli in den Zellen fiihrt.
Die weitere sichtbare Bande in Abbildung 6 (A) zeigt die Tubulin-Expression, welche

in Nachfolgeexperimenten noch gepriift und bestétigt werden muss.

Um die TTLL4-mRNA-Konzentration zu priifen, wurde eine quantitative PCR mit der
cDNA der MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""Synd der cDNA der
MDA-MB-231-Kontrollzellen durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde 1 ul cDNA des jeweiligen Zellklons mit einem Mastermix und
dem Primer 3089 fiir TTLL4 vermischt und mit einem LightCycler ausgewertet. Zur

Normalisierung wurde der Primer fiir GAPDH verwendet.

relative mRNA concentration

. ]

control TTLL4

Abbildung 7 Sdiulendiagramm zur Darstellung der relativen mRNA-Konzentration in
den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""™ und den MDA-MB-231-Kontrollzellen. Eine
Normalisierung erfolgte mit GAPDH. Es erfolgten drei Versuche, gezeigt ist ein
reprdsentatives Diagramm.

Die Grafik zeigt, dass die relative mRNA-Konzentration von TTLL4 in den Zellen mit
TTLL4P"™ hoher ist als in den Kontrollzellen. Der C-Wert, normalisiert durch GAPDH,
betriigt 17,35 bei den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"™ und 2,11 bei den
Kontrollzellen.

Dies beweist die erfolgreiche Uberexpression von TTLL4 in den MDA-MB-231-Zellen.
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Effekt von TTLL4 auf die Transmigration und die Migration

Als nichster Schritt wurde der Effekt der Uberexpression von TTLL4 auf das
metastatische Potential von MDA-MB-231-Zellen in vitro analysiert. Begonnen wurde
mit dem Transwell Assay, um in Erfahrung zu bringen, ob die TTLL4" zu einer
verbesserten Transmigrationsfahigkeit fiihrt.

Dafiir wurden die Zellen in eine Boyden-Kammer auf eine Membran ausgesit und

16 Stunden bei 37° C inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde dann tiberpriift, wie viele
Zellen von der oberen Seite auf die untere Seite der Membran transmigriert sind. Der

Wert der gezéhlten Zellen wurde durch die Flache der Membran geteilt.
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Abbildung 8 Transmigration der MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"" und der MDA-MB-
231-Kontrollzellen in Prozent. Die Transmigration wurde per Boyden-Kammer
untersucht. Gezeigt sind der MW (Mittelwert) und SD (Standardabweichung) aus drei
unterschiedlichen Versuchen. N=3.

Die Grafik verdeutlicht, dass im Vergleich zu dem MDA-MB-231-Kontrollzellen,

40 % mehr MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"" durch die Membran transmigriert sind.
Die berechneten durchschnittlichen Werte ergaben 0,00235 Zellen pro
Quadratmikrometer fiir die Kontrollzellen und 0,00328 Zellen pro Quadratmikrometer
fiir die TTLL4P'"-Zellen. Das Ergebnis ist allerdings nicht signifikant.

Draus ldsst sich schlieen, dass die Fahigkeit der Zellen zur Transmigration durch

TTLL4 nicht signifikant verdndert wird.
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Ein Scratch Assay mit den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""™ und den MDA-MB-
231-Kontrollzellen wurde durchgefiihrt, um die Migrationsfahigkeit und Beweglichkeit
der Zellen zu beurteilen.

Hierzu wurden die Zellen auf 96-Well Platten ausgesit und es wurde ein Defekt im
Zellrasen erzeugt. Uber zwei Tage wurden Aufnahmen der Zellen mit dem

IncuCyte-System angefertigt.
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Abbildung 9 Linien- und Sdulendiagramm. (A) Migration der MDA-MB-231-Zellen mit
TTLL4”"™ und der MDA-MD-231-Kontrollzellen innerhalb von 48 Stunden und die
errechnete relative Geschwindigkeit. (B) Migration der MDA-MB-231-Zellen mit
TTLL4"™ und der MDA-MD-231-Kontrollzellen innerhalb von 48 Stunden mit
Auswertung der Steigung aus Grafik (A). N=3.

In den Grafiken ist zu erkennen, dass die Zellen mit TTLL4P"S etwas schneller in den
erzeugten Spalt wanderten als die Kontrollzellen. Das Ergebnis ist jedoch mit p = 0,38
nicht signifikant.

Die Migration der Zellen auf einer ebenen Fliche wird durch die Uberexpression von

TTLL4 demnach nicht signifikant verédndert.
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Effekt von TTLL4 auf die Adhésion

Mehrere Adhésionsassays mit den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4?"Sund den
MDA-MB-231-Kontrollzellen wurden durchgefiihrt. Es sollte liberpriift werden, ob

TTLL4 die Adhasionsfahigkeit der Zellen auf unterschiedlichen Substraten veréndert.

Die Zellen wurden in 96-Well Platten ausgesit. Die Beschichtungen der Wells erfolgten

mit Kollagen I, Kollagen IV und Fibronektin. Einige Wells blieben unbeschichtet. In

einem weiteren Versuch erfolgte die Beschichtung mit hCMEC/D3-Endothelzellen und

mit Endothelzellen stimuliert mit TNF-alpha. Zum Abschluss der Versuche wurden

Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen

TTLLA4

Versuch | Versuch II Versuch 111 Mittelwert in %
Kollagen I 1,56=114 % 2,12=110% 220=115% 113 %
Kollagen IV 1,58=95% 2,23 =95% 1,93 =88 % 93 %
Fibronektin 1,49 =85 % 2,34 =100 % 1,96 =94 % 93 %
Plastik 1,30=87 % 1,33=91% 1,65=99 % 92 %
Endothelzellen 6326,33 =130 1697,33=192%  2982,33 =106 143 %

% %
Endothelzellen 6489,67 =125 2510=1243 % 3999,67 = 108 159 %
mit TNF-alpha % %

Kontrollzellen
Versuch 1 Versuch 11 Versuch III Mittelwert
in %

Kollagen I 1,36 =100 % 1,93 =100 % 1,91 =100 % 100 %
Kollagen IV 1,67 =100 % 2,36 =100 % 2,20=100 % 100 %
Fibronektin 1,75 =100 % 2,34 =100 % 2,09 =100 % 100 %
Plastik 1,49 =100 % 1,46 =100 % 1,67 =100 % 100%
Endothelzellen 4870,67 = 885 =100 % 2805,33=100% 100 %

100 %
Endothelzellen 5172 =100 % 1031 =100 % 3697 =100 % 100 %

mit TNF-alpha
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Abbildung 10 Siulendiagramme. (A) Adhdsion der MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""
auf Kollagen I und 1V, Fibronektin, unbeschichteten Wells und (B) Endothelzellen, mit
und ohne TNF alpha, in Prozent. N=3.
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In den Grafiken A und B sind signifikante Unterschiede bei der Adhésion auf Kollagen
I und Kollagen IV zu erkennen. Bei der Adhésion auf Endothelzellen, Fibronektin und
Plastik zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Dieses Ergebnis lédsst darauf schlie3en, dass die Adhésion der Zellen auf
unterschiedlichen Beschichtungen, in diesem Fall Kollagenen durch TTLL4P\S

verandert wird.

Einfluss von TTLL4 auf das Zellwachstum

Ein Versuch zur Beurteilung der Spharoidbildung und somit auch der Neigung der
Zellen zur Koloniebildung erfolgte.

Fiir den Versuch wurden die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4"" und die MDA-MB-
231-Kontrollzellen in eine 96-Well Platte mit einer Agarbeschichtung ausgesit und nach
fiinf Tagen unter einem Mikroskop betrachtet. Hierbei wurde auf die Form der

Sphiroide und den Zusammenhalt der Zellen geachtet.
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Abbildung 11 Aufnahmen von Sphdroiden der MDA-MB-231-Kontrollzellen und der
MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""™.

Auf den Aufnahmen sind Sphéroide der Kontrollzellen und der Zellen mit TTLL4P"s
abgebildet. Es wird sichtbar, dass sich die Sphéroide beider Zellklone nicht stark
unterscheiden. MDA-MB-231-Zellen sind grundsétzlich dazu in der Lage Sphéroide zu
bilden.

Da sich keine Unterschiede bei der Spharoidbildung und der Neigung Kolonien zu
formen zeigen, ist davon auszugehen, dass TTLL4 keinen Einfluss darauf hat. Der

Zusammenhalt zwischen den Zellen wird nicht veridndert.

Um die Viabilitit beider Zelllinien zu vergleichen, wurden die MDA-MB-231-Zellen
mit TTLL4P" ynd die MDA-MB-231-Kontrollzellen mithilfe eines MTT-Assays
untersucht.

Die Vitalitdt wurde nach 24, 48 und 72 Stunden mittels MTT-Assay gemessen.
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Abbildung 12 Liniendiagramm. Viabilitit der MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""™ und
der MDA-MB-231-Kontrollzellen nach 24, 48 und 72 Stunden. N=3. (Arnold et al.
2020).
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In dem Diagramm in Abbildung 12 ist zu sehen, dass beide Zellklone nach 24 Stunden
eine anndhernd gleiche Viabilitit zeigen. Nach 48 Stunden ist die Viabilitét der
TTLL4P"-Zellen etwas hoher als die der Kontrollzellen, es zeigt sich jedoch kein
signifikanter Unterschied.

