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Any living cell carries with it the experiences of a billion years of
experimentation by its ancestors. You cannot expect to explain so
wise an old bird in a few simple words.

Max Delbriick, A Physicist Looks at Biology (1949)
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Abkurzungsverzeichnis

1. Abkurzungsverzeichnis

Protein- und Genbezeichnungen entsprechen den allgemein empfohlenen Nomenklaturkon-
ventionen der jeweiligen Spezies. Die Bezeichnungen kodnnen in offentlich verfligbaren
Datenbanken” abgefragt werden und sind hier nicht einzeln aufgefiihrt. Gangige Abkiirzungen
fiir Salze und niedermolekulare Chemikalien sind ebenfalls nicht aufgefihrt.

4-OHT 4-Hydroxytamoxifen

A. dest. Aqua destillata (lat.: destilliertes Wasser)

AML Akute myeloische Leukémie

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

AP Affinitatsaufreinigung

BAC Bacterial artificial chromosome

bp / kb Basenpaar / 1.000 Basenpaare (,,Kilobasen™)
cDNA Komplementare DNA

cpm Ereignisse pro Minute (counts per minute)

et al. et alii (und andere)

BSA Rinderserumalbumin

Co-IP Koimmunprazipitation

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

FACS Fluorescence-activated cell sorter, Durchflusszytometer
FBS Fetales Kalberserum (Fetal bovine serum)
FRET Forster-Resonanzenergietransfer

FRT Flp recognition target

FSC Forward scatter, Vorwartsstreuung (FACS-Analyse)
FTICR Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz
GO Gene Ontology

GC7 N1-Guanyl-1,7-Diaminheptan

GST Glutathion-S-Transferase

HIV-1 Humanes Immundefizienz-Virus

HSC Hé&matopoetische Stammzellen

IEF Isoelektrische Fokussierung

IEP Isoelektrischer Punkt

* z. B: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und http://expasy.org/
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Zusammenfassung und Abstract

I11.  Zusammenfassung

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF-5A) ist fiir das Uberleben und die Proliferation
eukaryotischer Zellen essentiell. Er ist auBerdem an der Pathogenese verschiedener Krank-
heiten wie Krebs, Diabetes Typ Il und der HIV-Infektion beteiligt. Die molekularen Grund-
lagen dieser Funktionen sind jedoch bisher Uberwiegend unbekannt. Nicht zuletzt aus diesem
Grund konnte bisher — trotz des grofRen Potentials von elF-5A als Zielstruktur innovativer
therapeutischer Interventionen fiir diese Krankheiten — keine darauf basierende neue Therapie
entwickelt werden. Hinzu kommt, dass elF-5A das einzige bekannte Ziel des Synthesewegs
einer posttranslationalen Modifikation darstellt, der Aminoséaure Hypusin. Die in zwei enzym-
vermittelten Schritten ablaufende Synthese dieser Modifikation findet in allen eukaryotischen
Zellen statt und beeinflusst die elF-5A-Funktion, auch im Hinblick auf die oben genannten
Krankheiten, malRgeblich. Die dabei zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sowie der
Einfluss des zweiten, durch die Deoxyhypusin Hydroxylase (DOHH) vermittelten Schritts der
Hypusinsynthese sind jedoch weitgehend unklar.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war daher, den Einfluss der DOHH-Funktion auf den Sauger-
organismus in vivo zu untersuchen. Daflir wurde ein konditionales knock-out (KO) Maus-
modell fir das Dohh-Gen etabliert und die Auswirkung des DOHH-Verlusts wahrend der
Embryonalentwicklung und im adulten bzw. juvenilen Tier untersucht. Dabei konnten
verschiedene Erkenntnisse gewonnen werden: Erstens ist der Verlust des Dohh-Gens bereits
zwischen den Tagen 3,5 und 9,5 der Embryogenese rezessiv letal. Der Verlust nur eines
Dohh-Allels bewirkt postnatal eine geringe, aber signifikante Verringerung des Wachstums
und hat einen negativen Einfluss auf die Hamatopoese in der Milz adulter Tiere. Durch den
Einsatz eines induzierbaren KO wurde auf’erdem entdeckt, dass der Verlust des Dohh-Gens
auch in drei bis vier Wochen alten Tieren einen rezessiv letalen Phénotyp verursacht. Anhand
einer aus diesem Modell etablierten Fibroblasten-Zelllinie konnte schlieBlich gezeigt werden,
dass auf der zellbiologischen Ebene zelluléare Seneszenz als Folge des DOHH-Verlusts ein
Faktor in der Entstehung der beobachteten Phanotypen ist.

Des Weiteren wurde nach Hinweisen auf die molekularen Grundlagen dieser Beobachtungen
sowie der Funktionen von elF-5A gesucht. Daflr sollten Interaktionspartner der elF-5A Iso-
formen und der Enzyme der Hypusinsynthese identifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde
eine hochsensitive Methode etabliert: Bioreaktor-TAP-MS/MS. Aus den damit identifizierten
261 Proteinen konnte ein umfassendes Interaktionsnetzwerk fur alle vier an der Hypusin-

synthese beteiligten Proteine, also die zwei Isoformen von elF-5A (elF-5A1 und elF-5A2),
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DHS und DOHH konstruiert werden. Einige der Interaktionen wurden erfolgreich durch zell-
biologische und proteinbiochemische Methoden bestatigt. Das Netzwerk wurde auflerdem
durch bioinformatische Methoden wie zum Beispiel die Cluster-Analyse ausgewertet. Aus
diesen Untersuchungen folgte, dass die potentiellen Interaktionspartner der Zielproteine vor
allem an der Proteinsynthese, dem RNA-Transport und Metabolismus sowie der Zellzyklus-
regulation beteiligt sind. Die fiir elF-5A2 spezifischen Interaktionspartner gaben zudem
Hinweise auf hypothetische, physiologische sowie pathologische, gewebsspezifische
Funktionen dieser Isoform. Solche Funktionen waren aufgrund des Expressionsmusters dieser
Isoform prospektiv vermutet worden.

Diese Arbeit beschreibt ein vielseitig einsetzbares Tiermodell fiir die translationale bio-
medizinische Erforschung der Hypusinmodifikation, sowie mit dem Protein-Interaktionsnetz-
werk eine umfangreiche Ressource zum Verstandnis der molekularen Mechanismen sowohl

bekannter als auch bisher unentdeckter zellularer Funktionen des Proteins el F-5A.

IVV. Abstract

Title: Studies towards understanding the biological function of eukaryotic initiation
factor 5A (elF-5A) and its hypusine modification.

Eukaryotic initiation factor 5A (elF-5A) is essential for the survival and proliferation of
eukaryotic cells. It is also involved in the pathogenesis of various diseases, including cancer,
diabetes, and HIV-1 infection, making elF-5A a promising drug target. Unfortunately, due to
the lack of understanding of the molecular mechanisms underlying elF-5A’s functions, it has
not yet successfully been targeted in novel therapeutic approaches to the treatment of the
aforementioned diseases.

elF-5A is the only known target for a specific posttranslational modification, resulting in the
formation of the natural amino acid hypusine. The two-step synthesis of hypusine occurs in all
eukaryotic cells and influences both normal elF-5A function as well as its involvement in
disease pathogenesis. The effects of and molecular basis behind the second step of hypusine
synthesis, catalyzed by deoxyhypusine hydroxylase (DOHH), are elusive in higher
eukaryotes.

The main goal of this study was to gain insight into the function of DOHH in vivo. A
conditional knockout (KO) mouse model of Dohh was established and used to study the effect
of Dohh loss during organismal development. This approach led to two main findings: First,

the loss of Dohh is recessively lethal during early embryogenesis, between 3.5 and 9.5 dpc.

Vi
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Second, the loss of only one allele is not lethal but elicits a minor lag in organismal growth
and a negative effect on spleen hematopoiesis. The recessively lethal phenotype also emerged
after the conditional Dohh KO in seven to eight week old animals, three to four weeks after
induction. A fibroblast cell line was established from this conditional KO mouse strain. These
cells showed reduced growth upon loss of Dohh. Several pieces of evidence suggest that this
growth phenotype is triggered by cellular senescence.

The search for the molecular mechanisms of these observations, as well as of the elF-5A’s
general function, constitutes the second part of this study. To this end, unknown protein-
protein interactions (PPI) of elF-5A1, elF-5A2, DHS, and DOHH were identified using a
novel and highly sensitive method: ‘bioreactor-TAP-MS/MS’. An interaction network of the
261 identified proteins was constructed and analyzed for clusters of functionally related
proteins. Proteins directly or indirectly interacting with the hypusine-related bait proteins
were mainly active in protein synthesis, RNA transport and metabolism, as well as regulation
of the cell cycle. These data provide support for understanding previously observed roles and
hypothesized functions of elF-5A. Moreover, specific interaction partners of elF-5A2 indicate
hypothetic tissue-specific functions of this protein.

In conclusion, this study presents a versatile animal model for translational biomedical
research of the hypusine modification, as well as a comprehensive interactome map of all

proteins involved therein.

vii



Einleitung

1. Einleitung

Proteine vermitteln den Uberwiegenden Teil aller zellbiologischen Funktionen, seien es die
Aufrechterhaltung des Stoffwechsels, der strukturellen Integritat der Zelle, des Wachstums
oder auch des Prozessierens und Reagierens auf extrazellulare Reize und Signale. Wahrend
die Sequenzen der Proteine, und damit deren grundlegende Eigenschaften und Strukturen, im
Genom kodiert sind, ist die Regulation und zum Teil auch die Modulation der Proteinfunktion
oftmals von posttranslationalen Modifikationen (PTM) abhéngig®. Hierbei werden eine Reihe
unterschiedlicher Gruppen an spezifische Aminosaurereste angehangt, von sehr kleinen (z. B.
Phosphatgruppen) bis zu ganzen Peptidketten mit einem Molekulargewicht von mehreren
tausend Dalton (zusammengefasst von Witze et al.?). Die meisten solcher PTM lassen sich auf
vielen verschiedenen Proteinen finden und haben dort, je nach Protein, verschiedene Aus-
wirkungen auf deren Funktion und Stabilitdit. So kann die Phosphorylierung des einen
Proteins seine Aktivierung verursachen, die eines anderen dagegen seine Inhibierung
(zusammengefasst von Cohen®).

Andere PTM haben unabhangig vom Zielprotein gleichbleibende Funktionen. Ein Beispiel
hierfir stellt die Markierung von Proteinen zum proteasomalen bzw. lysosomalen Abbau
durch Ubiquitin dar®.

Fast alle PTMs haben jedoch gemeinsam, dass sie auf einer groRen Anzahl funktional und
strukturell heterogener Proteine zu finden sind. Eine der wenigen Ausnahmen dieser Regel-
maRigkeit bildet die einzigartige PTM des eukaryotischen Initiationsfaktors 5A (elF-5A), bei
der die Aminosaure Lysin zu Hypusin (N°-(4-amino-2-hydroxybutyl)-lysin) modifiziert und
das Zielprotein dadurch aktiviert wird. Dabei wird Hypusin ausschlieRlich an einem
spezifischen Lysinrest dieses Proteins synthetisiert. Bisher konnte diese Aminosaure in

keinem anderen Protein gefunden werden®.

1.1. Die Biologie der Hypusinsynthese

Die Biosynthese der Aminosdure Hypusin aus Lysin lauft in zwei enzymvermittelten Schrit-
ten ab: Zunéchst bewirkt die Deoxyhypusin Synthase (DHS) in einer NAD-abhangigen
Reaktion durch die Ubertragung einer 4-Aminobutylgruppe von Spermidin auf Lysin (LySso)
die Herstellung des Zwischenprodukts Deoxyhypusin (Dhpso)°. Diese reversible Reaktion ist
sehr spezifisch fur ihre beiden Substrate (elF-5A(Lysso) und Spermidin). Anschlielend erfolgt
die Hydroxylierung des Intermediats zu Hypusin (Hypso) durch die Deoxyhypusin Hydroxy-
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lase (DOHH)"®. Dieser Schritt ist selbst irreversibel und verhindert auch die Riickreaktion des
durch DHS vermittelten ersten Schritts der Hypusinsynthese. Das fertig synthetisierte
Hypusin, und somit die aktive Form von elF-5A, stellt demnach einen stabilen Zustand dar.

Die Hypusinbiosynthese ist in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

Vorlaufer Zwischenprodukt Reife Form (aktiv)
DHS e .- DOHH
@NNHZ — N\/\/\NH — va/\NH
Lyss,  -1,3-Di- Dhpgy " Hyps,
+ aminopropan

H
H, N\/\/N\/\/\NH
Spermldln S

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Hypusinbiosynthese. Das Enzym Deoxy-
hypusin Synthase katalysiert in einer reversiblen Reaktion die Ubertragung einer Aminobutyl-
gruppe des Diamins Spermidin auf den Lysinrest an Position 50 von elF-5A. Anschliel’end
wird das Zwischenprodukt, Deoxyhypusin, durch das Enzym Deoxyhypusin Hydroxylase zu
Hypusin hydroxyliert.

Normalerweise liegt elF-5A in Sdugerzellen beinahe vollstandig hypusiniert vor. Die unmodi-
fizierte Form, sowie hypusindefiziente Mutanten, bei denen entweder das von der
Modifikation betroffene Lysin durch Arginin oder das Glycin an der Stelle 52 durch Alanin

1>!°. Die Funktionalitiit des intermediiren

ausgetauscht wurde, sind praktisch nicht funktiona
Deoxyhypusin wurde bisher weniger gut untersucht (vgl. Abschnitt 1.3).

Neben der funktionellen Beeinflussung von elF-5A hat die Hypusinmodifikation noch weitere
Auswirkungen auf das Protein. So wurde gezeigt, dass die intrazelluldre Lokalisation eben-
falls von Hypusin abhingt — wéhrend reifes elF-5A vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist,
ist der nicht hypusinierte Vorldufer sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma zu finden''.
Dartiiber hinaus wurde beschrieben, dass die Bindung bestimmter RNA—Motiveu, sowie die

Féhigkeit des elF-5A aus der Hefe (S. cerevisiae), in Affinititsaufreinigungs-Experimenten

Ribosomen mit aufzureinigen'?, ebenfalls hypusinabhingig sind.

1.1.1. Funktionen von elF-5A

Anhand dieser Studien konnte gezeigt werden, dass die meisten Funktionen von elF-5A
hypusinabhédngig sind. Zu diesen Funktionen gehoéren regulatorische Funktionen in verschie-
denen zellbiologischen Prozessen (Abb. 1.2):

Urspriinglich wurde eIF-5A als universeller Initiationsregulator der Proteinbiosynthese
identifiziert. Es wurde beobachtet, dass elF-5A in Abhingigkeit von der Hypusinmodifikation
in vitro die Bildung der ersten Peptidbindung vermittelte'*. Weitere Untersuchungen in der

Hefe konnten diese Vermutung jedoch nicht bestétigen.
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Ineinem  Modell  mit mRNA Transport Zellzyklus Translation

konditionaler elF-5A- G, /
- O

Expression in der Hefe (S.

— % —
cerevisiae) konnte viel-
mehr gezeigt werden, il
dass elF-5A fiir die Hefe ‘\ A /

?
zwar essentiell war, des- E‘
sen Verlust allerdings nur yp g?
A2

zu einer leichten Verrin-

gerung der Proteinsyn- /‘?j/ l \/

these fiihrte'>. Des Weite-

ren gibt es neuere Hin- @ ‘ 2

weise darauf, dass elF-5A \ N Y @
im Rahmen der Transla- "
tion nicht an der Initia-  Apoptose/Viabilitit ~ Differenzierung MRNA Stabilitat
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. s - 110,16,17 Ein direkter Einfluss auf die Zellzyklusregulation wurde bisher
tidkette beteiligt ist " nicht nachgewiesen. Der Einfluss von elF-5A auf die Apop-
Dafiir spricht ebenfalls tose scheint von Zelltyp, Hypusinstatus und weiteren biolo-
. . . gischen Parametern abzuhangen. Ob beide Isoformen funkti-

die Beschreibung einer  gnell identisch sind ist ungeklart, erscheint bisher jedoch un-

funktionellen Interaktion Wahrscheinlich.

von elF-5A mit dem eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (eEF-2) und Proteinkomponenten
des 80S-Ribosoms'®!”. Dass zudem nur ein geringer Teil des zelluliren eIF-5A an Ribosomen

P18 entkriftet die Annahme, die Hauptfunktion von elF-5A lidge in der

gebunden vorliegt
Translationsinitiation bzw. in der Regulation der Translation im Allgemeinen.

Andere Daten zur Funktion von eIF-5A stehen mit diesen Uberlegungen im Einklang. Diese
belegen einen Einfluss des Proteins auf den zelluliren mRNA-Metabolismus und den Trans-
port von RNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma. So interagiert eIF-5A mit den am nukleo-
zytoplasmatischen Export beteiligten Proteinen CRM1 (Xpol), Exportin 4 (Xpo4) und kern-

20-22

membranstindigen Nukleoporinen Die =zusitzliche Bindung spezifischer RNA-

Sequenzen® ldsst vermuten, dass eIF-5A in diesem Mechanismus eine Schliisselstellung als
Adapterprotein einnimmt. Weitere Beobachtungen legen nahe, dass elF-5A auch Einfluss auf

die Stabilitit bestimmter mRNAs nimmt>*%>.
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Uber die Regulation dieser Prozesse hat elF-5A potentiellen Einfluss auf die Zellproliferation.
Tatsachlich ist dieses Protein, sowie die DHS-vermittelte erste Stufe der Hypusin-
modifikation, in allen bisher untersuchten eukaryotischen Zellen essentiell fir das Zelllber-
leben, die Zellteilung und die Differenzierung®?®?’. Dies konnte durch Experimente mit
temperatursensitiven und hypusindefizienten Mutanten in der Hefe und dem Verlust des
DYS1-Gens®?*® Spermidin-Analoga bzw. Metallchelatoren zur Inhibition der DHS- und
DOHH-Aktivitat***° und des Entzugs des zellularen Spermidins®"*® in verschiedenen Spezies
gezeigt werden. Allein in der Hefe (S. cerevisiae) ist der Verlust des LIA1-Gens, das die
DOHH kodiert und somit den zweiten Schritt der Hypusinmodifikation vermittelt, nicht letal.
Fehlende DOHH-Aktivitat fiihrt dort nur zu einer leichten Verringerung der Wachstumsrate®.
Ob diese Abhangigkeit des Zellwachstums von hypusiniertem elF-5A lediglich auf den
beschriebenen Funktionen in der Proteinsynthese und der RNA-bezogenen Funktionen beruht,
oder ob elF-5A den Zellzyklus auch direkt beeinflusst, ist bisher nicht bekannt.

Als weitere Rolle von elF-5A wurde die Verstarkung von IFNa- und TNFa-induzierter
Apoptose durch nicht hypusiniertes elF-5A1 beschrieben®™*. In einem Diabetes-Modell-
system der Maus (M. musculus) konnte gezeigt werden, dass hohere Mengen von
hypusiniertem elF-5A durch die Regulation der Zytokinausschiittung proapoptotisch wirken®.
Somit scheint es jeweils von den individuell vorherrschenden Bedingungen abhéngig, ob

hypusiniertes oder unhypusiniertes elF-5A die Apoptose stimuliert.

1.1.2. Isoformen von elF-5A

Die meisten Saugerspezies, darunter der Mensch (H. sapiens) und die Maus (M. musculus),
tragen in ihrem Genom zwei Gene, die verschiedene Isoformen des Proteins elF-5A kodieren,
elF-5A1 und elF-5A2. Beiden Isoformen ist eine hohe Sequenzidentitat gemein, die beim
Menschen 84% (iber die Gesamtsequenz betragt*®. Dabei ist die fiir die Hypusinbiosynthese
essentielle Region vollstandig konserviert, und beide Isoformen enthalten Hypusin®’. Inter-
essanterweise stellen zwar beide Isoformen ein vergleichbares Substrat fiir die DHS der Hefe
dar, die menschliche DHS hat jedoch eine deutlich hohere Affinitat fiir die Isoform elF-5A1%".
Die Expressionsanalyse von elF-5A liefert einen interessanten Hinweis darauf, dass die
beiden Isoformen trotz der hohen Sequenzidentitat nicht dieselben Funktionen vermitteln
konnten. Wahrend elF-5A1 ubiquitér in Zellen praktisch aller Gewebe und Entwicklungs-
stadien exprimiert wird*“°, ist elF-5A2 auf der Proteinebene nur in embryonalem sowie

wenigen adulten Geweben nachzuweisen, darunter im Gehirn und im Hoden*®*"#°, In Hefe-
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zellen werden beide Isoformen parallel exprimiert und kdnnen sich gegenseitig vollstdndig
ersetzen. Die humanen Orthologe sind dazu in der Hefe ebenfalls in der Lage®’.

Ob die Expressionsmuster der beiden Isoformen von elF-5A auf (hypothetischen) unter-
schiedlichen Funktionen dieser Proteine beruhen, ist bisher nicht ausreichend untersucht. Die
spezifische und stringente Kontrolle der elF-5A2 Expression legt jedoch spezielle Funktionen
dieses Molekuls in der embryonalen Entwicklung nahe, sowie solche, die spezifisch fir
Zellen des Nervengewebes und der Spermatogenese sind. Beide Isoformen haben jedoch

gemeinsame Basisfunktionen.

1.1.3. Evolutiondre Konservierung von elF-5A in Eukaryoten

Die Sequenzen aller an der Hypusinmodifikation beteiligten Proteine, insbesondere der die
Hypusinmodifikation umgebenden Region von elF-5A, sind in allen Eukaryoten hoch
konserviert™®. Auch die Sekundar- und Tertidrstrukturen von elF-5A unterscheiden sich in der
Hefe (S. cerevisiae) und dem Menschen nur unwesentlich®*. Wahrend in Bakterien bisher nur
ein Ortholog von elF-5A (EF-P) gefunden werden konnte, verfligen Archaeen zusétzlich
bereits Uber ein DHS-Ortholog, das einen Deoxyhypusinrest an das dem elF-5A ent-
sprechende Ortholog alF-5A synthetisiert™. In der Hefe wird der zweite Schritt der
Hypusinierung durch das DOHH-Ortholog zwar auch durchgefiihrt, dieser ist aber nicht
essentiell*®. Im Gegensatz dazu filhrt der Verlust der DOHH in héheren Eukaryoten (C.
elegans, D. melanogaster) zu einer Letalitat wahrend der friihen Embryonalentwicklung®*®.
Diese genetischen Studien am Dohh-Ortholog der Taufliege D. melanogaster, dem nero-Gen,
zeigten weiterhin, dass DOHH in der Fliege verschiedene Prozesse wie Zellwachstum, Proli-
feration und Autophagie reguliert®®. Diese Studien geben jedoch keine Auskunft tiber die Aus-
wirkung des ubiquitaren Verlusts der DOHH-Funktion in adulten Tieren. Der Knock-out (KO)
des Eif5al- bzw. Dhps-Gens ist in der Maus ebenfalls in einem frilhen embryonalen Ent-
wicklungsstadium letal?”>*. Daten fiir das Dohh-Gen im Mausmodell liegen bisher nicht vor.

Diese Studien sowie die Beobachtungen, dass die Aktivitdt der DOHH nur in hdheren
Eukaryoten von essentieller Bedeutung fir die regulatorische Funktion von elF-5A im
Zellzyklus und fur die Zellviabilitat ist, legen eine Veradnderung der Proteinfunktion oder des

Wirkmechanismus im Laufe der evolutiondren Entwicklung héherer Eukaryoten nahe.

1.2. Biomedizinisches Potential von elF-5A

Neben den oben beschriebenen physiologischen Funktionen ist flr beide Isoformen von elF-
5A eine Vielzahl von Funktionen bei der Entstehung und Entwicklung verschiedenster Er-

krankungen bekannt.
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So hat elF-5A eine essentielle Rolle in der Replikation des humanen Immundefizienz-Virus
(HIV-1). Diese wird durch die Funktion als zellularer Kofaktor fir das HIV-Rev Protein
vermittelt, das wiederum flr den Export und die Translation retroviraler RNA-Molekiile aus
dem Zellkern benétigt wird>>°.

Eine weitere Rolle, fir die ebenfalls der mMRNA-Export ins Zytoplasma ausschlaggebend ist,
hat elF-5A in der autoimmun-vermittelten Entziindung von p-Inselzellen im Diabetes mellitus
Typ Il. Hier konnte gezeigt werden, dass die Translation des Nos2 Transkripts sowie die
Zytokinausschiuttung und entziindungsrelevante Signalwege hypusinabhangig durch elF-5A
reguliert werden und dadurch in den p-Zellen Apoptose ausgeldst wird*. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Behandlung adip6ser, diabetischer Méause mit dem DHS-Inhibitor
GC7 ihre Glukosetoleranz verbesserte, die Insulinausschittung erhéhte und zu einer erhéhten
B-Zellmasse filhrte?. Fir diese proinflammatorische Eigenschaft von elF-5A gibt es einen
weiteren Beleg: Der siRNA-vermittelte in vivo Knock-down von elF-5A im Mausmodell fur
Endotoxin-induzierte Sepsis konnte die behandelten Tiere gegen normalerweise letale Lipo-
polysaccharid-Dosen schiitzen®”.

Die meisten therapeutisch motivierten Studien beziiglich elF-5A beschaftigen sich jedoch mit
dessen Rolle in verschiedenen Krebsarten: In Zellen und Geweben verschiedener Neoplasien
konnte eine erhéhte Expression von elF-5A1 festgestellt werden*®°%*°, AuBerdem wurde be-
schrieben, dass die Inhibition der DHS-Aktivitat in vitro die Differenzierung von Neuro-
blastom- und AML-Zellen auslésen kann®® und auf Zellen der CML sowohl in Kombination
mit Imatinib als auch davon unabhéngig antitumorale Effekte ausiibt™. Dartiber hinaus konnte
fir Ciclopirox, einen Eisenchelator und somit Inhibitor der DOHH, in vitro ein negativer
Effekt auf das Endothelwachstum und die Angiogenese nachgewiesen werden®. Es ist aber
unklar, ob diese Beobachtungen und Effekte auf den fir die Zellteilung essentiellen,
allgemeinen Funktionen von elF-5A1 beruhen.

Anders verhélt es sich mit der Isoform elF-5A2, die sich funktionell zwar mit elF-5A1 Uber-
schneidet, durch ihre geringe oder nicht vorhandene Expression jedoch keine Auswirkung auf
die normale Teilung adulter Zellen hat. Fir elF-5A2 konnte ebenfalls in diversen Tumorarten

46,49,63—66, eine

und -zelllinien, unter anderem des Ovarial-, Kolorektal- und Blasenkarzinoms
Amplifikation bzw. Uberexpression des EIF5A2-Gens nachgewiesen werden. In vielen dieser
Falle konnte dariiber hinaus eine therapeutisch relevante Funktion von elF-5A2 auf die Zellen
dieser Neoplasien gezeigt werden: So l6st elF-5A2 im Ovarialkarzinom die Transformation
aus und ist mit aggressiveren Verlaufen assoziiert®*®’. Im hepatozellularen Karzinom fiihrt die

Uberexpression ebenfalls zu erhdhter Invasivitat und 16st Schliisselereignisse aus, die zur
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Metastasierung fiihren®®. Weitere Krebsarten, in denen der elF-5A2-Status als relevant fir den
Klinischen Verlauf und die Prognose ermittelt wurde, sind unter anderem das Urothelkarzi-
nom® und das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (non-small cell lung cancer)®®. Dariiber hi-
naus hat eine Studie zum Leberkrebs gezeigt, dass in dieser Entitit die Uberexpression von
elF-5A2, aber nicht von elF-5A1, in p53” Hepatozyten zu Tumorwachstum fuhrt®®. In der-
selben Studie konnte ein mutmaBlicher nukleozytoplasmatischer Transporter von elF-5A,
Exportin 4%*, als Tumorsuppressor identifiziert werden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde
elF-5A2 als Onkogen und prognostischer Marker vorgeschlagen®®. Der Umstand, dass elF-
5A1 und elF-5A2 differentiell exprimiert werden, und dass die beiden Isoformen vermutlich
auch verschiedene Funktionen austiben kénnen, beglnstigt die Option einer therapeutischen
Relevanz von elF-5A2%%270,

In Mikroarray- und SAGE- (serial analysis of gene expression) Studien wurde zudem

71,72

entdeckt, dass die Expression des EIF5A1-Gens von Myc™ " und p53 reguliert wird"®.

1.3. Die Rolle der Deoxyhypusin Hydroxylase (DOHH)

Genau wie elF-5A ist auch die DOHH ein strukturell interessantes Protein: Es ist ein Metallo-
enzym und besteht aus acht sogenannten HEAT-repeat Domanen. Dies sind Peptidsequenzen,
die a-helikale Haarnadelstrukturen ausbilden und héufig die Interaktion von Proteinen vermit-
teln®*. DOHH enthélt vier hoch konservierte His-Glu Motive fiir die Koordination seines Sub-
strats, elF-5A(Dhpso), sowie zweier Eisenionen, und stabilisiert dadurch die ringférmige
Tertidrstruktur des Molekils. Es konnte gezeigt werden, dass DOHH ohne gebundenes Eisen
seine Ringstruktur und damit seine Enzymaktivitat im Hinblick auf die Hypusinierung ver-
liert*>™. Dieser Effekt wird auch durch Mutationen der His-Glu Motive hervorgerufen™.
Wahrend die essentielle Bedeutung der Hypusinmodifikation fur Funktionen von elF-5A ins-
gesamt gut belegt ist (vgl. Abschnitt 1.1.1), ist die Bedeutung der Hydroxylierung des Inter-
mediats im zweiten Schritt der Hypusinbiosynthese fiir die Sdugerzelle bisher weniger umfas-
send untersucht. In der Hefe fiihrte der Verlust der DOHH-Funktion nur zu einem vergleichs-
weise milden Phénotyp. Dagegen waren die Folgen des DOHH-Verlusts in D. melanogaster
deutlich gravierender (vgl. Abschnitt 1.1.3). Fir Zellen oder Modellorganismen der Sauge-
tiere gibt es bisher jedoch keine entsprechenden Daten. Auf der Hypothese aufbauend, dass
elF-5A im Laufe der eukaryotischen Evolution zusétzliche zellbiologische Funktionen ber-
nommen hat, lasst sich vermuten, dass gerade die Hydroxylierung des Deoxyhypusins in der

weiteren Entwicklung bis zum Sauger zusatzliche Bedeutung gewonnen hat.
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Ein Grund fir die unzureichende Datenlage zur DOHH-Funktion im Saugermodell ist
sicherlich das Fehlen geeigneter Modelle und spezifischer Inhibitoren. Es gibt Untersuchung-
en, die aufbauend auf den Eisen bindenden Eigenschaften verschiedener Chelatoren, z. B.
Ciclopirox, durchgefiihrt wurden®*"®"". Diese kénnen in in vitro Experimenten mit aufge-
reinigten Proteinen die DOHH-AKktivitat drastisch senken. Da jedoch noch nicht ausreichend
untersucht wurde, welche Metalloenzyme auBer DOHH von der Ciclopirox-Behandlung
betroffen sind, ist die Spezifitat der in vivo beobachteten Effekte bisher nicht hinreichend

belegt.

1.4. Offene Fragen in der Erforschung von elF-5A und der
Hypusinmodifikation

Abgesehen von dem oben erlduterten Fehlen eines geeigneten spezifischen Inhibitors fur die
Charakterisierung der Enzymfunktion von DOHH gibt es weitere Erkenntnisliicken, die es als
Voraussetzung fur die Erprobung von elF-5A und den an der Hypusinmodifikation beteiligten
Enzymen als therapeutische Zielstrukturen in der biomedizinischen und pharmazeutischen
Wirkstoffforschung zu schlieRen gilt.

Zunachst ist hier aufzuzahlen, dass elF-5A zwar viele gut belegte, auch essentielle zellbio-
logische Funktionen ausubt (vgl. Abschnitt 1.1.1), Uber die Mechanismen dieser Funktions-
ausubung aber kaum gesicherte Erkenntnisse existieren. So ist zwar belegt, dass elF-5A fir
die Proliferation von eukaryotischen Zellen essentiell ist (vgl. Abschnitt 1.1.1). Ob dieser
Effekt aber hauptsachlich Uber die direkte ribosomale Regulation der Synthese bestimmter
Proteine, zum Beispiel von Zellzyklusregulatoren und Uber die Regulation von mRNA-
Lokalisation sowie -stabilitat, oder Uber weitere, bisher unbekannte Funktionen mit Auswir-
kung auf den Zellzyklus vermittelt werden, ist bisher nicht bekannt (vgl. Abb. 1.2). Daruber
hinaus ist unklar, welche Mechanismen den genannten Funktionen auf molekularer Ebene
zugrunde liegen.

Da die meisten regulatorischen Proteinfunktionen auf Wechselwirkungen zweier oder
mehrerer Proteine beruhen, lassen sich durch die Aufklarung aller Protein-Protein Inter-
aktionen (PPI), die ein Protein einzugehen in der Lage ist, viele Hinweise auf dessen Funktion
und Wirkmechanismen gewinnen’®. Diese Erkenntnisse begriinden oft die Basis, auf der
Hypothesen fiir funktionelle Studien zu Proteinfunktionen gebildet werden’. Zwar existieren
solche Daten flr alle in dieser Arbeit untersuchten Proteine, jedoch sind diese aus zwei
Grinden fur die translationale Forschung nur eingeschrankt hilfreich: Erstens wurden fast alle

vorhandenen Daten aus Experimenten gewonnen, die in Hefearten durchgefuhrt wurden (z. B.
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Tassarow et al.®°

). Die Hefe- und Saugerorthologe von elF-5A sind zwar sequenziell hoch
konserviert, funktionell aber nicht vollstandig identisch. Wie zuvor erwéhnt, fuhrt der Verlust
der DOHH in Zellen der Hefe und der Taufliege zu verschiedenen Phanotypen. Daten zum
KO in Saugern existieren bisher nicht. Aus diesen Grinden sind Verédnderungen im PPI-Profil
der Proteine dieser Organismen zu erwarten. Zweitens ist bisher, auler im Fall des elF-5A1-
Orthologs aus S. cerevisiae™, keine Studie verdffentlicht worden, die sich spezifisch mit PPI
dieser Proteine befasst — alle vorliegenden Ergebnisse sind aus Hochdurchsatzexperimenten
gewonnen, bei denen sich die genannten Proteine in der Gesamtheit der untersuchten Proteine

befanden und diesen keine spezielle Aufmerksamkeit geschenkt wurde (z. B. Gong et al.®

und Ho et al.®

). Dazu kommt, dass solche Studien normalerweise unter artifiziellen Bedin-
gungen durchgefuhrt werden, zum Beispiel durch die Lokalisation der Proteine im Kern der
Hefezellen bei der Yeast-Two-Hybrid-Methode (Y2H), und dass dabei unter Umstanden Inter-
aktionen verloren gehen bzw. Proteine miteinander interagieren, bei denen dies unter physio-
logischen Bedingungen nicht der Fall wére (vgl. Abschnitt 1.5.2). Die grolRen Datensatze
dieser Hochdurchsatzexperimente werden in der Regel kaum durch zusétzliche Bestatigungs-
experimente gestitzt, sondern bioinformatisch strukturiert und als Ressource fir die Hypo-
thesenbildung verdffentlicht (zusammengefasst von Aebersold und Mann®).

Zuletzt sind nicht nur viele Studien zu den PPI, sondern auch ein grofer Teil der die elF-5A
Proteinfunktionen betreffenden Arbeiten in Modellorganismen wie verschiedenen Hefearten,
C. elegans und D. melanogaster durchgefiihrt worden (vgl. Abschnitt 1.1.1). Die Translation
dieser Erkenntnisse in die biomedizinische Forschung erfordert es jedoch, Versuche an mit
dem Menschen naher verwandten Arten — Sdugetieren bzw. Vertebraten — durchzufihren.
Dies gilt insbesondere fur die onkologische Forschung, da die meisten Krebsarten von der
Dysregulation der durch komplexe Mechanismen gesteuerten Homaoostase des Zellwachstums
und -0berlebens sowie deren Verbleib im Gewebeverbund herrihren, und viele dieser Mecha-
nismen (als Voraussetzung fir deren Modellierung) in weniger komplexen oder gar ein-
zelligen Organismen nicht existieren®. Erste knock-out (KO) Mausmodelle fiir die Proteine
elF-5A1 und DHS sind erst kirzlich publiziert bzw. noch nicht ausfihrlich beschrieben

worden®">*

und waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht etabliert. Keines dieser
Modelle ist konditional und daher durch die frilhe embryonale Letalitdt homozygoter KO-

Tiere fur Studien am postnatalen Organismus nicht verfiigbar.
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1.5. Werkzeuge zur Untersuchung von Proteinfunktionen

1.5.1. Mausmodelle zur Untersuchung von Proteinfunktionen in vivo

Die in der biomedizinischen Forschung hauptséachlich Anwendung findenden und am besten
charakterisierten Saugetiermodelle sind die Maus (M. musculus) und die Ratte (R.
norvegicus). Die Verwendung von Sédugetieren ist vor allem fur die spatere Anwendung der
Erkenntnisse auf die Physiologie und Pathophysiologie des Menschen wichtig, die bereits in
vielen Fallen zu einer signifikanten Verbesserung des Verstandnisses der menschlichen Bio-
logie und vieler Krankheiten gefiihrt hat®>®®. Insbesondere die VVerwendung der Maus bringt
verschiedene Vorteile mit sich: Die Sequenzierung des Mausgenoms und die Verfugbarkeit
von Technologien zu dessen Manipulation erleichtert die Herstellung transgener Tiere, und es
gibt eine flir Saugerspezies einzigartige Vielzahl bereits etablierter Tiermodelle. Entsprechen-
de Technologien fir die Ratte sind erst in den letzten Jahren ausreichend weit entwickelt
worden®’. Aufgrund dieser Voraussetzungen ist es moglich, die Konsequenzen des Aus-
schaltens, Mutierens und Uberexprimierens bestimmter Gene zu untersuchen, um so Riick-
schliisse auf ihre Funktion ziehen zu kénnen®. Daneben bietet die Haltung und Zucht von
Mausen auch aus 6konomischer Sicht ginstigere Voraussetzungen gegenuber grofReren
Saugetieren. Die haufige Verwendung der Maus als Studienobjekt in der biomedizinischen
Forschung hat auBerdem zu einer guten Charakterisierung der potentiellen Probleme und einer
bedarfsorientierten Optimierung der Haltungsbedingung gefiihrt®.

Die Herstellung transgener Mause, mit denen der kontrollierte vollige Verlust eines Gens
(konditionaler Knock-out) und damit die Funktion seines Genprodukts untersucht werden
kann, hat sich seit der Publikation der ersten Targeting-Strategie™ zu einer vielseitigen, ver-
lasslichen und weit verbreiteten Methode entwickelt (zusammengefasst von Capecchi®™ ).
Der Vorteil des konditionalen KOs ist die zeitliche und rdumliche Kontrolle des Genverlusts.
So kann dieser auch dann im adulten Tier oder in bestimmten Geweben untersucht werden,
wenn er bereits in der Embryonal- oder friihen Individualentwicklung letal sein bzw. schwere
Entwicklungsstérungen oder Sterilitdt hervorrufen sollte. Der konditionale KO wird dabei
durch zwei lokusspezifische Rekombinasen (site specific recombinases, SSRs), Cre (Causes
recombination) aus dem Bakteriophagen P1 und Flp (Flippase) aus der Hefe (S. cerevisiae)
ermdglicht. Diese Enzyme erkennen jeweils 34 bp lange Zielsequenzen, genannt loxP (locus
of crossover (x) P1) und FRT (Flp recombinase recognition target), und verursachen - je
nach ihrer Orientierung zueinander - die Deletion oder Inversion der dazwischen liegenden

93,94

Sequenz (zusammengefasst von Branda und Dymecki®®). Mit diesen Erkennungsstellen

10
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wird das Zielgen an geeigneten Stellen markiert (,,gefloxt”) und eine transgene Mauslinie
etabliert, die das markierte Zielgen anstelle des Wildtypallels in ihrem Genom tragt (zusam-
mengefasst von Capecchi®). Die Verwendung fiir den eigentlichen KO wird durch so genann-
te Deleter-Linien ermdglicht. Diese transgenen Knock-in Linien tragen das Gen der Cre-
(bzw. Flp-) Rekombinase in ihrem Genom, und durch die Wahl eines passenden Promoters
lasst sich die Expression auf bestimmte Gewebe oder Entwicklungsstadien beschranken.
Dariiber hinaus gibt es induzierbare Systeme, in denen die Expression der Cre-Rekombinase
oder ihre Aktivierung durch Tetracyclin-*® bzw. IFN-a-induzierbare®” Promotoren oder die
Fusion der Cre-Rekombinase mit dem durch Tamoxifen induzierbaren Ostrogen-Rezeptor®®
gesteuert wird. Bei letzterer wurde die Sequenz des Cre-Gens mit der Ligandenbindungs-
domine des mutierten humanen Ostrogenrezeptors (ESR1) fusioniert. Normalerweise
verhindert der Rezeptorteil des Fusionsproteins (CreEsrl) den Transport in den Zellkern.
Erkennt der Rezeptor aber seinen Liganden 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT), ein Metabolit des
Wirkstoffs Tamoxifen, bewirkt dieser den aktiven Transport in den Zellkern und damit die
Aufhebung der funktionsinhibierenden raumlichen Trennung der Cre-Rekombinase von der
genomischen DNA. Neben diesen auf Deleter-Linien basierenden Verfahren besteht weiterhin
die Mdoglichkeit, das Gen der Cre-Rekombinase in virale Partikel zu verpacken und direkt an
den Zielort zu injizieren®. Durch die gezielte Transduktion kann die Expression der Cre-
Rekombinase lokal und unabhangig vom Zelltyp mit hoher Genauigkeit gesteuert werden.
Auf diese Weise kdnnen zum Beispiel durch die Nachbildung von Ereignissen, die zum

Auftreten von Tumoren filhren, neue Modelle fiir die Tumorentstehung entwickelt werden®.

1.5.2. Methoden zur Aufklarung von Protein-Protein Interaktionen

Die Funktion und Regulation praktisch aller Prozesse, zum Beispiel der Proliferation und der
Aufrechterhaltung der Zellhomoostase, werden durch Proteine vermittelt. Dabei sind insbe-
sondere die Wechselwirkungen dieser Proteine fur diese Mechanismen entscheidend. Zur
Aufklarung unbekannter PPI, die wiederum Ruckschlisse auf die Funktionen und deren
molekulare Mechanismen dieser Proteine zulassen, gibt es verschiedene Methoden mit jeweils
spezifischen Vor- und Nachteilen.

Eine verbreitete Methode ist die Immunprazipitation (Co-IP) von Proteinkomplexen anhand
von spezifischen Antikdrpern'®. Der Vorteil dieser Methode ist, dass hier das endogene, also
nicht Uberexprimierte oder modifizierte Zielprotein zur Aufreinigung verwendet wird. Dies
hat wiederum den Nachteil, dass die Co-IP sich im Allgemeinen nicht zur Aufreinigung

grolRer Proteinmengen eignet und daher sehr sensitive und meistens spezifische Methoden zur
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Detektion verwendet werden (z. B. der Western Blot). AufRerdem muss ein spezifischer Anti-
korper zur Verfugung stehen, der flr die Methode geeignet ist.

Eine ahnliche Methode ist die Affinitatsaufreinigung'® (AP). Hierbei wird das Zielprotein
oder Bait (engl.: Kéder) mit einem Tag versehen. Dadurch wird die Zugabe eines flr das Ziel-
protein spezifischen Antikdrpers unnétig. Da fur die AP keine Antikdrper bendtigt werden
und das Bait-Protein meist Gberexprimiert wird, kénnen groRere Mengen aufgereinigt werden.
Dadurch wird die Identifikation der aufgereinigten Proteine durch Massenspektrometrie
moglich’™. Ein Nachteil dieser Methode ist eine relativ hohe Rate falsch-positiv identifizierter
Interaktionen.

