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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion durch Inositolphosphate und
Phosphoinositide

Inositolphosphate und Phosphoinositide spielen eine herausragende Rolle als second
messenger in der Signaltransduktion und in der Regulation einer Vielzahl von zelluldren
Prozessen wie Vesikeltransport, Calziumstoffwechsel, Endo- und Exozytose oder
Arrangement von Zytoskelett. Durch die vielfdltigen Maoglichkeiten der
Phosphorylierung des Inositols ergibt sich eine groBe Anzahl von unterschiedlichen
Metaboliten und Stoffwechselwegen fiir Inositolderivate. Dieser Umstand macht
Inositol zu einer sehr geeigneten Grundsubstanz zur Vermittlung von Signalvorgéngen
und macht verstindlich, dass Inositolderivate an der Regulation von so verschiedenen
Prozessen beteiligt sind. Von diesen ist sicher der bekannteste der klassische Weg, der
von der Spaltung des Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat/PtdIns(4,5)P, durch
Phospholipasen von Typ C zum Inositol 1,4,5-Trisphosphat/Ins(1,4,5)P; fiihrt, welches
in der Funktion eines klassischen second Messengers fiir die Freisetzung von Kalzium

aus intrazelluldren Speichern verantwortlich ist.

Es sei zur Einfiihrung noch erwéhnt, dass mit Inositolphosphaten alle die Substanzen
gemeint sind, die nur durch Phosphorylierungen aus dem Inositol hervorgehen.
Dagegen sind mit Phosphoinositiden lipophile Substanzen gemeint, bei denen, wie zum
Beispiel beim PtdIns(4,5)P,, das Inositol 4,5-Bisphosphat an einen Phosphatidsdurerest
gekoppelt ist. Zusammenfassend spricht man von Phosphoinositiden. [Irvine u. Schell,

2001, Abel et al., 2001]

1.1.1 Der Signalweg der Inositolphosphate

Eine zentrale Substanz im Inositidstoffwechsel ist das PtdIns(4,5)P,. Es ist mit seinen
beiden Fettsdureresten im inneren Blatt der Plasmamembran verankert, wihrend
hydrophile Inositolphosphatkopfgruppe zum Zytosol zeigt und somit verschiedenen
Proteinen wie z.B. Enzymen oder Bindungsproteinen zugénglich ist. So entstehen durch
Spaltung des PtdIns(4,5)P, durch Phospholipasen vom Typ C die beiden second
Messenger Diacylglycerol (DAG) und Ins(1,4,5)Ps. [Stryer, 1996]

Die Phospholipasen vom Typ C werden in drei Familien eingeteilt, die sich in der Art
threr Aktivierung unterscheiden: Die Phospolipasen vom Typ CB werden durch Gq-

5



1 Einleitung

Proteine, und damit letztlich durch Sieben-Transmembran-Helix Rezeptoren aktiviert,
wihrend der Typ Cy durch Tyrosinkinaserezeptoren akitviert werden. Der Mechanismus
der Aktivierung der Phospholipase C3 ist nicht vollstindig etabliert, jedoch scheint Ca**
ein Aktivator zu sein[Katan, 1998].

Beide Produkte der Phospholipase C iiben ein Signalwirkung aus. Das l16sliche
Ins(1,4,5)P; vermittelt iliber den tetrameren Ins(1,4,5)P;-Rezeptor des ER eine
Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum, wéhrend das
membranstindige DAG zur Aktivierung der Proteinkinase C beitrdgt. [Berridge u.

Irvine, 1984]

Eine Regeneration des PtdIns(4,5)P, findet auf folgendem Wege statt: In einem ersten
Schritt wird das DAG durch die DAG-Kinase phosphoryliert, so dass Phosphatidsdure

Zytosol Hoher phosphorylierte
IP 3Kinase Inositolphosphate
v

s

-z
s

Ins(1,4)P; «—— Ins(1,4,5P; ——— Ins(1,3,4,5)P;

/
/

¥
Ins Pl 3Kinase

PC «—DAG < PtdIns(4,5)P,—<—p PtdIns(3,4,5)P; —» PtdIns(3,4)P;

CDP-
PtdIns4P ——<—p  PtdIns(3,4)P,

Vo

PtdIns p PtdIns3P

Membran

Abbildung 1.1: Gegeniiberstellung von Inositolphosphat und
Phosphoinositidstoffwechsel. Ausgehend vom PtdIns(4,5)P, kann entweder
durch die PLC der Weg zu den loslichen Inositolphosphaten oder durch die PI
3Kinase zu den membranstindigen Phosphoinositiden eingeschlagen werden.
Das der PI 3 Kinase bei den Inositolphosphaten entsprechende Enzym, die IP
3Kinase, hat als Produkt das Ins(1,3,4,5)P,. Dieses unterscheidet sich vom
PtdIns(3,4,5)P; durch das Fehlen des DAG, besitzt aber die gleiche Kopfgruppe.
Dieser Umstand erschwert das Indentifizieren von spezifischen
Bindungspartnern der beiden Metabolite.
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1 Einleitung

entsteht. Die Phosphatidsdure wird dann durch CTP aktiviert, bevor dann freies
Inositol an das CDP-DAG gekoppelt wird. Aus dem PtdIns entsteht schlieBlich in zwei
Phosphorylierungsschritten das PtdIns(4,5)P,. [Krauss, 1999]

Das durch die PLC entstandene Ins(1,4,5)P; kann nun entweder durch verschiedene 5-
Phosphatasen zum Ins(1,4)P, abgebaut [Erneux et al., 1998] oder durch IP;-3-Kinasen
zum Ins(1,3,4,5)Ps hochphosphoryliert werden. Vom Ins(1,4)P, flihrt der Weg {iiber
weitere Dephosphorylierungen zum Inositol, das dann zur Regeneration des

PtdIns(4,5)P; beitrégt.

Das Ins(1,3,4,5)P4 dagegen bildet nach derzeitiger Kenntnis die Ausgangssubstanz zu
allem hoher phosphorylierten Inositolen [Fukuda et al. 1997] und besitzt auch eine
Funktion in der Regulation des Calziumeinstroms in Zellen. Es entsteht durch die
Aktivitdt der IP;-3-Kinasen, von denen drei Typen (A/B/C) Unterschieden werden. Sie
unterscheiden sich in ihrer gewebespezifischen Expression und in der Aktivierbarkeit

durch Kalzium-Calmodulin. [VanWeyenberg et al., 1995] [Dewaste et al., 2000]

Es sind eine Vielzahl von hoher phosphorylierten Inositolphosphaten beschrieben,
wobei durch Pyrophosphorylierungen iiber das Ins-Ps auch Inositole mit bis zu acht
Phosphatresten bekannt sind. Die Stoffwechselwege sind sehr komplex und noch nicht
vollstdndig aufgeklért. Fiir viele dieser Inositolphosphate wird eine Funktion in der

Signaltransduktion vermutet. [Irvine u.Schell, 2001]

Auch fiir das Ins(1,3,4,5)P4 hat eine eigene Funktion in der Signaltransduktion. So
konnte gezeigt werden, dass Ins(1,3,4,5)P4 an der Kontrolle des Kalziumeinstroms in
Zellen beteiligt ist. Die Suche nach dem physiologischem Bindungspartner des
Ins(1,3,4,5)P4, und damit nach Ins(1,3,4,5)P4 bindenden Proteinen ist nun ein wichtiger
Schritt zur weiteren Aufklarung der genauen Funktion dieses second Messengers. Die
Suche gestaltete sich aber schwierig, da einerseits zwar viele Ins(1,3,4,5)P4 bindende
Proteine identifiziert werden konnten, sich aber die Affinitit und vor allem die
Spezifitit gegeniiber anderen Inositolphosphaten als nicht hoch genug erwies.
Andererseits ergeben sich Probleme durch die Abtrennung zu dem strukturell dhnlichen,
membranstidndigen PtdIns(3,4,5)P;. Mittlerweile ist allerdings ein GTPase aktivierendes
Protein der GAP1 Familie identifiziert worden , das als Ins(1,3,4,5)Ps Rezeptor

angesehen werden kann. [Cullen, 1998]
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1.1.2 Die Phosphoinositide

Im Gegensatz zu den Inostiolphosphaten ist die Gruppe der Phosphoinositide etwas
iiberschaubarer. Das kommt daher, dass bei den Phosphoinositiden Phosphorylierungen
bislang nur an den Positionen D-3, D-4 und D-5 gefunden wurden. Von besonderem
Interesse sind hier das schon erwéhnte PtdIns(4,5,)P, und die an der D-3 Position

phosphorylierten PtdIns(3,4,5)P; und PtdIns(3,4)P,.

1.1.2.1 Das PtdIns(4,5)P, als Signalmolekiil

An der Synthese des PtdIns(4,5)P, aus PtdIns sind zwei Gruppen von Enzymen
beteiligt. Die PI 4-Kinasen phosphorylieren spezifisch die D-4 Position des
Inositolrests. Aufgrund ihrer Hemmbarkeit durch Adenosin werden sie in zwei Gruppen
eingeteilt (Typ II und Typ III). PI 4-Kinasen konnten sowohl an der Plasmamenbran, als
auch am Golgiapparat, am ER und im Zytosol nachgewiesen werden. Auch eine Rolle
in der Organisation des Actin-Zytoskeletts wird ihnen zugeschrieben [Balla, 1998].
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass auch ARF-Proteine eine

Aktivierung der PI 4-Kinaseaktivitit vermogen [Godi et al., 1999]

Die frither PtdIns(4)P 5-Kinasen genannten Enzyme werden heute als PIPkinasen, da

thre Spezifitit gegeniiber Substrat und Produkt nicht so groB ist, wie urspriinglich

o
N NN N NN NN NE_o-ch,
o |
\/\/\=/\=/\=/\=/\/\("j_()_cfl
0—CH,
OH 0=1:)‘0_
. o & _on
PO,
OH 4
3 PO

Abbildung 1.2: Dargestellt ist das Phosphoinositid PtdIns(4,5)P,, in der
natiirlich vorkommenden 1-Stearoyl, 2-Arachonidyl Form. Die einzelnen
Positionen am Inositolring sind durchnummeriert. Die Hydroxylgruppe an
Position 1 steht als einzige axial.




1 Einleitung

angenommen [Hinchliffe et al., 1998]. Sie werden aufgrund ihrer biochemischen
Eigenschaften in zwei Gruppen eingeteilt (Typl und Typll), von denen jeweils 3
Isoformen (a,f,y) kloniert wurden. Der Hauptanteil der Synthese des PtdIns(4,5)P, aus
PtdIns(4)P wird durch die PIPkinaselo und P geleistet [Fruman et al., 1998]. Eine
Aktivierung der PIPkinaselo kann durch Phosphatidséure, als dem Produkt der
Phospholipase D und dem kleinen G-Protein ARF6 stattfinden [Honda et al., 1999].

Die Bedeutung vielfiltiger Regulationsmdglichkeiten der PtdIns(4,5)P, Synthese liegt
darin, dass diese Substanz nicht nur der Vorldufer fiir second Messsenger wie dem
Ins(1,4,5)P; oder dem PtdIns(3,4,5)P; ist, sondern auch eigene Funktionen besitzt
[Czech, 2000]. Diese beinhalten vor allem Membrantransfer und Verbindung der
Plasmamebran mit dem Actinzytoskelett. Viele Proteine, welche die Organisation des
Actinzytoskelett regulieren, wie Gelsolin oder Profilin, binden an PtdIns(4,5)P,. Eine
Schliisselfunktion von PtdIns(4,5)P, bei der Bildung von Actinfilamenten in der Nihe
von sogenannten rafts konnte nachgewiesen werden [Caroni, 2001]. Weiterhin binden
viele an der Regulation vor Clathrin-Vesikeln beteiligten Proteine, wie AP-2, AP180,
Dynamin oder Synaptotagmin an PtdIns(4,5)P,. [Czech, 2000]

1.1.2.2 Die D-3 phosphorylierten Phosphoinisitide

Neben dieser klassischem Signalkaskade der Inositolphosphate bildet das PtdIns(4,5)P»
auch die Ausgangssubstanz zu dem Signalweg der Phosphoinositide. Aufgrund der
asymmetrischen Verteilung des PtdIns(4,5)P,, das sich fast ausschlieBlich an der
Innenseite der Lipiddoppelschicht der Plasmamembran befindet, sind die
Phophoinositide auch nur an der Innenseite der Plasmamembran lokalisiert. Hier
entsteht als erstes der Botenstoff  PtdIns(3,4,5)P; durch die Aktivitdt der
Phosphoinositid 3-OH Kinasen (PI 3-Kinasen). Die PI 3-Kinasen konnen aufgrund
struktureller und enzymatischer Merkmale in drei Klassen aufgeteilt werden [Wymann

u. Pirola 1998; Toker u. Cantley 1997]:

Die PI 3-Kinasen der Klasse I sind Heterodimere, bestehend aus einer katalytischen und
einer regulatorischen Untereinheit und werden durch extrazelluldre Stimuli mittels
Rezeptoren aktiviert. Anhand der regulatorischen Untereinheit wird die Klasse I noch
einmal in IA und IB unterteilt: Die regulatorische Untereinheit der Klasse IA (3 Gene:
p85a, B und y; aber durch alternatives Spleilen werden mindestens sieben verschiedene

Proteine produziert) ist konstitutiv mit der katalytischen Untereinheit (3 Gene: p110 a.,
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B und y) verbunden und besitzt mehrere Proteinbindungsdoménen, unter anderem zwei
SH2 (Src homology2) und eine SH3 (Src homology3) Doméne. Die Aktivierung dieser
PI 3-Kinasen kann auf zwei Wegen erfolgen:  Erstens durch Bindung der
regulatorischen Untereinheit mittels der SH2- Domédnen an phosphorylierte Tyrosinreste
von Rezeptoren mit intrinsischer oder assoziierter Tyrosinkinaseaktivitét, das sind vor
allem Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, wie z.B. der EGF-Rezeptor oder der
Insulinrezeptor. Bei letzterem findet die Bindung der regulatorischen Untereinheit an
die Tyrosinreste des Insulinrezeptorsubstrats (IRS) statt [Alessi u. Downes 1998].
Zweitens durch Bindung von GTP-Ras an die katalytische Untereinheit. Beide
Signalwege bewirken eine Translokation der PtdIns 3-Kinase vom Zytosol zur
Plasmamembran, wo die Kinase dann in Kontakt zu ihrem Hauptsubstrat, dem

PtdIns(4,5)P, kommt.

Bei den PI 3-Kinasen vom Typ IB assoziiert die katalytische Untereinheit (PI3Ky/p120)
mit einer 101kDa regulatorischen Untereinheit, die eine Bindung an und Aktivierung
durch PBy-Untereinheiten von G-Proteinen ermoglicht. Diese Enzyme sind in der
Signaltransduktion von Siebentransmembranhelix-Rezeptoren (z.B. muskarinerge
Rezeptoren) beteiligt. Weiterhin konnte bei der PI 3-Kinase y des Gehirns eine
Proteinkinaseaktivitit festgestellt werden, durch welche der MAP-Kinase Signalweg
aktiviert werden kann [Bondeva et al. 1998]. Die PI 3-Kinasey ist somit moglicherweise
fiir Auslosung von zwei verschiedenen Signalwegen verantwortlich. Die PI 3-Kinasen
der Klasse I konnen sowohl PtdIns, als auch PtdIns 4-P PtdIns(4,5)P, als Substrat
nehmen. Ein weiteres und wichtiges Merkmal der PI 3-Kinasen der Klasse I ist ihre

Sensitivitit gegeniiber den Hemmstoffen Wortmannin und LY 294002.

Die PI 3-Kinasen der Klassen II und III sind Monomere und kénnen nicht PtdIns(4,5)P;
als Substrat nehmen, sondern phosphorylieren nur PtdIns und PtdIns 4-P (Klasse II)
oder nur PtdIns (Klasse III). Sie kommen als Produzenten von PtdIns(3,4,5)Ps nicht in
Betracht. Uber die PI 3-Kinasen vom Typ II ist nur wenig bekannt. PI 3-Kinasen vom
TYP III haben als Produkt das Ptdlns 3-P, das eine Rolle im endosomalen
Membrantransfer eine Rolle spielt. Es dient als Interaktionspartner von Proteinen mit

FYVE Finger Doménen, wie dem endosomal antigenl (EEA1) [Simonson et al. 1998].

Das PtdIns(3,4,5)P; und alle anderen D3-phosphorylierten Phosphoinositide lassen sich
nicht durch die Phopholipasen C hydrolysieren und bilden somit einen oOrtlich auf

Membranen beschrinkten Signalweg. Wihrend die Inositolphosphate schon seit
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langerem intensiv beforscht werden, sind die Phophosinositide in letzter Zeit vermehrt
in Zentrum des Interesses geriickt. Den Ansto3 dazu haben unter anderem die
Identifizierung einer PtdIns 3-Kinaseaktivitit in Assoziation mit dem middle T-Anitgen
des Polyoma Virus und die Entdeckung des bis dahin unbekannten Lipids
PtdIns(3,4,5)P; in aktivierten Neutophilen gegeben. [Whitman 1985]

Mittlerweile konnen Phospholipiden eine ganze Reihe verschiedener Funktionen
zugeschrieben werden, wie in der Signaltransduktion, insbesondere von
Wachtumsfaktoren und somit eine Rolle in der Regulation des Zellwachtstums oder
einer onkogenen Transformation. Weiterhin ist es wichtig im Membranstransport, da
spielt es zum Beispiel eine Rolle in dem insulinvermittelten Glucoseeinstrom in Zellen,

oder im Rearrangement von Actinzytosklelett. [Payastre et al. 2001 ; Corvera et al. 99]

Die Identifizierung von PtdIns(3,4,5)P;.bindenden Proteinen bildete den néchsten
Schritt zur Aufkliarung des genauen Wirkmechanismus des durch die PtdIns 3-Kinasen
ausgelosten Signalweges. Ein wichtiges Protein downstream der PtdIns 3-Kinase ist die
Proteinkinase B/Akt. PKB/Akt wirkt antiapoptotisch und wurde urspriinglich als
Onkogen eines Retrovirus entdeckt [Staal, 1988] und wird durch die Phosphoinositide
Dependent Kinase 1 (PDKI1) aktiviert. Beide Proteine binden an PtdIns(3.,4,5)Ps.
Weitere PtdIns(3,4,5)Ps-bindende Proteine sind zum Beispiel die Bruton’s Tyrosine
Kinase und einige Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) und GTPase activating
proteins (GAPs), also am Signalweg der kleinen G-Proteine beteiligte Molekiile.
Insgesamt wirkt die Ptdlns 3-Kinase auf viele verschiedene Effektoren auch

benachbarter Signalwege im Sinne eines cross-talks. [Wymann u. Pirola 1998]

Als gemeinsamer Wirkmechanismus der 3-OH phosphorylierten Phosphoinositide hat
sich herausgestellt, dass sie als ein tempordrer Membrananker wirken. Nach
Aktivierung der PtdIns 3-Kinase ermdglicht das neu gebildete PtdIns(3,4,5)P; eine
Translokation seiner Bindungsproteine vom Zytosol an die Membran. Die Bindung an
die PtdIns(3,4,5)P; wird durch bestimmte Phosphoinositidbindungsdoméinen
ermoglicht, von denen die PH-Domine die zur Zeit am besten charakterisierte ist.
Durch diese lokale, auf die Membran beschriankte Signalwirkung kommen nun die
verschiedene downstream liegene Effektorproteine in Kontakt zu einander und kdnnen
aufeinander wirken. Als weiter Effekt kommt hinzu, daBl durch die Bindung an
PtdIns(3,4,5)P; Konformationsdnderungen stattfinden konnen, die mit einer

Funktionsidnderung einhergehen.
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1.2 Phospholipidbindungsdomanen

Die Interaktion von Proteinen mit Phospholipiden geschieht durch bestimmte Doménen.
Von diesen Doménen konnten in letzter Zeit mehrere definiert werden. Die besten
untersuchte ist die Pleckstrin Homologie-Doméne, oder kurz PH-Doméne. [Bottomly et

al. 1998]

PH-Doménen wurden zuerst an dem Protein Pleckstrin beschrieben, das sowohl am N-
Terminus als auch am C-Terminus von eine PH-Doméne begrenzt wird. Die etwa 100
bis 120 Aminosduren groBen Doménen weisen eine Sequenzhomologie von nur 10-20%
auf. Dagegen ist die 3-D Struktur stark konserviert: Sie hat eine fassdhnlichen Struktur
aus zwei [-Faltblittern mit jeweils drei und vier antiparallelen B-Stringen. Dieses
sogenannte -Fass wird an einem Ende durch eine a-Helix abgeschlossen, die einen
hochkonservierten Tryptophanrest enthédlt. Die Bindung an die Targets findet an der
gegeniiberliegenden Seite des 3-Fasses durch variable Loops statt. Allgenmein werden
die stark konservierten Sekundérstrukturelemente durch sehr variable Loops verbunden.
In einigen PH-Dominen, wie z.B. denen von B-Spectrin und der PLC-9,, konnen die
Loops Insertionen von weiteren Sekundérstrukturelementen oder sogar ganzen

Doménen enthalten. [Bottomley et. al. 1998]

Durch Affinititsmessungen konnte fiir viele PH-Doménen eine Préferenz zu

bestimmten Phosphoinositiden oder Inositolphosphaten gezeigt werden. Dennoch ist bei

Abbildung 1.3: Struktur der PH-Doméne der BTK mit Ins(1,3,4,5)P, als
Liganden, aus zwei Perspektiven. B-Stringe sind in Weil}, die a-Helices in Blau
und die Loop-Bereiche in Grau dargestellt. Als Grundlage dienten die
Strukturdaten der Protein Data Bank (PDB).
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diesen in vitro Affinitdtsmessungen Vorsicht angebracht, denn es ist nicht klar, in wie
weit sie die Bedingungen in der Zelle in vivo widerspiegeln. So schwanken die Kg-
Werte verschiedener PH-Doménen fiir einzelne Phosphoinositide zwischen 400nM und
40uM und liegen damit GroBenordnungen auseinander. Weiterhin ergeben sich
technische Probleme beim Messen der Affinititen der hydrophilen Proteine zu den
hydrophoben Phosphoinisitiden. Hier wurden synthetische Analoga zu den
Phosphoinositiden benutzt, bei denen teilweise die Fettsdurereste sogar ganz entfernt
wurden, sogenannte Glycerophosphorylinositole, oder verkiirzte (C6 oder CS8) und
damit wasserlosliche Fettsduren enthielten. Es konnte aber gezeigt werden, daBl die
PDK1 vermittelte Aktivierung von PKB/Akt durch synthetisches PtdIns(3,4,5)P;, das
zwei Palmitoylreste (C16) enthilt, deutlich schwiécher ist, als durch das natiirlich
vorkommende 1-Stearoyl, 2-Arachidonoyl PtdIns(3,4,5)P;. Wahrscheinlich ist dieser
Effekt dadurch zu erkliren, dass die ungeséttigten Fettsdure ein weiteres Herausragen
des Inositolrestes bewirken, der damit besser zugénglich ist. Dies ist ein weiter Grund

viele in vitro Messungen mit Skepsis zu betrachten.

PH-Doménen binden Phophoinositide und Inositolphosphate mit verschiedenen
Priferenzen. Bei nur etwa 10% der bekannten PH-Doménen ist die Affinitét zu ihren so
hoch, dass von einer Bindung der Domine unter physiologischen Umstinden
ausgegangen werden kann [Lemmon et al., 2000]. Einige der hochaffin-bindenden PH-
Doménen sind auf Grund ihrer Affinitdt zu PtdIns(3,4,5)P; oder anderen
Phosphoinositiden an der Signaltransduktion beteiligt, wie z.B. die vom Btk, PKB/Akt,
PDK1, Vav, SOS1, oder PLCy.

Es stellt sich aber die Frage nach der Bedeutung der {iiberwiegend niedrig-
affinbindenden PH-Doméinen. Hierbei sollte beachtet werden, dass schon durch
Aneinanderkoppeln von zwei PH-Doménen sich Avidititseffekte ergeben, die eine
Steigerung der effektiven Bindungstirke bis zu einem Faktor um Tausend bewirken
konnen. Solche Effekte konnen entweder durch Multimerisierung von Proteinen mit
jeweils einer PH-Domine geschehen, oder eben dadurch, dass in einem Protein mehrere
PH-Doménen vorhanden sind [Lemmon et al., 2000]. Letzteres ist zum Beispiel bei dem

noch ndher zu besprechenden Centaurina der Fall.

Weiterhin sei erwéhnt, dass es Hinweise gibt, die auch auf Proteine als mdgliche
Bindungspartner von PH-Doménen hindeuten. Mogliche Kandidaten sind hier die Py-

Untereinheiten von Heterotrimeren G-Proteinen oder die Proteinkinase C.
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Weitere Doménen, von denen gezeigt werden konnte, dass sie an Phophoinositide
binden sind die C2 Dominen, die SH2-Doménen und die FYVE Finger Doménen. Die
C2-Doménen wurden urspriinglich als kalziumabhéngige
Inositolphosphatbindungdoméne der Proteinkinase C beschrieben. Mittlerweile wurden
aber auch kalziumunabhingige Bindung an Inositolphosphate und Phosphoinositide von
C2-Domainen gefunden, und weiterhin ebenso wie bei PH-Doménen auch spezifische
Bindung an Proteine. Von der SH2-Doméne der pl110a/p85a PI 3-Kinase konnte
gezeigt werden, dass sie an PtdIns(3,4,5)P; bindet und dadurch die Bindung an
Phosphotyrosine gehemmt wird, so dass sich hier eine Art negative Riickkopplung
ergibt. Die FYVE Finger Doméne ist eine Zink-Finger Domine und konnte bei tiber 30
Proteinen nachgewiesen werden, die in verschiedenen Membrantransportprozessen
beteiligt sind. Sie bindet sehr spezifisch an das PtdIns(3)P. Weitere Proteine mit
anderen Phosphoinositidbindungsdoménen sind zytoskelettassoziierte Proteine wie

Ezrin, Radixin, Moesin und Vinculin. [Bottomley et al. 1998]

1.3 Die Centaurine

Die Centaurine besitzen als gemeinsames Merkmal eine oder mehrere PH-Doménen,
Ankyrinrepeats und eine Zinkfingerdomiane mit ERF-GAP Homologie. [Jackson et al.,
2000] Aufgrund ihrer chiméren Struktur und der Tatsache, dass der Name Chimérine
bereits vergeben war, wurden sie von ihren Erstbeschreibern Centaurine genannt.

[Hammonds-Odie et al., 1996]

Das Centaurina. wurden urspriinglich auf der Suche nach Ins(1,3,4,5)Ps bindenden
Proteinen kloniert, indem man Lysate aus Rattenhirn iiber eine Ins(1,3,4,5)Ps-
Affinitdtsmatrix aufgereinigt hat und dabei auf ein etwa 43- 46kDa grofles Protein
aufmerksam wurde. Dieses eluierte als letztes von der Matrix, so dass zuerst
angenommen wurde, es besdle eine besonders hohe Affinitit zu Ins(1,3,4,5)P4. Eine
darauf folgende Messung der Bindungeigenschaften durch Photoaffinititsmarkierung
zeigte jedoch, dass PtdIns(3,4,5)P; mit einer fiinfmal hoheren Affinitdt gebunden wurde
als Ins(1,3,4,5)P4. [Hammonds-Odie et al., 1996]

Kurz darauf wurden auf dhnliche Weise die homologe Proteine aus dem Rind (PIP3BP)
[Tanaka et al., 1997] und dem Schwein (p42™") [Stricker et al., 1997] isoliert und
kloniert. Das entsprechende Centaurin vom Rind weist ebenso eine hohe Affinitit zu

PtdIns(3,4,5)P5 auf, wihrend das Centaurin des Schweines in einem Bindungsassay das
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Ins(1,3,4,5)P,4 bevorzugte, so dass es von den Beschreibern p42™* genannt wurde.

Insofern herrscht Unklarheit iiber den physiologischen Bindungspartner des Centaurins.

Obwohl die Centaurine eine hohe interspezies Homologie untereinander aufweisen,
unterscheidet sich das Centaurin der Ratte in seiner Sequenz in ein paar Punkten
wesentlich von denen des Schweines und des Rindes. Zum einen weist es einen etwa 45
Aminosduren ldngeren C-Terminus auf und dann besitzt es auch nicht die in den beiden

anderen Proteinen vorhandene erste PH-Domaéne.

Nach Northernblotanalysen findet sich das Centaurin o vor allem im Gehirn
exprimiert,eine deutlich geringere Expression findet sich in der Niere und der Milz
[Hammonds-Odie et al., 1996]. Bei in situ Hybridisierung an Rattenhirnen findet sich
eine bevorzugte Expression in neuronenreichen Gebieten wie dem Cortex, Thalamus,
Hippocampus und Kleinhirn. Hierbei zeigt sich aber eine deutliche Abhdngigkeit vom
Lebensalter: So ist die Expression am vierten postpartalen Tag am stirksten ausgepragt
und nimmt dann mit zunehmendem Alter ab. Auf subzelluldrer Ebene ist das Centaurin
o vor allem an der axonalen Membran, an der pridsynaptischen Membran und an

prasynaptischen Vesikeln. [Kreutz et al. 1997]

Eine Bestdtigung, dass Centaurin oo ARF-GAP Aktivitdt besitzt, konnte durch einen
sogenannten Rescue-Versuch an einem Hefestamm nachgewiesen werden, bei dem das
Gces1-Gen, das dem ARF-GAP der Hefe entspricht, nachgewiesen werden. Bei diesem
Versuch konnte transfiziertes Centaurinoe den urspriinglichen Phénotyp wieder

herstellen. [Venkateswarlu et al., 1999]

Die Identifizierung der weiteren Centaurine f3, ¥ und o erfolgte durch Datenbandsuche
nach Sequenzen mit centaurindhnlicher PH-Domidne und Arf-Gap-Doméne. Einige
dieser Proteine enthalten auch noch weitere Doménen [Jackson et al., 2000]. Es konnten

auch einige Mitglieder der Centaurinfamilie kloniert und funktionell untersucht werden.

Das ASAPI1/Centaurinf4 der Maus wurde als phospholipidabhéngiges ARF1/ARF5-
GAP und zugleich SH3-bindendes Protein identifiziert [Brown et al., 1998]. Es bindet
mit seiner PH-Doméne an PtdIns(4,5)P, und ist an der Regulation des Actin
Zytoskleletts beteiligt [Randazzo et al. 2000]. Das DEF1/Centaurinf4 aus Rind wurde
ebenso als SH3-bindendes Protein kloniert [King et al. 1999]. Dem Centaurin33 werden
die PAPs (Pyk2-associated Proteins) aus Maus [Andreev et al. 1999] und das humane
PAG3 (paxillin-associated protein with Arf GAP acivity) [Kondo et al. 2000]
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PH-Doméne SH3-Doméne
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@@@@ Ankyrinrepeats Rho GAP Homologie

Potentielle GTP bindungs Doméne Coiled-Coil

Abbildung 1.4: Schematische Ubersicht der Centaurin Familie. Die Bezeichung
der Domiénen folgt der Legende. Beachtenswert sind die Unterschiede zwischen
dem Centaurina (Ratte) und den Homologen aus Rind (PIP3BP) und Schwein
(p421P4): Die Form der Ratte verfiigt iiber nur iiber die C-terminale PH-
Domaine und besitzt aufierdem einen verlingerten C-Terminus.

zugerechnet. In dieser Arbeit wird aulerdem die Klonierung eines neuen Mitglieds der

Centaurine, dem humanen Centaurina2 erstmals berichtet.

Uber die physiologische Funktion der Centaurine ist zur Zeit noch nicht viel bekannt.

Die N-Terminale Zinkfingerdomine des Centaurins weist eine Homologie auf zu der
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Zinkfingerdomédne des GTPase Aktivierenden Proteins des kleinen G-Proteins ARF1,

dem ARF1-GAP. Experimente mit gezielter Mutagenese deuten darauf hin, daB3 dieser
Zinkfinger Triager der GAP-Aktivitit ist[Cukierman et al. 1999]. Das ARF1 spielt eine
wichtige Rolle im Vesikeltransport indem es Interaktion von Coatomer Proteinen mit
der Golgimembran reguliert. Insofern kann vermutet werden, dafl das Centaurin auch
eine (ARF)-GAP Funktion ausiibt. Gestiitzt wird diese Vermutung durch die
Beobachtung, da3 Centaurin ol in der Lage ist, die Funktion von Gesl, dem ARF
GTPase aktivierendem Protein der Hefe, in einem Gcesl defizientem Hefestamm zu

ubernehmen.