Eine Verinderung der Viabilitit der Zellen durch TTLL4P™ ist nicht vorhanden.

Zusammenfassend scheint TTLL4 das Zellwachstum nicht signifikant zu verandern.

Effekt von TTLL4 auf das Aktin-Zytoskelett

Um den Einfluss von TTLL4 auf das Aktinzytoskelett zu untersuchen wurden die Zellen
mit Phalloidin gefarbt und das Protein VASP mit Antikorpern markiert. Aktinhaltige
Ausldufer wurden unter einem Mikroskop vermessen und gezéhlt. Ein Vergleich

zwischen den MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P" und den Kontrollzellen fand statt.
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Abbildung 13 Aufnahme der mit (A) Phalloidin und (B) VASP gefdrbten Zellen.
(C, D) Siulendiagramme mit der Anzahl der unterschiedlich langen aktinhaltigen
Zellausliufer der MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4""™ und der MDA-MB-231-
Kontrollzellen. N=3.
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Betrachtet man die Lange und die Menge der Aktin-haltigen Zellauslaufer, sind keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zellklonen zu erkennen.
Dieses Ergebnis belegt, dass TTLL4 keinen Einfluss auf die Ausbildung und die Lange

der Zellauslaufer hat.

Die Zellen wurden mit Phalloidin geférbt, um die Konzentration von F-Aktin in den
TTLL4P™S-MDA-MB-231-Zellen mit der Konzentration in den Kontrollzellen zu
vergleichen. Es erfolgte eine zusétzliche Farbung der Zellkerne mit DAPI. Die
Fluoreszenzintensitdt von mit Phalloidin gefdrbtem Aktin und die Fluoreszenzintensitét
von den mit DAPI gefarbten Zellkernen wurden gemessen. Es erfolgte eine Division der

Fluoreszenzintensitiat von Aktin durch die Fluoreszenzintensitét der Zellkerne.
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Abbildung 14 Sdulendiagramm zur Darstellung der F-Aktin-Konzentration der MDA-
MB-231-Zellen mit TTLL4""™ und der MDA-MB-231-Kontrollzellen in Prozent. N=3.

Die Grafik stellt das Ergebnis der Messung in Prozent dar. Es sind keine signifikanten
Unterschiede zwischen der F-Aktin-Konzentration der MDA-MB-231-Zellen mit
TTLL4P"™ mit 98 % und der F-Aktin-Konzentration der Kontrollzellen, die auf 100 %
gesetzt wurde, vorhanden.

Das Ergebnis zeigt, dass die Konzentration von F-Aktin in den Zellen durch TTLL4P"
weder erhoht, noch verringert wird. TTLL4 hat weder einen direkten Einfluss auf den
Auf- und Abbau von Aktin-Filamenten, noch beeinflusst es Proteine, die an dem

Regulationsmechanismus von F-Aktin beteiligt sind.
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Einfluss von TTLL4 auf den Vesikeltransport

Ein Versuch zur Beurteilung der Schnelligkeit des Vesikeltransports folgte als letzter
Schritt.
Hierzu wurden die Vesikel mit GFP-BDNF transfiziert und die zuriickgelegte Strecke

der Vesikel innerhalb von 5 Sekunden unter dem Mikroskop gemessen.
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Abbildung 15 Sdulendiagramm. Zuriickgelegte Strecke der Vesikel in um innerhalb von
5 Sekunden. Untersucht wurde der Vesikeltransport der MDA-MB-231-Zellen mit
TTLL4"™ und der MDA-MB-231-Kontrollzellen. N=3.

In der Grafik ist zu erkennen, dass die Zellen mit TTLL4P"™ durchschnittlich

0,46 Mikrometer mehr innerhalb von 5 Sekunden zuriicklegen als die Kontrollzellen.
Durch dieses Ergebnis wird erkennbar, dass TTLL4 das Zytoskelett und den Transport
der Vesikel signifikant beeinflusst.
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Diskussion

Uberexpression von TTLL4 in MDA-MB-231-Zellen und daraus
folgende Mikrotubuliglutamylierung

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass TTLL4 glutamylierte Mikrotubuli
reguliert. In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, ob TTLL4 in MDA-MB-231-Zellen die
Glutamylierung von Mikrotubuli beeinflusst und es konnte gezeigt werden, dass TTLL4
einen starken Einfluss auf die Glutamylierung der Mikrotubuli in den
MDA-MB-231-Zellen hat. Als glutamylierendes Protein fiihrt TTLL4 in den Zellen bei
einer Uberexpression zu einer erhdhten Konzentration von glutamylierten Mikrotubuli.
Verdnderungen der Stabilitdt der Mikrotubuli, die Expression von verschiedenen Isotypen
von Tubulin und Verdnderungen in der posttranslationalen Modifikation an Mikrotubuli
konnten bereits bei verschiedenen Karzinomarten beobachtet werden. Diese
Verdnderungen stehen in Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose und einer
Resistenz  gegeniiber  Chemotherapeutika.  Somit  konnten  Tubulin  und
mikrotubuliassoziierte Proteine einen Einfluss auf die zelluldre Stressreaktion haben und
das Uberleben von Karzinomzellen begiinstigen. Wie bereits in der Einleitung
beschrieben, sind Mikrotubuli fiir viele zelluldre Prozesse und fiir die Stabilitdt des
Zytoskeletts, das Wachstum und die Beweglichkeit der Zellen von Bedeutung (Parker et
al. 2014). Bestimmte Therapeutika, die an Tubulin binden, wie z.B. die Taxane, storen die
Ausbildung des Spindelapparats und fiihren somit zu einem mitotischen Arrest und zum
Zelltod (Parker et al. 2014; Jordan und Wilson 2004). Es spricht einiges dafiir, dass eine
vermehrte Stressreaktion in der Interphase der Zellen zu einem hiufigeren Zelltod beim
Einsatz von an Tubulin bindenden Therapeutika fiihrt. Dies zeigt die Wichtigkeit von
Tubulin und Mikrotubuli in der Krebstherapie (Parker et al. 2014; Veldhoen et al. 2013).
Es wird vermutet, dass Verdnderungen an Mikrotubuli, neben der vermehrten Resistenz
gegeniiber Chemotherapeutika, zu vermehrtem zellulirem Uberleben und zum
Tumorwachstum fiihrt. Posttranslationale Modifikationen regulieren zusétzlich die
Interaktion zwischen Proteinen im Zytoskelett und beeinflussen die Signale und
Funktionen innerhalb der Zellen (Parker et al. 2014).

Die Glutamylierung, eine PTM, findet hdufig bei neuronalen Mikrotubuli, bei

Mikrotubuli des Spindelapparats, Axonemen, Zilien und Flagellen statt.
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Die Ausprigung der Glutamylierung in Zellen wird durch das Gleichgewicht der
glutamylierenden und der deglutamylierenden Enzyme bestimmt. Deglutamylasen
konnen der CCP-Familie zugeordnet werden. Durch die Polyglutamylierung wird der
Kinesin-1-abhingige Transport postsynaptischer Ladungen in Neuronen und das Dynein
in Flagellen, und somit der Zilienschlag, reguliert (Gadadhar et al. 2017; Yu et al. 2015;
Kubo et al. 2010; Maas et al. 2009; Janke und Bulinski 2011).

Weiterhin interagieren Mikrotubuli mit unterschiedlichen MAPs, wie den Kinesinen.
Kinesine sind in allen eukaryotischen Organismen zu finden und sind ATP-gesteuerte
Motorproteine, die an Mikrotubuli binden und Vesikel entlang der Mikrotubuli
transportieren. Sie sind auBerdem fiir zelluldre Funktionen, wie der Mitose und Meiose
wichtig. Es ist bekannt, dass Verdnderungen dieses durch Motorproteine gesteuerten
Transports zu unterschiedlichen Erkrankungen fiihren, zu denen auch Karzinome gehéren
(Ali und Yang 2020; Yu und Feng 2010).

Die Geschwindigkeit und Prozessivitit von Kinesin-1 und -2 werden durch die
Polyglutamylierung von Mikrotubuli erhoht. Erfolgte zuvor eine Inhibition des Kinesin-1
durch andere Proteine, konnte diese Inhibition durch eine Polyglutamylierung wieder
aufgehoben werden (Roll-Mecak 2020; Sirajuddin et al. 2014).