Eine weitere pull-down Methode ist die im Vergleich zu den ersten beiden Methoden aufwan-

digere Tandemaffinitatsaufreinigung'®

(TAP). Hier wird ebenfalls ein Fusionsprotein aus
Bait und Tag exprimiert, allerdings ist dieses wesentlich groRer und ermdglicht die zweifache
serielle Aufreinigung des Proteins. Dies verringert die Rate falsch-positiver Identifikationen
signifikant. Der Nachteil dieser Methode ist die langwierige Aufreinigung, wahrend der insbe-
sondere schwache oder transiente Interaktionen verloren gehen kdnnen. Dennoch ist diese
Methode aufgrund ihrer hohen Spezifitat und der physiologischen Bedingungen vor der Zell-
lyse die derzeit meist angewandte Methode zur Aufklarung unbekannter PPI in Hochdurch-
satzexperimenten®1%°,

Beim Yeast-Two-Hybrid (Y2H)-Verfahren'® werden die Zielproteine an die DNA-bindende
bzw. an die Aktivierungsdomane eines Transkriptionsfaktors fusioniert und in Hefezellen
exprimiert. Die Anwendung dieser Methode in einem Hochdurchsatzscreening erfordert eine
grolRe Transkript-Bibliothek der entsprechenden Spezies. Weitere Nachteile ergeben sich aus
der Umgebung, in der die Interaktion stattfindet — dem Zellkern der Hefe — und der Tatsache,
dass die beiden Fusionsproteine dort Gberexprimiert vorliegen. Die Proteine wenig verwandter
Arten, z. B. von Sdugern, werden zudem mit grofRer Wahrscheinlich nicht posttranslational
modifiziert, was das Interaktionsverhalten ebenfalls beeinflussen kann.

Bei dem protein complementation assay (PCA) werden einige Nachteile der Y2H-Methode
ausgeglichen: Fir diese Methode werden zwar ebenfalls Fusionsproteine Uberexprimiert, dies
geschieht jedoch meist in Zellen derjenigen Spezies, aus der auch die zu untersuchenden
Interaktionspartner stammen. Die zwei Teile des jeweiligen Reporters ergénzen sich bei einer

Interaktion und stellen dessen Enzym- (z. B. Dihydrofolatreduktase®’

) oder Fluoreszenz-
aktivitat (z. B. YFP®), wieder her. Die Methode ist aufgrund der stabilen Komplementation
sehr sensitiv, die damit einhergehende Stabilisierung transienter Interaktionen macht

allerdings die Verwendung adaquater Kontrollen nétig.
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Eine weitere Methode beruht auf dem Forster-Resonanzenergietransfer'® (FRET). Hier sind
zwei Fluorophore (ein Donor und ein Akzeptor) mit jeweils einem der Zielproteine fusioniert.
Diese Methode hat den Vorteil, dass die auf die Zielproteine fusionierten Reporter selbst nicht
physisch interagieren und somit keine Stabilisierung der Interaktion bewirken. Andererseits

ist diese Methode dadurch auch deutlich weniger sensitiv als z. B. der PCA.

1.6. Fragestellung

Die in Kapitel 1 beschriebenen Vorarbeiten legen nahe, dass beide Isoformen des Proteins
elF-5A sowie deren Hypusinmodifikation potentiell attraktive Zielstrukturen in der Ent-
wicklung neuer Therapieansatze fur verschiedene Krankheiten darstellen. Dabei scheint auch
die DOHH-Funktion in der Entwicklung und Zellproliferation hoherer Eukaryoten eine
zentrale Rolle zu spielen. Zu Beginn dieser Arbeit waren die meisten der hier beschriebenen
Vorarbeiten zur Rolle der DOHH allerdings noch nicht veroffentlicht. Ausgehend vom dama-
ligen Kenntnisstand wurde daher die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegende Hypothese
entwickelt, dass die gezielte Inhibition der DOHH womdglich weniger gravierende Aus-
wirkungen auf die Séugerzelle — und damit den Organismus — hat als der Verlust bzw. die
Inhibition von elF-5A und der DHS. Dies wirde sich nicht zuletzt auf die Vertraglichkeit
therapeutischer Strategien positiv auswirken.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollte ein vielseitig verwendbares Modellsystem fiir den
DOHH-vermittelten zweiten und finalen Schritt der Hypusinsynthese entwickelt und dieses
charakterisiert werden. Insbesondere fur die biomedizinische Evaluation verspricht dabei das
Tiermodell den groBRten Erkenntnisgewinn und die vielseitigste Anwendbarkeit. Zudem soll
speziell die Wirkung auf den Gesamtorganismus untersucht werden. Das System des
konditionalen KOs in der Maus erflllt diese Anforderungen (vgl. Abschnitt 1.5.1) und hat
verschiedene weitere Vorteile: Zum einen kann beim Auftreten einer zu Beginn der vorliegen-
den Arbeit zwar nicht postulierten, aber dennoch nicht unwahrscheinlichen embryonalen
Letalitdt des DOHH-Verlusts dessen Auswirkung auch im adulten Organismus untersucht
werden. Daruber hinaus lassen sich aus einem solchen Mausmodell Zellmodelle etablieren,
die weitere experimentelle Mdglichkeiten eréffnen und dabei helfen, die bendtigte Zahl an
Versuchstieren zu verringern. Zuletzt ist der Nachweis des Genverlusts mit proteinbio-
chemischen und molekularbiologischen Standardmethoden schnell und sicher durchfihrbar.
Fur den Nachweis der Aktivitat der DOHH, des finalen Schritts der Hypusinsynthese, gab es

dagegen zu Beginn der Arbeit keine Methode, die diese Kriterien erfillte.
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Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es daher, eine konditionale Do/hh-KO Mauslinie
herzustellen. Im Anschluss sollte diese Linie grundlegend charakterisiert werden. Um die
zusitzliche Moglichkeit zu schaffen, den Dohh-Verlust auch in vitro (in Zellkultur-
experimenten) zu untersuchen, sollte ausgehend von dieser Mauslinie eine Fibroblasten-Zell-
linie aus embryonalen Primérzellen etabliert werden.

Weiterhin wird aus der Einleitung ersichtlich, dass auf der Basis der aktuellen Datenlage die
verschiedenen elF-5A-Funktionen auf molekularer Ebene bisher nicht vollstindig verstanden
wurden. Die zellbiologischen Funktionen der meisten Proteine, insbesondere solcher mit
regulativer Wirkung, werden zumeist durch Wechselwirkungen mit anderen Proteinen —
direkt oder im Verbund eines Proteinkomplexes — vermittelt. Daher wurde die Hypothese
aufgestellt, dass auch die Funktionen des Proteins elF-5A auf solchen Interaktionen beruhen
und die Kenntnis von seinem Interaktom, also der Gesamtheit der mit elF-5A interagierenden
Proteine und Proteinkomplexe, zum Verstdndnis dieser Funktionen beitragen kann. Des
Weiteren besteht die Mdglichkeit, im Interaktom von elF-5A, DHS und DOHH Hinweise auf

weitere Proteinfunktionen

zu entdecken, die bisher in vivo in vitro

noch nicht beschrieben

wurden. NN
|'I{ ( I' Dohh™ "
Um diese Fragestellung zu | Doh hnc,mS;“P. >
| Do
adressieren, sollten im . N
Etablierung einer konditionalen Etablierung einer konditionalen
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den Arbeit unbekannte PPI l /

der Proteine elF-5A1, elF-

Identifikation des Interaktoms von
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Die erhaltenen Daten soll- Abbildung 1.3: Uberblick iiber die dieser Arbeit zugrunde

ten anschlieBend bioin- liegenden Fragestellungen. Fir das Enzym DOHH sollen
) ) durch die Etablierung je einer konditionalen knock-out Maus-
formatisch analysiert wer-  ynd Zelllinie Modelle fiir Untersuchungen der Enzymfunktion
in vivo und in vitro geschaffen werden. Aulierdem soll ein
Interaktionsnetzwerk flir die an der Hypusinierung beteiligten
Proteine in funktionelle Proteine elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH erstellt werden.

den, um die identifizierten
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Zusammenhange mit bekannten oder neuen Funktionen von elF-5A und des Hypusinmodifi-

kationssystems zu bringen.

Die beiden Projektteile ergeben damit folgende Zielsetzung (Abb. 1.3):

» Etablierung einer konditionalen KO-Mauslinie fiir das Gen Dohh und einer Fibroblasten-
Zelllinie mit konditionalem Dohh-KO.

* Grundlegende Charakterisierung des Dohh-KO Phénotyps in vivo und in vitro.

* Identifikation des spezifischen Interaktoms von elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH und
Herstellung eines Interaktionsnetzwerkes dieser Proteine.

» Uberpriifung einzelner neu entdeckter Interaktionen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Kits

DreamTaq Green PCR Master Mix,

GeneJET Gel Extraction Kit,

GeneJET PCR Purification Kit Fermentas, St. Leon-Rot
Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit,

Phusion High-Fidelity PCR Kit,

DyNAmo Flash SYBR Green gPCR Kit Finnzymes, Vantaa, FIN
BAC Subcloning Kit,

Quick & Easy Conditional Knockout Kit (IoxP/Cre),

Quick & Easy Conditional Knockout Kit (FRT/FLPe)  Gene Bridges, Heidelberg

NucleoSpin RNA 11 Macherey Nagel, Diren
BCA Protein Assay Kit Pierce (Thermo Scientific)
PureYield Plasmid Maxiprep System Promega, Madison, WI
2.1.2. Enzyme

RNase A Carl Roth, Diiren

M-MuLV Reverse Transkriptase,
RiboLock RNase Inhibitor,

Proteinase K Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsendonukleasen (diverse) Fermentas, St. Leon-Rot und
NEB, Ipswich, MA

acTEV Protease Invitrogen, Carlsbad, CA

2.1.3. GroRenmarker flir DNA und Proteine

SmartLadder Eurogentec, Serain, Belgien

PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

PegGold Leiter-Mix Orange G Peqglab Biotech. GmbH, Erlangen

2.1.4. Chemikalien, Reagenzien und Puffer

TEMED Amersham (GE Healthcare)

NP-40 Applichem, Darmstadt

HEPES, L-Glutamin, Natriumpyruvat, Penicillin/Strepto-

mycin, 0,25% Trypsin/EDTA (ES-Zellkultur) Biochrom, Berlin

Bradford-Reagenz Bio-Rad, Hercules, CA

GC7 Biosearch Tech., Novato, CA

Acrylamid, Bromphenolblau, Calciumchlorid, Coomassie

Brilliant Blue, DTT, Formaldehyd, Glutaraldehyd,

Glycerin, Glycin, HEPES, Kaliumacetat, Kaliumchlorid,

Kaliumhydrogenphosphat, Kristallviolett, LB-Agar, LB-

Medium, Methanol, Na,HPO,, Natriumazid, Natrium-

citrat, Natriumfluorid, Natriumhydrogencarbonat,

RNase A, SDS, Spermidin, Spermin Carl Roth, Diiren

G418 Clontech, Mountain View, CA
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5x Protein Ladepuffer, Oligo(dT)1s, X-Gal

Isopropanol

CHAPS, 1gG Sepharose Beads, Immobiline DryStrip,
Pharmalyte, lodacetamid

DMEM, FBS, Natriumpyruvat, Nichtessentielle
Aminosauren, Penicillin/Streptomycin, RPMI11640,
Trypsin/EDTA, G418

Tamoxifen Spezialdiat fur Mause (1g/kg)

Agarose, Bis-Tris NuPage Gele, DEPC-H,0, Lipo-
fectamin 2000, Opti-MEM | Reduced Serum Medium,
Propidiumiodid, S.O.C.

Aceton, Essigsaure, Ethanol, Natriumchlorid, Natrium-
hydroxyd

PBS

APS, BSA, Magnesiumchlorid,

LIF (ESGRO), Immobilon-P Transfermembran

FBS (ES- und Feeder Zellkultur)

AceGlow Chemilumineszenzsubstrat, TriFast
EN3HANCE-LGsung

4-Hydroxytamoxifen, Ampicillin, Chloramphenicol,
Chloroform, Chloroquin, DMFO, DMSO, EDTA,
Ethidiumbromid, D-Glukose, Hygromycin, Kanamycin,
L-Arabinose, Maisol, B-Mercaptoethanol, Natrium-
orthovanadat, Nukleoside, Paraformaldehyd, Polybren,
Puromycin, Protease Inhibitor, Coktail, Tamoxifen,
Tetracyclin, Tris, TritonX-100, Trypanblau, Tween-20,
Urea

Ammoniumchloridlésung

ECL Western Blotting Substrat, Hoechst 33342, Restore
WB stripping buffer, Streptavidin Sepharose

2.1.5. Gerate

Fermentas, St. Leon-Rot
Fluka (Sigma-Aldrich)

GE Healthcare, Piscataway, NJ

Gibco (Invitrogen)
Harlan Teklad, Indianapolis, IN

Invitrogen, Carlsbad, CA

J. T. Baker, Deventer, NL
Lonza, Basel, CH

Merck, Darmstadt

Millipore, Billerica, MA

PAA, Linz, Osterreich

Peqglab Biotech. GmbH, Erlangen
Perkin Elmer, Waltham, MA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
Stemcell Tech., Vancouver, BC

Thermo Scientific, Waltham, MA

Laborgerate wie Schuttler, Zentrifugen etc., die zur Standardausstattung gehdren sind hier

nicht einzeln aufgefihrt.

Biostat B Riihrkesselbioreaktor
Durchflusszytometer

FACSCalibur

FACSAria

FACSCantoll
FTICR Massenspektrometer

nancAQUITY UPLC
NanoDrop ND 1000 Spektrophotometer,
Fusion-SL Chemilumineszenzsystem
DU530 Photometer
Protean IEF cell
GS800 Calibrated Densitometer
IX81 Fluoreszenzmikroskop,
U-RFL-T Quecksilberbogenlampe
Thermocycler

Mastercycler gradient

Sartorius, Gottingen

BD, Franklin Lakes, NJ
Thermo Scientific, Waltham, MA
Waters Corp., Milford, MA

Peqglab Biotech. GmbH, Erlangen
Beckman Coulter, Brea, CA

Bio-Rad, Hercules, CA
Olympus, Tokyo, JP

Eppendorf, Hamburg
17



Material und Methoden

iCycler und DNAENgine Cycler mit Chromo4
Real-time Detektor
Mx3000P gPCR Cycler
Tri-Carb 2900TR Szintillator,
Wallac Multilabel Counter 1420
Vi-CELL XR
Gene-Pulser Xcell mit
PC- und CE-Module sowie
Shock-Pod
Ultrazentrifuge RC 5C Plus mit
SS-34 Rotor und
SLA-1500 Rotor
Fujix Bas 2000 Bioimager

2.1.6. Bakterienstamme

DH5a Competent Cells,
ElectroMAX DH10B (E. coli)

2.1.7. Zelllinien und primare Zellen

Bio-Rad, Hercules, CA
Stratagene, Santa Clara, CA

Perkin-Elmer, Waltham, MA
Beckmann-Coulter, Brea, CA

Bio-Rad, Hercules, CA

Sorvall (Thermo Scientific)
Fujifilm, Tokyo, JP

Invitrogen, Carlsbad, CA

Eingeruickte Bezeichnungen repréasentieren Derivate der jeweils zuvor angefiihrten Linie.

NIH3T3 Murine embryonale Fibroblastenzelllinie. Zur Verfligung gestellt von
Prof. B. Fehse, Klinik fiir Knochenmarktransplantation, Hamburg
HEK293T Humane embryonale Nierenzelllinie. ATCC Nr. CRL-11268.
Phoenix Eco Zelllinie  zur Herstellung ecotropher Retroviren zur viralen
Transduktion. Im Wesentlichen HEK293T Zellen mit stabiler
Expression der viralen Proteine gag/pol und env. ATCC Nr. SD-3444,
Ba/F3 Murine Pro-B Zelllinie, IL-3 abhéngig. Aus dem DMSZ.
Ba/F3 p210 Ba/F3 mit stabiler BCR-ABL-Expression (Model fir die CML), IL-3
unabhéngig. Zur Verfiigung gestellt von N. Shaw und C. Sawyers,
UCLA, CA.
mESC Murine embryonale Stammzellen R1 der Linie 129/X1 x 129/S1. Zur
Vefugung gestellt von Prof. Nagy, Mount Sinai Hospital, Toronto,
CDN.
MEF Aus murinen Embryonen gewonnene Primarzelllinie. Eigene
Préaparation (siehe Kapitel Methoden) bzw. als Feeder Zellen von
Prof. Nagy, Mount Sinai Hospital, Toronto, CDN.
3T3APomn Aus MEF der Linie Dohh™?® hergestellte Fibroblasten-Zelllinie

(siehe Kapitel 2.2.1 und 3.2.5).
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2.1.8. Mausstamme

C57BL/6J

DohhthBal

129/S1 und 129/X1

Cre-Deleter

Flp-Deleter

HSC-Scl-cre/Esrl

CAG-cre/Esrl

Dieser Stamm mit schwarzer Fellfarbe wurde 1921 beschrieben und
ist einer der meistverwandten Mausstdmme in der biomedizinischen
Grundlagenforschung. Die Tiere stammen aus der Hintergrundzucht
der Versuchstierhaltung des UKE, Hamburg.

Der in dieser Arbeit beschriebene Stamm mit fiir den konditionalen
Knock-out markiertem Dohh-Allel. Der genetische Hintergrund wurde
nach der Herstellung auf C57BL/6J zuriick gekreuzt.

Die 129-Linie ist ein weiterer haufig eingesetzter Mausstamm mit
brauner Fellfarbe, dessen embryonale Stammzellen oft zum gezielten
Einbau genetischer Mutationen mit anschlieRendem Blastozysten-
transfer der embryonalen Stammzellen verwandt werden.

Ein transgener Stamm mit dem genetischen Hintergrund des Stamms
C57BL/6, der die Cre-Rekombinase ubiquitar exprimiert und zum
Knock-out von loxP-flankierten Genabschnitten eingekreuzt wird™*.
Die in dieser Arbeit verwandten Tiere stammen aus der Hintergrund-
zucht der Versuchstierhaltung des UKE, Hamburg.

Ein transgener Stamm mit genetischem Hintergrund des Stamms
C57BL/6, der die Flp-Rekombinase ubiquitdr exprimiert und zum
Knock-out von FRT-flankierten Genabschnitten eingekreuzt wird™.
Die in dieser Arbeit verwandten Tiere stammen aus der Hintergrund-
zucht der Versuchstierhaltung des UKE, Hamburg.

Die Tamoxifen-induzierbare CreEsrl-Rekombinase wird vom Scl-

Promoter kontrolliert'*?

. Die Aktivierung dieses Promoters erfolgt
spezifisch in hamatopoetischen Stammzellen. Der genetische Hinter-
grund entspricht dem des Stamms C57BL/6J. Zur Verfugung gestellt
von Dr. Joachim Gothert (Universitatsklinikum Essen-Duisburg).

Vollstandig: B6.Cg-Tg(CAG-cre/Esr1*)5Amc/J*. Dieser transgene
Stamm exprimiert die durch Tamoxifen induzierbare CreEsrl-
Rekombinase vom CAG-Promoter. Die Expression ist somit ubiquitar.
Der genetische Hintergrund entspricht dem des Stamms C57BL/6J.

Angekauft von Charles River, Willmington, MA (Stock Nr. 004682).
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2.1.9. Vektorsysteme

PMSCV

pCeMM

pcDNA3

Dieses retrovirale, auf dem Murine Stem Cell Virus basierende
Expressionssystem ist flr den Einsatz in den meisten Saugerzelllinien
geeignet. Alle eingesetzten pMSCV-Vektoren wurden von Clontech
(Mountain View, CA) angekauft.

Dieses retrovirale, auf dem humanen Cytomegalivirus basierende
System ist fir die Expression von Fusionsproteinen mit dem
Streptavidin-lgG-Tag (SG-Tag) konzipiert worden. Es wurde von
Prof. Superti-Furga (Wien, A) zur Verfligung gestellt.

Dieses Expressionssystem wird direkt in Zielzellen transfiziert. Die in
dieser Arbeit verwandten split-YFP-Konstrukte basieren auf dem
pcDNA3-Plasmid.

Plasmide aus dem BAC Subcloning Kit und den Quick & Easy Conditional Knockout Kits

Minimalvektor

pRed/ET

706-Cre

BAC RP23-372F16

Der Minimalvektor enthdlt nur die fiir die bakterielle Selektion und
Replikation bendtigten Sequenzen. Er wurde von Gene Bridges
(Heidelberg) als Bestandteil des BAC Subcloning Kit angekauft.
Expressionsplasmid fur die Enzymbestandteile des Red/ET-Systems.
Von Gene Bridges (Heidelberg) als Bestandteil des BAC Subcloning
Kit angekauft.

Expressionsplasmid fiir die bakterielle Expression der Cre-
Rekombinase. Von Gene Bridges (Heidelberg) als Bestandteil des
Conditional Knockout Kit (loxP/Cre) angekauft.

Das bacterial artificial chromosome (BAC) enthélt einen Abschnitt
des kurzen Arms des murinen Chromosoms 19, auf dem sich das
Dohh-Gen befindet. Dieses wurde flr die Herstellung der Knock-out
Maus extrahiert und wie im Kapitel Methoden beschrieben unter
Austausch des urspringlichen Allels in das Genom embryonaler
Stammzellen integriert. Angekauft aus dem BACPAC Resources
Center' des Children’s Hospital Oakland Research Institute (Oakland,
CA).

" http://bacpac.chori.org/
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2.1.10. Puffer und Lésungen

Zellkulturmedien
Medium fir Suspensionszellen
Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640
10% FBS
1 mM Natriumpyruvat
1 mM nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)
50 U Penicillin / 50 pg/ml Streptomycin
Medium fir MEF (Feeder Zellen)
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
9% FBS
0,1 mM NEAA
50 U Penicillin / 50 pg/ml Streptomycin
Medium fur embryonale Stammzellen
DMEM
25 mM HEPES
15% FBS
2 mM L-Glutamin
0,1 mM NEAA
50 U Penicillin / 50 pg/ml Streptomycin
Nukleosidmix (1,3 pg/ml Adenosin; 1,37 ug/ml  Guanosin; 1,18 ug/ml Cytidin;
1,18 pg/ml Uridin; 0,38 pg/ml Thymidin)
1 mM Natriumpyruvat
100 uM B-Mercaptoethanol
1000 U/ml ESGRO-LIF
Medium fiir Adhdsionszellen
DMEM
10% FBS
50 U Penicillin / 50 pg/ml Streptomycin
Medium fiir MEF/3T3 aus Dohh"™?5
Adhasionszellmedium
25 uM B-Mercaptoethanol
4 mM L-Glutamin
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Einfriermedium
90% FBS
10% DMSO
Einfriermedium fir ES-Zellen
50% FBS
40% DMEM
10% DMSO
2x Einfriermedium fur ES-Zellsuspension
80% FBS
20% DMSO
2x HBS, pH 7,05
280 mM Natriumchlorid
10 mM Kaliumchlorid
1,5 M Na2HPO4
12 mM Glukose
50 mM HEPES

Behandlung von Zelllinien und Mausen
Tamoxifen

4-Hydroxytamoxifen

Puromycin

G418 (Geneticin)
Ketamin/Xylazin
4% PFA (Fixativ)

Bakterien

Miniprep Losung |
50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

5 mg/ml in A. dest.
50 mg/ml in A. dest.

KSOM/HEPES-Medium, pH 7,4
95 mM NaCl
2,5 mM KCI
350 uM KH4PO4
200 uM MgSO,
10 mM Natriumlaktat
200 uM Natriumpyruvat
200 uM Glukose
4 mM NaHCO3 (KSOM: 25 mM)
1,7 mM CaCl,
1 mM Glutamin
10 uM EDTA
21 uM HEPES (nicht in KSOM)

Spezialfutter mit 1g/kg Tamoxifen (Harlan, Indianapolis, IN)
1 mM in 95% Ethanol
GC7 10 mM in A. dest.

12 mg/ml Ketamin und 1,6 mg/ml Xylazin in 0,9% NaCl-Ldsung
4 g PFA in PBS losen (erhitzen), auf 100 ml auffillen

Miniprep Losung Il
0,2 N Natriumhydroxid
0,5% SDS

Miniprep Losung 11
25% 5 M Kaliumacetat

15% Essigsaure
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Proteinbiochemie
SDS-Lysispuffer
50 mM Tris-HCI, pH 7,6
150 mM NaCl
1% NP-40
0,25% Natriumdeoxycholat
1x Protease Inhibitor Cocktail
Trenngel: 10% (12%) Acrylamidgel, 10 ml
3,33 ml (4 ml) Acrylamid, 30%
2,5ml 1,5 M Tris, pH 8,8
50 ul 20% SDS
50 ul APS
10 ul TEMED
Sammelgel: 4% Acrylamidgel, 10 ml
1,33 ml Acrylamid, 30%
2,5ml 0,5 M Tris, pH 6,8
50 ul 20% SDS
50 ul APS
10 ul TEMED

TAP-Assay
TAP-Lysispuffer

50 mM Tris, pH 7,6

125 mM NaCl

5% Glycerol

0,2% NP-40

1,5 mM MgCl,

25 mM NaF

1 mM NazVO,

1x Protease Inhibitor Cocktail

5x SDS-Laufpuffer, 5|

360 g Glycin

75 g Tris-Base

259 SDS
Semi-Dry Transferpuffer, 1l

5,82 g Tris-Base

2,93 g Glycin

1,9 ml 20% SDS

200 ml Methanol
9 M Urea-Puffer

9 M Urea

4% CHAPS

1% Pharmalyte

1% DTT

10 ug/ml Bromphenolblau
PBS-T

PBS

0,05% Tween-20
Blockierldsung

PBS-T

3% BSA

TEV-Reaktionspuffer
10 mM Tris, pH 7,6
100 mM NaCl
0,2% NP-40
0,5mM EDTA
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Molekularbiologie
50x TAE, 1l
242 g Tris-Base
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
Proteinase K Lysispuffer (1 ml)
50 mM KClI
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
2,5mM EDTA
0,45% NP-40
0,45% Tween-20
4,5 U Proteinase K

Southern Blot
20x SSC
3 M NaCl
0,3M Natriumcitrat
SSPE (pH 7,04)
3 M NaCl
0,2 M Na;HPO,
0,02 M EDTA
Herring sperm DNA
10 mg/ml in A. dest. 16sen
Dreimal aufkochen (Mikrowelle)
auf Eis stellen

15 min sonifizieren

Zellbiologische Methoden
PBS/FBS
0,5% hitzeinaktiviertes FBS
in PBS

DNA extraction buffer

0,2 M NayHPO4 (pH 7,8)

0,004% Triton X-100
DNA staining solution

200 ug PI

1 mg RNase A

10 ml PBS
Elektroporationspuffer (pH 7,05)

20 mM HEPES

137 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

0,7 mM Na;HPO,

6 mM D-Glukose

Hybridisierungspuffer
7% (w/v) SDS
10% (w/v) Polyethylenglykol 6000
1,5x SSPE
200 pg/ml herring sperm DNA
Waschpuffer A
2x SSC
0,5% SDS
Waschpuffer B
0,2x SSC
0,1% SDS

FACS Puffer
0,1% Natriumazid
in PBS/FBS
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2.1.11. Antikorper

Antikorper
Anti-DOHH*
Anti-elF-5A1
Anti-elF-5A2
Anti-GAPDH
Anti-Kaninchen-HRP
Anti-Maus-HRP
Anti-Myc-Tag
Anti-Nucleophosmin
Anti-TDP-43
Anti-Tubulin

Generiert in
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Maus

Kaninchen
Maus
Kaninchen

Maus

Hersteller

Eurogentec, Serain, Belgien
Novus Biologicals, Littleton, CO
Abcam, Cambridge, MA
Millipore, Billerica, MA

Cell Signaling, Boston, MA
GE Healthcare, Piscataway, NJ
Cell Signaling, Boston, MA
Invitrogen, Carlsbad, CA
Proteintech, Chicago, IL
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

* Zu Beginn der Arbeit an diesem Projekt war kein kommerzieller Anti-DOHH Antikorper

erhaltlich. Daher wurde der verwendete polyklonale Anti-DOHH Antikdrper von der Firma
Eurogentec durch Immunisierung mit dem Peptid N-QDFQYADGLERLRPPP-C individuell

hergestellt.

2.1.12.

Oligonukleotide (Primer)

Fur alle in dieser Arbeit beschriebenen real-time RT-PCR Experimente wurden QuantiTect
SYBR Green PCR Kits von Qiagen (Hilden) verwendet.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwandte Primer und Oligonukleotide

Annealing Elong-
Bezeichnung Sequenz bei ation
Sequenzierprimer Dohh
Dohhl TTCTCTATGGGAGAGACGG - -
Dohh2 GGAATTGGACCCTTTTCCT - -
Dohh3 CGTAGACCTGCTTCATGTG - -
Dohh4 GGTGAGATCCATTTTGCAAC - -
Dohh5 ATGCTATCTCGTGGATCAG - -
Dohh6 GATTCGGATTGACCAGCTC - -
Dohh7 CCCTTGTCTGTTCACTGTC - -
Dohh8 CGGCTCTTTGGTCTATGTC - -
Dohh9 GACCTGGGTGATCTCTTGT - -
Dohh10 ATTGCGAGAGCACATTGAG - -
Dohh11l GTCAAGCAGGGAGTACAAG - -
Sonstige Sequenzierprimer
MSCYV for CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC - -
MSCV rev CAGCGGGGCTGCTAAAGCGCATGC - -
T7 promoter primer TAATACGACTCACTATAGGG - -
pCEMM CTAP rev TCGGAGATAAGCTTCTGCTC - -
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YFP-2 rev CCTTGATGCCGTTCTTTCCG ; ;
YFP-1 rev GAACTTGTGGCCGTTTACGTCG ; ;
Oligos zur Herstellung des Dohh-KO Minimalvektors
DOHH-Stepl-for CAGGTGGTGGTGGCGCATGCCTTTAATCCCAGCACTTGGATG ) )
GATGTGGAGTTAACAATTAACCCTCACTAAAGGGCG
DOHH-Stepl-rev CCGGGATGCTGAGGCAGGAGGACCCCTGAGCTCCAGGCCACA ) )
GAACTTTCTAATACGACTCACTATAGGGCTC
DOHH-Step2-for CCTGACTGCCACACTTGGTTGTGTGCACGTGACAGCGTGGAC ) )
GTCCCATCGCTCTCCTGAGTAGGACAAATC
DOHH-Step2-rev AACCACCAACGGGAATCTGAGACTGAGATAGCAGCATGTGTT ] )
GAACACCAGTCGACTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATG
DOHH-Step3-for AGGTGCCCCACACAAACCCTGGGGACTTTACCTGGCTGCCTA ] )
ACCATAGTTAATACGACTCACTATAGGG
DOHH-Step3-rev AGCAGGAAACAGTGGGCACATAGGGTCCCAAGGAAGGGACAC ) )
ACCAAGACCAATTAACCCTCACTAAAGG
Primer zur Uberpriifung des BAC/MV per PCR
372F16DOHH-forwar  CTTCCGCTTTGAGGTACTCG . _ .
55°C 2:30 min
372F16DOHH-rever  ACCTTTGGAACATGGTGCTC
- - T .
DOHH-pSub-for CCTGTCTCAGGCCTCTGTT sgoC 2:30 min
amp-pSub TGAGCAAAAACAGGAAGGCAA
Cass1 for GGGCTACATGAGAACCTCCA . .
55°C 2 min
Cass1 rev ACCTGCATATCTGCCATTCC
DOHHCass2-for ACCTGGGTGATCTCTTGTGC E500 o min
DOHHCass2-rev CAGGGTCCTCAATGTGCTCT
TATCAGG .
Kan for ACATAGCGTTGGCTACC 5700 130 min
PGK rev CGAGACTAGTGAGACGTGCTAC
ACCTGGGT .
Cass?2 for GATCTCTTGTGC 60°C 0-30 min
Cass2 rev CAGGGTCCTCAATGTGCTCT
Dohh Southern for CTCGAGCAAGGCAGGAAGAGGAAGTG 60°C 0:30 min
Dohh Southernrev  CTCGAGGAGGCTGCAAAGGACAAGAC '
Primer zur Genotypisierung der Mause
Dohh Genot. 1 for AATATCACGGGTAGCCAACG
Dohh Genot. 1 rev TGAATGAACTGCAGGACGAG
Dohh Genot. 2+4 for | GGCCACTCTTTGAGCGATAC
Dohh Genot. 2+3 rev  CCATGGGACTCTCAGTGGTC
Dohh Genot. 3 for GGAGGGGACGGATAAAGTGT
Dohh Genot. 4 rev GGCCGCATAACTTCGTATAA
Cre Genot. for GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Cre Genot. rev GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 58°C 1 min
HSC-CreER Genot.
for GATCTCGAGCCATCTGCTG
HSC-CreER Genot.
rev GGTCGGCCGTCAGGGACAA
CAG-CreER Genot.
for CTCTAGAGCCTCTGCTAACC
CAG-CreER Genot.
rev CCTGGCGATCCCTGAACATGTCC
Klonierungsprimer
CreEsrl pMSCV pur f  CTAGGTCGACGCCACCATGTCCAATTTACTGACCG sgoC L min
CreEsrl pMSCV purr  CTAGGAATTCTCAGATCGTGTTGGGG
elF-5A1 pCEMM for  CTAGGAATTCGCCACCATGGCAGATGATTTGGACTT .
CTAGGTTTAAACTTTCCAGCTGCTTTTGCCATGGCCTTGATT | 58°C/65°C | 0:30 min
elF-5A1 pCEMMrev G
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elF-5A2 pCEMM for

CTAGGAATTCGCCACCATGGCAGACGAAATTGATTT

58°C/65°C | 0:30 min
elF-5A2 pCEMM rev | CTAGGGCCGGCCTTCCAGCTGCTTTGCAGGGCTTTATGGCTA
DHS pCEMM for CTAGGAATTCGCCACCATGGAAGGGACCCCGCCAGG 58°C/65°C 1:00 min
DHS pCEMM rev GGCCGGCCAGTCTTCATTCTTCTCAGCTC
DOHH pCEMM for CTAGGAATTCGCCACCATGGTAACGGAGCAAGAGAT 58°C/65°C 0:45 min
DOHH pCEMM rev CTAGGGCCGGCCTTCCAGCTGCGGGTGGTGGCCGCAGGCGCT
eGFP pCEMM for CTAGGAATTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 58°C/65°C 0:45 min
eGFP pCEMM rev CTAGGGCCGGCCGCTTGTACAGCTCGTCCATGC
RL10a pCEMM for CTAGGAATTCGCCACCATGAGCAGCAAAGTCTC 55°C/62°C 0:30 min
RL10a pCEMM rev CTAGGGCCGGCCTATACAGACGCTGGGG
RS5 pCEMM for CTAGGAATTCGCCACCATGACTGAGTGGGAAGC 55°C/62°C 0:30 min
RS5 pCEMM rev CTAGGGCCGGCCTGCGGTTAGACTTGGC
PAI-RBP1 YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGCCTGGGCAGC 58°C/65°C 0:45 min
PAI-RBP1 YFP rev CTAGGGCCGGCCTGGCCAGAGCTGGG
TDP-43 YFP for CTAGCGTCTCGAATTCGCCACCATGTCTGAATATATTCGGGT 55°C/62°C 0:45 min
TDP-43 YFP rev CTAGGGCCGGCCCCATTCCCCAGCCAGAA
NPM YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGGAAGACTCGATGG 55°C/62°C 0:30 min
NPM YFP rev CTAGGGCCGGCCTAAGAGATTTCCTCCACTG
LDH-A YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGGCAACCCTCAAG 55°C/62°C 0:45 min
LDH-A YFP rev CTAGGGCCGGCCTGAACTGCAGCTCCTTCTG
MCM5 YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGTCGGGCTTCGAC 58°C/65°C 1:15 min
MCM5 YFP rev CTAGGGCCGGCCTCTTGAGGCGATAGAGCAC
PKM2 YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGCCGAAGCCACAC 58°C/65°C 1:00 min
PKM2 YFP rev CTAGGGCCGGCCTAGGTACAGGCACTACACG
GCDH (Vorl.) YFP for : CTAGCGTCTCGAATTCGCCACCATGTCCCTGAGAGGAGTC
GCDH YFP rev CTAGGGCCGGCCCCTTGCCAACCGTGAATG 58°C/65°C 0:45 min
GCDH (reif) YFP for CTAGCGTCTCGAATTCGCCACCATGCGCCCCGTGTTTGAC
DDX3X YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGAGTCATGTGGCAGTG 58°C/65°C 1:00 min
DDX3X YFP rev CTAGGGCCGGCCAGTTACCCCACCAGTCAAC
EF-2 YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGGTGAACTTCACAGTAGA 55°C/62°C 1:30 min
EF-2 YFP rev CTAGGGCCGGCCCCAGTTTGTCCAGGAAGTT
CCT5 YFP for CTAGGAATTCGCCACCATGGCGTCCGTGGG 55°C/62°C 0:45 min
CCT5 YFP rev CTAGGGCCGGCCTTTCTTCAGATTCTCCAGG
MAP4K1 YFP for CTAGGCGGCCGCGCCACCATGGCCCTTGTGGAC 58°C/65°C 1:30 min
MAP4K1 YFP rev CTAGGGCCGGCCTTTCCTGGATGTAGAGGTTG
Oligos zur Klonierung einer multiple cloning site in pcDNA3 YFP; und YFP,
PCA-MCS for AATTCGCGGCCGCGCCACCATGGACCGGTGGCCGG ) )
PCA-MCS rev CCACCGGTCCATGGTGGCGCGGCCGCG
Primer fur die Punkt- und Deletionsmutagenese
elF-5A1 K50R for CTACTTCGAAGACTGGCAGGCACGGCCAC .
65°C variabel
elF-5A1 K50R rev GTGGCCGTGCCTGCCAGTCTTCGAAGTAG
elF-5A2 K50R for ACTTCCAAGACTGGGAGGCATGGT .
65°C variabel
elF-5A2 K50R rev CCATGCAAAATCGTGGAGATGTCA
elF-5A1 G52A for GACTGGCAAGCATGCCCATGCCAAGGTCC .
65°C variabel
elF-5A1 G52A rev GGACCTTGGCATGGGCATGCTTGCCAGTC
elF-5A2 G52A for GACTGGGAAGCATGCTCATGCCAAGGTACAC 65°C variabel
elF-5A2 G52A rev GTGTACCTTGGCATGAGCATGCTTCCCAGTC
elF-5A1 1-83 rev CTAGGTTTAAACTTGTTGGGGACATCCATAT 65°C variabel
elF-5A2 1-83 rev CTAGGGCCGGCCTATTTGGAACATCCATGTTG
elF-5A1 84-154 for CTAGGAATTCGCCACCATGATCAAACGGAATGACTTC .
65°C variabel

elF-5A2 84-154 for

CTAGGAATTCGCCACCATGATTAAGAGAAACGATTATCAAC
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2.1.13. Selbst klonierte Plasmidkonstrukte

Minimalvektor mit fir den konditionalen KO markiertem Dohh-Allel sowie der flankierenden

genomischen Sequenz (vgl. Abschnitt 3.1.1)

Genomische Sequenz der Southern Blot Sonde in pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad,

CA)

Kloniert in den pMSCV Expressionsvektor

pPMSCYV puro CreEsrl

Kloniert in den pCeMM (SG) CTAP Expressionsvektor:

eGFP (V2)*
elF-5A1
elF-5ALksor
elF-5ALasa
elF-5ALy.q3
elF-5ALss.154
elF-5A2

elF-5A2xs0r
elF-5A2gs524
elF-5A2; g3
elF-5A2g4.154
DHS

DOHH
LDH-A

NPM
PAI-RBP1
RS5
RL10a
TDP-43

* Dem pCeMM (SG) eGFP Plasmid wurde aufgrund seiner hohen Toxizitat in den

Ziellzellen das Reporter-GFP entfernt.

Als YFP-1 und YFP-2 Fusionsgen in den pcDNA3 Expressionsvektor kloniert:

CCTS
DDX3X
DHS

DOHH

EF-2
elF-5A1
elF-5A1ksor
elF-5A1gs52n
elF-5A1;.g3

elF-5A1g4.154
elF-5A2
elF-5A2ks0r
elF-5A2Gs2n
elF-5A2;. g3
elF-5A2g4 154
GCDH (Vorlaufer)
GCDH (reif)
LDH-A

MAP4K1
MCM5
NPM
PAI-RBP1
PKM2
RS5
RL10a
TDP-43

Die als Negativkontrolle verwendeten Konstrukte (MCFD2 und ERGIC-53) wurden

von Prof. Hans-Peter Hauri (Universitat Basel) zur Verfligung gestelit.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank der erforderlichen Biosicherheitsstufe
(S1 bzw. S2) durchgefiihrt. Die Zentrifugation von Zellen erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, bei Raumtemperatur und 450 g. Medien wurden vor der Verwendung im Wasser-
bad bei 37°C vorgewidrmt. Die Inkubation von Zellen erfolgte bei 37°C, 5% CO, und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit. Zellen wurden regelmiBlig auf Mykoplasmen-Kontamination

getestet.

Kultivierung von Ba/F3 p210 im Bioreaktor

Die Kultivierung von Zellen der Ba/F3 p210-Zelllinie im Bioreaktor-Mafistab erfolgte in der
Technischen Universitit Hamburg-Harburg und wurde dort von Oscar Platas-Barradas und
Martin Schaletzky etabliert und durchgefiihrt.

Zu Beginn wurde eine Starterkultur in 75 cm® T-Flaschen angesetzt und regelméfBig nach
einer Trypanblau-Férbung im Hdmozytometer gezdhlt. Die Zellen wurden nach Erreichen der
exponentiellen ~ Wachstums-

. . . Probenentnahme b<t———
phase in einen Riihrkesselbio-

reaktor  iberfiihrt. = Dabei Abluft { J-RF——
wurde eine Zelldichte von
X ' ' Luft|:>—[>‘<3—‘
2x10° Zellen/ml in einem N EJ S}
Volumen von 51 eingestellt. co,—> @@
Der pH der Zellsuspension O g% -—Mg‘:_::g'a”"m
wurde durch Zugabe von CO; J
und 0,5 M Na,COj; auf 7,2 ge-
regelt. Die Rotordrehzahl =
(Rithrgeschwindigkeit) wurde bhd
auf 100 min™' eingestellt. Bis tHO
die erwiinschte Zelldichte er- HO
reicht war wurden zweimal \——\___////(
taglich Proben gezogen. Der I\"' Doppelwand

verwendete Bioreaktor ist in  Appildung 2.1: Schaltskizze des fiir die Kultivierung

Abbildung 2.1 schematisch VoM BaF/3 p210  verwendeten Bioreaktors.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Oscar
dargestellt. Platas-Barradas (TU Hamburg-Harburg).
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Kultivierung von Suspensionszellen

Suspensionszellen der Linie Ba/F3 p210 wurden in T-Flaschen und Suspensionszellmedium
unter Standardbedingungen kultiviert. Zellen wurden in einer Dichte von maximal 10°
Zellen/ml ausgesét und nach zwei bis drei Tagen passagiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte
entweder durch Vitalfarbung mit Trypanblau und anschlieBender Z&hlung in der Neubauer-
Zahlkammer oder mit dem Vi-CELL XR.

Kultivierung von Adhasionszellen

Adhasionszellen der Linien HEK293T (und deren Derivate), NIH3T3 und MEF wurden in
Zellkulturschalen, Multiwell-Platten oder T-Flaschen kultiviert. Die Zellen wurden vor
erreichen vollstandiger Konfluenz durch die Zugabe von Trypsin/EDTA vom Gefallboden
abgeldst, zum Stoppen der Trypsin-Aktivitat in Medium aufgenommen und vor dem erneuten
Aussden nach Bedarf im Verhéltnis von 1:5 bis 1:10 verdinnt.