1.4 Rolle der Arf-GTPasen im intrazelluldren Vesikeltransport

Die ARFs (ADP ribosylation factors) gehoren zu der Gruppe der kleinen G-Proteine,
die auch Ras/GTPase Superfamilie genannt wird. Sie haben ihren Namen von der
Eigenschaft, die ADP-Ribosylierung von G, durch Choleratoxin zu stimulieren [Kahn
u. Gilmann, 1984]. Thre physiologische Funktion besteht aber vor allem in der

Regulation des intrazelluldren Vesikeltransports.

1.4.1 Allgemeine Aspekte zu Ras-Proteinen

GTP-bindende Proteine, kurz G-Proteine genannt, wirken in verschiedenen
Regulationsprozessen als molekulare Schalter. In der GTP-gebundenen Form sind sie
aktiv und konnen regulatorisch auf ihre Effektorproteine einwirken. Durch eine
intrinsische GTPase-Aktivitidt kann das GTP zu GDP hydrolysiert werden. Das GDP
bleibt am G-Protein gebunden und bewirkt eine Inaktivierung. Eine erneute Aktivierung
kann erst durch Austausch des gebundenen GDP durch GTP erreicht werden. Die G-
Proteine wirken also als Schalter, indem sie einen unidirektionalem Zyklus zwischen
eine aktiven, GTP-gebundenen und einer inaktiven, GDP-gebundenen Form

durchlaufen.

Die Proteine der Ras/GTPase-Superfamilie sind etwa 20kDa grole Monomere, die zum
Durchlaufen des oben erwidhnten GTPase-Zyklus weitere Proteine benétigen, die zu
einer der drei folgenden Gruppen gehoren. Die GTPase-aktivierenden Proteine, kurz
GAPs, bewirken eine Aktivierung der intrinsischen GTPase-Aktivitdt und damit eine
Inaktivierung des durch das G-Protein vermittelten Signals. Dagegen beschleunigen die

Guanin nucleotide exchange factors den Austausch eines an das G-Protein gebundenen
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GDPs durch ein GTP und bewirken damit eine Aktivierung. Bei einigen Proteinen der
Ras-Superfamilie sind noch Proteine beschrieben, die den GEFs entgegenwirken, indem
sie einem GDP/GTP-Austausch behindern. Diese werden Guanin nucleptide

dissociation inhibitors, kurz GDIs, genannt. [Krauss, 1999]

1.4.2 Grundlagen zum intrazellularen Vesikeltransport

Eukaryotische Zellen sind durch Membranen in verschiedene Kompartimente unterteilt,
die fiir ihre jeweiligen Funktionen mit speziellen Proteinen ausgestattet sind. Eine
Kommunikation zwischen den verschiedenen Kompartimente findet durch
membranumschlossene Vesikel statt. Dieser Vesikeltransport muss auf vielfdltige Weise
reguliert werden, damit die fiir die Zelle lebenswichtige Unterteilung in spezialisierte

Kompartimente nicht gestort wird.

Die Vesikel werden von einem Proteinmantel (,,coat”) umgeben. Diese werden in
Clathrin- und Nicht-Clathrin-, bzw. Coatomer Komplexe eingeteilt. Das trimere
Clathrin bildet ein hexagonales und pentagonales Geriist um die Vesikel. Es benoétigt fiir
seine Formation Adaptorproteine, von denen vier bekannt sind: AP-1 bis AP-4. AP-1
kommt vor bei Vesikeln die aus dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) entstammen,
wihrend AP-2 bei Endozytoseprozessen beteiligt ist. Die Rolle des neuronalen AP-3 ist
nicht ganz geklédrt, es wird vermutet, dass es nicht mit Clathrin interagiert. Die
Adaptorproteine AP-1 und AP-3 werden durch ARF an die Membran
rekrutiert.[Kirchhausen et al. 1997]

Auf der anderen Seite gibt es die Coatomer Komplexe. Diese bestehen aus zwei
verschiedenen Coat Protein Komplexen: COPI und COPII. COPI wird eine Rolle im
Transport vom ER zum Golgi Apparat und moglicherweise im retrograden Transport
und bei der Endozytose zugeschrieben. [Cosson U. Letourneur, 1997] Der COPI Mantel
besteht aus sieben Untereinheiten und bendtigt ARF zu seiner Zusammenfiigung.
[Nickel u. Wienand, 1999]. COPII Vesikel sind im anterogeraden Transport vom ER
involviert. Der COPII Komplex bendtigt fiir seine Formation das kleine G-Proteine

Sarlp. [Kuehn u. Schekman, 1997]
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1.4.3 Steuerung der Vesikelknospung (,,budding“) durch ARF-
GTPasen

Die Gruppe der ubiquitdr vorhandenen ARFs besteht aus 6 Genen, die fiir ARF1 bis
ARF6 kodieren, und ldsst sich anhand von Sequenzmerkmalen in 3 Klassen eingeteilt.
Dabei werden ARF1, ARF2 und ARF3 der Klassel, ARF4 und ARF5 der Klassell und
ARF6 als einziges Mitglied der Klasselll zugerechnet. Alle ARFs sind etwa 20kDa
grof3e Proteine und sind N-terminal myristoyliert. Die Rollen des ARF1 und des ARF3
im Transport vom ER zum Golgiapparat oder im intra-Golgi Transport sind mittlerweile

gut charakterisiert. [Moss u. Vaughan, 1998]

Das ARF1 ist das am besten untersuchte ARF. Deshalb soll hier am Beispiel des ARF1
auf die Rolle dieser GTPasen beim Vesikelknospung (,,budding®) eingegangen werden.
Das inaktive ARF1-GDP ist im Zytosol lokalisert. Ein Austausch des GDP durch ein
GTP bewirkt eine Konformationsinderung, wodurch die N-terminale, myristoylierte

Helix des ARF1 mit der Lipiddoppelschicht von Membranen interagieren kann. Das

SEC7 Proteine
GEA Familie
GEF Cytohesine
GTP GD
+
inaktiv aktiv PLD

@ » PIPkins

membran- AP-1/AP-3/COPI

gebunden

GAP | Centaurine: z.B. ASAP1

Abbildung 1.5: Darstellung der Regulation von ARF Proteinen. In der GDP
gebundenen Form ist das ARF zytosolisch und inaktiv. Nach Austausch des
GDP durch GTP durch GEF transloziert das ARF an Membranen und kann
Zielproteine wie PLD und PIPkins aktivieren und eine Konstruktion des
Vesikelmantels bewirken. GAPs wie die Centaurine bewirken durch eine
Hydrolyse des GTPs wieder eine Inaktivierung des Signals. Durch die Produkte
der von ARF-GTP aktivierten Enzyme ergeben sich vielfiltige weitere
Regulationsmoglichkeiten (siehe Text).
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ARF1-GTP ist nun membrangebunden und bewirkt seinerseits eine Rekrutierung von

Clathrin (AP-1, AP-3) und Nicht-Clathrin (COPI) Proteinen. Es resultiert dir Bildung
von Coatomer-Komplexen und ein Abknospung des Membranvesikels. Weiterhin
aktiviert ARF-GTP die Phospholipase D und die PIPkins. Der durch die PLD
entstandenen Phosphatidsédure wird eine Rolle bei der Membransfusion zugeschrieben.
AuBerdem bewirkt die Phosphatidséure eine Stimulation der PIPkinla und B und damit
eine Erhohung der lokalen PtdIns(4,5)P, Produktion. Da die PLD ihrerseits durch das
PtdIns(4,5)P, weiter stimuliert wird, ergibt sich hier die Moglichkeit einer Feed-forward
Schleife. Von dem PtdIns(4,5)P,, das lokal durch die PIPkins gebildet wird, wird
vermutet, dass es als Anker fiir Zytoskelettanteile dient. [Moss u. Vaughan, 1998]
[Jackson et al., 2000]

Fir die Fusion des Vesikels mit der Zielmembran ist eine Abdissozioation des
Coatomer-Mantels nach vorhergegangener Hydrolyse des ARF1-GTPs zum ARF-GDP
notig. Da die basale GTPase-Aktivitidt der ARFs nahe Null ist, kommt den ARF-GAPs

eine wichtig Funktion zu.

Das ARF6 als einziges Mitglied der Klasselll weicht in seiner Funktion etwas von den
anderen ARFs ab. Wihrend bei diesen die GDP-gebundene Form zytosolisch und die
GTP-gebundene Form membranstéindig ist, beeinflusst beim ARF6 das gebundene
Nukleotid die subzelluldre Lokalisation: So ist ARF6-GTP vorwiegend an der
Plasmamembran zu finden, ARF6-GDP dagegen an Endosomen. ARF6 vermag als
einziges ARF ein Rearrangement des Actin Zytoskelett zu bewirken und wird mit
Funktionen wie Exozytose und cell spreading in Zusammenhang gebracht. [Chavrier u.

Goud, 1999] [Jackson et al., 2000]

Von den fiir die Steuerung von ARFs ndtigen Proteinen konnten mehrere Proteine
identifiziert werden. Zu der ARF GEF zihlt man die SEC7 Familie, die GEA Familie
und die Cytohesine [Roth, 1999]. Zu den Cytohesinen gehort auch das GRP1 (general
receptor for phosphoinositidesl), das auch eine PH-Doméine besitzt, und mit hoher
Affinitdt an PtdIns(3,4,5)P; bindet [Klarlund et al. 1997]. Als Proteine mit ARF GAP-

Aktivitat konnten die bereits erwahnten Centaurine identifiziert werden.

1.5 Das griin fluoreszierende Protein (GFP)

Fluoreszierende Proteine haben sich zu einem sehr niitzlichen Werkzeug in der

Zellbiochemie entwickelt. Die zur Zeit am besten charakterisierten stammen von
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marinen Coelenteraten, wie z.B. die griinfluoreszierenden Proteine (GFPs) der
pazifischen Qualle Aequoria victoria oder der Seeanemone Renilla reniformis und das
rotfluoreszierende DsRed von Indopazifischen Seeanomane Discosoma sp. Das in
dieser Arbeit benutzte GFP kommt von Aequoria victoria. Dort wird es
natiirlicherweise durch das blaue Licht des lumineszierenden Proteins Aequorin

angeregt und emittiert es dann als griines Licht. [Cubitt et al. 1995]

Das GFP ist ein 238 Aminosduren grof3es, 27kDa schweres Protein. Es weist eine sehr
kompakte Tertidrstruktur auf, bestehend aus einer zentralen alpha-Helix auf der das
Fluorophor lokalisiert ist und die von einem 11-stringigem beta-Fall umgeben wird.
Dadurch kommt dem GFP eine hohe Resistenz gegeniiber Proteasen, Hitze,
Detergenzien und alkalischem pH zu. Der Fluorophor entsteht durch zyklische
intramolekulare Addition dreier Aminosduren ( Serin 65, Tyrosin 66 und Glycin 67)
und einer anschlieBenden Oxidation durch molekularen Sauerstoff. Diese Reaktionen
finden wahrscheinlich autokatalytisch statt oder benétigen ubiquitir vorkommende
Kofaktoren. Zumindest hat sich in allem bislang getesteten Zellen ein funktionsfahiges
Protein gebildet. Das GFP selber ist in der Regel ohne wesentlichen Einfluss auf den

Stoffwechsel der Zelle.

Aufgrund dieser Eigenschaften eignet sich das GFP hervorragend als biologischer
Marker fiir den Einsatz in lebenden Zellen [Chalfie et al. 1994]. Die intrazellulédre
Lokalisation von Proteinen ld6t sich durch die Fusion mit dem GFP und dem Einsatz
fluoreszenzmikroskopischen Methoden in vivo bestimmen. Dabei sind im Gegensatz zur
Immunzytochemie auch Beobachtungen einer lebenden Zelle iiber einen bestimmten

Zeitraum moglich.

Durch Austausch von bestimmten Aminosduren lassen sich GFP-Mutanten mit
verbesserten Fluoreszenseigenschaften erstellen. Zu den sogenannten rot-verschobenen
GFP-Varianten gehdren das GFP-S65T [Heim et al. 1995] und das EGFP (enhanced
GFP: F64L, S65T) [Cormack at al. 1996]. Das EGFP hat einen -einzelnes
Absorptionsmaximum bei 488nm und ein Emissionsmaximum bei 507nm. Weiterhin
bietet es eine 35x hohere Leuchtkraft als das wtGFP, eine schnellere Bildung und ein
langsameres Ausbleichen des Fluorophors. Bei dem EYFP handelt es sich um eine
weitere Mutante des GFP, bei der vier Aminosaureaustausche ( S65G, V68L, S72A,
T203Y) zu einer weiteren Verschiebung des Absorptions- und Emissionsspektrums
gefilhrt haben (Maxima bei 513nm und 527nm), so daB es gelb (yellow)

fluoreszierendes Protein genannt wurde [Ormo et al. 1996].
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Ein Vergleich des Centaurinal der Ratte mit denen des Schweins und des Rinds ergab,
dass sich das Centaurinal der Ratte wie bereits erwdhnt in zwei Bereichen von den
anderen unterscheidet: Einer dieser divergierenden Bereiche befindet sich in der N-
terminalen PH-Doméne der Centaurine von Schwein und Rind. Das Centaurinal der
Ratte besitzt durch diese Veridnderung keine N-terminale PH-Domine, sondern nur eine
C-terminale. Da die PH-Doménen fiir die Bindung an Phosphoinositide verantwortlich
gemacht werden, kann so ein UNterschied von entscheidender Bedeutung fiir die
Bindungseigenschaften sein. Der zweite der divergierenden Bereiche ist der um 40
Aminosduren verldngerte C-Terminus. In Anbetracht der ansonsten hohen interspezies
Homologie der Centaurine sind solche Unterschiede auffillig. Vor allem vor dem
Hintergrund der Regulationsfunktion, welche die Phosphoinositide ausiiben, stellte sich
die Frage, ob diese Unterschiede darauf beruhen, dass die Centaurine von verschiedenen
Spezies kommen, ob es sich um verschiedene Gene handelt oder ob spezielle
Regulationsmechanismen wie z.B. alternative Spleilvorginge eine Rolle spielen. Es
konnte sich aber auch um Artefakte handeln. Diese Frage zu beantworten steht an erster

Stelle dieser Arbeit.

Ein humanes Centaurinotl war zu Beginn der Arbeit noch nicht kloniert. Dennoch gab
es Hinweise, wie eine humane Form zumindest teilweise aussehen wiirde: Eine
Datenbanksuche nach Homologen zu den bekannten Centaurinal aus Ratte, Schwein
und Rind lieferte einige humane ESTs. Hieraus lie sich zumindest ein Teil der Sequenz
des humanen Centaurinal rekonstruieren. Gleichzeitig bot sich hieraus ein Ansatz zur
Klonierung des humanen Centaurinal. Die Klonierung des humanen Centaurinal mit

Hilfe dieser Daten war das néichste Ziel dieser Arbeit.

Zusitzlich wird hier von der Klonierung eines humanen Centaurino2, einer hier neu
entdeckten Isoform, berichtet. Zur Charakterisierung des Centaurina2 im Vergleich
zum  Centaurinal wurden  eine  Northernblotanalyse und in  vivo

Lokalisationsexperimente (s.u.) durchgefiihrt.

Der nichste Punkt dieser Arbeit ist die funktionsabhidngige intrazelluldre in vivo
Lokalisation der Centaurine ol und a2. Diese wurden vor allem zur Ergénzung der in

vitro Daten iber die Bindungseingenschaften des Centaurinal durchgefiihrt. Dies
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betrifft vor allem die Frage, ob das lipophile PtdIns(3,4,5)P; oder sein hydrophiles

Gegenstiick, das Ins(1,3,4,5)P4 nun der physiologische Interaktionspartner ist. Aus der
intrazelluldren Lokalisation von Proteinen kann man Riickschliisse auf deren
physiologische Bindungspartner ziehen. Bei dem Centaurinall waren bereits
immunhistochemische Untersuchungen gemacht worden, die das Centaurinal in der
Néhe von Membranen zeigten [Kreutz et. al, 1997]. Dies konnte fiir eine bevorzugte
Bindung an das membransténdige, lipophile PtdIns(3,4,5)P; sprechen. Diese Versuche
sind aber statisch, weil sie an fixierten Zellen gemacht wurden. Mehr Gewicht hitten
Versuche, bei denen eine funktionelle Translokation des Centaurins an den Ort einer
erhohten PtdIns(3,4,5)P; nachgewiesen werden kann. Die PtdIns(3.4,5)P; Synthese
durch die PI 3-Kinase ldsst sich in Zellen vor allem durch Wachstumsfaktoren anregen.
In diesem Fall wére eine Translokation des Proteins an die Plasmamembran als den Ort
der PtdIns(3,4,5)P; Synthese zu erwarten. weiterhin ist zu fordern, dass die
Translokation durch spezifische Inhibitoren der PI 3-Kinase, wie Wortmannin oder
LY?294002 zu hemmen ist. Die entsprechenden Experimente wurden in dieser Arbeit an

mit EGF stimulierten PC12 Zellen durchgefiihrt.

Um die intrazelluldre Lokalisation der Centaurine iiberhaupt in vivo untersuchen zu
konnen, wurde eine Fusion mit GFP angestrebt. Diese Fusionsproteine lielen sich in
dieser Form mit Fluoreszenzmikroskopie mit quasikonfokalen Methoden in lebenden
Zellen untersuchen. Die Ergebnisse dieser Experimente werden im letzten Teil der

Arbeit vorgestellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Beschreibung der verwendeten Enzyme, Chemikalien, Plasmide, Bakterienstimme,

Zellinien und Zellkulturmaterial erfolgt im Methodenteil. Die Beschreibung spezieller

Gerite ist ebenfalls im Methodenteil abgelegt. Dort sind auch die jeweiligen Hersteller

angegeben.

2.1.1 Verwendete Oligonukleotide:

Oligonukleotide wurden von MWG, Ebersberg bezogen. Fiir Klonierungzwecke

eingefiigte Restriktionsschnittstellen wurden unterstrichen dargestellt.

Klonierung und Subklonierung des humanen Centaurin o 1:

I0O01 5’-CAT GCT CGA GCT GAG CTG CTC GGG AAT CCA CCG G-3'

1002 5’-CAT GCT CGA GCC CAA GTG GAG TTC ATG GCC TCC C-3'

I003 5’-ATC GAA TTC TAG GGC TCC TGC TTC TCC GGG TAG ATG-3’

[004 5’-ATC GAA TTC GGC AGC ATG GGC CTG TCC ACC ACC TTC-3'

HsCent07

HsCent08

HsCent10

HsCent14

HsCentl5

HsCentl17

HsCent18

HsCent19

HsCent20

HsCent21

HsCent22

5’ -CCT

5’ -GCC

5’ -GCG

5’ -CGC

5"-CTA

5’ -GCA

5"-TCC

5’ -GCG

5" -GCA

5"-CAT

5’ -CAC

GTC CAC CAC CTT CTG AAA G-3’

GTG ATG AAG ATC GAG CAC CTG-3’

GTC ATC CAT GGT GAA CCA GCG-3’

(AG) GC CAT GGC C (AG) (AG)

GGG

TCG

GTG

GGC

CTC

CGA

TCG

(CT)TT

GGA GC(GT) GCG-3’

(AG) TG CTT GAA GTG GGC-3’

GCA TCG CGG GCG CAT CG-3'

GTC

GCC

CGG

GCT

CAC

CGG

CTC

CTC

GAG

CAT

CAG

CGG

GTT

GGC

TTT
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CCG

CCA

TAT

CAA

ATG

CAC

TGG

GCT

GGC

CTT

TCG-3'

CCA AGG AGC GG-3'

TGA AGT GCG-3’

GCG GCG C-37

GAA GTG CG-3’
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Subklonierung des humanen Centaurin o 2 :

HsCenthom3 5’ -ACT ACT CTC GAG CTA TGG GCG ATC GCA ACA AG-3'

HsCenthom4 5’ -ACT GTT CCC GGG TCA CCT GCT GCT GCG G-3’

Erstellung der Sonden fiir die Northernblots:

HsCent26 5"-CCC AGG TCA GCA AGG TGA AGT CC-3’
HsCent27 5’ -CGG AGG GCG TGG GCC GGT A-3’
HsCenthom5 5’ -GGC CAC AAT GGA AAC CTC CG-3’
HsCenthom6 5’ -CGT TGG CCT GGG GGA TGC-3’
RnActinl 5’ -ATG ATG ACG ATA TCG CTG GCG-3'

RnActin2 5’ -ATG AGG AAG TCT GTC AGG TCC C-37

Klonierung der Centaurin o 1 der Ratte:

RnCentl 5’ -TCA CTC GAG TTG AGC TGC TCT GGG ATC CAC C-3'
RnCent2 5/ -TCA TCT AGA GGC AGC ATG GGC CTG TCC ACC-3’
RnCent3 5’ -GTG GCC TCG AGG CTA TGG CCG GGG AGC TGC GC-3'
RnCent4 5/-TTC TGT CTA GAC TGT CTA TCT GAT GGG CTT G-3’
RnCent7 5’ -GAA GGC TAC ATG GAG AAG ACA GGG-3’

RnCent23 5’ -CAT GTG GAG AAA CAG GAA TAC TCT AC-3’

RnCent24 5’ -GTG GCCGAT CTT GGC TGG CTG GAA GGT GGC-3'

Sequenzierung:

CMV ie Proml 5"-AAA TGT CGT AAC TCC GCC-3'

EGFP-N1 Seqgl 5"-GAA CTT GTG GCC GTT TAC GTC-3'
EGFP C-Term 5"-CCT GAG CAA AGA CCC CAA CG-3'
SV40 polyA rev 5'-TTC AGG GGG AGG TGT GGG AGG-3’
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2.1.2 Verwendete Kits und Fertiglosungen

Northernblotting:

Strip-EZ PCR Kit (Ambion Inc., USA)
Human 12-Lane MTN Blot (Clontech, Heidelberg)

ExpressHyb Hybridization Solution (Clontech, Heidelberg)

Molekularbiologie:

Plasmid Miniprep Kit (Whatman Biometra)
QIAEX IT (QIAGEN, Hilden)

QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Hilden)

Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)

Transfektion:

LipofectAMINE Plus System (Gibco BRL Life Technilogies GmbH, Eggentein)

2.1.3 Verwendete cDNA Bank

Fiir die Klonierungsversuche wurde die A-Phagen cDNA Bank A-gt10 human Brain

(Clontech) verwendet.

2.1.4 Losungen

5,7M CsCl 95,96¢ Césiumchlorid
2,5ml 1M NaAc pH 5,0
ad 100ml H,O; DEPC behandeln; autoklavieren

6x DNA loading 10mM EDTA
Puffer 15%  Ficoll 400 (w/v)
~0,03%  Bromphenolblau
~0,03%  Xylencyanol

4M GCN 47,26¢g Guanidiniumthiocyanat
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2,5ml 1M NaCitrat
ad 100ml H,O
700ul  beta-Mercaptoethanol

In lichtgeschiitzem Gefaf3 aufbewahren

LB-Medium 10g Bacto-Trypton
S5¢g Hefeextrakt
10g NaCl

ad 11 H,O; autoklavieren

1M NaAc pHS,0 8,2¢g Natriumacetat
ad 100ml H,O
pH Einstellung auf pHS,0 mit Eisessig
DEPC behandeln; autoklavieren

2M NaAc pHS5,5 16,4¢g Natriumacetat
ad 100ml H,O
pH Einstellung auf pHS5,5 mit Eisessig
DEPC behandeln; autoklavieren

1M NaCitrat IM  Natriumcitrat
pH Einstellung auf pH 7,0 mit Zitronensdure
DEPC behandeln; autoklavieren

PBS 8g  NaCl
0,2g KCI
1,44¢g Na,HPO,
0,24g  KH,POq4
ad 800ml H,O
pH Einstellung auf pH 7,4 mit HCI
ad 11 H,O; autoklavieren

27



2 Material und Methoden

PCI 25ml  Phenol
24ml  Chloroform
Iml Isoamylalkohol

RF-1-Puffer 100mM RbCl,
50mM MnCl,
30mM Kaliumacetat
10mM CaCl,
15%  Glycerin
pH Einstellung auf pH 5,8; sterilfiltrieren

RF-2-Puffer 10mM MOPS
10mM RbCl,
75mM CacCl,
15%  Glycerin
pH Einstellung auf pH 6,8; sterilfiltrieren

20x SSC 3M  NaCl
0,3M  Natriumzitrat (pH 7,0)
DEPC behandeln

TAE-Puffer ansetzen aus 50x TAE-Puffer; entspricht:
40mM Tris Azetat
ImM EDTA

50x TAE-Puffer 242,00g Tris(hydroxymethyl)aminoethan
57,10ml  Eisessig
100,00ml 0,5 M EDTA, pHS8,0 mit NaOH
ad 11 H,O

10x Taq Puffer 100mM Tris(hydroxymethyl)aminoethan
500mM KCl
1%  Gelatine (W/v)
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TE 10mM Tris(hydroxymethyl)aminoethan
ImM EDTA
pH Einstellung auf pH 8,0; autoklavieren

Wasch-Losung 1 2X SSC
0,05%  SDS

DEPC behandeln
Wasch-Losung 2 0,1x SSC
0,1% SDS

DEPC behandeln
Wasch-Losung 3 2x SSC
0,1% SDS

DEPC behandeln
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA Praparation aus Rattenhirnen

Die Prédparation von RNA erfolgte mittels Ultrazentrifugation iiber ein
Césiumchloridkissen. Wiahrend der Priparation diente Guanidiniumthiozyanat als

chaotropes Salz zur Kontrolle der Rnaseaktivitdt. Ansonsten wurde Rnasefrei gearbeitet.

2.2.1.1 RNasefreies Arbeiten

Um die Zerstorung der RNA durch die ubiquitér vorhandenen, sehr resistenten RNasen
zu verhindern wird RNasefrei gearbeitet. Ein hdufiger Handschuhwechsel diente zur
Priavention einer Verunreinigung durch die als Hauptkontaminationsquellen geltenden
Hénde. Wo industrieverpackte, RNasefreie Materialien und Einmalartikel nicht
verwendet werden konnten, mussten die verwendeten Materialien und Gerdte vor
Verwendung RNasefrei gemacht werden: Die in Ldosungen vorhandenen RNasen
wurden durch Zugabe von 0,1% DEPC und anschlieBendes 4 bis 5 stiindiges Riihren
zerstort. AnschlieBendes Autoklavieren zersetzt dann das DEPC zu CO; und H;O.
Glaswaren wurden durch mindestens vierstiindiges backen bei 180°C RNasefrei
gemacht. Plastikgerdte, die nicht so hoch erhitzt werden konnten, wurden fiir 30
Minuten in 3% H,O, gespiilt. Anschlieendes Waschen mit DEPC-behandeltem Wasser

diente zur Entfernung von restlichem Wasserstoffperoxyd.

2.2.1.2 Priaparation von total RNA

Das frische Gewebe sofort in fliissigem Stickstoff schockgefrohren und dann bei -80°C
gelagert. Fiir die Préparation wurden dann jeweils etwa 2g noch gefrorenes Gewebe mit
einem Morser zerstoen, mit 20ml 4M GCN-Losung in ein 50ml Falcon Tube gegeben
und mit einem Ultra-Turrax zerkleinert. Das Rohrchen wurde 10 Minuten bei 12000g
und 12°C zentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet. Es wurden 1,8ml 20%
Sarcosyl (enspricht einer Endkonzentration von 0,1 vol%) zugegeben und die Lysate 2

Minuten auf 65°C erhitzt und danach auf Eis gestellt.

Frische, autoklavierte SW40 Ultrzentrifugationsrohrchen wurden mit 4M GCN-Losung
ausgespllt und iiber Kopf trocknen gelassen. Dann wurden 3,5ml 5,7M CsCl Losung
vorgelegt, der CsCl-Spiegel mit einem Stift markiert und 7,5ml Lysat vorsichtig darauf

pipettiert ohne die beiden Fliissigkeiten zu vermischen. Nach dem Austarieren erfolgte
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die Zentrifugation fiir 20 Stunden bei 32000rpm unter Vakuum in einer
Ultrazentrifuge.

Nach der Pelletierung der RNA wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert, wobei an
der Grenze zum Cisiumchloridkissen die Pipettenspitze gewechselt wurde, um nicht
RNasen aus dem Lysat zu verschleppen. Der letzte Rest der Losung wurde dekantiert
und das Rohrchen fiir 1 Stunde iiber Kopf trocknen gelassen. Mit einem heiflen Skalpell
wurde das Rohrchen dann knapp unter der Césiumchloridmerkierung abgeschnitten.
Dieser Schritt stellt sicher, dass spiter keine RNasen aus der oberen Phasen
resuspendiert werden. Das RNA-Pellet wurde in 1ml warmen DEPC-behandeltem
Wasser aufgenommen und in ein 2ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Es erfolgte eine
Extraktion von weiteren Kontaminationen mit PCI-Losung. Dazu wurde 1ml PCI
zugegeben, 10 Sekunden gevortext und 5 Minuten bei 5000rpm in einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde in ein 10ml Greiner®-Rohrchen
iiberfiihrt. Die Phonolphase wurde erneut mit Iml DEPC-Wasser extrahiert. Zur Féllung
der 2ml wiéssrigen RNA-Losung wurden 200ul 2M NaAc und 5,5ml 100% Ethanol

zugegeben, die Losung gevortext und {iber Nacht bei -20°C féllen gelassen.

Die Pelletierung der RNA-Prizipitate erfolgte durch Zentrifugation mit 10.000g bei 4°C
fiir 30 Minuten. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Pellet fiir 15
Minuten iiber Kopf trocknen gelassen. Eventuelle Ethanolreste wurden durch 20
miniitige Behandlung in einem Vacuum Concentrator (Bachofer Laborgerite,
Reutlingen) entfernt. Jedes Pellet wurde in 100ul DEPC-Wasser aufgenommen und 4
Pellets zu jeweils 400ul vereinigt. Durch weiteres Ausspiilen der vier R6hrchen mit
100ul ergab sich schlieBlich eine Menge von 500ul RNA-Losung. Es erfolgte eine
weitere Féllung durch Zugabe von 50ul 2M NaAc und 1375u1 100% Ethanol. In dieser
Losung wurde die RNA bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

2.2.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation und zur Mutation von
DNA Fragmenten benutzt. Die PCR ist eine sehr vielseitige Methode und wurde in

dieser Arbeit mehrfach eingesetzt.

Bei der Amplifikation von DNA-Fragmenten zur anschlieBenden Klonierung wurde die
Pfu DNA-Polymerase (Invitrogen) benutzt. Dabei wurde im allgemeinen der folgende

Reaktionsansatz in einem Eisbad zusammenpipettiert: Sul 10x Pfu Reaktionpuffer, 2U
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Pfu DNA-Polymerase (beides von Promega), 0,4l 25mM dNTPs, jeweils 2,5ul 10uM
Forward- und Reverse-Primer, Template und Wasser zu einem Gesamtvolumen von
50ul. Die genauen Angaben, welche Starteroligonukleotide und welches Template bei

den einzelnen Reaktionen benutzt wurden finden sich im Ergebnisse Teil der Arbeit.

Bei PCRs zur anschlieBenden Klonierung in den pGEM-Teasy Vektor oder bei
analytischen PCR zum Screenen von Klonen wurde dagegen die 7ag DNA-Polymerase
verwendet. Fiir einen 50ul Ansatz wurden folgende Komponenten verwendet. Sul 10x
Taq Reaktionspuffer, 0,4ul 7ag DNA-Polymerase (Promega), 1ul 50mM MgCl,,

Primer und Template wie filir einen Ansatz mit Pfu DNA-Polymerase.

Als Thermocycler wurde ein Eppendorf Mastercycler® Gradient (Eppendorf) benutzt.
Dieser bietet die Moglichkeit, die Reaktionskammer statt einer einzigen Temperatur mit
einem Temperaturgradienten zu belegen. Dadurch konnen z.B. mit einem
Programmablauf mehrere Annealingtemperaturen zugleich ausprobiert werden. Die
Programmierung war wie folgt, wobei auch hier die genauen Angaben zur wechselnden

Annealingtemperatur (hier kursiv) im Ergebnisse Teil aufgefiihrt sind:

Schritt  Temperatur  Gradient Zeit [hh:mm:ss] Zeitinkrement Schleife

[°C] [°C] [s/Zyklus]
1 95 00:01:30
2 95 00:00:30 10x
3 68 2 00:00:20
4 72 00:02:00
5 95 00:00:30 20x
6 68 2 00:00:20
7 72 00:02:00 2
8 72 00:05:00
9 4 Bis Ende

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion mit reverser Transkription (RT-
PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion mit reverser Transkription (RT-PCR) ist eine
Abwandlung der PCR, die von RNA als Matrize ausgeht und mit einer reversen

Transkription als erstem Schritt beginnt. Verwendet wurde das Titan ® One Tube RT-

32



2 Material und Methoden

PCR System (Boehringer Mannheim). Dieses System beruht auf einer Ein-Schritt RT-

PCR Methode, bei der die Schritte der reversen Transkription und der DNA-Synthese
nacheinander ohne zwischenzeitliche Zugabe von Reagenzien und damit ohne Offnen
des Reaktionsgefifles durchgefiihrt werden konnen. Dazu wird ein Enzymmix aus AMV
Reverser Transkriptase fiir die Erststrangsynthese und den DNA Polymerasen 7ag und

Pwo und ein optimierter Puffer eingesetzt.