Besonders Kinesin-1 ist hier von Interesse. Es transportiert Molekiile zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat, es reguliert die Mitose, in welcher
die Chromosomen entlang des Mikrotubuligeriistes bewegt werden, und es transportiert
Vesikel entlang der Mikrotubuli zur Zellperipherie. Hierbei bewegt sich das Kinsein-1 in
Richtung der Plusenden der Mikrotubuli und kann sich dabei iiber mehrere Dimere
bewegen, ohne sich von den Mikrotubuli zu 16sen (Angerani et al. 2021; Woehlke und
Schliwa 2000). In dieser Arbeit wurde zwar nicht untersucht, ob und inwieweit TTLL4
die Bindung von Kinesin-1 an Mikrotubuli beeinflusst, fiir zukiinftige Arbeiten wire dies

aber von groflem Interesse.
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Effekt von TTLL4 auf den Vesikeltransport

Um zu untersuchen, ob TTLL4 auch in MDA-MB-231-Zellen den Vesikeltransport
beeinflusst, wurde ein Vektor in den Zellen liberexprimiert, der fiir GFP-BDNF kodiert.
Tatsdchlich konnte beobachtet werden, dass es zu einer Beschleunigung des
Vesikeltransports kam. Durchschnittlich legten die MDA-MB-231-Zellen mit TTLL4P
0,46 Mikrometer mehr innerhalb von 5 Sekunden zuriick als die Kontrollzellen.

Es ist bereits bekannt und auch in dieser Arbeit beschrieben, dass es in unterschiedlichen
Karzinomarten zu einer verdnderten Stabilitdt der Mikrotubuli kommt (Parker et al.
2014). Dies konnte zu einem verbesserten Transport von Vesikeln flihren, da es beim
Transport bis zur Zellperipherie zu weniger Unterbrechungen des Transportweges
kommen kdnnte.

Ein weiterer wichtiger Punkt sind Kinesine, welche an dem Transport der Vesikel entlang
der Mikrotubuli beteiligt sind (Angerani et al. 2021). Durch die Polyglutamylierung kann
die Tendenz von Kinesinen an Mikrotubuli zu binden verstirkt werden. Dies konnte
ebenfalls zu einem schnelleren Vesikeltransport fiihren. Wie bereits oben beschrieben, ist
hier besonders Kinesin-1 interessant, weil es durch Polyglutamylierung reguliert wird.
Fiir die betroffenen Tumorzellen kann dies bedeuten, dass es zu einer vermehrten
Sekretion von extrazelluldren Vesikeln (EVs) wie Exosomen, Mikrovesikeln, sowie
Proteinen, wie Adhésionsproteinen, Wachstumsfaktoren, Lipiden und weiteren kommt.
Eine Adhision der Karzinomzellen an der Blut-Hirn-Schranke konnte gefordert werden,
denn es ist bekannt, dass EVs aus Tumorzellen einen Einfluss auf das umgebene Gewebe
haben konnen, was die Tumorprogression und Metastasenbildung fordern kann. Es
wurden bereits EVs aus Tumorzellen gefunden, in denen bestimmte Molekiile wie
Fibronektin oder Integrine vermehrt vorhanden waren, wodurch es zu einer verdanderten
Adhision und Invasion der Tumorzellen kam (Becker et al. 2016; Ciardiello et al. 2016;
Sung et al. 2015; Keerthikumar et al. 2015).

In zukiinftigen Projekten sollte untersucht werden, ob Kinesine vermehrt an
glutamylierten Mikrotubuli binden und so der Vesikeltransport beschleunigt wird und ob
der beschleunigte Vesikeltransport zu einer stirkeren Adhédsion der Karzinomzellen an

der Blut-Hirnschranke fuhrt. Die EVs und deren Inhalt sollten ndher betrachtet werden.
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Einfluss von TTLL4 auf das metastatische Potential in vitro

Um zu erkennen, ob neben dem Vesikeltransport auch das metastatische Potential von
TTLL4 beeinflusst wird, wurde der Einfluss des Proteins auf die Migration,
Transmigration und Adhédsion untersucht.

Diese Prozesse wurden in dieser Arbeit genauer betrachtet, da auch hier TTLL4 durch die
Stabilisierung der Mikrotubuli darauf hétte Einfluss nehmen konnen. Neben der
Fortbewegung durch Zilien und Flagellen, konnen sich Zellen auch aktiv von einem Ort
zu einem anderen bewegen. Durch die Zellmigration kann neues Gewebe entstehen. Sie
hat Einfluss auf die Heilung von Wunden, auf das Immunsystem und kann im Falle von
Krebserkrankungen auch Einfluss auf die Ausbreitung der Karzinomzellen haben
(Etienne-Manneville 2013; Bravo-Cordero et al. 2012; Friedl und Gilmour 2009). Zellen
konnen entlang einer Zellwand migrieren oder sich innerhalb von Gewebsstrukturen wie
dem Nervengewebe bewegen (Etienne-Manneville 2013). Eine Transmigration durch ein
Gewebe hindurch ist auch mdglich. Wéhrend der Migration kommt es zur Protrusion,
Adhésion, Kontraktion und Retraktion. Hierbei, ebenso wie fiir die Formgebung der
Zelle, spielen das Zytoskelett und die Mikrotubuli eine wichtige Rolle (Etienne-
Manneville 2013). Wie bereits beschrieben ist der Auf -und Abbau der Mikrotubuli ein
dynamischer Prozess. Dieser Prozess unterstiitzt die Zellmigration und -transmigration.
Somit ist es wichtig, die Proteine genauer zu betrachten, die zur Stabilisierung oder
Destabilisierung der Mikrotubuli beitragen. Es wurde bereits beobachtet, dass
Medikamente, die in den Prozess der Polymerisation und Depolymerisation, bzw.
Stabilisierung der Mikrotubuli eingreifen, zu starken Verdanderungen der Zellmigration
fiihren (Etienne-Manneville 2013). Da eine Metastasierung von Karzinomen teilweise
durch Migration und Transmigration erfolgt, ist die Entwicklung von solchen
Medikamenten von groer Bedeutung. Es zeigte sich allerdings, dass TTLL4 keinen

signifikanten Einfluss auf die Migration und die Transmigration hat.

Auf der anderen Seite stellen wir fest, dass die Uberexpression von TTLL4 zu einer
besseren Adhésion der Zellen auf Kollagen I und Kollagen IV fiihrt.

Die Adhésion von Karzinomzellen, wie die des Mammakarzinoms an der extrazelluldren
Matrix, erfolgt durch Integrine an Proteinen, die bei Fibronektin, Laminin, Kollagen,

Fibrinogen und Vitronektin zu finden sind.
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In Mammakarzinomzellen konnte ein vermehrtes Vorkommen von Untereinheiten des
Integrins, wie a3, a5, a6, av, b1, b3 und von Heterodimeren, wie avb3 und a6b4 beobachtet
werden und in Verbindung mit der Metastasierung bei Mammakarzinomen gebracht
werden (Scully et al. 2012; Li und Feng 2011). Weiterhin wichtig fiir die Adhésion der
Zellen an die extrazellulare Matrix sind Adhdsionsmolekiile, welche in der Zellmembran
verankert sind, beziehungsweise zum groBen Teil zu den Transmembranmolekiilen
zahlen. Zu den Adhésionsmolekiilen gehoren die Intergine, Cadherine, Selektine,
Proteine der Super-Immunoglobulinfamilie und Rezeptoren wie CD44. Bei der
Metastasierung von Mammakarzinomen sind Adhdsionsmolekiile von Bedeutung und
regulieren die Adhésion der Karzinomzellen an der extrazelluliren Matrix. Es wurde
beobachtet, dass die Konzentration der Andhésionsproteine in Mammakarzinomzellen
hiufig verdndert ist (Li und Feng 2011; Makrilia et al. 2009).

Da bekannt ist, dass Mikrotubuli Adhésionsproteine in Vesikeln transportieren, gibt es
moglicherweise  einen  Zusammenhang zwischen dem  TTLLA4-stimulierten
Vesikeltransport und der Adhésion.

Besonders die Integrine sind hier von Interesse, da sie Einfluss auf die Tumorprogression
haben und zu Resistenzen gegeniiber der Chemotherapie fiihren konnen (Li und Feng
2011; Makrilia et al. 2009).

Hierzu sind zukiinftig weitere Untersuchungen notig. Durch Immunzytologie konnte die
Lokalisation von Adhésionsproteinen an der Zelloberflache analysiert werden. Ebenfalls
konnte die Konzentration von Proteinen in der Plasmamebranfraktion durch eine

Membranspektrometrie und durch Zellfraktionierung bestimmt werden.

Potentiell durch TTLL4 verursachte Verinderung des Aktin-
Zytoskeletts

Da die Zell-Adhésion auch durch Verdanderungen der Aktin-Dynamik beeinflusst werden
kann, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob TTLL4 das Aktin-Zytoskelett beeinflusst.
Aktin ist in eukaryotischen Zellen in hohen Konzentrationen vorhanden und liegt als
G- und F-Aktin vor. Aktin ist ebenfalls wichtig fiir die Beweglichkeit und die Form der

Zellen, aulerdem ist es zuséatzlich in viele zelluldre Prozessen involviert.
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Durch Polymerisierung von G-Aktin entsteht F-Aktin, welches fiir den Aufbau von
zelluldren Protrusionen wichtig ist und damit die Adhésion und die Migration reguliert
(Bisaria et al. 2020; Dominguez und Holmes 2011).