Die Kultivierung von MEF und 3T3%P°"™ die aus der Linie Dohh™?® jsoliert wurden,

erfolgte wie beschrieben (s. u.).

Gewinnung und Kultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten (MEF)

Schwangere Weibchen wurden 12 bis 13 Tage nach der Verpaarung (12,5 bis 13,5p. c.)
getotet, das Peritoneum durch einen Y-férmigen Bauchdeckenschnitt er6ffnet und zunéchst
der Uterus und dann die einzelnen Embryonen frei prapariert. Nach der Entfernung des
Kopfes und der blutbildenden (roten) Organe wurden die Embryonen (bei Bedarf separat)
gewaschen, mit einem Skalpell zerkleinert, anschlieBend mit Trypsin-EDTA Lésung bedeckt
und darin fur 5 bis 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch Auf- und Abpipettieren wurde eine
homogene Suspension hergestellt, diese in ein neues Réhrchen uberfuhrt und zentrifugiert.
Das Pellet wurde in MEF-Medium aufgenommen und in einer Dichte von etwa 8x10° Zellen
pro 10 cm Schale ausplattiert. Die Zellen wurden zwei bis drei Tage bis zum Erreichen voll-
standiger Konfluenz inkubiert und im Folgenden nach jeder Passage in einer Dichte von ca.
1,2x10° Zellen pro 10 cm Schale ausgesat (dies entspricht ungefahr 3x10° Zellen in einer
5 cm Schale). Falls die Embryonen unterschiedliche Genotypen aufweisen konnten, wurden
die MEF jedes Embryos zundchst separat kultiviert, per PCR genotypisiert (siehe Abschnitt

2.2.4) und Zellen mit gleichen Genotypen zusammengefiihrt.
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Herstellung einer Fibroblasten-Zelllinie aus MEF
Die Herstellung einer Fibroblasten-Zelllinie aus MEF erfolgte nach dem 3T3-Protokoll von

Todaro und Green'**

. MEF wurden wie oben beschrieben prapariert, ab der zweiten Passage
alle drei Tage passagiert und in einer Dichte von 1,2x10° Zellen pro 10 cm Schale (bzw.
3x10° pro 5 cm Schale) neu ausgesét. Uber neun bis zehn Passagen nahm die Proliferations-
rate der Zellen ab und steigerte sich im weiteren Verlauf der Passagen wieder bis tber den
Ausgangswert. Der Phanotyp der Zellen veranderte sich wéhrend dieser Phase hin zu fur
Fibroblasten typischer Morphologie mit zwei oder mehr gestreckten Ausldaufern. Die Zellen

waren nun Uber eine groRe Anzahl Passagen stabil (> 50) und wurden als 3T3"°" bezeichnet.

Kultivierung von murinen embryonalen Stammzellen (mESC)

Die Kultivierung von mESC wurde im Labor der UKE Core Facility ,Transgene Tiere’ von
PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer, Sarah Homann sowie mit Eigenbeteiligung unter deren
Anleitung durchgefihrt.

Die mESC wurden auf einer Schicht mitoseinaktivierter, neomycinresistenter MEF kultiviert.
Dafiir wurden MEF bis zur Konfluenz kultiviert und zur Expansion 1:3 bis 1:4 passagiert. Zur
Verwendung als Feeder Zellen wurde durch Behandlung der konfluenten MEF mit 10 pg/ml
Mitomycin C Uber 2-3h ein irreversibler Zellzyklusarrest ausgeldst. Die MEF wurden
anschieRend trypsiniert und 5x10* Zellen/cm? auf gelatinierten Schalen ausgesit. Embryonale
Stammzellen wurden aufgetaut und in Stammzellmedium auf dem feeder cell layer ausgest.
Das Medium wurde taglich gewechselt und die Zellen alle zwei Tage 1:4 bis 1:6 mit 0,25%-
igem Trypsin/EDTA auf neue Feeder Zellen passagiert.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 1-2x10° Zellen abzentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium aufgenom-
men und in Kryoréhrchen mit ca. 1°C/min auf -80°C heruntergekiihlt. Danach wurden die
Zellen in flussigen Stickstoff Gberflhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad angewéarmt und in 5 ml Medium aufgenom-
men. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in

der bendtigten Menge Medium resuspendiert und ausgesét.

Zellzahlbestimmung
Die Zellzahlbestimmung erfolgte durch Farbung mit Trypanblau. Trypanblau kann intakte

Zellmembranen nicht passieren und farbt daher ausschlieBlich tote Zellen an. Fir die Farbung
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wurde Trypanblau-Losung im Verhaltnis 1:5 mit der Zellsuspension gemischt und an-
schlieBend ca. 10 ul der Suspension in eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben. Der durch Aus-
zahlen ermittelte Durchschnittswert ungefarbter Zellen pro GroRquadrat entspricht der Anzahl
lebender Zellen in 100 nl bzw. 10 ml Zellsuspension. Der Anteil lebender Zellen ergibt sich
aus dem Verhéltnis ungefarbter Zellen zur Gesamtzellzahl. Die Zellzahlbestimmung im Vi-
CELL XR erfolgte automatisiert nach demselben Prinzip. Alle in dieser Arbeit verwandten

Zelllinien wurden mit den Standardeinstellungen fur die Linie CHO gemessen.

Retrovirale Transduktion

Geeignete Expressionsplasmide wurden zunéchst in Phoenix- oder HEK293T-Verpackungs-
zellen transfiziert und von diesen, in virale Partikel verpackt, in den Kulturiiberstand abgege-
ben. Durch Inkubation mit dem Virusuberstand wurde das Konstrukt stabil ins Genom der
Zielzellen integriert. Anschlieende Selektion anhand des im Konstrukt enthaltenen Markers
ermdglichte die Herstellung einer vollstandig positiven Zelllinie.

Pro Konstrukt wurden Phoenix bzw. HEK293T Zellen in einer 10 cm Schale bei etwa 70%
Konfluenz transfiziert. Dazu wurden 20 ug Plasmid-DNA bzw. 10 pug Plasmid-DNA, 5 ug
Rev-Plasmid, 10 ug Gag/Pol-Plasmid sowie 2-5pug nach Hillprotein-Plasmid (je nach
eingesetztem Plasmid) und 62,5 ul 2 M CaCl, mit A. dest. auf 500 ul aufgefullt und mit
500 ul 2x HBS vermischt. Wahrend der tropfenweisen Zugabe des HBS-Puffers wurde mit
der Pipettierhilfe ein konstanter Luftstrom in der Losung erzeugt. Nach zehnmindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lésung zu den Phoenix-Zellen in 9 ml frisches
Medium eingetropft, 2,5 ml 100 mM Chloroquin zugegeben und vorsichtig geschwenkt. Nach
12 h Inkubation wurde das Medium durch 5 ml frisches Zielzellmedium ersetzt.

Nach weiteren 12 h wurde der Virustberstand durch frisches Medium ersetzt, durch einen
45 um Filter gereinigt und auf die Zielzellen gegeben. Dieser Vorgang wurde zwei Mal
wiederholt.

Die Zielzellen wurden nach Inkubation mit dem letzten Viruslberstand einen Tag in frischem
Medium inkubiert und anschlielend anhand des im Expressionsplasmid enthaltenen
Selektionsmarkers selektiert. Dazu wurden die Zellen so lange in mit dem entsprechenden
Antibiotikum versetzten Medium kultiviert, bis alle Zellen einer Kontrollkultur derselben
Zelllinie abgelost waren. Mit fluoreszenten Proteinen markierte Zellen wurden mittels eines
Durchflusszytometers (FACS) in der FACS-Sorting Core Facility des UKE sortiert.
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2.2.2. Methoden zur Herstellung einer knock-out Mauslinie

Die Methoden zur Herstellung der in dieser Arbeit beschriebenen KO-Mauslinie sind zum
besseren Verstdindnis in diesem Abschnitt zusammengefasst und chronologisch aufgefiihrt.

Eine Ubersicht der im Folgenden ausfiihrlich beschriebenen Arbeitsschritte ist in Abbildung

2.2 dargestellt.
| ) o> CF |
LY g
.f__"”'-:-._3"'_¢|=.n'--f‘:ﬁl'_‘_:
Klonierung des Elektroporation Screening der Injektion der ES- Transfer der Blasto-
Vektorkonstrukts in ES-Zellen ES-Zellklone Zellen in Blastozysten zysten in Ammen

Abbildung 2.2: Die bei der Herstellung der Dohh knock-out Mauslinie durchgefiihrten
Arbeitsschritte.

Klonierung des Vektorkonstruktes zur Herstellung der konditionalen Dohh knock-out
Maus

Die Klonierung des Vektorkonstruktes erfolgte in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten
(siche Kapitel 3.1.1). Alle dort beschriebenen Rekombinationsschritte wurden in Bakterien
unter Verwendung der Red/ET-Rekombinationstechnologie (Abb. 2.3) durchgefiihrt. Bei der
Red/ET-Rekombination werden die Enzyme Reda und Redf des A-Phagen exprimiert. Bei
Reda handelt es sich um eine 5’-3” Exonuklease. Der von Reda freigelegte Einzelstrang wird
von Redf gebunden und mit einer homologen Region doppelstrangiger DNA gepaart. Das 3°-
Ende des Einzelstranges dient als Primer fiir die DNA-Replikation, wobei die neue Sequenz
mit der vorhandenen DNA rekombiniert wird.

Zur Vorbereitung der Red/ET-Rekombination wird der zu rekombinierende DNA-Abschnitt
per PCR amplifiziert und dabei jeweils etwa 80 bp grofle Homologieregionen angehéngt. Die
PCRs wurden wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Die DNA wurde anschlie3end
durch Zugabe von 10% (v/v) 3 M Natriumacetat (pH 7,0) sowie 300% (v/v) Ethanol 5 min bei
-80°C prézipitiert und weitere 5 min bei 20.000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert. Die DNA-
Konzentration der Losung wurde photometrisch gemessen.

Wihrenddessen wurde das Red/ET-Expressionsplasmid in Bakterien elektroporiert, die
bereits das BAC mit der Dohh-Gensequenz bzw. den Minimalvektor aus dem vorangegang-

enen Schritt enthielten. Dafiir wurden die Bakterien in LB-Medium mit den entsprechenden
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Antibiotika bei 37°C  (a) (b)
. . . i — Zia 3 Doppelstrangbruch 13.
bis zu einer optischen A R o
Homologie—RegiL;x 515" Exoriukloase-
Dichte (OD) von ca. 0,6 Aktivitat
kultiviert und 1 ml der JPCR»Amplmkanon - -
Reda
Kultur zentrifugiert. Anlagerung v. Redp
— Zielsequenz [re— an Einzelstrang
Das Zellpellet wurde eocoee’
5 Redp

zweimal mit 4. dest.
Anlagerung an

homologe Sequenz

pendiert und mit 20 ng ) i s B
Red/ET- DNA-Replikation
(1 Hl) des Red/ET-Ex- v/lRekombination

gewaschen,  anschlie-

Bend in ca. 30 pl resus-

pressionsplasmids ver- - Zielsequenz __——
setzt. Die Suspension

wurde dann in eine

I mm Elektroporations- Abbildung 2.3: Der Red/ET-Technologie zugrunde liegende
kiivette iiberfiihrt und M_echanismelj. (a) Durch die Verwendu_ng von O"Iigonukle.otide.n
mit zur Insertionsstelle homologen Regionen (griin/rot) wird die
gepulst (1,8 kV, 200 Q, dazwischen (gelb) einzufiigende Zielsequenz (Kasten) per PCR
. . amplifiziert. Durch Expression des Red/ET-Systems und Trans-
Sms). Die Bakterien  formation des PCR-Produktes sowie des Zielkonstruktes wird die
Zielsequenz in das Konstrukt rekombiniert. (b) Die 5’-3’ Exonukle-
aseaktivitdt des Enzyms Reda legt, von einem Doppelstrangbruch
nach dem Puls in 1 ml ausgehend, einen Einzelstrang frei. Diesen bindet Redf und ver-
mittelt dessen Anlagerung an eine homologe Sequenz. Durch die
endogenen Enzyme der DNA-Replikation werden beide Sequenz-
men und 70 min bei €n rekombiniert. Abbildung modifiziert nach Gene Bridges, Quick
and Easy Conditional Knockout Kit (Cre/loxP), Handbuch Version

30°C geschiittelt. Nach 1.7 (2007)

wurden unmittelbar

LB-Medium aufgenom-

der Inkubation wurden 100 ml der Kultur auf eine LB-Agar-Platte ausgestrichen, die mit den
entsprechenden Antibiotika vorbehandelt war und {iber Nacht bei 30°C inkubiert.

Am nichsten Tag wurde ein Klon gepickt, bei 30°C in 1,4 ml LB-Medium bis zu einer OD
von ca. 0,6 inkubiert und die Expression der Red/ET-Enzyme durch Zugabe von 50 pl 10%
L-Arabinose induziert. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mit den angehingten, zur
Zielsequenz homologen Bereichen auf die oben beschriebene Weise in die Bakterien
elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Bakterien bei 37°C inkubiert. Bei dieser
Temperatur wurde das Red/ET-Plasmid nicht mehr repliziert und ging nach wenigen
Generationen verloren. Die Bakterien wurden wieder auf mit Antibiotika behandelte LB-
Agar-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C kultiviert. Die Plasmid-DNA einzelner
Klone wurde prépariert (sieche Abschnitt 2.2.4: Aufreinigung von Plasmid-DNA aus
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Bakterien) und durch Restriktionsverdau sowie Sequenzierung auf das erwiinschte Rekombi-
nationsereignis Uberpruft.

Nach dem Einbau der loxP-PGK-gb2-neo-loxP Kassette musste diese durch Expression der
Cre-Rekombinase wieder entfernt werden. Dafur wurde das 706-Cre Expressionsplasmid in
Bakterien elektroporiert, die bereits den Minimalvektor mit der Selektionskassette enthielten
(s. 0.). Die Bakterien wurden Uber Nacht bei 30°C selektiert. Am néchsten Tag wurde ein
Klon in einer 1 ml Kultur fur ca. 2 h bei 30°C kultiviert und anschlieend die Expression der
Cre-Rekombinase durch Erhdhen der Temperatur auf 37°C induziert. Die Temperatur-
veranderung bewirkte zugleich die Inhibition der Replikation des Plasmids, so dass es
innerhalb weniger Generationen aus der Kultur verschwunden war. Die DNA wurde
anschlieRend isoliert und wiederum in frische E. coli retransformiert. So wurde aus-
geschlossen, dass Einzelklone mit einer Mischung aus korrekt und falsch rekombinierten
Plasmiden ausgewéhlt wurden. Die DNA wurde daraufhin wiederum durch Restriktions-
verdau und Sequenzierungen Uberprift.

Ein vollstandig sequenzierter Klon mit korrekter Integration beider Targeting Sequenzen und
ohne Mutationen in der kodierenden Dohh-Sequenz wurde fir die Elektroporation in
embryonale Stammzellen mit Sall verdaut, wodurch das Plasmid am 3’-Ende des Minimal-
vektor-Backbone linearisiert wurde. Daflir wurden 60 pg DNA mit 80 U Sall in einem
Gesamtvolumen von 500 pl Gber Nacht bei 37°C verdaut. Dies war nétig, um dem System zur
homologen Rekombination in den embryonalen Stammzellen einen Doppelstrangbruch zu
prasentieren und die Rekombination dadurch zu induzieren. Die DNA wurde mit Phenol-
Chloroform aufgereinigt (siehe Abschnitt 2.2.4) und ihre Konzentration anschlieBend photo-

metrisch bestimmit.

Transfektion und Selektion embryonaler Stammzellen durch Elektroporation

Die Elektroporation wurde im Labor der UKE Core Facility ,Transgene Tiere’ unter der
Anleitung von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer durchgefiihrt. Die anschliefende
Kultivierung wurde von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann sowie mit
Eigenbeteiligung unter deren Anleitung durchgefihrt.

Die Methode der Kultivierung von ES-Zellen auf MEF ist in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Der
zeitliche Ablauf der Elektroporation und der darauf folgenden Kultivierung und Selektion der

Stammzellen ist in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt (modifiziert aus Voigt'™).
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der ES-Zellkultur fiir die Herstellung der
konditionalen Dohh-KO Mauslinie. Nach der Elektroporation (Tag eins) werden die Zellen
anhand der Neomycin-Resistenz selektiert (Tage zwei bis acht). An Tag neun werden
Einzelklone isoliert und spater 1:4 passagiert (Tag elf). Die Halfte der Zellen wird zur
weiteren Verwendung eingefroren (Tag 13), die andere Halfte zur Praparation genomischer
DNA fiir den anschlieRenden Southern Blot verwendet (modifiziert aus Voigt'"®).

X

Zwei Tage vor der Elektroporation wurden die ES-Zellen auf eine mit mitotisch inaktivierten
MEF beschichtete und gelatinierte 10 cm Schale ausgesdt. Das Medium wurde taglich sowie
einmal zusdtzlich zwei Stunden vor Versuchsbeginn gewechselt. Die Zellen wurden
trypsiniert (0,25% Trypsin/EDTA), in PBS gewaschen und 10’ Zellen pro Ansatz in 800 ul
Elektroporationspuffer resuspendiert. Die Suspension wurde mit 30 ug des durch Sall
linearisierten 7Targeting-Konstrukts gemischt, in eine 4 mm Elektroporationskiivette tiberfiihrt
und 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden gepulst (250V Spannung, max. 500 pF
Kapazitit, 5,5-6,5 ms Pulslidnge), anschliefend 10 min inkubiert und wie oben beschrieben
auf fiinf 10 cm Schalen ausgesdt. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt und die
Selektion durch Zugabe von 150-250 pg/ml G418 (Geneticin) gestartet. Das Selektions-
medium wurde eine Woche lang taglich gewechselt. Am neunten Tag wurden die Platten mit
PBS gewaschen und mit 10 ml PBS iiberschichtet. 192 der selektierten Kolonien mit runder,
scharf abgegrenzter Morphologie wurden in 96 Well-Platten mit vorgelegtem Trypsin/EDTA
iiberfiihrt, vereinzelt und anschlieend in gelatinierte, mit MEF beschichtete 96 Well-Platten
ausgesit. Das Medium wurde tiglich gewechselt und die Klone zwei Tage spiter 1:4
passagiert, so dass jeder selektierte Klon sowohl fiir die spédtere Verwendung im
Blastozystentransfer eingefroren als auch seine genomische DNA fiir Southern Blots isoliert
werden konnte. Zum Einfrieren in 96 Well-Platten wurde das Medium gewechselt, die Zellen
zwei Stunden spidter mit PBS/EDTA gewaschen und mit 40 pl 0,25% Trypsin/EDTA

vereinzelt. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 60 pl Stammzellmedium inhibiert und die
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Platte auf Eis gestellt. Nun wurde zu jedem Well 100 pl 2x Einfriermedium zugegeben und

sorgféltig gemischt. Die Platte wurde mit Klebeband versiegelt und bei -80°C eingefroren.

Southern Blot

Die Isolierung genomischer DNA sowie die Southern Blots wurden im Labor der UKE Core
Facility ,Transgene Tiere’ von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann
durchgefihrt.

Die Sonde fiir den Southern Blot wurde per PCR vom BAC RP23-372F16 amplifiziert, nach
Herstellerangaben in den pCR®2.1-TOPO® Vektor kloniert und nach Bedarf mittels Xhol-
Restriktionsverdau ausgeschnitten. Zur Isolierung der DNA aus den Stammzellen im 96 Well-
Format wurde das Medium alle zwei Tage bis zum Erreichen vollstandiger Konfluenz
gewechselt. Das Medium wurde abgekippt und jedes Well der Platte mit 200 ul PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit je 100 ul ES-Zell-Lysispuffer Gber Nacht bei 55°C und
100% relativer Luftfeuchte lysiert. Dem Lysat wurde im Verhdltnis 1:10 8 M LiCl und
anschlieBend 1:2 Isopropanol beigemischt. Die DNA wurde unter Schitteln tber Nacht bei
Raumtemperatur und 100% relativer Luftfeuchte gefallt. Die Platte wurde am néchsten
Morgen 30 min bei 3.800 min™ zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Die Pellets wurden
mit 70% Ethanol gewaschen und bei 55° getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl TE-Puffer
uber Nacht bei 37°C und 100% relativer Luftfeuchte geldst.

Die isolierte DNA jedes Klons wurde mit 20 U des Restriktionsenzyms Ndel in einem
Gesamtvolumen von 50 pl Gber Nacht bei 37°C verdaut. Die DNA-LOsungen wurden
anschlieBend Uber Nacht auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und die Position des Markers
fotografisch dokumentiert. Das Gel wurde fir 10 min in 0,25 M HCI inkubiert, mit A. dest.
gewaschen und flr weitere 15 min in 0,4 M NaOH inkubiert. Die DNA wurde anschlie3end
uber Nacht durch Kapillarkrafte mit 0,4 M NaOH aus dem Gel auf eine Nylon-Membran
geblottet und am nachsten Tag fur 10 min in 2xSSC inkubiert. Danach wurde die Membran
2h auf einem Filterpapier bei 80°C gebacken. Die Membran wurde dann in eine
Hybridisierungsflasche gelegt und mit vorgewdrmtem Hybridisierungspuffer und Herring
Sperm DNA fiir 1h bei 60°C gerollt. AnschlieRend wurden 2,5-5x10° cpm radioaktiv
markierte Sonde pro ml Hybridisierungsmix 5 min gekocht und in den Hybrisierungspuffer
pipettiert. Der Hybridiserungsmix wurde Uber Nacht mit der Membran inkubiert. Die
Membran wurde mit Puffer A und Puffer B jeweils so lange gewaschen, bis mit einem
Handmonitor im Waschpuffer keine Aktivitit mehr detektiert werden konnte. Die

Hybridisierungssignale wurden mit Hilfe eines Bioimagers detektiert.
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Die drei im Folgenden beschriebenen tierexperimentellen Arbeiten fur die Herstellung der
knock-out Mauslinie wurden in der UKE Core Facility ,Transgene Tiere’ von PD Dr. Irm

Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann durchgefihrt.

Gewinnung von Blastozysten zur ES-Injektion

Schwangere Weibchen wurden an Tag 3,5p. c. getdtet, der Uterus entnommen und frei
prapariert. Die Uterushérner wurden an ihren Enden aufgeschnitten und die enthaltenen
Blastozysten mit KSOM/HEPES-Medium aus dem Uterus ausgespilt. Die Blastozysten
wurden unter Ol in kleinen Tropfen KSOM-Medium bei 37°C und 5% CO; bis zu ihrer

Verwendung inkubiert.

Injektion von embryonalen Stammzellen in Blastozysten

Die zu injizierenden Blastozysten wurden auf eine Injektionsplatte in KSOM/HEPES-
Medium 0berfihrt und dort mittels einer Haltekapillare fixiert. Etwa 20 der embryonalen
Stammzellen wurden in eine Injektionskapillare aufgezogen und durch Durchstechen der
Zona Pellucida und des Trophoblasts in die fixierte Blastozyste injiziert. Die Injektions-
kapillare wurde nach einer kurzen Verweildauer wieder entfernt und die injizierten

Blastozysten bis zur weiteren Verwendung inkubiert.

Transfer der injizierten Blastozysten in scheinschwangere Ammen

Zum Transfer der Blastozysten wurden scheinschwangere Ammen verwendet, die drei Tage
vor dem Eingriff mit vasektomierten — also sterilen — Bécken verpaart wurden. Fir die Injek-
tion wurden die Tiere narkotisiert, der Uterus durch einen seitlich angebrachten Schnitt aus
der Bauchhdhle gezogen und dort fixiert. Pro Uterushorn wurden bis zu neun Blastozyten
injiziert und der Uterus nach der Injektion wieder zuriickgeschoben. Die Wunde wurde ver-
naht und darauf geachtet, dass die Maus wahrend der Wirkdauer der Anésthesie nicht unter-
kuhlt.
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2.2.3. Tierexperimentelle Methoden

Die Tierhaltung und Handhabung von Versuchstieren innerhalb der Zuchtbarrieren (z. B.
Wiegen und die Abnahme von Schwanzbiopsien) wurden von den Tierpflegerinnen und

Tierpflegern der Versuchstierhaltung des UKE durchgefiihrt.

Genotypisierung anhand von Schwanzspitzenbiopsien

Zur Genotypisierung wurde wenige Tage alten Mausen unter CO,-Kurznarkose ein kurzes
Stuck der Schwanzspitze entnommen und dieses tUber Nacht bei 55°C in 150 bis 300 pl
Proteinase K Lysispuffer lysiert. Eventuelle Restaktivitdit wurde durch zehnminitige

Inkubation bei 95°C inhibiert. Die Lysate wurden anschlieRend per PCR analysiert.

Tamoxifen-Behandlung

Zur Induktion des konditionalen Knock-outs wurden Mause der entsprechenden Genotypen in
Gruppen zu drei bis sechs Tieren Uber drei Wochen mit Tamoxifen-haltigem Spezialfutter
gefittert (1 g Tamoxifen pro kg Futter). Die Tiere wurden wahrend und nach der Behandlung
regelmaRig untersucht und ihr Gesundheitszustand anhand einer Scoring-Tabelle bewertet.
Die gesamte Gruppe wurde spatestens dann fur die entsprechende finale Untersuchung ver-

wendet, sobald ein Tier einer Gruppe anhand dieser Bewertung getotet werden musste.

Kardiale Perfusion und histologische Analysen

Die kardialen Perfusionen und die Anfertigung sowie Mikroskopie histologischer Préaparate
wurden im Zentrum fur molekulare Neurobiologie Hamburg des UKE von Dr. Michaela
Schweizer durchgefihrt.

Die Mduse wurden durch intraperitoneale Injektion von 1 ul Ketamin/Xylazin pro Gramm
Korpergewicht narkotisiert. Die Narkosetiefe wurde durch den Zwischenzehenreflex Uber-
prift. Daraufhin wurde der Bauchraum ertffnet und das Zwerchfell sowie der Brustkorb
durchschnitten. Anschliefend wurde eine Kandle in den linken Herzventrikel eingefiihrt und
mittels einer Klemme befestigt. Der rechte Vorhof wurde angeschnitten und der Blutkreislauf
der Maus mit etwa 10 ml PBS gespult. AnschlieBend wurde das PBS durch das Fixativ (4%
PFA in PBS) ersetzt und die Maus durch Spilen mit 50 ml des Fixativs fixiert. Der Maus
wurden die bendtigten Organe entnommen und bis zur Einbettung in Fixativ gelagert. Die in
Paraffin eingebetteten Organe wurden geschnitten, auf Objekttrager gezogen und fir die

Farbungen bzw. Immunhistochemie verwendet.
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2.2.4. Molekularbiologische Methoden
RNA-Isolation

Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, in 1 ml TriFAST resuspendiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Suspension wurden 200 ul Chloroform beigemischt und
anschlieBend 15 s geschuttelt. Nach 15 min Inkubation wurde weitere 15 min bei 4°C und
21.000 g zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt und
die RNA durch Zugabe von 500 ul Isopropanol, zehnminitige Inkubation und erneute
Zentrifugation ausgeféllt. Das Pellet wurde zweimal in 75% Ethanol gewaschen und danach
luftgetrocknet. Die RNA wurde in DEPC-Wasser aufgenommen und 10 min bei 55°C

inkubiert. AnschlieBend wurde ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

cDNA-Synthese / reverse Transkription

Fur die Verwendung als Template in PCR-Experimenten wurde die RNA in cDNA umge-
schrieben (reverse Transkription). Dazu wurden 1 ug RNA und 100 pMol Oligo(dT)s-Primer
mit nukleasefreiem A. dest. auf 12,5 ul aufgefiillt und mit 4 ul Reaktionspuffer, 20 U RNase-
Inhibitor, 1 mM jedes dNTPs und 200 U Reverse Transkriptase auf 20 ul Reaktionsvolumen
aufgefillt. Die Reaktion lief 1 h bei 42°C und wurde anschlieBend bei 70°C fur 10 min
gestoppt. Die cDNA konnte direkt fiir die RT-PCR verwendet oder musste fur den Einsatz in

der real-time RT-PCR mit 30 ul nukleasefreiem A. dest. (2:5) verdiinnt werden.

PCR

Alle PCRs wurden mit nukleasefreiem A. dest. angesetzt und fir jeden Mastermix als
Negativkontrolle eine Wasserprobe (non-template control) sowie, wenn verflgbar, eine
Positivkontrolle gefahren. Alle verwendeten Primer, deren Anlagerungstemperaturen

(Annealing) und Elongationszeiten im verwendeten Puffer sind im Kapitel 2.1.12 angegeben.

Klonierungs-PCR

Pro PCR-Reaktion fur Klonierungen wurden ca. 50 ng Template-DNA bzw. 4 ul eines unver-
dinnten cDNA-Ansatzes mit 10 ul 5-fach high fidelity Puffer, je 25 pMol des 5°- und 3’-
Primers, 0,2 mM jedes dNTPs und 1 U Phusion DNA Polymerase gemischt und mit dH20
auf 50 ul Gesamtvolumen aufgefillt. AnschlieBend wurde nach folgendem Programm

amplifiziert:
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Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung  98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s
Anlagerung Variabel 15s 3
Elongation 72°C 1 min/1000 bp
Denaturierung 98°C 10s
Anlagerung 65-68°C 10s 32
Elongation 72°C 30 s/1000 bp
Finale Elongation 72°C 10 min 1

Nach der Amplifikation wurde das PCR-Produkt auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt
und die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem Gel

Extraction Kit aufgereinigt und fur die weitere Klonierung verwendet.

PCR-basierte Punktmutagenese

Als Template fiir die PCR-basierte Punktmutagenese wurde ein Expressionsvektor eingesetzt,
der das zu mutierende Insert enthielt. Die Primer mussten fur die Ligation des PCR-Produkts
am 5’-Ende phosphoryliert sein, der forward-Primer enthielt das veranderte Triplett. Fir die
PCR-Reaktion wurden 10 pg der Template-DNA, 10 ul 5x high fidelity Puffer, 200 uM jedes
dNTPs, je 0,5 uM der Primer sowie 1 U Phusion DNA Polymerase gemischt und mit dH,O

auf 50 ul aufgefillt. AnschlieBend wurde nach folgendem Programm amplifiziert:

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung  98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s
Anlagerung Variabel 15s 25
Elongation 72°C 30 s/1000 bp
Finale Elongation 72°C 10 min 1

Nach der Amplifikation wurden 5 pl der PCR-Reaktion mit 5 ul Quick Ligation Buffer und
0,5 ul Quick T4 DNA Ligase gemischt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend wurden 5 ul des Ligationsansatzes in DH5a transformiert. Am ndchsten Tag
wurden einzelne Kolonien durch Sequenzierung auf die induzierte sowie eventuell spontan

aufgetretene, unerwiinschte Mutationen untersucht.
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Genotypisierungs-PCR
Pro Reaktion wurden 2 ul des Schwanzspitzenbiopsie-Lysats, 10 ul DreamTaq Green PCR
Master Mix und je 7,5 pMol des 5’- und 3’-Primers gemischt, mit dH,O auf 20 pl Gesamt-

volumen aufgefillt und nach folgendem Programm amplifiziert:

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung  94°C 1 min 1
Denaturierung 94°C 20s
Anlagerung 58°C 20s 35
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 72°C 5 min 1

Der Genotyp jeder Maus wurde anhand mehrerer PCR-Ansétze bestimmt, die je nach Ver-
paarung individuell zusammengestellt wurden. Die Auswertung erfolgte durch Auftrennung
Uber ein 1%-iges Agarose-Gel und anschliefende Visualisierung durch Ethidiumbromid-
farbung und UV-Licht.

Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden im Anschluss an die Amplifikation in die Taschen eines 1%-igen
Agarose-Gels pipettiert, je nach Elektrophoresekammer bei 80 V bis 120 V aufgetrennt und
mittels Ethidiumbromidfarbung und UV-Licht visualisiert. Die im Gel enthaltene DNA
wurde, nach Fragmentlangen getrennt, in Form von Banden sichtbar. Anhand der Lauflange
und eines Grolenmarkers (DNA-Leiter) konnten die einzelnen Fragmentlangen bestimmt
werden. DNA-Banden, die fir Klonierungen weiterverwendet werden sollten, wurden aus

dem Gel ausgeschnitten und mit dem Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Real-time RT-PCR

2,5 ul eines verdiinnten cDNA-Ansatzes (siehe Abschnitt cDNA-Synthese / reverse Trans-
kription) wurden pro Replikat mit 12,5 pul Maxima SYBR Green Master Mix, je 4 pMol des 5’-
und 3’-Primers bzw. 2,5ul des Primermixes gemischt und mit dH,O auf 25upl
Gesamtvolumen aufgefullt. Pro Ansatz und Gen wurden drei Replikate, pro Referenzgen zwei
bis drei Replikate angesetzt. Die Amplifikation und gleichzeitige Datenerhebung erfolgte im

real-time Thermocycler mit folgendem Programm:
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Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung  95°C 3 min 1
Denaturierung 95°C 155
Anlagerung 57°C 30s 40-42
Elongation 72°C 30s
Schmelzkurve 50°C — 95°C 20 s/Schritt 1

Die erhaltenen Daten fir jedes Gen und jede Probe wurden anhand des jeweiligen

Referenzgens nach der 22*°®-Methode normalisiert und ausgewertet'®.

Heat-shock Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Pro Transformation wurden 50 ul DH5a in einem 1,5 ml Reaktionsrohrchen auf Eis aufgetaut,
vorsichtig mit bis zu 50 ng DNA (oder maximal 5 ul DNA-L6sung) gemischt und 5 min auf
Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der heat-shock flr 20 s bei 42°C. Die Suspension wurde
erneut 2 min auf Eis inkubiert und 250 ul S.0.C. Medium zugefuigt. Die Bakterien wurden
nun eine Stunde bei 37°C geschuttelt, 3 min bei 1.000 g abzentrifugiert und in 100 ul des
Uberstandes resuspendiert. Die Suspension wurde anschlieRend auf einer Agar-Platte mit dem

entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Max. 100 ng oder 1 ul DNA wurden in ein Reaktionsrohrchen pipettiert und auf Eis gekdhit.
Elektrokompetente Bakterien (z. B. DH10B) wurden auf Eis aufgetaut und 20 ul der
Suspension vorsichtig in das vorbereitete Rohrchen gegeben. Bakterien und DNA wurden
vorsichtig gemischt, in eine gekihlte 0,1 cm Kivette Uberfuhrt und mit folgenden Parametern
elektroporiert: Spannung: 2.0 kV, Widerstand: 200 Q, Kapazitat: 25 pF. Die Bakterien
wurden zigig in 1 ml S.0.C. aufgenommen und 1h bei 37°C geschittelt. 200 ul der
Bakteriensuspension wurden dann auf einer Agar-Platte mit dem entsprechenden Antibio-

tikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Mini-Prep)

2 ml einer Ubernachtkultur wurden zentrifugiert (1 min, 20.000 g) und das Pellet in 100 ul der
Losung | resuspendiert. Zur Lyse wurden 200 ul Lésung Il zugegeben, gemischt und 5 min
auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden durch Zugabe von 150 pl Ldsung Il neutralisiert und
weitere 5 min inkubiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 1 ml Ethanol gefallt und 10 min

bei 20.000 g pelletiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und
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in 50 bis 100 ul A. dest. aufgenommen. Die DNA-Konzentration konnte anschlieRend photo-

metrisch ermittelt werden.

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Maxi-Prep)

250 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei 5.000 g pelletiert
und unter Verwendung des PureYield Plasmid Maxiprep System-Kits nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Die DNA wurde mit 1 ml A. dest. von der Binding Column gel6st und die DNA-

Konzentration der Lésung anschliefend photometrisch bestimmt.

Phenol-Chloroform-Aufreinigung von Plasmiden

Die DNA-L6sung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und
sorgféltig gemischt. Die entstandene Losung wurde 1 min bei 20.000 g getrennt und die
obere, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Anschliefend wurde die ent-
haltene DNA durch Zugabe von einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7,8) und drei
Volumina Ethanol fur 5 min bei -80°C prézipitiert. Das Prézipitat wurde durch Zentrifugation
(20.000 g, 5 min, 4°C) pelletiert und einmal mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde
unter sterilen Bedingungen luftgetrocknet und in sterilem A. dest. bzw. dem benétigten Puffer

(TE bzw. PBS) gel6st. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch.

Klonierung von Plasmiden

Die amplifizierten und aufgereinigten DNA-Fragmente (Inserts) sowie die Zielplasmide
wurden mit den bendtigten Restriktionsenzymen nach Herstellerangaben in 100 pl-Ansétzen
geschnitten und mittels des PCR Purification Kits aufgereinigt. Die DNA-Konzentrationen
wurden photometrisch bestimmt, 20 bis 50 ng des vorbereiteten Plasmids mit der dreifachen
Molekiilmenge des Inserts, 2 ul T4 DNA Ligase Puffer sowie 1 U T4 DNA Ligase (bzw. 5 U
im Fall einer blunt end Ligation) gemischt und mit dH,O auf 20 ul Gesamtvolumen
aufgefillt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 5 ul der Reaktion in DH5a-
Zellen transformiert. Am néchsten Tag wurden einzelne Kolonien in 3 ml LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum 0berfihrt und Uber Nacht bei 37°C geschittelt. Die
enthaltene Plasmid-DNA wurde aufgereinigt (siehe Aufreinigung von Plasmid-DNA aus
Bakterien) und die DNA anhand eines Restriktionsverdaus und Sequenzierung auf die

korrekte Insertion und eventuelle Mutationen des klonierten Gens untersucht.
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2.2.5. Proteinbiochemische Methoden

Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung flir Western Blot

Zellen wurden auf Eis mit 0,3 bis 1 ml SDS-Lysispuffer pro 10 cm Schale bzw. ca. 10 Zellen
fir 10 min lysiert und das Lysat anschlieBend 15 min bei 20.000 g und 4°C geklart. Zur
Konzentrationsbestimmung mit BCA wurde das Lysat sowie eine BSA-Standardreihe 1:20
mit dem BCA working reagent versetzt und die Extinktion nach einer 30-minitigen
Inkubation (37°C) bei 562 nm photometrisch gemessen. Zur Auswertung wurde die
Extinktion einer Blank-Probe von den anderen Messwerten subtrahiert und die

Konzentrationen der Proteinlysate anhand der Standardreihe errechnet.

Western Blot

Die bendtigte Proteinmenge jeder Probe wurde mit Lysispuffer auf das gleiche Volumen
aufgefillt und mit 5x Ladepuffer sowie DTT versetzt. Die Taschen eines 10%-igen Acryl-
amidgels wurden jeweils mit einem GrolRenstandard bzw. den Proben gefullt und die Proteine
bei 120 V aufgetrennt (PAGE). Anschlieend wurden die Proteine bei 60 mA/Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert und freie Proteinbindestellen der Membran eine Stunde
in Blockierlésung (5% Milchpulver bzw. 3% BSA in PBS-T) abgesattigt. Danach wurde die
Membran mit dem Erstantikorper in frischer Blockierlésung tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Membran wurde anschlieffend dreimal 10 min mit PBS-T gewaschen und eine Stunde mit
dem Sekundarantikorper in PBS-T inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde das
Signal durch Zugabe eines Chemilumineszenzsubstrats und Exposition von Réntgenfilm oder

einer CCD-Kamera gemessen und quantifiziert.

Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung fur die 2D-PAGE

Die Zellen wurden durch Trypsin/EDTA von der Schale geldst bzw. zentrifugiert, zweimal
mit PBS gewaschen und in ca. 0,5ml Urea-Puffer 15 min bei Raumtemperatur lysiert.
AnschlieRend wurde das Lysat bei 20.000 g 15 min geklart und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal Gberflhrt.

Zur Konzentrationsbestimmung mit der Bradford-Methode wurden 30 ul jeder Probe sowie
einer BSA-Standardreihe mit 30 ul 0,1 M HCI und 240 ul A. dest. gemischt. 25 ul dieser
Losung wurden mit 875 ul Bradford-Reagenz (1:5 in A. dest.) gemischt und 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach wurde zur Erstellung einer Standardreihe die Absorption der
Standardreihe und anschlieRend der Proben bei 595 nm gemessen. Die Proteinkonzentration

der Proben wurde vom Photometer anhand der Standardreihe automatisch ermittelt.
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Mini-2D Western Blot

Pro Mini-2D Western Blot wurden 20 pug Protein mit Urea-Puffer auf 125 ul aufgefullt und
damit ein 7 cm pH 4-7 Strip tUber Nacht rehydriert. Am nédchsten Tag wurden die Proteine
entlang des auf dem Strip bestehenden pH-Gradienten anhand ihres isoelektrischen Punkts
(IEP) aufgetrennt (1. Dimension). Dazu wurde folgendes Programm eingestellt: Fokus-
temperatur 20°C, maximale Spannung 50 pA/Gelstrip. Zundchst 500 V fir 30 min, dann
5000 Vh linear, gefolgt von 5000 Vh rapid und schlielich 2 h bei 500 V. Die Strips konnten
im Laufe des letzten Schrittes enthommen und weiter verwendet werden. AnschlieRend
wurden die Strips mit 1% DTT in Urea-Puffer 15 min aquilibriert und weitere 15 min mit
4,8% lodacetamid alkyliert. Je ein Strip sowie ein mit Proteinmarker getranktes Filterpapier
wurden auf ein 10%-iges Trenngel aufgelegt und mit gerade noch flussiger, 0,5%-iger
Agaroselosung aufgefillt, die zur Visualisierung der Lauffront mit etwas Bromphenolblau
versetzt war. Zur Auftrennung anhand des Molekulargewichts wurden 120 V angelegt, bis die
Lauffront gerade aus dem Gel herausgelaufen war (2. Dimension). Die weiteren Schritte

entsprachen den im Abschnitt Western Blot beschriebenen.

*H-Spermidin Einbau

Der H-Spermidin Einbau wurde von Michael Preukschas im Isotopenlabor des Campus
Forschung (UKE) durchgefihrt.

107 Zellen der Linie Ba/F3 p210 wurden in 25 cm? T-Flaschen kultiviert. Dem Medium wurde
75 uCi *H-Spermidin zugegeben und die Zellen 48 h spéter in SDS-Lysispuffer lysiert. Die
Lysate wurden zentrifugiert (20.000 g, 4°C, 15 min) und die Proteinkonzentration mittels
BCA ermittelt. 200 ug Protein wurden durch Zugabe eines Zehntel VVolumens 100%-iger
Trichloressigsaure (TCA) und 5-minutiger Inkubation bei -20°C, gefolgt von 15 min bei 4°C,
gefallt. Die Proteine wurden zentrifugiert (5 min, 16.000 g) und zweimal mit 1 ml 10% TCA
gewaschen, dem zusétzlich 1 mM Spermidin und Spermin beigemischt worden waren. Das
Protein wurde in SDS-Lysispuffer resuspendiert und bei 95°C vollstandig denaturiert. Die
Proteinlésung wurde Uber 12% Bis-Tris NuPage Gele aufgetrennt und Coomassie-geférbt.
Die gefarbten Gele wurden flr die spatere Ladekontrolle dokumentiert, entfarbt und fiir 1 h in
EN3HANCE-L6sung inkubiert. Die Gele wurden bei 60°C vakuumgetrocknet und Rontgen-
filme bei -80°C einen bis drei Monate darauf exponiert. Die Filme wurden anschlielend

entwickelt und mit einem GS-800 Densitometer digitalisiert.
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2.2.6. TAP-Assay und Identifizierung von Protein-Protein Interaktionen durch

massenspektrometrische Analyse

Tandemaffinitatsaufreinigung (Tandem affinity purification, TAP)

Alle Aufreinigungsschritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefihrt. Alle verwendeten

Losungen und Puffer wurden auf Eis vorgekihlt. Eine schematische Darstellung der Arbeits-

schritte ist in Abbildung 2.5 dargestellt.