Fir einen 50ul Ansatz wurden folgende Reagenzien RNasefrei auch FEis
zusammenpipettiert, wobei genaue Angaben zu Starteroligonukleotiden und Template

im Ergebnis Teil zu finden sind:

Reagenz
5x RT-PCR Puffer 10ul
Enzym-Mix Tl
dNTPs 10mM 2ul
DTT 100mM 2,5ul
RNasin (10U/ul) Tul
Total RNA ~lug
DEPC H,0 ad 50ul

Der fertige Reaktionsansatz wurde dann in einen auf 50°C dquilibrierten Thermocycler,

der nach folgendem Programm gesteuert wurde:

Schritt  Temperatur Zeit Zeitinkrement Schleife
[°CJ [hh:mm:ss] [s/Zyklus]

1 50 00:30:00

2 95 00:02:00

3 95 00:00:30 10x
4 50 00:00:20

5 68 00:02:00

6 95 00:00:30 25x
7 50 00:00:20

8 68 00:02:00 5

9 68 00:05:00

10 4Bis Ende
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2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach der Groe wurde die Elektrophorese mit
Agarosegelen verwendet. Je nach erwarteter Lange der DNA variierte die Gelstirke
zwischen 0,5% und 4%. Bei Gelstdrken grofer als 2% wurde anstatt der gewdhnlichen

low-melting Agarose Nu-Sieve Agarose (Sigma) benutzt.

Die der gewiinschten Gelstirke entsprechende Menge an Agarose wurde mit TAE-
Puffer versetzt und in einer Mikrowelle so lange gekocht bis keine Schlieren mehr zu
sehen waren. Nachdem das heile Gel 5 Minuten bei Raumtemperatur abgekiihlt ist,
wurde es mit Ethidiumbromid versetzt, (5ul einer 0.2 %igen (W/v)

Ethidiumbromidldsung auf 50ml Gel) , in die Form gegossen und erstarren gelassen.

Als Laufpuffer zum Auffiillen der Elektrophoresekammer diente TAE-Puffer. Die
aufzutrennenden Proben wurden mit 6xDNA-loading-Puffer versetzt. Fiir die

Auftrennung wurde eine feste Spannung von etwa 80V fiir 30 bis 60 Minuten angelegt.

Als Marker wurde fiir DNA-Fragmente bis etwa 1000bp der ®X-174-RF DNA-Hae III
Digest (Pharmacia) verwendet. Fiir grolere DNA-Fragmente wurde der Lambda DNA-
HindIIl/ ®X-174 DNA-Haelll Digest (Pharmacia) eingesetzt.

2.2.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Wiedergewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
Kits QIAEX II (QIAGEN) nach dem Protokoll der Herstellers. Das Prinzip dieses Kits
beruht darauf, dal die DNA zuerst mit Hitze und Hochsalzpuffer, der chaotrope Salze
enthilt, aus der Agarose gelost und an eine Silicamatrix gebunden wird. Nach einigen

Waschschritten wird die DNA durch TE Puffer wieder von der Matrix eluiert.

2.2.6 Fallung von DNA

Um DNA von Losungen zu befreien oder um sie zu Konzentrieren wurde die
Ethanolfdllung benutzt. Hierbei wurde die Ausgangslosung mit dem doppelten
Volumen reinem Ethanol und einem zehntel Volumen 3 molarem Natriumacetat
versetzt und sorgfiltig gemischt. Nachdem die DNA fiir 20 Minuten bei -20°C
ausgefillt ist, wurde sie in einer Tischzentrifuge bei 1400rpm fiir 25 Minuten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Unter Umstinden folgte noch ein

Waschschritt mit 70% Ethanol. Die Zentrifugation erfolgte wie oben beschrieben.
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2.2.7 Photometrische Bestimmung der DNA- und RNA-

Konzentration

Die Bestimmung der DNA und RNA-Konzentration einer Lésung und auch der
Reinheit der Nukleinséren erfolgte iiber photometrische Messung der Absorption bei
260nm. Um genaue Messungen im UV-Bereich zu gewédhren wurden entweder
Quarzkiivetten oder spezielle, UV-durchléssige Plastikkiivetten (UVetten®, Eppendorf)
verwendet. Bestimmt wurden die Extinktionsdifferenzen bei 280nm und bei 260nm,
deltaEsgonm und deltaEsgonm. Die Konzentrationen errechneten sich nach den Formeln:
DNA-Konzentration [pg/ml]= deltaEssonm x 50, bzw. RNA-Konzentration [pg/ml]=
deltaEyeonm X 40. Die Reinheit der DNA  wurde anhand des Quotienten
deltaEgonm/deltaErgonm abgeschdtzt, wobei ein Quotient kleiner als 1,8 auf eine

Verunreinigung hindeutet.

2.2.8 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen diente zum Klonierung und
zum Screenen von Vektoren nach Klonierung. In dieser Arbeit wurden die in der unten
stehenden Tabelle aufgezeichneten Restriktionsendonukleasen benutzt, wobei jeweils
noch der Hersteller, die Reaktionstemperatur und der empfohlene Puffer verwendet
wurden. Die Restriktionsverdaus wurden in 20ul wéssriger Losung durchgefiihrt, wobei
2Units Enzym zur Spaltung von 1pg DNA eingesetzt wurden. Die Inkubationszeiten
betrugen bei 37°C 30 Minuten und bei 25°C 1 Stunde. BSA wurde, wenn erforderlich,
zu einer Endkonzentration von 0,2mg/ml zugesetzt. Die Hitzeinaktivierung der Enzyme

erfolgte durch Inkubation bei 65°C fiir 20 Minuten.
Die Enzyme und Puffer wurden von folgenden Firmen bezogen:

Boehringer-Mannheim GmbH: EcoRI, EcoRV, Xbal, Xhol, Puffer H

New England Biolabs: Agel, Apal, NEBufferl, NEBuffer4

MBI Fermentas: Sacl, Smal, Sacl Puffer, PufferYVTango
Enzym Erkennungssequenz, Puffer Temperatur

Agel AVYCCGGT NEBuffer] 25°C

Apal GGGCClC NEBuffer4 + BSA 25°C

EcoRI GVAATTC Puffer H 37°C

EcoRV GATVATC Puffer H 37°C
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Enzym Erkennungssequenz, Puffer Temperatur
Sacl GAGCTIC Sacl Puffer 37°C
Smal CCCYGGG Puffer Y+/Tango 37°C
Xbal TYCTAGA PufferH 37°C
Xhol ClTCGAG PufferH 37°C

Folgende sequentielle Doppelverdaus wurden durchgefiihrt, wobei nach dem ersten

Verdau das Enzym hitzeinaktiviert wurde:

Enzyme Puffer Bemerkung
Apal/Xbal NEBuffer4+ BSA  Erst 25°C, dann 37°C
Apal/Xhol 1x/2xOnePhorAll  Zwischendurch Zugabe von Puffer
Sacl/Agel Sacl Puffer+ BSA  Erst 37°C, dann 25°C
Smal/Xhol 1x/2x Y+/Tango Zwischendurch Zugabe von Puffer

2.2.9 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA wurde flir Klonierungen eingesetzt um die zu klonierenden
DNA-Fragmente (Inserts) in den entsprechend geschnittenen Vektor einzubringen.
Verwendet wurde in diese Arbeit die T4 Ligase mit dem T4 Ligase Puffer. Der
Ligationsansatz wurde wie folgt zusammengesellt, wobei das Insert oder die Inserts in

einem molaren Verhéltnis von 3:1 zum Vektor eingesetzt wurden:

Reagenz Ligationsansatz, [ul]
Geschnittener Vektor (100ng) X
Insert(s) X
5xT4-Ligase Puffer 2
Ts-Ligase 2
H,O ad 10

Eine anschlieBende Inkubation erfolgte fiir 4 bi 6 Stunden bei 14°C bis 16°C.

2.2.10 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung von DNA wurden verschiedene Plasmide als Vektoren benutzt, die
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unterschiedlichen Zwecken dienten wund teilweise auch unterschiedliche
Klonierungsstrategien erforderten. Deshalb werden die Vektoren auch einzeln

aufgefiihrt.

2.2.10.1 Klonierung in pGEM-T Easy ®

Der Vektor pGEM-T Easy (Promega, Mannheim) ist ein Klonierungsvektor, der
speziell zur schnellen Klonierung von PCR-Produkten entwickelt wurde. Bei diesem
System wird ausgenutzt, dass einige DNA-Polymerasen, wie z.B. die Tag-Polymerase,
dazu neigen, Adenosinreste an ihre PCR-Produkte anzuhdngen. Der Vektor hat nun
Thymidinreste {iberhdngen, am die sich das liberhingende Adenosin der PCR-Produkte
binden kann. PGEM-T Easy besitzt ein Resistenzgen gegen Ampicillin und eignet sich
wegen des LacZ Gens fiir das bewéhrte Blue-White-Screening. Die Ligation wurde

nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

Der Ligationsansatz wurde wie folgt erstellt, wobei bei Taq-PCR-Produkt in einem

molaren Verhéltnis von etwa 3:1 zum Vektor eingesetzt wurde:

Reagenz [ul]
2x Rapid Ligation Buffer 5
pGEM-T Easy® (50ng/ul) 1
T4 DNA Ligase (3U/ul) 1
Taq-PCR-Produkt S.0.
H,0 ad 10
Xmin 1 2009
Nae |
Scal 1890 2707 T7 l
\ 1 start
f1 ori Apa | 14
Aatll 20
Sph 26
E‘SIZ‘I 31
Amp' co 37
e pGEN®-T Easy - Bsiz | | A3
Vector T g@f |” jg
(3015bp) FooR| | 52
Spe | 64
FooR || 70
Not | 77
Bsiz| | 77
‘ Pt | 88
ori Sal | 90
Neel | 97
Sac| 109
BstX| |118
Nsi | 127
141 ¢
T srs g

Abbildung 1: Vektorkarte von pGEM-T Easy. (Quelle: Promega)
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Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Die nachfolgenden Schritte wie
Transformation, ausplattieren und Screening der Klone auf einklonierte DNA-
Fragmente erfolgte nach  Standardprotokollen, wobei die anaylytischen
Restriktionsverdaus der Miniprepprodukte insofern vereinfacht ist, als daB3 die multiple
cloning site Schnittstellen fiir Eco RI an beiden Seiten der Klonierungsstelle besitzt.
Dadurch kann ein mogliches Insert in einem Verdau mit einem einzigen Enzym

herausgeschnitten werden.

2.2.10.2 Klonierung in pZErO ®

Der Klonierungvektor pZErO®-2.1 (Invitrogen, Niederlande) ist entwickelt worden, um
Klonierungen mit niedrigem Hintergrund durch negative Selektion von nicht
rekombinierte Vektoren zu erreichen. Er eignet sich somit besonders zur sogenannten
blunt-end Ligation. Das System basiert darauf, dafl das fiir E. Coli Bakterien lethal
wirkende ccdB Gen an den C-Terminus von LacZalpha fusioniert ist. Das LacZalpha-
ccdB Gen steht unter der Kontrolle des IPTG induzierbaren Lac Promotors. Insertion

von DNA Fragmenten in die zwischen dem LacZalpha und dem ccdB Gen befindliche

A) Eé § r_ = = —
* —_— —_— —_— —_— — —
2E55nss AR 5808 LS

| zf<xmwmmmmm2x2xa<m|
SnaB |

Afl Il St

* The two Nsi | sites in the
MCS are the only sites in
the vector.

pZErO™-2.1 e
3_3 kb Apo | sites at this

location. Apo | also
recognizes the EcoR |
Apo It site.

BspH |

A-160319

Abbildung 2: Vektorkarte von pZErO 2.1 (Quelle: Invitrogen)
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multiple cloning site verhindert die Expression eines funktionellen und damit lethal
wirkenden Fusionsgenes und ermoglicht damit das Wachstum von rekombinanten
Klonen. Der Vektor enthdlt weiterhin ein Kanamycinresistenzgen zur positiven

Selektion von transformierten Bakterien.

2.2.10.3 Klonierung in die eukaroytischen Expressionsvektoren
PEGFP-N1 ® und pEYFP-C1 ®

Die beiden Vektoren pEGFP-N1 und pEYFP-C1 (beide: Clontech, Heidelberg) wurden
zur Expression von EGFP und EYFP beziehungsweise deren Fusionskonstrukte mit
Centaurin alpha 1 und - alpha 2 in eukaryotischen Zelllinien eingesetzt. Bei der
Erstellung von Fusionskonstrukten mul3 bei der Klonierung notwendigerweise auf die

Einhaltung des Leserasters geachtet werden.

Die beiden Vektoren unterscheiden sich, abgesehen von den Unterschieden zwischen
EGFP und EYFP, vor allem in der Position der multiple cloning site. Der pEGFP-N1
Vektor ermoglicht die Einfligung einer cDNA in eine N-terminal vom EGFP gelegene
multiple cloning site. In dem entstandenem Fusionskonstrukt befindet sich das EGFP
also C-terminal von dem zu untersuchenden Protein. Wahrend sich bei pEYFP-C1 die
multiple cloning site C-terminal vom EYFP Gen befindet. Die Expression des
Fusionskonstrukts befindet sich unter der Kontrolle eines CMV imediate early

Promotors.

A) W SnaBI B) ®

MCS
(591-671)

Nhel (552)
Ecod lll (597)
Age | (c01)

Eco0109 |
(3856)

Eco0109 |

EGFP (3854)

PVA - pEGFP-N1
4.7kb

SV40 ori Ofrll N
P P
SV40
e l Afl 11 (1640)

Dra lll (1874)

BsiG 1 (1323)

BsiG 1(1389)

Not(1402)
Xbal* (1212)

MCSs
(1330-1417)

Afll (1638)

Stul
(2577)

(2579)

Abildung 3: Vektorkarten (Quelle: Clontech) und multiple cloning sites der Plasmide
pEGFP-N1 (A) und pEYFP-C1 (B)
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Weiterhin enthélt der Vektor ein Kanamycin/Neomycin Resistenzgen. Diesem sind

sowohl eine prokaryotischer, als auch ein eukaryotischer Promotor vorgeschaltet. Dies
ermoglicht in Bakterien die positive Selektion von Transformanten durch Zugabe von
Kanamycin. In eukaroytischen Zellen ist hierdurch die Moglichkeit zur Selektion

stabiler Transfektanten durch Neomycin gegeben.

2.2.11 Praparative Gewinnung von Plasmiden aus E. Coli

Bei der priparativen Gewinnung von Plasmiden aus transfizierten E. Coli Bakterien
wird je nach zu gewinnender Menge zwischen einer Miniprep (bis etwa 30ug DNA)
und einer Maxiprep (bis etwa 500ug DNA) unterschieden.Beide Systeme basieren auf
dem Prinzip der alkalischen Lyse und anschliefender Aufreinigung der Plasmid-DNA

uber Silicamatrix.

2.2.11.1 Miniprep

Minipreps wurden mit dem Silica Spin Kit ® fiir Plasmid DNA Minipréparation von
Whatman/ Biometra nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

Die endgiiltige Elution der Plasmid-DNA von der Saule erfolgte in 50 TE Puffer.

2.2.11.2 Maxiprep

Fiir Maxipreps wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN) verwendet. Die
Handhabung folgte den Empfehlungen des Handbuchs. Die Plasmid DNA wurde nach

Eluation von der Sdule gefillt und in 1,5ml TE Puffer aufgenommen.

2.2.12 DNA Sequenzierung

Die Uberpriifung von klonierten DNA Sequenzen erfolgte durch Sequenzierung mittels
fluoreszenzmerkierter Didesoxynukleotide, in Anlehnung an die der Didesoxymethode
nach Sanger. In dieser Arbeit wurden der Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied
Biosystems) und der Puffer Half Term (Genpak) benutzt.

Fiir einen Reaktionsansatz von 20ul wurden 400ng Plasmid, 15pmol
Starteroligonukleotid, 3ul Big Dye Terminator Mix und 5ul Half Term Puffer
eingesetzt. Die genauen Angaben fiir die jeweiligen Ansétze sind im Ergebnisteil

beschrieben.

Die Reaktion erfolgte im Eppendorf Mastercycler® bei folgendem Programm:
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10s 96°C 25 Zyklen
5s 50°C
4min 60°C

Danach wurde der Ansatz durch Zugabe von 40ul reinem Ethanol und anschlieBender
Zentrifugation bei 1400 rpm tiber 25 Minuten in einer Tischzentrifuge gefillt. Der
Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet an
das Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie (UKE) gegeben, wo dort die
Gelelktrophorese und die Bestimmung der Sequenzen mit dem ABI-Sequenator 377

(Applied Biosystems) durchgefiihrt wurden.

2.2.13 Northernblotting

Die RNA-Blot Methode auch Northernblotting genannt, wurde in dieser Arbeit dazu
benutzt, die Gewebeverteilung und die Liange von den mRNA-Molekiilen des
humanen Centaurinal und o2 zu bestimmen. Als Blot diente der humane Multiple
Tissue Northern (MTN®) Blot der Firma Clontech. Auf diesem vorgefertigten Blot sind
jeweils etwa lpg bereits aufgetrennte poly A" aufgereinigte RNA aus 12 humanen
Geweben (Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Kolon (ohne Mukosa), Thymus, Milz, Niere,
Leber, Diinndarm, Plazenta, Lunge und Leukozyten aus peripherem Blut) auf einer

Nylonmembran fixiert.

2.2.13.1 Erstellung der Sonden

Die Sonden fiir den Nachweis der Centaurinoo mRNAs wurden mit dem Kit Strip-EZ
PCR ® von der Firma Ambion hergestellt. Die von Ambion patentierte Strip-EZ ®
Technologie beinhaltet den Einbau eines modifizierten Cytidins in die Sonde, das durch
eine Substanz in dem mitgelieferten Probe Degradation Buffer gespalten werden kann.
Hierdurch wird die hybridisierte Sonde in kleine Oligonukleotide degradatiert, die sich
schon bei Temperaturen um 68°C und damit viel schonender abwaschen ("strippen")
lassen. So kann ein einmal erstellter Northernblot viele Male ohne Sensitivititsverlust
verwendet werden. Zur Markierung der Sonde wird radioaktiv merkiertes

[alpha32P]dATP verwendet.

Die Synthese der Sonden erfolgte durch PCR nach Angaben des Herstellers entweder

als normale Amplifikation oder als asymmetrische Amplifikation. Bei letzterer wird der
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Gegenstrangprimer in einem hundertfachen Uberschuss zum Sinnstrangprimer benutzt.

In der Reaktion wird dann vor allem einzelstringige DNA gebildet. Dadurch wird die
Sensitivitdt erhoht, weil die Hybridisierung der Sonde an die Ziel-RNA nicht durch die
konkurrierende Hybridisierung mit dem Sinnstrang beeintrachtigt wird. AuBerdem

entfillt die Denaturierung der Sonde.

Die Reaktionen wurden nach untenstehenden Protokoll angesetzt. Dabei wurde als
Positivkontrolle ein paralleler Ansatz ohne radioaktives Nukleotid genommen, der
anschlieBend mit Gelelektrophorese iiberpriift wurde. Die Reaktion wurde iiber 35
Zyklen ausgefiihrt, die aus 3 Schritten bestanden: 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C,
20 Sekunden Annealing bei 60°C und 60 Sekunden Synthese bei 72°C.

Reagenz PCR asym. Amplifikation
10x PCR Puffer 2ul 2ul
10x ANTP Losung 2ul 2ul
[0**P]dATP, 10mCi/ml 2ul 2ul
Gegenstrangprimer 10uM 2ul 2ul
Sinnstrangprimer 10uM 2ul -
Sinnstrangprimer 0,1uM - 2ul
Plasmid Template ~Ing ~Ing
Taq DNA-Polymerase 0,2ul 0,2ul
MgCl, 50mM 0,4ul 0,4ul
Wasser ad 20ul ad 20ul

Nach der Synthese wurden beide Reaktionsansitze gefillt, um die nicht eingebauten,
radioaktiven Nukleotide zu entfernen. Dies geschah durch Zugabe von jeweils 2,2ul SM
NH4OAcetat und 45 pl Ethanol und einer anschlieBenden Inkubation bei -20°C fiir 15
Minuten. Danach wurde die DNA in einer Tischzentrifuge bei hochster
Geschwindigkeit fiir 15 Minuten abzentrifugiert und in 50ul TE Puffer aufgenommen,
nach dem der Uberstand abpipettiert wurde.

2.2.13.2 Priahybridisierung und Hybridisierung des Blottes

Die Prihybridisierung, Hybridisierung und das Waschen des Blottes erfolgte im

Wesentlichen den Empfehlungen der Firma Clontech.
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Als Losung zur Priahybridisierung und Hybridisierung diente ExpressHyb®
(Clontech). Vor Gebrauch wurde die Losung auf 68°C erwédrmt und geriihrt, um alle
Préazipitate aufzulésen. Zur Prihybridisierung wurde der Blot 30min in 5ml
ExpessHyb® bei 68°C im Hybridisierofen unter stindiger Bewegung dquilibriert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass der Blot vollstindig befeuchtet war und sich keine

Luftblasen unter ihm befanden.

Die eingefrorenen Sonden wurden in 50ml TE resuspendiert. Die Denaturierung der
dsDNA-Sonde des HsCentaurinal erfolgte bei 95°C fiir Smin und anschlieBender
Kiihlung auf Eis. Die ssDNA-Sonde des HsCentaurina2 brauchte nicht denaturiert zu

werden.

Die so behandelten Sonden wurden in Sml vorgewirmtes ExpressHyb® iiberfithert und
griindlich untergemischt. Das alte ExpressHyb® wurde gegen das neue, das die
radioaktiv markierte Sonde enthielt, ausgetauscht und der Blot fiir 60 Minuten bei 68°C

unter stindiger Bewegung inkubiert.

2.2.13.3 Waschungen des Blotts

Danach erfolgten zwei Waschschritte. Zuerst wurde der Blot 45 Minuten in einer
Waschlosung aus 2x SSC und 0,05% SDS bei Raumtemperatur auf einem
Schiittelinkubator gewaschen, wobei die Waschlosung alle 10 Minuten gewechselt
wurde. Darauf folgte eine Waschung in 0,1x SSC und 0,1% SDS bei 50°C fiir 40

Minuten.

2.2.13.4 Exposition und Bildbearbeitung

Der gewaschene Blot wurde in Folie eingeschweif3t fiir 12h auf einem Storage Phosphor
Screen® (Molecular Dynamics) exponiert und mit dem Phospholmager SF®
(Molecular Dynamics) abgelesen. Zur Auswertung wurde das Programm Image Quant

(Molecular Dynamics) genutzt.

2.2.13.5 Entfernung der Sonden

Die Entfernung der Sonden war aufgrund des Strip-EZ® Technologie einfach und
schonend moglich. Dadurch dass der Blot stindig in Folie eingeschweif3t war, blieb er

immer feucht.

Die Degradation der Sonden erfolgte durch Inkubation im Degradationspuffer der durch
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Zugabe von 100 pl 100x Probe Degradation Dilution Buffer und 50 pl 200x Probe
Degradation Buffer (beide von Ambion) zu 10 ml RNasefreiem Wasser erstellt wurde.
Dieser Puffer wurde bei Raumtemperatur zu dem Blot gegeben und dann fiir 10
Minuten bei 68°C inkubiert. Nach dieser Behandlung hat sich die Membran leicht

orange verfarbt. Der Puffer wurde verworfen.

Zur Rekonstitution der Membran wurde der Blot 10 Minuten in einem Puffer aus 10ml
Wasser, 50 pl 20% SDS und 100ul Blot Reconstitution Buffer (Ambion) bei 68 °C
inkubiert. Nach diesem Schritt war die Membran wieder weil3. Der Blot wurde in Folie
eingeschweilit und bei 4°C gelagert. Eine erneute Exposition des gewaschenen Blots

iiber 24 Stunden stellte eine Entfernung der Sonde sicher.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Erstellung von Medium und Agarplattem fiir die

Bakterienkultur

Die Kultur von Bakterien, in diesem Fall E. Coli, wurde zum einem in fliissigem LB-

Medium und zum anderen auf Agarplatten durchgefiihrt.

Das LB-Medium wurde nach dem im Materialienteil beschriebenem Rezept hergestellt
und fiir die Amplifikation bestimmter Bakterienklone verwendet. Fiir Minipreps wurden
Reagenzgliser mit jeweils 3ml und fiir Maxipreps Erlenmeyerkolben mit 250ml LB-

Medium verwendet. Die Gefal3e wurden steril verschlossen und autoklaviert.

Fir die Herstellung von 10 Agarplatten wurden wurden 2g Bacto-Trypon, 1g
Hefeextrakt und 3g Bacto-Agar eingewogen, auf 200ml mit destilliertem Wasser
aufgefillt und nach Zugabe von 0,5ml 4M NaCl in einer steril verschlieBbaren
Glasflasche, in der sich ein Riihrfisch befand, autoklaviert. Nach dem Autoklavieren
wurde die Agarmasse unter staindigem Riihren auf etwa 50°C abgekiihlt. Dann wurden,
je nach gewiinschter Plattenart die in der untenstehenden Tabelle aufgelisteten

Reagenzien zugegeben, erneut geriihrt und der Agar auf Petrischalen verteilt.

Verwendungszweck Zugegebene Reagenzien Endkonzentration
pro 200ml
pZErO 200ul Kanamycin (50mg/ml)  50pg/ml
200ul IM IPTG ImM
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Verwendungszweck Zugegebene Reagenzien Endkonzentration

pro 200ml
Blue/white Screening 100p] Ampicillin (100mg/ml)  50pg/ml

500ul X-GAL (24mg/ml) 6pg/ml

50ul IM IPTG 250uM

2.3.2 Erzeugung transformationskompetenter E. Coli

Um eine moglichst hohe Transformationrate zu erreichen, wurde eine Methode mit
Rubidiumchlorid gewéhlt. Als Bakterien fiir die Tranformation wurde der E. Coli

Stamm X1 Blue [Bullock et al, 1987] genommen.

Fiir die Priparation wurde von einer frischen XL1 Blue Kolonie eine Ubernachtkultur in
3ml LB Medium (ohne Antibiotikum) angelegt. Hiervon wurden 500ul in einen
Erlenmeyerkolben mit 50ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) iiberimpft und im
Schiittelinkubator bei 37°C bis zu einer Zelldichte von 4-7x10 Zellen pro Milliliter,
entsprechend einer ODgponmvon etwa 0,6, hochwachsen gelassen. Nach einer 15
Minuten dauernden Inkubation der Zellen auf Eis wurden die Zellen 15 Minuten bei
4°C und 2500rpm in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert und der Uberstand entfernt.
Das Pellet wurde vorsichtig in 16,7ml RF-1-Puffer (entsprechend einem Drittel des
Ausgangsvolumen) reusupendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation (s.0.) und Verwerfung des Uberstandes wurde das Pellet in 4ml
RF-1-Puffer resusupendiert und nochmals 15 Minuten auf Eis stehen gelassen.
SchielBlich wurden hiervon Aliquots zu je 100ul abgefiillt und in fliissigem Stickstoff
schockgefrohen. Die Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.3.3 Transformation von E. Coli

Die Aliquots tranformationskonpetenter XL1 Blue wurden langsam auf Eis aufgetaut.
Das Plasmid wurde vorsichtig hinzu pipettiert, der Ansatz durch Schnippen gemischt
und fiir weitere 30 Minuten auf Eis stehen gelassen. Darauf folgte ein Hitzeschock fiir
60-90 Sekunden bei 42°C. Zur Expression der mit dem transformierten Plamid

vermittelten Resistenzgene wurden die Bakterien darauf in Iml LB-Medium iiberfiihrt
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und fiir 1 Stunde bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Von diesem Ansatz wurden
dann jeweils 200ul auf eine Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht im Brutschrank bei

37°C wachsen gelassen.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultur von eukaryotischen Zellen

In dieser Arbeit wurden verschiedene Zellinien kultiviert um die in vivo Lokalisation
des Centaurins zu testen. Da die Zelllinien teilweise unterschiedliche Materialien
benotigten, werden sie auch getrennt behandelt. Allgemein wurde die Zellkultur unter
sterilen Bedingungen in einer Werkbank mit laminarem Luftstrom durchgefiihrt. Die
Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C, 100%iger Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
gehalten.

2.4.1.1 Trypsinierung von adhérenten Zellen

Das Ablosen von adhérent wachsenden Zellen, zum Beispiel zur Passagierung, wurde
mit einer Trypsin/EDTA Losung (Gibco) durchgefiihrt. Hierzu wurde das iiberstehende
Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig zweimal mit warmen PBS gewaschen.
Dann wurde gerade soviel Trypsin zugegeben, dass die Zellen knapp bedeckt waren,
das entspricht etwa 1ml bei einer Kulturflasche mit 75cm” Wachstumsfliche. Je nach
Zelltyp folgte eine ein- bis fiinfminiitige Inkubation bei 37°C. Durch Klopfen an die
Wand der Kulturflasche wurde die Ablosung der Zellen unterstiitzt. Schlieflich wurde
die flinffache Menge an supplementiertem Kulturmedium zugegeben und die Zellen

noch einmal durch Auf- und Abpipettieren voneinander geldst.

2.4.1.2 Einfrieren von Zellen

Zur Sicherung der Stammerhaltung wurden von den benutzten Zellinien gelegentlich
Aliquots eingefrohren. Hierzu wurde eine groflere Menge an Zellen herangeziichtet
(~1x10” Zellen), und adhirente Zellen wurden danach abtrypsiniert. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation bei 400g, 4°C fiir 5 Minuten pellettiert und in mit 10% DMSO
versetzten Kulturmedium resuspendiert, dass sich eine Konzentration von 1-2 x 10°

Zellen/ml ergab. Von dieser Syspension wurden 1ml Aliquots in vorgekiihlteKryotubes
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gefiillt und tiber Nacht bei -80°C eingefrohren. Danach wurden sie unter fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.4.1.3 Kultur von NT2 Zellen

NT2 Zellen sind aus einem humanem Teratokarzinom isoliert worden [Andrews et al.,
1984] und weisen die besondere Eigenschaft auf, dass sie unter Behandlung mit
Retinsdure permanent in Neuronen differenzieren, so dass sie als neuronale
Vorlduferzellen bezeichnet werden konnen [Andrews, P. W. 1984]. NT2 Zecllen

wachsen adhérent.

Die Zellen wurden in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, high glucose),
supplementiert mit 10% fotalem Kélberserum (FCS), gehalten und alle 2 bis 3 Tage
durch Trypsinierung in einem Verhdltnis von 1:6 aufgesplittet. Die Zellen reagieren
sehr sensibel auf lange Trypsinierung oder auf zu grofBe Verdiinnung, so dass hier

Vorsicht geboten war.

2.4.1.4 Kultur von Jurkat T-Lymphozyten

Jurkat T-Lymphozyten sind eine in Suspension wachsende Zelllinie. Sie wurden aus
dem peripheren Blut eines 14jdhrigen leukdmiekranken Jungen isoliert [Schneider et al.
1977]. Die Kultur erfolgte in RPMI 1640 Medium mit 10% fotalem Kalberserum
(FCS), 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin. Alle zwei bis drei Tage

wurden die Zellen auf eine Dichte von 1*10° Zellen/ml verdiinnt.

2.4.1.5 Kultur von PC12 Zellen

PC12 Zellen stammen aus einem Phidochromozytom der Ratte und differenzieren unter
NGF zu neuronalen Zellen [Greene u. Tischler 1976]. Sie wachsen in RPMI 1640
Medium, dem 10% Pferdeserum (HS), 5% fotales Kilberserum (FCS), 100 pg/ml
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin zugesetzt wurden. Dreimal in der Woche wurden
die Zellen passagiert, in dem die adhérenten Zellen abtrypsiniert und in einem

Verhéltnis von 1:3 aufgeteilt wurden.

2.4.1.6 Kultur von CHO Zellen

Chinese hamster ovary (CHO) Zellen sind eine adhdrent wachsende Zellinie, die aus der

Biopsie eines Hamsterovars isoliert wurden [Puck et al. 1958]. Die Kultur erfolgte in
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DMEM mit 10% fotales Kdlberserum (FCS), 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml
Penicillin. Die Zellen wurden zweimal in der Woche in einem Verhéiltnis von 1:6

aufgesplittet, nachdem sie durch Trypsin von der Unterlage gelost wurden.