Beide Systeme, das Mikrotubuli- und das Aktin-Zytoskelett, arbeiten bei wichtigen
Zellprozessen hiufig zusammen. Es wurden vor allem Uberschneidungen zwischen dem
F-Aktin und den Mikrotubuli beobachtet. Eine Art der Interaktion findet mit Hilfe von
Proteinen statt, die Mikrotubuli- und Aktin-Biindel miteinander vernetzen. Einige dieser
Proteine konnen ebenfalls an das Plus-Ende der Mikrotubuli binden und diese mit dem
Aktin verbinden, wodurch ein Wachstum der Mikrotubuli entlang der Aktin-Biindel
entsteht. Andere Proteine sind dazu im Stande die Enden der Mikrotubuli im
Aktin-Zytoskelett zu verankern. Weiterhin kann Aktin selbst als physikalische Barriere
dienen und so das Wachstum von Mikrotubuli verhindern und zum Abbau der
Mikrotubuli fithren. Es wird verhindert, dass die Mikrotubuli die Zellmembran erreichen,
was einen Einfluss auf die Form der Zelle hat.

Mikrotubuli und Aktin sind zusétzlich durch RHO GTPasen miteinander gekoppelt und
werden durch diese reguliert. Gelichzeitig regulieren auch die Mikrotubuli die RHO
GTPasen, wodurch sie indirekt einen Einfluss auch das Aktin haben. Es wird vermutet,
dass Mikrotubuli und Aktin ebenfalls durch das Zentrosom reguliert werden.

Eine Verdnderung einer der Komponenten des Zytoskeletts oder der Proteine die
regulierend involviert sind kann zu Krebserkrankungen fithren (Pimm und Henty-Ridilla
2021; Dogterom und Koenderink 2019).

In dieser Arbeit wurde allerdings kein signifikanter Einfluss durch TTLL4 auf das
Aktin-Zytoskelett festgestellt. Die gesteigerte Glutamylierung beeinflusst weder die
F-Aktin-Konzentration noch die Ausbildung von F-Aktin-haltigen Zellausldufern, was
auch erklirt warum die Uberexpression von TTLL4 keinen Einfluss auf die Migration

und die Transmigration hat.
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Zusammenfassende Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TTLL4 in
Zusammenhang mit dem metastatischen Potential nur die Adhésion fordert, aber keinen
Einfluss auf die Migration, Transmigration oder Viabilitit der Zellen hat. Dariiber hinaus

wurde eine signifikante Beschleunigung des Vesikeltransports gefunden.

Die Polyglutamylierung von Mikrotubuli in Mammakarzinomzellen hat also einen
Einfluss auf die Adhésion der Zellen und den Vesikeltransport.

Dies kann von grofler Bedeutung fiir die Hirnmetastasierung sein, denn Zellen mit
TTLL4P"s haften vermehrt an den Zellen der Bluthirnschranke an. Hierdurch wird die
Ausbreitung den Mammakarzinomzellen in das Gehirn erleichtert.

Weiterhin kommt es durch den gesteigerten Vesikeltransport mdglicherweise zum
vermehrten Transport von Adhésionsmolekiilen an die Oberflache von Zellen, was die

Hirnmetastasierung ebenfalls beglinstigen konnte.
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Abbildung 16 Hirnmetastasierung des Mammakarzinoms. (A) Losung einzelner Zellen
aus dem Primdrtumor und Invasion in das umgebende Gewebe, sowie Intravasation in
Blutgefdfe. Zu sehen sind CTCs (circulating tumor cells), Tumorzellen, die im Korper
tiber den Blutstrom zirkulieren.

(B) Zellen gelangen zur Blut-Hirn-Schranke. Es kommt zur Adhdsion an Endothelzellen,
hier als ECs (endothelial cells) beschrieben und zur Extravasation, wodurch die
Bluthirnschranke tiberwunden und eine Metastasierung in das Gehirn moglich wird.
Einige der Zellen sterben ab oder verfallen in einen Ruhezustand, welcher jedoch
aufgehoben werden und so zu weiteren Metastasen fiihren kann. In Anlehnung an (Wang
etal 2021).

Ausblick

In dieser Arbeit erhobene Befunde sollten an weiteren Zelllinien validiert werden, um zu
zeigen, ob der Effekt einer Uberexpression von TTLL4 allgemein ist oder nur bei der
Zelllinie der MDA-MB-231-Zellen zutrifft. Von Interesse wéren auch weitere Versuche,
um zu beobachten, welche Adhésionsmolekiile in der Plasmamembran der Zellen zu
finden sind. Der Vesikeltransport sollte ebenfalls weiter untersucht werden. Hier wire es
besonders interessant zu untersuchen, ob die Prozessivitidt bestimmter Kinesine durch

TTLL4-vermittelte Glutamylierung beeinflusst wird.
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Anhang
Komplettsequenzierung der gewonnen Plasmid-TTLL4-DNA

Primer p07

Range 1: 1 to 1200 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

2082 bits(1127) 0.0 1177/1200{98%) 16/1200(1%) Plus/Flus

Guery 1 AT I ARG AR PR O RO CTATEACTATTEEOCICCCOCACGRR R R ECRECTTORRE E0
trrrrrrnrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrrerrrerrennen

3bject 1 AT GEC T CAGCAGCARC A CACGCACTATACGTAT T GEOCTICCGCCAGAR R RECRECTTICARE 60

Query €1 CAGAGTGEI CCCTCAGECACACTACCTGOCACGCCACCTGAGARRCCCTCEEAGEECAGE 120
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrererrrrerrerrerrrerrrrrrrrerrrenen

Ibjct €1 A AT GEI T CAGECACACTAC I GOCACGOCACCTCAGRRACCCTOGEAGEECAGE 120

fuery 121 I I GECCICAGECCCAT CAGCARCT GARGCCAATCTGEAAGCT GEARR G RAECARETE 180
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrerrervrrrrrrrrrrenrrenni

Fbjct 121 LT EECCI A CCAT CAGCAR T GARGCCARTCT GEARGCTICEARRACRREORRETE 180

fQuery 181 CAGACACT I CAGCAGEEITGEEOCCAGEOCTICITGEECCTCCCACCCCAGOCAGCATAT 240
trrrrrrnrrrrrrrererrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrennen

Fbjct 181 CAGACACT I CAGCAGEEITGEEOCCAGEOCTICITGEECCTCCCACCCCAGOCAGCATAT 240

Guery 241 I oI GO AR CTTTAT CTAGCICI GEEACCACEECTCICATTCOAGEOCRACRES . 200
trrrrrrnrrrrrrrererrrrrrrrrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrrrerreeen

bjct 241 T I GO CAGCACTITAT CTAGCICIGEEACCACGECT GICATTGCAGECCACAGS 300

Query 301 AGITCCIGITACCIACACTCICICCCGEACTIGIICAACAGCACCCTGCTATACCGOCOEC 360
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrererrrrerrerrerrrerrrrrrrrerrrenen

3bject 301 AGTTCCIGITACCTACACTCICTCCCEEACTIGTICAACAGCACCCTGCTATACCECOOEE 360

fuery 3€1 TCCAGCTATAGEC AR A A CCETACCAGCRAACTGEACGICITICIGCITGOGITCGAGCOOE 420
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrerrrrvrrrrrrrrrrenrrrnni

Fbjct 361 ToCRECIATAGE AR R COETACCAGCRACTEEAGICITICIGCIT GOGTICRRGEOCCE 420

fuery 421 TCAGALL A OO CIII T ICICICCCICARR A CAGCCTCCCT GICAGTCI CACTGCOCART 480
trrrrrrnrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrerrerrnnenen

Ibjoct 421 TCAGALL A OO CIII T ICICICCCICARR A CAGCCTCCCT GICAGTCI CACTGCOCART 480

Query 481 AL AT CIT AT GEICIT CICCAT GEOCCAGCOCATEECCTOCT CATOCRCRERE . 540
trrrrrrnrrrrrrrererrrrrrrrrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrrrerreeen

Ibjct 481 ARG I T CIT AT GEICITCI CCAT GEOCCAGCOCATFECCTICCTCAT CCACAGRE 540

Query 541 CCATACCI I GCITGECAGCEECTGEEEAARACCCITCAGERARAGAGCCTZECCICIEEC 600
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrererrrrerrerrerrrerrrrrrrrerrrenen

bjct 541 CCATAC I I GCITEECAGCEECIGEEEARRRCCCTTCAGERAAGAGCCTIGECCICIECC . 600

fuery €01 AT T CAGEEARCAT OO CATCTCCACT CICITICCT CCTATAAGCCCATGCT GAATARTART 660
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrerrerverrrrrrrrrenrrenn

Fbjct  E01 AT T CAGEEARCAT CCCATCT CCACT CICITCCTI CCTATARGOCCAT GCTGARTRATRAT  £E0

fuery €E1 TCCIT AT T GO AR AT AGCACECCACT GOCITTATIGCAGACCACACAGEECCTGRAE  T20
trrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrnnenen

Fbjct €61 TCCIT AT T GO AR AT AGCACECCACT GOCITTATIGCAGACCACACAGEECCTGRAE  T20

Query 721 T AT R R R R R T AT I CTCCT GECATCATTCAGEEEETACTGERAERS . THD
trrrrrrnrrrrrrrererrrrrrrrrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrrrerreeen

bjet 721 A T AT OGO CACCCA A GAT CCAGCCI CICICCT GECATCATTCAGEEEETACIGRAGRC  TAOD

Query TH1 TEIECACCECAGCCIGITGACCATAAGEIGOCCAARRGCATTGECACTGICCCAGCTGAT 040
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrererrrrerrerrerrrerrrrrrrrerrrenen