Zur Aufreinigung wurden bis zu 10*° Zellen in PBS gewaschen und in 1 ml TAP-Lysispuffer

pro 2-5x10’ Zellen 15 min lysiert. Das Lysat wurde durch Ultrazentrifugation bei 48.000 g fiir

(a)

TAP-tag
aa O T~ Lysat mit Zielproteinkomplexen und
‘ ‘ - anderen zellularen Proteinen
(b)
- IgG (c)
(C
- O Beads
TEV™ (d)
Protease
Waschen
(e)
g - Zielproteinkomplexe mit Resten
’_‘ - nicht gebunder zellularer Proteine

(f)

. Streptavidin o
- Beads (9)
Waschen
(h)
: Aufgereinigte Zielproteinkomplexe

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Tandem-
affinitatsaufreinigung (TAP). Lysate von retroviral mit
einem TAP-Expressionskonstrukt transduzierten Zellen
werden nach der Lyse (a) mit IgG-Beads inkubiert (b), ge-
waschen (c), und die das Zielprotein enthaltenen Protein-
komplexe durch TEV-Verdau spezifisch eluiert (d). Nach
der Inkubation des Eluats (e) mit Streptavidin-Beads (f) und
erneutem Waschen (g) kann das aufgereinigte Zielprotein
und die daran bindenden Proteine und Proteinkomplexe
durch Aufkochen in SDS-Puffer eluiert werden (h).

45 min geklart (Abb. 2.5a).
Proben, die spéter massen-
spektrometrisch analysiert
werden sollten, wurden an-
schliefend in zwei gleiche
Teile aufgeteilt und separat
aufgereinigt sowie analysiert.
Auf diese Weise wurden tech-
nische Replikate der gesamten
TAP-MS/MS Prozedur herge-
stellt. Der Uberstand wurde
2h mit 1 ml IgG Sepharose
Beads pro 10% eingesetzter
Zellen inkubiert (Abb. 2.5b).
Die Beads wurden anschlie-
Rend drei Mal in Lysispuffer
und drei Mal in TEV-Reakti-
onspuffer gewaschen (Abb.
2.5¢). Danach wurde das SG-
Tag durch dreistindige Inku-
bation mit 100 U acTEV-Pro-
tease pro 100 ul Beads ge-
schnitten (Abb. 2.5d) und der
Uberstand (Abb. 2.5e) erneut
eine Stunde mit 750 ul Strep-

tavidin Sepharose Beads pro
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10" eingesetzte Zellen inkubiert (Abb. 2.5%).
Die Beads wurden drei Mal mit TEV-Reaktions-
puffer gewaschen (Abb. 2.5g), die gebundenen
Proteinkomplexe durch kurzes Aufkochen in
SDS-Lysispuffer denaturiert und in Ldsung
gebracht (Abb. 2.5h).
Die Proteinproben fiir die massenspektro-
metrische Analyse wurden auf einem 10%-igen
Acrylamidgel tiber eine Lénge von 2 bis 4 cm
aufgetrennt und pro Spur in 8 bis 10 Einzel-
proben geschnitten.

Abbildung 2.6 zeigt einen repridsentativen
Western Blot von Aliquots eines elF-5A1 (SG)-
TAP, die zur spiteren Uberpriifung der Aufrei-
nigung nach allen Schritten des TAP-Protokolls

genommen wurden.
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Abbildung 2.6: Reprasentativer Wes-
tern Blot mit Zwischenschritten der
TAP-Aufreinigung. Von den einzelnen
Schritten der TAP-Aufreinigung von elF-
5A1 aus ca. 5x10° Zellen der Linie BaF/3
p210 elF-5A1 (SG) wurden jeweils 1% bis
5% der Gesamtmenge abgenommen und
das aufgereinigte elF-5A1 (SG) anhand
des TAP-Tags mit dem Anti-Myc-Tag Anti-

korper im Western Blot detektiert. Die Ver-
schiebung zu einem kleineren Molekular-
gewicht wird durch die spezifische Elution
von der IgG-Bead Matrix mittels der TEV-
Protease verursacht.

Massenspektrometrie

Die Analyse der Proben erfolgte am Institut fiir Medizinische Biochemie und Molekular-
biologie der Universititsmedizin Greifswald und wurde dort von Dr. Simone Venz, Dr.
Vishnu Dhople sowie weiteren wissenschaftlichen Mitarbeitern durchgefiihrt.

Die Proteine wurden im Gel iiber Nacht bei 37°C mit 20 ng/pul Trypsin in 20 mM
Ammoniumbicarbonat verdaut und anschlieBend mit 50% Acetonitril in 0,1% Essigsdure
extrahiert. Der Uberstand wurde getrocknet und die Peptide erneut in 10 pl 2% Acetonitril in
0,1% Essigsdure gelost. Die Losungen wurden dann am FTICR Massenspektrometer
analysiert.

Die erhaltenen Daten wurden mit der Software Scaffold 3.00.07 (Proteome Software,
Portland, OR) analysiert. Der Grenzwert fiir identifizierte Peptide wurde auf 95%, Sequest
ACn Scores grofer als 0,1 und XCorr Scores groBer als 2,3 fiir zweifach sowie 3,8 fiir
dreifach und vierfach geladene Peptide eingestellt. Der Grenzwert fiir identifizierte Proteine

wurde ebenfalls auf 95% und mindestens zwei Peptide eingestellt.
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Alle identifizierten Proteine wurden zweifach gefiltert: Zundchst wurden alle Proteine
entfernt, die nicht in beiden technischen Replikaten eines Bait-Proteins gefunden wurden.
Weiterhin wurden Proteine, die durch ldentifikation in eGFP-CTAP Eluaten als ,Matrix-
Proteom’ markiert waren, ebenfalls aus allen anderen Listen entfernt (vgl. Kapitel 3:

,Ergebnisse’).

2.2.7. Zellbiologische Methoden

Protein fragment complementation assay (PCA)

Durch den PCA kénnen Protein-Protein Interaktionen (PPI) in lebenden Zellen nachgewiesen,
zelluldren Strukturen zugeordnet und quantifiziert werden. Fir den PCA werden zwei
Expressionskonstrukte kotransfiziert, die je ein Fusionsprotein kodieren, deren Interaktion
nachgewiesen oder analysiert werden soll. Jedes der Proteine ist mit einem Fragment des
yellow fluorescent protein (YFP) fusioniert, dem N-terminalen und dem C-terminalen Teil*®
(YFPy und YFPy).

Am Tag vor der Transfektion wurden 10° NIH3T3-Zellen pro Well einer 24-Well Platte
ausgesdt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden pro Ansatz 3 pg
Plasmid-DNA sowie 6 ul Lipofectamin 2000 separat in je 50 ul OptiMem | Medium geldst
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die beiden Lésungen wurden gemischt und weitere
20 min inkubiert. Wahrenddessen wurde das Zellmedium durch 0,5 ml frisches Adhé&sions-
zellmedium ohne Antibiotika getauscht und die Transfektionslosung dazugegeben. Die Zellen
wurden daraufhin 5 h bei 37°C inkubiert und das Medium erneut gewechselt. Die Auswertung
erfolgte nach etwa 24 h durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sowie durchflusszyto-
metrische Analyse der transfizierten Zellen. Alle Transfektionen wurden in Duplikaten durch-

geflihrt und mindestens einmal wiederholt.

Zellzyklusanalyse durch Propidiumiodid (PI)-Farbung

Fiir die Zellzyklusanalyse nach Ricardi und Ricoletti*'” wurden 1-2x10° Zellen in 1 ml PBS
gewaschen und zentrifugiert. Die Zellen wurden anschliefend in 500 ul PBS resuspendiert
und durch Zugabe von 4,5 ml kaltem, 70%-igem Ethanol fixiert.

Nach erneutem Waschen der Zellen mit kaltem PBS wurde das Pellet wieder in 500 ul PBS
aufgenommen und weitere 500 ul DNA extraction buffer zugefiigt. Nach 5 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Zellen zentrifugiert und in 1 ml DNA staining solution
resuspendiert. Die Suspension wurde mindestens 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln

inkubiert und anschlieend durchflusszytometrisch ausgewertet.
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2.2.8. Bioinformatische Methoden
Die bei der massenspektrometrischen Analyse der TAP-Eluate identifizierten Proteine wurden

wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben durch Datenbankabfragen annotiert und weiter analysiert.

Dabei wurden folgende Datenbanken verwendet:

Name URL Version
STRING™® http://string-db.org/ 9.0

IntAct!* http://www.ebi.ac.uk/intact/ 3.1
GeneMANIA  http://www.genemania.org/ nicht zutreffend
Uniprot'?! http://www.uniprot.org/ nicht zutreffend
Panther!?!% http://pantherdb.org/ 7.0

IPA http://www.ingenuity.com/index.html (Login bendtigt) 9.0

OMA browser'?* http://omabrowser.org/cgi-bin/gateway.pl Nov 2010

Die Vorbereitung des Netzwerkes in tabellarischer Form aus den Daten der Massen-
spektrometrie erfolgte in Microsoft Excel 2003, dessen Visualisierung und Analyse wurde
durch den Import der Tabelle in die Software Cytoscape 2.8.1'%

dafiir erhaltlichen Erweiterung ClusterONE 0.92* durchgefiihrt.

und durch Verwendung der

2.2.9. Statistische Auswertungen
Die in Diagrammen angegebenen Werte sind in den jeweiligen Bildunterschriften erlautert.

Generell wurden Messwerte in der Software GraphPad Prism 5 statistisch ausgewertet und
grafisch dargestellt. Wenn im Text der Bildunterschriften nichts anderes angegeben ist, zeigen
alle Diagramme die Mittelwerte (Saulen) und den Standardfehler (Fehlerbalken) der
jeweiligen Werte. Die statistische Analyse erfolgte je nach Struktur der Daten durch den
Student’s T-Test bzw. one-way oder two-way ANOVA mit dem jeweils passenden post-test.
Die jeweils verwandte Methode ist in den Bildunterschriften angegeben.

PCA-Kombinationen wurden in Duplikaten parallel zu den entsprechenden Kontrollen
verwandt. Alle Messungen wurden in mindestens einem unabhéngigen Versuch reproduziert
und somit fiir jede Kombination mindestens vier Messwerte erhalten. Die Werte aller
zusammengehorenden und parallel durchgefiihrten Kombinationen (Wildtyp und Mutanten
derselben elF-5A Isoform) wurden durch one-way ANOVA mit dem Dunnett oder Bonferroni

post-test statistisch analysiert. Dabei wurden sowohl die Unterschiede zur Negativkontrolle

* Bisher ist zu ClusterONE keine Publikation erschienen. Die Dokumentation und der Quellcode der Software
sind unter http://www.paccanarolab.org/software/cluster-one/index.html verfugbar.
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(MCFD2) als auch die der normalisierten Werte parallel durchgefiihrter Kombination
untereinander untersucht.

Generell wurden Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant bewertet.
Die p-Werte wurden wie folgt dargestellt: Nicht signifikant (n. s.) oder keine Markierung fur
p > 0,05, * fir p < 0,05, ** fir p < 0,01 und *** fiir p < 0,001.
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3. Ergebnisse

Die folgenden in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Teilexperimente wurden in
Kooperationsarbeiten durchgefiihrt. Daher sollen hier an zentraler Stelle erneut diejenigen
Wissenschaftler namentlich Erwéhnung finden, die diese Experimente ganz oder teilweise
durchgefiihrt haben:

e Alle Arbeiten mit embryonalen Stammzellen und Blastozysten, von der Kultivierung
und Elektroporation tber das Screening per Southern Blot bis zur Injektion und dem
Transfer der Blastozysten in Ammentiere wurden von PD Irm Hermans-Borgmeyer
und Sarah Homann in der UKE Core Facility ,Transgene Tiere’ oder mit Eigen-
beteiligung unter ihrer Anleitung durchgefuhrt. Dies ist jeweils auch bei den
Beschreibungen der einzelnen Methoden in Kapitel 2 angegeben.

. Die Tierhaltung und Handhabung von Versuchstieren innerhalb der Zuchtbarrieren
(z. B. Wiegen und Abnahme von Schwanzbiopsien) wurden von Susanne Conrad,
Ivonne Deutschmann, Marina Schroder sowie anderen Tierpflegerinnen und
Tierpflegern der Versuchstierhaltung des UKE durchgefuhrt.

. Die kardiale Perfusion und die anschlieBenden histologischen Untersuchungen der
KO-Tiere wurden von Dr. Michaela Schweizer in der UKE Core Facility ,Morpho-
logie’ durchgefihrt.

. Der Einbau radioaktiv markierten Spermidins zum Nachweis der Hypusin-
modifikation wurde von Michael Preukschas im Isotopenlabor des Campus
Forschung (UKE) durchgefhrt.

. Die Kultivierung der Zellen im Bioreaktor wurde von Oscar Platas-Barradas und
Martin Schaletzky an der Technischen Universitdt Hamburg-Harburg (TUHH)
durchgefiihrt.

. Die massenspektroskopischen Analysen wurden von Dr. Simone Venz und Dr.
Vishnu Dhople sowie weiteren wissenschaftlichen Mitarbeitern am Institut flr
medizinische Biochemie und Molekularbiologie an der Universitat Greifswald

durchgefiihrt.

Das Protein elF-5A wurde in verschiedenen Arbeiten als potentielle Zielstruktur zur
Entwicklung neuartiger Therapien flr verschiedene Krankheiten, darunter Krebs, AIDS und

61,126,127

Diabetes identifiziert (vgl. Abschnitt 1.2). Um das tatsdchliche therapeutische

Potential sowie seine zellbiologischen Grundlagen zu bestimmen, ist ein detailliertes
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Verstandnis der molekularen Mechanismen der elF-5A-Funktion und der Auswirkung seiner
Inhibition flr den Séugerorganismus Voraussetzung. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Modelle hergestellt und charakterisiert, die zur Schaffung dieser Voraussetzung beitragen
sollen (vgl. Abb. 1.3):

Um eine in vivo Funktionsanalyse der Hypusinmodifikation im Saugetiermodell zu er-
mdoglichen, wurde eine konditionale knock-out (KO) Mauslinie fur die Deoxyhypusin
Hydroxylase etabliert. Dieses Modell erlaubt es, das Dohh-Gen mittels Expression der Cre-
Rekombinase aus dem Mausgenom zu entfernen und so die Expression von DOHH voll-
standig zu verhindern.

Des Weiteren wurde im zweiten Teil der Arbeit ein Interaktionsnetzwerk der an der Hypusin-
modifikation beteiligten Proteine elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH hergestellt. Dieses
Netzwerk soll dazu beitragen, die molekularen Mechanismen der Funktionsweise dieser
Proteine sowie der Hypusinmodifikation besser zu verstehen. Zu diesem Zweck wurde eine
hochsensitive Methode zur Ermittlung von Protein-Protein Interaktionen (PPI) etabliert —
Bioreaktor-TAP-MS/MS — und auf diese Proteine angewandt. Die Zuverldssigkeit dieser
Methode wurde durch verschiedene Kontrollexperimente Uberpruft. Die erhobenen Daten
wurden durch Hilfsmittel der Bioinformatik zu einem Interaktionsnetzwerk erweitert und auf

funktionelle Hinweise untersucht.

3.1. Herstellung eines konditionalen knock-out Mausmodells der

Deoxyhypusin Hydroxylase

3.1.1. Knock-out Strategie und Herstellung des Targeting-Vektors

Im ersten Schritt der Herstellung des KO-Mausmodells fur das Dohh-Gen musste ein
Targeting Vektor entworfen und kloniert werden, in dem das loxP-markierte und mit einer
Neomycin-Resistenz selektierbare Zielgen, von Homologiearmen flankiert, vorlag (Abb. 3.1).
Fur die Insertion der loxP und der Selektionskassette wurden die Introns zwischen den Exons
eins und zwei sowie vier und funf gewahlt (Abb. 3.2). Durch Cre-Aktivitat wurden somit die
Exons zwei bis vier aus dem Dohh-Gen entfernt. Dabei wurden sowohl das in Exon 2
liegende Startcodon, sowie die kodierende Sequenz fir 4 der 8 Eisen bzw. das Substrat koor-
dinierenden Aminosauren’ entfernt (Abb. 3.3). Eine genauere Analyse der verbleibenden
Gensequenz ergab, dass das erste potentielle Startcodon des einzigen in 3’-Richtung der
Deletion verbleibenden Exons 5 auBerhalb des Leserahmens liegt und das erste Startcodon im
Leserahmen die Aminosdure Met,sg kodiert. Selbst wenn die mMRNA des Cre-rekombinierten

Gens ab Metyss translatiert werden sollte, fehlten dem dabei entstehenden C-terminalen
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Fragment DOHH33.302

Beginn zwei weitere  koordi-

. Ende
Minimalvektor Amp on Minimalvektor

nierende  Aminosduren
(6/8). Es wurde gezeigt,
dass jede einzelne dieser
Aminosduren fiir die
DOHH-Funktion essen-
tiell war’*. Daher konnte
davon ausgegangen wer-

DOHH pSub Plasmid den, dass die verbleiben-

17265 bp

de Gensequenz kein
Protein mehr kodiert, das
iiber  DOHH-AKktivitét
verfligt.

Exon 1
Um die genomische Ziel-

sequenz manipulieren zu

neo/kan konnen, wurde mittels
Exon 4 Exon 3

Abbildung 3.1: Darstellung des Dohh-KO Minimalvektors.
Das Dohh-Gen wurde mit mehren kb flankierender 3’- und 5-  CloneFinder des Natio-
Sequenz aus dem BAC heraus in einen Minimalvektor rekombi- )
niert und dort mit einer loxP-Sequenz im Intron 1-2 und einer Se- nal Center for Biotech-
lektionskassette in Intron 4-5 versehen. Die Sall Schnittstelle wird
zur Linearisierung des Konstrukts flir die homologe Rekombi-
nation in embryonale Stammzellen benotigt. (NCBI)® ein diese ent-

haltendes bacterial artificial chromosome (BAC) identifiziert (RP23-372F16) und von einer

des Mus musculus

nology Information

zentralen Bezugsquelle angefordert (siehe Abschnitt 2.1.9). Zunédchst wurde per PCR mit
Dohh-spezifischen Primerpaaren eine etwa 2,3 kb groBle Teilsequenz des Dohh-Gens
amplifiziert. Abbildung 3.4 zeigt eine Aufnahme des per Gelelektrophorese aufgetrennten
PCR-Produkts. Die Dohh-Sequenz schien demnach wie erwartet in der BAC-Sequenz ent-
halten zu sein. Um dies zu belegen und die Sequenz auf zufillig aufgetretene Mutationen zu
iberpriifen, wurde die Dohh-Sequenz auf dem BAC vollstindig sequenziert. Dafiir wurden elf
Primer entworfen (siche Tabelle 1 in Abschnitt 2.1.12). Abbildung 3.5 zeigt die erreichte
Sequenzabdeckung des Dohh-Gens auf dem BAC RP23-372F16. Es ist zu sehen, dass der
tiberwiegende Teil der Sequenz doppelt sequenziert wurde. So konnten fehlerhafte

Sequenzierergebnisse von tatsdchlichen Mutationen unterschieden werden. Da der trans-

¥ erreichbar unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/mvhome/mvclone.cgi?taxid=10090
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latierte Bereich des Gens sowie die fiir das Targeting vorgesehenen Bereiche der Annotation
der Ensembl-Datenbank” entsprachen, wurde das BAC fiir die Herstellung der DOHH knock-

out Maus benutzt.

>
(a)
Exon 1 Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
loxP-PGK-gb2-neo-loxP
Kassette, Red/ET Red/ET Rekombination (b)

> loxP loxP

—B -
Exon 1 PGK-gb2-neo Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

Cre
Rekombinase Cre Rekombination (c)

> loxP Southern Sonde

—._ ﬁ///
Exon 1 Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

FRT-PGK-gb2-neo-FRT-loxP

Kassette, Red/ET Red/ET Rekombination (d)
loxP
> loxP FRT FRT|
E— —> Dg &
Exon 1 Exon2 Exon 3 Exon 4 PGK-gb2-neo Exon 5

Abbildung 3.2: Strategie der Klonierung des Dohh-KO Konstruktes. Nach der Rekombi-
nation in den Minimalvektor wird in das Dohh-Gen (a) innerhalb des Introns 1-2 durch
Red/ET-Rekombination eine loxP-PGK-gb2-neo-loxP Kassette eingesetzt (b). Durch Expres-
sion der Cre-Rekombinase wird diese anschlieRend wieder entfernt, zurlick bleibt eine ein-
zelne loxP-Sequenz (c). In dieses Konstrukt wird im Intron 4-5 eine weitere Kassette (FRT-
PGK-gb2-neo-FRT-loxP) kloniert (d). Die eingezeichnete, flir den spateren Southern Blot
eingesetzte Sonde ist zur genomischen Sequenz in 3’-Richtung aulerhalb der im Minimal-
vektor enthaltenen flankierenden Sequenz komplementar.

Das Dohh-Gen konnte nun mittels Red/ET-Rekombination aus dem BAC in einen Minimal-
vektor umkloniert werden, der aufgrund der deutlich geringeren Gesamtldnge sowie einer
hoheren Kopienzahl in Bakterien leichter handhabbar war. Dafiir wurde der Minimalvektor,
bestehend aus einem Replikationsursprung und einem Ampicillin-Resistenzgen, per PCR
amplifiziert. Dabei wurde dieser durch Verwendung geeigneter Primer-Oligonukleotide mit
homologen Sequenzen versehen, die das Dohh-Gen flankieren und als Marker fiir die spétere

Rekombination dienten. Das Amplifikat wurde anschlieBend mittels Red/ET-Rekombination

™ http://www.ensembl.org/
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in Bakterien mit dem BAC RP23-372F16 rekombiniert, um den Minimalvektor mit der
Sequenz des Dohh-Gens zu erhalten (Abb. 3.2a - Herstellungsstrategie). Mittels anschlieBen-
dem Restriktionsverdau konnte ein Klon identifiziert werden, der die korrekt rekombinierte

Sequenz aufwies (Abb. 3.6).

(a) Start Met,,, Stop.,,

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
Intron 1-2 Intron 2-3 Intron 3-4 Intron 4-5

(b) Start Met,., Stop

Cc

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der vom Dohh Knock-out betroffenen
Bereiche. (a) Die loxP-Sequenzen innerhalb des Dohh-Gens vermitteln den Verlust der
Exons 2 bis 4 (hell eingefarbte Bereiche). Die verbleibende Gensequenz (dunkel eingefarbte
Bereiche) kdnnte im richtigen Leserahmen ab Met,ss abgelesen werden. (b) Darstellung der
mRNA, analog zu (a). (¢) Schematische Darstellung des DOHH-Proteins mit gebundenem
Substrat (elF-5Apn,). Die Positionen der fir die Substratbindung (Es7, E2os) und die Koordina-
tion der Eisenionen (Hsg, Hsg, Ego, H207, H240 UNd E34q, Eisen nicht eingezeichnet) bendtigten
Aminosauren sind ebenfalls eingezeichnet. Die hell eingefarbten Bereiche werden durch den
KO entfernt. Proteindarstellung veréndert nach Kang et al.”.

Anschlieflend sollte eine loxP-Sequenz in das Intron 1-2 des Dohh-Gens integriert werden.
Dafiir wurde zunéchst eine loxP-PGK-gb2-neo-loxP Selektionskassette an den Zielort
kloniert. Dies geschah ebenfalls durch Red/ET-Rekombination (Abb. 3.7, Abb. 3.2b). Um die
Selektionskassette wieder zu entfernen und nur die bendtigte loxP-Sequenz zuriick zu lassen,
wurde die Selektionskassette durch Expression der Cre-Rekombinase entfernt (Abb. 3.8, Abb.
3.2¢). Zuletzt musste noch eine weitere Selektionskassette in das Intron 4-5 integriert werden.

Die Integration dieser Kassette wurde analog zur Integration der ersten Selektionskassette
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durchgefiihrt (Abb. 3.9, Abb. 3.2d). Um

das spétere

Selektionskassette  und

normale Expression des loxP-markierten

Dohh-Gens zu ermdglichen, wurde eine

loxP-FRT-PGK-gb2-neo-FRT

gewdhlt, von der nach Rekombination

mit der Flp-Rekombinase nur eine loxP-

sowie eine

zuriickblieb (Abb. 3.10).

Ausschneiden

damit

FRT-Erkennungssequenz

der
die

RP23-372F16
RP23-117B19

Kassette

Abbildung 3.4: PCR-
Amplifikation mit fiir
das Dohh-Gen spezi-
fischen Primern im
BAC RP23-372F16. Die
PCR amplifiziert ein
etwa 2,3kb grolles
Fragment des Dohh-
Gens. Im Gegensatz zu
den Negativkontrollen
(BAC mit genomischer
Sequenz eines anderen
Chromosoms sowie
eine  Wasserkontrolle)
ist die entsprechende
Bande deutlich zu
erkennen.

4?27

Dohh

Dohh1 >
Dohh2
Dohh3
Dohh4
Dohh5
Dohh6
Dohh7
Dohh8
Dohh9
Dohh10
Dohh11

Abbildung 3.5: Sequenzabdeckung der Kontrollsequenzierung des Dohh-Gens vor
Beginn der Klonierung des Dohh-KO Konstruktes. Die eingezeichneten Pfeile ent-
sprechen den tatsachlich sequenzierten Bereichen unter Verwendung des angegebenen

Primers.

Dieser Schritt fand jedoch erst
in der Maus statt, da die in der
Kassette enthaltene Neomy-
cinresistenz wihrend des wei-
teren  Herstellungsprozesses
als Marker fiir die Insertion in

die embryonalen Stammzellen

benotigt wurde.

Klon1 2 3 4 5§ 6 7

Abbildung 3.6: Screening
von sieben Klonen des
Dohh-Minimalvektors
durch EcoRI-Restriktions-
verdau. Das bei gewlinsch-
ter Integration des Dohh-
Gens in den Minimalvektor
zu erwartende Banden-
muster (5,5/3,2/2,9/2,3/1,6
kb) ist in der Spur des Klons
Nr. 3 zu sehen.

Analog zu der Sequenzierung vor den Rekombinationsschritten wurde die gesamte DOHH-

kodierende Sequenz, inklusive der neu integrierten Regionen, erneut sequenziert. Auch dies-

mal wurde ein Klon vollstindig zweifach sequenziert und festgestellt, dass beide rekombinier-

ten Sequenzen spezifisch integriert haben und dass die Exons des Dohh-Gens keine Verdnder-
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ungen zur in der
Datenbank hinterleg-
ten Sequenz aufwie-
sen. Dieser sequen-
zierte Klon wurde fiir
die folgenden Schritte

verwendet.

N 6'\
6- .
& oy
x x
< ¢ O
& A0 S 0
MV Dohh+loxP Q" \© MV Dohh+loxP \\0 \\0

123&‘@(") 1 2 3 O
kb

0,5_ 0!5_

Abbildung 3.7: Screening von fiinf Klonen des Dohh-Minimal-
vektors (MV) durch PCR und EcoRI-Restriktionsverdau nach
erfolgtem Einbau der ersten Selektionskassette. (a) Die PCR
amplifiziert ein ca. 500 bp groRes Fragment, das aus der Kassette in
das daran grenzende Dohh-Gen hineinreicht. (b) Das Bandenmuster
nach dem EcoRI-Verdau entspricht bei allen finf Klonen dem zu
erwartenden Muster nach korrekt erfolgter homologer Rekombination
(5,5/3,2/2,9/2,3/2,0/1,2 kb). Die entstandenen Unterschiede zwi-
schen dem Ausgangszustand (links) und dem Produkt der Rekombi-

nation (rechts) sind durch rote Dreiecke dargestellt.

[
MV Dohh+Kass. 1 @\Q'w&‘ MV Dohh+Kass. 1
(@ 52345 () F kont 2 3 4 5

U B L

—

Abbildung 3.8: Screening von drei Klonen des Dohh-Minimalvektors (MV) nach er-
folgter Entfernung der ersten Selektionskassette durch EcoRI-Restriktionsverdau und
PCR. (a) Das Bandenmuster nach dem EcoRI-Verdau entspricht bei allen drei Klonen dem
zu erwartenden Muster nach erfolgter Cre-Rekombination. Dieses unterscheidet sich nur
durch die 34 bp lange loxP-Sequenz vom Minimalvektor vor dem Einbau der
Selektionskassette (MV Dohh, s. Abb. 3.6), lasst sich aber gut von dem Zustand des
vorhergegangen Schritts (vor der Cre-Rekombination) unterscheiden (MV Dohh + Kass. 1, s.
Abb. 3.7). Das rote Dreieck markiert die modifizierte Bande. (b) Die PCR amplifiziert im
korrekten Konstrukt ein ca. 300 bp groRes Fragment (rotes Dreieck), das lUber die loxP-Site
verlauft. Die Grélkenunterschiede zur enthaltenen Selektionskassette (MV Dohh + Kass. 1,
ca. 1,8 kb) und zum Konstrukt ohne loxP-Sequenz (34 bp kleiner) sind gut erkennbar.
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3.1.2.

Das fertige Targeting Konstrukt wurde lineari-
siert (Abb. 3.11) und durch Elektroporation in
murine embryonale Stammzellen (mESC) der

Auskreuzung 129/X1 x 129/S1 transfiziert. Die

Methode machte sich die Funktion des
zelluldren Systems zur Erkennung und
Reparatur von  DNA-Doppelstrangbriichen
zunutze.

Die lineare DNA wurde dabei von der Zelle
erkannt und von ihr durch homologe Rekombi-
nation unter Zuhilfenahme des Schwester-
chromosoms als Vorlage repariert. Im Gegen-
satz zu ,,echten® Doppelstrangbriichen wird hier
allerdings die Sequenz des linear vorliegenden
Plasmids in eines der Zielchromosomen inte-
griert und dabei die Sequenz des urspriinglichen

Wildtypallels durch die modifizierte Version
ersetzt. Da das System jedoch nicht fehlerfrei

Targeting von embryonalen Stammzellen, Blastozysten-Transfer

MV _Dohh final
(@) "eens

MV Dohh final
(b) ME5ms

Abbildung 3.9: Screening von drei
Klonen des Dohh-Minimalvektors
(MV) nach erfolgter Insertion der
zweiten Selektionskassette durch
PCR und EcoRI-Restriktionsverdau.
(a) Das Bandenmuster nach dem EcoRI-
Verdau entspricht bei den Klonen 2 und
3 dem zu erwartenden Muster nach
korrekter Insertion (5,5/3,2/2,9/2,8/1,7/
1,1 kb). Das rote Dreieck markiert die
neu entstandenen Bande. (b) Die PCR
amplifiziert im korrekten Konstrukt ein ca.
400 bp grofRes Fragment (rotes Dreieck),
das aus dem Intron 4-5 in die Selektions-
kassette reicht.

arbeitet und die eingebrachte Sequenz hiufig an

falscher Stelle ins Genom integriert, miissen nach erfolgter Neomycin-Selektion einzelne
Klone per Southern Blot auf die korrekte Insertion liberpriift werden (Abb. 3.12).

Ein Klon wurde fiir die weiteren Schritte ausgewdhlt und dessen ES-Zellen in Blastozysten
der Linie C57BL/6 injiziert. Diese Blastozysten wurden nun in den Uterus einer schein-
schwangeren Maus transferiert. Dabei macht man sich zunutze, dass die Bereitschaft der
Gebdrmutterschleimhaut weiblicher Méuse zur Einnistung von Embryonen durch den Koitus
induziert wird. Der Einsatz eines durch Vasektomie sterilisierten Bocks stellt dabei sicher,
dass es nicht zur Befruchtung und Einnistung von Eizellen der Amme kommt. Die injizierten
Blastozysten nisten sich im Anschluss an die Implantation in die Gebarmutterschleimhaut der
Amme ein und werden von dieser ausgetragen. Dabei entstehen durch die Vermischung der
bereits in den Blastozysten vorhandenen embryonalen Stammzellen der Ursprungslinie und

der injizierten Dohh ™€ Zellen Chiméren, die sich anhand der Fellfarbe erkennen lassen.
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loxP
loxP FRT FRT|
»- — DB
Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 PGK-gb2-neo Exon 5
Flp
Rekombinase Flp Rekombination (1)
loxP
loxP FRT|
B —D>B-
Exon 1 Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
Cre vermitteltes Knock-out der Exons 2 bis 4 (2)
loxP
-
Exon 1 Exon 5

Abbildung 3.10: Knock-out Strategie nach erfolgreichem Nachweis der Keimbahn-
transmission. Durch Expression der Flp-Rekombinase (a) liegt das Dohh-Gen, abgesehen
von zwei loxP- und einer FRT-Sequenz, wieder im Ursprungszustand vor. Durch Expression
der Cre-Rekombinase kénnen die Exons 2 bis 4 aus dem Dohh-Gen entfernt werden (b).

Die injizierten Zellen der 129-Linie S
\\@- (‘ Abbildung 3.11: Linearisie-
fihren zu braunem Fell, wihrend Q}G d\\" rung des Dohh-KO Minimal-
C57BL/6-Tiere schwarzes Fell haben. 6‘3& \\° vektors zur Elektroporation
kb in embryonale Stamm-
Durch den Beitrag von Zellen beider - zellen. Durch die Linea-
risierung wird die Knauel-
Linien sind chimédre Tiere durch ein 10- - strukturgdes Plasmids (super-

coiled) geldst, das veranderte
Laufverhalten im Agarosegel
erkennbar (Abb. 3.13). Fiir die Weiter- 3- verursacht einen scheinbaren
GréRenunterschied.

braun-schwarz geschecktes Fellmuster 5

gabe des modifizierten Allels ist aus-

schlaggebend, ob injizierte Zellen zur Anlage der Keimbahnzellen beigetragen haben. Dies
erkennt man nach der Riickkreuzung der chiméren Bocke mit Weibchen der Linie C57BL/6 —
nur Nachkommen mit brauner Fellfarbe sind potentielle Trdger des modifizierten Dohh-
Allels. Braune Nachkommen der ersten Tochtergeneration (N;) wurden daher genotypisiert
und solche mit dem Dohh™®-Genotyp fiir weitere Verpaarungen verwendet. Die so herge-
stellte Linie erhielt die Bezeichnung C57BL/6-Dohh™?**, die sich an den Empfehlungen des

International Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice'" orientiert.

" erreichbar unter http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtml
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3.1.3.

Fir die Genotypisierung der ver-
schiedenen Dohh-Allele aus Schwanz-
spitzenbiopsien wurden vier Kombinati-
onen von PCR-Primern genutzt, anhand
derer sich alle moglichen Allelkombina-
tionen voneinander unterscheiden lieen.
Die verwendete Strategie sowie Bei-
spiele verschiedener Genotypen sind in
Abbildung 3.14 abgebildet.

Wie im vorhergehenden Abschnitt be-

schrieben, wurden fiir die homologe Re-

(rekomb. Allel)

Genotypisierungs- und Riickkreuzungsstrategie

-
14 kb— =

[
!ifggg*

Abbildung 3.12: Southern Blot genomischer
DNA der embryonalen Stammzellklone nach
erfolgter homologer Rekombination. Das
Sall-Fragment mit dem markierten Allel ist mit
14 kb um etwa 2 kb gr6Ber als das Wildtyp-Allel
und kann so davon unterschieden werden. Die
Signale oberhalb der Reihe spezifischer
Banden sind unspezifisch. Die markierten
Klone wurden spéater fur den Transfer in Blasto-
zysten verwendet.

kombination Stammzellen der 129/X1 x 129/S1 Auskreuzung verwendet und die ent-

standenen Tiere in die C57BL/6 Linie eingekreuzt. Da der sogenannte genetische Hintergrund

einer Linie, also deren einzigartige Kombination genetischer Variationen, einen starken Effekt

auf die Auspriagung verschiedener Phédnotypen hat (vgl. Abschnitt 1.5.1), mussten die

transgenen Miuse nun wieder auf einen

definierten  Hintergrund  zuriickgekreuzt

werden. Dafiir wurde die C57BL/6-Linie
gewihlt, da diese bisher am umfassendsten
charakterisiert wurde und die meisten Linien,
die spiter eventuell in diese Linie eingekreuzt
werden sollen, ebenfalls auf diesem Hinter-

grund geziichtet wurden.

Abbildung 3.13: Mause der Founder (No)
und N;-Generation. (a) Wenige Tage alte
Tiere der Founder-Generation. Der Grad des
Chimarismus kann anhand der Fellfarben
abgeschatzt werden. Braune Fellbereiche
entstammen den injizierten Stammzellen,
wahrend schwarze Bereiche (rote Pfeile) von
den in der Blastozyste vorhandenen Stamm-
zellen herrihren. (a) Mutter (C57BL/6,
schwarzer Pfeil) mit zwei verschieden alten
Woirfen. Die braune Fellfarbe der Jungtiere
(brauner Pfeil) belegt die erfolgreiche Keim-
bahntransmission der injizierten Stamm-
zellen.
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a) WT (+ Primerpaar 2 (430 b
(a) (+) Primerpaar 3 (2,4 kb) paar 2 ( P)
'_>
Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 Exon 5
(b) tg Primerpaar 1 (515 bp)
Primerpaar 2 (2,1 kb)
Primerpaar 4 (1,9 kb)
Primerpaar 3 (4,2 kb)
>
B —> s =
Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 PGK-gb2-neo Exon 5
c) flox Primerpaar 2 (557 b
(©) Primerpaar 3 (2,6 kb) 2rpaar 2 (357 bp)
Primerpaar 4 (322 bp)
>
—— —D-
Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 Exon 5

(d) KO (<)  Primerpaar 3 (489 bp)

>
—

Exon 1 Exon 5

(e) +/+ +/flox +/tg +/KO
M1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

kb

3_ — — m—

1 —

05— - - 2w, — —

Abbildung 3.14: Genotypisierungsstrategie fur die verschiedenen Genotypen. Fir die
Bestimmung der verschiedenen mdglichen Genotypen wurden vier Primerpaare entworfen.
Jeder Genotyp ist mit allen theoretisch amplifizierbaren Paaren dargestellt. (a) Das Wildtyp-
allel wird hauptsachlich durch das 430 bp umfassende Produkt des Primemaars 2
charakterisiert. (b) Das rekombinierte Allel vor der Flp-Rekombination ergibt in Kombination
mit Primemaar 1 ein 515 bp groBes Fragment. (¢) Das gefloxte Dohh-Gen ist an der bei
557 bp detektierbaren Bande mit Primermpaar 2 und einer 322 bp groBen Bande mit
Primempaar 4 zu erkennen. (d) Das KO-Allel ergibt mit Primemaar 3 ein 489 bp groBes
Fragment. (e) Genotypisierung anhand von Schwanzspitzenbiopsien aller vier Genotypen (a)
bis (d), jeweils unter Verwendung aller vier Primerpaare. Die Nummerierung der Spuren
entspricht der der Primerpaare in a) bis d).
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h'™2Ba! iber zehn Generationen durch

Um dies zu erreichen, wurde die hergestellte Linie Doh
Verpaarung mit Tieren der Line C57BL/6 auf diesen Hintergrund zurlick gekreuzt. Dieser
Prozess nahm, bei einer durchschnittlichen Generationszeit von elf Wochen, etwa zwei Jahre
in Anspruch. Dabei wurde in der zweiten Generation (N2) durch Einkreuzen einer transgenen
Linie, die die Flp-Rekombinase exprimiert, die Selektionskassette entfernt (siehe Abschnitt
3.1.1, Abb. 3.10).

Ublicherweise geht man bei dieser Strategie davon aus, dass nach zehn Generationen alle aus
der 129-Ursprungslinie stammenden Allele durch Allele der C57BL/6-Linie ausgetauscht
wurden und nun, abgesehen vom modifizierten Allel und seiner unmittelbaren Umgebung, der
genetische Hintergrund des C57BL/6-Stammes vorliegt.

Das loxP-markierte Zielgen zeigte zu keiner Zeit einen erkennbaren negativen Einfluss auf
individuelle Tiere oder die Verteilung der Genotypen in der Zucht. Auch die Verpaarung
zweier Tiere mit heterozygot gefloxtem Zielgen ergab die zu erwartende Verteilung von
Genotypen. Der Nachwuchs zeigte keinen erkennbaren Phanotyp (nicht gezeigt). Damit
wurde gezeigt, dass die konditionale Modifikation des Dohh-Gens keinen offensichtlichen

negativen Einfluss auf den Modellorganismus hat.

3.1.4. Konditionaler und konstitutiver Knock-out des Dohh-Gens

Nach Abschluss der Rickkreuzung auf den C57BL/6-Hintergrund konnte das markierte
Dohh-Gen durch Expression der Cre-Rekombinase ausgeschaltet werden. Dazu wurden Indi-
viduen der Dohh-Linie mit so genannten Deleter-Mausen verpaart. Diese tragen das Gen, das
die Cre-Rekombinase kodiert. Durch die Wahl des entsprechenden Promoters kann hier die
Expression auf bestimmte Gewebe beschréankt werden. Konditionale, also zeitlich und lokal
beschrénkte KOs lassen sich durch induzierbare Systeme realisieren, die zum Beispiel auf der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren beruhen. Eine weitere Mdoglichkeit ist die Ver-
wendung eines Fusionsproteins aus der Cre-Rekombinase und dem Ostrogen-Rezeptor (Cre-
Esrl). Dieses Protein wird von seiner Esrl-Doméne im Zytoplasma lokalisiert. Erst nach
Bindung des Rezeptoragonisten 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) wird der Transport in den
Zellkern ausgeltst, wo die Cre-Rekombinase loxP-Sequenzen in der genomischen DNA
erkennt und entsprechend ihrer Anordnung rekombiniert®. In dieser Arbeit sind drei ver-
schiedene Deleter-Linien mit C57BL/6J Hintergrund eingesetzt worden: Eine generelle KO-
Linie, in der die Cre-Rekombinase in allen Entwicklungsstadien gewebsunabhangig
exprimiert wird und die daher zu einem vollstandigen KO der loxP-markierten Allele fiihrt.
Dartiber hinaus wurden zwei Tamoxifen-induzierbare CerEsrl-Linien eingesetzt, CAG-
CreEsr1™® und HSC-Scl-CreEsr1*? (vgl. Abschnitt 2.1.8). Wahrend bei der ersten die
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CreEsrl-Expression vom CAG-Promoter gesteuert wird und daher ubiquitér erfolgt, ist die

Expression der zweiten auf das blutbildende System beschrénkt.

3.2. Charakterisierung des Dohh Knock-out Phanotyps
3.2.1. Der heterozygote Dohh-KO fiihrt postnatal zu verzogertem Wachstum
Zundchst wurden Maéuse des
flox/+ . *kk
Dohh Genotyps mit Cre-Deleter 25- *dk
) o [+ %% 8
Mausen verpaart (vgl. Abschnitt + ***g 8 9 «x
] m il x - [+] X §
2.1.8). Der Nachwuchs dieser Ver- 3= 20 2 x X 8 X
= 9 %
paarungen wurde genotypisiert. § 154 . E %
Dabei wurden nur Cre-positive g, 8
: o 10- *
Tiere der Genotypen Dohh™";Cre" 4 ¢ B g g
0 X
(Wildtyp) und Dohh™";Cre" (Hetero- xo 5- B A
8
zygoter KO) gefunden. Damit ] I
0 I I I I I I I I I I I I | I
konnte gezeigt werden, dass in Cre-
seres POV ORP AR PPP D

positiven Tieren der KO des geflox-
ten Dohh-Gens zuverlissig stattfand
(vgl. Abb. 3.14). Tiere mit hetero-
zygotem KO zeigten keinen offen-

sichtlichen Phanotyp im Vergleich

Alter (Tage)

Abbildung 3.15: Entwicklung des Koérpergewichts
von Mausen mit heterozygotem Dohh-KO. Das
Korpergewicht einzelner Tiere wurde nach der Geburt
regelmalig bestimmt und anhand des Genotyps
kategorisiert. Die Messwerte sind jeweils einzeln

dargestellt. Quadrate: Heterozygote KO-Tiere; Kreise:
Wildtypen. Die Unterschiede zwischen beiden
Genotypen wurden fir jeden Tag mit dem two-way
ANOVA Test statistisch ausgewertet.

zu Geschwistertieren mit zwei
Wildtypallelen. Die Tiere wurden
postnatal regelméBig gewogen und
anhand ihres Genotyps gruppiert. Abbildung 3.15 zeigt die zeitliche Entwicklung des Kdorper-
gewichts der beiden Gruppen. Dabei wurde fiir einen Monat alte Miuse ein signifikanter

Unterschied des Kdrpergewichts festgestellt, der bis Tag 39 anhielt. Diese Daten zeigen, dass

bereits der Verlust eines Dohh-Allels Auswirkungen auf die Ontogenese hat.