2.4.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Es gibt verschiedene Methoden eukaryotische Zellen zu transfizieren, die je nach
benutzter Zelllinie eine unterschiedliche Effizienz aufweisen. In dieser Arbeit wurde die
Transfektion mit Kalziumphosphat, die Lipefektion und die Elektroporation verwendet.
Die Transfektion von adhédrenten Zellen wurde auf Chambered Cover Glas (Gibco

BRL) durchgefiihrt, so dass die Zellen sich gut im Mikroskop beobachten lieen.

2.4.2.1 Transfektion von NT2 und CHO Zellen mit Kalziumphosphat

NT2 und CHO Zellen wurden mit der Kalziumphosphatmethode transfiziert. Am
Vortag wurden die Zellen mit einer Dichte von 2,5x10* Zellen pro cm?® ausgesiht, so
dafl am Tag der Transfektion eine Konfluenz von etwa 80% vorlag. Zwei bis vier

Stunden vor Beginn der Transfektion wurde noch einmal das Medium gewechselt.

Die folgenden Angaben gelten pro cm’ Kulturfliche, in Klammern verwendeten
Mengen fiir eine Kammer (Fliche: 4cm?) in einem Chambered Cover Glas mit zwei
Kammern. Da stets mehrere Kammern zugleich transfiziert wurden, ergaben sich in
gemeinsamen Ansdtzen handlichere Mengen. Es wurden 500ng (2png) Plasmid DNA
gefillt, in 6ul (24ul) destillierten Wasser resuspendiert und 0,6ul (2,4ul) 2,5M CacCl,
zugegeben. In ein Polystyrolrdhrchen wurden 6,6ul (26,4ul) 2xHeBS vorgelegt.
Wihrend mit einem PipettBoy und einer Pasteurpipette Blasen in das 2xHeBS gepustet
wurden erfolgte die langsame Zugabe der Plasmid-DNA- Losung. Sofort danach wurde
der Ansatz fiir 5 Sekunden auf einem Whirlmix gemischt und anschlieBend 20 Minuten

lang bei Raumtemperatur zum Féllen lassen inkubiert.

Das Prézipitat wurde mit einer Pipette gleichmiBig {iber die Zellen verteilt und diese
dann fiir 6 Stunden im Brutschrank stehen gelassen. Anschliefend wurden die Zellen
durch zweimaliges Waschen mit PBS von Prizipitat befreit, bevor sie dann wieder in

ihr urspriingliches Kulturmedium kamen. Die Auswertung fand am folgenden Tag statt.

2.4.2.2 Transfektion von PC12 Zellen mit Lipofect AMINE Plus®

PC12 Zellen wurden mit dem Lipofect AMINE Plus® System von Gibco, das auf der
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liposomenvermittelten Einschleusung von DNA beruht, transfizert. Am Tag vor der

Transfektion erfolgte die Assaat der Zellen mit einer Dichte von 2,5x10* Zellen pro
cm’, ensprechend 2x10* Zellen pro Kammer bei einem Chambered Cover Glas mit 8
Kammern. Kurz vor der Transfektion wurden die Kammern mit PBS gewaschen, und

die Zellen mit serumfreiem OptiMEM® Medium (Gibco) bedeckt (1201 pro cm?).

Alle folgenden Mengenangaben sind auf 1 cm’ Kulturfliche normiert, in Klammer
stehen die benutzten Mengen fiir eine Kammer eines achtkammerigen Chambered
Cover Glas. In ein erstes Polystyrolrohrchen wurden 12ul (10ul) OptiMEM, 120ng
(100ng) des zu transfizierenden Plasmids und 0,4ul (0,3ul) Plus-Reagenz® gegeben.
Der Ansatz wurde 1 Sekunde lang gevortext und 15 Minuten bei Raumtemperatur

stehen gelassen.

In ein zweites Polystyrolrohrchen kamen 12ul (10ul) OptiMEM und 1,2ul (1pl)
Lipofect AMINE® Reagenz. Dieser Ansatz wurde auch gemischt und zu dem Ansatz im
ersten Rohrchen gegeben. Es folgten eine Mischung der Ansédtze durch Vortexen und 15
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur. Das Transfektionsgemisch wurde nun auf die
Zellen getrdufelt und diese im Brutschrank inkubiert. Nach 5 Stunden wurden die Zellen
noch zweimal mit PBS gewaschen bevor sie wieder in Vollmedium, d.h. mit Serum

versetzten Medium gehalten wurden. Die Auswertung erfolgte am néachsten Tag.

2.4.2.3 Elektroporation von Jurkat T-Lymphozyten

Bei Jurkat T-Lymphozyten wurde die Elektroporation eingesetzt. Dafiir wurde der Gene

Pulser® Transfection Apparatus und der Capacitance Extender (beide:Bio Rad

Laboratories) benutzt.

Hierzu wurden 2x10” Zellen in 200ul Medium suspendiert und 25pg des jeweiligen
Plasmids zugegeben. Die Elektroporation wurde durch einen Puls von 200V und 960uF
durchgefiihrt. Die elektroportierten Zellen wurden darauf noch 20 Minuten bei
Raumtemperatur in der Kiivette belassen, bevor sie das in 10ml Kulturmedium

iberfiihrt wurden. Die mikroskopische Auswertung fand am folgenden Tag statt.

2.4.3 Stimulation von PC12 Zellen mit EGF

Die Stimulationsversuche wurden wie alle anderen Mikroskopischen Untersuchungen
am Tag nach der Transfektion durchgefiihrt. Vor jeder Messung sollte entschieden

werden, ob nur eine Stimulation mit EGF (Endkonzentration 20nM) oder eine
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Stimulation unter Hemmung durch Wortmannin (Endkonzentration 100nM)
durchgefiihrt werden soll. Die Beschreibungen gelten im folgenden fiir Chambered

Cover Glasses mit 8 Kammern.

Das {iiberstechende Medium wurde abgesaugt, die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und fiir 2 Stunden in RPMI Medium ohne Serumzusitze (=Hungermedium)
belassen. Danach wurden die Zellen erneut in PBS gewaschen und in 150ul PBS fiir
reine Stimulationsversuche oder in 140ul PBS fiir Stimulationshemmversuche belassen.
Fir die Hemmversuche erfolgte nun eine Zugabe von 10ul 2uM Wortmannin
(Endkonzentration: 100nM) und eine anschlieBende Inkubation fiir 10 Minuten unter
Wortmannin. Unter dem Mikroskop wurde nun eine geeignete Zelle ausgesucht. Direkt
nach Zugabe von 50ul 80nM EGF (Endkonzentration:20nM) wurde das Messprogramm
(siehe Teil: Mikroskopische Methoden) gestartet.

2.5 Mikroskopische Methoden

Die transfizierten Zellen wurden durch quasikonfokale Mikroskopie untersucht. Im
Gegensatz zu konfokaler Lasermikroskopie, bei der die Schnittbilder direkt gebildet
werden, wird bei dieser Technik das einzelne Schnittbild mit einer Software aus Bildern

dariiber und darunter liegender Fokusebenen errechnet.

Die Mikroskopie wurde an einen Laica DM IRBE® Fluoreszenzmikroskop mit
Monochromator durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit einer Hamamatsu C4742-98 CCD
Kamera gemacht und mit dem Softwarepaket Openlab 2.1.3 (Improvision) ausgewertet.
Mit dieser Software ldsst sich auch das Mikroskop, hier insbesondere die Fokusebene,
die Kamera und der Monochromator ansteuern. Fiir die Fluoreszenzbilder mit EYFP

wurde der GFP-Filter benutzt und die Exzitationswellenlinge wurde auf 485nm gesetzt.

Pro Zelle wurden zu einem Zeitpunkt etwa jeweils 20 bis 30 Bilder in einem Abstand
der horizontalen Fokusebenen von je 0,5um. Aus diesem Bildersatz wurden die
konfokalen Schnittbilder durch die Confocal Imaging Funktion von Openlab 2.1.3
errechnet. Dabei wurden jeweils die zwei nach oben und unten folgenden Bilder mit
einberechnet (nearest two neighbours), und die Funktion Haze Removal wurde auf 50%
bis 60% gesetzt. Da die eingesetzte CCD Kamera nur Helligkeitsunterschiede erkennen
kann, erscheinen die Bilder auf dem Computer in Grautdnen. Der Anschaulichkeit
halber sind die Bilder aber nachkoloriert in der Farbe, wie sie fiir das menschliche Auge

durch den GFP-Filter erscheinen.
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Die Aufnahmen von Zeitverlaufen wurde die Programmierungsfunktion von Openlab
genutzt. Dabei wurde zu den eingegebenen Zeitpunkten bis zu einer Stunde Bildsitze

von jeweils 7 Bilder gemacht.

2.6 Computerbasierte Methoden

Computerbasierte Datenbanksuche spielte bei der Klonierung der humanen Centaurine
eine wichtige Rolle. Benutzt wurde das Programm BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) auf des iiber den Server des National Center for Biological Information
(NCBI) tber die Internetadresse http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast zugegriffen wurde
[Altschul et al. 1990]. Als Suchfunktion wurde tblastn gewéhlt. Bei dieser Funktion
wird eine eingegebene Aminosdurensequenz gegen in den Datenbanken vorhandene
Nukleinsiduresequenzen, die dazu in alle sechs moglichen Leseraster iibersetzt werden,

verglichen und in einem Alignment gegeniibergestellt.

Durchsucht wurden humane EST Datenbanken. Expressed sequence tags (ESTs) sind
kurze cDNA Sequenzen die von verschiedenen Labors durch randomisierte partielle
DNA Sequenzierung gewonnen und in die Datenbank eingegeben wurden [Adams et al.
1991]. Das EST-Projekt dient vor allem der Identifizierung von exprimierten Genen

[Boguski 1995].
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung des Centaurinalb der Ratte

Eine erneute Klonierung des Centaurinal der Ratte erfolgte zur Aufklarung der
auffilligen Sequenzunterschiede zwischen dem Centaurinal der Ratte und dem des
Schweins (p42"™") und des Rinds (PIP3BP). Das Centaurinal der Ratte unterscheidet
sich wie bereits erwdhnt in zwei Sequenzabschnitten von dem des Hausschweins und

dem des Rinds, wihrend die restliche Sequenz deutlich stirkere Homologien aufweist.

Der erste Versuch zielte auf eine Bestétigung der publizierten Sequenz des Centaurinol
der Ratte [Hammonds-Odie et al., 1996]. Als Methode fiir die Klonierung wurde die
RT-PCR gewihlt. Fiir die Auswahl von Primern diente die bereits veroffentlichte cDNA
Sequenz des Centaurinal der Ratte als Grundlage. Abbildung 2.1 zeigt schematisch die
Lage der verwendeten Primer. Das Primerpaar RnCent3 und RnCent4 wurde so

gewdhlt, dass es den kompletten kodierenden Bereich umfasst.

Die fiir diesen Versuch bendtigte RNA wurde fiir diesen Versuch wie im Methodenteil
beschrieben mittels Ultrazentrifugation iiber ein Casiumchloridkissen gewonnen. Fiir
die Priaparation wurde ein halbes GroBhirn einer adulten Ratte (500mg) eingesetzt. Die

Gesamtmenge der erhaltenen gesamt RNA betrug photometrisch bestimmt 33pug.

Eine erste RT-PCR mit den Primern RNCent3 und RnCent4 zur Amplifikation der

Volllingen c¢cDNA  war nicht erfolgreich. Ebenso erbrachten  weitere

Apal
5 UTR !1 RnCentaurin o 1 195 1!369 3 UTR
Xhol i i | i i i
] 215b | | ’
i i RnCent23 RnCent24 RnCent? i RnCentd
i > 976bp 4‘:
' RnCent i
:’ 1110bp 4'
RnCent3 RnCent2

Abbildung 3.1: Lage und Ausrichtung (durch Pfeil dargestellt) der Primer an
der cDNA des Centaurins a1 der Ratte.
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RT- ) /@px- Grofe Fragment RnCent3/RnCent2 ®x- GroBe  ®x- RnCent7/
PCR Marker [pp 66°C 68°C 70°C Marker [bp]  Marker RnCent4
\% \% \% \% \% \% \% \%

—23130

—2322
—1358

—603

Abbildung 3.2: Klonierung des Centaurinal der Ratte. Ganz links: RT-PCR
mit einer RNA Priparation aus Rattenhirn als Template und RnCent3 und
RnCent4 als Primer. Es ist kein Amplifikat sichtbar.

Mitte und links: Ergebnis der PCRs zur Amplifikation der Fragmente
RnCentaurin32 (Primer RnCent3/RnCent2, erwartete Grofle: 1110bp) und
RnCentaurin74 (Primer RnCent7/RnCent4, erwartete Grofie: 503bp). Als
Template diente in beiden Fillen 1ul der RT-PCR aus 1)

Reamplifikationsversuche mit den gleichen Primern kein Amplifikat, so dass eine
andere Klonierungsstrategie verwendet wurde: Die cDNA wurde aus zwei Teilstiicken
zusammengesetzt, die iiber die Primerpaare RnCent3/RnCent2 und RnCent7/RnCent4
amplifiziert wurden und RnCentaurin32 und RnCentaurin74 heilen. Die beiden
Teilstiicke konnen dann iiber eine im Gen gelegene Apal-Schnittstelle ligiert werden.
Abbildung 2.1 zeigt schematisch die Position und Orientierung der bei der Klonierung

verwendeten Primer.

Das Fragment RnCentaurin32 wurde in einer PCR mit 7ag DNA-Ploymerase
gewonnen. Als Template diente 1pl des direkten RT-PCR-Produktes der oben
erwiahnten RT-PCR. Die Annealingtemperatur wurde mit einem Gradienten so
eingestellt, dass sich fiir die einzelnen Reaktionen Temperaturen von 66°C, 68°C und

70°C ergaben. Die PCR ergab eine Bande in der erwarteten Grof3e von etwa 1110bp.

Die Bande wurde aus dem Gel extrahiert, in pGEM-T Easy ligiert und anschlieend
transformiert. Am néchsten Tag zeigten sich mehrere weile Kolonien, von denen fiinf
fiir eine Miniprep ausgewdhlt wurden. Die Miniprepprodukte wurden fiir einen
analytischen Verdau mit EcoRI inkubiert und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Das
Plasmid pGEM-T Easy besitzt an beiden Seiten der Klonierungsstelle eine EcoRI-

Erkennungssequenz, so dass mit einem einfachen Verdau das Insert aus dem Vektor

53



3 Ergebnisse

herausgeschnitten werden kann. Da RnCentaurin auch eine EcoRI-Schnittstelle besitzt,
wurden drei Fragmente der Langen 71bp, 758bp und 2999bp erwartet. Diese wurden in
der Gelelektrophorese gesehen, so dass alle fiinf Klone als positiv angesehen wurden.
Die zusitzlichen Banden von 1129bp und 4128bp in den Bahnen 2,3 und 5 kommen

durch einen unvollstindigen Verdau zustande.

Das Fragment RnCentaurin74 wurde mit einer PCR-Reaktion unter Benutzung von Pfu-
Polymerase amplifiziert. Als Template wurde wiederum 1pul des RT-PCR Produktes
eingesetzt, die Starteroligonukleotide waren RnCent7 und RnCent4, und die
Annealingtemperatur wurde auf 65°C gesetzt. Die PCR ergab ein Fragment in der
gewlinschten GroBe. Die Bande wurde aus dem Gel extrahiert und fiir die Klonierung
mit den Restriktionsenzymen Apal und Xhol verdaut. Als Vektor wurde das Plasmid
pZErO gewihlt und ebenso mit Apal und Xhol geschnitten. Zur Abtrennung der nicht
weiter benotigten DNA-Fragmente, wurden die Restriktionsansitze iiber ein Agarosegel
aufgetrennt und die beiden gewlinschten Fragmente extrahiert. Die Ligation erfolgte bei
16°C fiir fiinf Stunden. Nach der Transformation zeigten sich 3 Kolonien, die alle im

analytischen Verdau der Miniprepprodukte ein Insert der richtigen Grof3e aufwiesen.

Zur erstellung der vollingen cDNA des Centaurins der Ratte wurde eine
Dreifragmentligation durchgefiihrt. Als Vektor fiir die Klonierung wurde pZErO
gewihlt und in einem Doppelrestriktionsverdau mit XA4ol und Xbal geschnitten. Das in
den pGEM-T Easy Vektor klonierte Fragment RnCentaurin32 wurde mit dem
Restriktionsenzymen Xhol und Apal und das in pZErO klonierte Fragment
RnCentaurin74 mit Apal und Xbal herausgeschnitten. Die drei Restriktionsverdaus
wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die weiter verwendendeten
Fragmente wurden extrahiert und anschliefend in einer Dreifragmentligation fiir fiinf
Stunden bei 16°C ligiert und transformiert. Die Transformation lieferte vier Kolonien,
die alle nach analytischem Restriktionsverdau der Miniprepprodukte mit Xbal und Xhol
ein Insert von erwarteter Grof3e zeigten. Eine Sequenzierung ergab, dass das Centaurin-

alphal der Ratte vollstindig und korrekt einkloniert war.
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Wie bereits erwéhnt, war die primédre RT-PCR zur Amplifikation des Centaurina.l der
Ratte erfolglos und die Klonierung erfolgte schlielich durch Reamplifikations PCRs
aus dem RT-PCR Produkt. Neben den oben beschriebenen Reaktionen, die letztendlich
zur erfolgreichen Klonierung fiihrten, wurden auch Amplifikationen mit anderen
Primerpaaren ausprobiert, um ein Amplifikat zu erhalten. Mit dem Primerpaar RnCent1
und RnCent2 wurde auf diese Weise ein 271bp groBen DNA-Fragment amplifiziert..
Dieses war 706bp kleiner als die eigentlich erwartete Grofle von 976bp. Es konnte in

pZErO kloniert.

GrofBe Ox- PCR: (fet. Ratte)
[bp] Marker RnCent1/RnCent
v v

1358 — . . .

1078 — Abbildung 3.3: Amplifikation der
872 — putativen  Spleifivariante.  Die
603— erwartete Grofie fir das PCR-

Produkt mit den Primern RnCentl

310_ und RnCent3 in Bahn 3 ist 976bp.

271—= Stattdessen findet sich nur eine
Bande mit einer Grofle von 261bp.

Eine Sequenzierung ergab, dass es sich bei dem verkiirzten Fragment um Centaurinol
handelt. Die Verkiirzung kommt durch eine einzige Deletion von 706bp zustande.
Abgesehen von der Deletion ist die Sequenz vollstindig identisch zu der kompletten
cDNA des Centaurino1. Dargestellt ist diese verkiirzte Sequenz in Abbildung 3.4 als

eine blaue Leiste unter der vollstindigen cDNA-Sequenz.
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c¢DNA Sequenz Centaurino.1b:

0:

51:

101:

151:

201:

251:

301:

351:

401:

451 :

501:

551:

601:

651:

701:

751:

801:

851:

901:

951:

1001:

1051:

1101:

1151:
1201:

ATGGCCGGGGAGCTGCGCCGGGCGCTGCTGGAGCTGCTGACGCGTCCGGG

GAACTCGCGCTGCGCTGACTGCGGAGCCCCGGATCCTGACTGGGCGTCCT

ACACCCTGGGTGTGTTCATCTGTTTGAGCTGCTCTGGGATCCACCGGAAC

ATCCCCCAGGTCAGCAAGGTGAAGTCAGTTCGTCTGGATGCCTGGGATGA

GACCCAAGTTGAGTTCATGACATCTCATGGGAACGAGGCTGCCAGAGCCA

CATTTGAGTCCAAAGTACCACCCTTCTACTACCGGCCCACGTTCTCCGAC

TGCCAACTCCTACGTGAGCAGTGGATCCGTGCCAAGTATGAGAGGCAAGA

ATTCCTTCATGTGGAGAAACAGGAACCGTACTCTACAGGATACCGTGAGG

GCCTTCTCTGGAAGCGTGGCCGGGACAACGGACAGTTCTTAAGTCGGAAG

TTTGTGCTGACAGAACGAGAGGGTGCTCTGAAATACTTCAACAAAAATGA

CGCTAAGGAGCCTAAGGCTGTCATGAAGATTGAGCACCTGAATGCCACCT

TCCAGCCAGCCAAGATCGGCCACCCCCATGGCCTGCAGGTCACCTACTTG

AAGGACAACAGCACTCGCAACATCTTTATCTACCACGAGGATGGCAAGGA

GATCGTGGACTGGTTCAATGCGCTGCGAGCAGCCCGCTTCCACTACCTGC

AGGTGGCTTTCCCAGGAGCCAGTGACGCAGATCTGGTGCCCAAGCTCTCT

AGGAACTACCTGAAGGAAGGCTACATGGAGAAGACAGGGCCCAAGCAGAC

AGAAGGCTTTCGGAAGCGCTGGTTCACCATGGACGACCGGAGGCTCATGT

ACTTCAAAGACCCTCTGGATGCCTTTGCCCGAGGGGAAGTCTTCATTGGC

AGCAAGGAAAGTGGTTACACGGTCCTGGAGGGCCTCCCACCGTCAACCCA

GAGTCACCACTGGCCCCATGGCATCACCATTGTCACCCCTGACCGAAAAT

TCCTGTTCACGTGTGAGACAGAGTCAGACCAGAGGGAGTGGATAGCAGCC

TTCCAGAAGGTGGTGGACAGGCCCATGCTGCCTCAGGAGTACGCAGTGGA

AGCCCACTTCAAGCATAAACCCTAAGGAAGAGAGCCCGGAGGCCCCAGGA
TTCTGCACTCGTGTGGCGGCGCTGGACAGCAGGAGAGCCTCTGTTCCTCG
GTGTGGCCCAGGCATGGCCAGGTGGGGCTCAGGCAAGCCCATCAGATAG

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

:1000

:1050

:1100

:1150

:1200
:1249

Abbildung 3.4: codierende Sequenz des Centaurinolb der Ratte. Darunter
durch farbige Striche die verkiirzten Sequenzen dargestellt, wenn gegen der
vollstindige Sequenz aufgetragen werden. Die rote Sequenz wurde auf adultem
und die griine und die blauen aus fetalem Gewebe isoliert. Die unvollstindigen
3’- bzw. 5’-Enden entsprechen der Position der Primer. Auffillig sind die

Deletionen mitten in der Sequenz. Weitere Erliduterung im Text.
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3.1.1.1 Vergleich der verschiedene cDNA-Sequenzen

Ein Vergleich der von mir gewonnen cDNA Sequenz mit der publizierten Form ergab

einige bedeutsame Unterschiede. Im folgenden ist dann auch die von mir klonierte Form

* 20 * 40 *
IFRRALLELL@RPG
INRRALLELL@R PG

RnCent.
RnCent.
SsCent. NRRAVLELLORPG

BtCent. NRKAVLELL@RPGNINRCADCGAPDPDWASYTLGVFICLSCSGIHRNT PlsiV|

o9

80
RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

* 180 * 200 *
RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

220 * 240 * 260 *
RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

280 * 300 * 320
RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

* 360 * 3
RnCent.
RnCent.
SsCent.
BtCent.

o9

80 * 400 *
RnCent.a: EESPEAPGFCTRVAAQLDSRRAYVPRCGPGMARWGSGKPIR
RnCent .b: —————— e
SsCent. : ————
BtCent. : —————m oo

Abbildung 3.5: Vergleich der Aminosiuresequenzen des urspriinglich
veroffentlichten Centaurinala der Ratte (RnCent.a) mit dem von mir
klonierten Centaurinalb (RnCent.b) und den Centaurinen des Hausschweins
(SsCent.) und des Rinds (BtCent.).
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als RnCentaurinalb bezeichnet und der urspriinglich publizierten cDNA, genannt
RnCentaurinatla gegeniibergestellt. Aulerdem seien hier die Unterschiede des zuerst
publizierten RnCentaurinola gegeniiber des spéter klonierten RnCentaurinolb

dargestellt und nicht umgekehrt. Dies erfolgt aus Griinden der besseren Darstellung.

Das RnCentaurinala weist dem RnCentaurinalb gegeniiber 11 Insertionen auf, die in
vier Gruppen angeordnet auftreten: In der ersten Gruppe, die sich am Anfang der N-

terminalen PH-Domine befindet, sorgen 4 Insertionen fiir eine Verschiebung im

D) 3
/
Zn-Finger PH-Domine

Zn-Finger PH-Doméne PH-Doméne

)

137 ... Trp Lys Gly Gly Gly Pro Gly Gln Trp
RnCentaurinala 409 ... TGG AAA GGC GGT GGG CCG GGA CAA TGG
RnCentaurinoalb 409 ... TGG AA- -GC -G- TGG CCG GGA CAA CGG

137 ... Trp Lys Arg Gly Arg Asp Asn Gly ...
2)

158 ... Arg Gly Trp Arg Leu Lys ..
RnCentaurinala 472 ... AGA GGG TGG CGT CTG AAA ...
RnCentaurinalb 468 ... AGA GGG T-G C-T CTG AAA ...

157 ... Glu Gly Ala Leu Lys ..

3)

371 .. His Phe Lys His ..
RnCentaurinala 1111 .. CAC TTC AAG CAT ATA AAC CCT AAG GAA GAG ..

RnCentaurinalb 1105 .. CAC TTC AAG CAT --A AAC CCT AA-- --- -- ..
369 .. His Phe Lys His Lys Pro *

Abbildung 3.6 : Gegeniiberstellung der Unterschiede zwischen der urspriinglich
publizierten Sequenz der Centaurinal der Ratte (RnCentaurinala) und der
von mir klonierten (RnCentaurinalb). Bei Punkt 1) in der ersten PH-Doméne
erfolgte beim Centaurinala durch die Insertion von vier Basen eine
Verschiebung des Leserasters, wodurch die PH-Doméne nicht mehr als solche
abgelesen werden kann. Bei Punkt 2), etwa 60 Basen weiter 3’-wirts, kommt es
durch die Insertion von zwei weiteren Basen wieder zu einer Riickverschiebung
des Leserasters und die Proteinsequenzen gleichen sich wieder bis es bei Punkt
3) kurz vor dem Stopcodon wiederum durch einer Insertion von zwei Basen zu
einem erneuten Sprung in ein anderes Leseraster kommt. So entsteht dieser
verlingerte C-Terminus.
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Leseraster, so dass ab Aminosédure 139 eine andere Sequenz entsteht. In einer zweiten
Gruppe folgen etwa 75 Basenpaare 3'-wirts zwei weitere Insertionen die ein
Zuriickspringen in das alte Leseraster bewirken, so dass sich ab Aminosdure 162 die
beiden Proteine wieder gleichen. Wie in der Einleitung bereits erwidhnt, besitzt das
RnCentaurinacla im Gegensatz zu den Centaurinen der Hausschweins und des Rinds
keine N-terminale PH-Doméne. Das RnCentaurinalb dagegen hat eine und gleicht

damit den Formen der anderen Spezies.

Eine Dritte Gruppe kurz vor dem Stopkodon mit zwei Insertionen bewirkt, wieder durch
eine Verschiebung des Leserasters, dass ein weiter stromabwiérts gelegenes Stopkodon
entsteht und damit beim RnCentaurinala ein um 45 Aminosduren verldngerter N-
Terminus. Das RnCentaurinalb hat dagegen den gleichen N-Terminus wie die
Centaurine der anderen Spezies. Etwa 60 Basen 3’-wérts und damit im 3’-
untranslatierten Bereich des RnCentaurinalb findet sich eine weitere Insertion von 3
Nukleotiden. Diese hat natiirlich keine Auswirkungen auf die Proteinsequenz. Als
weiterer Unterschied auf cDNA-Ebene ist noch eine Punktmutation zu erwidhnen. Im
RnCentaurinalb befindet sich vom Startcodon an gezéhlt an Position 430 ein Cytidin
anstatt eines Thymidins wie beim RnCentaurinala an der entsprechenden Position.
Diese Punktmutation hat keinen FEinfluss auf die Aminosduresequenz des

RnCentaurinalb, da sie sich an der dritten Stelle eines Asparagincodons befindet.

Die von mir klonierte Form weist durch diese Unterschiede bedingt eine groBere
Ahnlichkeit zu den bereits bekannten Centaurinol der anderen Spezies (p421P4/PIP3B)
auf, wie ein Alingnment zeigt. Sie besitzt nun auch zwei PH-Doménen und hat nicht

mehr einen verldngerten N-Terminus. Das RnCentaurina 1b scheint somit das

3.1.1.2 Weitere Versuche der Reproduktion der urspriinglich

klonierten Sequenz des Centaurinala der Ratte

Zur weiteren Aufkldrung des Zusammenhangs zwischen dem Centaurinola und
Centaurinatlb wurde eine Reproduktion des Centaurinala als nédchster Schritt
angestrebt. Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem Centaurinoalb um ein
Klonierungsartefakt oder ein zum Centaurinola parallel exprimiertes Gen handelt,
wurden zundchst weitere Klone sequenziert. Eine Sequenzierung von fiinf weiteren

Klonen bestétigten aber in allen Féllen die hier von mir angegebene Sequenz. Eine
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RT-PCR:
1 ) (fet. Ratte) 2)
RnCent3/ Dx- . PCR: (fet. Ratte) Ox-
Grofle

RnCent4 Marker [bp] RnCent3/RnCent2 Marker [bp]
v v P v v

—1358
—1078
— 872

— 603

— 310

Abbildung 3.7: RT-PCR des Centaurinal aus der RNA von fetalem Rattenhirn.
1) RT-PCR mit Primern RnCent3 und RNCent4. In der Grofle des erwarteten
Amplifikats von 1110bp ist nur eine schwache Bande zu sehen. 2)
ReamplifikationsPCR mit dem Primerpaar RnCent3/RnCent2. Es sind drei
Banden mit Groflen zwischen etwa 900bp und 1100bp zu sehen. Das grofite
Fragment war die vollstiindige cDNA-Sequenz des Centaurinalb. Die beiden
kleineren Fragmente enthielten Deletionen von 131bp bzw. 93bp, sie werden im
Text als putative Spleillvarianten bezeichnet.

zweite, unabhéngige RT-PCR erbrachte das gleiche Ergebnis.

Angeregt durch die deutliche Abhéngigkeit der Expression des Centaurins vom
Lebensalter, entstand die Uberlegung, dass es sich bei der publizierten Version
vielleicht um fetale, bzw. ontogenetisch frither exprimierte Form des Centaurins
handelt. Aus diesem Grund wurde eine RNA-Prédparation aus fetalem Rattenhirn (20
Tage post conceptionem) durchgefiihrt. Eine erste RT-PCR mit den Primern RnCent3
und RnCent4 erbrachte mehrere Banden, von denen die meisten aber kleiner als die
erwarteten 1110bp sind. Es wurden wie bereits vorher bei der Klonierung aus adultem
Rattenhirn Reamplifikations-PCRs aus dem RT-PCR Produkt durchgefiihrt. Die
Reamplifikations-PCRs ~ mit  den  Primerpaaren =~ RnCent3/RnCent2  und
RnCent7/RnCent4 wurden unter den gleichen Bedingungen wie oben erwidhnt. Die
Reamplifikations-PCR mit dem Primerpaar RnCent3/RnCent2 lieferte allerdings 3
DNA-Fragmente mit Lingen zwischen etwa 1100bp und 900bp (siche Abbildung). Es
konnten alle drei Fragmente in pGEM-T Easy kloniert werden. Eine Sequenzierung
bestitigte, dass es sich bei dem groften Fragment um die cDNA-Sequenz des
Centaurino 1b handelt. Von fiinfzehn untersuchten Klonen zeigte keiner die publizierte

Sequenz.

Die beiden kiirzeren Fragmente enthielten auch Centaurinsequenz, allerdings fanden
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sich darin eine bzw. zwei Deletionen von 131bp und 93bp. Ansonsten sind die
Sequenzen identisch zu dem Centaurinolb. Abbildung 3.4 zeigt ein Alignment der
beiden putativen Spleilvarianten aus fetalem Rattenhirn (dargestellt als blauer und

griiner Strich) gegen die vollstindige cDNA.