3bject  THL TGO ECAGCCTCITGACCATA A GET GOCCARRAECATT GECACTET CCCAGCTEGAT 840

fQuery B41 AT GOCCATATCECCI I GICTACCECTAGCT COCACGACACATCCACCACCAGTEIT SO0
Trrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrervrrrrrrrrrrenrrrnni

Fbjct 041 GO GTGCCCATAT CGCCITGICTACCGCTAGCT CCCACGACACATCCACCACCAGTIGIT SO0

fuery 201 oI CIT I GETATAAC CEEAAT AR CTTAGCCATGAGGECAGAGCCACTTIICCICIECT 960
trrrrrrnrrrrrrrererrrrrrrrrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrrrerreeen

bjoct 501 oI CIT I GETATAAC CEEAAT AR CTTAGCCATGAGGECAGAGCCACTTIICCICIECT 960

Query 9E1 CIGEART RO GCT CIGAT T OO CAGEAT OO A TR -CERACGATICGEITCACTG-AGECCE 1018
trrrrrrnrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerreenr veeenrrrerreeeere roeenni

bjct  SE1 I GEATGACA G CTGAT T CCCAGEAT CCAACTAAGEEAGATTCGETITCACTGAAGEOCOE 1020

Query 1015 TEAGEAARRTTGACCGCRAGRGGCITIGAGAAGATGOCGAGGCARGEGCTGOCAGCTIGARC 1078
TEERRTIEr e n e rrnreer e revee renverrrerrrrrenrrrenml

Ibjct 1021 TEAGEARRTTGACCGCRAGRGGCITIGARARRATGCCRAGGCARGECTGCOCAGCTIGAAT 1080

Query 107% AGICIAGITICCIGAACCCCAGCITCCAG————————————— —TGEAATEICCICARCEE 1124
trrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrenn rrrrrrrrrerrennn

Jbjct 1081 AGICIAGIIICCIGAACCCCAGCITCCAGIGGAATGICCICAATGGRATGTICCTICAACAGE 1140

Query 1125 GAGCAGECGETGGAAACCTCCIGCGETARATCAGCAGITICCICAGGAGGATGCTGGATC 1104
trrrrrrnrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrerereer  rer ot orreennnn

Ibjoct 1141 GAGCAGECGEIGERARCCICCIGOGEIARATCAGCAGTTICCINNGEANGANGCTGEATC 1200
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Primer 670 (600 forward)
Sequence |D: Query_ 163589 Length: 1132 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 1132 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

2082 bits{1127) 0.0 1130/11322(99%) 0/1122{0%) Plus/Plus

fuery E53 AR TE AT T I AT T AR A TR ECRCECCRCTCOCTITATTIGOAGROCACRCREE . 712
TErnre rerrrrrrrrerrerrerrerrerrrrerrenrrrrrrrrrrrrrerrennen

Fbjcts 1 ATARATANT I CCTI I CAT T GECCARATAGCACGOCAGTGCCTIITATIGCAGACCACACAGE 60

Fuery 713 T AR R R T AT OO R OO AR AT CCRECCT GICICCTI GECATCATT CAGEEEETRE . 772
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct €1 GO GAAGCCAGTAT OGO CACCCARGAT CCAGCCIGICICCIGECATCATTCAGGEEETA 120

fuery 773 L GERCGARCT I GO CECACCCT EITGACCATRARGETCOCCARRRECATTEEOACTEICOS BA2
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 121 CIGEAGACT ST GCACCECAGCCI GIIGACCATAAGETGOCCARRRAGCATTGGCACTGICC 180

fuery B33 R T GAT AT RO CCATAT CECCITEICTACOECIAGCTOOCACERCR AT A52
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 181 R I GATGCCACT GO CCATAT CECCITSICIACCECIAGCICCCACGACRACATOCRACCR 240

fuery HB53 R T GITGCCT CIT T GEIATAR OO EERRTRRCTTRACOCATEAGEECAGREOCRCSTTT 552
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 241 AT GIIGCCI CITCCTGETATAACCGEAATAACTTAGCCATGAGGECAGAGCCACTTIT 300

Fuery 5253 I I GO I GEAT ARG I AT T OO CAGEAT OCARCTRRGERGATTOGEITCASTE 1012
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 301 I T GCICIGEATGACAGCT CTGAT I CCCAGRAT CCARCTARGEAGATICGEGTICACTE 360

Guery 1013 AGECCCIGAGGARAATTCACCGCRAARGACGECITIGAGAACGATCOCCAGECRAGECTGOCAGC 1072
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 361 AT GACEAR AT CACCECRRCAGECITITCAGRRCATEOCGAGECAAGECTECOCAES . 420

Guery 1073 TIGAACRCTCIAGTIIICCIGAACCCCAGCITCCACGIGGAATCICCTCRRCAGGAGCAGEC 1132
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 421 I GAA AT CTAGIII CCI AR CCCACCITCCAGTIGERAATCIOCTCARCRAGREAGCRAEES . 480

fuery 1133 GEIGERRACCTICCTGECGETAAATCAGCACTITICCICAGCGAGEATEGCTEEATCGETCAGEC 1152
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 481 eI GEARRCCT I GOEETARAT CAGCACITICCICAGEAGEATGCTIGEATOGETCAGES . 540

fuery 1153 GEEICCICCCIGEIGCCICAGATACCITGEECITGCGACARTACACTCTICIGTACCARGC 1252
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 541 T I CCCIGEI GO I CAGATACCITCEEETITIGEACRATACRGTICTTICIGTACCRARES . E00

fuery 1253 CGIAITCAGCATICACCICCITGCCICACATGCCACTIGGECICAATCACRRCOCCTIGOCIGIG 1312
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 601 AT CAGCARTITCACCTICCITEOCICACATEOCAGT GEECTCARTCACARCOOCTECOCTEIE 60

Guery 1313 ARTCIGIARTTGACTCCICAGCATTITGGAGRAGGCARRCGCTCCAGETCCOCCCITITIICCIC 1372
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 661 ERTCIGIARTTGACTCCT CAGCATTITIGEAGRRGECARRECTOCAGETOOCOCOCITITOCIC . 720

Query 1373 ARRCTICITGGECATAGCOCRACGIGECCACCCGCCICICITCCATCCAGCIGEECCAGICIC 1432
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct  T21 ARRRCTCITGECATAGCCAR I GECCACCCECCICICITCCAT CCAGCTGEECOCAGTICIE TED

Guery 1433 AGRAGEAGACGACCIGAGEAGGCCRGECGAGCTGEACTCATCICGATAGGEATATTIAGITICAG 1452
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct  TH1 A ERA R AR T CAGEAGEOCAGEEACCIGEACTICAT CTGATAGEEATATTIAGITCAE  A40

Guery 1453 CIACTIGACCICCAGCCRGATCAGECTGAGACTGRACGATACRACAACARCRACTAGTAGATA 1552
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjot  B41 IR I GARC IO R CAT CAGECIGACACT CARGEATRCAGRRGRACELCTRETRAGEATE 200

fuery 1553 CGIIIGEAAGACICGIIGIGGCCCICGATCGAGARTCRAACGACGCGACEAGCGEAGRCTCAGACTECT 1612
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct 501 I GEARGARCTCIICIGECCCICAT CACRRT CARGRCEAGEAGEEAGACTCAGAGTEST 260

GQuery 1€13 CCICAITAAGIGCIGICICCCCCAGCGRATCGEIGEOCATGATCICIAGRRAGCTGTATGE 1672
Trrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrnrenrrrrrrrrrrrrrrrrenen

Fbjct  S61 I AT TARGIGCIGICICCCCCAGCEAAT CEETIGECCATGATCICTAGRAGCTETATEE 1020

Query 1673 ARRTICIGACCARRCCCCITICCAATCATGAGAARGTIGICCGACCAGCCCTCATCTACA 1732
TR rerr e r e e rrerrerrer reenrenrerrrerrrrrrrrerrrenrn

Fejeot 1021 ARRTTCIGACCARLCCCCIIICCARATCATGARARRCTTGICCGACCAGCOCTCATCTACA 1080

fuery 1733 GICICITICCCAACGITCCCCCTACCATCIATTITIGGCACTCGEEATGRAGAG 1784
Trrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrerrrrerenrrerrrrrrennn

Fejoct 1081 GICTCIIICCCARCGTIICCCCCTACCATCIATITILIGGCACTCGGGATGRAGRG 1132
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Primer 671 (800 reverse)
Sequence I1D: Query 225857 Length: 1251 Number of Matches: 1