3.2.2. Der Dohh-KO bewirkt einen letalen Phinotyp in der frithen Embryogenese

Um die Auswirkung des Verlusts beider Dohh-Allele zu untersuchen, wurden Tiere des
Dohh™" Genotyps untereinander verpaart. Bei der Genotypisierung des Nachwuchses fiel auf,
dass keine Méuse mit homozygotem Dohh KO geboren wurden. Die Auswertung dieser Ver-
suche ist in Abbildung 3.16a dargestellt. In 15 untersuchten Wiirfen mit insgesamt 80 Tieren

wurden 29 Wildtyp-Tiere und 51 Tiere mit heterozygotem Dohh-KO geboren. Die durch-
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schnittliche Wurfgrofle der +/- x +/- Verpaarungen lag mit 5,3 statistisch signifikant unter der

durchschnittlichen WurfgroBBe von +/flox x +/flox Verpaarungen (8,8, Abb. 3.16b). Der

zweite Wert entspricht in etwa der WurfgroBe, die auch bei Wildtyp-Verpaarungen zu

erwarten ist (nicht gezeigt, vgl. z. B. Kallikourdis et al.'*). Der Chi-Quadrat-Test gegen die

normalerweise zu erwartende Mendelsche Verteilung der Genotypen (1:2:1) ergab mit

1,3x107 eine hohe statistische Signifikanz. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der homozygote

Dohh-KO wiéhrend der Embryogenese letal wirkt. Dariiber hinaus wurden in keinem der

Wiirfe tot geborene Embryonen gefunden. Dies ist ein Indikator dafiir, dass die Letalitét

bereits in einem frithen Entwicklungsstadium einsetzt.

Um den Zeitpunkt der embryonalen Letalitét

weiter eingrenzen zu koénnen, wurden

zweier Entwicklungsstadien

3.17).

Embryonen
untersucht (Abb. Dafiir wurden
Blastozysten am Tag 3,5 p. c. gewonnen und
zwei Tage kultiviert. AnschlieBend wurde
die genomische DNA isoliert und jede
Blastozyste genotypisiert. Aufgrund der
geringen DNA-Ausgangsmenge konnten
einige Blastozysten nicht eindeutig genoty-
pisiert werden. 13 Blastozysten konnten
jedoch einem Genotyp eindeutig zugeordnet
werden (Abb. 3.17a, ¢ und d). Dabei wurden
auch homzygote Dohh KO-Genotypen
gefunden und mit einer Verteilung von 3:6:4
eine anndhernd Mendelsche Normalver-
teilung festgestellt. Die fiir den Dohh-KO
homozygoten Embryonen sahen etwas
kleiner aus und waren unregelméfiger ge-
formt. Durch die bisher geringen Zahlen
kann aus diesen Daten allerdings nur mit
Sicherheit geschlossen werden, dass der
homozygote Dohh-KO bis zum Tag 3,5 p. c.
noch keinen letalen Phénotyp bewirkt.

Als nichstes wurden Embryonen am Tag

(a)

Wiirfe 15
...... HE ). 2
E 0
Gesamt 80
O+/+ |
O+/-
_ -/

(b) 1 *
| 1

012 =
2
0101
2 '
S5 51
g ey

2 +/- x +/-  +/flox X +/flox

Abbildung 3.16: Der homozygote Dohh-KO
ist embryonal letal. (a) Die Genotypen aus
15 Wirfen mit insgesamt 80 Jungtieren
wurden bestimmt und mit den zu erwartenden
Genotypen verglichen. Statt der 1:2:1 Ver-
teilung der Genotypen bei normaler Entwick-
lung aller drei Genotypen war die tatsachlich
beobachtete Verteilung annahernd 1:2:0. Der
Unterschied zur Normalverteilung ist signifi-
kant (X%-Test). (b) Die durchschnittliche Wurf-
groRe aus Verpaarungen der Genotypen +/-
x +/- war signifikant kleiner als die von
+/flox x +/flox Verpaarungen (T-Test).
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(b) Abbildung 3.17: Die embryonale Leta-
litat tritt nach der Implantation, aber vor
dem Tag 9,5 p. c. ein. Blastozysten und
Embryonen aus +/- x +/- Verpaarungen,
prapariert an Tag 3,5 p.c. und 9,5 p.c.
Blastozysten wurden zwei Tage kultiviert
und deren Entwicklung taglich dokumen-

P tiert. (a) Verteilung der erfolgreich ermittel-
o+- | ten Genotypen aus Blastozyten (3,5 p.c. +
L.l ) Tage) (b) Verteilung der erfolgreich er-
(c) #+ : 4- . -/- :Gesamt mittelten Genotypen aus Embryonen (9,5
p. c.). (¢) Anzahlen der sicher genotypi-
sierten Blastozysten und Embryonen. (d)
Reprasentative lichtmikroskopische Auf-
nahmen der Blastozysten zwei Tage nach
der Praparation. (e) Praparierter Uterus an
Tag 9,5 p. c. Die kleineren Implantations-
stellen ohne auffindbare Reste von Em-
bryonen sind mit roten Pfeilspitzen mar-
kiert. (f) Frei prapariertes extraembryo-
nales Gewebe aus (e). Die Pfeilspitze
markiert einen Ort mutmallicher mater-
naler Infiltration.

9,5 p. c. untersucht. Dafiir wurde schwan-
geren Mdéusen zundchst der Uterus

entfernt (Abb. 3.17¢). Dabei fiel auf, dass

die vorhandenen Implantationsstellen in
zwei verschiedenen GroBen vorlagen.
Wihrend die groBeren normal entwickelte

Embryonen und extraembryonale Gewebe

enthielten, wurden in den kleineren zwar
teilweise resorbierte  extraembryonale
Gewebe gefunden (Abb. 3.17f), jedoch keine Embryonen. Bei der Genotypisierung konnte
aufgrund der fortgeschrittenen Lyse des Gewebes nur der miitterliche, heterozygote Genotyp
festgestellt werden. Die normal entwickelten Embryonen hatten Wildtyp- bzw. heterozygote
Genotypen (2 bzw. 10 von 12 eindeutig genotypisierten Embryonen, Abb. 3.17b und c).
Aufgrund der Beobachtung, dass zum einen keine Embryonen mit Dohh”™ Genotyp gefunden
werden konnten, aber zum anderen Implantationsstellen mit vollstdndig lysierten Embryonen
vorhanden waren, kann man darauf schlieBen, dass sich der vollige Verlust des Dohh-Allels

nach der Implantation (ca. 4,5 p. c.), jedoch einige Zeit vor 9,5 p. c. letal auswirkt.
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3.2.3. Histologische Untersuchung von Miusen mit Dohh™ -Genotyp

4+

Fiir histologische Analysen wurden je drei Mause mit dem Dohh™" und dem Dohh™ Genotyp
durch kardiale Perfusion fixiert und ihre Organe entnommen. Von den Milzen und dem
Knochenmark aller Tiere wurden Schnitte angefertigt und diese mit Methylenblau geférbt. In
Abbildung 3.18 sind repridsentative Bildausschnitte der Pridparate beider Genotypen gegen-
ibergestellt. Wiahrend im Milzgewebe des Wildtyps reife Blutzellen (hauptsdchlich Erythro-
zyten) zu sehen sind, fehlen diese im Gewebe des heterozygoten Dohh-KO Genoptyps.
Gleichzeitig ist das hauptsidchlich aus Fibroblasten bestehende retikuldre Grundgewebe der
Milz des heterozygoten Dohh-KO Genoptyps im Vergleich zum Wildtyp verdichtet. Diese
Beobachtung spiegelt sich auch in einer weniger intensiven Rotfiarbung von frisch préiparier-
ten sowie fixierten Milzen des Dohh™-Genotyps wider. Das Knochenmark von Wildtyp-

Maiusen und heterozygoten KO-Tieren zeigt keine offensichtlichen histologischen Unter-

schiede (nicht gezeigt).

ﬂ‘Lr’H ‘3'- ?

: l."' <K \L)A: ..‘

Abbildung 3.18: Histologische Untersuchung von Geweben adulter heterozygoter
Dohh-KO Tiere. Jeweils drei Mause mit Wildtyp- und heterozygotem Dohh-KO Genotyp
wurden durch kardiale Perfusion fixiert, dann wurden ihre Organe enthommen. Abgebildet
sind je ein reprasentativer Schnitt der Milzen beider Genotypen. Farbung mit Methylenblau.
Im Milzgewebe des Wildtyps sind Erythrozyten und Leukozyten (rote bzw. griine Pfeile) klar
zu erkennen. Diese sind im Gewebe des Dohh-KOs nicht vorhanden. Die Schnitte und
Farbungen wurden von Dr. Michaela Schweizer (ZMNH, Hamburg) angefertigt.
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3.2.4. Konditionaler Knock-out des Dohh-Allels

Um die Auswirkung des Dohh-KOs in adulten Tieren zu untersuchen, wurden Tiere mit dem
Dohh*™®*.Genotyp mit Deleter-Tieren der Linie B6.Cg-Tg(CAG-cre/Esr1*)5Amc/J (CAG-
CreEsrl, vgl. Abschnitt 2.1.8) verpaart. Der daraus resultierende Nachwuchs mit dem
Dohh*"*:CAG-CreEsr1*-Genotyp wurde wiederum mit Dohh*"*-Tieren verpaart. In etwa
vier Wochen alten Geschwistertieren der Genotypen Dohh"*M°:CAG-CreEsrl* (n = 3),
Dohh*"*:CAG-CreEsr1* (n=5) und Dohh**;CAG-CreEsrl* (Wildtyp-Kontrolle, n=3)
konnte nun durch die Behandlung mit Tamoxifen im Futter (1 g Tamoxifen pro kg Futter) der
Dohh-KO induziert werden. Die Tiere wurden nach dem Beginn der Induktion regelmaRig
uberwacht und gewogen. Die Entwicklung des Kdrpergewichts ist in Abbildung 3.19a darge-
stellt. Mduse, die homozygot fur das gefloxte Dohh-Allel waren, nahmen im Laufe der ersten
14 Tage der Tamoxifen-Behandlung Korpergewicht ab, wahrend die Wildtypen normal
zunahmen. Der Unterschied dieser Genotypen war nach 21 und 28 Tagen statistisch
signifikant (Faktor 1,6 und 1,9). Die heterozygoten Tiere lagen mit ihrem Kérpergewicht etwa
in der Mitte (Faktor 1,3 und 1,5 bezogen auf die KO-Tiere). Dieser Unterschied spiegelte sich
in Kdrpergrofle und -umfang wider (Abb. 3.19b). Von den bisher untersuchten drei KO-
Tieren verstarb eines 28 Tage nach Beginn der Behandlung. Die beiden anderen wurden nach
22 bzw. 30 Tagen aufgrund ihres Gesundheitszustandes getdtet. Dieser Verlauf ist in der
Kaplan-Meier Uberlebenskurve in Abbildung 3.19c dargestellt. Alle Tiere mit einem oder
zwei Wildtypallelen zeigten bis zu diesen Zeitpunkten keinerlei Beeintrachtigung in ihrem
Verhalten oder Aussehen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression funktioneller DOHH
auch fir die adulte Maus essentiell ist und bereits der Verlust eines Allels zu einer

Beeintrachtigung der normalen Gewichtszunahme fuhrt.
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Abbildung 3.19: Phanotyp nach konditionalem Dohh-KO in adulten (bzw. juvenilen)
Mausen. Der Dohh-KO in CAG-CreEsr1-positiven Geschwistertieren der abgebildeten Dohh-
Genotypen wurde im Alter von drei bis vier Wochen durch Fltterung mit Tamoxifen-haltigem
Futter (1 g/kg) Uber drei Wochen induziert. (@) Die bis dahin normalgewichtigen Tiere mit
homozygot gefloxtem Dohh-Allel (rote Dreiecke) verloren stark an Gewicht und blieben bei
ca. 80% des Ausgangsgewichts (n = 3). Die Tiere mit nur einem gefloxten Dohh-Allel (n = 5)
nahmen langsamer Gewicht zu als die Wildtypen (n = 3), zeigten ansonsten aber keine
gesundheitlichen Auswirkungen. Die Unterschiede zwischen den Genotypen Dohh™* und
Dohh™ wurden fiir jeden Zeitpunkt durch den two-way ANOVA Test mit Bonferroni post-test
statistisch ausgewertet. (b) Aufnahme je eines Wildtyp- und KO-Tieres vier Wochen nach
Induktion des Dohh-KO. (c¢) Kaplan-Meier Uberlebenskurve der drei Tiere mit homozygotem
KO. Eines der Tiere starb an Tag 28 nach Beginn der Behandlung, die anderen mussten an
den Tagen 22 und 30 getdtet werden. Tiere der beiden anderen Genotypen wurden
zusammen mit den Dohh” Individuen getdtet. Diese zeigten keine erkennbaren
Veranderungen in Aussehen oder Verhalten.

3.3. Herstellung einer Zelllinie fiir den konditionalen Dohh-KO in vitro

Murine embryonale Fibroblasten (MEF) wurden aus Embryonen von Dohh™"* x Dohh™"**
Verpaarungen am Tag 13,5 p. c. isoliert. Die Zellen einzelner Embryonen wurden zunéchst
separat kultiviert und spiter gemél ihrer Genotypen gruppiert und gemischt. Die Zellen
wurden nach dem Protokoll von Todaro und Green''* kultiviert (vgl. Abschnitt 2.2.7).

Dadurch lieBen sich die Primérzellen, die nur iiber eine begrenzte Teilungskapazitit verfiigen,
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in eine stabile Fibroblasten-Zelllinie umwandeln. Die daraus entstandenen Zelllinien
unterschieden sich im Hinblick auf ihre Wachstumsraten stark voneinander. Diese Unter-
schiede lieBen sich nicht mit dem Dohh-Genotyp in Zusammenhang bringen (Dohh™™* <
Dohh™ < Dohh™ ). Die Wachstumsrate der 3T3*”°"" mit dem Dohh"™ Genotyp lag
durchschnittlich bei 2,8 Verdoppelungen in drei Tagen (logy(N3/Ny)), wihrend die Dohh™-
Zellen nur etwa 1,9 Verdoppelungen in drei Tagen erreichten. Eine mogliche Erkldrung fiir
diese Unterschiede wire, dass unterschiedliche genetische Ereignisse eingetreten sind, die zur
Immortalisierung der jeweiligen Zelllinie gefiihrt haben. Daher wurde in der Folge moglichst
darauf verzichtet, die neu etablierten Fibroblasten-Zelllinien untereinander zu vergleichen und

stattdessen auf Kontrollen desselben Dohh-Genotyps zuriickgegriffen.

3.3.1. Knock-out des Dohh-Allels in vitro: Nachweis des Dohh-KO
Um weitere experimentelle Mog- —
lichkeiten zu erschlieen, sollte B Y’ packaging signal
. . Amp" Promoter ;
nun ein Modell etabliert werden, Amp P
das den induzierbaren KO des L
gefloxten Dohh-Allels in der
pMSCV puro CreEsrl

Zellkultur  ermoéglicht. Dazu  pBR322ori-| 8302 bp
wurde das bereits in den in vivo J7° QAGAMG stuffer
Versuchen genutzte CreEsrl- e
Fusionsgen eingesetzt. Das Gen & Skl

3' PCMV LTR
wurde aus der genomischen Puro” P

DNA einet CAG-CerEsrl- Abbildung 3.20: Vektorkarte des retroviralen pMSCV
Deleter Maus in das pMSCV  puro CreEsr1 Plasmids.

puro Plasmid umkloniert (Abb. 3.20) und dieser Expressionsvektor sowie eine Leervektor-
kontrolle durch retrovirale Transduktion stabil in das Genom der Dokh""*- und Dohh™"-
Fibroblasten integriert. AnschlieBend wurde der KO durch Zugabe von 100 nM 4-OHT ins
Kulturmedium ausgeldst. Wie in Abbildung 3.21 zu sehen ist, konnte der KO fiir alle drei
Schritte der Genexpression — also auf DNA-, mRNA- und Proteinebene — nachgewiesen
werden. Versuche mit hoherer Konzentration an 4-OHT (1 uM) zeigten, dass entweder 4-
OHT oder das verwendete Losungsmittel (95% Ethanol in 4. dest.) in dieser Konzentration
zelltoxisch wirkt (nicht gezeigt). Abbildung 3.21a zeigt die Genotypisierung von 3T3%7°" mit
Dohh™™*_Genotyp und dem CreEsrl-Gen vor der Behandlung, und sowohl mit und ohne
das CreEsr1-Gen nach zwei Tagen unter 4-OHT. Dabei wird deutlich, dass das verwendete

System auch ohne Induktion bereits einen Teil der gefloxten Genabschnitte rekombiniert.
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Abbildung 3.21: Untersuchung der DOHH-Expression nach erfolgtem KO in 3T3%P°h"
Fibroblasten mit stabil integriertem CreEsr1 Expressionskonstrukt. (a) Die Geno-
typisierung zeigt einen Mischgenotyp in unbehandelten Zellen mit CreEsr1, der vermutlich
durch eine induktionsunabhangige Basisaktivitat der Cre-Rekombinase hervorgerufen wurde.
Bereits nach zwei Tagen Induktion durch 4-OHT war nur noch wenig gefloxtes Allel nach-
weisbar. Zellen ohne CreEsr1 Expression zeigten nach der Induktion keinen Effekt auf ihren
Genotyp. (b) Real-time RT-PCR der Dohh- und Eif5a1-mRNA-Level im Verlauf der Behand-
lung mit 100 nM 4-OHT. Die abgebildeten relativen Expressionswerte wurden nach der
22C0_Methode™"® erst gegen Gapdh als Referenzgen und dann gegen den Wert unbe-
handelter Zellen (0d := 1) normalisiert. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgeflihrt.
Die abgebildeten Ergebnisse wurden in unabhangigen Versuchen erfolgreich repliziert (nicht
gezeigt). (c) Western Blots CreEsr1-exprimierender und Kontrollzellen mit Dohh""*-Geno-
typ vor und nach der Behandlung mit 100 nM 4-OHT. Die DOHH-spezifische Bande war
nach sechs Tagen kaum mehr nachweisbar, wahrend die DOHH-Expression der Kontroll-
zellen stabil blieb. Die elF-5A1-Expression zeigte auf Proteinebene keine detektierbare Ver-
anderung durch die Behandlung mit 4-OHT.
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Bereits nach zwei Tagen 4-OHT-Behandlung war das KO-Allel iiberwiegend vertreten,
wihrend das gefloxte Allel kaum noch nachweisbar war. Der Genotyp der Dohh™™",
CreEsr™“®-Zellen (Leervektorkontrolle) verinderte sich durch die Tamoxifen-Behandlung
nicht.

Diese Beobachtungen liefen sich auf der mRNA-Ebene zunichst bestidtigen (Abb. 3.21b):
3T3%P°" Zellen des Dohh™™*;CreEsr1*-Genotyps wurden zwei bis 18 Tage mit 100 nM 4-
OHT behandelt und deren Dohh- und Eif5al-mRNA-Level in real-time RT-PCR Experi-
menten mit den Expressionsniveaus unbehandelter Zellen verglichen. Bereits nach zwei
Tagen war die Dohh-mRNA auf 11% des Ursprungswertes gesunken und blieb bis zu Tag
neun auf einem vergleichbaren Niveau (Minimum 7% an Tag sechs). Ab Tag zwolf der
Behandlung zeigte sich allerdings ein deutlicher Anstieg der Dohh-Expression (auf 28%), der
sich im weiteren Verlauf verstiarkte und bis Tag 18 wieder 65% der Expression unbehandelter
Zellen erreichte. Auf das EifSal-Expressionsniveau hatte der Dohh-KO dagegen keinen
detektierbaren Einfluss. Die Werte der Eif5a/-mRNA verdoppelten sich zwar bis Tag zwei
anndhernd und fielen im Verlauf der Behandlung wieder auf etwa das 1,5-fache Niveau
unbehandelter Zellen ab, Anderungen dieser GroBenordnung konnen mit der real-time RT-
PCR allerdings nicht ausreichend zuverldssig bestimmt werden. Der beobachtete Trend
korrelierte in seinem zeitlichen Verlauf aber ungefidhr mit der Erholung des Dohh-mRNA-
Niveaus.

Der Dohh-KO lief3 sich auch auf der Proteinebene nachweisen (Abb. 3.21c¢). Wihrend das
DOHH-Signal in Kontrollzellen wihrend der gesamten Behandlung stabil blieb, war nach
sechs Tagen Behandlung in den CreEsrl-positiven Zellen kein DOHH-Signal mehr
detektierbar. Das elF-5A1 Signal wurde in beiden Zelllinien im Verlauf der Tamoxifen-

Behandlung nicht signifikant reguliert.

3.3.2. Knock-out des Dohh-Allels in vitro: Effekt auf die Hypusinmodifikation von
elF-5A1

Anschlielend sollte der Effekt des Dohh-KOs auf die Hypusinierung von elF-5A1 untersucht
werden. Dazu wurden 2D-Western Blots aus Lysaten der Tamoxifen-behandelten
Dohh""*.CreEsr1* Zellen angefertigt (Abb. 3.22). Um die Auswirkung des DOHH-KOs
mit der der DHS-Inhibition zu vergleichen, wurden weitere Zellen desselben Genotyps drei
Tage mit 50 uM des DHS-Inhibitors N1-Guanyl-1,7-Diaminheptan (GC7) behandelt. Auf den
2D-Western Blots war zu sehen, dass die Stirke des einzelnen elF-5A1-Signals, das 2D-
Western Blots normalerweise aufweisen und das hypusiniertes elF-5A1 reprisentiert (Abb.

3.22: unbehandelte Zellen (0d), vgl. auch Chen et al.sg), im Laufe der Behandlung abnahm.
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Stattdessen tauchte in Richtung eines niedrigeren isoelektrischen Punkts (pI) ein zweites
Signal auf, das mutmalBlich deoxyhypusiniertes eIF-5A1 (eIF-5A1ppyp) reprasentierte™'*’. Am
Tag neun der Behandlung war dieses Signal erstmals stirker als das urspriinglich detektierte
des reifen elF-5A1. Nach der Behandlung mit GC7 erschien ein drittes Signal mit noch etwas
niedrigerem pl, das vermutlich unhypusiniertes elF-5A1 (eIF-5A1y) représentierte. Durch
Mischung gleicher Proteinmengen der Lysate der GC7- und 4-OHT-behandelten Zellen
wurde deutlich, dass die beiden Signale der Dohh-KO Zellen den beiden Signalen der GC7-
Zellen mit hoherem pl entsprachen.

pH (Bereich des gesamten Gels: pH 4 - pH 7.7)

kDa - ; 1
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. 5
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Abbildung 3.22: 2D-Western Blots zur Untersuchung der Hypusinierung von elF-5A1
nach Dohh-KO. Zellen mit dem Genotyp Dohh"™"*:CreEsr* wurden wie angegeben be-
handelt. Signale der 2D-Western Blots wurden erst mit dem Anti-elF-5A1 Antikérper und an-
schlieBend mit dem Anti-GAPDH Antikorper detektiert. Fir den Blot unten rechts wurde die-
selbe Proteinmenge wie fir die anderen verwendet, aber zusammengesetzt jeweils zur
Halfte aus den Lysaten 4-OHT- und GC7-behandelter Zellen. Leere Dreiecke markieren das
GAPDH-Signal. Griine Dreiecke reprasentieren elF-5A1y,,, rote symbolisieren elF-5A1ph,
und gelbe markieren elF-5As.

3.3.3. In vitro Knock-out des Dohh-Allels: Effekt auf die Proliferation

Um den Effekt der fehlenden DOHH auf das Zellwachstum zu untersuchen, wurden Zellen
mit Dohh""*.Genotyp, sowohl mit dem pMSCV puro CreEsrl Expressionsvektor als auch
mit der Leervektorkontrolle tiber mehrere Passagen mit 100 mM 4-OHT im Kulturmedium
behandelt und ihr Wachstum iiber den Zeitraum jeweils einer Passage ermittelt (Abb. 3.23a).
Dabei wurde im Vergleich zur Leervektorkontrolle ab der zweiten Passage (Tag sechs) bereits
ein deutlicher, statistisch signifikanter Unterschied festgestellt, der bis zur vierten Passage
(Tag zwolf) andauerte und im weiteren Verlauf weniger stark ausgepridgt war. Diese
Beobachtung entsprach etwa dem Verlauf der Dohh-Expression (vgl. Abb. 3.21). Des
Weiteren war die Wachstumsrate der unbehandelten Zellen mit dem CreEsrl-Expressions-
plasmid gegeniiber der Kontrolle ebenfalls leicht beeintriachtigt. Dies konnte zum einen durch
den Wachstumsnachteil zu erkldren sein, den die Integration des Cre-Esrl- im Gegensatz zum
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Kontrollvektor mit sich bringt, zum anderen aber auch durch die oben beschriebene basale

Rekombinaseaktivitit in unbehandelten CreEsrl” Zellen.

In der lichtmikroskopischen Analyse traten
im Laufe der Behandlung zunehmend
Zellen mit einer gegeniiber normalen
Zellen vielfach erhohten Oberfliche auf.
Nach Farbung der Zellen mit dem DNA-
Farbstoff Hoechst 33342 sah man stark
vergroferte und teilweise polynukledre
Zellkerne (Abb. 3.23b). Kontrollzellen
ohne CreEsrl-Expression zeigten diese
Verianderungen nicht (nicht gezeigt, vgl.
Abb. 3.24). Behandelte Dohh-Wildtyp-
zellen wurden durch die Behandlung unab-
hingig von der Expression des CreEsrl
Fusionsproteins ebenfalls nicht beein-
trachtigt, (nicht gezeigt). Diese Beobach-
tungen lassen darauf schlieBen, dass der

Verlust der DOHH in murinen Fibro-

blasten einen Proliferationsarrest auslost.

3.3.4. Knock-out des Dohh-Allels

in vitro: Zellulidre Seneszenz

ob der beobachtete
Zell-

Um aufzukléren,
Effekt des Dohh-KOs auf das
wachstum auf zelluldre Seneszenz zuriick-
zufiilhren ist, wurden unbehandelte und
behandelte 3T3“°°"-Zellen sowie ent-
sprechende Kontrollzellen fixiert und auf

(SA) pB-Galakto-

sidase geférbt. Bei dieser Methode werden

seneszenz-assoziierte
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Abbildung 3.23: Zellwachstum und Morpho-
logie nach Dohh-KO. (a) Zellen wurden nach
dem 3T3-Protokoll'"* passagiert und wie ange-
geben behandelt. Die Zellzahl zum Zeitpunkt
der Passage beider Genotypen wurde auf die
eingesetzte Zellzahl normiert (N3s/Ng) und der
Wert der CreEsr1-exprimierenden Zellen
relativ. zum Wert der Kontrollzellen ausge-
driickt. AnschlieRend wurde die statistische Si-
gnifikanz der Abweichung behandelter Zellen
von den unbehandelten Zellen ermittelt (one-
way ANOVA). (b) Lichtmikroskopische Aufnah-
men der morphologischen Veranderungen,
ausgeldst durch den Dohh-KO. Viele behan-
delte Zellen vergroéRerten ihr Zellvolumen und
ihre -oberflache um ein Vielfaches. Auch der
Zellkern (blaue Farbung durch Hoechst 33342)
war deutlich vergréliert und teilweise poly-
nuklear. Die Behandlung mit 4-OHT flhrte in
Zellen ohne CreEsr1-Expression nicht zu mor-
phologischen Veranderungen (nicht gezeigt).

Zellen mit hoher B-Galaktosidase Aktivitdt durch die Spaltung von ihrem Substrat X-Gal blau

angefarbt. Abbildung 3.24a zeigt die statistische Auswertung von drei Replikaten, wobei

jeweils ein Bildausschnitt mit ca. 150 bis 200 Zellen gezéhlt wurde. Reprisentative

lichtmikroskopische Aufnahmen der jeweiligen Versuchsergebnisse sind in Abbildung 3.24b
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dargestellt. Es war deutlich

e dass die R (a) ]lKontrolle

zu .ée en, | ass die a.te § B CreEsr1 e E.. A
positiv gefdrbter Zellen in ﬁ 0.4 i 1
allen Kontrollzellen unab-

. =
hingig von der Behandlungs- ﬁ 0.21
dauer konstant blieb. Die @
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T
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signifikant. In Ubereinstim-

Abbildung 3.24: Bestimmung der zellularen Seneszenz
nach Dohh-KO durch Seneszenz-assoziierte B-Galak-
zur Dohh-Expression und der tosidase Farbung. (a) Behandelte Zellen wurden in Tripli-
katen ausgesat und am nachsten Tag verwendet. Von
jedem Triplikat wurde eine reprasentative lichtmikroskop-
Anteil positiver Zellen nach ische Aufnahme gemacht und der Anteil positiver Zellen an

der Gesamtzellzahl durch Auszahlen bestimmt. Die statis-
zwolf Tagen Behandlung tische Signifikanz der Abweichung behandelter Zellen von
der jeweiligen Kontrolle wurde bestimmt (Two-way ANOVA
mit Bonferroni post-test). (b) Bildausschnitte der angefertig-

gangsniveau. Die positive ten SA-B-Gal Farbungen.

mung mit den Beobachtungen

Wachstumsrate  sank  der

wieder ungefdhr auf das Aus-

SA-B-Gal Farbung der KO-Zellen ist ein Hinweis auf zelluldre Seneszenz. Dabei werden die
seneszenten Zellen offenbar von normal proliferierenden, 4-OHT-insensitiven Dohh"*/"*

Zellen uberwachsen.

3.3.5. Knock-out des Dohh-Allels in vitro: Zellzyklusanalyse

Als nichstes wurde untersucht, ob sich der beobachtete, mutmaBlich auf zelluldre Seneszenz
zuriickzufithrende Phénotyp in der Zellzyklusanalyse nachvollziehen und charakterisieren
lie. Dazu wurden unbehandelte und unterschiedlich lang behandelte Zellen drei Tage nach
der letzten Passage mit Propidiumiodid (PI) gefdarbt und durchflusszytometrisch analysiert
(Abb. 3.25). Dabei wurde beobachtet, dass ein Teil der behandelten Zellen (ca. 25-35%) des
Dohh™ " CreEsr1"-Genotyps einen DNA-Gehalt hatten, der ungefihr dem tetraploiden

Zustand entsprach. Dieser wird im Rahmen der Zellteilung normalerweise am Ende der S-
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Phase erreicht und halbiert sich im Rahmen der Mitose (M-Phase) wieder, kann aber auch
durch Dysregulation von Zellzyklus und DNA-Synthese im Rahmen der Seneszenz hergestellt
werden (siehe Diskussion). Dieser Effekt war von Tag sieben bis Tag zehn der Behandlung
am stirksten ausgeprigt und ging bis Tag 13 wieder zuriick. Zellen der Leervektorkontrolle
zeigten wihrend der Behandlung keine Verdnderung. Die Abnahme tetraploider Zellen
korrespondierte mit dem klonalen Auswachsen der mutmalBlich 4-OHT-insensitiven Zellen,

gemessen an Zellwachstum (N3/Ng) sowie DOHH- und Dohh mRNA-Gehalt.

(@) 313 Dohh™"™ Leervektor Kontrolle 3T3 Dohh™"* CreEsr1
ﬁ | —0d 100 nM 4-OHT
3d 100 nM 4-OHT
6d 100 nM 4-OHT
=) 9d 100 nM 4-OHT
§ — 12d 100 nM 4-OHT
=
(]
N
D
N
| | VAL
0 = 5 o @ s '6'”6.' 3 o O
Propidiumiodid (FL2-H)
(b) 373 Dohh"™" Leervektor Kontrolle 3T3 Dohh™™* CreEsr1
c100% T 100%
S G1
o e | B .
3 80% 80% S
8 70% 70% | g = ]
E 6o% 60% - D G2
& 50% 50%
9 40% 40% A
% 30% 30%
‘;q:'}' 20% 20%
5 10% - 10%
o 0% 0% T
0d 3d 6d 9d 12d Od 3d 6d ad 12d

Behandlungsdauer (100 nM 4-OHT)

Abbildung 3.25: Propidiumiodid (Pl)-Farbungen nach Dohh-KO zur Zellzyklusanalyse.
(a) Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse nach der Pl-Farbung. Normale Zell-
kerne (2n) erreichen eine Fluoreszenzintensitat von ca. 200 (willkirliche Einheiten), tetra-
ploide bzw. G-diploide Zellkerne (4n) ca. 400. (b) Gestapeltes Saulendiagramm der Zell-
zyklusverteilung nach Dohh-KO. Die Histogramme der PI-Farbungen wurden in FlowJo
(Treestar, Ashland, OR) ausgewertet (Zellzyklus nach Dean-Jett-Fox'*). Die Gesamt-
population (100%) bezieht sich auf lebende Einzelzellen (Selektiert durch Gates in den
FSC/SSC- und FL3-W/FL3-A-Plots der FACS-Analyse).
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3.4. Bestimmung des Hypusin-Interaktionsnetzwerks

Die Vermittlung vieler zelluldrer Proteinfunktionen erfolgt nicht durch ein jeweils einziges
Protein, sondern durch die spezifischen, komplexen Wechselwirkungen vieler verschiedener
Proteine. Kennt man die verschiedenen Bindungspartner eines Zielproteins, kann man durch
die Analyse der Funktionen der Bindungspartner versuchen, Erkenntnisse tber die Funktion
des Zielproteins zu gewinnen. Darlber hinaus kann die Kenntnis zelluldrer Bindungspartner
eines Proteins auch helfen, die molekularen Mechanismen zu erkennen, Uber die seine
Funktionen vermittelt werden. Im Fall von elF-5A und den Enzymen der Hypusinsynthese ist
die Aufklarung sowohl der Mechanismen der unterschiedlichen elF-5A-Funktionen als auch
neuer, bisher unbekannter Funktionen aller Proteine erstrebenswert (vgl. Abschnitt 1.4). Der
zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich daher mit den Protein-Protein Interaktionen
(PPI) von elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH sowie der Erstellung eines Interaktionsnetz-

werkes fir diese Proteine.

3.4.1. Etablierung eines hochsensitiven Assays zur Ermittlung von Protein-Protein
Interaktionen: ,Bioreaktor-TAP-MS/MS’

Das Protein elF-5A (bt eine Vielzahl verschiedener Funktionen aus. Die Hauptfunktion liegt
vermutlich in der Regulation der Proteintranslation, und es wurde bereits gezeigt, dass ein
Teil an Ribosomen und Polyribosomen gebunden vorliegt'®. Weiterhin wurde gezeigt, dass
elF-5A sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisiert ist. Es ist daher naheliegend, dass
dieses Protein fur die Regulation verschiedener Mechanismen auch verschiedene Inter-
aktionen eingeht.

Fur die Adressierung dieser Fragestellung wurde daher eine Methode bendétigt, die einerseits
hochsensitiv in der Identifikation von PPI ist, gleichzeitig aber eine niedrige falsch-positive
Erkennungsrate aufweist. Eine géngige Methode, die haufig in Sdugerzellen Anwendung
findet, ist die Affinitatsaufreinigung von Proteinkomplexen (vgl. Abschnit 1.5.1.). Fiir die hier
bearbeitete Fragestellung wurde die Tandemaffinitatsaufreinigung (tandem affinity
purification, TAP) mit anschlieBender Identifikation der aufgereinigten Proteine durch
Tandemmassenspektrometrie (MS/MS) angewandt. Bei dieser Methode wird ein Tag
verwendet, das nach dem Binden an eine Matrix spezifisch eluiert werden und anschlielend
mit einer weiteren Region des Tags an eine zweite Matrix gebunden werden kann (vgl.
Abschnitt 2.2.6). Die verschiedenen Schritte des fir die vorliegende Arbeit etablierten
Protokolls sind in Abbildung 3.26 dargestellt und kurz erlautert. Fir die Aufreinigung wurde

ein von Burckstimmer et al. entwickeltes System verwendet, dass auf einer Domane des
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Proteins G und dem Streptavidin-bindenden Peptid (SBP) sowie der Aktivitit der TEV-

Protease beruht'>!.

Expression SG- Kultivierung < 10" Tandemaffinitats- Massenspektro-
markierter Proteine Zellen (Bioreaktor) Aufreinigung (TAP) PAGE/ metrie (MS/MS)
. © oo Trypsin
--I{’_IH : Teilen o@\‘ Verdei
‘:> . Q ::> : m/z
Replikat-
Filter
q PE— | Matrix- |
b TAPp‘ Prqteom
Filter i
= Immuno-
blots e
_#" PCA g
Validierung einiger Nelzwerkerstellung Gefilterte Liste Liste identifizierter'!

neuer Interaktionen Bioinform. Analyse identifizierter Prot. Proteine

Abbildung 3.26: Schematische Darstellung des Bioreaktor-TAP-MS/MS Protokolls mit
anschlieBender Netzwerkanalyse und Validierung. BaF/3 p210 Zellen wurden retroviral
mit pCeMM (SG) Expressionskonstrukten transduziert und die Bait-Proteine dadurch stabil
exprimiert. Pro Zelllinie wurden bis zu 10'° Zellen in einem 5 I-Bioreaktor kultiviert, in Repli-
kate aufgeteilt und als Ausgangsmaterial zur TAP-Aufreinigung verwendet. Die Eluate
wurden im Gel Gber 2 bis 4 cm aufgetrennt (PAGE) und die enthaltenen Proteine im FTICR-
Massenspektrometer identifiziert. Die Datensatze wurden zweifach gefiltert (Matrix-Proteom
und technische Replikate) und durch Anreicherung mit bereits bekannten Interaktionen der
verbliebenen Proteine ein Interaktionsnetzwerk erstellt. SchlieRlich wurden einzelne neu
identifizierte Interaktionen validiert. GB = |gG-Beads; SB = Streptavidin-Beads; PCA =
protein fragment complementation assay.

Dabei wird die kodierende Sequenz der cDNA des Bait-Proteins so in das pCEMM (SG)
Plasmid kloniert, dass das entstehende Fusionsgen ein Protein kodiert, das aus dem Bait-
Protein und einem C-terminalen TAP-Tag besteht. Fiir die Bioreaktor-TAP-MS/MS
Experimente wurden flinf Konstrukte hergestellt und stabil in Zellen der BaF/3 p210 Zelllinie
transduziert: elF-5A1-CTAP (SG), elF-5A2-CTAP (SG), DHS-CTAP (SG), DOHH-CTAP
(SG) und eGFP-CTAP (SG).

Zusitzlich wurden Punkt- und Deletionsmutanten von elF-5A1 und elF-5A2 hergestellt, um
in Folgeexperimenten auch den Einfluss der Hypusinmodifikation auf identifizierte PPI
untersuchen zu konnen. Dabei handelte es sich um die Mutanten K50R (Austausch des
hypusinierten Lysinrestes durch Arginin) und G52A (Austausch des Glycinrestes durch
Alanin an der Position 52) sowie mit den Aminosduren 1-83 bzw. 84-154 der N- und C-
Terminus des Proteins (Abb. 3.27a). Durch Western Blot-Analyse wurde {iberpriift, ob die

Konstrukte effizient und auf vergleichbarem Niveau exprimiert wurden (Abb. 3.27b). Fiir die
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Punktmutanten konnte bereits gezeigt
(a) K50R G52A_AS 83/84

werden, dass diese nicht bzw. kaum il

132 ame 4 o )
. Ein kiirzlich erschie-

hypusiniert werden Myc TEV
nenes Modell humanen elF-5As zeigt, dass ' I_HI --
| DOHH | SBP Protein G
sich das Protein in zwei strukturell sowie
eGFP |
funktionell voneinander verschiedene Doma-
(b) elF-5A1 elF-5A2

nen aufteilt, die sich an den Aminosauren 83 Q & &

s SfE s TS
und 84 treffen . IO >

Das eGFP-CTAP (SG) Konstrukt diente als
Negativkontrolle: Alle Proteine, die in TAP-
Eluaten der BaF/3-p210-eGFP-CTAP (SG)

Zelllinie identifiziert wurden, wurden als :itc;?lllglej:‘ %C:Selfll-:\ll (Sstg;k(t:lfrrA;nI(r:i‘ sf:::re:;
,Matrix-Proteom’, also als baitunabhiingig  Struktur der SG-markierten Fusionsgene.

o ) o Die Positionen der fir die Folgeversuche
klassifiziert. Diese Negativliste wurde dann  erzeugten Mutationen sind kursiv beschrif-
tet. (b) Anti-Myc-Tag Western Blot aus
BaF/3 p210 Lysaten der retroviral transdu-
Um die Spezifitit der identifizierten Proteine  zierten Zellen zur relativen Quantifikation

der Bait-Expression.

von allen anderen Datensitzen subtrahiert.

weiter zu erhohen, wurden alle Proteinlysate

zu Beginn der TAP-Aufreinigungen in zwei gleiche Teile aufgeteilt und im weiteren Verlauf
separat behandelt. Auf diese Weise entstanden technische Replikate des gesamten Vorgangs
von der Aufreinigung bis hin zur massenspektrometrischen Identifikation der aufgereinigten
Proteine. Fiir die weitere Analyse wurden alle Proteine entfernt, die nicht in beiden
technischen Replikaten mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 95% identifiziert
werden konnten. Diese Kontrolle diente somit dem Ausschluss von bait- und matrixun-
spezifisch aufgereinigten Proteinen, also Verunreinigungen, die trotz der zahlreichen Wasch-
vorgidnge nicht entfernt werden konnten. Zusammen genommen wurden zwei Filter
angewandt um sowohl matrixspezifische als auch matrixunspezifische Verunreinigungen der
TAP-Eluate zu identifizieren und von der weiteren Analyse auszuschlie3en.

Aufgrund der bei jedem Schritt entstehenden Verluste war es notwendig, relativ hohe Mengen
an Material einzusetzen. Géngige Protokolle aus Sdugersystemen setzen tiblicherweise

zwischen 5x10” und 10* Zellen ein"*'"*

. Da im Fall von elF-5A zu erwarten war, dass die
einzelnen PPI in einem fiir die Detektion ungiinstigen Maf3stab vorliegen, und gerade diese —
bisher unbekannten — Interaktionen in dieser Arbeit aufgeklirt werden sollten, wurde die
beschriebene TAP-Methode fiir diesen Zweck angepasst. Dafiir sollte die fiir die Auf-

reinigung eingesetzte Zellzahl um bis zu zwei dezimale GroBenordnungen auf 0,5x10° bis
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10" Zellen erhoht werden. Eine groBe Herausforderung bei der Kultivierung einer solchen

Zellzahl ist die gleichméBige Aufrechterhaltung der Wachstumsbedingungen. Dies ist nicht

nur notwendig, um eine gute Wachstumsrate zu erreichen. Da die Umgebungsbedingungen

einer Zelle einen groflen Einfluss auf die intrazelluldren biochemischen Vorgédnge ausiiben,

sind vor allem regulatorisch wirkende PPI, zum Beispiel in der Signaltransduktion, stark von

solchen Verdnderungen betroffen. Diese Interaktionen konnen demnach in Abhédngigkeit von

den Umgebungsvariablen variieren. Es ist also sowohl fiir die Sensitivitdt als auch fiir die

Spezifitit der Ergebnisse von hoher Bedeutung, die Zellkulturbedingungen bis zum Ende der

Kultivierung konstant zu halten.