Als weiterer Versuch zum Nachweis des RnCentaurinola wurde eine direkte
Sequenzierung von RT-PCR Produkten durchgefiihrt. Dies erfolgte unter der
Vorstellung, so einer Selektion durch die Klonierung zu umgehen und ein eventuelles
Vorliegen von parallel vorliegenden Sequenzen zu erkennen. Fiir die Amplifikation und
Sequenzierung des Bereichs am 3’-Ende, der zwei Insertionsgruppen enthélt, von denen
die eine fiir den verlidngerten N-Terminus zusténdig ist, wurde das Primerpaar RnCent7
und RnCent4 ausgewihlt. Fiir die beiden Insertionsgruppen im Bereich der fiir die N-
terminale PH-Gruppe kodierenden Sequenz wurde das Primerpaar RnCent23 und
RnCent24 konstruiert. Diese beiden Primer amplifizieren ein 215bp langes Fragment,
das die beiden Insertionsgruppen enthélt. Eine RT-PCR. mit RNA aus den Gehirnen
von adulten Ratten erzeugte mit beiden Primerpaaren RnCent7/RnCent4 und

RnCent23/RnCent24 DNA-Fragmente der erwarteten Lange. Die RT-PCR-Produkte

1) 432 TCCCGGCCCACCGCCTTTCCA 409 474 AGGGTGGCGTCTGAAAT 495
428 TCCCGG-CCA-CG-C-TTCCA 409 470 AGGGT-GC-TCTGAAAT 489

TCCTGGGCACGCTTNCA AGGGTGCTCTTAAAT.
180 190

2 1132 AGGGTTTATATGCTTGAA 1114 1186 CAGCTGAGCCGCCACACG 1168
) 1124 AGGGTTTAT--GCTTGAA 1108 1175 CAGC---GCCGCCACACG 1160
AGGGTTTATGCTNGAXA CAGCGCCGCCACACG

0 120

Abbildung 3.8: Sequenzierungen der RT-PCR Produkte zum Ausschlufl
parallel vorliegender Sequenzen. Die Sequenz des RnCentaurinala ist zum
Vergleich dariiber geschrieben. Einige Sequenzen sind revers abgebildet. 1) RT-
PCR Produkt RnCent23/24: Die Insertionsgruppen im der N-terminalen PH-
Domaéne. 2) RT-PCR Produkt RnCent 7/4: Die Insertionsgruppen im Bereich
des 3’-Endes.
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wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und extrahiert. Anschliefend wurden die
extrahierten Fragmente von beiden Seiten mit entsprechenden Primern sequenziert. Die
Sequenzen waren, von ein paar Artefakten abgesehen, gut lesbar und zeigten kein
paralleles Vorliegen von mehreren Sequenzen. Das RnCentaurinoala lief3 sich also auch

auf diesem Weg nicht nachweisen.
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3.1.2 Klonierung des humanen Centaurina

Die Klonierung des humanen Centaurinal stellte das néchste Ziel dieser Arbeit dar. Die
bekannten Formen des Centaurinotl von Ratte, Schwein und Rind zeigten eine hohe
Interspezieshomologie. Deshalb war davon auszugehen, dass auch das humane
Centaurinotl diesen sehr dhnlich sein wiirde. Ein erster Hinweis, wie das humane
Centaurinatl aussehen konnte, lieferte eine computergestiitzte Suche nach humanen

Expressed sequence tags (ESTs).

ESTs sind durch automatisierte, randomisierte Sequenzierung von cDNA-Banken
gewonnene etwa dreilig bis einige hundert Basenpaare lange Sequenzen. Sie werden
von verschiedenen, an dem EST-Projekt beteiligten Labors gewonnen und dann in den
Datenbank Genbank verdffentlicht [Adams et al. 1991]. Die Qualitit der Sequenz ist
wegen der rein automatisierten Erstellung etwas eingeschréinkt, so dass man oft gendtigt
ist, manuelle Korrekturen vorzunehmen. Das EST-Projekt bietet trotzdem einen guten
Uberblick iiber exprimierte Gene und dient zur Identifizierung neuer Gene [Boguski

1995].

Zugegeriffen wurde auf die EST Datenbank durch das Programm BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) auf des iiber den Server des National Center for Biological

Information (NCBI) iiber die Internetadresse http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

Anhand der ESTs T09325, AA326859, H17347 und R19692 zusammengestellte putative Sequenz des
humanen Centaurino:
CTGAGCTGCTCGGGAATCCACCGGAATATCCCCCAGGTCAGCAAGGTGAA : 50
GTCCGTCCGCCTGGACGCCTGGNAGGAGGCCCAAGTGGAGTTCATGGCCT 100
CCCACGGGAACGACGCCGCGAGAGCCAGGTTTNAGTCCAAAGTACCCTCC : 150
TTCTACTACCGGCCCACGCCCTCCGACTGCCAGCTCCTTCGAGAGCAGTG = 200
GATCCGGGCCAAGTACGAGCGACAGGAGTTCATCTACCCGGAGAAGCAGG : 250
AGCCCTACTTCGGCAGGNTACCTGAGGNTTTCTCTGGAAGCGTCGCCGGG : 300
ACAACGGGCAGTTTTTGAGCCGGAAGTTTGTNCTGACAGAACGAGAGGGT : 350
GCTCTGAAGTATTTCAACAGAAATGATGCCAAGGAGCCCAAGGCCGTGAT : 400
GAAGATCGAGCACCTGAACGCCACCTTCCAGCCGGNCAAGATCGGCCACC ¢ 450
TCTAACGGCCTTCAGGTCACCTACCTGAAGGACAACAGNACCCGTAACAT : 500
CTTCATCTCCATNAGGACGGGAAGGAGATTGTGGACTGGTTCAATGCACT : 550
CCGAGCTGCTCGCTTCCACTACCTGCAGGTGGCATTCCCAGGGGCCAGCG : 600
ACGCAGATCTGGTGCCAAAGCTCTCCAGGAACTACCTGAAGGAAGGCTAC : 650
ATGGAGAAGACGGGGCCCAAGCAAACGGAAGGCTTCCGGAAGCGCTGGTT 700
CACCATNGATGACCGCAGCTCATGTACTTCAAAGACCCCCTGGACGCCTT : 750
CGCCCGAGGGGAAGTCTTCATTGGCAGCAAGGAGAGTGGCTACACGGTGC : 800
TGCATGGTTTCCCGNCGTCCACCCAGGGCCACCACTNGCCACATGGNATC : 850
ACCATCGTNACGCCCGACCGCAAGTTTCTGTTTGCCTGCAAGACGGAGTC : 900
CGNNCAGAGGGAGTTGGTGGCNGACTTTCAGAAGGTGGTGGACAGGCCCA : 950
TGCTGCCCCAGG : 962
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zugegriffen wurde [Altschul et al. 1990]. Als Suchfunktion wurde tblastn gewahlt. Bei
dieser Funktion wird eine eingegebene Aminosdurensequenz gegen in den Datenbanken
vorhandene Nukleinsduresequenzen, die dazu in alle sechs mdglichen Leseraster
ibersetzt werden, verglichen und in einem Alignment gegeniibergestellt. Durchsucht

wurde eine Datenbank, in der ausschlieBlich humane ESTs abgespeichert sind (hEST).

Die Eingabe der Aminosduresequenzen vom Centaurina der Ratte, dem Rind und dem
Schwein lieferte im Juli 1997 eine Reihe von ESTs, die fiir ein humanes Centaurina zu
kodieren schienen. Aus den ESTs mit den Zugriffsnummern (accession numbers)
T09325, AA326859, HI17347 wund R19692 lie sich eine 962bp lange
Konsensussequenz zusammenstellen. Dieser fehlten zwar das 5’- und das 3’-Ende und
sie wies einige unklar besetzte Nukleinsdurepositionen in der Sequenz auf, die hier
durch den Buchstaben ,N*“ dargestellt sind. Dennoch konnten anhand dieser

Zusammenstellung Primer konstruiert werden.

Die Strategie zur Klonierung des humanen Centaurina sah nun vor, mit den oben

erwahnten Primern per PCR verschiedene Phagen-cDNA-Banken zu durchsuchen. Eine

1 1125
5¢UTR | HsCentaurin o 1 i 3°UTR

-——- T.j__'i‘.' -——-

non | N R LC/ A T B

o i HsCent08 o i 1HsCent07

e <

" 11002 . 1 1005 Lo

h : l 9800, : Loy

| . 274bE P | < |

i 1001 1003 ! 1004 1

EILP 847bp < i

iHsCent14 HsCent10 i

'y 1177bp <

HsCentl7 HsCent18

Abbildung 3.9: Ubersicht iiber die fiir die Klonierung des humanen Centaurin
a1 verwendeten Primer.

Die Lage der aus den ESTs zusammengestellten putativen humanen Centaurina
Sequenz ist durch einen roten Balken im Vergleich zur erwarteten,
vollstiindigen kodierenden Sequenz aufgetragen. Es ist ersichtlich, dass sowohl
am 5’- als auch am 3’-Ende ein Bereich fehit.
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Amplifikat wiirde darauf hinweisen, dass die entsprechende Phagen-cDNA-Banken die
cDNA des Centaurins enthédlt. In einem weiteren Schritt wiirde das Amplifikat als
Sonde eingesetzt werden, um die Phagenklone zu identifizieren, welche die gesuchte

cDNA enthalten.

Als Grundlage fiir die PCR diente die A-gt 10 Bank human brain. Diese cDNA-Bank
aus humanem Hirngewebe wurde als geeignete Quelle fiir ein vor allem in Neuronen
exprimertes Gen wie das Centautina angesehen. Es wurden 41 PCRs durchgefiihrt. Die
Konzentration der eingesetzten A-gt 10 Bank wurde in Verdiinnungen von 1:10 bis
1:1000 variiert. Die Annealingtemperatur wurde in verschiedenen Ansétzen auf 55°C,
60°C und 65°C gesetzt. Primerpaare waren 1001/1003, I001/I004 und 1002/I005. In
keiner Reaktion wurde ein Amplifikat erzeugt. Eine Positivkontrolle auf Calmodulin
dagegen zeigte eine Bande, so dass davon ausgegangen werden musste, dass die cDNA
Bank an sich in Ordnung war. Auch mit den danach Konstruierten Primern HsCent5 bis

HsCent8 lief3 sich kein Amplifikat erhalten.

Eine darauthin untersuchte cDNA Bank aus humanem Lebergewebe (H.Hep) erwies
sich ebenso als negativ. Mit keiner der verwendeten Primerkombinationen konnte aus
dieser cDNA Bank ein Amplifikat erhalten werden. Offensichtlich lag in keiner der
Banken ein der gewiinschten Amplifikation entsprechendes oder gar kein spezifisches

Amplifikat vor.

Nachdem die Versuche einer Klonierung des humanen Centaurinal aus einer cDNA
Bank gescheitert waren, musste nach einer weiteren Quelle fiir das humane Centaurinal
gesucht werden. Hier bot sich die NT2 Zellinie an. Diese Zellen wurden aus einem
Teratokarzinom isoliert und konnen durch sechswochige Behandlung mit Retinséure in
Zellen neuronalen Phénotyps ausdifferenziert werden und behalten diesen Phinotyp
auch wenn die Retinsdurebehandlung danach ausgesetzt wird [Andrews et al. 1984]. Sie
konnen somit als neuronale Vorlduferzellen bezeichnet werden. Es bestand die
Hoffnung, dass das Centaurinal als neuronenspezifisches Protein auch schon in den
Vorlduferzellen exprimiert wird. Dies wiirde die Klonierung erleichtern, denn die nicht
ausdifferenzierten NT2 Zellen lassen sich schneller und in groBerem Mafistab gewinnen
als die ausdifferenzierten Neuronen oder gar humanes, neuronales Gewebe. Eine cDNA
Praparation aus NT2 Zellen wurde mir freundlicherweise von Frau Dr. Gerlach

(Liibeck) zur Verfiigung gestellt.
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1) 1001/ HsCent08/ @x- GroBe 2) HsCent08/ Ddx- GroBe
1004 HsCent07 Marker [bP] HsCent07 Marker  [bP]

\4 v \4 v

Abbildung 3.10: 1) zeigt das Ergebnis der ersten beiden PCRs aus NT2 ¢cDNA.
Das Primerpaar HsCent08/HsCent07 liefert eine Bande der erwarteten Grofle.
2) Ergebnis der Reamplifikationsversuche. In Bahn 3 ist die gelungene
Reamplifikation der Bande aus 1) zu sehen.

Eine erste PCR zur Amplifikation des humanen Centaurinal aus der NT2 cDNA wurde
mit den Primerpaaren mit den Primerpaaren 1001/1004 und HsCent7/HsCent8
durchgefiihrt (Abb3.10). Wahrend die PCR mit IO01 und 1004 kein Amplifikat zeigte,
lieferte das Primerpaar HsCent08/HsCent07 eine Bande in der erwarteten Grofe von
554bp. Die Bande wurde fiir weitere Versuche extrahiert. Da alle direkten
Klonierungsversuche scheiterten wurde eine Reamplifikation aus dem ersten PCR-
Produkt versucht. Die etwa 550bp grof3e Bande lief3 sich in einer Reamplifikation mit
dem Primerpaar HsCent08/HsCent07 reproduzieren. Das reamplifizierte DNA-
Fragment wurde extrahiert und lief sich problemlos in pGEM T-Easy klonieren. Eine
Sequenzierung des Fragments ergab, dass es sich hierbei um das gesuchte humane
Centaurinatl handelt. (Abb. 3.10). Die NT2 Zellen exprimieren also auch im
unausdifferenzierten Zustand Centaurinal und eignen sich fiir weitere

Klonierungexperimente.

Es fehlten aber weiterhin ein Teil vom 3’-Ende und ein betrichtlicher Teil des 5’-Endes.
Da das Ausgangsmaterial nun aber reine cDNA und keine Phagenbibliothek war,
konnte das klonierte Fragment nicht, wie urspriinglich geplant, als Sonde zur
Identifizierung eines moglichst die komplette kodierende Sequenz des Centaurinal
enthaltenen Phagens benutzt werden und es musste ein anderer Weg zur Komplettierung
der Sequenz gesucht werden: Ein Vergleich der drei bisher verdffentlichten
Centaurinsequenzen zeigt auch auf cDNA-Ebene eine deutliche Homologie, zumindest

im kodierenden Bereich. Aufgrund dieser Tatsache lielen sich zwei degenerierte Primer
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Cent-
1) HsCent14+ HsCentl5/ ®x- GroBe 2) aurin ®x- GroBe
HsCent10 HsCentl1 HsCentl3 Marker [bp]
\% \%

al Marker [bp]
\Z \%

—1358
—1078
— 872

— 603

— 310

Abbildung 3.11: 1) PCR mit degenerierten Primern. In den beiden ersten
Bahnen sind neben den erwarteten Banden auch etwa 500bp kleinere
Amplifikate zusehen. 2) Ergebnis der PCR mit den Primern HsCentl7 und
HsCent18 zur Amplifikation der kompletten codierenden Sequenz des humanen
Centaurinal

entwerfen, einer fiir den 5’-Bereich und einer fiir den 3’-Bereich, mit deren Hilfe die

Amplifikation der fehlenden Sequenzabschnitte mdglich sein sollte.

In einer nichsten PCR wurden die degenerierten Primer gegen Primer, die in dem nun
bekannten Sequenzbereich lagen, eingesetzt. Fiir die genaue Position der Primer siche
Abbildung 3.11. HsCent14 sollte mit dem Primer HsCent10 ein 847bp groflen Fragment
ergeben. HsCentll liegt etwas weiter 5’-wirts als HsCentl0 und sollte
dementsprechend ein etwa 50bp kleineres Fragment ergeben. Bei der Reaktion der

Primer HsCent15 und HsCent 13 wurde en etwa 490bp groBBes Amplifikat erwartet.

Die Amplifiklation des 5’-Endes zeigte in beiden Reaktionen eine Bande in der
erwarteten GroBle. Weiterverwendet wurde das Produkt der Primer HsCent15/HsCent10,
da es erstens groBer und zweitens abundanter war. Es wurde extrahiert und lie3 sich
problemlos glattendig (blunt-end) in pZErO klonieren. Auffillig war, dass in beiden
Reaktionen zur Amplifikation des 5’-Endes eine etwa 500bp kleinere Bande zu sehen
war. Dieser Umstand und die Erfahrungen mit dem Centaurinal der Ratte lieBen

vermuten, dass es sich hierbei um dhnliche Produkte handelt.

Die Amplifikation des 3’-Endes war auf diesem Weg aber nicht erfolgreich. Auch
folgende PCRs, bei denen der Gegenprimer zu HsCent14 oder die Annealingtemperatur
gedndert wurden, waren nicht erfolgreich, ebenso wenig der Versuch, das 3’-Ende mit

einem Oligo-dT Primer zu erhalten. Es fehlten also weiterhin 40 Basenpaare bis zum
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erwarteten Stopcodon.

Als néchster Ansatz zur Vervollstindigung der Sequenz war die Methode der Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE). Er war aus einer neuen RNA Préparation von

NT2 Zellen eingeplant, erwies sich als tberfliissig, da zu diesem Zeitpunkt die

Sequenz des humanen Centaurinal :

ATGGCCAAGGAGCGGCGCAGGGCGGTCCTGGAGCTGCTGCAGCGGCCGGG 50
GAACGCGCGCTGCGCGGACTGCGGCGCCCCGGATCCCGACTGGGCCTCCT @ 100
ACACTCTGGGCGTCTTCATCTGCCTGAGCTGCTCGGGAATCCACCGGAAT 150
ATCCCCCAGGTCAGCAAGGTGAAGTCCGTCCGCCTGGACGCCTGGGAGGA 200
GGCCCAAGTGGAGTTCATGGCCTCCCACGGGAACGACGCCGCGAGAGCCA 250
GGTTTGAGTCCAAAGTACCCTCCTTCTACTACCGGCCCACGCCCTCCGAC : 300
TGCCAGCTCCTTCGAGAGCAGTGGATCCGGGCCAAGTACGAGCGACAGGA : 350
GTTCATCTACCCGGAGAAGCAGGAGCCCTACTCGGCAGGGTACCGTGAGG : 400
GTTTTCTCTGGAAGCGTGGCCGGGACAACGGGCAGTTTTTGAGCCGGAAG : 450
TTTGTGCTGACAGAACGAGAGGGTGCTCTGAAGTATTTCAACAGAAATGA : 500
TGCCAAGGAGCCCAAGGCCGTGATGAAGATCGAGCACCTGAACGCCACCT : 550
TCCAGCCGGCCAAGATCGGCCACCCCCACGGCCTGCAGGTCACCTACCTG : 600
AAGGACAACAGCACCCGTAACATCTTCATCTACCATGAGGACGGGAAGGA : 650
GATTGTGGACTGGTTCAATGCACTCCGAGCTGCTCGCTTCCACTACCTGC : 700
AGGTGGCATTCCCAGGGGCCAGCGACGCAGATCTGGTGCCAAAGCTCTé; : 750
AGGAACTACCTGAAGGAAGGCTACATGGAGAAGACGGGGCCCAAGCAAAC : 800
GGAAGGCTTCCGGAAGCGCTGGTTCACCATGGATGACCGCAGGCTCATGT : 850
ACTTCAAAGACCCCCTGGACGCCTTCGCCCGAGGGGAAGTCTTCATTGGC = 900
AGCAAGGAGAGTGGCTACACGGTGCTGCATGGGTTCCCGCCGTCCACCCA 950

GGGCCACCACTGGCCACATGGCATCACCATCGTCACGCCCGACCGCAAGT : 1000

TTCTGTTTGCCTGCGAGACGGAGTCCGACCAGAGGGAGTGGGTGGCGGCC @ 1050

TTCCAGAAGGCGGTGGACAGGCCCATGCTGCCCCAGGAGTACGCAGTGGA : 1100

GGCGCACTTCAAGCATAAACCTTAG : 1125

Abbildung 3.12: Codierende Sequenz des humanen Centaurinol. Darunter
durch farbig markiert die Bereiche der verkiirtzten Formen. Niheres dazu im
Text.
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vollstindige cDNA des humanen Centaurinal in der Datenbank verdffentlicht wurde
(Accession number AJ006422 [Venkateswarlu et al., 1999]). Die veroffentlichte

Sequenz entsprach genau den von mir bis dahin klonierten Teilen.

Anhand der nun veroffentlichten Sequenz wurden die beiden Starteroligonukleatide
HsCent17 und HsCent18 zur Amplifikation der vollstindigen kodierenden Sequenz des
humanen Centaurins erstellt. Die PCR erbrachte ein DNA-Fragment von der erwarteten
Grofe von etwa 1200bp, das sich in pGEM-Teasy® klonieren lie8. Die Sequenzierung

ergab die vollstindige, korrekte cDNA-Sequenz des Centaurins.
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3.1.3 Klonierung des humanen Centaurin alpha 2

Bei einer erneuten Datenbanksuche von Genbank mit tblastn nach humanen EST-
Sequenzen fielen einige Sequenz auf, die zu dem Centaurinal eine gro3e Homologie
aufwiesen, aber dennoch so verschieden waren, dass ein homologes Gen vermutet
vermutet werden kann. Der entsprechende .M.A.G.E. Klone 685913 (RZPD Klone Nr.:
IMAGEp9981181676) wurde vom [.M.A.G.E. Consortium [Lennon et al. 1996] bestellt
und sequenziert. Er wies die vollstindige kodierende Sequenz eines zum Centaurinol

homologen Genes auf, das Centaurino2 genannt wurde.

Das Centaurina2 ist mit 381 Aminosduren etwas ldnger als das Centaurina.1, weist aber

wie diesen eine Struktur aus N-terminalem Zinkfinger und zwei PH-Doménen auf.

codierende Sequenz des humanen Centaurinoal:

1 : ATGGGCGATCGCGAGCGCAACAAGAAGCGGCTGCCGGAGCTGCTGCGTGC
51 : GCCGGACACAGGCAACGCGCACTGCGCCGACTGCGGGGCGGCAGATCCCG
101 : ACTGGGCCTCTTACAAGCTGGGGATCTTCATCTGTCTCAACTGCTGCGGC
151 : GTCCACCGTAACTTCCCTGACATCAGCAGAGTTAAATCTGTGCGACTTGA
201 : CTTCTGGGACGACAGTATTGTGGAGTTTATGATCCACAATGGAAACCTCC
251 : GTGTGAAGGCCAAGTTCGAAGCCAGAGTCCCAGCTTTCTACTACATCCCC
301 : CAGGCCAACGACTGCCTGGTCTTAAAGGAACAATGGATTCGAGCTAAGTA
351 : TGAGAGACGGGAATTTATGGCTGATGGGGAAACCATCTCGCTCCCAGGTA
401 : ACCGAGAAGGATTCCTGTGGAAGCGAGGAAGGGACAACTCACAGTTTCTG
451 : AGAAGGAAGTTTGTACTTCTGGCAAGAGAAGGCCTCCTGAAGTACTTCAC
501 : AAAGGAACAGGGTAAAAGCCCCAAAGCTGTCATCAGCATTAAGGACTTGA
551 : ATGCCACCTTCCAGACAGAGAAGATAGGGCACCCCCATGGGCTGCAGATC
601 : ACCTACAGGAGAGATGGCCACACCAGGAACCTGTTTGTGTATCATGAAAG
651 : TGGGAAGGAGATAGTGGACTGGTTCAATGCCCTCCGTGCAGCCCGTCTGC
701 : AGTACCTAAAAATGGCCTTTCCTGAACTCCCAGAGTCTGAGCTCGTGCCA
751 : TTCCTCACCAGGAACTACCTCAAACAAGGCTTCATGGAAAAGACTGGGCC
801 : AAAGCAGAAAGAACCTTTCAAGAAAAGGTGGTTCGCCCTGGATTGCCATG
851 : AGCGGAGGCTGCTCTATTACAAGAACCCACTGGATGCCTTCGAGCAGGGC
901 : CAGGTTTTTCTTGGGAACAAGGAGCAGGGATATGAAGCCTACGAAGACCT
951 : GCCCAAGGGCATCCGAGGAAATCGCTGGAAAGCCGGACTCACCATTGTCA
1001 : CCCCAGAGCGGAGATTTGTCCTCACTTGCCCCAGTGAGAAGGAACAGCAG
1051 : GAATGGCTGGAAAGTTTGCGGGGTGTCCTGTCCAGCCCCTTGACGCCCCT
1101 : CAACCGGCTTACTGCATCAACAGAGAGTGGCCGCAGCAGCAGGTGA
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HsCental
HsCenta2

HsCentoal
HsCentoa?2

HsCentol
HsCentoa?2

HsCentoal
HsCenta2

HsCentoal
HsCentoa?2

HsCental
HsCenta2

HsCentoal
HsCentoa?2

* 20 * 40 *
- RERR !LELLQ R GNARNCADCGAIZEDPDWASYINL.GVF ICLSICEGTHRN}A
MGDi IZELL IBIRGNAIFICADCGARDPDWASYINLGIFICLINCEGVHRNIX
60 * 80 * 100 *
Q SKVKSVRLD‘*EEAQ ASHEGNDAAIRVNN Y HSIAVEZS) 5 4 NS DCOLLRE
IBT SRVKSVRLDIIWIBIBISHE IH I KAKFERRVPIRFY YD) IFVLKE
120 * 140 * 160
QWIRAKYERS YPEKOEPYSAE YNNI ZATI NI N NCOIHPS TE
QWIRAKYER P ERFINNSINSGINREGF LWKRGRDNEQF L L L
* 180 * 200 * 220
IJANKIXP KAVMINTIN: LNATFQIFNKIGHPHGLQVTYIR STRNIFIYHED
IKING[EKSIPRAVIS TS LNATFQINYKTIGHPHGLQIT D€ TRNLFVYHES
* 240 * 260 *
EIVDWFNALRAARIN:YLO) €SI T, VPINLSRNYLKEGYMEKTGPKQINEEFR
EIVDWFNALRAARINO Y LINMAF PIARINSINLVPRLTRNY LKQGFMEKTGPKQINE]SY
280 * 300 * 320 *
IMDERIP RRLMYFKDPLDAFX SINASEQYTVLHGEIZPSTQ HHEPH
D@IYRRLLYYKNPLDAFING OEX{EAYEDLIFKGT RIYK
340 * 360 * 380

ITIVTPIBRKFLIZACIZTESI FQK !D LIZOEYAVEAHFKHINP - -
LTIVTPRERRRFVIRICIZSEINI0QE) ESLRGVIESSIZRTIFLNRLTASTESGIISSR

Abbildung 3.13: Alignment der humanen Centaurineal (HsCental) und
Centaurina?2 (HsCenta2)
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3.2 Northernblots der humanen Centaurine

Um die Gewebsverteilungen der beiden humanen Centaurine aplhal und aplha2 zu
ermitteln und miteinander zu vergleichen wurden Northernblotanalysen durchgefiihrt.
Um trotz der hohen Homologie die beiden Formen zu unterscheiden, sind fiir die
Sonden anhand eines cDNA-Alignments Bereiche gewdhlt worden, an denen sich die
beiden Formen stirker unterscheiden. Die unten stehende Abbildung zeigt die Position
der Sonden. Als Blot diente ein Multiple Tissue Northernblot der Firma Clontech. Auf
diesem kauflich zu erwerbenden Blot sind die mRNAs 12 verschiedenen humanen

Geweben bereits fixiert.

Centaurinal 139 AGMTAEC cﬂsmAiﬁGmﬁccccGCG
Centaurina2 151 GieeNee TECT TGEC Ac TE G TECGACTIIGACIBICTGGGAR
Sonde Cent.ol 1 —-—————————————— CCCAGGTCAGCAAGGTGAAGTCCGTCCGCCTGGACGCCTGGGAG
Sonde Cent.a2 1l -

Centaurinal 199 [eB\GGCCCAAeiNeerNeigyCLYNeCCOTC CHC GLY:OGAGGCCleCer\G AG TerG
Centaurino2 211 [@ACAGTATT{ejyelerNegyTr: T{eC !T VASCTOCGTET@AAG A CledA
Sonde Cent.al 45 GAGGCCCAAGTGGAGTTCATGGCCTCCCACGGGAACGACGCCGCGAGAGCCAGGTTTGAG
Sonde Cent.a2 1 - ATCCACAATGGAAACCTCCGTGTGAAGGCCAAGTTCGAA

Centaurinal 259 TAEAE;:TCCGGAiECT AECCTCGAGHG
[N VI VR Ie C C 2le A G T8 CCINe CAi T TCTACTACEUNSCCCOAGECCEVACGACTGCCH GTAAAGGEA
Sonde Cent.al 105 TCCAAAGTACCCTCCTTCTACTACCGGCCCACGCCCTCCG-———————————————————
Sonde Cent.02 40 GCCAGAGTCCCAGCTTTCTACTACATCCCCCAGGCCAACG-———————————————————

Abbildung 3.14: Diese Abbildung zeigt ein Alignment der Centaurine al und
a2 mit den fiir die Northernblots verwendeten Sonden. Es wurde ein Bereich
gewiahlt, an dem die beiden Formen maoglichst stark divergieren, um eine gute
Unterscheidung zu ermoglichen.

3.2.1 Synthese der Sonde fiir das humane Centaurin alpha1

Die Sonde fiir das HsCentaurin alphal wurde als [**P]-markierte dsDNA per PCR
synthetisiert. Die Herstellung einer ssDNA Sonde mittels asymmetrischer PCR wurde
urspriinglich versucht, war aber nicht erfolgreich. Als Primer wurden HsCent26 und
HsCent27 eingesetzt und als Template diente das Miniprepprodukt der klonierten
Volllinge des humanen Centaurinal. Die Synthese wurde nach dem beschriebenen

Protokoll durchgefiihrt. Zusitzlich wurde eine Reaktion ohne radioaktiv markiertes
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dATP als Positivkontrolle mitlaufen gelassen. Der Erfolg der Synthese wurde durch

eine Gelelektrophorese der Positivkontrolle bestétigt.

Die Aktivitit der Sonde wurde von der Fallung als Gesamtaktivitit und nach der
Fillung getrennt nach Sonde und Uberstand gemessen, um einen Anhalt dafiir zu
bekommen, wie hoch der Einbau der radioaktiven Nukleotide in der Sonde war. Dieser
betrug 75,9%. SchlieBlich wurde die Aktivitit des leeren ReaktionsgefdBes bestimmt, in
dem die Féllung durchgefiihrt wurde, nachdem die Sonde eluiert und zu dem Blot

gegeben wurde. Alle weitere Schritte erfolgten wie im Methodenteil beschrieben.

3.2.2 Synthese der Sonde fiir das Centaurin alpha2

Die Sonde fiir des HsCentaurin alpha2 wurde mit der Methode der asymmetrischen
PCR erstellt, um eine hohere Sensitivitdt zu erlangen. Als Sinnstrangprimer wurde
HsCenthom5 und als Gegenstrangprimer HsCenthom6 eingesetzt. 1ng des Plasmids
ILM.A.G.E. clone 685913 diente als Template. Die Synthese der Sonde und alle
weiteren Schritte erfolgten nach dem im Methodenteil beschriebenen Protokoll. Dabei

wurde ein Einbau der Radioaktivitit von 69,8% erzielt.

3.2.3 Synthese der B-Actin Sonde

Zur Kontrolle des MTN-Blottes wurde eine Hybridisierung mir einer -Actinsonde
durchgefiihrt. Da keine humane B-Actin cDNA vorlag wurde eine Sonde aus dem [3-
Actin der Ratte konsturiert, das im Labor in klonierter Form vorlag. In dem in Frage
kommenden Bereich sind die beiden Sequenzen ausreichend homolog, so dass die
Verwendung einer -Actinsonde der Ratte auf einem humanen Northernblot problemlos
ist. Die Sonde wurde durch eine Doppelstrang-PCR mit den Primern RnActinl und
RnActin2 synthetisiert. Die weitere Behandlung und Hybridisierung erfolgte wie im
Methodenteil beschrieben.

3.2.4 Ergebnisse der Northernblots

Das Ergebnis der Northernblots ist aus dem unten stehendem Bild ersichtlich. Die
mRNA des Centaurin alpha 1 in etwas 2,4kb lang und wird vor allem im Gehirn und
etwas schwicher in Herz, Niere und in Leukozyten exprimiert. Spuren finden sich in
der Lunge, Plazenta, Diinndarm, Leber, Milz und Kolongewebe ohne Mukosa, was

hauptséchlich aus glatter Muskulatur besteht.
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Abbildung 3.15: Ergebnisse der Northernblots fiir Centaurinal (links),
Centaurin a2 (Mitte) und BActin (Kontrolle,rechts)

Das Centaurina2 dagegen unterscheidet sich in der Gewebeverteilung sehr deutlich
vom Centaurinal und weist mit ungefdhr 2,8kb auch ein etwas ldngeres mRNA-
Transkript auf. Centaurina2 wird vor allem transkribiert in Milz, Plazenta, Niere und
Leber. Eine schwichere Expression findet in Leukozyten, Lunge Diinndarm und Herz
statt. Im Gehirn ldsst sich eine Expression des Centaurina2 im Northernblot nicht

nachweisen.

Als Positivkontrolle ist eine Hybridisierung des MTN-Blots mit einer fActin Sonde
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duchgefiihrt worden, die in allen Bahnen ein deutliches Signal ergab.