Range 1: 495 to 1251 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1299 bits(757) 0.0 757/757(100%:) 0/757(0%:) Plus/Plus
fuery 1 AT GO ARG AR R RO CTATACTAT I EEOCTCCGCCAGARRRECRECTTCRREE  E0
SRR RN NN RN RN RN NN RN RN AR RN RN
Fbjct 455 AT I AR AR AR R CTATACTATTGEOCICOEOCAGRR R RECASCTTCRRE 554
fuery E1 ARG EI I CAGECACACTACCT GOCACECCACCTCAGRRACCOCTCOGEAGEECAGRE 120
RN RN RN RN RN NN RN N RN RN R NR RN RN AR RN
3kjet 555 AR EEI T AR A AT AT EOCACEOCACCT GRERRRCCOCTOGEAEEECAGEE €14
fuery 121 L eI A GO AT AR A T RRAGCCRAT CT EEAAECTEEARRAGRRECRAETE 180
ENSRRRRR R R R N RN RN RN RN RN RN R NN RN RN
Jbjet €15 EICIEEC I AR O AT CAGCRACT CARGCCAAT CTEERAAGCTIGEARRRAGRAGCRASTE €74
Query 181 ERCARCRCTCICAGCRGEEITEEEOCCAGECCICITGEEOCTICOCACCOCAGOCREOATAT . 240
RN RN RN RN RN RN RN RN RRN RN
Fbjct  ETS R ERCR T T ARG CRCEEI TSRO CAGECCICITEEEOETOCCACCOCAGOCREOATRET 724
Query 241 I I GO ARG CTITAT CTAGCICIGEEACCACGECTIGICATIGOAGEOCACRES . 400
NS RERRRR N R RN R NN N NN RN RN NN RN RN RN RN
bject 735 I I GO CCAGCACTIT AT CTAGCICIGERACCACGECIGICATIGCAGEOCACAEE 754
Guery 301 AT T GITACCTRCACT I CI OO CGEACTISITCARCRECRCOCTECTATRACCEOOES . J60
RN RN RN RN RN NN RN N RN RN R NR RN RN AR RN
Fbjct 755 AT T GITACCTRCACT I CI OO CGEACTISITCARCRECRCOCTECTATRACCOEOOES B4
fuery 3€1 T AT ATAGECA R A A A O CTACCAGCARCTEGRAGICITICIGOTITGOGTITCOGAGOOCE 420
RN RRN RN NN RN RN RN RN R NN RN NN RN RN RN
bjct B35 T AT ATAGECA R A A CCCTACCAGCARCTEGRAGICITICIGOITGOGTITCOGAGOOCE 514
fQuery 421 T CACRR R R RO CITITI I I OO I AR R EREOCTCOCTIGICASICTCACTEOCRRS . 480
NN RN RN NN R RN RN RN RN RN R NN RN RN RN NN
bjct 515 TCAGARR GO CITI I I OO CT CAR R ACAGOCTCOCTGICAGT CTCACTEOCRAS 574
fuery 481 ARG CTI CI T AT G CIICI CCATGEOCCAGCCCATEEOCTCCTCATOCACRGRES 540
RN RN RN RN RN NN RN N RN RN R NR RN RN AR RN
Fbjct 875 AR CRCTI CIT O R T GEI CII T CCAT GO CCAGOCCRATEEOCTOCT AT OCRCAGER. 1024
fuery 541 AT A T T I T GECAGCEECTGEERARR A CCCTTCAGEEAAGAGOCTEGEOCICTEEC . £00
RN RN NN RN RN RN RN RN NN RN RRRR RN
Sbjct 1035 CCATACCICIGCITGGCAGCGGCIGGGEARARCCCITCAGEEAAGRAGCCIGEGCCICIEOC 10594
fuery €01 AT CTCAGEEARACGAT CCCAT CTCCACTCICITCCICCTATAAGCCOATECTGAATARTEAT  £60
ENRRRRRR N RR N R NN RN NN RN RN RN RN NN AR RN
bjct  10%3 ATCTCAGGEARGATCCCATCTCCACTCICITCCICCTATARGCCCATGCTGAATAATART 1154
fuery E€E€1 T AT I GO A A AT A A GO A CTECCIITATIGCAGACCACRCAGEEOCTGRARAE 720
ENRRRNRR R R R N R NN R RN RN RN RN RN RN RN RN
Skjet 1155 TCOCIICATCIGECCARATAGCACGCCACTECCITIATIGCRAGACCACRCACGEECCTIGARE 1214
wuery  T21 COAGTATCECCACCCRAGATCCAGCCTGTICTICCTGES 757
RN RN RN R AR RRNRRRNRRNNRRRNRRRNRY
3bject 1215 CCORGTATCGCCACCCARGATCCRAGCCIGICICCIGEC 12351
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Primer 672 (1400 forward)

Range 1: 1 to 1153 Graphics ¥ He=xt Match

Score Expect Identitias Gaps Strand

2126 bits{1151) 0.0 1152/1153(99%) 0/1153({0%) Plus/Plus

Guery 1454 CCAGGGAGCTGGACTCATCTGATAGGGATATTAGITCAGCTACTGACCTCCAGCCAGATC 1513
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjet 1 CCAGGEAGCTGEACTCATCTGATAGGGATATTAGTICAGCTACTGACCTCCAGCCAGATC 60

Guery 1514 AGECIGAGRCTGAAGATACRACGARGARCARCTAGCTAGATAGCTIITGEARGACIGITGIGECC 1573
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjet  E1 AGGCTGAGACTGARGATACAGAAGARGAACTAGTAGATAGTITGEARGACTGTIGTGECC 120

fuery 1574 GIGATGAGRATGAAGAGGAGGAGGGAGACTCAGAGTGCTCCTCATTARAGTGCTGTCTICCC 1633
Trrrrrrnrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnnni

3bjet 121 LA CACGART AR CREFAGCEAGEERGACTCAGRCTECI OCTCATTARGTECIEICIOSS . 180

Guery 1634 CCAGCGAATCGCIGGCCATGAICICIAGRAGCICGTIATCGAARATTCTCGACCARACCOCTIT 1653
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

3bject 181 RO CRAT G EI GO AT GAT I CTAGRRCECT CTAT SERAARTTCTGRACCOREROOOCTTT 240

Query 1654 CCRATCATGAGRAACTTCGICCGACCAGCCCTCATCIACAGTICICITICCCAACGTIOCCCS 1753
Trrrrrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnnni

3bject 241 oA T AT GRGARRCTTEI CCCACCREOCOCTCATCTACASTCICTITT OCCRRSETITOOSS . 200

Guery 1754 CLACCATCIATITITGGCACTCGGGATGACAGACTGCGACARACTTICCCIGGEAACREACEE 1813
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrrerrrrrrerrrrrrnrrrrrenrrrrrrnerrrrrnnni

Fbjct 301 LR AT CIATITIGE AT CCEEEAT CACRCACTEEACARRCTTOCCTEEERACREREER 2E0D

fuery 1814 AGTTGCICCEATGGAAGATCGAGCACRGTCGACCOCCARCATTCICAAGCACGRCCATTIGEAC 1872
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrrerrrrrrerrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnnni

Fbjct 3E1 AETT GO CCEAT EERRCAT AR R ETERCOCCCR R CRTTEICARGOAGRCOCRTTEERS . 420

Guery 1874 GELCCCACTITCRARRTCRGCARRRGERACEATERACTEECIGEECIGCIGGEETCACCACE 1533
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct 421 e CCCRCIT AR R T R AR R R R R CERATEACTEECI GEECTECTEEEEICACCRCE 480

uery 1534 TEARAGCTCICCTAGITIICCGATCCATTCGAGAGCATCAGRRGCTARRCCATTICCOCAGECT 1553
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrerrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnnni

Fbjct 481 TERACTCICCIAGITICCGAT CCATTCGRAGRGCATCACRRGCTRARACCOATTTOCOCAGEST 540

fuery 1554 CATTCCAGATTGGGAGEALGGACCEECIATGEOGEAACCTGICACCTIATGCAGRGCCOECT 2053
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrrrrrrnerrrrrnnni

Fbjct 541 R T R CGATI GEERACEAACEACCCECIAT GECEEARCCI CICACEIATCOAGRECCOECT €00

uery 2054 TIGECAAGRLGERGITCAGTIIICITCCCCCAGTCCIITATCCIGOCCCAGEACGOCARGEE 2113
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct 601 IR R I T CAGTITIICIT COCCCAGT CCITIATCCIGOCCCAGERCROCRRES EE60

Query 2114 TOCTGOGCAARAGCGIGERRGAGCAGCAGCCECCARRRCTGEATIGIGAAGCCACCAGCAT 2173
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct  6E1 TR I EEEACAGCAGCRGOCECOCAR AR T GEAT T FTCAAGCCRCOCRGCAT  T20

Query 2174 CRAGCTCGAGECATIGECATCCAGEIIATICACRAGTGEAGTCAGCTOCCCRAAGOGARGEE 2233
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrnnni

Fbjct  T21 R ECICCAGECATIGECAT CCAGEITATICACARCT GEAGSTICAGCTCCCCAAGOGRAGES TEOD

Query 2234 COCTCCIGETACAGRGETATCIACACARARRCCOCTACCTCATCAGOGECAGCRAGTITIGACC 2253
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct  THL T I GG ACAGAGGTAT CTACACARRCCCTACCTCATCAGCGECAGCAAGTITIGACC 840

fuery 2254 TGOEGATCTATGIILATGICACTIICCTACGATCCICIGOGGATITACCICITIICAGATE 2353
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrerrrrrrerrrrrrrnrrerrrrrrrrrrnner renena