Um all diese Voraussetzungen erfiillen zu kdnnen, wurde eine schnell wachsende Suspen-

sionszelllinie (BaF/3 p210) gewihlt, die
in einem Bioreaktor mit einem
effektiven Volumen von 51 kultiviert
wurde. Die Zelllinie stellt ein Modell-
system fiir die chronische myeloische
Leukdmie dar und wurde auch deshalb
gewdhlt, weil in Vorarbeiten zu dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, dass elF-
SA auf ein Zellmodell dieser Erkran-
kung einen spezifischen Effekt ausiibt®'.
In Abbildung 3.28 ist zu sehen, dass die

Kultivierung im  Bioreaktor  die

Messung und Anpassung des pH-

Abbildung 3.28: Verlauf der Kultivie-
rung der BaF/3 p210 SG Zellen im Bio-
reaktor. Wahrend der Kultivierung
wurden von der Inokulation (Zeitpunkt
0 h) zur Ernte (ca. 48 h) taglich Proben
gezogen und verschiedene Parameter
bestimmt. (a) Messung von Glukose
(schwarze Symbole) und Laktat (weilte
Symbole) im Kulturmedium. (b) Verlauf
von pH (schwarze Symbole) und Sauer-
stoffsattigung (weilke Symbole) des Kul-
turmediums (c¢) Zellwachstum schwarze
Symbole) und -viabilitat (weille Symbole)
wahrend der Kultivierung. Die Abbildung-
en wurden freundlicherweise von Oscar
Platas-Barradas (TU Hamburg-Harburg)
zur Verfligung gestellt.
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Wertes des Mediums sowie des gelosten Sauerstoffs (dissolved oxygen, DO) erlaubte.
Weiterhin konnte eine Ausbeute von bis zu 10'° Zellen erzielt werden, bevor die im Medium
enthaltene Glukose aufgebraucht und das Zellwachstum dadurch limitiert wurde. Zusammen-
fassend bedeutet dies, dass durch die Verwendung des Bioreaktors eine Zellzahl von 10"
Zellen in ca. 48 Stunden unter optimalen Bedingungen kultiviert werden konnte.

(a)

Da die Funktion von elF-5A in hohem

MalBle von der Hypusinmodifikation ab- elF-5A1 elF-5A2
Q
hiingt, ist es wahrscheinlich, dass auch die § §' (‘5’(3. hg‘;o :§}’ é@’ (_55’(3- g
PPI von eIF-5A durch seinen Hypusin- = = T T E i
- - «elF-5A-SG
status beeinflusst werden. Daher wurde - " «1-83-SG

zunachst untersucht, ob die Fusions-

proteine elF-5A-CTAP (SG) und elF-
5A2-CTAP (SG) sowie die N-terminale
Deletionsmutante trotz des relativ gro3en

(b)

Tags weiterhin modifiziert wurden. Dazu €GFP elF-5A1 elF-5A2 DHS DOHH

wurde der Einbau von radioaktiv markier-

tem Spermidin im ersten Schritt der Hy-

. —
- -
Abbildung 3.29: Einbau von radioaktiv mar-

—

pusinsynthese gemessen. In Abbildung

| s—

—.

3.29a ist deutlich zu sehen, dass sowohl

elF-5A1-CTAP (SQG) als auch elF-5A2-
CTAP (SG) und die Deletionsmutante
elF-5A1,43-CTAP (SG) im Gegensatz

zu den hypusindefizienten Punkt-

mutanten radioaktiv markiert wurden.

Die in der 1D SDS-PAGE aufgetrennten
und Coomassie-gefiarbten TAP-Eluate
sind in Abbildung 3.29b dargestellt. Es

ist deutlich zu sehen, dass die

kiertem Spermidin und PAGE der TAP-
Eluate. (a) Nachweis der Hypusinierung des
SG-markierten elF-5A Proteins. Durch Zugabe
von radioaktiv markiertem Spermidin wird elF-
5A als einziges Protein (im Rahmen der Hypu-
sinierung) spezifisch markiert. Die Pfeilspitzen
markieren die Position endogenen sowie zu-
satzlich exprimierten elF-5As. (b) Coomassie-
gefarbte Gele der in der MS/MS analysierten
TAP-Eluate. Die Proben wurden per 1D-PAGE
ca. 2-4cm aufgetrennt und anschlieend
gefarbt.

verschiedenen Bait-Proteine verschiedene Bandenmuster erzeugten. Dies deutet darauf hin,

dass die beschriebene TAP-Methode es ermdglicht, spezifische PPI zu identifizieren.

3.4.2.

beteiligten Proteine

Erstellung eines Interaktionsnetzwerkes fiir alle an der Hypusinsynthese

Nachdem die beiden beschriebenen Filter auf die Liste der durch Massenspektrometrie

identifizierten Proteine aller TAP-Eluate angewandt worden waren, blieb eine nicht-
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redundante Liste mit 261 Proteinen, die mit einem oder mehreren der als Bait verwandten
Proteine entweder direkt oder iliber gemeinsame Proteinkomplexe interagieren (Tabelle 3, s.
Anhang). Tabelle 2 stellt diesen Prozess filir den gemeinsamen sowie fiir die einzelnen Daten-

sdtze in Zahlen dar.

Tabelle 2: Matrix-Proteom- und Replikat-Filterprozess der einzelnen Datensiatze

Bait Vor dem Matrix- Nach dem Matrix- Anteil nach dem
Proteom-Filter Proteom-Filter Matrix-Proteom-Filter

Alle 504 436 86.5%
elF-5A1 394 348 88.3%
elF-5A2 130 105 80.8%
DHS 61 31 50.8%
DOHH 90 52 57.8%
eGFP 63 - -

Vor dem Nach dem Anteil nach dem

Replikatfilter Replikatfilter Replikatfilter

Alle 436 261 59.9%
elF-5A1 348 228 65.5%
elF-5A2 105 91 86.7%
DHS 31 17 54.8%
DOHH 52 20 38.5%

Der direkte Vergleich der Anzahl identifizierter Interaktionspartner fiir die verschiedenen
Bait-Proteine zeigte eine signifikante Uberschneidung von 73 Proteinen fiir die beiden elF-
5A-Isoformen. Dies entspricht einem Anteil von 32% des elF-5A1 und 80,2% des elF-5A2

Datensatzes. Der liberwiegende Teil der Proteine, ndmlich 147 bzw. 64,5%, wurden aus-

schlieBlich als potentielle Interaktionspartner
von elF-5A1 identifiziert (Abb. 3.30).

Um diesen Datensatz zu strukturieren und auf
seine biologische Relevanz hin zu unter-
suchen, wurde er auf verschiedene Arten
analysiert: Zundchst wurde ein Interaktions-
netzwerk hergestellt, dass sowohl die in
dieser Arbeit identifizierten als auch bereits
bekannte Interaktionen beinhaltet und die mit-
einander in Beziehung stehenden Proteine
vernetzt. Dazu wurden die Listen identifi-
zierter Proteine in die STRING Datenbank''®

eingespeist und von dieser auf bekannte Inter-

8 it
4 o ] 1
147 B O 17
NS _
N 4
i 0
1 melF-5A1
Gesamt: 67 o
261 Proteine : oDOHH

Abbildung 3.30: Ubereinstimmungen
zwischen den in den verschiedenen
TAP-Eluaten identifizierten Proteinen.
Das dargestellte Venn-Diagramm bildet die
Uberschneidungen der in den Tabellen 4
bis 7 angegebenen Bioreaktor-TAP-MS/MS
Datensatze ab (siehe Anhang).
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aktionen der darin enthaltenen Proteine untersucht. Weitere bereits bekannte Interaktionen

119

wurden durch die Suche nach den Bait-Proteinen in der IntAct~ Datenbank ermittelt.

Dabei wurden an dieser Stelle nur Ergebnisse beriicksichtigt, die unter Verwendung von
Sdugerzellen gewonnen wurden. Der direkte Vergleich der Anzahl bereits bekannter und der
in dieser Arbeit identifizierten Interaktionspartner zeigt deutlich, dass die Anzahl bekannter
Proteine, die potentiell in funktioneller Beziehung zu den hypusinierungsrelevanten Proteinen
stehen, etwa um den Faktor 7,5 erweitert werden konnte (Abb. 3.31). Die Datenbanksuche
ergab unter den beschriebenen Bedingungen nur 35 Treffer, von denen zehn auch in der vor-

liegenden Arbeit identifiziert werden konnten.

Abbildung 3.31: Ubereinstimmungen und Diffe-
renzen der in der vorliegenden Arbeit und
friilheren Studien als Interaktionspartner der vier
Bait-Proteine identifizierten Saugerproteine. Die
Zahlen in Klammern beinhalten ein auch im Matrix-
Proteom enthaltenes Protein (eEF-2). Dies wurde
B 5 aufgrund dessen aus dem Datensatz entfernt.
) . .e_relts Allerdings ist mdglich, dass dieses Protein nicht nur
identifizierte  mit der Matrix, sondern auch spezifisch mit einem
Proteine oder mehreren Bait-Proteinen interagiert.

Neu
identifizierte
Proteine

Die Liste aller identifizierten Proteine wurde anschlieBend in die Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) Software importiert und von dieser mit biologischen Funktionen und intrazelluldrer

Lokalisation annotiert. Die gewonnenen Informationen wurden in Excel zusammengefasst,

25

strukturiert und anschlieBend mithilfe der Cytoscape Software'” in einem Interaktions-

netzwerk visualisiert (Abbildung 3.32). In der Abbildung sind Proteine, die zwar in den
genannten Datenbanken als Interaktionspartner gefiihrt, aber nicht in dieser Studie
identifiziert wurden, durch einen roten Rahmen markiert. Diese Proteine wurden in der

weiteren Analyse nicht beriicksichtigt.

Abbildung 3.32: Protein-Protein Interaktionsnetzwerk der an der Hypusinmodifikation
beteiligten Proteine. Ein aus den Datensatzen der vier Bait-Proteine (quadratische Knoten-
flachen) konstruiertes Speichennetzwerk (spoke network, durchgezogene Linien) wurde
durch Datenbankabfragen der STRING und IntAct Datenbanken mit bekannten Interaktionen
aller Knoten (gestrichelte Linien) erweitert. Hauptlokalisation (Form der Knotenpunkte) und
-funktion (Knotenfarbe) wurden der Ingenuity Pathway Analysis Datenbank entnommen
(siehe Legende). Rot umrandete Proteine wurden nur in den verwendeten Datenbanken und
nicht in dieser Arbeit identifiziert.
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Lokalisation Funktion Quelle
— Enzym
Als Bait eingesetzt Kinayse — TAP-MS/MS (Datensétze der vorliegenden Arbeit)
B Peptidase =+ Curaled DBs | &
O Zytoplasma @ Transkr. R ---- Experimentell | a-
"R ...PCA ¥
<> Nukleus (] Transl. Reg. .- Spokeexp. | 8
A Pl b B Transporter e TAR '%
asmamembran @8 Unbek./Andere ... Co-IP =
O Unbekannt 0 Nur Datenbank - Two hybrid Q
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3.4.3. Cluster-Analyse des Protein-Protein Interaktionsnetzwerkes

Proteininteraktionsnetzwerke spiegeln zumeist die funktionellen Beziehungen von Proteinen
untereinander wider. Gruppen funktionell in Beziehung stehender Proteine bilden in Inter-
aktionsnetzwerken somit Module, so genannte Cluster, und die Integration eines Proteins in
ein solches Modul ldsst zumeist Riickschliisse auf eine funktionale oder regulative Rolle darin
zu. Das Interaktionsnetzwerk der an der Hypusinmodifikation beteiligten Proteine wurde des-
halb auf Module funktionell in Beziehung stehender Proteine untersucht. Dazu wurde die
Cytoscape-Erweiterung ClusterONE* verwendet. Die Analyse des Gesamtnetzwerkes ergab

fiinf statistisch signifikante funktionelle Cluster untereinander hoch vernetzter Proteine (Abb.
3.33).

(a) Translatorisch aktive Proteine (b) Proteine mit Funktionen ( )F'roteine der
p =1,23x10° in mMRNA Transport -complex Chaperonin
 ~ und Prozessierung Familie =0.002

)

(d) (e)
- RNA-bindende An der
Lokalisation / Quelle  Funktion Proteine mit -7~ Mitose
Zytoplasma variablen / : beteiligte ,- Y

() Enzym Funktionen // "\ 1 Protelne, e
O S B Transkr. Reg. p=0, 029 / , /
Q Unbekannt (] Transl. Reg.
---- Curated DBs B Transporter -
----- Experimentell @ Unbek./Andere ‘ ALl

Abbildung 3.33: Cluster-Analyse des in der vorllegenden Arbeit vorgestellten Netz-
werkes. (a - e) Das in Abbildung 36 dargestellte Netzwerk wurde mit der ClusterONE Cyto-
scape-Erweiterung auf das Vorhandensein statistisch signifikanter Clusterbildung untersucht.
Alle Cluster mit einem p-Wert unter 0,05 wurden aus dem Netzwerk extrahiert und auf
gemeinsame Funktionen der enthaltenen Proteine analysiert. Die Darstellung entspricht der
in Abbildung 36 (siehe Legende).

Das grofite Cluster bestand aus 17 ribosomalen Proteinen der groflen und vier Proteinen der
kleinen ribosomalen Untereinheit sowie den Initiationsfaktoren elF2sl (elF2a), eIF3A und
-B, elF4B und elF5B. Der p-Wert, der die statistische Signifikanz der Vernetzung dieser 27
Proteine angibt, betrug 1,23x10” (Abb 3.33a). Das zweite Cluster bestand aus zwdlf nuklear

** Bisher ist keine Publikation verfiigbar. Die Dokumentation und der Quellcode der Software sind einsehbar
unter http://www.paccanarolab.org/software/cluster-one/index.html
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lokalisierten Proteinen, deren gemeinsame Hauptfunktion in der Prozessierung und dem
Transport von mRNAs besteht (p = 1,73x10'5), im Einzelnen waren dies U2af2, Rbm35, Sf3b3,
Srsfl und -7, Hnrnpa2bl, -d und —u, Pcbpl und -2, Ptbp1 sowie Nxfl (Abb. 3.33b). Weiterhin
bildeten sechs Mitglieder der T-Komplex Chaperonfamilie ein drittes Cluster (p =0,002):
Cct3, -4, -5, 6a, -7 und -8 (Abb. 3.33c). Die letzten beiden Cluster bestanden aus den RNA-
bindenden Proteinen Ncl, Npm1 und Nsun2 (p = 0,029, Abb. 3.33d) sowie vier an Mitose und
Zellzyklusregulation beteiligten Proteinen (Ckap5, Rcc2, Kif2a und -2¢; p =0,039, Abb.
3.33e). Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die wichtigsten Funktionen von elF-5A
in der Sdugerzelle die Regulation der Proteinsynthese, des mRNA-Stoffwechsels und damit
letztendlich der Zellteilung sind. Weiterhin liefern diese Daten Hinweise, dass die Bedeutung
fiir das Zellwachstum sich nicht ausschlieBlich indirekt iiber Proteinsynthese und RNA-Stoff-
wechsel ergibt, sondern dass elF-5A auch direkt in die Regulation des Zellzyklus eingreift.
Diese Beobachtung konnte helfen, die nach der Inhibition der Hypusinsynthese beobachteten

Phinotypen auf molekularer Ebene zu verstehen.

3.44. Gene Ontology Analyse der potentiellen Interaktionspartner von elF-5A1,
elF-5A2, DHS und DOHH

Die Gesamtheit der in dieser Arbeit identifizierten potentiellen Interaktionspartner der
eingesetzten Bait-Proteine (siehe Anhang, Tabelle 3) wurde durch die Gene Ontology (GO)
Analyse auf die Anreicherung bestimmter Funktionen und biologischer Prozesse, an deren
Vermittlung diese Proteine beteiligt sind, untersucht. Dazu wurden zwei Datenbanken ver-
wendet, die auf unterschiedlichen Algorithmen beruhen: Die PANTHER Datenbank ermittelt
die GO-Annotationen der in einer hochgeladenen Liste enthaltenen Proteine und stellt diese
Informationen grafisch zusammen. Die GeneMANIA Datenbank erhilt ebenfalls eine Liste
mit Proteinbezeichnungen, erstellt aus dieser aber zunichst ein Netzwerk, das um zusitzliche
Proteine erweitert wird, die mit den in der urspriinglichen Liste enthaltenen Proteinen in enger
Beziehung stehen. Fiir dieses Netzwerk werden GO-Kategorien ermittelt und in der Reihen-
folge ihrer false discovery rate (FDR, ausgedriickt durch g-Werte) angeordnet. Die Abbil-
dungen 3.34 bis 3.37 zeigen die auf diese Weise ermittelten, angereicherten GO-Kategorien
sowie die separaten, erweiterten Netzwerke fiir die in dieser Arbeit untersuchten Bait-
Proteine. Anhand der ersten 20 GO Kategorien der GeneMANIA-Netzwerke beider elF-5A
Isoformen wurde deutlich, dass deren Interaktionspartner iiberwiegend Funktionen zugeordnet
werden, die den Oberkategorien ,Proteinbiosynthese’ und ,RNA-Metabolismus und
-Prozessierung’ zugeordnet werden (Abb. 3.34+3.35). Im Gegensatz dazu waren die fiir die

DHS identifizierten Interaktionspartner iiberwiegend Funktionen aus den Bereichen ,DNA-
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Replikation und -Transkription” sowie ,Biosynthese und Modifikation von Aminosauren’
zugeordnet (Abb. 3.36). Die Zuordnung zu der zweiten Kategorie hangt vermutlich mit der
bekannten DHS-Funktion in der Biosynthese von Hypusin zusammen und wurde auch flr
DOHH ermittelt. Fur die Interaktionspartner der DOHH wurden auBerdem die Anreicherung
von Proteinen weiterer Arten des Aminosaure-Metabolismus sowie RNA-bindende und an der
DNA-Replikation beteiligte Proteine gezeigt (Abb. 3.37). Durch die Analyse des Datensatzes
durch die PANTHER Datenbank wurden diese Beobachtungen weitgehend gefestigt (Abb.
3.38).

Zusammen genommen unterstiitzen diese Ergebnisse die vorgeschlagenen Proteinfunktionen
von elF-5A in Proteinsynthese, RNA Metabolismus und Transport sowie Zellzyklusregula-
tion. Darlber hinaus sind in den vorliegenden Datensétzen weitere Ontologien angereichert,

die Hinweise auf weitere hypothetische Funktionen der untersuchten Proteine geben kdénnten.

Abbildungen 3.34 - 3.37. GeneMANIA-Analysen der in der vorliegenden Arbeit identifi-
zierten Interaktionspartner von elF-5A1 (3.34), elF-5A2 (3.35), DHS (3.36) und DOHH
(3.37). (a) Der jeweilige Datensatz wurde in die GeneMANIA Datenbank importiert und von
dieser automatisch um mit den eingegebenen Proteinen in funktioneller Verbindung
stehende Proteine erweitert (functional enrichment). Die Elemente der erweiterten Liste
wurden durch in der GeneMANIA Datenbank hinterlegte Interaktionen verknipft und die hier
abgebildeten Netzwerk ausgegeben. (b) Das Netzwerk wurde auf Gene Ontology Annotati-
onen Uberprift und Uberreprasentierte Kategorien anhand ihrer false discovery rate (FDR, g-
Wert) geordnet. Maximal 20 der Kategorien mit den niedrigsten g-Werten sind abgebildet.

Abbildung 3.38: Gene Ontology (GO) Analyse der in der vorliegenden Arbeit identifi-
zierten Interaktionspartner durch die PANTHER Datenbank. Die Matrix-Proteom- und
Replikat-bereinigten Datenséatze (Tabellen 3 bis 7, s. Anhang) wurden einzeln (gefarbte
Balken) und kombiniert (weiRe Balken) in die PANTHER Datenbank hochgeladen und auto-
matisch auf die mit den einzelnen Elementen assoziierten GO Kategorien untersucht. Die
zwei am starksten Uberreprasentierten Annotationen einer Kategorie wurden in Unterkatego-
rien aufgegliedert (Kleine Diagramme, durch Fettdruck und graue Pfeile markiert). Die Werte
sind in Prozent der Anzahl Proteine im Datensatz bzw. (fur die Unterkategorien) in Prozent
der Superklasse ausgedrickt. Die Anzahl der Proteine in den einzelnen Datensatzen ist in
Tabelle 2 angegeben. (a) GO Analyse fir die Kategorie ,Biological Process’ (b) GO Analyse
fur die Kategorie ,Molecular Function’.
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(a) elF-5A1 PPI-Netzwerk

g | Physical interaction \ Query proteins
. il . St W Predicted Added proteins
TTBTTOOBD3OOE 0 coerprssio
[ co-localisation . Bait protein
(b)
Go annotation Q-value Genes in network Genes in genome
translational elongation 3.32E-72 49 89
translation 5.93E-70 63 237
cytosolic ribosome 1.58E-39 28 52
ribosome 5.15E-38 33 102
RNA binding 6.55E-38 45 284
RNA processing 3.91E-33 42 296
cytosolic small ribosomal subunit 2.15E-31 22 39
small ribosomal subunit 1.79E-29 23 53
cytosolic part 1.96E-29 28 105
ribosome biogenesis 1.93E-25 22 64
ribonucleoprotein complex biogenesis 2.40E-24 26 123
structural constituent of ribosome 2.84E-24 21 61
cellular component biogenesis at cellular level  1.80E-23 26 133
ncRNA metabolic process 1.50E-21 23 107
rRNA metabolic process 2.17E-21 18 48
ncRNA processing 8.16E-21 21 86
rRNA processing 1.28E-20 17 43
ribosomal small subunit biogenesis 5.78E-18 13 23
RNA splicing 6.46E-14 21 179
structural molecule activity 2.10E-13 21 190

Abbildung 3.34

88



Ergebnisse

(a) elF-5A2 PPI-Netzwerk

. B Physical interaction ) Query proteins
B Predicted )
Hemgn Lipt1 G b Msn h Added proteins
26__’/6 066 C)é O co-expression
Co-localisation . Bait protein
(b)
Go annotation Q-value Genes in network Genes in genome
translational elongation 8.76E-94 49 89
translation 1.09E-72 51 237
cytosolic ribosome 2.33E-53 29 52
ribosome 7.54E-45 30 102
cytosolic small ribosomal subunit 1.74E-42 23 39
cytosolic part 1.84E-42 29 105
small ribosomal subunit 1.97E-38 23 53
structural constituent of ribosome 1.01E-36 23 61
ribosome biogenesis 2.08E-25 18 64
structural molecule activity 3.61E-24 23 190
ribosomal small subunit biogenesis 3.64E-20 12 23
ribonucleoprotein complex biogenesis 6.30E-20 18 123
cellular component biogenesis at cellular level 2.55E-19 18 133
rRNA processing 2.64E-18 13 43
rRNA metabolic process 1.28E-17 13 48
ncRNA processing 1.54E-17 15 86
ncRNA metabolic process 4.70E-16 15 107
RNA processing 9.07E-16 20 296
ribosome assembly 6.97E-12 7 1
RNA binding 5.82E-11 16 284

Abbildung 3.35
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(a) DHS PPI-Netzwerk

Sacm1l

(b)

Go annotation
cytosolic part
helicase activity
DNA replication

cellular modified amino acid biosynthetic process

nuclear chromosome part

nuclear chromosome

cellular amino acid biosynthetic process
DNA duplex unwinding

purine NTP-dependent helicase activity
ATP-dependent helicase activity

DNA geometric change
nucleoside-triphosphatase activity

amine biosynthetic process

DNA helicase activity

pyrophosphatase activity

hydrolase activity, acting on acid anhydrides
hydrolase activity, acting on acid anhydrides
cellular modified amino acid metabolic process
peptidyl-lysine modification

DNA-dependent DNA replication

Abbildung 3.36

Q-value
4 .98E-6
1.43E-5
4.50E-5
5.09E-5
5.09E-5
8.92E-5
2.01E-3
4.38E-3
4,75E-3
4.75E-3
4.75E-3
5.36E-3
5.97E-3
6.00E-3
6.00E-3
6.00E-3
6.00E-3
1.59E-2
2.73E-2
6.04E-2

Cdk17 Trim33

5| Physical interaction L Query proteins

B Predicted ' )
| Added proteins

O Co-expression
[ co-localisation . Bait protein

g

Genes in genome
105
32
168
17
181
205
44
15
17
17
17
264
67
21
286
286
286
93
108
47
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(a) DOHH PPI-Netzwerk

OO0

Cbfa2t3
2
Dock8
Rhoj
Dock10
152040
m7
@,
7 [ ] Physical interaction Query proteins
. 5 W Predicted :
fc Added proteins
O O Co-expression
O co-localisation . Bait protein
(b)

Go annotation Q-value Genes in network Genes in genome
cellular modified amino acid biosynthetic process ~ 3.52E-4 4 17

cellular amino acid biosynthetic process 9.72E-3 4 44

amine biosynthetic process 3.56E-2 4 67

cellular modified amino acid metabolic process 9.87E-2 4 93

peptidyl-lysine modification 1.42E-1 4 108

organic acid biosynthetic process 3.20E-1 4 150

RNA binding 3.20E-1 5 284

carboxylic acid biosynthetic process 3.20E-1 4 150

DNA replication 4 40E-1 4 168

nuclear chromosome part 5.27E-1 4 181

Abbildung 3.37
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oAlle Datensatze
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Abbildung 3.38
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3.4.5. Evolutionire Entwicklung des Interaktionsnetzwerks hypusinierungs-

relevanter Proteine

Sowohl elF-5A als auch dessen Hypusinmodifikation sind in allen bisher untersuchten
Eukaryoten essentiell (vgl. Abschnitt 1.1.1) und die Proteinsequenz — insbesondere der
Bereich um das modifizierte Lysin — ist hoch konserviert. Dies deutet auf eine gemeinsame,
essentielle Funktion der verschiedenen elF-5A Orthologe hin. Andererseits gibt es auch Hin-
weise auf eine Diversifizierung der elF-5A-Funktion in der evolutiondren Entwicklung mehr-
zelliger Eukaryoten, wie zum Beispiel die nicht-essentielle Rolle der DOHH in S. cerevisiae
(vgl. Abschnitt 1.1.3). Um Hinweise auf die konservierten elF-5A-Funktionen zu erhalten,
wurde ein Vergleich der PPI der hypusinrelevanten Proteine der Hefen und Séugetiere
angestellt.

Dazu wurde ein weiteres Interaktionsnetzwerk mit Hefe-Proteinen aus Datenbankinformation-
en zusammengestellt. Fiir dieses wurden in Hochdurchsatz-Experimenten mit Hefezellen er-
mittelte Interaktionspartner der Hefe-Orthologe von elF-5A1 (TIF51A) und eIF-5A2
(TIF51B) sowie der DHS (DYS1) und DOHH (LIA1) aus den
Datenbanken STRING und IntAct extrahiert. Auf diese Weise

konnten 115 Proteine ermittelt werden. Fiir diese wurden wiederum

{iber die OMA browser Datenbank'** Orthologe aus Siugetieren er-

mittelt, was fir 68 dieser 115 Proteine gelang. Von diesen 68 ., identif%isehr\te;
Proteinen fanden sich 26 bzw. 38,2% in den in dieser Arbeit erho- identifizierte Figte
Proteine proteine

benen Datensidtzen wieder. Drei  Apbildung 3.39: Ubereinstimmungen und Diffe-
renzen der in dieser Arbeit und in fritheren, an
Hefen durchgefiihrten Studien identifizierten
Proteom’ klassifiziert und sind daher Proteine. In dieser Gegenuberstellung wurden nur
. . . Proteine aus Hefearten analysiert, fir die ein Ortho-
nicht im Interaktionsnetzwerk zu |55 ger Maus (M. musculus) identifiziert werden
finden (Abb. 3.39). Es ist jedoch konntg. Die Zahlen in Klammern beinhallten ein
auch im Matrix-Proteom enthaltenes Protein (eEF-

nicht auszuschlieBen, dass diese 2). Dies wurde daher aus dem Datensatz entfernt.
Allerdings ist mdglich, dass dieses Protein nicht nur
mit der Matrix, sondern auch spezifisch mit einem

reinigung verwendete Matrix binden, oder mehreren Bait-Proteinen interagiert.

dieser 26 Proteine waren als ,Matrix-

Proteine nicht nur an die fiir die Auf-

sondern auch spezifisch mit den Bait-Proteinen interagieren. Die 26 ermittelten, sich
tiberschneidenden Hefe- und Séaugerproteine wurden analog zur Herstellung des
Interaktionsnetzwerks in Abschnitt 3.4.2 untereinander vernetzt und die dabei entstandenen
Netzwerke miteinander verglichen (Abb. 3.40). Dabei wurde deutlich, dass die Interaktionen
von elF-5A zu ribosomalen Proteinen hoch konserviert sind und wahrscheinlich die

urspriingliche Funktion dieses Proteins widerspiegeln. Dagegen sind Interaktionspartner, die
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Hinweise auf weitere Funktionen von elF-5A geben, in der Hefe nicht gefunden worden. Eine

Erklarung dieser Beobachtung wire, dass diese Funktionen erst in der Entwicklung hin zu

komplexeren Organismen entwickelt wurden.

Lokalisatio

o — A

n Funktion

E Als Bait verwendet [ ] Transl. Reg.

O Unbekannt

B Transporter
[ Unbek./Andere

Verbindungen
(]Enzym — Interaktion (diese Arbeit bzw.

Datenbank-Informationen)
---- Orthologe (Hefe <> Sauger)

Abbildung 3.40: Evolutionare Konservierung des Interaktionsnetzwerks der
an der Hypusinmodifikation beteiligten Proteine. Interaktionen der Hefeortho-
loge von elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH wurden von den STRING und IntAct

Datenbanken abge

fragt. Aus den ebenfalls in dieser Studie

identifizierten

Proteinen wurde jeweils ein Netzwerk fir die Hefe- (rechts) und Saugerorthologe
(links) gebildet (Knoten, durchgezogenen Linien). Die erhaltenen Netzwerke
wurden nebeneinander gestellt und die orthologen Proteine miteinander verbunden

(gestrichelte Linien).
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3.4.6.

Experimentelle Validierung eines Teils der identifizierten Interaktions-

partner von elF-5A, DHS und DOHH

Abgesehen von der mit der TAP-Methode einhergehenden Gefahr, unspezifisch aufgereinigte

Proteine falsch-positiv als Interaktionspartner des Bait-Proteins zu identifizieren, haben die

Bedingungen z.B. im Lysis- und Binde-
puffer Einfluss auf die Wechselwirkungen
der darin geldsten Proteine'”. Daher wurde
durch weitere Methoden untersucht, ob die
auf dem Bioreaktor-TAP-MS/MS Protokoll
beruhenden Daten sich durch weitere Ver-
suche in lebenden Zellen, also unter physio-
logischen = Bedingungen, reproduzieren
lassen.

Dazu wurde ein protein fragment comple-
mentation assay (PCA) verwendet, der auf
der Fusion zweier potentieller Interaktions-
partner mit der N- bzw. C-terminalen
Doméne (YFP; bzw. YFP,) des yellow fluo-

108,135
L E

rescent protein (YFP) basiert nt-

sprechende Konstrukte wurden in den
pcDNA3 Expressionsvektor kloniert und
dann paarweise transient in Zellen der
NIH3T3 Zelllinie transfiziert. Stabile rdum-
liche Néhe, also direkte oder indirekte Inter-
aktion zweier Fusionsproteine mit jeweils
einem YFP;- und einem YFP,-Terminus er-
moglicht den beiden Doménen, die aktive

Konformation des YFP-Proteins einzuneh-

Protein
A
Interaktion
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b
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Abbildung 3.41: Etablierung des protein fragment complementation assay (PCA) fiir das
verwandte Zellsystem. (a) Prinzip des PCA. Durch raumliche Nahe der interagierenden
Proteine A und C kdénnen sich die daran fusionierten YFP-Fragmente komplementieren und
ergeben den funktionalen Fluorophor. (b) Test des PCA-Systems und Etablierung einer Nega-
tivkontrolle. MCFD2 wurde unter Verwendung des vorliegenden Systems als Interaktions-
partner von ERGIC-53 beschrieben'® (bekannte Positivkontrolle). Interaktionen mit Kompo-
nenten der Hypusinsynthese sind dagegen nicht zu erwarten (Negativkontrolle). Diese inter-
agieren jedoch im Rahmen der Hypusinsynthese mit elF-5A, welches wiederum Dimere bildet
(Interaktionen mit elF-5A, DHS und DOHH im PCA nachvollziehbar). (¢) Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme der Negativkontrolle und einer nachweisbaren bekannten Interaktion.
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men und lasst sich so fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch detektieren
(Abb. 3.41).

Um die Zuverlassigkeit dieses Assays unter den vorherrschenden Bedingungen zu tberpriifen,
wurden verschiedene Kombinationen als Positiv- und Negativkontrollen verwendet. Abbil-
dung 3.41b zeigt, dass die Kombination von Fusionsproteinen der DHS und DOHH mit elF-
5A1 zu einer signifikanten Erhéhung des Fluoreszenzsignals flihrte. Kombinationen mit
MCFD2 (Multiple coagulation factor deficiency protein 2) statt elF-5A1, einem Protein, fur
das keine Interaktionen mit den hier untersuchten anderen Proteinen beschrieben wurden oder
zu erwarten waren, ergaben keine Veranderung gegeniber der Hintergrundfluoreszenz.
Zuletzt wurde Uberprift, ob das MCFD2-Fusionsprotein mit einem bekannten Interaktions-
partner in der Lage war, ein ahnliches Fluoreszenzsignal hervorzurufen. Hierfiir wurde
ERGIC-53 verwandt. Diese Kombination wurde in der Originalarbeit zu diesem System
bereits beschrieben'®. Fiir diese Kombination konnte eine deutliche Fluoreszenzintensitat
festgestellt werden. Die abgebildeten durchflusszytometrischen Daten konnten in fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen qualitativ bestétigt werden (Abb. 3.41c). Diese Kontroll-
versuche belegten, dass die hier beschriebene PCA-Methode geeignet ist, Interaktionen der
Enzyme der Hypusinsynthese und ihres Zielproteins elF-5A gegeniber einer validierten
Negativkontrolle spezifisch zu detektieren.

AnschlieBend konnten auf analoge Weise ausgewéhlte Proteine des Interaktionsnetzwerks auf
intrazelluldre Interaktionen mit elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH untersucht werden.
Dabei wurden Proteine gewéhlt, die durch ihre beschriebene oder vermutete Funktion in
pathophysiologischen Zustanden zu den durch GO-Analyse ermittelten zentralen Funktionen
des Interaktionsnetzwerks in Beziehung gesetzt werden konnten. Abbildung 3.42 bildet die
durchflusszytometrischen Daten der untersuchten Kombinationen relativ zur jeweiligen
Negativkontrolle ab. Es ist zu sehen, dass alle bekannten Interaktionen erneut bestétigt
werden konnten: Die Interaktion von elF-5A mit DHS und DOHH sowie die Homo-
dimerisierung von jeweils elF-5A und DHS. Wahrend einige Kombinationen nicht zu
erhdhter PCA-Fluoreszenz flhrten und damit vermutlich keine Interaktionspartner der
jeweiligen Bait-Proteine darstellen oder indirekt (ber eine grofle rdumliche Distanz inter-
agieren, wies die Mehrheit der untersuchten Proteine ebenfalls positive PCA-Signale auf.
Einige Proteine, zum Beispiel die Glutaryl-CoA Dehydrogenase (GCDH), zeigten zwar eine
positive Tendenz, jedoch kein statistisch signifikantes Signal. Gleichwohl bestatigten die
PCA-Experimente durch die positiven Signale der meisten Uberpriften potentiellen Inter-

aktionspartner die generelle Validitat des Bioreaktor-TAP-MS/MS Datensatzes.
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Abbildung 3.42: Bestidtigung ausgewadbhlter, in dieser Arbeit identifizierter PPI.
PCA-Versuche wurden mit elF-5A1 (a), elF-5A2 (b) DHS (c¢) und DOHH (d) in Kom-
bination mit verschiedenen im Bioreaktor-TAP-MS/MS-Assay identifizierten Protein-
en durchgefihrt. Die durchschnittliche Fluoreszenz der gesamten Zellpopulation
wurde im Durchflusszytometer gemessen und gegen eine parallel durchgefiihrte Ne-
gativkontrolle (entsprechende Kombination mit MCFD2) normalisiert. Der Test auf
statistische Signifikanz bezieht sich auf die Unterschiede der jeweiligen Kontrolle
(one-way ANOVA mit Dunett’'s Multiple Comparison Test).

3.4.7. Untersuchung der Hypusinabhingigkeit von und weitere Validierung

einiger in dieser Arbeit identifizierter Interaktionen mit eIF-5A

Anhand der in dieser Arbeit eingesetzten TAP- und PCA-Assays in Verbindung mit den in
Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Punkt- und Deletionsmutanten der beiden elF-5A Isoformen
wurde weiterhin die Hypusinabhingigkeit bekannter und neu identifizierter Interaktionen von
elF-5A untersucht.
In den Datensidtzen der elF-5A Isoformen wurde eine Vielzahl ribosomaler Proteine ge-
funden. Diese Beobachtung deckt sich mit der bekannten regulatorischen Funktion von elF-
5A in der Proteintranslation. Daher wurde zunédchst von jeder ribosomalen Untereinheit je ein
Protein ausgewihlt, um die Interaktion von elF-5A mit dem Ribosomenkomplex zu model-
lieren und ihre Hypusinabhingigkeit zu testen. In einer aktuellen Publikation wurde die
Struktur des bakteriellen Ribosoms mit daran gebundenem EF-P, dem bakteriellen Ortholog
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von elF-5A, beschrieben'*. In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die Interaktion von EF-P
mit dem 70S-Ribosom in enger rdumlicher Ndhe zu den ribosomalen Proteinen RS7p und
RLI1p stattfindet. Die Sdugetier-Orthologe dieser Proteine wurden mittels des OMA browsers
als die ribosomalen Proteine S5 (RS5) und L10a (RL10a) identifiziert. Da beide Proteine
ebenfalls in der Massenspektrometrie identifiziert worden waren (siche Anhang, Tabelle 3),

wurden sie fiir die detaillierte Untersuchung ausgewihlt (Abb. 3.43).
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Abbildung 3.43: Weitere Untersuchung der elF-5A-Interaktion mit RPS5 und RPL10a.
(a) Durchflusszytometrische Auswertung von PCA-Experimenten. Die verschiedenen Kombi-
nationen sind durch Farbung der Saulen kodiert (siehe Legende). Die H6hen der Saulen re-
prasentieren die mittlere Fluoreszenz lebender Zellen, normalisiert gegen entsprechende
Kontrollexperimente (MCFD2, grau gestrichelte Linie). Der Test auf statistische Signifikanz
bezieht sich auf die Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni’s
Multiple Comparison Test) (b) Vergleich der Interaktionsstarke der verschiedenen elF-5A-
Mutanten mit RS5 bzw. RL10a. Jedes Matrixelement reprasentiert die statistische Signifikanz
der PCA-Signalvariation zweier elF-5A-Mutanten in Kombination mit demselben Interaktions-
partner. (one-way ANOVA mit Bonferroni’'s Multiple Comparison Test) (¢) Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen reprasentativer Zellen aus PCA-Experimenten. Die jeweilige Kom-
bination ist in der Beschriftung angegeben. (d) Anti-elF-5A (prey) und Anti-Myc-Tag (bait)
Western Blots aus Eluaten reziproker TAP-Experimente. Alle Eluate wurden auf dieselbe
Membran geblottet.

Im PCA zeigten beide elF-5A Isoformen erwartungsgeméif signifikante Interaktionen mit
beiden ribosomalen Proteinen (Abb. 3.43a). Um die Hypusinabhéngigkeit einer Interaktion zu
untersuchen, wurden die verschiedenen Fluoreszenzniveaus der PCA-Experimente aller elF-
5A Isoformen (Abb. 3.43a) mit dem jeweiligen Protein untereinander verglichen und die

statistische Signifikanz jedes Vergleichs ermittelt. Die Signifikanz wurde anhand des p-
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Wertes kategorisiert und im Matrixformat dargestellt (Abb. 3.43b). Weiterhin wurden die
Zellen vor der durchflusszytometrischen Analyse fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb.
3.43c). Dabei wurde die fur ribosomale Proteine typische Verteilung des Fluoreszenzsignals
sichtbar, bei der ein Grofteil des Signals in den Nukleoli fokussiert war und nur geringe,
diffuse Fluoreszenz von Zytoplasma und dem restlichen Kern ausging.

Da unhypusiniertes elF-5A in der Proteintranslation bzw. -initiation nicht aktiv ist"*’, war zu
erwarten, dass die N-terminale, Hypusin enthaltende Doméne von elF-5A an der Interaktion
mit dem Ribosom beteiligt ist. Tatséchlich haben alle Versuche mit elF-5A;.g3 einen positiven
Trend fur die Interaktion mit beiden ribosomalen Proteinen gezeigt, wobei jedoch nur zwei
der vier Kombinationen (elF-5A1;.g3/RS5 und elF-5A2;.g3/RL10a) statistisch signifikante
Resultate ergaben. Die Kombinationen mit elF-5Ag4.154 zeigten dagegen keine signifikante
Erhéhung des Fluoreszenzniveaus. Die Interaktion von elF-5A mit den ribosomalen Proteinen
konnte durch die hypusindefizienten Punktmutanten K50R und G52A nicht reduziert werden.
Dies deutet darauf hin, dass diese Interaktionen selbst nicht hypusinabhéngig waren. Western
Blots der Eluate reziproker TAP-Experimente mit RS5 und RL10a als Bait-Proteinen zeigten
nur im Fall von RS5 ein elF-5A-Signal, im Eluat von RL10a wurde dagegen kein elF-5A
detektiert. Dies deutet daraufhin, dass nur das Protein der kleinen Untereinheit stabil mit elF-
5A interagierte.

Als néchstes wurden die Interaktionen von elF-5A mit zwei nicht-ribosomalen Proteinen,
LDH-A und PAI-RBPL1, auf die gleiche Weise untersucht (Abb. 3.44). In PCA-Experimenten
konnten zwar Interaktionen von LDH-A sowohl mit der Wildtyp-Form beider elF-5A Iso-
formen, als auch mit beiden hypusindefizienten Punktmutanten detektiert werden, die beiden
Deletionsmutanten zeigten dagegen keine Interaktion mit LDH-A (Abb. 3.44a). Dies weist
darauf hin, dass flr die Interaktion mit LDH-A beide Doménen von elF-5A eine Rolle spiel-
en. Die Hypusinmodifikation selbst scheint auch fir diese Interaktion nicht essentiell zu sein.
Die statistische Signifikanz der Unterschiede individueller Interaktionen ist in Abbildung
3.44b abgebildet. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen dieser PCA-Experimen-
te wiesen kleine Regionen von hoher Fluoreszenz innerhalb des Zytoplasmas auf (Abb.
3.44c). Im Western Blot konnte die Interaktion von elF-5A und LDH-A unter Verwendung
des Anti-elF-5A1 Antikorpers und Eluaten reziproker TAP-Experimente ebenfalls bestatigt
werden.