3.3 Umklonierung der humanen Centaurinea1 und a2 in die
eukaryotischen Expressionsvektoren fiir die GFP

Fusionsproteine

Fir die geplante in vivo Lokalisation der Centaurine ist eine Expression der
entsprechenden Fusionsproteine von Centaurin mit einem fluoreszierenden Protein in
den zu untersuchenden eukaryotischen Zellen ndétig. Bei der Konstruktion des
Fusionsproteins gibt es natiirlicherweise zwei Moglichkeiten: Das GFP kann einmal N-
terminal oder aber C-terminal an das zu untersuchende Protein fusioniert werden. Bei
dem Centaurino.l wurden beide Konstrukte erstellt. Dies wurde unter der Vorstellung
gemacht, dass durch Vergleich der beiden Konstrukte sterische Effekte des GFP auf die
Bindungseigenschaften des Centaurinal hat, erkannt werden koénnen. Aufgrund der

Erfahrungen mit dem Centaurino.l wurde von dem Centaurina2 nur ein Fusionsprotein

1) EYFP-HsCental
| EYFP I Zn-Finger | | PH—Doméinel |PH-Doméine| |

-

Centaurin o 1

2) HsCento 1-EGFP
[ Zn-Finger | | PH-Domine] [PH-Domine [ ] EGFP

I

Centaurin o 1

3) EYFP-HsCenta2
| EYFP [ Zn-Finger | [ PH-Domine] [PH-Domine| |

» (Centaurin o, 2

Abbildung 3.16: Diese Abbildung zeigt die drei Fusionsproteine wie sie von den
konstruierten Vektoren exprimiert werden. 1)Fusionskonstrukt aus
Centaurinal mit C-terminalem EGFP; 2) Fusionskonstrukt aus Centaurinol
mit N-terminalem EYFP; 3) Fusionskonstrukt aus Centaurina2 mit N-
terminalem EYFP. Die Linge der beiden Proteine ist proportional zur Anzahl
der Aminosiuren. In Dunkelgrau ist der durch den Vektor vorgegebene drei bis
elf Aminosiuren umfassende Bereich zwischen den beiden Fusionspartnern
gekennzeichnet.
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mit N-terminalem EYFP erstellt.

Fiir die Expression der Fusionsproteine wurden die Plasmide pEGFP-N1 und pEYFP-
Cl von Clontech genutzt. Dabei wurde pEGFP-NI1, bei dem sich die multiple
Klonierungsstelle 5’-wirts des EGFP-Genes befindet, zur Konstruktion und Expression
eines EGFP mit N-terminalem Lokalisationsprotein genutzt, wahrend pEYFP-C1 zur
Expression des EYFP mit C-terminalem Centaurin genutzt wurde. Die Expression der
Fusionproteine wird von dem CMV imidiate early Promotor gesteuert. Eine genauere

Beschreibung der Plasmide findet sich im Methodenteil.

Die Klonierungsschritte zur Konstruktion der verschiedenen Expressionsvektoren sind
am Beispiel des pEYFP-HsCenta 1 detailliert und mit Abbildungen dargestellt. Da sich
die einzelnen Schritte bei den anderen Vektoren wiederholen, ist dort auf Abbildungen

verzichtet.

3.3.1 Vektor zur Expression des EYFP-HsCentaurin a1 Fusionsgens

Fiir die Konstruktion eines HsCentaurin-Fusionsgenes mit einem N-terminalen GFP
wurde der Vektor pEYFP-CI benutzt. Fiir die Klonierung wurden die Schnittstellen
Xhol und Smal gewahlt. Um diese Schnittstellen unter Berilicksichtigung des Leserasters

an den Enden der Centaurin ol cDNA anzubringen, wurden die Primer HsCent19 und

Restriktionsverdau:
1 ) PCR: 2 PCR HsCent19/HsCent20
GroBe  dx- HsCent19/ Restriktionsverdau: A\/®x- GroBle
[bp] Marker  HsCent20 pEYFP-C1 Marker [bp]
\% \Z \% \Z

Abbildung 3.17: 1) Ergebnis des PCR mit den Primern HsCentl9 und
HsCent20 zur Amplifikation des humanen Centaurinol mit flankierenden
Smal und Xhol Schnittstellen. Erwartete Grofie: 1148bp; Die Bande wurde fiir
den folgenden Restriktionsverdau extrahiert. 2) Gelelektrophorese der Smal
und Xhol Restriktionsverdaus von Insert [PCR aus 1)] und pEYFP-C1. Beide
Banden wurden fiir die Ligation extrahiert. Die 4361bp Markerbande ist durch
das Bromphenolblau verdeckt und deshalb schlecht sichtbar.
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Restriktionsverdaus der Miniprepprodukte: j /px- Abbildung 3.17:  Gelektro-
\ll/ \12/ \i \j‘/ \15/ \? \17/ Ma\ryker phorese  der  analytischen
W Restriktionsverdau der Mini-
- or i e prepprodukte pEYFP-
jras 4 HsCental mit Smal und Xhol.
In den Bahnen 3 bis 5 ist ein
Insert zu sehen. Miniprep-
produkt 3 wurde durch
Sequenzierung als  positiv
bestitigt.

HsCent20 entworfen. Diese flankieren die cDNA des Centaurin al, besitzen aber an
ihren 5’-Enden die jeweilige Schnittstelle. Mit diesen Primern wurde mittels einer Pfu-
PCR aus dem in pGEM-T Easy klonierten Centaurin al das entsprechend mutierte
Fragment amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde iiber ein Agarosegel aufgetrennt, bei
dem sich eine Bande von erwarteter Ldnge zeigte. Diese wurde mit QIAEX II

extrahiert.

Das extrahierte Fragment und das Plasmid pEYFP-C1 wurden in einem sequentiellen
Verdau nacheinander mit den Enzymen Smal und Xhol geschnitten. Die beiden Verdaus
wurden erneut iiber ein Agarosegel aufgetrennt, das geschnittene Plasmid und Fragment

extrahiert und fiir vier Stunden bei 16°C ligiert.

Die Transformation ergab ca. 100 Kolonien. Von 10 Klonen wurde eine Miniprep
durchgefiihrt. Von diesen wiesen 3 nach einem analytischen Verdau und anschlieender
Gelelektrophorese ein Insert von erwarteter Grofle auf. Um eine korrekte Position des
einklonierten Centaurin ol zu bestitigen wurden die beiden Uberginge zwischen
Vektor und Insert sequenziert. Hierzu dienten die beiden Primer EGFP C-Term und
SV40 polyA rev. Dieses Plasmid wurde pEYFP-HsCental genannt. Fiir spétere

Transfektionsexperimente wurde eine Maxiprep durch gefiihrt
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CMY ie Promotor

EYFP
HSYV poly

4649 1163
pEYFP-HsCento1
5818 bp

Kana/Ne

HsCentaurin

SV40 early Promotor
bakt. Promotor

f1 ori SV40 poly
| XhoI |
1309 GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCG GCC ATG GCC AAG GAG
233 G M D E L Y K S GG L R S R A A M A K E
| XmaT |
2437 CAG GAG TAC GCA GTG GAG GCG CAC TTC AAG CAT ARA CCC GGG ATC CAC CGG ATC TAG
609 Q E Y A V E A H F K H K P G I H R I *

Abbildung 3.18: Diese Abbildung stellt die Ubergiinge zwischen pEYFP-C1 und
Centaurin al dar. Die Nummerierung der Nukleotide bezieht sich auf den
willkiirlich gesetzten Ursprung, wihrend die Aminosiuren vom Start des
Fusionsproteins gezihlt werden. Das EYFP ist griin und das Centaurin rot
markiert. Die Schnittstellen sind angegeben.

3.3.2 Vektor zur Expression des HsCentaurina1-EGFP Fusionsgens

Als Vektor fiir die Expression Centaurinfusionsgenes mit einem C-terminalen GFP
wurde der Vektor pPEGFP-N1 gewdhlt. Das Centaurinal wurde iiber die Schnittstellen
Sacl und Agel einkloniert. Die Primer HsCent21 und HsCent22 wurden so konstruiert,
das sich das Centaurinal nach seiner Amplifikation {iber diese Schnittstellen unter

Berticksichtigung des Leserasters in den Vektor einklonieren lésst.

In einer ersten PCR wurde das Centaurin mit den Primern HsCent 21 und HsCent22
amplifiziert. Als Template diente das in pGEM-T Easy klonierten Centaurin al. Das
PCR-Produkt wurde iiber ein Agarosegel aufgetrennt und zeigte eine Bande von der
erwarteten Grofle von 1141bp, die extrahiert wurde. Da eine direkte Klonierung in
pEGFP-NI nicht erfolgreich war erfolgte zuerst eine direkte Zwischenklonierung der
extrahierten Bande in pGEM T-Easy. Diese erste Klonierung lieferte zahlreiche
Kolonien. Von 10 dieser Klone wurden Minipreps durchgefiihrt. Eine Miniprep,

genannt 9-1, die im analytischen Verdau ein Insert von erwarteter GroBe aufwies, wurde
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weiterverwendet.

Im néchsten Schritt wurden das Miniprepprodukt 9-1 und der Vektor pEGFP-N1 mit
den Restriktionsendonukleasen Sac/ und Agel geschnitten, die Verdaus iiber ein
Agarosegel aufgetrennt und die beiden fiir die Ligation verwendeten Banden extrahiert.
Die Ligation wurde fiir 5 Stunden bei 16°C durchgefiihrt. Die Transformation lieferte
zahlreiche Kolonien. Von neun Klonen wurde eine Miniprep durchgefiihrt, von denen
acht im analytischen Verdau ein Insert von etwa 1110 bp aufwiesen. Eine anschlieende
Sequenzierung mit den Primern CMV ie Proml und EGFP-N1 Seql bestitigte eine
korrekte Position des einklonierten Centaurin ol. Das Plasmid wurde pHsCental-
EGFP genannt. Um fiir die folgenden Transfektionsexperimente genug DNA zu haben,
wurde eine Maxiprep durchgefiihrt.

pUC ori CMY ie Prom

HSYV Poly HsCentaurina
4641 1161
pHsCental-EGFP
Kana/Ne
EGFP
SV40 early Promotor [ %
bakt. Promotor £1 ori SV40 Poly
| SacT]|
601 CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC ATG GCC AAG GAG CGG CGC AGG GCG GTIC CTG GAG CTG
1 - - - - - - - M A XK E R R R A V L E L
| Agel |
1714 GCA GTG GAG GCG CAC TTC AAG CAT AAA CCG GTC GCC ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG
3 A vV E A H F K H K P V A T M V S K G E

Abbildung 3.19: Diese Abbildung stellt die Ubergiinge zwischen pEGFP-N1 und
Centaurin al dar. Die Nummerierung der Nukleotide bezieht sich auf den
willkiirlich gesetzten Ursprung, wihrend die Aminosiuren vom Start des
Fusionsproteins gezihlt werden. Das EGFP ist griin und das Centaurin rot
markiert. Die Schnittstellen sind angegeben.

3.3.3 Vektor zur Expression des EYFP-HsCentaurina2 Fusionsgens

Die Klonierung des Centaurinol in den Vektor pEYFP-C1 erfolgte iiber ein 5’-gelegene

Xhol und eine 3’-gelegene Smal Schnittstelle. In einem ersten Schritt wurde mit einer
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Pfu-PCR und den Primern HsCenthom3 und HsCenthom4 die Centaurina2 cDNA mit
den entsprechenden Schnittstellen amplifiziert. Als Template diente der oben erwihnte

Vektor LM.A.G.E. Klone 685913. Das PCR Produkt wurde iiber ein Agarosegel

CMY ie Promotor

pUC ori

HSV poly EYFP

4673 1169

PEYFP-HsCento2
5842 bp

1753

Kana/Ne HsCentaurino,

SV40 early Promotor
bakt. Promotor
f1 ori SV40 poly
| XhoI |
1309 GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT ATG GGC GAT CGC GAG
233 6 M D E L Y ¥ S G L R S R A M G D R E

| Smal |
2452 AAC CGG CTT ACT GCA TCA ACA GAG AGT GGC CGC AGC AGC AGG TGA CCC GGG ATC CAC
614 N R L T A S T E S G R S S R * P G I H

Abbildung 3.20: Diese Abbildung stellt die Uberginge zwischen pEYFP-C1 und
Centaurin a2 dar. Die Nummerierung der Nukleotide bezieht sich auf den
willkiirlich gesetzten Ursprung, wihrend die Aminosiuren vom Start des
Fusionsproteins gezihlt werden. Das EYFP ist griin und das Centaurin rot
markiert. Die Schnittstellen sind angegeben.

aufgetrennt und lieferte ein Bande in der Hohe der erwarteten 1172bp. Die Bande wurde
extrahiert. Das extrahierte Centaurinol-Fragment und das Plasmid pEYFP-N1 wurden
mit den Enzymen Smal und Xhol geschnitten,mit einem Agarosegel aufgetrennt und
extrahiert. Die Ligtion erfolgte bei 16°C fiir 5 Stunden. Nach der Transformation fanden
sich 5 Kolonien, von denen Minipreps angefertigt wurden. Ein analytischer Verdau
zeigte in allen 5 Klonen ein Insert von etwa 1200bp. Eine Sequenzierung mit den
Primern P EGFP C-Term und SV40 polyA rev zeigte ein korrekt im Leseraster
eingefiigtes Centaurina2. Der Klon wurde pEYFP-HsCenta2 genannt und fiir die

weitere Verwendung wurde eine Maxiprep angefertigt.
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3.4 In vivo Lokalisationsexperimente in verschiedenen Zellinien

Die im vorhergegangen Abschnitt beschriebenen Plasmide fiir die Expression der
Fusionsproteine der Centaurine mit EYFP bzw. EGFP dienten als Grundlage fiir alle
nun folgenden Experimente. Die Plasmide wurden in verschiedene Zellinien transfiziert
und am néchsten Tag konnte die Lokalisation der Fusionsproteine iiber die Verteilung
der beobachteten Fluoreszenz beobachtet werden. Zur besseren Beurteilung des
Fuoreszenzmusters die quasikonfokale Fluoreszenzmikroskopie angewendet. Die
hierdurch errechneten Schnittbilder sollen ein besseres Erkennen von Details durch
Ausschalten von Uberlagerungsartefakten ermdglichen. Als Kontrolle wurde in einem
parallelen Ansatz jeweils der Vektor pEYFP-CI transfiziert und untersucht. Dieser
diente als Kontrolle um eventuelle durch das EYFP bedingte Lokalisierungseffekte zu

erkennen.

Neben der rein deskriptiven Beschreibung der Lokalisation der Centaurin in lebenden
Zellen diente die Transfektion in die Jurkat T-Lymphozyten vor allem als Test fiir die

Funktionalitit der Fusionsproteine.

3.4.1 Jurkat T-Lymphozyten

Jurkat T-Lymphozyten sind eine Zellinie humaner T-Lymphozyten, die aus dem
peripheren Blut eines 14jdhrigen leukdmiekranken Jungen gewonnen wurden

[Schneider et al. 1977].

Von dieser Zellinie ist bekannt, dass sie schon basal eine hohe PtdIns(3,4,5)Ps-
Konzentration aufweist. Dieses Wissen wurde ausgenutzt, um in einem ersten
Experiment die Funktionalitit der Konstrukte zu testen. Bei Fusionskonstrukten stellt
sich die Frage, ob und in wie weit das angehingte EGFP oder EYFP die Funktionalitét
des zu untersuchenden Proteins beeinflusst. In diesem Fall war die
Bindungseigenschaft des Centraurins das Entscheidende. Da die Jurkat T-Lymphozyten
hohe Mengen von  PtdIns(3,4,5)P; in der Plasmamembran aufweisen [Mayr,
unverOffentlichte Daten], ist bei ungestorten Bindungseigenschaften eine Lokalisation

der Fluoreszenz an der der Plasmamembran zu erwarten.

In dem ersten Experiment wurden dann auch die Plasmide pEYFP-HsCentaurin alphal
und pHsCentaurin alphal-EGFP parallel in Jurkat Zellen transfiziert. Die Transfektion

erfolgte mit Elektroporation. Als Kontrolle zur Darstellung einer homogenen
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zytoplasmatischen Lokalisation wurde ein pEGFP-N1 Vektor transfiziert.

(Bei diesem Versuch ist deutlich zu sehen, dass die Lokalisation der Fluoreszenz bei
dem Konstrukt mit dem n-terminalen EYFP viel deutlicher und bei einem gréBeren
Anteil an transfizierten Zellen zu finden ist, als wenn das GFP c-terminal angehéngt ist.
Dieses deutet darauf hin, dass die Bindungseigenschaften durch das c-terminale GFP
beeinflusst werden. Dieser Befund macht auch insofern Sinn, als dass er durch den
sterischen Einfluss eines in der Néhe der fiir die Bindung verantwortlichen gemachten

PH-Domainen sich befindenden GFPs erklart werden kann.

pHsCental - pEYFP-
pEGFP-N1 EGFP HsCental

Abbildung 3.21: Jurkat Zellen tranfiziert mit den Plasmiden pEGFP-N1 (links),
pHsCental-EGFP (mitte) und pEYFP-HsCental (rechts). Die erwartete
Lokalisation der Fluoreszenz an der Zellmembran ist bei einem Fusionsprotein
mit N-terminalen Centaurinol (mitte) deutlich schwicher als wenn sich das
Centaurin C-terminal des fluoreszierenden Protein befindet.

Diese Bilder sind im Gegensatz zu allen folgenden nicht konfokal mit einer
Spiegelreflexkamera und einem Diafilm aufgenommen. Der
Qualitatsunterschied ist deutlich erkennbar.

Als Konsequenz aus diesem Versuch wurde von dem HsCentaurin alpha2 nur ein

Vektor mit n-terminalem EYFP hergestellt: pEYFP-HsCentaurin alpha2.

Das EYFP ohne fusioniertes Centaurin verteilt sich recht gleichmiBig iiber die ganze
Zelle, ohne einen unterschied zwischen Zytoplasma oder Zellkern erkennen zu lassen.
Dennoch erkennt man einige Bereiche mit deutlich geringerer Fluoreszenz. Diese sind
teilweise groBere, zusammenhidngende Bereiche im Zellkern, teilweise kleinere,
vesikulédre Strukturen. Eine bevorzugte Assoziation der Fluoreszenz, wie bei den EYFP-

Centaurin-Fusionskonstrukten ist aber nicht zu erkennen.
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Dagegen lokalisieren sowohl das Centaurin alphal als auch HsCentaurin alpha2 in
einem scharf begrenzten Saum an der Plasmamembran. Eine gleichméBig flichen-, bzw.
raumfiillende Zytoplasmatische oder nukledre Lokalisation ist, wenn sie liberhaupt zu
erkennen ist, nur sehr schwach ausgeprigt. Wenn starkere Fluoreszenz auBlerhalb des
Plasmamembransaumes zu finden ist, dann ist sie auch hier wieder scharf lokalisiert und
oft mit vesikuldren Ausstiilpungen assoziiert, wobei sie auch hier die Vesikelmembran

markiert.

pEYFP- pEYFP-
pEYFP-CI HsCental HsCenta2

Abbildung 3.22: Jurkat T-Lymphozyten transfiziert mit pEYFP-C1 (linke
Spalte), pEYFP-HsCental (Mitte) und pEYFP-HsCenta2 (rechts). Zum
Vergleich sind jeweils mindestens drei verschiedene Zellen abgebildet.
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3.4.2 NT2 Zellen

Die Lokalisation in NT2 Zellen ist in sofern interessant, als dass das Centaurinol in
diesen Zellen exprimiert wird. Die Transfektion erfolgte wie im Methodenteil
beschrieben mit Calziumphosphat. Es handelt sich um neuronale Vorlauferzellen, die

aus einem humanem Teratokarzinom isoliert wurden [Andrews et al. 1984].

Fiir die Fluoreszenzverteilung des EYFPs gilt dhnliches, wie es bereits bei den Jurkat
Zellen erwihnt ist. Da NT2 Zellen einen breiteren Zytoplasmaraum als Jurkat Zellen

haben, ist nun die Verteilung im Zytoplasma besser zu beurteilen. Die Fluoreszenz des

pEYFP- pEYFP-
pEYFP-Cl1 HsCental HsCenta2

>

Abbildung 3.23: NT2 transfiziert mit pEYFP-C1 (obere Reihe), pEYFP-
HsCental (Mitte) und pEYFP-HsCenta2 (unten). Zum Vergleich sind jeweils
drei verschiedene Zellen abgebildet pro Reihe.
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EYFP ist wieder recht gleichméBig iiber die Zelle verteilt. Man meint zu erkennen, dass
der Zellkern etwas stérker als das Zytoplasma markiert ist. Eine deutliche punktuelle
Anreicherung, insbesondere der Zellmembran, ist nicht zu erkennen. Dafiir gibt es
Bereiche mit geringerer Fluoreszenz, sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma. Die
Aussparungen im Zellkern sind im Hellfeld deutlich als Nukleoli zu erkennen, wihrend

es sich bei denen im Zytoplasma um nicht néher zu differenzierende Vesikel handelt.

Die Verteilung des EYFP-Centaurin alpha 1 Fusionsproteins weicht dagegen deutlich
von dem Bild in Jurkat Zellen ab. Sie ist dhnlich dem des EYFP, dennoch ist der
Zellkern etwas schwicher fluoreszierend als des Zytoplasma. Eine bevorzugte
Lokalisation an der Zellmembran, wie bei den Jurkat Zellen, ist nicht zu finden. Fiir die
Aussparungen, insbesondere der Nukleoli, gilt das gleiche wie oben bereits zum EYFP

erwahnte.

Das EYFP-Centaurin alpha 2 Fusionskonstrukt dagegen zeigt auch in den NT2 Zellen
eine bevorzugte Lokalisation an der gesamten Zellmembran. Dabei werden auch
Zellausldufer und Vesikel markiert. Die Fluoreszenz im Zytoplasma ist nur sehr spérlich
ausgepragt. In einigen Zellen ist der Zellkern durch eine weitere Senke in der Intensitét
zu erkennen. Am auffilligsten ist aber die Markierung der gesamten Zellmembran, die
auch eine Vielzahl kleiner Zellausldufer mit einschlieft, die kaum Zytoplasma
enthalten. Man kann somit einen guten Eindruck von der duBeren Form der Zellen

erhalten.
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3.4.3 PC12 Zellen

PC12 Zellen sind aus einem Phdochromozytom einer Ratte isoliert worden und somit
wie die NT2 Zellen auch neuronalen Ursprungs [Greene u. Tischler 1976]. Diese Zellen
sind in dieser Arbeit in sofern interessant, als dass an ihnen die in dem néchsten
Abschnitt beschriebenen Lokalisationsexperimente nach Stimulation durchgefiihrt

wurden.

Die Fluoreszenzverteilung des EYFP in den PCI2 Zellen ist gleichméBig im

Zytoplasma und etwas stirker im Zellkern ausgeprigt. Andere Anreicherungen der

pEYFP- pEYFP-
pEYFP-Cl1 HsCentall HsCenta2

10m
oy ———

Abbildung 3.24: PC12 Zellen transfiziert mit pEYFP-C1 (linke Spalte), pEYFP-
HsCental (Mitte) und pEYFP-HsCenta2 (rechts). Zum Vergleich sind pro
Plasmid jeweils drei verschiedene transfizierteZellen abgebildet.
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Fluoreszenz sind nicht erkennen. An der etwas schwicher ausgeprigten Fluoreszenz

sind die Nukleoli und zytoplasmatische Granula zu erkennen.

Die Fluoreszenz in den EYFP-Centaurin ol transfizerten Zellen gleicht vom

Verteilungsmuster der in den EYFP transfizierten Zellen.

Das EYFP-Centaurin a2 Konstrukt weicht in seiner Verteilung dagegen in der schon
bei den NT2 Zellen bemerkten Weise davon ab. Die Fluoreszenz ist an der gesamten
Plasmamembran verteilt, was teilweise zu bizarren Mustern fithren kann und stellt dabei
auch langere, dendritische Zellauslaufer da. Auffallig ist weiterhin, dal} sich seltener die
fiir PC12 Zellen normale runde Zellform, sondern die Zellen meist flacher und
ausgebreiteter wachsen. Auflerdem sieht man oft Zellen, die von vielen vesikuldren
Ausstlilpungen umgeben sind, was den Anschein macht, als ob sie in Apoptose gehen

wiirden.
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3.4.4 CHO Zellen

CHO (chinese hamster ovary) sind nach einer Punktion des Ovars eines adulten

Hamsters als Zelllinie etabliert worden [Puck et al. 1958].

Die Verteilung des EYFPs allein gleicht denen in den anderen Zellen. Dies beinhaltet
eine Akzentuierung des Kerns, ansonsten keine bevorzugte Lokalisation. Bei einigen
Zellen ist auch eine etwas stirkere Fluoreszenz am Rand zu erkennen, das Muster
unterscheidet sich aber deutlich von dem des EYFP-Centaurina2 Fusionskonstrukts:
Abgesehen von der Fluoreszenzverteilung im Zytoplasma und im Kern, ist der Rand

nicht so vollstdndig und so scharf abgegrenzt und die Markierung der Zellauslaufer

pEYFP- pEYFP-
pEYFP-Cl1 HsCental HsCenta2

Abbildung 3.25: CHO Zellen transfiziert mit pEYFP-C1 (obere Reihe), pEYFP-
HsCental (Mitte) und pEYFP-HsCenta2 (unten). Zum Vergleich sind jeweils
drei Zellen abgebildet pro Reihe abgebildet.
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fehlt. Auffillig sind bei den CHO Zellen die vielen zytoplasmatischen Granula, die

ausgespart bleiben.

Das Fluoreszenzmuster des EYFP-Centaurinol Konstrukts gleicht dem des EYFPs.

Wesentliche Unterschiede sind nicht zu erkennen.

Die Verteilung des EYFP-Centaurina2 dagegen weicht wieder deutlich von den
anderen ab. Wieder ist bevorzugt die Zellmembran mit ihren vielen, kleinen Ausldufern
markiert. Allerdings findet man hier, im Gegensatz zu den anderen Zelllinien, auch eine
deutliche, gleichméaBige Fluoreszenz des Zytoplasmas in welcher die Lage des Zellkerns

durch eine abgeschwichte Fluoreszenz zu erkennen ist.
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3.5 Zeitverldaufe nach Stimulation

Neben der Lokalisation der Centaurine in unstimulierten Zellen zu einem Zeitpunkt, die
ja auch ohne weiteres durch Immunzytochemie in fixierten Zellen durchgefiihrt werden
kann, lasst sich der Vorteil der in vivo Lokalisation durch Fusion mit EYFP vor allem
bei der Beobachtung der Lokalisation iiber einen Zeitraum zu mehreren Zeitpunkten
erkennen. In dieser Arbeit wurden trasfizierte PC12 Zellen beobachtet, die durch 20nM
EGF stimuliert wurden. AuBlerdem erfolgten Hemmversuche mit 100nM Wortmannin,
einem spezifischen PtdIns 3-OH Kinase Hemmstoff. Die Beobachtung erfolgte dabei
bis zu einer Stunde. Die PC12 Zellen wurden als Modellzellinie gewihlt, weil in diesen
Zellen bereits in dhnlichen Versuchen eine Translokation von putativen PtdIns(3,4,5)P;
bindenden Proteinen wie dem GRP1 [Venkateswarlu et al. 1998b] und dem ARNO

[Venkateswarlu et al. 1998] gezeigt werden konnte.

Als Negativkontrolle, um einen Effekt des EYFP auszuschlieBen, wurde immer noch

eine parallele Transfektionsreihe mit EYFP stimuliert und beobachtet.
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3.5.1 Verhalten des EYFP nach Stimulation

Nach Stimulation von pEYFP-C1 transfizierten PC12 Zellen mit 20nM EGF konnte
keine Translokation der Fluoreszenz beobachtet werden. Der unten abgebildete
Zeitverlauf tiber 10 Minuten ist typisch. Eine Translokation nach Stimulation in

folgenden Experimenten kann also nicht auf den EYFP-Teil des Fusionsproteins

15s
45s 60s

2min Smin 10min

Abbildung 3.26: Zeitverlauf einer PC12-Zelle transfiziert mit pEYFP-C1 nach

zurlickgefiihrt werden.

Os 30s

90s

Stimulation mit 20nM EGF zum Zeitpunkt 0s. Es ist keine Translokation der
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3.5.2 Verhalten des EYFP-Centaurin a 1 Fusionsproteins nach
Stimulation
Das EYFP-Centaurin a 1 Fusionprotein zeigt nach Stimulation mit 20nM EGF ein

typisches Translokationsverhalten: Schon nach 15 Sekunden Idsst sich in den

quasikonfokalen Bildern eine Anreicherung der Fluoreszenz an der Zellmembran

15s 30s

45s

2min Smin 10min

20min 30min 40min

50min

Abbildung 3.27: PC12 Zellen transfiziert mit
pEYFP-HsCental nach Stimulation mit 20nM EGF
zum Zeitpunkt 0s.

erkennen. Im weiteren Verlauf ist dann eine weitere Verschiebung der Fluoreszenz vom
Zytoplasma zur Zellmembran zu beobachten, die zwischen 2 und 10 Minuten am

deutlichsten ausgeprégt ist. Dabei werden auch kleine Zellauslaufer sichtbar, die vorher

92



3 Ergebnisse

nicht zu sehen waren, wohl weil sie kaum Zytoplasma enthalten. Nach 20 Minuten
beginnt eine Riickverteilung der Fluoreszenz zum Zytoplasma, so dass nach 50 Minuten
nur noch wenig von der vorangegangenen Stimulation zu sehen ist. Die
Fluoreszenzintensitiat im Zellkern adndert sich iiber diesen Zeitraum nicht erkennbar,
nimmt aber relativ zum Zytoplasma, aus dem die Fluoreszenz zur Membran geht, zu.
Bei sieben ebenso behandelten Zellen lieB sich eine vergleichbare Translokation

beobachten.

Der Translokationsvorgang ldsst sich durch vorherige Inkubation der Zellen in 100mM
Wortmannin vollstédndig verhindern. Wie der Abbildung ersichtlich ist nach Stimulation
mit EGF bei vorausgegangener Inkubation mit Wortmannin keine Anderung des
Fluoreszenzmusters auch nach mehreren Minuten zu sehen. Bei drei weiteren Zellen

wurde ein dhnliches Resultat erzielt.

30s 60s

2min S5min

Abbildung 3.28: Zeitverlauf einer PC12-Zelle transfiziert mit pEYFP-
HsCental nach Stimulation mit 20nM EGF zum Zeitpunkt 0s. Die Zelle war
vor Stimulation 10 Minuten mit 100mM Wortmannin inkubiert worden.
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Verhalten des EYFP-Centaurina2 Fusionsproteins nach Stimulation

Das EYFP-Centaurina2 Fusionsprotein befindet sich schon im unstimulierten Zustand
der Zellen bevorzugt an der Membran. Es wurden 5 Zellen mit 20nM EGF stimuliert
und {iber einen Zeitraum bis zu 20 Minuten beobachtet. Dabei konnte in der direkten

Beobachtung wihrend des Versuchs und auch nach Betrachtung der konfokalen Bilder

2min

5min

10min

Abbildung 3.29: Drei PC12 Zellen mit pEYFP-HsCenta2 transfiziert und zum
Zeitpunkt 0 Sekunden mit 20nM EGF stimuliert. Eine deutliche Translokation
wie sie beim Centaurinal zu beobachten war, ist nicht zu erkennen.
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keine Translokation oder sonst irgendeine Verdnderung der Fluoreszensverteilung

beobachtet werden. Abbildung 3.29 zeigt dies an drei verschieden Zellen.

Eine Vorbehandlung der Zellen mit Wortmannin erbrachte keinen Unterschied: Nach
Stimulation der vorbehandelten Zellen war keine deutliche Verschiebung des

Fluoreszenzmusters zu erkennen.

.

2min S5min

Abbildung 3.29: Zeitverlauf einer PC12-Zelle transfiziert mit pEYFP-
HsCental nach Stimulation mit 20nM EGF zum Zeitpunkt 0s bei vorheriger
Inkubation mit Wortmannin Es handelt sich hierbei um die gleiche Zelle. Der
scheinbare Wechsel im Aussehen zum Zeitpunkt 5 Minuten ist durch ein
Abrutschen der Fokusebene bedingt.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der Unterschiede in der Sequenz des Centaurina
der Ratte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere cDNAs z.T. erstmals kloniert. An erster
Stelle war die Klonierung des Centaurinal der Ratte beschrieben. Als Ausgangspunkt
diente eine bereits verdffentlichte cDNA Sequenz [Hammonds-Odie et al., 1996]. Wie
bereits erwdhnt lieB3 sich die Sequenz in der Form auch nach mehreren Anstrengungen
nicht bestitigen. Die statt dessen erhaltene cDNA-Sequenz, RnCentaurinalb genannt
um sie von dem verdffentlichten RnCentaurinala zu unterscheiden, kodiert fiir ein
Protein, das den Formen der anderen Spezies (Rind, Schwein und Mensch) viel
dhnlicher ist. Es stellt sich somit die Frage, welche Bedeutung diesen beiden Formen

zukommt.