Fbjct 41 TECEEATCTAT GITIAT I CACTIICCTACGAT CCICTEOGEATITACCICITINCAGATE 200

fQuery 2354 GACTGGEICCGECITIGCCAGTIGCAAGTATICGOCIICCATGAAGAGOCTIGECAATARGT 2413
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct 501 GACTGGEICCGCITIGOCAGTIGCAAGTATICGOCTICCATGARAGAGCOCTIGECAATARGT 960

fuery 2414 TCATGCACCTGRCCAACTACAGTGICAATARARAGAATGOCGAGTACCAGEOCAATGCAE 2473
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjct SE1 TCATGCACCTGACCARCTACAGTCICAATARAR AEARTGOCGACGTACCAGECCARATECAE 1020

fuery 2474 ALGARARTGECITGCCAGEECCACARRRTGEECACTGARAGECTIIGIGRAACTACCTGAGOC 2533
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fbjoct 1021 ATGARRATGECITGCCAGEECCACARRRTGEECACTGAAGECTIIGIGFAACTACCTGAECC 1080

fuery 2534 AGRAGGEEAGICRATAGCGARCICCATCIGEGEAGRAGATARRGGATGIIGIIGICARARCTA 2553
Trrrrrrnrrrrrrnrrrrrenrrrrrrrrrrrrenrrerrrrrrrrrrnrrrrrennn

Fejoct 1081 AGRAGGEAGICARATAGCGARCICCATCIGGEAGRAGATARRGGATGIIGIIGICARARCTA 1140

Query 2554 TCATCTCGTCAGR 2606
Trrrrrrnnrrenn

Sbjet 1141 TCATCTCGTCAGE 1153
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Primer 673 (2200 forward)

Range 1: 1 to 1108 Sraphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2039 bits(1104) 0.0 1107/1108(99%:) 1/1108(0%) Plus/Plus
Query 2253 TCTACACRRRCCCTACCICATCAGCGGECAGCARGITTGACCIGOSGATCIATSTITATST 2312
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Fbjet 1 CTACRCAR L T A T AT CAGC GG AT T T RACCI GOGEAT CTATGITIAT &0
Query 2313 CACTICCTACGATCCTCTGCGEATTTACCTCTTTTCAGATGEACTGETCCGCTTTG A 2372
Trrrrrrrrrrreerrrrrreerrrrenerrrrerrrrrrererrrrrerrrrrrerenn
Fbjet 61 CACTTCCTACGATCCTCTGOGEATTTACCTCTTTTCAGATGEACTGETCOGCTTTGOCAE 120
Query 23873 TIGCAARGTATTCSCCITCCATGAAGAGCCTTGECAATARGTTCATGCACCTGACCARCTE 2432
LErrrrrrrrrrerrrrerrrrerrrrererrrrrrrerrrererrrrreerrrrrrnennn
ket 121 TIGCRAGTATICSCCTTCCATGRAGAGCCITGSCRATRRGTICATECACCTIGACCRACTA 180
Query 24933 CAGIGICAATARRARGARTGCCGAGTACCAGGCCARTGCAGATCARATEECITGOCAGEE 2452
TR e rrrrrerrrrreenenn
Fbject 181 AT G CAATAR R R CART GOCCACTACCAGEOCARATCCAGATCGARATGECITGCCAGEE 240
Guery 2453 COACARATGEEECACTGAAGECIIICIGGRACTACCTGAGOCAGRAGEEACGTCARTAGOGR 2552
TErrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrenrrrrrrerrrrrererrrrrrerrrrreenn
bjet 241  COACRAATGEECACTEAAGGCTTTGTGGAACTACCTGAGCCAGRAGSEASTCRAATAGCOGA 300
Query 2553 CICCATCTGGEGAGARGATAARGGATGTTGTTGTCARRACTATCATCTCGTCAGAGOCCTE 2612
Lerrrrrrrrrrerrrrrrreerrrrerrrrrrerrrrrrrrerrrrreerrrrrerenn
ket 201 CICCRTCTGEGAGARGATARAGEATGITGITSICARRRCTATCATCTOSTCAGAGOCCTA 360
Query 2613 TETGACCAGCCIGCICARGATEIATGIGCGACEECCCIATAGCIGOCRTEARCTICITIRE 2672
TR e rrrrrerrrrreenenn
Ibject 361 T RACCAGC I G CAAGAT CTATCT GOGACGECCCTATAGCIGCCATGAACTICITIEE 420
Guery 2673 TITIGACATCATGCTAGRCGAARRARCCTCRAGCCCTGEEICCIGEAAGTCARCATTITOOCC 2732
LErrrrrrrrrrerrrrrrrnerrreenrrrrrrerrrrrererrrrrerrrrrrrenn
bjet 421  TTTTGACATCATGCTAGACGARRACCTCAAGCCCTGGETCCTGEAASTCRAACATTTOCND 480
Query 2733 ARGCCTCCACTCCAGCTCTCCACTGGATATCAGCATCARRGECCAGATGATTCGTGACCT 2782
Lerrrrrrrrrrerrerrrreerrreenrrrrrrererrrererrrrreerrrrrernn
ket 481  ARGCCTCCACTCOCARGCICTOCACTSGATATCAGCATCRRRGSCCAGATEATTIOSTEACCT 540
Query 2783 TCIGAATCIGECAGGIIILGICCIGCCCARTGCRAGAGEATATCATITCCAGCCCCAGCAG 2652
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Jkjet 541 T EAAT I GECAGCITIIGICCIGCCCAATGCAGRGEATATCATITCCAGCCCOCAGCAE €00
Guery 28533 CIGCAGCAGCTCCARCCACCAGCCIGCCCACCICCOCTEEEEACRARTETORRATEECICC 2512
TErrrrrrrrrreerrrrereerrreereerrrerrerrrrrerrrrrreerrrrreen
Fbjet 601  CTGCAGCAGCTCCACCACCAGCCTECCCACCTCCCCTEEGEACARATETCGARTGECTCC 660
Query 2813 AGAGCATETCACTGCACAGARGATGAARGARRGCCTATTATCTGACCCAGARRATTCOCTEE 2972
PR rrrrreerrrrrrnerrreeeerrrrrrrrrrrererrrrrererrrreennn
ket 661  AGAGCATGTCACTGCACAGAAGATGAAGRARGCCTATTATCIGACCCAGRARRTTOCTSA 720
Query 2573 TCAGEACITCIATSCATCIGIGCIGGATGICCIGACRCCAGATEATEIICGEATICIGST 2032
PERERE e r e v e e e rnnnnnl
3kjet 721 TR I T I ATGOAT I T GCT GEAT I CCTGACACCAGATGATGITCGEATICTIGET 740
Guery 3033 TEAGATGEAARGATGAGIIIICICGOCCIGEICAGTITIGAACGAATTITICOCTIICTICATAT 3052
LErrrrrrrrrrerrrrrrrnerrreenerrrrrererrrererrrrrerrrrrrenrnn
Fbject 781 TEARAT R CATCAGTIT I CI OGO CETGEICAGTITGAACGARTTITICCITCICATAT 840
Query 2083 CICCTCTCGCTATCTCCGECTTTTITGAGCAGCCACEATATTTCARCATTCTCACCACCCR 3152
TErrrrrrrrrreerrrrereerrreereerrrerrerrrrrerrrrrreerrrrreen
Sbjet B41 CICCTCTCGCTATCICCGSCITTIITGAGCAGCCACSATATITCRACATTICTICACCACCCR 300
Guery 2153 ATGGGARCAGARRTACCATGECARCARGCTITARRGEASTAGATCIGCICCGEAGITEETIE 3212
PERTRRE R e e e e v e e el
3kjet 501 AT GEEAACRCAR AT A CAT CECARCALCCTTARAGEACTAGATCIGCICCOGEAGIIGETIE  S60
Guery 3213 CIACARAGEETIICCACAT-GEEAGTIGICICIGATICIGCICCAGTGIGEICICICCOOGA 3271
PERTRRRRrerrnnnere renrrreennrrrrrerrrrrererrrrreerrrrrennnn
Fbject  SE1 CTACRA A I TCCACATGEEEACTICICICIGATICIGCICCAGTGIGETICICICCCGR 1020
Query 2272 CATCACTTCIGACTATCICARRGGATGACGTGATACTCRATECCTTCAGCARATCAGAGR 32331
TErrrrrrrrrreerrrrereerrreereerrrerrerrrrrerrrrrreerrrrreen
Sbjet 1021 CATCACTICTGACTATCICARRGEATGACGIGATACTCRRTSCCTICAGCARATCAGRAGR 1080
Guery 2332 CIAGCARGCTGGGARRACRARECTICCIG 3353
||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
3kjet 1081 AGCARGCTGEEARLACRARECTCCTG 1108
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Primer p16 reverse
Sequence |D: Query_2225953 Length: 1158 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 1158 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1877 bits(1016) 0.0 1116/1158({96%) 34/1158(2%) Plus/Flus