Im Fall von PAI-RBP1, einem RNA-bindenden und mRNA-stabilisierenden Protein, zeigten
PCA- und reziproke TAP-Experimente vergleichbare Ergebnisse (Abb. 3.44). PAI-RBP1

scheint demnach ebenfalls ein Interaktionspartner von elF-5A zu sein.
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Abbildung 3.44: Weitere Untersuchung der elF-5A-Interaktion mit PAI-RBP und LDH-A.
(a) Durchflusszytometrische Auswertung von PCA-Experimenten. Die verschiedenen Kombi-
nationen sind durch Farbung der Saulen kodiert (siche Legende). Die Héhen der Saulen re-
prasentieren die mittlere Fluoreszenz lebender Zellen, normalisiert gegen entsprechende
Kontrollexperimente (MCFD2, grau gestrichelte Linie). Der Test auf statistische Signifikanz
bezieht sich auf die Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni’s
Multiple Comparison Test) (b) Vergleich der Interaktionsstarke der verschiedenen elF-5A-
Mutanten mit PAI-RBP bzw. LDH-A. Jedes Matrixelement reprasentiert die statistische Signi-
fikanz der PCA-Signalvariation zweier elF-5A-Mutanten in Kombination mit demselben Inter-
aktionspartner. (one-way ANOVA mit Bonferroni’'s Multiple Comparison Test) (¢) Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen reprasentativer Zellen aus PCA-Experimenten. Die jeweil-
ige Kombination ist in der Beschriftung angegeben. (d) Anti-elF-5A (prey) und Anti-Myc-Tag
(bait) Western Blots aus Eluaten reziproker TAP-Experimente. Alle Eluate wurden auf die-
selbe Membran geblottet.

NPM und TDP-43 sind zwei weitere Proteine, fiir die keine direkte, generelle regulatorische
Funktion in der Translation beschrieben wurde. Um die Moglichkeit weiterer elF-5A
Funktionen neben seiner Rolle in der Translation weiter zu untersuchen, wurden diese beiden
Proteine fiir weitere Validierungsexperimente ausgewdahlt (Abb. 3.45). Bei TDP-43 handelt es
sich um ein DNA- und RNA-bindendes Protein, das an der Regulation der Transkripition und
des Splicings von mRNA beteiligt ist. Aulerdem sind Mutationen des TDP43-Gens mit

neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht worden'**.

Interessanterweise
zeigte TDP-43 in Kombination mit beiden elF-5A Isoformen sowohl im PCA als auch im
reziproken TAP die stirksten Interaktionen dieser Versuchsreihe (Abb. 3.45a+d). Da die N-
terminale Doméne von elF-5A, im Gegensatz zu dessen C-Terminus, in Kombination mit

TDP-43 statistisch signifikante PCA-Signale hervorruft, kann daraus geschlossen werden,
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dass auch hier hauptsdchlich der Hypusin enthaltende N-Terminus von elF-5A fiir die
Interaktion mit TDP-43 verantwortlich ist (Abb. 3.45a).
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Abbildung 3.45: Weitere Untersuchung der elF-5A-Interaktion mit TDP-43 und NPM. (a)
Durchflusszytometrische Auswertung von PCA-Experimenten. Die verschiedenen Kombinati-
onen sind durch Farbung der Saulen kodiert (siehe Legende). Die Hohen der Saulen repra-
sentieren die mittlere Fluoreszenz lebender Zellen, normalisiert gegen entsprechende Kon-
trollexperimente (MCFD2, grau gestrichelte Linie). Der Test auf statistische Signifikanz be-
zieht sich auf die Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni’s
Multiple Comparison Test) (b) Vergleich der Interaktionsstarke der verschiedenen elF-5A-
Mutanten mit PAI-RBP bzw. LDH-A. Jedes Matrixelement reprasentiert die statistische Signi-
fikanz der PCA-Signalvariation zweier elF-5A-Mutanten in Kombination mit demselben Inter-
aktionspartner. (one-way ANOVA mit Bonferroni’'s Multiple Comparison Test) (c¢) Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen reprasentativer Zellen aus PCA-Experimenten. Die jeweili-
ge Kombination ist in der Beschriftung angegeben. (d) Western Blots aus TAP Eluaten. Die
jeweiligen Bait-Proteine sind Uber den Blots angegeben, der verwendete Erstantikorper
rechts. (e) Anti-elF-5A (prey) und Anti-Myc-Tag (bait) Western Blots aus Eluaten reziproker
TAP-Experimente. Alle Eluate wurden auf dieselbe Membran geblottet.
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Interessanterweise, und im Gegensatz zu den anderen hier genauer untersuchten Inter-
aktionen, riefen die Kombination von TDP-43 mit den beiden hypusindefizienten Punkt-
mutanten K50R und G52A signifikant schwachere Signale hervor, was fir eine Abhéngigkeit
dieser Interaktion von der Integritat der Hypusinmodifikation spricht. Diese Unterschiede
waren fur elF-5A1 ausgepragter als fir elF-5A2 (Abb. 3.45a+b). Im Gegensatz zu den Beob-
achtungen aus den PCA-Experimenten zeigten Western Blots aus TAP-Eluaten mit ver-
schiedenen elF-5A Mutanten sowohl fur TDP-43 als auch fur NPM stérkere Signale fiir elF-
5A2, und keine Verringerung des Signals nach Verwendung der K50R- und G52A-Mutanten
(Abb. 3.45d). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Interaktion im TAP-Assay nicht
von der Hypusinmodifikation abhangt. Zusammengefasst bestatigen diese Beobachtungen
sowohl NPM als auch TDP-43 als direkte oder indirekte, hypusinunabhangige Interaktions-
partner von elF-5A.

Insgesamt betrachtet belegen diese Kontrollexperimente die hohe Spezifitat der Identifikation
von Protein-Interaktionspartnern tber die Bioreaktor-TAP-MS/MS Methode.
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4. Diskussion

Hypusin ist eine einzigartige posttranslationale Modifikation, die die Vermittlung essentieller
zellulérer Funktionen ermdglicht. Hypusin wurde auflerdem als potentielle therapeutische
Zielstruktur in verschiedenen Krankheiten hoher Pravalenz identifiziert, unter anderem
betrifft dies die Pathogenese und den Kklinischen Verlauf verschiedener Krebsarten, den
Diabetes mellitus und AIDS (zusammengefasst von Hauber®, Maier et al.?” und Kaiser**°).
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines in vivo Mausmodells fur das Gen
Dohh und damit fur die Inaktivierung des letzten Schritts der Hypusinmodifikation des
Proteins elF-5A. Zu Beginn dieser Arbeit war zwar bekannt, dass elF-5A und seine Hypusin-
modifikation fur die eukaryotische Zelle essentiell sind, jedoch gab es ber ihre Bedeutung
fir mehrzellige Organismen in vivo noch keine Erkenntnisse. Die Hypothese, dass das Fehlen
sowohl von elF-5A1 als auch — vermittelt durch DHS — der gesamten Hypusinmodifikation
gravierende Konsequenzen fir den sich entwickelnden Séugerorganismus hat, konnte in der
Zwischenzeit bereits bestatigt werden?**'. Dass dies aber auch in gleichem MaRe fiir den
DOHH-vermittelten zweiten Schritt der Hypusinierung zutreffen wirde, war in Anbetracht
des deutlich milderen Phanotyps in der Hefe S. cerevisiae®® zumindest fraglich. Dies machte
fir die Untersuchung der Auswirkung fehlender DOHH-Aktivitat im adulten Tier die
Verwendung von konditionalen Linien nétig, die es erlauben, den KO des Dohh-Gens nach
Bedarf zu induzieren. Mit den vorliegenden Daten ergab sich ein aufschlussreicher Uberblick
der zu erwartenden Erkenntnisse aus dem in vivo KO der DOHH und eine gute Basis fur die
Orientierung der weiteren Forschung an diesem vielversprechenden Modellorganismus.

Der zweite Teil der Arbeit zielte darauf ab, durch die Aufklarung des Protein-Interaktoms
aller an der Hypusinmodifikation beteiligten Proteine neue Hinweise auf die molekularen
Grundlagen der essentiellen elF-5A-Funktionen zu erhalten. Ein solcher Datensatz wurde bis
zur Abgabe der Arbeit noch nicht verdffentlicht. Da die Wechselwirkungen verschiedener
Proteine untereinander die Mechanismen flr die meisten zelluldren Vorgange und deren
Regulation darstellen, bildet die Aufklarung solcher Wechselwirkungen einen vielver-

sprechenden Ausgangspunkt fur die Suche nach bisher unbekannten Mechanismen.
4.1, Der Dohh Knock-out

4.1.1. Etablierung einer Dohh knock-out Mauslinie

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte der Verlust der DOHH-AKktivitat herbeigefiihrt

und durch dessen Auswirkungen auf den Modellorganismus Riickschlisse zur Funktionalitét
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der DOHH gezogen werden. Da Daten aus einzelligen Organismen bereits vorlagen (vgl.
Abschnitt 1.1.1), stand insbesondere die Verwendung eines biologisch komplexeren Modell-
systems mit herstellbarem Bezug zum Menschen im Vordergrund. Als Modellsystem wurde
daher der konditionale KO in der Maus (M. musculus) ausgewihlt. Die stets gegebene Gefahr
einer embryonalen Letalitét ist im Fall der DOHH — entgegen der initialen Erwartungen —
eingetreten und hat die vergleichsweise aufwindige und zeitintensive Etablierung einer
konditionalen KO-Linie, inklusive der Klonierung eines entsprechenden Vektorkonstruktes,
nachtraglich gerechtfertigt. Dabei haben die mit 34 bp relativ kurzen loxP Erkennungs-
sequenzen fiir die Cre-Rekombinase in Introns normalerweise keine Auswirkungen auf die
Expression des Zielgens'**.

Der konventionelle Ansatz zur Klonierung solcher Konstrukte ist die Nutzung von Restrik-
tionsschnittstellen in der Ndhe oder innerhalb des Zielgens. Dieser Ansatz ist allerdings durch
die Seltenheit geeigneter Schnittstellen eingeschréinkt, so dass viele Zielgene iiberhaupt nicht
oder nur an wenig geeigneten Stellen manipuliert werden konnen'®. Die in dieser Arbeit ver-
wendete Red/ET-Technologie zur homologen Rekombination in Bakterien'** ist von dieser
Einschriankung nicht betroffen. Hier wird die Spezifitidt durch die Auswahl einer beliebigen
Sequenz vermittelt, die zu der gewihlten Insertionsstelle homolog ist.

Ein héufiges Problem, das bei der Generierung konditionaler KO Mauslinien auftreten kann,
ist die schlechte Keimbahntransmission der in die Blastozyste injizierten embryonalen
Stammzellen (ESC). ESC der 129-Linie haben im Vergleich zu anderen, zum Beispiel der

145,196 Mittlerweile

Linie C57BL/6, eine deutlich verbesserte Keimbahntransmissionsrate
etablierte Stammzellen von Subtypen der C57BL/6-Linie, die iiber eine ausreichend gute
Keimbahntransmissionsrate Verfugen147, waren zum Zeitpunkt der Durchfithrung dieses
Projekts in der hiesigen Serviceeinheit Transgene Tiere leider noch nicht allgemein verfiigbar.
Zu Beginn der Arbeit an diesem Projekt war die dort regelméBig eingesetzte Linie fiir die
Gewinnung der ESC daher 129/X1 x 129/S1. Von Vorteil ist dabei, dass die Identifikation
hochchimirer Tiere der Founder-Generation durch die verschiedenen Fellfarben bei der
Verwendung von 129/X1 x 129/S1 ESC und C57BL/6 Blastozysten erleichtert wird.

C57BL/6 stellt die am besten charakterisierte ingeziichtete Mauslinie dar, die meisten
Deleter- und sonstigen Linien sind auf diesem genetischen Hintergrund geziichtet worden.
Dazu kommt, dass der 129-Hintergrund zu schlechten Zuchtergebnissen und abnormen

Phiinotypen fiihrt'**

. Da der Genotyp des genetischen Hintergrunds also einen enormen Ein-
fluss auf den Phénotyp der Linie hat — und damit potentiell mit dem des KOs wechselwirkt —

sollten die Versuche zur Charakterisierung eines KOs vor einem genau spezifizierten und
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mdoglichst robusten Hintergrund durchgefuhrt werden. Daraus ergab sich die Notwendigkeit,
die etablierte Linie auf den C57BL/6J Hintergrund zuriick zu kreuzen.

Die konventionelle Methode des Ruckkreuzens basiert darauf, die durch Stammzelltransfer
hergestellten Tiere lber zehn Generationen in die gewinschte Linie einzukreuzen. Der Ver-
bleib von genetischen Elementen der Ursprungslinie (abgesehen von der durch die Genotypi-
sierung selektierten unmittelbaren Umgebung des Zielgens) gilt als statistisch hinreichend
unwahrscheinlich. Fur diese Methode mussten jedoch, bei einer durchschnittlichen
Generationszeit von elf Wochen, mehr als zwei Jahre veranschlagt werden. Ein Verfahren zur
Beschleunigung dieses Prozesses basiert auf der Verwendung eines Satzes gleichméRig im
Genom verteilter genetischer Marker, die sich zwischen den beiden eingesetzten Linien
unterscheiden'®®. Durch diese Methode, genannt ,speed congenics’, lasst sich die fir die
vollstdndige Rickkreuzung bendtigte Zeit bestenfalls halbieren. Diese Methode liel sich
allerdings durch eine hohe Zahl pro Generation benétigter Bocke und einem anféanglichen
geringen Zuchterfolg bei der Etablierung der hier beschriebenen Dohh-KO Linie nicht
anwenden. Eine spatere Anwendung dieses vergleichsweise teuren Verfahrens in der
Rickkreuzung ist kaum noch aussichtsreich und damit nicht sinnvoll, da der Anteil an
Genvarianten aus der Ursprungslinie im Verlauf der Riickkreuzung logarithmisch sinkt und
das groRte Potential in den ersten Generationen — mit einem hohem Anteil des urspriinglichen
genetischen Hintergrunds — gegeben ist.

Durch Verpaarung der N;-Tiere mit Flp-Rekombinase exprimierenden Tieren wurde die
Selektionskassette entfernt, da sich diese negativ auf die Expression des Zielgens auswirken
und auBerdem zu unspezifischen Effekten fihren kann. Die Kassette wurde zwar schon nach
der Selektion der embryonalen Stammzellen durch das Antibiotikum G418 (Geneticin) und
den Southern Blot nicht mehr bendtigt, sie wurde aber dennoch im Genom der Stammzellen
belassen, da die zur Entfernung und erneuten Selektion benétigte weitere Kultivierung der
Zellen einen negativen Einfluss auf ihre Keimbahntransmissionsrate gehabt hatte**®*°. Erst
bei Erreichen der No-Generation wurden Cre-Rekombinase exprimierende Méause eingekreuzt.
Mit dem eigentlichen KO durch Einkreuzen der Cre-Deleter Linie wurde die Riickkreuzung
und damit die Etablierung der Linie C57BL/6.Dohh™252 abgeschlossen (Ng auf Nyo).

4.1.2. In vivo-Charakterisierung des Dohh knock-out

Nach der erfolgreichen Etablierung der Dohh-KO Mauslinie konnte diese zur Untersuchung
des durch den DOHH-Verlust ausgeldsten Phanotyps herangezogen werden. Das loxP-
markierte Zielgen zeigte weder in heterozygoten noch in homozygoten Tieren beider

Geschlechter offensichtliche Veranderungen und ist dem Wildtypallel damit funktionell
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gleichsetzbar. Die Deletion der Exons 2, 3 und 4 des Dohh-Gens mithilfe der Expression bzw.
Aktivierung der Cre-Rekombinase resultierte in einem Nullallel, das sich fir die
Untersuchung des Ausfalls der DOHH-Funktion in vivo und in vitro eignet (vgl. Abschnitt
3.1.1).

Das véllige Fehlen von Dohh”-Genotypen in Wiirfen aus der Verpaarung heterozygoter Tiere
weist auf einen letalen Phanotyp wahrend der Embryonalentwicklung hin (vgl. z. B. Kim et
al.’™™). Dass nach der Geburt keine tot geborenen Mause mit verzogerter Entwicklung
gefunden wurden deutet aulRerdem darauf hin, dass dieser Phénotyp relativ frih, also wahrend
der ersten Halfte der Gestation einsetzt. Diese Schlussfolgerung musste jedoch durch weitere
Daten untermauert werden, da tot geborener Nachwuchs zumeist im Anschluss an die Geburt
von der Mutter gefressen wird.

Bisher wurde allgemein vermutet, dass der die Geschwindigkeit bestimmende Schritt der
Hypusinbiosynthese, und damit die Festlegung der maximal exprimierbaren Menge
aktivierten elF-5As, von dem Expressionsniveau des Enzyms DHS bestimmt wird®. In der
vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass das heterozygote Fehlen eines Dohh-Allels
bereits ein verzogertes Wachstum auslost. In einer aktuellen Arbeit, die sich mit einem KO-
Modell fiir das Enzym DHS befasst, wurde dieser Phanotyp dagegen nicht beschrieben®*".
Hierbei muss angemerkt werden, dass die Messungen in der zitierten Arbeit von Templin et
al. spater als die hier beschriebenen Zeitpunkte mit statistisch signifikanten Unterschieden des
Korpergewichts durchgefuhrt wurden. Es ist also mdglich, dass Messungen beider
Tiermodelle zu den gleichen Zeitpunkten nicht zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren
wirden. In der Kombination legen diese Beobachtungen nahe, dass das Expressionsniveau
beider Enzyme fiir die erforderliche Rate der Hypusinmodifikation von elF-5A und damit flr
die Aktivierung seiner biologischen Funktion bendtigt wird. Eine andere mogliche Erklarung
ware, dass das Enzym DOHH eine weitere, bisher unbekannte Funktion auf den zellularen
Metabolismus austibt. Gegen diese Mdglichkeit spricht allerdings, dass es bisher keinerlei
Hinweise auf eine solche hypothetische Funktion der DOHH gibt. Auch in dieser Arbeit
konnten im Interaktom dieses Enzyms keine neuen Hinweise auf solche Funktionen gefunden
werden (vgl. Abschnitt 3.4.4). Diese Fragestellung lieRe sich durch einen direkten Vergleich
der beiden Modellsysteme und in Zukunft eventuell durch ein transgenes Modell mit
geringerer elF-5A-Expression adressieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren beobachtet, dass der letale Phanotyp des voll-
stdndigen, also homozygoten Verlusts des Dohh-Allels in der frihen Embryogenese einsetzt,

und zwar zwischen den Tagen 3,5 und 9,5 der Embryonalentwicklung. Dies lasst im Zusam-
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menhang mit anderen Daten den Schluss zu, dass der Hydroxylierung von Deoxyhypusin in
der zweiten und finalen Stufe der Hypusinbiosynthese am Protein elF-5A eine essentielle und
nichtredundante Funktion in der frihen Embryogenese zukommt. Zum einen sind elF-5A1
und elF-5A2, sowie DHS und DOHH, in allen embryonalen Entwicklungsstadien

exprimiert>***?

(bisher unveroffentlichte eigene Daten). Zum anderen gibt es keine Hinweise,
dass das Enzym DOHH, uber die Finalisierung der Hypusinbiosynthese hinaus, weitere
Funktionen austibt. Zudem konnten an Tag 9,5 Implantationsstellen gefunden werden, deren
Embryonen bereits vollstandig resorbiert waren. Dies deutet auf eine bereits langer
andauernde Resorption, also das Absterben des Embryos zu einem weitaus friilheren Zeitpunkt
hin. Schliellich wurde beobachtet, dass die an Tag 3,5 der Embryonalentwicklung
praparierten Blastozysten des homozygoten KO-Phanotyps zwar Kkeine starken
morphologischen Unterschiede zu den Wildtypen zeigten, jedoch im Laufe der weiteren
Kultivierung ein tendenziell langsameres Wachstum zeigten. Die letzte Beobachtung lasst
zusatzlich darauf schlielen, dass durch den Dohh-KO Defekte im Zellwachstum ausgelost
werden. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass 72 h alte nero-defiziente
Drosophila-Larven im Vergleich zu Wildtypen ebenfalls ein eingeschranktes Wachstum
aufweisen® (vgl. Abschnitt 1.1.3).

Die histologische Analyse der Milzen heterozygoter KO-Tiere deutet auf eine gestorte
Hé&matopoese in diesem Organ hin (vgl. Abschnitt 3.2.3). Wahrend die Milz des Menschen
postnatal ein rein lymphatisches Organ ist und die Blutbildung vollstdndig in das Knochen-
mark verlagert wird, tragt die Milz der Maus auch nach der Geburt noch 2-15% zu ihrer
Gesamthamatopoese bei'>®. Die Mikroumgebung der murinen Milzendothelzellen bewirkt
dabei eine Bevorzugung der erythroiden Linie™. Dies erklart die groBe Zahl von Erythro-
zyten im Milzgewebe des Wildtyps. Aufgrund der normalen Histologie des Knochenmarks
und des guten allgemeinen Gesundheitszustandes der heterozygoten KO-Tiere scheint die
Hé&matopoese aber nicht generell gestort zu sein. Die interessanten Fragestellungen, ob die
durch den Dohh-KO verursachte Stérung der Hamatopoese in der Milz auf Veranderungen
der hdmatopoetischen (Stamm-) Zellen oder ihrer Nische beruht, und welche Mechanismen
diesen Veranderungen zugrunde liegen, sollen in Folgeprojekten adressiert werden.

Die Resultate der beschriebenen Experimente mit konditionalem KO der Dohh im adulten
(bzw. juvenilen) Tier zeigten einen deutlich gravierenderen Phanotyp, der zu den Beobach-
tungen aus den adulten heterozygoten KO-Tieren passte. Die dort beobachtete langsamere
Zunahme an Korpergewicht liel sich durch den konditionalen KO in Tieren mit heterozygot

gefloxtem Dohh tendenziell reproduzieren und in homozygoten Tieren deutlich steigern. Der
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Endpunkt dieses Phanotyps — die Letalitat drei bis vier Wochen nach der Induktion des KOs —
ist ebenfalls mit der Drosophila-Studie®® vergleichbar. Auch in der Taufliege ist das nero-Gen
fir das Uberleben des Organismus essentiell. Da dies die erste Beschreibung eines die
Hypusinierung beeintrachtigenden KOs im adulten Saugetier ist, kann Gber den Vergleich des

Dohh-, Dhps- und Eif5al-KOs keine Aussage gemacht werden.

4.1.3. Erkenntnisse aus dem Dohh knock-out in vitro

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Zelllinie ist ein irreversibel induzierbares in vitro
Modell des DOHH-KOs etabliert worden, das nicht tGber die tGblichen Wachstumsbeschran-
kungen von Primarzellen verfugt. Der Vergleich der drei Zelllinien mit den verschiedenen
Dohh-Genotypen macht allerdings deutlich, dass die Immortalisierung der Zelllinien nach
dem 3T3-Protokoll zufallige Veranderungen des Phanotyps begleiten, die den direkten
Vergleich der Zelllinien untereinander erschweren. Voraussetzung fur die Durchfiihrung von
Experimenten ist daher die Verfligbarkeit entsprechender Kontrollen innerhalb der jeweiligen
Zelllinie.

Es fallt auBerdem auf, dass die Rekombination des gefloxten Dohh-Allels nicht in allen Zellen
der hier etablierten Linie stattfindet und die nicht rekombinierten Zellen sehr schnell — nach
etwa vier bis fiinf Passagen — beginnen, die KO-Zellen zu iiberwachsen. Uber den Grund der
Resistenz einer Subpopulation kann hier nur spekuliert werden, da eine genauere Charakteri-
sierung der Zelllinien in dieser Hinsicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durch-
gefliihrt werden konnte. Es wére moglich, dass einige Zellen zwar erfolgreich mit dem
CreEsrl-Expressionsplasmid transduziert wurden, dieses jedoch so ins Genom integriert
wurde, dass die Expression des CreEsrl-Fusionsgens nicht erfolgte. Des Weiteren ware es
mdglich, dass einige nicht transduzierte Zellen trotz der Puromycin-Behandlung Uberleben
konnten. In beiden Fallen wirde die fehlende Expression des CreEsrl-Fusionsgens dazu
fihren, dass die Induktion durch 4-OHT wirkungslos bliebe. Eine mdgliche Herangehens-
weise an diese Problemstellung wére die Herstellung und Untersuchung von Einzelzellklonen.
In jedem Fall ist das schnelle Auswachsen der KO-resistenten Zellen ein starkes Indiz fir die
kritische Bedeutung der DOHH. Aus dem Erreichen der maximalen Wirkung der Behandlung
flr Zellen aus dieser Linie ergibt sich ein optimaler Zeitpunkt fir weitere Experimente am
Tag neun nach Beginn der Induktion des KO. Dabei sollte bei der Interpretation der
gewonnenen Daten immer beachtet werden, dass die in der Gesamtpopulation vorhandenen,
induktionsinsensitiven Zellen je nach durchgefiihrtem Experiment einen mehr oder weniger
starken Einfluss austiben kénnen. Da sich die auswachsenden Zellen wegen des ausbleiben-

den KOs vermutlich wie Kontrollzellen verhalten ist aber eher zu erwarten, dass schwach
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ausgepragte Phanotypen vollstdndig maskiert und die detektierbaren Phénotypen schwacher
ausgepragt sind als es bei einem vollstandigen KO der Fall ware. Dieses Problem ist (ins-
besondere beim KO proliferations- und tberlebenskritischer Gene) systeminharent und wurde
auch flr in vivo Experimente bereits beschrieben. So konnte zum Beispiel in der Leber von
Alb-Cre;Ctnnb1""* Mausen, bei denen in allen Hepatozyten adulter Tiere die p-Catenin-
Allele ausgeschaltet werden sollten, die spatere Repopulation der Leber durch Hepatozyten
mit intaktem Ctnnb1"®/"°*.Genotyp beobachtet werden®*®.

Die Ergebnisse der real-time RT-PCR fur die Eif5al-mRNA ergaben mit einer maximal zwei-
fachen Konzentrationsédnderung keine sicher interpretierbaren Daten, da diese Veranderung
durch verschiedene technische Faktoren dieser Methode innerhalb ihrer Fehlerunsicherheit
liegt. Zudem ist eine dementsprechend geringe Zunahme der Expression auch im Western
Blot nicht leicht detektierbar, insbesondere im Fall eines ohnehin stark exprimierten Proteins
wie elF-5A1. Sollte sich der ablesbare Trend jedoch bestétigen, dass der Eif5al-mRNA-
Spiegel der Zellen nach dem Dohh-KO steigt, dieser auf der Proteinebene jedoch nicht
erkennbar reguliert wird, ergaben sich verschiedene Interpretationsmoéglichkeiten: Es ware
mdoglich, dass die deoxyhypusinierte Form von elF-5A1, die nach dem KO nach und nach
entsteht, weniger stabil wére und dies die zusatzliche elF-5A-Expression ungefahr ausgleicht.
Es wére auch moglich, dass nicht vollstandig hypusiniertes elF-5A1 von der Zelle, z. B. durch
Ubiquitinylierung, aktiv abgebaut wird. Dagegen spricht allerdings die Hypothese, dass in
verschiedenen Zelltypen, z. B. B-Zellen der Bauchspeicheldriise, anscheinend ein Vorrat un-
hypusinierten elF-5As vorgehalten wird, der im Kern angereichert und bei Bedarf ins
Zytoplasma transportiert wird®®. Zuletzt besteht die Mdglichkeit, dass die Translation der
Eif5al-mRNA nach dem Dohh-KO weniger effizient ablauft. Dies ware ein interessanter
Regulationsprozess, der auf ein negatives Feedback durch unvollstandig hypusiniertes elF-
5A1 auf die Translation von Eif5al hindeuten wirde. Diese Beobachtung kdnnte andererseits
auch so interpretiert werden, dass elF-5A1, als Translationsregulator eines spezifischen Sets
von mRNAs™?, auch die Regulation der Eif5al-mRNA hypusinabhangig reguliert. In beiden
Fallen wére dies eine Autoregulation der Eif5al-Expression. Diesen Ergebnissen und Hypo-
thesen steht allerdings die Beobachtung entgegen, dass der Verlust des nero-Gens der
Taufliege (D. melanogaster) in vivo zu einer starken Hochregulation des elF-5A Proteins
fuhrte®,

Die Ergebnisse der 2D-Western Blots mit dem Anti-elF-5A1 Antikdrper legen eher eine der
ersten beiden Erklarungen nahe. Hier wurde beobachtet, dass das elF-5A trotz des fast

vollstandig fehlenden DOHH auch neun Tage nach dem Beginn der Induktion immer noch zu
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fast 50% modifiziert war. Eine mdgliche Erklarung fir das verbliebene hypusinierte elF-5A
ware eine Erhohung seiner Halbwertszeit, die durch die fehlende Neusynthese bzw.
Anhaufung unhypusinierten elF-5As induziert werden konnte. Ein weiterer Beitrag ist
vermutlich bei den auswachsenden, 4-OHT-resistenten Zellklonen zu suchen.

Ein deutlicher Effekt des Dohh-KOs auf die 3T3P°"-Zelllinie ist eine starke Verringerung
des Zellwachstums, die zumindest zum Teil auf Seneszenz zuriickgefiihrt werden konnte.
Seneszenz wurde durch das Ausbleiben der S- (bzw. dem Verbleiben in der G;-)Phase trotz

16 Dabei treten

exogener Induktion des Zellzyklus durch Wachstumsfaktoren definiert
innerhalb der Zellpopulation ausgebreitete, stark vergroRerte Zellen mit erhéhtem
Zytoplasmavolumen auf®’. Diese Veranderungen der GroRe, einhergehend mit einer

198 vanishewski et al.

positiven Farbung auf SA-B-Gal, gelten als Marker zellul&rer Seneszenz
haben gezeigt, dass seneszente humane Lungenfibroblasten der Linie WI-38 zwar
uberwiegend einen diploiden Chromosomensatz haben und sich im G;-Arrest befanden, ein
Teil der Zellen aber auch einen erhéhten DNA-Gehalt aufwies, der tetra- und polyploiden

Zellen entsprach™®

. Weitere Untersuchungen dieser Zellen haben ergeben, dass es sich dabei
um G-tetraploide und nicht um G.-diploide Zellen handelte’®. Diese Zelllinie zeigte also
nach Erreichen der Seneszenz ein erhdhtes Auftreten an Tetra- und Polyploidie,
hervorgerufen durch die Dysregulation von Zellzyklus und DNA-Synthese. Dies kann auch in
der Pl-basierten Zellzyklusanalyse nachvollzogen werden. Zum Beispiel zeigte eine Arbeit an
humanen Hautfibroblasten, dass die Zellen nach einer gréReren Anzahl an Passagen in
Seneszenz gingen und Apoptose ausgeldst wurde. Gleichzeitig stieg auch der Anteil an
tetraploiden Zellen®™. In Ubereinstimmung mit diesen Studien wurde in dieser Arbeit
beobachtet, dass Dohh-KO Fibroblasten ebenfalls in Wachstumsarrest gingen (vgl. Abschnitt
3.3.3) und sich mit dem Seneszenzmarker SA-B-Gal farben lieRen (vgl. Abschnitt 3.3.4).
Dariiber hinaus traten stark vergroRerte Zellen mit vergroRertem Zellkern auf (vgl. Abschnitt
3.3.3). In der Zellzyklusanalyse zeigte sich eine Erhdhung des Anteils tetraploider Zellen (vgl.
Abschnitt 3.3.5). Da die behandelten Dohh-KO Zellen deutlich langsamer wuchsen als
Leervektor- sowie unbehandelte Kontrollzellen, war diese Beobachtung nicht durch das
Auftreten eines mit dem haufigeren Durchlauf des Zellzyklus einhergehenden G,-diploiden
Chromosomensatzes zu erklaren. Es zudem ist zu erwarten, dass polyploide und stark
vergroRerte Zellen in dieser Analyse wie Zellaggregate erscheinen. Daher wurden sie aus der
Auswertung vermutlich durch ein entsprechendes Gate ausgeschlossen. Das Ausbleiben
polyploider Zellen in der PI-Zellzyklusanalyse spricht demnach nicht gegen die hier

beschriebene Interpretation der Beobachtungen als zelluldre Seneszenz. In der Kombination
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und in Ubereinstimmung mit den angefiihrten Studien sprechen diese Daten fiir das Auslésen
zellulérer Seneszenz durch den Verlust der DOHH-AKktivitat. Dieser Zusammenhang sollte in
weiteren Untersuchungen bestatigt und weiter charakterisiert werden, zum Beispiel durch
Western Blot-Analysen der Aktivierung und Expression zellzyklusregulatorischer Proteine
wie p53, pl6 oder ARF. Andere Studien zur zelluldren Seneszenz nach Inhibition der
Hypusinsynthese untermauern diese Interpretation jedoch bereits: Zuerst wurde beobachtet,
dass die Aktivitat eines Enzyms der Polyaminsynthese, der Ornithin Decarboxylase, in
seneszenten Lungenfibroblasten stark verringert ist und dabei unter anderem die Rate der

162

Neubildung des DHS-Substrats Spermidin zuriickgeht™. Spater wurde gezeigt, dass

Seneszenz ebenfalls mit einem starken Riickgang der Hypusinsyntheserate einhergeht™®.
Aufgrund dessen, und da elF-5A bekannte Funktionen in Proliferation und Zellzyklus-
regulation innehat (vgl. Abschnitt 1.1.1), kann spekuliert werden, dass elF-5A und dessen
Hypusinierung (gesteuert tGber die Polyaminsynthese) ebenfalls im Regulationsmechanismus
der Seneszenz involviert ist. Die in dieser Arbeit beschriebenen Daten sprechen ebenfalls
daftir. Dass dabei erstmals gezeigt werden konnte, dass schon die Inhibition des DOHH-
vermittelten Schritts der Hypusinsynthese fur die Induktion von Seneszenz in murinen
Fibroblasten ausreicht, spricht zudem fir die in dieser Arbeit diskutierte Hypothese, dass der
zweite Schritt der Hypusinmodifikation im Verlauf der eukaryotischen Evolution an
Bedeutung gewonnen hat. Deutlich wird dies auch durch den Vergleich des zellularen
Phanotyps der Dohh-KO Zelllinie mit dem vergleichsweise milden Phéanotyp des LIAL-

Verlusts in S. cerevisiae® (vgl. Abschnitt 1.1.1).

4.2. Das Protein-Protein Interaktionsnetzwerk hypusinrelevanter
Proteine

4.2.1. Bioreaktor-TAP-MS/MS: Eine hochsensitive Methode zur Aufklarung von
PPI

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten Interaktionspartner fur elF-5A1 und elF-5A2
sowie fir DHS und DOHH mit dem Ziel identifiziert werden, anhand dieser Daten Erkla-
rungen flr die molekularen Mechanismen der elF-5A-Funktion und -Regulation zu entwi-
ckeln. Dafir wurde eine hoch sensitive Methode etabliert: ,Bioreaktor-TAP-MS/MS’. Durch
die Bereitstellung einer groRen Zellzahl als Ausgangsmaterial fur die TAP-Aufreinigung und
kleinere Anderungen in der Art der Probenaufbereitung ist es gelungen, die Sensitivitit der
Ursprungsmethode (TAP-MS/MS), gemessen an der Anzahl identifizierter Interaktions-

partner, signifikant zu erhéhen. Dies wird deutlich, wenn man die Ergebnisse der vorliegen-
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den Arbeit mit denen einer anderen Studie vergleicht, in der ebenfalls ein TAP-MS/MS
Protokoll auf das elF-5A1-Ortholog aus S. cerevisiae angewandt wurde'®. Dort wurden im
TAP-Eluat 20 Proteine identifiziert, die potentiell mit elF-5A1 interagieren. 75% dieser
Proteine waren Bestandteile des ribosomalen Komplexes (14 ribosomale Proteine der groflRen
und kleinen Untereinheit sowie der Elongationsfaktor eEF1A). Das relativ gering exprimierte
Enzym DOHH wurde in dieser Studie nicht als Interaktionspartner von elF-5A1 identifiziert.
In der vorliegenden Arbeit konnten dagegen insgesamt 261 Proteine in den Proben der vier
Zielproteine identifiziert werden, 245 davon als potentielle Interaktionspartner von elF-5AL1.
Fast alle spater Uberpruften Interaktionen konnten in PCA-Experimenten reproduziert werden.
Der insgesamt hohe Anteil reproduzierter Interaktionen (sieben von neun untersuchten Inter-
aktionen fir elF-5A1, vgl. Abschnitt 3.4.6) spricht fur die Zuverlassigkeit des verwandten
Systems und der hier beschriebenen Daten. Obwohl eine gewisse Rate falsch-positiver Identi-
fikationen bei der eingesetzten Methode zu erwarten war, wére es auch moglich, dass die
fehlende Reproduzierbarkeit einiger potentieller Interaktionen durch den Wechsel des Zell-
systems (von BaF/3 p210 auf NIH3T3 Fibroblasten) fir den PCA hervorgerufen wurde. Zum
Beispiel konnte eine indirekte Interaktion deshalb in den NIH3T3 ausbleiben, weil ein flr das
Zustandekommen der Interaktion erforderliches Adaptermolekil in diesen Zellen nicht

exprimiert wird.

4.2.2. Das Interaktionsnetzwerk der hypusinrelevanten Proteine bietet Hinweise

auf die molekularen Mechanismen der elF-5A-Funktion

Im elF-5A Datensatz der vorliegenden Arbeit wurden 245 Proteine identifiziert. Die meisten
dieser Proteine wurden durch die GO-Analyse als funktionelle Bestandteile der Protein-
synthese kategorisiert (52,4% fir elF-5A1 bzw. 70,2% flr elF-5A2). Das grofite der
identifizierten Cluster bestand ausschlieRlich aus Proteinen, die der Ribosomenfunktion
zugeordnet werden konnten. Allerdings wurde im Gegensatz zu der oben genannten Studie
auch eine groBe Zahl weiterer Proteine identifiziert, denen vollig andere Funktionen
zugeschrieben werden. Die Kenntnis der Beziehung von elF-5A zu diesen Proteinen kdnnte
dabei helfen, die molekularen Mechanismen zu verstehen, die den verschiedenen Funktionen
von elF-5A zugrunde liegen. Dies ist zundchst die gut belegte Rolle von elF-5A im
spezifischen Transport einiger mRNAs sowie deren Prozessierung und Stabilitat?®?#244>164
In Ubereinstimmung mit diesen Studien konnte in den elF-5A-Datensétzen dieser Arbeit ein
groRer Teil der identifizierten Proteine als RNA-bindend klassifiziert werden (69% bzw.
72,7%). Darlber hinaus ergab die Cluster-Analyse des vorgestellten Netzwerks, dass zwei

von finf Clustern aus RNA-bindenden Proteinen bestehen, deren Funktionen ebenfalls im
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Bereich des RNA-Transports sowie deren Prozessierung und Translation liegen. Eine weitere
in GO- und Cluster-Analyse stark repréasentierte Gruppe besteht aus Proteinen, die regulative
Funktionen in der Steuerung des Zellzyklus ausiiben. Diese Beobachtung legt eine direkte
Funktion von elF-5A in der Regulation des Zellzyklus nahe. Dies steht im Gegensatz zu der
These, dass die beobachtete Wirkung von Inhibitoren der Hypusinsynthese und des Verlusts
der elF-5A-Funktion®?*?%-3%1% auf indirekten Auswirkungen tber Proteinsynthese und RNA-
Transport beruht. Fir eine direkte Beteiligung an der Zellzyklusregulation sprechen auch
andere aktuelle Studien, in denen die Beteiligung von elF-5A an der Regulation normaler und

maligner Zellproliferation beschrieben wurde***®.

4.2.3. Evolutionare Diversifikation als mogliche Grundlage fur die Unterschiede

zwischen elF-5A Orthologen ein- und mehrzelliger Eukaryoten

Eine mogliche Erklarung fur die Unterschiede zwischen den verfiigbaren Daten aus der Hefe
und den hier vorgestellten Daten aus einem Saugersystem sind neue, im Laufe der
eukaryotischen Evolution erworbene Proteinfunktionen von elF-5A, die seine evolutionar
hoch konservierte und fiir eukaryotische Zellen essentielle®**® Basisfunktion in der
Proteintranslation komplementieren. Diese Entwicklung zu einem gréReren Spektrum von
Funktionen wirde vermutlich auch eine Erweiterung der Gesamtheit der elF-5A
Interaktionspartner mit sich bringen. Diese Hypothese wird durch Beobachtungen gestiitzt,
die in verschiedenen eukaryotischen Systemen gemacht wurden: Wahrend der Verlust des
DOHH-Orthologs von S. cerevisiae (LIAL) nur eine geringe Verlangsamung der Wachs-
tumsrate bewirkt®, 16st dieser in D. melanogaster gravierende Effekte auf das Uberleben und
die Organentwicklung sowie zellulare Autophagie aus™’. Kiirzlich publizierte Arbeiten iiber
knock-out Mausmodelle fur die Gene Eif5al sowie Dhps sowie der im ersten Teil dieser
Arbeit beschriebene Dohh-KO zeigen des Weiteren, dass sich der Verlust eines der an der
Hypusinmodifikation beteiligten Proteine im Sduger schon in einem frihen Stadium der
Ontogenese letal auswirkt’”*** (vgl. Abschnitt 3.2.2).

Der Vergleich der verfligbaren Daten aus der Hefe mit den hier beschriebenen Datensatzen
stitzt diese Hypothese. Wéhrend alle (direkt oder indirekt) mit elF-5A interagierenden
Orthologe, die in beiden Datensatzen vorkommen, einen direkten Bezug zur Translation
haben, wurden in der Hefe keine Proteine mit anderen funktionellen Eigenschaften als elF-
5A-Interaktionspartner identifiziert (vgl. Abschnitt 3.4.5).
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424, Unterschiede in den PPI der Isoformen elF-5A1 und elF-5A2

Diese Uberlegungen zu den evolutionar sich auseinander entwickelnden Funktionen von elF-
5A lassen sich auch auf die Isoformen von elF-5A (bertragen. Die in der Einleitung
beschriebenen Unterschiede der beiden Isoformen bezlglich ihres Expressionsprofils und der
Rolle speziell von elF-5A2 in der Krebsentstehung stehen mit den hier beobachteten Unter-
schieden in den jeweiligen Datensédtzen in Einklang. Eine mdgliche Erklarung ware, dass
beide Isoformen sich zwar einen Basissatz gemeinsamer, urspringlicher sowie spater
erworbener Funktionen teilen. Dagegen konnte elF-5A1 aber noch verschiedene, ubiquitar
benotigte zellulare Funktionen ausiiben, wahrend elF-5A2 andere, eher gewebs- und entwick-
lungsspezifische zusatzliche Aufgaben innehat. Es gibt Hinweise auf isoformspezifische
Rollen von elF-5A in der Dedifferenzierung und Mobilisierung von Krebszellen, die diese
Hypothese stiitzen: So wurde die Uberexpression von elF-5A2, jedoch nicht von elF-5A1, in
Zellen des hepatozellularen Karzinoms entdeckt und konnte positiv mit der Metastasierungs-
rate korreliert®® sowie als prognostischer Marker fiir den klinischen Verlauf bei Lungenkrebs-
patienten identifiziert werden®. In einer weiteren Studie konnte elF-5A2 mit der Entwicklung
des Ovarialkarzinoms in Verbindung gebracht und als Onkogen charakterisiert werden®.
Tatsachlich wurde in dieser Arbeit CKAP5, ein im hepatozelluldren und Kolonkarzinom stark
exprimiertes Protein als spezifischer Interaktionspartner von elF-5A2 ermittelt (vgl. Abb. 3.32
und Tabelle 3 im Anhang). Auch die Hypothese, dass elF-5A2 im Hoden und im ZNS eine
wichtige Funktion ausibt, wird durch Ergebnisse dieser Arbeit gestutzt: Bisher war fur elF-
5A2 die selektive Expression im Hoden und ZNS sowie eine Studie bekannt, die eine
Anhaufung von Mutationen des EIF5A2-Gens bei infertilen Mannern beschrieb™®. In dieser
Arbeit konnte dartiber hinaus eine selektive Interaktion von elF-5A2 mit GSK-3p gezeigt
werden. Dieses Protein ist im Hoden stark exprimiert und an der Regulation der Zellmigration

169 AuBerdem konnte UGT-1, das im Gehirn stark exprimiert wird, ebenfalls als

beteiligt
selektiver Interaktionspartner von elF-5A2 identifiziert werden. Darlber hinaus wurden
GCDH und TDP-43 als Interaktionspartner von elF-5A2 identifiziert. Diese beiden Proteine
sind ebenfalls fir das Nervengewebe bedeutsam. Mutationen des GCDH-Gens ldsen die

170 Mutationen von TDP-43 wurden

neurodegenerative Erkrankung Glutarazidurie Typ | aus
ebenfalls mit einer neurodegenerativen Erkrankung in Verbindung gebracht, der amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) Typ X*™*, sowie in Einzelfallberichten mit weiteren Erkrankungen, die
das ZNS betreffen'’.