Eine genauere Untersuchung der beiden Sequenzen ergibt (Sieche auch Abbildung 3.6),
dass es sich bei den Insertionen im RnCentaurinotla mit zwei Ausnahmen, und zwar
dem letzten Guanin in der fiir die PH-Domine kodierenden Bereich und der Insertion
im 3’-nichtkodierenden Bereich, um Wiederholungen des vorausgegangenen oder der
vorausgegangenen Nukleotide handelt. Dies deutet darauf in, dass es sich bei vielleicht
um Artefakte handelt, die z.B. bei der Erstellung der cDNA oder der anschliefenden

Amplifikation der Sequenz aufgetreten sein konnten.

Zu einem gleichen Ergebnis kommt eine andere Arbeit [Aggensteiner et al., 1998], die
in dem Labor von G. Reiser durchgefiihrt wurde, in dem das Centaurinal Homologe
des Schweins das p42™* kloniert wurde. Auch in dieser Arbeit wurde versucht, durch
RT-PCR aus den Gehirnen unterschiedlich alter Ratten (1 Tag und 14 Tage post natal
und adult) das Centaurino. zu reamplifizieren. Dies ist nicht gelungen. Stattdessen
wurde nur eine cDNA amplifiziert, die derjenigen von mir klonierten gleicht. Sie weist
keine Insertionen auf und kodiert fiir ein 42kDa grofes Protein mit zwei PH-Dominen
und einem nicht verlingertem C-Terminus. Weiterhin wurden Westernblot
Untersuchungen an Rattenhirnlysaten durchgefiihrt. Hier lieB sich nur eine etwa 42kDa
grof3e Bande, aber keine 46kDa Bande, wie sie dem Centaurinala entsprechen wiirde,

nachweisen. Das entsprechende Protein wurde von den Autoren p42"*rat genannt und
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entspricht dem RnCentaurina1b.

Die Tatsachen, dass zwei Labors unabhidngig voneinander die Sequenz des
Centaurinala der Ratte nicht nachweisen konnten, dass sich kein 46kDa grof3es Protein
im Westernblot nachweisen ldsst und auBerdem die Art der Insertionen und die viel

héhere Homologie des RnCentaurinou1b/p42™

zu den Centaurinen der anderen Spezies,
konnen als deutliche Hinweise gedeutet werden, dass es sich bei dem Centaurinala um
ein Artefakt handelt und dass das RnCentaurinalb/p42™ als das eigentliche Gen

angesehen werden muss.

4.1.1 Putative SpleiBvarianten des Centaurina der Ratte

Weiterhin wurde die Klonierung von drei cDNA Sequenzen erwihnt, die eine und in
einem Fall zwei grofere Deletionen von teilweise iiber mehreren hundert Basenpaaren
aufwiesen. Die Art dieser Deletionen ldsst an Spleilvarianten denken, bei denen
einzelne Exons herausgespleifit wurden. Deshalb wurde auch die Bezeichnung putative
Spleivarianten gewéhlt. Eine andere Moglichkeit wire, dass es sich um Artefakte
handelt, die z. B. im Rahmen der PCR entstanden sind. Da sich bereits die verkiirzten
Banden in der Agarosegelektrophorese nach PCR zeigten, ist eine Entstehung dieser

Sequenzen als Klonierungsartefakte sehr unwahrscheinlich.

Einen Hinweis, ob es sich tatsdchlich um Spleiflvarianten handeln kénnte, konnte eine
Untersuchung auf genomischer Ebene bringen. Wiirde es sich hierbei herausstellen,
dass es sich bei den deletierten Bereichen um Exons handelt, wire dies eine Bestétigung
fiir die Hypothese, dass es Spleilvarianten und nicht Artefakte sind. Eine BLAST-
Suche gegen das Genom der Ratte erbrachte bis jetzt (Dezember 2001) leider keine
Ergebnisse. Es wurden aber auch humane putative Spleilvarianten gefunden. Eine von
diesen weist sogar in dem gleichen Bereich eine Deletion aufweist, wie eine Sequenz
der Ratte. Dies legt nahe, dass es sich um vergleichbare Phdnomene handelt. AuB3erdem
ist von dem humanen Genom zumindest auf eine vorldufige Version zugreitbar. Aus
diesen Griinden ist die Diskussion der putativen Spleilvarianten des Centaurino der

Ratte mit in das nichste Kapitel aufgenommen worden.
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4.2 Genstruktur des humanen Centaurin a1 und die putative

Splicevarianten

Eine BLAST-Suche mit der cDNA Sequenz des humanen Centaurinol gegen die in
GenBank abgelegte vorldufige Sequenz des humanen Genoms lieferte einige Daten zur
genomischen Struktur des Centaurina1-Gens (Durchgefiihrt: 10/2001). Das Gen ist auf
dem langen Arm des Chromosom?7 lokalisiert. Es besteht aus 11 Exons, die sich iiber

eine Lénge von etwa 55kb aufteilen.

Eine besondere Rolle spielen die Intron-Exon-Grenzen bzw. die Exon-Exon-Grenzen
bei der Beurteilung der beiden klonierten putative Spleilvarianten. Kénnte man zeigen,

dass die deletierten Bereiche mit Exons zusammenfallen, wire dies ein wichtiges

IOObE
M73 M175 M259
— —p —
l)llll:I  — 1]
putat.
. . 2)—— [ -
Spleivarianten
3)— [ 1 _—
putat. 1)|:| | |
Spleivarianten 2): [ 1
Centaurino 1 Zn-Finger PH-Doméne PH-Domine
Exons |_:— 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7| 8 |9| 10 11 _:|

10kb

Abbildung 4.1: Vergleich der putativen Spleilvarianten von Ratte und Mensch
mit der Exonstruktur des humanen Centaurinal. Unten ist die Organisation
Exons auf genomischer Ebene angegeben. Das Symbol ms bei den putativen
Spleiflvarianten der Ratte sollen darstellen, das die Unvollstindigkeit der
Sequenz an dieser Stelle nur durch die Lage der Primer bedingt ist.

Weiterhin sind mogliche alternative Translationsstarts eingezeichnet, denen
eine Bedeutung im Zusammenhang mit den putativen Spleilivarianten
zukommen konnte.
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Humanes Centaurinal Centaurino1b der Ratte:

Kozak GCCACCATGE Kozak  GCCACOATGG
G G

Start GCGGCCATGE Start GCAGCCOATGG

M73 GAGTTCATGE M73 GAGTTCATGA

M175 GCCGTGATGRA M175 T T ATGA

M259 GGCTACATGE M259 G TA ATG

Abbildung 4.2: Vergleich der Sequenzen die fiir des realen und die putativen
Startmethionine codieren mit der eukaryotischen Transkritionsstartsequenz
(Kozak, ganz oben) nach [Kozak, 1991]. Die hochkonservierten Basen (Purin an
Position —3 und Guanin an Position 4) sind rot markiert. Alle homologen Basen
sind gelb unterlegt.

Argument in Richtung Authentizitét der putative Spleilvarianten.

Weiterhin wurden die putativen Spleilvarianten der Ratte mit in diesen Teil
aufgenommen. Eine schematische Ubersicht aller klonierten putativen Spleivarianten
zusammen einer Skizze der Intron-Exon-Struktur findet sich in Abbildung 4.1. Diese
Abbildung dient auch als Grundlage fiir folgende Ausfiihrungen. Ein erster Vergleich
der putativen Spleiflvarianten des Menschen mit denen der Ratte ergibt, dass der
deletierte Bereich der humanen putativen Spleivariante 2) genau mit dem deletierten
Bereich der putativen Spleiflvarianten 2) und 3) der Ratte {ibereinstimmt. Die Formen 2)
aus Mensch und Ratte stimmen damit vollig iiberein, wéhrend die putative
Spleiflvariante 2) der Ratte etwas 3’-wirts noch eine weitere Deletion aufweist. Allein
schon dieser Umstand ist ein Hinweis, dass diese Sequenzen reelles Spleiflen
reflektieren konnen. Eine Vergleich mit der Exonstruktur des Centaurinal des
Menschen zeigt, dass alle Deletionen in diesen genau mit einzelnen Exons
iibereinstimmen. Dies ist ein deutlicher Hinweis, dass es sich um Spleilvarianten

handelt und nicht um zufillig artifiziell entstandene Deletionen.

Bei den beiden putativen Spleiflvarianten 1) des Mensche und der Ratte ist dies anders.
Die Deletionen halten sich nicht an Intron-Exon-Grenzen und stimmen auch mit keiner
der anderen Formen {iberein. Die 5’-Grenze der Deletion von Form 1) der Ratte liegt
zwar sehr nah an der 3’-Grenze von Exon 2, stimmt aber nicht ganz mit dieser iiberein,
sondern ist um 4 Basenpaare 5’-wirts verschoben. Bei diesen Formen handelt es sich
also vermutlich nicht um Splei3varianten. Die Bewertung der Entstehung dieser beiden

Sequenzen ist schwierig.
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Es sei noch bemerkt, dass durch alle diese Deletionen Verschiebungen im Leseraster
des ersten Teils der Sequenz auftreten. Dadurch entsteht nach Translation also nicht ein
Protein, in dem einfach nur bestimmte Abschnitte fehlen, sondern die Translation bricht
kurz nach der Deletion ab. Eine weitere Moglichkeit ist, dass putativen alternativen
Spleilprodukte von einem alternativen Startcodon translatiert werden. Um diese
Moglichkeit zu untersuchen, wurde die umgebende Sequenz des Startcodons und
weiterer im Leseraster liegender Methionen-Codons mit der von Kozak [Kozak, 1987]
verdffentlichten Konsensussequenz verglichen (Abbildung 4.2). Hierbei stellt sich
heraus, dass die Umgebung des Startmethionins sehr gut mit der Konsensussequenz
iibereinstimmt. Die Umgebung aller weiteren Methionine zeigt eine weitaus schlechtere
Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz. Als weiteres Startcodon kdnnte nach
diesen Kriterien eventuell noch das Methionin 175 gelten, das sowohl bei Mensch, als
auch bei der Ratte den konservierten Purinrest an Position —3 hat. Solche
Zusammenhdnge konnen natiirlich auch rein auf Zufall beruhen, so dass das
Vorhandensein von alternativen Transkriptionsstarts reine Spekulation bleiben, bis

solche Produkte auf Proteinebene nachgewiesen sind.

Die Frage ist also nach der Bedeutung dieser Sequenzen. Sie wurden alle durch PCR
gewonnen. Diese Methode ist sehr sensitiv und kann auch sehr geringe DNA Mengen
amplifizieren. Kiirzere Fragmente werden bei der Amplifikation bevorzugt. Es ist
moglich, dass diesen Formen keine physiologisch Funktion zukommt und sie nur durch
PCR selektiert wurden. Ein Nachweis dieser Sequenzen im Northernblot war nicht
moglich, da die Sonde so gelegen war, dass sie die Grenze zwischen Exon 2 und Exon 3
iiberspannt und in diesem Bereich haben alle gefundenen putativen Splei3varianten eine

Deletion.

4.3 Genstruktur des humanen Centaurina2

Das humane Centaurino2 dagegen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 17
(17q11.2) in der Néhe des Neurofibrominl (NF1) Gens lokalisiert. Etwa 5%-20% der
Patienten mit Neurofibromatosel, die iiber einen besonders schweren Phénotyp
verfligen, finden sich in diesem Bereich Deletionen von ~1,5Mb. Neben dem NF1 Gen
sind durch diese Deletionen mindestens 10 weitere Gene betroffen, zu denen auch das

Gen fiir das Centaurina2 gehort [Jenne et al., 2001].

Das Centaurinai2 wird ebenso wie das Centaurino.2 durch 11 Exons kodiert. Der
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Abbildung 4.3: Organisation der Exons des humanen Centaurino.2.

Aufbau aus den einzelnen Exons ist bemerkenswerter Weise fast identisch zu dem des
Centaurinal. Die Exons sind auf genomischer Ebene iiber einen Bereich von etwa 35kb

verteilt.

4.3.1 Das Centaurina2 im Vergleich zum Centaurina1 auf

Sequenzebene

Eine Datenbanksuche nach Centaurinotl dhnlichen Sequenzen hat zur Klonierung des
Centaurina2 gefiihrt. Das Protein ist mit 381 Aminosduren etwas lidnger als das
Centaurinatl mit 374 Aminosduren. Die Aminosidurensequenz weist eine Identitdt von
55% auf. Das Centaurina2 besitzt, ebenso wie das Centaurinal eine N-terminale
Zinkfingerdomine die dem ARF-GAP homolog ist und zwei putative PH-Domaénen.
Diese Ahnlichkeiten lassen vermuten, dass das Centaurina2 eine dhnliche

physiologische Funktion wie das Centaurina.1 ausiiben konnte.

4.4 Vergleich des unterschiedlichen Expressionsmusters der

humanen Centaurineal und o2

Die Expression der humanen Centaurinal und a2 wurde durch einen Northernblot
untersucht in zwdlf unterschiedlichen humanen Geweben untersucht. Es konnte
festgestellt werden, dass die Expressionsmuster der beiden Proteine stark voneinander
abweichen. Wihrend das Centaurinal vor allem in Gehirn, in der Niere, im Herz und in
Leukozyten exprimiert, dagegen deutlich schwécher in Kolon ohne Mukosa, Lunge,

Plazenta, Diinndarm, Leber und Milz. Die mRNA des Centaurino.2 findet sich vor allem
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in Milz, Plazenta, Niere und Leber. Eine schwéchere Expression findet in Leukozyten,
Lunge Diinndarm und Herz statt. Der Umstand, dass diese beiden Formen recht
spezifisch in unterschiedlich differenzierten und spezialisierten Geweben exprimiert
werden, deutet darauf hin, dass sie verschiedene Funktionen besitzen, die den

jeweiligen Umsténden angepasst ist.

Gewebe, in denen beide Formen des Centaurinot in deutlichem Malle exprimiert
werden, sind Nierengewebe, Herzgewebe und Leukozyten. Ob beide Formen aber auch
in den gleichen Zellen zusammen exprimiert werden, ist durch diese Untersuchung
nicht zu entscheiden. Hierzu sind als Methoden in situ Hybridisierung oder
Immunhostochemie geeignet. Diese sind bislang nur fiir das Centaurinal an
Rattenhirnen durchgefiihrt worden [Kreutz et al., 1997]. Sie bestitigen das
Vorhandensein von Centaurinal im Gehirn und zeigen eine recht spezifische

Expression in Neuronen auf. Zu dem Centaurina2 liegen hier keine Daten vor.

AuBerdem muss bemerkt werden, dass es sich hier um Untersuchungen auf
Transkriptionsebene hilt. Es ist damit nichts {iber das Vorhandensein oder gar
Abundanz der Proteine ausgesagt ist. Hier sind immunologische Nachweise, wie
Westernblot oder Immunhostochemische Untersuchungen gefordert. Solche Daten

liegen aber, wie oben erwidhnt, bisher nur fiir das humane Centaurinal vor, wéren

jedoch sowohl fiir Centaurina2

AuBlerdem unterscheiden sich die mRNAs der humanen Centaurineal und a2 in ihrer
Lange. Anhand von Vergleichen mit auf dem Blot angegebenen Markerbanden
errechnete sich fiir die mRNA des Centaurinal eine Léange von etwa 2,4kb, wihrend die
mRNA des Centaurina2 eine Liange von etwa 2,8kb aufweist und damit etwas kiirzer
ist. Diese Angaben werden durch Daten aus GenBank gestiitzt. Dort wird fiir
Centaurinal eine Lange der mRNA von 2295kb angegeben. Fiir das Centaurina2 wird
diese mit 2579kb angegeben. Diese Angeben werden als modellhaft bezeichnet, da nicht
ausgeschlossen ist, dass Sequenzbereiche an den Enden fehlen. Aber im
Zusammenhang mit den Ergebnissen aus dem Northernblot erscheint eine

unterschiedliche Lange von 300-400bp realistisch.

4.5 Allgemeine Aspekte zu in vivo Lokalisationsstudien

Die in vivo Lokalisationsstudien bilden in gewisser Weise den Hauptteil dieser Arbeit,
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da durch sie Aussagen liber das physiologische Verhalten der Centaurine erhofft
werden. Hierzu wurden Fusionskonstrukte aus einem GFP und den Centaurinen erstellt
und die intrazelluldre Lokalisation durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
beobachtet. Die Aussagen in dieser Arbeit sind im wesentlichen qualitativer Art und
ihre Giite hingt somit stark von der Qualitidt der Aufnahmen ab. Verwendet wurde in
dieser Arbeit die quasikonfokale Mikroskopie, die mehrere Vorteile gegeniiber
konventioneller Mikroskopie bietet. Deshalb sei im nichsten Abschnitt zuerst auf

methodische Aspekt eingegangen.

4.5.1 Vorteile quasikonfokaler gegeniiber konventioneller

Mikroskopie

Die Aufnahmen von Zellen wurden, mit Ausnahme der ersten Bilder von Jurkat Zellen,
mit der Methode der quasikonfokalen Mikroskopie erstellt. Bei der konventionellen
Mikroskopie flieft auch Licht von Quellen ober- und unterhalb der Fokusebene in das
Bild mit ein. Konventionelle mikroskopische Aufnahmen stellen somit eher eine
Projektion eines dreidimensionalen Volumens auf eine zweidimensionale Ebene dar.
Um intrazelluldre Lokalisationen besser beurteilen zu kénnen, ist es wiinschenswert, die
storenden Einfliisse auszuschalten, um so einen genauen Uberblick iiber die

Lichtquellen einer Fokusebene zu erhalten.

Zur Zeit gibt es zwei Ansitze, dieses Problem zu 16sen: Auf der einen Seite gibt es die

konfokalen Mikroskope, die durch ein konfokales Pinhole, alles Licht, das nicht aus der

Abbildung 4.4: Darstellung der selben PC12 Zelle transformiert mit pEYFP-
HsCental zum Zeitpunkt 15 Sekunden nach Stimulation mit 20nM EGF. 1)
Dekonvolviertes Bild; 2) Nicht dekonvolvierte, konventionelle Aufnahme der
gleichen Fokusebene wie 1). Wihrend in 1) schon eine beginnende
Membranlokalisation des Fusionsproteins zu erkennen ist, ist diese in 2) nicht
zu erkennen. Weiter sind bei dem dekonvolvierten Bild intrazellulire Details
genauer auszumachen.
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Fokusebene stammt, ausschlieBen. Ein anderer Weg wird durch die quasikonfokale
Mikroskopie beschritten: Hierbei wird ein Schnittbild durch einen Computer in einem
sogenannten Dekonvulotions- oder image restoration Prozess aus den umliegenden
Fokusebenen errechnet. Hierzu muss die point spread-Funktion des Mikroskops, die
Aussagen iiber das 3D-Streuverhalten macht, bekannt sein. Die Quasikonfokale
Mikroskopie erfordert einigen Aufwand an Rechenleistung, aber mit dieser Methode
lassen sich Schnittbilder auf mit konventionellen Mikroskopen erzeugen. Zur Aufnahme

der fiir die Berechnungen dienen meistens CCD Kameras. [Carrington et al. 1998]

Die Fluoreszenzaufnahmen dieser Arbeit wurden auch durch quasikonfokale
Mikroskopie erzeugt. Die als Grundlage fiir die Berechnungen dienenden,
konventionellen Aufnahmen sind nicht abgebildet worden. Um den Unterschied
deutlich zu machen, der durch die Berechnungen entsteht, sei hier einmal das
errechnete, konfokale Schnittbild der konventionellen Aufnahme der selben Fokusebene
gegeniibergestellt. An diesem Beispiel ist deutlich zu sehen, dass die quasikonfokale
Mikroskopie einen Gewinn an Details mit sich bringt. Die in der dekonvolvierten
Aufnahme zu erkennende, beginnende Membranassoziation des EYFP-Centaurinol

Fusionsproteins ist in der konventionellen Aufnahme noch nicht zu sehen.

4.5.2 Lokalisationsstudien durch Uberexpression von

fluoreszierenden Fusionsproteinen

In dieser Arbeit wurden Aussagen iiber die Lokalisation eines Proteins gemacht, indem
das Zielprotein, in diesem Fall die Centaurine, mir einem GFP fusioniert wurden. Die
Lokalisation des Centaurins alleine kann in vivo nicht anders untersucht werden. Es
stellt sich die Frage, in wie weit durch die Fusion mit dem GFP Artefakte entstehen. Die
Expression des Fusionskonstruktes stand unter der Kontrolle des sehr starken CMV
imidiate early Promotors. Auch die dadurch entstandene Konzentration des Centaurins

auf unphysiologisch hohe Werte mag eine Quelle von Artefakten sein.

4.5.3 Der Einfluss des GFPs

Die Bilder von Zellen, die mit pEYFP-CI1 transfiziert wurden, zeigen eine recht

homogene Verteilung der Fluoreszenz. Daraus 146t sich schlieBen, dal vom GFP alleine
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keine bevorzugte Lokalisierunstendenz ausgeht und alle davon abweichenden
Fluoreszenzverteilungen durch das fusionierte Centaurin bedingt sind. Ebenso zeigt das

GFP nach Stimulation mit EGF keine Translokation.

Wihrend vom GFP selber keine Lokalisation ausgeht, stellt sich andererseits die Frage,
wie der EinfluB des GFPs auf das Lokalisationsverhalten des Centaurins ist. Um
hieriiber Aussagen machen zu konnen , wurden von dem Centaurinal zwei Konstrukte
erstellt: eines mit N-terminalem GFP (pEYFP-HsCenta1) und eines mit C-terminalem
GFP (pHsCenta1-EGFP). Dieses sind die beiden sich anbietenden Moglichkeiten zur
Fusion von zwei Proteinen. Andere Variationsmoglichkeiten, wie verschiedene Léngen

des Linkerpeptids zwischen den beiden Fusionspartnern, wurden nicht ausprobiert.

Als Experiment zur Entscheidung iiber die Funktionaltit des Fusionskonstrukts wurde
die Transfektion in Jurkat Zellen durchgefiihrt. Dieses basierte auf der Uberlegung, da3
das Cenaurinol, wenn es tatsdchlich ein PtdIns(3,4,5)P; bindendes Protein sei, es bei
Jurkat Zellen an der Membran lokalisieren misste, da diese Zelle sehr viel
PtdIns(3,4,5)P; besitzen [Mayr, unverdffentlichte Daten]. In der Tat fand sich bei
beiden Konstrukten eine Lokalisation an der Plasmammembran, die jedoch bei dem
Konstrukt mit N-terminalem GFP deutlicher und bei allen Zellen ausgeprigt war,
wihrend sie sich bei C-terminlem GFP die Lokalisation nicht bei allen Zellen und auch
nicht so deutlich ausgeprigt fand. Dieser Effekt war im normalen
Fluoreszenzmikroskop deutlich zu sehen, eine Quantifizierung oder Untersuchung im

quasikonfokalem Mikroskop, das zu der Zeit noch nicht zur Verfiigung stand, wurden

aber nicht durchgefiihrt.

Hieraus ist deutlich zu sehen, dass das GFP einen Einfluss auf die Funktionalitit des
Centaurins ausiiben kann. Die Abhéngigkeit von der Position des GFPs spricht fiir einen
sterischen Effekt. Es ist anzunehmen, dass ein C-terminales GFP durch seine Ndhe zu
den C-terminalen PH-Doménen einer korrekten Bindung an Phospholipide

entgegensteht.

Wenn nun ein C-terminales GFP die Funktionalitdt der PH-Doménen beeinflusst, ist
natiirlich auch davon auszugehen, dass auch ein N-terminales GFP sterische Effekte
erzeugt. Es ist also durchaus moglich, dass die Funktion des Zinkfingermotivs
eingeschrinkt ist. Dies hat insofern Bedeutung, als dass einige Autoren [Tanaka et al.,
1999] dem Zinkfinger Funktion bei der Kernlokalisation zuschreiben. Darauf wird

weiter unten ndher eingegangen.
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4.5.4 Auswirkungen der Uberexpression

Die Centaurine iiben in Zellen eine physiologische Funktion aus. Die Expression von
Proteinen wird sehr genau und vielfiltig kontrolliert da ein Zuviel oder ein Zuwenig
schwere Folgen fiir die Zellen haben kann. Dies gilt insbesondere fiir Proteine, die an
Signaltransduktions- oder Regulationsprozessen beteiligt sind, wie man dies auch vom
Centaurin annimmt. AuBerdem stellt die Uberexpression eine Belastung fiir den

Proteinsyntheseapparat der Zellen dar.

AuBlerdem binden die Centaurine an den wichtigen Botenstoff PtdIns(3,4,5)P; und das
Centaurina2 wahrscheinlich noch an weitere Liganden. Sobald die Centaurine an diese
Signalmolekiile gebunden haben, stehen diese nicht mehr den anderen
Bindungsproteinen zur Verfiigung. Auch durch diesen Effekt kann eventuell massiv in
den Zellstoffwechsel eingegriffen werden, vor allem bei sehr hohen Centaurin

Konzentrationen.

Die Uberexpression lisst sich aber nicht vollstindig umgehen, da der Sensitivitéit der
Fluoreszenzmikroskopie Grenzen gesetzt sind. Es wurde aber darauf Riicksicht
genommen, indem flir die mikroskopischen Aufnahen solche Zellen ausgewdhlt
wurden, die in threm Aussehen den nichttransfizierten Zellen glichen und bei denen
Fluoreszensstirke gerade fiir die Untersuchungen ausreichte. Es ist klar, dass dadurch
eine gewisse Selektion der untersuchten Zellen auftritt, die eventuell Tendenzen in den
Ergebnissen bewirkt. Diese Selektion wurde aber aus oben genannten Griinden bewusst
durchgefiihrt. Eventuellen Tendenzen wurde durch die Messung jeweils mehrerer

Zellen entgegengewirkt.

4.6 in vivo Lokalisation des humanen Centaurina1

Die Lokalisationsexperimente ergaben filir das humane Centaurinal ein nicht ganz
einheitliches Bild. In PC12 und in CHO Zellen gleicht die Fluoreszenzverteilung des
EYFP-Centaurinal Fusionsproteins derjenigen des EYFP: Bei beiden Zellinien weist
der Zellkern eine hohere Fluoreszenz als das Zytoplasma auf. In den NT2 Zellen
dagegen ist die Fluoreszenz im Zellkerns beim EYFP-Centaurinal Fusionsprotein im
Gegensatz zum EYFP schwicher als im Zytoplasma. Dieser Unterschied ist auffallig. Er
konnte ein Hinweis auf eine zellspezifische Lokalisation und damit Funktion des

Centaurina.l im Nukleus hindeuten.
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Eine weitere Differenz beziiglich der Kernlokalisation des Centaurinal ergibt folgender
Vergleich: Die Jurkat Zellen mit einem konstitutiv hohen PtdIns(3,4,5)P; Gehalt zeigen
das EYFP-Centaurinal Fusionskonstrukt fast ausschlieBlich an der Zellmembran. Der
Zellkern zeigt keine Fluoreszenz. Bei stimulierten PC12 Zellen dagegen transloziert
ausschlieBlich der zytoplasmatische Anteil des EYFP-Centaurinal Fusionsproteins in
einer PI 3-Kinaseabhingigen Weise an die Zellmembran, wihrend der Zellkern
wéhrend der ganzen Zeit (etwa 50 Minuten) seine urspriingliche Fluoreszenz beibehilt.
Moglicherweise bewirkt bei Jurkat Zellen die hohe basalen PtdIns(3,4,5)P; an der
Zellmembran eine fast komplette Bindung aller Fusionsproteine an die Zellmembran, so
dass nur geringe Mengen der Fusionsproteine in den Kern aufgenommen werden

konnen.

Ebenso unterschiedlich sind die Aussagen, die durch zwei weitere Arbeiten getroffen

werden:

In einer Arbeit [Kreutz et al., 1997] wurde sehr ausfiihrlich mit in situ Hybridisierung
und Immunhistochemie die Lokalisation des Centaurinal im Paraffinschnitten von
Gehirnen verschieden alter Ratten untersucht. Es fand sich eine fast ausschlieBliche
Transskription von RNA in Neuronen mit besonderer Betonung des Hippokampus,
Kortex, Kleinhirn und Thalamus. An zelluldren Strukturen wurden mit Antikdrpern
gegen Centaurinatl vor allem die proximalen Neuriten und die Zellsomata geférbt.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten das Centaurinal dariiber hinaus vor
allem an der axonalen Membran, an priasynaptischen Membranen und an

prasynaptischen Vesikeln lokalisiert.

Dagegen beschreibt die Arbeit von [Tanaka et al., 1999] eine fast ausschlieBlich
nukledre Lokalisation des Centaurinal. Die Untersuchungen wurden wiederum an
Rattenhirnen durchgefiihrt. Die in situ Hybridisierungen das Centaurinal stehen im
Einklang mit oben erwdhnter Arbeit und zeigen das Centaurinal nur in Neuronen und
nicht in Gliazellen exprimiert. Dagegen zeigten Immunhistochemische Untersuchungen
mit einem gegen das PIP;BP, dem Centaurinal Homlogen des Rinds, gewonnenen
monoklonalen Antikérper das Caentaurinoe vor allem im Zellkern lokalisiert.
Untersuchungen von Neuro2A Zellen, einer Neuroblastomzellinie, mit dem selben

Antikorper zeigten das Centaurinol wiederum fast ausschlieBlich im Zellkern.

Als weiteres Experiment wurde in der Arbeit ein Fusionskonstrukt aus PIP;BP und N-
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terminalem EGFP erstellt, welches dem Konstrukt EYFP-HsCentaurinal entspricht.
Die Lokalisation wurde in COS-7 Zellen, PC12 Zellen und Neuro2A Zellen untersucht.
Auch hier fanden die Autoren eine fast ausschlieBliche Lokalisation des

Fusionskontrukts im Zellkern.

Als Verantwortlich die Zellkernlokalisation konnten Tanaka et al. die ersten 10-14
Aminosduren herausstellen. Diese enthalten einen stark basischen Bereich (KERRK)
der als mogliches nuclear localization signal (NLS) dienen kann. Ein EGFP fusionert
mit den 14 N-terminalen Aminosduren des PIP;BP fihrt zu einer ausschlieSlichen
Lokalisation im Zellkern, wihrend ein Deletion der ersten neun Aminosduren des

PIP;BP zu einer diffusen Verteilung des Fusionsproteins fiihrt.

Vor allem die Ergebnisse der Arbeit von Tanaka et al. sind schwer mit meinen
Ergebnissen zu vereinen. Bei den PC12 und den CHO Zellen zeigte sich bei mir zwar
eine bevorzugte Lokalisation der Fusionsproteins im Zellkern, aber diese war auch bei
der Kontrolle mit EYFP allen zu finden und auBerdem war sie nur diskret ausgeprégt.
Dieser Unterschied ldsst sich auch nur schwer dem der unterschiedlichen verwendeten
Centaurinotl zuordnen, das bei Tanaka et al. aus dem Rind, bei mir vom Menschen
stammt. Die Proteine weisen eine zu ausgepriagte Sequenzhomologie auf und es ist
schwer vorstellbar, dass so konservierte Proteine in verschiedenen Spezies eine so

unterschiedliche Funktion besitzen.

Eine Erklarungsmoglichkeit ist, dass in meinem Fusionskonstrukt das N-terminale
EYFP durch sterische Effekte eine normale Funktion der direkt benachbarten N-
Terminus des Centaurinol behindert, so wie ein C-terminales EYFP die Funktion der
PH-Dominen negativ beeinflusst. Allerdings benutzte auch Tanaka et al. ein
Fusionskonstrukt mit N-terminalem GFP. Mdglicherweise wurde ein langeres oder
anderes Ubergangsstiick zwischen den beiden Fusionspartnern gewihlt. So eine lingere
Ubergangssequenz konnte dann eventuell den Einfluss des GFPs auf das Centaurinol
abschwichen. Leider ist die genaue Art der Klonierung in der Arbeit nicht erwihnt, so

dass hieriiber keine Aussagen gemacht werden konnen.