Guery 2477 ARATGECITG-CCAGEG-CCAC-AAATGEECACTG-AAGCGCITIGCIGGARCTACCT-GAG 2531
errrerrrr reeerr rerr rrrrrrrr v rerr orrrrrrreny orenni |

Fbjet 1 R TR TGO CAGEECCCR AR R A TEEEOCATCARRGETITICIGERARATROCTHNGE &0

Guery 2532 CCAG-AAGGGAGT CRATA-GCGACTCCA-TCIGGGAGRAGAT -ARAGGATGIIGIIGIC 2586
PO rrrrreer reeer o rrrrrrr rrrrr e renr o renrernnrnnnnnni

Ibjot €1 R GRR LR INC AR T A EECRCT CCATICIGECAGRAGATRRRRGEATEITEITEIC 120

Query 2587 ARRARCT-ATCATC-————T—-—————- o= G--TCARGARGCOCC-TATGIGARACCAGCOCIE 2€235
e i | | Fornrrrnner renrrnerenrnnnnl

Fejet 121 AR R CTITICATCITGHNICAGRGCCCTITAT CTIGANT CAGRECCCTIAT GTGACCAGECTIE 180

Query 2€26 CT-CAAGARTGIATGIGCGACGGCCC-TATAGCIGCCATGRACTCTIITGGIITIGACATC 2682
PO vrrrreer reerrrnrrrenrnrrernnnnnn

JFbjet 181 CICCAAGAT AT GIGCGACGECCCCTATAGCIGCCCATGAACTCITIGEITIIGACATC 240

Query 2€83 ATGCTAGRCGARRARCCTCAAGCCCIGEEICCIGERAAGTCARCATITCCOCARGOCTCOCRC 2742
PR e errrernereeennnnn

Ibjet 241 ATGCTAGACGARRRCCTCARGCCCTGEEFICCIGEAACGTCRARACATTICCCCARAGCCTCCAC 300

Cuery 2743 TCOCAGCTCTCCACTGEATATCAGCATCARAGECCAGATGATTICOGTGACCTICTEAATCTG 2802
trrrrrrrrrrerrrrrrrrereerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrnnnn

Fbjetr 301 TCCAGCI I CCACTI GEATATCAGCAT CARRAGECCAGATGATICCTGACCTICIGRATCIC 360

Quary 20803 GOAGEITITGICCIGCCCAARTGCAGACEATATCATTTICCAGCCCCAGCAGCTECAGCAGC 2862
trrrrrrrrrrerrrrerrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrennn

3bjets  3E1 GCAGGITIIGI CCIGCCCARTGCAGAGGATATCATITCCAGCCCCAGCAGCTGCAGCAGE 420

Guery 20863 TCCACCACCAGCCIGCCCACCICCCCIGEEEACRARTETCCGARTEECTCCAGRAGCATEIC 2522
PR e errrernereeennnnn

pjet 421 TCCACCACCAGOCTGCCCACCTOOCCT GEEEACARRTCTCGARTGECTCCAGAGCATGIC 480

Guery 2523 ACTGCACAGARCATGRAGARACGCCTATTATCIGACCCAGARARRTTCCTGATCAGEACTITIC 2582
PERETEE e e e e e nnnnni

Fbjet 481 RCTGCARCRGARR AT ERACRR R EOCTATTAT CTGACCCAGRARRTTOCT GATCAGEACTITC 540

Query 2583 TATGCATCIGIGCIGEATGICCIGACACCAGATGATGIICGGATICIGEITIGAGATGEAR 3042
PEEET e e e e e e rnnnnl

Fbjet 541 IR GCAI I G GCIGEAT CI O CIGACARCCACATGATCITCEERATITCIGEITGAGRATEERE €00

Query 3043 GATGAGITILCICGCCGIGEICAGITIGAACGAATTITICCITCICATATCICCICICGS 3102
PEEEREE e e e e rnnnni

Fbjet €01 GRTGAGITIIICICECCCIGEICAGITIGARCEAARTITITCCTIICTICATATCICCICICES EE0

Query 3103 TATCICCGCITITIIGARGCAGCCACGATATITICARCATICTCACCRCCCAATGEEARACEE 3162
PR e errrernereeennnnn

Fbject  E€E1 TATCICCGCITITIIGAGCAGCCACGATATTICARCATICTCACCACCCAATGECARCEE 720

Query 3163 ARATACCATGECARACARGCITARRGGAGTAGATCIGCICCGEAGTIGEIGCTACARRGEE 3222
trrrrrrrrrrerrrrrerrereerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrennn

Fbojet  TZ21 AR ATACCATGECAACARGCIT ARRGEAGTAGATCIGCICCEGRACGTIGEIGCTACRARGEE TA0

Quary 3223 TITICCACATGEEAGITGICICIGAITCIGCICCACTGIGEICICICCOOGACATCACTTCIC 3282
trrrrrrrrrrerrrrrrrrrreerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrnnnn

Fbjet  TH1 ITCCACAT GEEACIIGICICIGATIT CIGCT CCAGT GIGEICICICCCGACATCACTICICG 840

Query 3283 ACTATCICRARGEATGACCIGATACTCAATECCITCAGCARRTCRACRGACTAGCRARCCTE 3342
trrrrrrrrrrerrrrrerrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrnnn

bjct 041 ACTATCTCAARGEATGACGIGATACTCAATGCCITCAGCARRTCAGRGACTAGCRAGCTG 500

Guery 3343 CGRARAARCARAGCTCCICIGAGCITAGCCIACTACICICIGAAGACGEEACCACECCCARE 3402
PEEEEEr e e e rrrrrenrreerrenrerneennnnnni

pjet 501 GEAARACARRGCTCCIGIGAGETTAGCCTACTACTCICTIGARGRACGEEACCACGOCCARR  SEOD

Guery 3403 TCCAAGAAGACTCAAGCIGGCCICICCCCITATCCCCAGARACCCACTTCCTCARAGEAC 3462
PEEERE e v e e el

Fbjeot 961 TOCR R R R T R G TEEOCICI CCCCITAT CCCCAGRARCOCRAGTTOCTCARARGEERS 1020

Query 3463 AGIGAGGACACCAGCARRGAGCCCAGCCITICIACCCAGRCGITACCIGIGATCARAGIGE 3322
PEEEREE e e e e e e rnnnni

Iejet 1021 AGTGAGEACACCRGECARRLCGRCCCCAGCCITICTACCCAGRCCTITACCTICTIGATCARGTGC 1080

Query 3323 ICIGEECAGACITCAAGARCITICIGCITCCICCACTITCCAGICRATCAGTGACTICCOCTIC 3382
PR e errrernereeennnnn

Fbjet 1081 TCIGEECAGACTITCAAGACTITCIGCITCCICCACTITCCACGTCAATCACGTGACTCCCIC 1140

Query 3583 CIGECIGIGAGCCCATRE 3600
trrrrrrrrrrrnnnnnl

Fbjet 1141 CIGECTIGIGAGCCCATAR 1158

Abbildung 18 Komplettsequenzierung der gewonnen Plasmid-TTLL4-DNA
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Tabelle 11: Bradford-Pipettierschema zur Proteinbestimmung

Konzetration Volumen Stocklosung, BSA- | Kontrolle

Referenzprotein: BSA Standard (1 mg/ml) [pul] + H2O

A Leerwert 50 ul H20 50 ul H20

B Leerwert 50 ul H.O 50 ul H2O

C 0,25 ug BSA 2,5 BSA-Standard+ 47,5 ul H2O | 2,5 BSA-Standard+ 47,5 ul H,O
D 0,5 ug BSA 5 BSA-Standard + 45 ul H.O 5 BSA-Standard + 45 ul HO

E 1 ug BSA 10 BSA-Standard + 40 ul H>O 10 BSA-Standard + 40 ul H.O
F 1,5 ng BSA 15 BSA-Standard + 35 ul H>O 15 BSA-Standard + 35 ul H>O
G 2 ug BSA 20 BSA-Standard + 30 ul H,O 20 BSA-Standard + 30 ul H.O
H 3 pg BSA 30 BSA-Standard + 20 ul H>O 30 BSA-Standard + 20 ul H.O

Zu jedem Wert wurden 200 ul Biorad-Reagenz (1 ml + 4 ml H20) gegeben.

Es erfolgte eine Inkubation iiber 5 Minuten bei Raumtemperatur und eine Messung bei

595 nm.
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Vektor LeGO-iC2-Puro+

(1) SagrDI
(8378) SspI_

Mlul (231}
f Spel (252)

v Ndel (457)

(3054) Sl:aI_

(7798} Fspl | { f

(6487) BspEI ——

0-17 LeGO-iC2-Puro+
8494 bp

T KEID (2317

(6105) Bsu36l —

~~ Nhel (2774)
Bmtl (2778)

" TspMI - Xmal {z914)
Smal {z918)

" PFIFI - Tth1111 (3179)
BamHI {3189}
EcoRI {3211}

(5204) SexAl* Mot (3247)

{ AvrIl (3427)

7 U pmin (3592)
/ Aarl (2615)

(4633) Agel
(4631) RsriIl
(4544 Sgral

Abbildung 19 Vektor LeGO-iC2-Puro+. Die Gestaltung der Abbildung erfolgte in Snapgene.
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