Insgesamt ist zu bemerken, dass die Ergebnisse der Arbeit von [Tanaka et al., 1999], die
eine fast ausschlieBliche Lokalisation des Centaurinol in Zellkernen feststellen, isoliert
dastehen. Auffillig ist zwar, dass sie die Kernlokalisation sowohl in der
Immunhistochemie, im Widerspruch zu [Kreutz et al., 1997], als auch in GFP-

Fusionsexperimenten, die im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit und der
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von [Venkateswarlu et al., 1999] stehen, gefunden wurden. Die Ubereinstimmung der
Ergebnisse von drei unterschiedlichen Arbeitsgruppen ldsst die Vermutung zu, dass die
Beobachtung einer ausschlieflichen Kernlokalisation des Centaurina. auf
experimentellen Besonderheiten beruht. Bei geringer Leuchtstirke kann eine bevorzugte
Kernlokalisation, wie sie auch von mir in PC12 Zellen beobachtet wurde, eventuell mit
einer ausschlieBlichen Kernlokalisation verwechselt werden. Eine andere Moglichkeit
ist die Abhingigkeit der Lokalisation von der Zeit nach Transfektion. Die Zellen in
dieser Arbeit wurden 24 Stunden nach Transfektion untersucht, bei der Arbeit von
[Tanaka et al., 1999] ist dieser Zeitpunkt leider nicht angegeben. Unter diesem Aspekt
ist wichtig zu bemerken, dass die Bildung des Fluorophors des GFPs mehrere Stunden

benotigt, so dass eine zu frithe Untersuchung zu verfalschten Ergebnissen fithren kann.

4.7 Translokationsverhalten des Centaurins nach Stimulation

Nach Stimulation der PC12 Zellen mit EGF kommt es reproduzierbar zu einer
reversiblen, deutlich ausgeprigten Translokation des zytosolischen EYFP-Centaurinal
Fusionsproteins an die Plasmamembran. Die Translokation ldsst sich durch
Vorbehandlung der Zellen mit dem PI 3-Kinaseinhibitor Wortmannin verhindern.
Dieses Verhalten spricht dafiir, dass membranstindige Signalmolekiile downstream der
PI 3-Kinase fiir die Translokation des Centaurinol verantwortlich sind. Hier kommen
vor allem die Phosphoinositide PtdIns(3,4,5)P; oder auch PtdIns(3,4)P, in Frage. In
vorhergegangenen Untersuchungen [Hammons-Odie et al., 1996] [Stricker et al., 1997]
[Tanaka et al., 1997] wurde bereits gezeigt, dass Centaurino.1 in vitro an PtdIns(3,4,5)P;
bzw. Ins(1,3,4,5)P4 binden kann. In diesem Zusammenhang kann man davon ausgehen,
dass PtdIns(3,4,5)P; der physiologische Bindungspartner fiir das Centaurinal ist.

Weiter in vitro Experimente werden im nachsten Abschnitt besprochen.

Das Translokationsverhalten des Centaurinal gleicht denen von anderen Proteinen, wie
zum Beispiel dem General receptor for 3-phosphoinositides (GRP1) [Venkateswarlu et
al., 1998] oder dem Cytohesin-1 [Venkateswarlu et al., 1999b], die alle als
PtdIns(3,4,5)Ps Rezeptoren gelten. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass auch

Centaurinal ein physiologischer PtdIns(3,4,5)P;-Rezeptor ist.

Unabhéngig von meiner Arbeit wurde von einer anderen Arbeitsgruppe ein gleiches
Ergebnis mit einem Fusionsprotein aus humanem Centaurinal und N-terminalem

EGFP erzielt [Venkateswarlu et al., 1999]. Auch in dieser Arbeit wurde die Lokalisation
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des Fusionsproteins vor und nach Stimulation mit EGF und NGF in PC12 Zellen
untersucht. Es wurde nach Stimulation eine reversible Translokation des cytosolischen
Anteils des Fusionsproteins an die Zellmembran gefunden. Im Unterschied zu meinen
Ergebnissen war die Translokation allerdings schon nach 10 Minuten wieder
aufgehoben, wihrend bei mir der Effekt bis zu 50 Minuten angehalten hat.
Moglicherweise ist dies in der etwas niedrigeren EGF Konzentration begriindet:
100ng/ml entsprechend etwa 16,7nM im Gegensatz zu den von mir benutzten 20nM.
Auch in dieser Arbeit ist eine Hemmung der Translokation durch die PI 3-Kinase

Inhibitoren Wortmannin und LY294002 gefunden worden.

4.8 Moégliche Rolle der Centaurine in der Regulation des

intrazellularen Vesikeltranports

Die Centaurine besitzen als gemeinsames Merkmal ein Zinkfingermotiv, das dem
Zinkfinger, der dem des ARF1-GAP und dem des Gesl, dem ARF-GAP der Hefe [Poon
et al. 1996], dhnelt. Von diesem konnte gezeigt werden, dass er fiir die GTPase
aktivierende Funktion des ARF1-GAP verantwortlich ist [Cukierman et al., 1999].
Somit kann vermutet werden, dass die Centaurine auch ARF-GTPase aktivierende

Funktion besitzen.

Ein Hinweis, dass das Centaurinal eine GTPase aktivierende Funktion ausiiben kann,
ist durch einen Versuch belegt, bei dem sich des Hefestamms Agcs bedient wurde: Bei
diesem Hefestamm ist das Gesl Gen deletiert. Dadurch konnen die Hefen nicht mehr
auf fluoridhaltigem Nahrboden wachsen. Wird nun humanes Centaurinol in diese
Hefen transfiziert, wachsen die Zellen wieder auf fluoridhaltigem N&hrboden. Diese
Komplementation der Gesl Funktion kann durch Mutationen in der Zinkfingerdoméne
rickgidngig gemacht werden, wihrend Mutationen in den PH-Domaénen keinen Einfluss

auf das Wachstum der Hefen haben [Venkateswarlu et al. 1999].

Ausgehend von diesem Befund und den in dieser Arbeit erhobenen Daten kann man
postulieren, dass das Centaurin als ein von PtdIns(3,4,5)P5 gesteuertes ARF-GAP wirkt.
Dadurch kann ein Modell aufgestellt werden, wie die PI 3-Kinase iiber die Steuerung
der ARF Proteine den intrazelluliren Vesikeltransport reguliert. In diesem
Zusammenhang ist der Befund interessant, dass auch die zu den Cytohesinen
gehorenden ARF-GEFs wie GRP1 und ARNO mit hoher Affinitdt an PtdIns(3,4,5)P;
binden [Klarlund et al. 1997]. Eine PtdIns(3,4,5)P; vermittelte Rekrutierung dieser
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ARF-GEFs kann zu einer lokalen Bildung von ARF-GTP aus ARF-GDP fiihren. Das
membranstindige, aktive ARF-GTP kann nun mit seinen Zielproteinen interagieren. Es
fiihrt zu einer Aktivierung der PLD, bestimmter PIPkinasen und der Coat- bzw.
Adaptorproteine (AP-1, AP-2 und COPI). In der Tat konnte gezeigt werden, dass die
Translokation von ARF und Aktivierung der PLD durch Insulin in Adipozyten von
Ratten durch die PI 3-Kinase gesteuert wird [Karnam et al., 1997]. Auf die Rollen der
PLD und der PIPkinasen wurde schon in der Einleitung kurz hingewiesen. Dem Produkt
der PLD, dem Phosphatidylcholin, wird eine Rolle bei der Membranfusion
zugeschrieben. AuBlerdem wirkt es in einem feed-forward Mechanismus stimulierend
auf die PtdIns(4,5)P, Produktion durch die PIPkinasen [Moss u. Vaughan, 1998]. Das in
diesem Zusammenhang gebildete PtdIns(4,5) dient nun einerseits dazu, die Verbindung
zum Spectrin- und Actinzytoskelett herzustellen. Diesem kommt eine wichtige Rolle bei
der Organisation und Motilitdt der Vesikel zu [De Matteis u. Morrow, 2000]. Das
PtdIns(4,5)P, kann andererseits aber auch als Substrat fiir die PI 3-Kinasen dienen und

fiir eine kontinuierliche Produktion des PtdIns(3,4,5)Ps sorgen.

Dem Centaurinal als putativem ARF-GAP kdme nun die Rolle zu, das ARF-GTP
vermittelte Signal wieder abzuschalten. Eine Rekrutierung der Centaurine kann durch
das lokal gebildete PtdIns(3,4,5)P; geschehen. Das nun an der Membran sitzende
Centaurin bewirkt eine Hydrolyse des ARF-GTPs zum inaktiven ARF-GDP. Letzteres
transloziert in das Zytosol. Die Effektorproteine werden inaktiviert und die Coatproteine
dissoziieren vom Vesikel ab, so dass die Bedingungen fiir eine Fusion des Vesikels mit

der Zielmembran gegeben sind.

Eine weitere Rolle konnen in diesem Zusammenhang die Ankyrinrepeats spielen.
Ankyrinrepeats sind ein weit verbreitetes Motiv fiir Protein-Protein Interaktionen.
[Sedgwick u. Smerdon, 1999]. Diese Repeats bilden beim Ankyrin, bei dem sie zuerst
beschrieben wurden einen Teil der Spectrinbindungsdomine. Bei dem Centaurin
konnten die Ankyrinrepeats durch Bindung an weitere Proteine, wie z.B.
Zytoskelettanteile, einen zusdtzlichen Mechanismus fiir eine spezifische Rekrutierung

bieten.

Die Rolle des Centaurina?2 ist etwas schwieriger einzuordnen, da noch keine genauen
Daten zu genauen Bindungspartnern vorliegen. Die unterschiedliche intrazelluldre
Lokalisation deutet darauf hin, dass weitere Faktoren eine Rolle spielen. Eine

Beteiligung des PtdIns(3,4,5)P; konnte aber gezeigt werden [Max, 2000]. AuBBerdem
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fehlt bislang der Nachweis einer ARF-GAP Aktivitdt bei diesem Protein. Bis dieser
nicht erbracht ist, ist eine Einbeziehung des Centaurina2 in den ARF gesteuerten
Vesikeltransport natiirlich sehr spekulativ. Dennoch macht ist es durch die hohe
Homologie zum Centaurinal sehr wahrscheinlich. Die unterschiedlichen
Bindungseigenschaften  konnten auf eine  Funktion in  unterschiedlichen

Zellkompartimenten hindeuten.

Fiir eine unterschiedliche Spezialisierung spricht auch die verschiedene
Gewebeverteilung der beiden Formen. Das Centaurinal ist hauptsédchlich in Neuronen
exprimiert und die oben genannten Uberlegungen zur Beteiligung am Vesikeltransport
zusammen mit den immunhistochemischen Daten [Kreutz et al. 1997], die eine
Assoziation unter anderem mit prasynaptischen Vesikeln zeigen, ist eine Beteiligung an
der Neurotransmitterausschiittung wahrscheinlich. Fiir das Centaurina2 sind zu wenig

Daten vorhanden, um hier Vorhersagen zu machen.

Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass Centaurinal spezifisch mit der Casein Kinase
I assoziieren kann. Es wird aber nicht von dieser Kinase phosphoryliert [Dubois et al.

2001]. Eine physiologische Bedeutung dieses Befundes unklar.

4.9 Lokalisation des Centaurina2

Das EYFP-Centaurina2 Fusionsprotein war bei allen getesteten Zellinien (Jurkat, NT2,
PC2 und CHO) iiberwiegend an der Zellmembran lokalisiert. Dabei wurden auch feine
Strukturen wie Zellausldufer oder Vesikel markiert. Im Zytoplasma war die
Fluoreszenzstirke deutlich geringer ausgeprégt. Bei den CHO Zellen war dar Kontrast
zwischen Membran- und zytosolischer Lokalisation nicht so stark ausgeprigt wie bei
den anderen Zellinien. Bei diesen Zellen war aulerdem der Zellkern durch eine

gegeniiber dem Zytosol verminderte Fluoreszenz zu erkennen.

Bei einer Stimulation mit EGF war mit diesen Mitteln keine so ausgeprigte
Translokation des Fusionsproteins an die Membran wie beim Centaurinal zu erkennen.
Mit Hilfe von Doppelfluoreszenzkompositaufnahmen [Max 2000], bei denen die Zellen
zusétzlich homogen durch das rotfluoreszierende Protein DsRed gekennzeichnet waren,
das einen quantitativen Vergleich der Fluoreszenzstirken ermoglicht, konnte gezeigt
werden, dass dennoch eine Translokation von dem  zytosolischen Anteil der

Fusionsproteine weiter an die Membran stattfindet. Dieser Effekt ist sensibel gegen
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Wortmannin. Diese Arbeit zeigt, dass auch das Centaurina2 ein moglicher
Bindungspartner fiir 3-phosphorylierte Phosphoinositide wie z.B. PtdIns(3,4,5)P; oder
PtdIns(3,4)P; ist. In vitro Daten sind zu diesem Protein noch nicht vorhanden. Sie wiren

zur genaueren Beurteilung wiinschenswert.

Zu der Funktion dieses Proteins liegen zur Zeit noch keine Daten vor. Aussagen iiber

eine mogliche Funktion als ARF-GAP bleiben Spekulation.

4.10 Méglichkeit, durch Fusionsproteine Phosphoinositide

sichtbar zu machen

Die membrangebundenen Phosphoinositide bieten eine Moglichkeit zur Vermittlung
von Ortlich begrenzten Signalen. Zur besseren Erforschung der komplexen
Zusammenhidnge von den durch Phosphoinositiden vermittelten Signalwege ist eine
Lokalisation der jeweiligen Phosphoinositiden in lebenden Zellen von besonderem
Interesse. Bei dem PtdIns(3,4,5)P; kommt hinzu, dass es, wie bei seinen proliferativen
und antiapoptotischen Eigenschaften zu erwarten, in vielen Tumorzellen erhoht ist. Fiir
die Hintergriinde sei hier noch einmal auf die Einleitung verwiesen. Insofern konnte
eine Moglichkeit, die PtdIns(3,4,5)P; Konzentration in lebenden Zellen zu bestimmen
bzw.die PtdIns(3,4,5)P; Vorkommen zu lokalisieren auch fiir die Indentifikation von

Tumorzellen von Bedeutung sein.

Die PH-Doménen des Centaurinal scheint sehr spezifisch an PtdIns(3,4,5)P; zu binden.
Nach Stimulation mit EGF war eine Translokation des Fusionsproteins an die
Plasmamembran, den Ort der Bildung des PtdIns(3,4,5)P; zu erkennen. Es stellt sich die
Frage, ob nicht das EYFP-HsCentaurinol Fusionsprotein, oder moglicherweise ein
Fusionskonstrukt bestehend aus einem GFP und nur den beiden PH-Doménen nicht als
eine Art PtdIns(3,4,5)Ps;-Sensor eingesetzt werden kann. Mit Hilfe eines solchen
PtdIns(3,4,5)Ps;-Sensor konnte dann sehr einfach das ortliche und zeitliche Vorkommen
von PtdIns(3,4,5)P; untersucht werden. Eine solche Methode wire auch einfacher und

bei kleinerer Zellzahl durchfiihrbar, als die Analysen an fraktionierten Zellen.

In der Tat sind solche Versuche durch Fusion eines GFPs mit
Phosphoinostidbindungsdoménen, auch solchen, die eine spezifisch an andere

Phosphoinositde als PtdIns(3,4,5)P; binden, schon mehrfach durchgefiihrt worden
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[Balla et al. 2000]. Als PtdIns(3,4,5)Ps;-Sensoren wurden Fusionskonstrukte von GFP
mit den PH-Doménen von Arf nucleotide opener (ARNO) [Venkateswarlu et al., 1998]
[Oatey et al., 1999], der Bruton’s Tyrosin Kinase (BTK) [Véarnai et al., 1999], des
general receptor for phosphoinositides 1 (GRP1) [Oatey et al., 1999] [Gray et al., 1999]
und des Cytohesin-1 [Venkateswarlu et al. 1999b]. Bei all diesen Versuchen konnte
eine PI-3-Kinase abhingige Translokation des Fusionsproteins an die Membran
beobachtet werden. Dies entspricht den Ergebnissen, die mit dem Centaurinal

gewonnen wurden.

Etwas anders sind dagegen die Ergebnisse zu bewerten, die mit PtdIns(4,5)P, bindenden
Dominen durchgefiihrt wurden. Die PH-Doméne der Phospholipase Co; (PLCJ;) bindet
vor allem an PtdIns(4,5)P,, das sich in der Zellmembran befindet [Varnai et al., 1998].
Nach Degradation des PtdIns(4,5)P, durch Stimulation mit Angiotensinll findet eine
Translokation des Fusionsproteins in des Zytosol statt [Stauffer et al., 1998].
Intrazellulire Membranen (Golgi, Endosomen, sekretorische Vesikel) oder
Actinzytoskelett werden dagegen nicht markiert, auch wenn sich auf biochemischem
Wege dort PtdIns(4,5)P, nachweisen ldsst [Payrastre et al., 2001]. Die PH-Doméne des
Oxysterol bindenden Proteins (OSBP), die auch PtdIns(4,5)P; bindet, markiert dagegen
vor allem die Golgimembranen und nur schwicher die Plasmamembran [Levine u.

Munro, 1998].

Diese Befunde deuten darauf hin, dass zur spezifischen Translokation von
phosphoinosidbindenden Proteinen neben den Phosphoinositiden auch noch andere
Faktoren, wie zum Beispiel bestimmte Proteine als Bindungspartner vorhanden sein
miissen. Zusitzlich erforderliche Protein-Protein Interaktionen konnten eine viel
spezifischere und feinere Regulation ermdglichen. Dafiir, dass solche zusétzlichen
Protein-Protein Interaktionen stattfinden, gibt es mehrere Hinweise. Auf der einen Seite
konnte gezeigt werden, dass PH-Doménen, aber auch andere phosphoinositidbindende
Doménen an Protein-Protein Interaktionen beteiligt sind [Bottomley et al., 1998]. Als
Beispiel sei hier nur die Bindung von py-Untereinheiten von Heterotrimeren G-
Proteinen an die PH-Doméne der BTK erwéhnt. Einen weiteren Hinweis auf die
Bedeutung zusitzlicher Faktoren zur Translokation geben weitere Beobachtungen an
der oben bereits erwdhnten PH-Doméne des Cytohesin-1. Bei dieser kann eine
Translokation nur beobachtet werden, wenn eine der PH-Doméine benachbarte

Polybasische Sequenz Teil des Fusionsproteins mit dem GFP ist [Nagel et al., 1998].
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Ein weiterer Punkt ist die Frage, in wie weit der Zellstoffwechsel durch das

iiberexprimierte Bindungsprotein beeinflusst wird.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass die Fusionsproteine aus GFP und
phosphoinositidbindenden Doménen zwar eine einfach zu handhabende Moglichkeit
bietet, den zeitlichen Verlauf der Bildung von Phosphoinositiden in einzelnen Zellen zu
beobachten. Aber aufgrund der oben erwédhnten Limitationen besteht weiterhin der

Bedarf, die so erhobenen Daten mit biochemischen Messdaten zu vergleichen.

4.11 Welchen Vorteil bietet die durch Ptdins(3,4,5)P; ausgel6ste

Membrantranslokation von Proteinen?

Die Translokation zytosolischer Proteine an die Zellmembran erweist sich als ein
grundlegendes Prinzip der Signalweiterleitung durch PtdIns(3,4,5)P; und anderer
Phosphoinositide, wie mittlerweile Untersuchungen an verschiedenen Proteinen gezeigt
haben. Aber auch andere Signalwege beinhalten eine Translokation zur Membran, wie
zum Bespiel Rezeptortyrosinkinasen. Diese konnen nach Phosphorylierung an
Tyrosinresten von Proteinen mit SH2-Domédnen gebunden werden. Letztere
translozieren nach Aktivierung des Signalweges vom Zytosol an die membranstindigen
Rezeptoren [Krauss, 1999]. Die Translokation von Proteinen an die Zellmembran stellt
also ein weit verbreitetes Phdnomen in der Signaltransduktion dar. Dieser Umstand
bringt die Frage nach dem Prinzip auf, durch welches das Signal nach einer

Membranrekrutierung von Proteinen weitergeleitet wird.

Eine genauere Betrachtung bietet die Arbeit von [Kholodenko et al., 2000]. Bei ihren
Uberlegungen gehen die Autoren von zwei Extremen aus: Auf der einen Seite sind die
diffusionslimitierten Signaltransduktionsprozesse. Bei diesen Prozessen folgt eine
Weiterleitung des Signals nach jedem Aufeinandertreffen der beiden Bindungspartner.
Die Stéirke des Signals ist also von der Anzahl der Zusammenstde pro Zeiteinheit der
beiden Molekiile abhingig, daher die Bezeichnung diffusionslimitiert. Auf der anderen
Seite stehen die reaktionslimitierten Prozesse: Hierbei entsteht nicht bei jedem
Zusammensto3 der Reaktionspartner eine Weiterleitung des Signals, sondern nur bei
dem Teil , bei dem Bindung lange genug fiir die Weiterleitung andauert. Faktoren, die
eine Reaktionslimitierung bewirken, sind zum Beispiel eine chemische Reaktion, die
langere Zeit braucht oder die Notwendigkeit der Interaktion der Proteine mit speziellen

Doménen in einer bestimmten Orientierung. In keinem der Fille soll durch die
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Translokation eine zusitzliche Steigerung der Aktivitit eines der Proteine stattfinden.

Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass bei diffusionslimitierten Prozessen keine
Steigerung der Signalaktivitdt entsteht, wenn beide Proteine statt sich frei im Zytosol
bewegen zu konnen, an der Membran verankert sind. Der Vorteil, der durch die
Reduktion der Dimension entsteht, wird durch den wesentlich hoheren
Diffusionskoeffizienten, den membrangebundene Proteine gegeniiber zytosolischen

Besitzen, wieder aufgehoben.

Bei reaktionslimitierten Prozessen dagegen zeigt sich eine Steigerung der Aktivitit,
wenn beide Proteine an die Membran gebunden sind, wie die Autoren durch
Uberlegungen vom Massenwirkungsgesetz ausgehend zeigen kénnen. Durch die
erhohte Konzentration beider Reaktanden in dem gegeniiber dem kompletten
Zellvolumen kleineren Volumen, das beiden Bindungspartnern von der Membran aus

zuginglich ist, ergibt sich eine Verschiebung des Gleichgewichts hin zum
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Abbildung 4.5 : Signaltransduktion durch Bildung eines Komplexes aus einem
konstitutiv membranstindigen (T) und einem zytosolischen Faktor (A) unter
Mitwirkung eines membranstindigen Rezeptors (R) fiir A. 1) und 2): Auf ein
Signal hin bietet R eine Bindungsstelle fiir A. Daraufhin transloziert A an die
Membran [3)] und kann seine Wirkung auf T ausiiben [4)].

In diese Fall entspriche A dem Centaurinal. Der Rezeptor R in 2)-4)
entspriche dem PtdIns(3,4,5)P; das aus dem PtdIns(4,5)P, [R in 1)] entsteht
und eine Translokation des Centaurinal bewirkt. Das Zielprotein T konnte z.B.
das ARF-GTP sein, auf welches das Centaurinal eine GAP Funktion ausiibt.
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Signalkomplex.

Die gleiche Steigerung der Signalaktivitit ergibt sich, wenn fiir den Signalkomplex ein
konstitutiv (T) und ein fakultativ (A) membrangebundener Reaktionspartner bendtigt
werden. Als weiterer Faktor wird ein dritter, membrangebundener Reaktand/Rezeptor
(R) bendtigt, der auf ein Signal hin eine Bindungsstelle fiir A abgibt und dieses an die
Membran rekrutiert. Nun entsteht wieder die oben erwdhnte Situation von zwei
membrangebundenen Reaktionspartnern, nur dass in diesem Fall der eine Reaktand aus
zwei Komponenten besteht (RA). Obwohl dieses Modell von den Autoren am Beispiel
der Tyrosinkinaserezeptoren entwickelt wurde, kann es leicht auf die Phosphoinositide
tibertragen werden. Das Centaurinol entspriche nun dem anfinglich zytosolischem
Reaktionspartner A, wihrend das PtdIns(3,4,5)P; als tempordrer Membrananker die

Rolle des Rezeptors und Signalgebers R einnimmt (Abbildung 4.5).
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die in vivo Lokalisation des humanen Centaurinal zum
Nachweis der Bindung an den second messenger PtdIns(3,4,5)P;. Da die humane Form
des Centaurinal zu Beginn der Arbeit noch nicht bekannt war, stand an erster Stelle die

Klonierung des humanen Centaurinal.

Fiir die Klonierung des humanen Cenaturinal wurde durch Datenbanksuche mehrere
humane ESTs identifiziert, die ein humanes Centaurino.l kodieren konnten. Aus diesen
ESTs wurde eine Konsensussequenz erstellt, die als Grundlage zur Konstruktion von
Primern diente. Aus einer cDNA-Pridparation von NT2 Zellen lieB sich durch PCR das
humane Centaurinal klonieren. Durch eigene Versuche wurde die kodierende Sequenz
bis auf 40 Basenpaare vor dem Stopcodon kloniert. Nach Verdffentlichung der
vollstindigen Sequenz in GeneBank (AJ006422) konnten auch die fehlende Sequenz

kloniert werden.

Eine weitere Datenbanksuche lieferte eine humane ESTs-Sequenz, die fiir eine neue
Isoform zu kodieren schien. Der EST Klon (I.M.A.G.E. Klone 685913) wurde bestellt
und sequenziert. Er enthielt die komplette kodierende Sequenz eines zum Centaurina

homologen Proteins, das Centaurina2 genannt wurde.

Weiterhin wurde das Centaurinolb der Ratte kloniert. Diese Form gleicht dem
Centaurinatl der anderen Spezies viel mehr als das urspriinglich publizierte
Centaurinala, dessen Klonierung sich nicht wiederholen liess. Dieses konnte auch in
mehreren Kontrollversuchen nicht nachgewiesen werden. Es kann vermutet werden,
dass es sich bei der nun klonierten Form um das eigentliche Centaurina.l Homologe der

Ratte handelt.

Zur Untersuchung der Gewebeexpression der Centaurine al und o2 wurde ein
Northenblot durchgefiihrt. Dieser ergab fiir das Centaurinal ein bevorzugte Expression
in Gehirn, Niere und Herz. Die mRNA des Centaurina.2 wird vor allem in Milz, Niere,

Plazenta, Herz und Diinndarm gefunden.

Fir die Expression der Fusionsproteine aus Centaurin und GFP wurden das

Centaurinal und a2 die Vektoren pEYFP-C1 und pEGFP-N1 kloniert. Da das
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Fusionskonstrukt aus Centaurinall mit C-terminalem GFP eine schwéchere
Membranlokalisation in Jurkat Zellen zeigte, wurden alle weitere Experimente mit
Konstrukten durchgefiihrt, bei denen das GFP N-terminal an das Centaurin fusioniert

wurde.

Die Lokalisation der Fusionsproteine wurde durch quasikonfokale Mikroskopie in vier
verschiedenen Zellinien (Jurkat, NT2, PC12 und CHO) untersucht. Das Centaurinal
zeigte sich nur bei Jurkat Zellen, im Einklang mit der bekannten hohen basalen
PtdIns(3,4,5)Ps;-Konzentration, bevorzugt an der Plasmamembran lokalisiert. In NT2,
PC12 und CHO Zellen dagegen ist Centaurinal gleichméBig iliber Zytopasma und
Zellkern verteilt. Dabei ist bei NT2 Zellen der Zellkern etwas schwécher markiert als
das Zytoplasma, wihrend er bei PC12 und CHO Zellen stirker fluoresziert. Das
Centaurina2 findet sich bei allen untersuchten Zellen bevorzugt an der Plamamambran,

bis hin zu feinsten Membranausstiilpungen und dendritenéhnlichen Extensionen.

Nach Stimulation von PC12 Zellen mit EGF konnte eine reversible Translokation des
zytosolischen Centaurinal an die Plasmamembran beobachtet werden. Diese war schon
nach etwa 15 Sekunden zu erkennen und dauerte etwa 50 Minuten an. Die
Translokation konnte durch PI 3-Kinase Inhibitoren Wortmannin verhindert werden.
Daraus lésst sich schlieflen, dass Centaurinol in vivo an Produkte der PI 3-Kinase, wie

PtdIns(3,4,5)P; oder PtdIns(3,4)P; bindet.

Bei dem Centaurina.2 konnte nach Stimulation mit EGF keine weitere Translokation an
die Plasmamembran beobachtet werden. Es blieb nach EGF Gabe hauptsédchlich an der

Plamamembran lokalisiert.
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6.1 allgemeine Abkiirzungen

ARF
ADP
AP
ATP
bp
BSA
BTK
CCD
CDP
COP
CTP
C-Terminus
Da
DAG
DEPC
DMSO
dNTP
DTT
DNA
E. Coli
EDTA
EGF
EGFP
ER
EST
EYFP
FCS
GAP
GCN
GDI

ADP-ribosylation factor
Adenosin 5’-Diphosphat
Adaptorprotein

Adenosin 5’-Triphosphat
Basenpaare

bovines Serumalbumin
Brutons Tyrosinkinase

charge coupled device
Cytidin 5’-Diphosphat
coatomer protein complex
Cytidin 5’-Triphosphat
Carboxyterminus

Dalton

1,2-Diacylglycerol
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleotid
Dithiothreitol
Desoxyribonukleinsdure
Escherichia Coli
Ethylendiamintetraessigsiure
epidermal growth factor
enhanced green fluorescent protein
endoplasmatisches Retikulum
expressed sequence tags
enhanced yellow fluorescent protein
fotales Kélberserum

GTPase activating protein
Guanidiniumthiocyanat

Guanin nucleptide dissociation inhibitors
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GEF

GFP

Grpl

GTP

HS
IP;-3-Kinase
IPTG
LB-Medium
MAPK
mRNA
NaAc
N-Terminus
PA

PBS

PC

PCI

PCR

PDK1
PH-Doméne
PI 3-Kinase
PIPkinase
PLC

PKB

RNA

RNase
RT-PCT
SDS
SH2-Doméne
SH3-Doméne
SSC

TAE

TE

Tris

UTP

guaninnucleotide exchange factor

Grlin fluorszierendes Protein/green fluorescent protein
general receptor for phosphoinositides 1
Guanosin 5’-Triphosphat

Pferdeserum

Inositolphosphat 1,4,5-Trisphosphate 3 Kinase
Isopropyl-B-D-Thioalactopyranosid
Luria-Bertani Medium

mitogen activating protein kinase

Boten RNA

Natriumazetat

Aminoterminus

Phosphatidsdure

phosphate buffered saline
Phosphatidylcholine
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Ldsung
Polymerase Kettenreaktion
phosphoinositide dependent kinasel
pleckstrin homology Doméne
Phosphatidylinositol 3-OH Kinase
Phosphatidylinositol Kinase

Phospholipase C

Protein Kinase B

Ribonukleinsédure

Ribonukleinsédure

Polymerase Kettenreaktion mit reverser Transkription
Natriumdodezylsulfat

src homology 2 Doméne

src homology 3 Doméne
Natriumchlorid/Natriumzitrat Puffer
Tris/Azetat/EDTA Puffer

Tris/EDTA Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Uridintriphosphat
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UTR untranslatierte Region
X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Inolyl-B-D-Galactopyranosid

6.2 Abkiirzungen der Inositolphosphate und Phosphoinositide
Die Abkiirzungen fiir Inosilphosphate und Phosphoinositide folgen dem IUPAC
System. Die Zahlen in den Klammern geben die Position der Phosphatreste am

Inosiolring an:

Ins Inositol

PtdIns Phosphatidylinositol

Ins(X,-,N)Px Inositol X,...,N-Phosphat

PtdIns(X,-,N)Py Phosphatidylinositol X,...,N-Phosphat

..P ...-Monophosphosphat ...Py ...-Tetrakisphaosphat
..Pa ...-Bisphosphat ..Ps ...-Pentakisphosphat
...P3 ...-Trisphoshat ...Ps ...-Hexakisphosphat

6.3 Abkiirzungen von Nukleotiden in Sequenzen

A Adenosinnukleotid

C Cytidinnukleotid

G Guanosinnukleotid

N unbekanntes Nukleotid
T Thymdinnukleotid

U Uridinnukleotid

6.3 Abkiirzungen von Aminoséuren im Ein- und

Dreibuchstaben-Code

L-Alanin A Ala L-Leucin L Leu
L-Asparagin N Asn L-Lysin K Lys
L-Asparaginsdure D Asp L-Methionin M Met
L-Arginin R Arg L-Phenylalanin F Phe
L-Cystein C Cys L-Prolin P Pro

L-Glutamin Q Gln L-Serin S Ser

L-Glutaminsdure E Glu L-Threonin T Thr
L-Glycin G Gly L-Tryptophan A\ Trp
L-Histidin H His L-Tyrosin Y Tyr
L-Isoleucin I Ile L-Valin A% Val
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