Dabei ist zu bemerken, dass Zelllinien im Allgemeinen spezifisch fur die Gewebe sind, aus

denen sie urspriinglich gewonnen wurden. Die Suche nach Interaktionspartnern ist daher
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normalerweise eher fur Interaktionen erfolgreich, die in dem jeweiligen Gewebe stattfinden.
Aufgrund dessen wirde ein vergleichbares Screening nach Interaktionspartnern von elF-5A2
in einem neuronalen oder keimzellspezifischen Kontext wohl eine andere, vermutlich groRere
Gesamtheit an elF-5A2-spezifischen Interaktionspartnern ergeben. Es ist jedoch bemerkens-
wert, dass trotz des verwendeten Pre-B-Zellsystems eine Vielzahl von Proteinen identifiziert
werden konnte, die in hadmatopoetischen Zellen eher gering exprimiert werden und deren
bekannte Funktionen fur die Biologie und Pathophysiologie von Gehirn und Hoden
beschrieben wurden. Dass trotz der relativ geringen Expression dennoch fir die Identifikation
ausreichende Mengen dieser Proteine aufgereinigt wurden, kann als weiterer Hinweis auf die
hohe Sensitivitdt des hier verwendeten Bioreaktor-TAP-MS/MS Protokolls interpretiert

werden.

4.2.5. Die vorliegenden Daten bieten keine Hinweise auf bisher unbekannte
Funktionen der Enzyme DHS und DOHH

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die gezielte Suche nach bisher unbekannten Inter-
aktionspartnern von DHS und DOHH. Im Gegensatz zu den komplexen Interaktionen von
elF-5A beschreiben die gezeigten Daten jedoch keine vergleichbaren funktionellen Inter-
aktionsnetze fur die beiden Enzyme der Hypusinsynthese. Im Vergleich zu beiden elF-5A
Isoformen wurden fir die DHS und DOHH nur wenige Interaktionspartner ermittelt, die
dartiber hinaus zu einem groRen Teil mit den in den Datensétzen von elF-5A1 und elF-5A2
enthaltenen Proteinen tberlappen. Diese Uberlappungen legen nahe, dass zumindest ein Teil
dieser Proteine nur mit einem der jeweiligen Bait-Proteine interagiert und die Aufreinigung in
den anderen Fallen indirekt Uber die elF-5A/DHS und elF-5A/DOHH Interaktion ablauft.
Dartiber hinaus konnte flr keines der in den DHS- und DOHH-Datensétzen enthaltenen
Proteine eine signifikante Sequenzhomologie zur elF-5A-Region gefunden werden, die die
Hypusinierungsstelle (Lysso) enthélt. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion in diesen
Féllen auf einem anderen Mechanismus beruht als dem der beiden Interaktionen mit elF-5A.
Zusammen genommen begriinden die vorgestellten Daten nicht die Annahme weiterer
Funktionen beider Enzyme. Allerdings lasst die Tatsache, dass beide Datensétze zellzyklus-
regulatorische Proteine wie CDK17, TRIM33, CEP55, KIF2A und MCM3 enthalten (vgl.
Abschnitt 3.4.4), den Schluss zu, dass die Enzymaktivitat von DHS und DOHH — und damit
eventuell auch die Aktivierung der elF-5A Funktion — in diesem Kontext reguliert werden

kodnnte.
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4.2.6. Der Einfluss der Hypusinmodifikation auf einzelne PPI von elF-5A
Viele der in dieser Studie als Interaktionspartner von elF-5A1, elF-5A2, DHS und DOHH

identifizierten Proteine geben, wie bereits erortert, wichtige Hinweise auf mdgliche
molekulare Mechanismen bekannter und weiterer, bisher unbekannter Funktionen von elF-5A
und der Hypusinmodifikation. Durch die Verwendung von hypusindefizienten sowie
Deletionsmutanten von elF-5A in PCA- und TAP-Experimenten wurde der Einfluss des
Hypusins auf die neu identifizierten Proteininteraktionen untersucht. Die Beobachtungen aus
diesen Experimenten deuten darauf hin, dass die Interaktionen von elF-5A mit den fur die
Bestatigungsversuche ausgewahlten Proteinen zwar spezifisch fur eine oder beide Doménen
sind, jedoch nicht von der Integritat der Hypusinmodifikation abhangen. Diese Beobachtung
ist auBerordentlich interessant, da in verschiedenen Studien eine Hypusinabhéngigkeit der
jeweils untersuchten Funktionen von elF-5A festgestellt wurde (vgl. Abschnitt 1.1.1). Fir die
dazu scheinbar paradoxen, hypusinunabhangigen Interaktionen gibt es verschiedene mogliche
Erklarungen: Die Interaktionen koénnten fur die elF-5A-Funktion keine Rolle spielen, oder
aber fir die Vermittlung einer bisher unbekannten, hypusinunabhangigen Funktion von elF-
5A bendtigt werden. Zudem waére es denkbar, dass die Interaktionen zwar fur hypusin-
abhangige Funktionen von elF-5A benétigt werden, jedoch selbst nicht hypusinabhangig und
alleine nicht hinreichend fir die Ausubung dieser Funktionen sind. Dies bedeutet, dass das
Stattfinden einer Interaktion nicht unbedingt auch eine Aussage Uber dessen Funktionalitét
zulésst. So wurde in der vorliegenden Arbeit die Beobachtung gemacht, dass beide hypusin-
defizienten Mutanten, vor allem aber elF-5Aksor, spezifisch mit DHS interagieren (vgl.
Abschnitt 3.4.6). Gleichzeitig wurde jedoch bestétigt, dass diese elF-5A-Mutanten nicht
hypusiniert werden (vgl. Abschnitt 3.4.1). Diese beobachtete Interaktion bleibt also, obwohl
stattfindend, ohne Wirkung. Diese Mdglichkeiten zu untersuchen erfordert eine Reihe zusétz-
licher Experimente, welche die funktionelle Bedeutung der neu entdeckten Interaktionen zum
Gegenstand haben.

Fur die Interaktion von elF-5A1 mit dem ribosomalen Komplex wurde in einer Studie an
Hefen (S. cerevisiae) eine starke Abhangigkeit von der Hypusinmodifikation festgestellt. Dort
wurden in TAP-Experimenten mit den Hefe-Orthologen von elF-5A1 und elF-5A1ksir in den
TAP-Eluaten des Wildtyps einige ribosomale Proteine identifiziert. In den Eluaten der
Mutante waren die entsprechenden Banden in der 1D-PAGE dagegen kaum noch zu erken-
nen’®. Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen zu diesen Beobachtungen im Gegensatz. In
den PCA-Experimenten sowohl mit RPL10a, als auch mit RS5, in Kombination mit dem

Wildtyp und den Mutanten von elF-5A wurde kein signifikanter Unterschied der Signal-
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intensitdt gemessen. Dies deutet darauf hin, dass die Wechselwirkungen sowohl von elF-5A
als auch den Mutanten elF-5Aksor Und elF-5Agsa Mit dem Ribosom ein vergleichbares
Niveau erreichen. Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Assoziation von elF-5A mit dem
Ribosom hypusinunabhangig ablauft, die entstandene Bindung aber durch die Hypusinmodifi-
kation entscheidend stabilisiert wird und unmodifiziertes elF-5A zligig wieder vom Ribosom
dissoziiert. Im TAP-Assay wirde die Interaktion dann im Laufe der zeitaufwendigen Aufrei-
nigung verloren gehen. Da der PCA aber an lebenden Zellen durchgefiihrt wird, besitzt er
gerade im Hinblick auf kinetische Prozesse eine hohere Sensitivitat und ist daher eher in der
Lage, schwache und transiente Interaktionen zu detektieren. Dazu kommt, dass das einmal
komplementierte YFPy/,-Protein stabil bleibt und so die rdumliche Nahe der Fusionsproteine
aufrechterhalt. Eine andere Erklarung fir die Maskierung des Hypusineffekts auf die Inter-
aktion mit dem Ribosom ware, dass im PCA eine indirekte Bindung beobachtet wurde, die
durch hypusinunabhéngig an translatierte mMRNAs gebundenes elF-5A zustande kam. Diese
Bindung wirde wahrend der Durchfuhrung des TAP-Assay ebenfalls verloren gehen, da keine
Translationsinhibitoren wie Cycloheximid verwendet wurden und Ribosomen daher im
Anschluss an die Zelllyse schnell von gerade translatierten mMRNASs dissoziieren.

Trotzdem lasst sich anhand der Ergebnisse der PCA-Experimente vermuten, dass die Binde-
stelle von elF-5A zum Ribosom in der von der Hypusinmodifikation betroffenen, N-
terminalen Domane des Proteins liegt. Dies wird durch die Beobachtung untermauert, dass
nur der N-terminale Teil des Proteins (elF-5A1.3) zu einem PCA-Signal fiihrt, wahrend der
C-terminale Teil keinen signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle erkennen lasst. Einen
weiteren Hinweis auf ein Detail der Interaktion zwischen elF-5A und Ribosom geben die
reziproken TAP-Experimente, in denen RS5 und RL10a als Bait-Proteine verwendet wurden.
Hier konnte nur RS5, also das Protein der kleinen Untereinheit, eine detektierbare Menge elF-
5A1 aufreinigen. Dies lasst vermuten, dass die den elF-5A/Ribosom-Komplex
stabilisierenden Komponenten wie zum Beispiel Wasserstoffbriicken eher mit Bereichen der
kleinen Untereinheit ausgebildet werden.

Zwei weitere Proteine, die in dieser Arbeit als potentielle Interaktionspartner von elF-5A
identifiziert wurden, sind PAI-RBP1 und TDP-43. Beide Proteine gehdren zu der Gruppe
RNA-bindender Proteine. Fir PAI-RBP1 wurde gezeigt, dass es die Stabilitat bestimmter
mRNAs beeinflussen kann'®. Diese Eigenschaft bildet eine funktionelle Ubereinstimmung
mit elF-5A. Es ist also mdglich, dass die beobachtete Interaktion auf spezifischen mRNAs
basiert und auf diese eine stabilisierende oder destabilisierende Wirkung hat. TDP-43 hat

dagegen eine Funktion im Splicing von pre-mRNAs'™. Das Protein ist iiberwiegend nuklear
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lokalisiert und wies die stérkste der beobachteten Interaktionen mit elF-5A auf. In beiden
Fallen ware es mdglich, dass elF-5A nicht direkt mit den Proteinen interagiert, sondern
indirekt tber die Bindung an RNAs (oder andere Interaktionspartner). Zumindest fir TDP-43
ist die Mdglichkeit einer direkten Interaktion aber wahrscheinlich: Dieses Protein zeigte
sowohl in den normalen und reziproken TAP-, als auch in den PCA-Experimenten die
starksten Signale aller in dieser Arbeit naher untersuchten Kandidaten. Darliber hinaus
existiert eine mogliche, funktionell interessante Verbindung zwischen elF-5A und TDP-43 in
der Biologie des HI-Virus: Fur elF-5A1 wurde eine Funktion als Regulator der HIV-1
Replikation beobachtet'?®, TDP-43 ist ein negativer Regulator der HIV-1 Transkription'’.
Verschiedene Mutationen l6sen zudem die sogenannte ,, TDP-43 Proteinopathie* aus, bei der
das mutierte und dadurch schwer 16sliche TDP-43 in Nervenzellen zu schweren Schadigungen
und damit zur Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen fiihrt'’®. Es gibt bisher keine
veroffentlichten Studien, die elF-5A in Verbindung mit der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen bringen. Die starke Interaktion von TDP-43 mit elF-5A, dessen Funktion in der
TDP-43 Proteinopathie, und die fast exklusive Expression von elF-5A2 im Nervengewebe
lassen eine funktionale Interaktion jedoch mdglich erscheinen und konnten die Uberpriifung
dieser Hypothese begrinden.

Unter den in dieser Arbeit identifizierten Interaktionspartnern befinden sich auch Proteine,
deren Identifikation als potentielle Interaktionspartner sich nicht ohne weiteres durch die
bisher bekannten elF-5A Funktionen erklaren lassen. Ein Protein dieser Gruppe ist die Laktat-
dehydrogenase A (LDH-A). LDH-A ist als Bestandteil des Enzymsystems der Glykolyse am
Laktatmetabolismus beteiligt. Mutationen des LDHA-Gens verursachen die Glykogen-
speicherkrankheit Typ XI*"’. Es wurde kiirzlich gezeigt, dass LDH-A auBerdem ein positiver
Regulator des Zellzyklus ist und das Wachstum von Krebszellen beeinflusst'®. Dies kénnte
eine Verbindung zur elF-5A Funktion herstellen und darauf hindeuten, dass elF-5A tatsach-
lich nicht nur indirekt tber die Proteinsynthese, sondern auch direkt regulativ in den Zell-
zyklus eingreift (vgl. Abschnitt 1.1.1). Interessanterweise wurden in den in dieser Arbeit be-
schriebenen Experimenten Unterschiede im Bindungsverhalten der beiden elF-5A Isoformen
zu LDH-A entdeckt: Die Deletionsmutante elF-5A1;.g3 zeigte in Kombination mit LDH-A
signifikante Signalunterschiede zur Negativkontrolle, wahrend elF-5A1s4.154 keine Interaktion
mit LDH-A zeigte. Im Fall der beiden entsprechenden Mutanten der Isoform elF-5A2 wurde
das genaue Gegenteil beobachtet: Hier scheint elF-5A2g4.154 mMit LDH-A zu interagieren,
wahrend mit elF-5A2;.g3 im PCA kein erhohtes Signal detektierbar war. Fluoreszenzmikro-

skopische Aufnahmen zeigten Uberdies geringe Unterschiede in der subzelluldaren Loka-
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lisation der elF-5A/LDH-A Komplexe (vgl. Abb. 3.44). Diese firr den elF-5A1 N-Terminus
spezifische — und damit potentiell hypusinabhangige — Interaktion kénnte einen Hinweis auf
die hier vorgeschlagene funktionelle Diversifikation der beiden Isoformen im Verlauf der
Evolution mehrzelliger Eukaryoten darstellen. Dazu passt, dass LDH-A in Saugetieren
ubiquitar exprimiert wird und eine entscheidende Rolle im zellularen Metabolismus ausfiillt,

sowie eine potentielle Funktion in der Zellzyklusregulation austibt.

4.3. Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen Erkenntnisse und vor allem die darin etablierten Modelle
fir die Hypusinmodifikation sind mit der Zielsetzung angefertigt worden, das grundlegende
Verstandnis der Hypusinmodifikation zu erweitern, aber vor allem die Entwicklung neuer
therapeutischer Konzepte in der Humanmedizin zu ermdglichen. Sie sollen aulRerdem der
Planung weiterer Projekte als Grundlage dienen.

Der hier verwendete konditionale Dohh-KO erlaubte es trotz des hier beschriebenen embryo-
nal-letalen Phénotyps, Untersuchungen des Verlusts der DOHH am adulten Tier durchzufih-
ren. Im Rahmen dieser Arbeit war dies zwar nur in geringem Umfang mdglich, die genaue
Charakterisierung des Dohh-KO Phénotyps soll aber in Folgeprojekten fortgesetzt werden.
Weitere Studien, die unter Verwendung der hier etablierten Mauslinie durchgefuhrt werden,
sind bereits in Planung. So ware es moglich, das konditionale Dohh-Allel in Verbindung mit
der nur sehr kurz vorgestellten Deleter-Linie zum KO in hamatopoetischen Stammzellen
(HSC-Scr-CreEsrl, vgl. Abschnitt 2.1.8) als Basis fiir die Entwicklung eines Modells fiir den
Einfluss der Hypusinmodifikation in Leuk&dmien zu verwenden. Sicherlich wird dieses Maus-
modell fir die DOHH-Funktion auch in anderen Forschungseinrichtungen Verwendung
finden. Beispielsweise werden aktive Forschungsprojekte zur therapeutischen Adressierung
der Hypusinmodifikation derzeit unter anderem fur das HI-Virus, den Malaria-Erreger und
den Diabetes mellitus Typ Il sowie verschiedene Krebsarten verfolgt.

Weiterhin bietet das beschriebene Netzwerk ebenfalls Hinweise auf funktionelle Interaktionen
von elF-5A, die allerdings in weiteren Studien tberprift und im Detail beschrieben werden
missen. Zum Beispiel sind die unterschiedlichen Spezifitaten der beiden elF-5A Isoformen
und die Hypothese ihrer Auspragung im Laufe der evolutiondren Entstehung komplexer Eu-
karyoten aussichtsreiche Ansatzpunkte flr zukinftige Projekte. Wie in allen Screening-An-
sétzen bieten auch die in dieser Arbeit erhobenen Daten der Suche nach molekularen

Mechanismen der elF-5A-Funktion eine Fille an Hypothesen, von denen die Erforschung
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Diskussion

dieses essentiellen Proteins und seiner einzigartigen posttranslationalen Modifikation

zukinftig profitieren kann.
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5.2. Liste der per Bioreaktor-TAP-MS/MS identifizierten Proteine

Alle unter Abschnitt 5.2 dargestellten Tabellen beziehen sich auf den Status nach Anwendung
beider Filter (vgl. Abschnitt 3.4.1). In der vierten Spalte der Tabellen 4 bis 8 ist die Anzahl
der in beiden Replikaten insgesamt identifizierten Peptide angegeben. Tabelle 8 enthalt alle
Proteine des ,Matrix-Proteom’-Filters, die durch die Verwendung von eGFP-SG im
,Bioreaktor-TAP-MS/MS’ identifiziert wurden.

Tabelle 3: Nichtredundante Liste aller identifizierten Interaktionspartner von elF-5A1,
elF-5A2, DHS und DOHH

Gen-

bezeich- GrolRe
Identifizierte Proteine (261) ID nung (kDa)
Deoxyhypusine synthase (DHS) (EC 2.5.1.46) Q3TXU5  Dhps 41
Deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) (EC 1.14.99.29) (Deoxyhypusine
dioxygenase) (Deoxyhypusine monooxygenase) Q99LN9 Dohh 33
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1) (Eukaryotic
initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242 Eif5a 17
Nucleolin (Protein C23) P09405 Ncl 77
Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 (elF-5A-2) (elF-5A2) (Eukaryotic
initiation factor 5A isoform 2) Q8BGY2 Eif5a2 17
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein (Beige-like
protein) Q9ESE1 Lrba 317
60S ribosomal protein L4 Q9D8E6 Rpl4 47
Glutaryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial (GCD) (EC 1.3.99.7) Q60759 Gcedh 49
Myb-binding protein 1A (Myb-binding protein of 160 kDa) Q7TPV4  Mybbpla 152
60S ribosomal protein L3 (J1 protein) P27659 Rpl3 46
Nucleolar RNA helicase 2 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein 21) (Gu-alpha)
(Nucleolar RNA helicase Gu) (Nucleolar RNA helicase 1) (RH Il/Gu) Q9JIK5 Ddx21 94
DNA replication licensing factor MCM3 (EC 3.6.4.12) (DNA polymerase alpha
holoenzyme-associated protein P1) (P1-MCM3) P25206 Mcm3 92
DNA replication licensing factor MCM5 (EC 3.6.4.12) (CDC46 homolog) (P1-
CDC46) P49718 Mcmb5 82
40S ribosomal protein S7 P62082 Rps7 22
T-complex protein 1 subunit theta (TCP-1-theta) (CCT-theta) P42932 Cct8 60
40S ribosomal protein S14 P62264 Rps14 16
60S ribosomal protein L6 (TAX-responsive enhancer element-binding protein
107) (TAXREB107) P47911 Rpl6 34
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein (PAI1 RNA-binding
protein 1) (PAI-RBP1) (SERPINE1 mRNA-binding protein 1) Q9CY58  Serbpl 45
RNA-binding protein 14 (RNA-binding motif protein 14) Q8C203 Rbml4 69
40S ribosomal protein S4, X isoform P62702 Rps4x 30
60S ribosomal protein L7 P14148 Rpl7 31
60S ribosomal protein L5 P47962 Rpl5 34
RNA-binding protein EWS Q61545 Ewsrl 68
Heat shock protein HSP 90-alpha (Heat shock 86 kDa) (HSP 86) (HSP86)
(Tumor-specific transplantation 86 kDa antigen) (TSTA) P07901 Hsp90aal 85
T-complex protein 1 subunit gamma (TCP-1-gamma) (CCT-gamma) (Matricin)
(MTRIC-P5) P80318 Cct3 61
60S ribosomal protein L7a (Surfeit locus protein 3) P12970 Rpl7a 30
Lipoyltransferase 1, mitochondrial (EC 2.3.1.-) (Lipoate biosynthesis protein)
(Lipoate-protein ligase) (Lipoyl ligase) Q8VCM4 Liptl 42
60S ribosomal protein L13 (A52) P47963 Rpl13 24
60S ribosomal protein L11 Q9CXW4 Rplll 20
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP Al) (HDP-1) (Helix-
destabilizing protein) (Single-strand-binding protein) (Topoisomerase-inhibitor
suppressed) (hnRNP core protein Al) P49312 Hnrnpal 34
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60S acidic ribosomal protein PO (60S ribosomal protein L10E) P14869 Rplp0 34
Putative methyltransferase NSUN5 (EC 2.1.1.-) (NOL1/NOP2/Sun domain

family member 5) (Williams-Beuren syndrome chromosomal region 20A

protein homolog) Q8K4F6 Nsun5 51
Rho guanine nucleotide exchange factor 2 (Guanine nucleotide exchange

factor H1) (GEF-H1) (LBC'S first cousin) (Lymphoid blast crisis-like 1)

(Oncogene LFC) (Rhobin) Q60875 Arhgef2 112
DNA topoisomerase 2-alpha (EC 5.99.1.3) (DNA topoisomerase I, alpha

isozyme) Q01320 Top2a 173
RNA-binding protein FUS (Protein pigpen) P56959 Fus 53
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (hnRNP U) (Scaffold attachment

factor A) (SAF-A) Q8VEK3  Hnrnpu 88
Histone H1.2 (H1 VAR.1) (H1c) P15864 Histlhlc 21
Cyclin-dependent kinase 17 (EC 2.7.11.22) (Cell division protein kinase 17)

(PCTAIRE-motif protein kinase 2) (Serine/threonine-protein kinase PCTAIRE-

2) Q8KODO  Cdk17 60
T-complex protein 1 subunit zeta (TCP-1-zeta) (CCT-zeta-1) P80317 Cctba 58
T-complex protein 1 subunit epsilon (TCP-1-epsilon) (CCT-epsilon) P80316 Cct5 60
Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 (CGI-74 homolog) Q7TNC4  Luc7I2 47
40S ribosomal protein S3a (Protein TU-11) P97351 Rps3a 30
UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 (UGT1) (EC 2.4.1.-) (UDP--

Glc:glycoprotein glucosyltransferase) (UDP-glucose ceramide

glucosyltransferase-like 1) Q6P5E4  Uggtl 176
DNA topoisomerase 1 (EC 5.99.1.2) (DNA topoisomerase ) Q04750 Topl 91
Protein LYRIC (3D3/LYRIC) (Lysine-rich CEACAML1 co-isolated protein)

(Metadherin) (Metastasis adhesion protein) Q80WJ7  Mtdh 64
60S ribosomal protein L8 P62918 Rpl8 28
Kinesin-like protein KIF2A (Kinesin-2) P28740 Kif2a 80
Myosin-9 (Cellular myosin heavy chain, type A) (Myosin heavy chain 9)

(Myosin heavy chain, non-muscle lla) (Non-muscle myosin heavy chain A)

(NMMHC-A) (Non-muscle myosin heavy chain lla) (NMMHC Il-a) (NMMHC-

I1A) Q8VDD5  Myh9 226
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 Q3UPF5  Zc3havl 107
T-complex protein 1 subunit delta (TCP-1-delta) (A45) (CCT-delta) P80315 Cct4 58
Serine/threonine-protein kinase MARK2 (EC 2.7.11.1) (ELKL motif kinase 1)

(EMK-1) (MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2) Q05512 Mark2 86
40S ribosomal protein S19 Q9CZX8 Rpsl9 16
40S ribosomal protein S10 P63325 Rps10 19
Heat shock protein 105 kDa (42 degrees C-HSP) (Heat shock 110 kDa

protein) (Heat shock-related 100 kDa protein E71) (HSP-E7I) Q61699 Hsphl 96
Proliferation-associated protein 2G4 (IRES-specific cellular trans-acting factor

45 kDa) (ITAF45) (Mppl) (Proliferation-associated protein 1) (Protein p38-

2G4) P50580 Pa2g4 44
RNA-binding protein 39 (Coactivator of activating protein 1 and estrogen

receptors) (Coactivator of AP-1 and ERs) (RNA-binding motif protein 39)

(RNA-binding region-containing protein 2) (Transcription coactivator CAPER) 0Q8VH51  Rbm39 59
Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar phosphoprotein B23) (Nucleolar protein

NO38) (Numatrin) Q61937 Npm1 33
Protein RCC2 Q8BK67 Rcc2 56
T-complex protein 1 subunit eta (TCP-1-eta) (CCT-eta) P80313 Cct7 60
40S ribosomal protein S6 (Phosphoprotein NP33) P62754 Rps6 29
40S ribosomal protein S2 (40S ribosomal protein S4) (Protein LLRep3) P25444 Rps2 31
Dedicator of cytokinesis protein 8 Q8C147 Dock8 239
ATPase family AAA domain-containing protein 3 (AAA-ATPase TOB3) Q92511 Atad3 67
YTH domain family protein 3 Q8BYK6  Ythdf3 64
Nucleolar GTP-binding protein 1 (Chronic renal failure gene protein) (GTP-

binding protein NGB) Q99ME9  Gtpbp4 74
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 (Nucleolar GTP-binding protein 3)

(Nucleostemin) Q8CI11 Gnl3 61
L-lactate dehydrogenase A chain (LDH-A) (EC 1.1.1.27) (LDH muscle subunit)

(LDH-M) P06151 Ldha 36
Poly(rC)-binding protein 1 (Alpha-CP1) (Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein E1) (hnRNP E1) P60335 Pcbpl 37
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60S ribosomal protein L9 P51410 Rpl9 22

60S ribosomal protein L18 P35980 Rpl18 22

ATP-dependent RNA helicase DDX1 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein 1) Q91VR5  Ddx1 83

RNA-binding protein 28 (RNA-binding motif protein 28) Q8CGC6 Rbm28 84

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 (EC 3.6.4.13) (DEAD box

protein 27) Q921N6 Ddx27 86

Serine/threonine-protein kinase RIO2 (EC 2.7.11.1) (RIO kinase 2) Q9CQS5 Riok2 62

Cell growth-regulating nucleolar protein (Protein expressed in male leptotene

and zygotene spermatocytes 264) (MLZ-264) Q08288 Lyar 44

ATP-binding cassette sub-family F member 1 Q6P542 Abcfl 95

40S ribosomal protein S9 Q6ZWN5 Rps9 23

Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15 (EC

3.6.4.13) (DEAH box protein 15) 035286 Dhx15 91

Lupus La protein homolog (La autoantigen homolog) (La ribonucleoprotein) P32067 Ssb 48

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q (hnRNP Q) (Glycine- and

tyrosine-rich RNA-binding protein) (GRY-RBP) (NS1-associated protein 1)

(Synaptotagmin-binding, cytoplasmic RNA-interacting protein) (pp68) Q7TMK9  Syncrip 70

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33 (EC 6.3.2.-) (Ectodermin homolog)

(Transcription intermediary factor 1-gamma) (TIF1-gamma) (Tripartite motif-

containing protein 33) Q99PP7  Trim33 124

E3 ubiquitin-protein ligase RLIM (EC 6.3.2.-) (LIM domain-interacting RING

finger protein) (RING finger LIM domain-binding protein) (R-LIM) (RING finger

protein 12) QI9WTV7 Rlim 66

Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog Q5SWD9 Tsrl 92

Protein regulator of cytokinesis 1 Q99K43 Prcl 70

Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) P26041 Msn 68

60S ribosomal protein L23a P62751 Rpl23a 18

Polyadenylate-binding protein 1 (PABP-1) (Poly(A)-binding protein 1) P29341 Pabpcl 71

5'-3' exoribonuclease 2 (EC 3.1.13.-) (Protein Dhm1) Q9DBR1  Xrn2 109

Pescadillo homolog Q9EQ61 Pesl 68

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnnRNP K) P61979 Hnrnpk 51

Replication factor C subunit 1 (A1-P145) (Activator 1 140 kDa subunit) (Al

140 kDa subunit) (Activator 1 large subunit) (Activator 1 subunit 1)

(Differentiation-specific element-binding protein) (ISRE-binding protein)

(Replication factor C 140 kDa subunit) (RF-C 140 kDa subunit) (RFC140)

(Replication factor C large subunit) P35601 Rfcl 126

40S ribosomal protein S18 (Ke-3) (Ke3) P62270 Rps18 18

Vigilin (High density lipoprotein-binding protein) (HDL-binding protein) Q8VDJ3  Hdlbp 142

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 (EC 3.6.4.13) (DEAD box

protein 47) Q9CWX9 Ddx47 51

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 (Dnmtl) (Met-1) (EC 2.1.1.37) (DNA

methyltransferase Mmul) (DNA MTase Mmul) (M.Mmul) (MCMT) P13864 Dnmtl 183

Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (CCAAT-binding transcription

factor | subunit A) (CBF-A) (DNA-binding protein B) (DBPB) (Enhancer factor |

subunit A) (EFI-A) (Y-box transcription factor) (Y-box-binding protein 1) (YB-1) P62960 Ybx1 36

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 (G3BP-1) (EC 3.6.4.12) (EC

3.6.4.13) (ATP-dependent DNA helicase VIII) (GAP SH3 domain-binding

protein 1) (HDH-VIII) P97855 G3bpl 52

Cytoskeleton-associated protein 5 A2AGT5  Ckapb 226

Kinesin-like protein KIFC1 QI9QWT9 Kifcl 74

Mannosyl-oligosaccharide glucosidase (EC 3.2.1.106) (Glucosidase 1)

(Glycoprotein-processing glucosidase |) Q80UM7  Mogs 92

40S ribosomal protein S17 P63276 Rpsl17 16

Regulator of nonsense transcripts 1 (EC 3.6.4.-) (ATP-dependent helicase

RENT1) (Nonsense mRNA reducing factor 1) (NORF1) (Up-frameshift

suppressor 1 homolog) (mUpf1) Q9EPUO  Upfl 124
Hnrnpa2b

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP A2/B1) 088569 1 37

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 (100 kDa coactivator)

(p100 co-activator) Q78PY7  Sndl 102

Plastin-2 (65 kDa macrophage protein) (L-plastin) (Lymphocyte cytosolic

protein 1) (LCP-1) (pp65) 061233 Lcpl 70

40S ribosomal protein S8 P62242 Rps8 24
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Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) (EC 2.4.2.30) (NAD(+) ADP-

ribosyltransferase 1) (ADPRT 1) (Poly[ADP-ribose] synthase 1) (msPARP) P11103 Parpl 113
Lymphocyte-specific helicase (EC 3.6.4.-) (Proliferation-associated SNF2-like

protein) Q60848 Hells 95
60S ribosomal protein L15 Q9CzM2 Rpll5 24
Caprin-1 (Cytoplasmic activation- and proliferation-associated protein 1) (GPI-

anchored membrane protein 1) (GPIl-anchored protein p137) (GPI-p137)

(p137GPI) (Membrane component chromosome 11 surface marker 1) (RNA

granule protein 105) Q60865 Caprinl 78
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 (mFxrlp) 061584 Fxrl 76
60S ribosomal protein L19 P84099 Rpl19 23
DnaJ homolog subfamily C member 2 (Mouse Id associate 1) (MIDA1L)

(Zuotin-related factor 1) P54103 Dnajc2 72
40S ribosomal protein S15a P62245 Rpsl5a 15
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 (Eukaryotic translation

initiation factor 2 subunit beta) (elF-2-beta) Q99L45 Eif2s2 38
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 (Eukaryotic translation

initiation factor 2 subunit alpha) (elF-2-alpha) (elF-2A) (elF-2alpha) Q6ZWX6  Eif2sl 36
ATP-dependent RNA helicase DDX18 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein 18) Q8K363 Ddx18 74
Homeobox protein Rhox5 (Homeobox protein Pem) (Placenta and embryonic

expression protein) (Reproductive homeobox on chromosome X 5) P52651 Rhox5 23
N-acylneuraminate cytidylyltransferase (EC 2.7.7.43) (CMP-N-

acetylneuraminic acid synthase) (CMP-NeuNAc synthase) Q99KK2  Cmas 48
Alpha-mannosidase 2C1 (EC 3.2.1.24) (Alpha-D-mannoside mannohydrolase)

(Mannosidase alpha class 2C member 1) Q91W89 Man2cl 116
60S ribosomal protein L26 (Silica-induced gene 20 protein) (SIG-20) P61255 Rpl26 17
Protein diaphanous homolog 3 (Diaphanous-related formin-3) (DRF3)

(p134mDIA2) (mDIA2) Q97207 Diaph3 134
tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase (EC 2.1.1.203) (Myc-induced

SUN domain-containing protein) (NOL1/NOP2/Sun domain family member 2) Q1HFZ0  Nsun2 85
Serine/threonine-protein kinase SRPK1 (EC 2.7.11.1) (SFRS protein kinase 1)

(Serine/arginine-rich protein-specific kinase 1) (SR-protein-specific kinase 1) 070551 Srpkl 73
TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) Q921F2 Tardbp 45
PC4 and SFRS1-interacting protein (Lens epithelium-derived growth factor)

(mMLEDGF) Q99JF8 Psipl 60
Cell division cycle 5-related protein (Cdc5-like protein) Q6A068 Cdc5l 92
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A (elF3a) (Centrosomin)

(Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 10) (elF-3-theta) (elF3 p167)

(elF3 p180) (elF3 p185) (p162) P23116 Eif3a 162
Splicing factor 3B subunit 3 (Pre-mRNA-splicing factor SF3b 130 kDa subunit)

(SF3b130) (Spliceosome-associated protein 130) (SAP 130) Q921M3  Sf3b3 136
Polypyrimidine tract-binding protein 1 (PTB) (Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein 1) (hnRNP 1) P17225 Ptbp1 56
40S ribosomal protein S20 P60867 Rps20 13
40S ribosomal protein S13 P62301 Rps13 17
Endoplasmin (94 kDa glucose-regulated protein) (GRP-94) (Endoplasmic

reticulum resident protein 99) (ERp99) (Heat shock protein 90 kDa beta

member 1) (Polymorphic tumor rejection antigen 1) (Tumor rejection antigen

gp96) P08113 Hsp90bl 92
Pumilio homolog 1 Q80U78 Pum1l 127
Nuclear RNA export factor 1 (Tip-associated protein) (Tip-associating protein)

(mRNA export factor TAP) Q99JX7 Nxfl 70
Dedicator of cytokinesis protein 10 (Zizimin-3) Q8BZN6  Dockl10 246
60S ribosomal protein L13a (Transplantation antigen P198) (Tum-P198

antigen) P19253 Rpl13a 23
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 (hnnRNP A3) Q8BG0O5 Hnrnpa3 40
40S ribosomal protein S16 P14131 Rps16 16
MORC family CW-type zinc finger protein 2A (Zinc finger CW-type coiled-coll

domain protein 1) Q69ZX6 Morc2a 117
tRNA-splicing ligase RtcB homolog (EC 6.5.1.3) (Focal adhesion-associated D10Wsu5

protein) (FAAP) Q99LF4 2e 55
60S ribosomal protein L35 Q6ZWV7 Rpl35 15
40S ribosomal protein S25 P62852 Rps25 14
Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase [Includes: Glutamyl-tRNA synthetase Q8CGC7 Eprs 170
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(EC 6.1.1.17) (Glutamate--tRNA ligase) (GIuRS); Prolyl-tRNA synthetase (EC
6.1.1.15) (Proline--tRNA ligase) (ProRS)]

Nucleolar GTP-binding protein 2 Q99LH1 Gnl2 83
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 (EC 3.6.4.13) (DEAD box

protein 46) 056975 Ddx46 117
60S ribosomal protein L12 P35979 Rpl12 18
Granzyme B(G,H) (EC 3.4.21.79) (CTLA-1) (Cytotoxic cell protease 1) (CCP1)

(Fragmentin-2) P04187 Gzmb 27
Pumilio domain-containing protein KIAA0020 Q8BKS9  Kiaa0020 73
40S ribosomal protein S5 [Cleaved into: 40S ribosomal protein S5, N-

terminally processed] P97461 Rps5 23
Heterochromatin protein 1-binding protein 3 Q3TEA8  Hplbp3 61
Protein PRRC2A (HLA-B-associated transcript 2) (Proline-rich and coiled-coil-

containing protein 2A) Q7TSC1 Prrc2a 229

E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25 (EC 6.3.2.19) (EC 6.3.2.n3) (Estrogen-
responsive finger protein) (Tripartite motif-containing protein 25)

(Ubiquitin/ISG15-conjugating enzyme TRIM25) (Zinc finger protein 147) Q61510 Trim25 72
Nucleolar transcription factor 1 (Upstream-binding factor 1) (UBF-1) P25976 Ubtf 90
Kinesin-like protein KIF2C (Mitotic centromere-associated kinesin) (MCAK) Q922S8 Kif2c 81
60S ribosomal protein L10 (Protein QM homolog) Q6ZWV3 Rpll10 25
p21l-activated protein kinase-interacting protein 1 (PAK1-interacting protein 1)

(Putative PAK inhibitor Skb15) Q9DCE5  Paklipl 42
Exosome component 10 (EC 3.1.13.-) (Autoantigen PM/Scl 2 homolog)

(Polymyositis/scleroderma autoantigen 2 homolog) P56960 Exosc10 101
60S ribosomal protein L14 Q9CR57 Rpl14 24
Eukaryotic translation initiation factor 4B (elF-4B) Q8BGDY9 Eif4db 69
60S ribosomal protein L17 Q9CPR4 Rpl17 21
Cold shock domain-containing protein E1 Q91W50 Csdel 89
RNA-binding protein 27 (Peri-implantation stem cell protein 1) (RNA-binding

motif protein 27) Q5SFM8  Rbm27 119

U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 1 (Hypoxia-associated factor)
(Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 1) (SART-1)
(MSART-1) Q97315 Sartl 91

60S ribosomal protein L28 P41105 Rpl28 16

Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/delta/epsilon/gamma
(Thymopoietin isoforms beta/delta/epsilon/gamma) (TP

beta/delta/epsilon/gamma) Q61029 Tmpo 50
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3, X-linked (Eukaryotic

translation initiation factor 2 subunit gamma, X-linked) (elF-2-gamma X) Q9ZON1  Eif2s3x 51
PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 (GRB10-

interacting GYF protein 2) (Trinucleotide repeat-containing gene 15 protein) Q6Y7W8  Gigyf2 149
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (elF-4-gamma 2) (elF-4G 2)

(elF4G 2) (Novel APOBEC-1 target 1) (Translation repressor NAT1) (p97) 062448 Eif4g2 102
Myelin expression factor 2 (MEF-2) (MyEF-2) Q8C854 Myef2 63
Suppressor of SWI4 1 homolog (Ssf-1) (Peter Pan homolog) Q91YU8  Ppan 53
Coronin-1A (Coronin-like protein A) (Clipin-A) (Coronin-like protein p57)

(Tryptophan aspartate-containing coat protein) (TACO) 089053 Corola 51
60S ribosomal protein L21 009167 Rpl21 19
Guanine nucleotide-binding protein-like 3-like protein Q6PGG6  Gnl3I 65
N-acetyltransferase 10 (EC 2.3.1.-) Q8K224 Nat10 115

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial (TP-alpha) [Includes: Long-
chain enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17); Long chain 3-hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase (EC 1.1.1.211)] Q8BMS1 Hadha 83
Pre-mRNA-processing factor 19 (Nuclear matrix protein 200) (PRP19/PSO4

homolog) (Senescence evasion factor) Q99KP6 Prpfl9 55
Casein kinase | isoform alpha (CKl-alpha) (EC 2.7.11.1) (CK1) Q8BK63  Csnklal 39
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1 (DRG-1) (Neural precursor

cell expressed developmentally down-regulated protein 3) (NEDD-3) P32233 Drgl 41
Protein PRRC2C (BAT2 domain-containing protein 1) (HLA-B-associated

transcript 2-like 2) (Proline-rich and coiled-coil-containing protein 2C) Q3TLH4  Prrc2c 309

Protein argonaute-2 (Argonaute2) (mAgo2) (EC 3.1.26.n2) (Eukaryotic
translation initiation factor 2C 2) (elF-2C 2) (elF2C 2) (Piwi/argonaute family
protein melF2C2) (Protein slicer) Q8CJGO  Eif2c2 97

Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain (EC 6.1.1.20) (Phenylalanine--tRNA Q9WUA2 Farsbh 66
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ligase beta chain) (PheRS)

CDKN2A-interacting protein (Collaborator of ARF) Q8BI72 Cdkn2aip 60
Serine/arginine-rich splicing factor 1 (ASF/SF2) (Splicing factor,

arginine/serine-rich 1) Q6PDM2  Srsfl 28
40S ribosomal protein S23 P62267 Rps23 16
Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B (RRP1-like protein B) Q91YK2 Rrplb 81
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 (EC 2.7.11.1)

(Hematopoietic progenitor kinase) (HPK) (MAPK/ERK kinase kinase kinase 1)

(MEK kinase kinase 1) (MEKKK 1) P70218 Map4k1 92
40S ribosomal protein S26 P62855 Rps26 13
Poly(rC)-binding protein 2 (Alpha-CP2) (CTBP) (CBP) (Putative

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein X) (hnRNP X) Q61990 Pcbp2 38
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit (U2 auxiliary factor 65 kDa subunit) (U2

snRNP auxiliary factor large subunit) P26369 U2af2 54
S1 RNA-binding domain-containing protein 1 Q497V5 Srbdl 114
tRNA (uracil-5-)-methyltransferase homolog A (Hpall tiny fragments locus 9c

protein) Q8BNV1 Trmt2a 63
La-related protein 1 (La ribonucleoprotein domain family member 1) Q6z0Q58 Larpl 121
40S ribosomal protein S24 P62849 Rps24 15
Eukaryotic translation initiation factor 5B (elF-5B) (Translation initiation factor

IF-2) Q05D44  Eif5h 138
Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2 (82 kDa FMRP-

interacting protein) (82-FIP) (FMRP-interacting protein 2) Q5F2E7 Nufip2 76
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin (EC 2.1.1.-) (Nucleolar protein 1) P35550 Fbl 34
Treacle protein (Treacher Collins syndrome protein homolog) 008784 Tcofl 135
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO (hnRNP DO) (AU-rich element

RNA-binding protein 1) Q60668 Hnrnpd 38
FACT complex subunit SSRP1 (Facilitates chromatin transcription complex

subunit SSRP1) (Recombination signal sequence recognition protein 1)

(Structure-specific recognition protein 1) (T160) Q08943 Ssrpl 81
Putative rRNA methyltransferase 3 (EC 2.1.1.-) (Protein ftsJ homolog 3)

(rRNA (uridine-2'-O-)-methyltransferase 3) Q9DBE9  Ftsj3 96
60S ribosomal protein L29 P47915 Rpl29 18
E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 (EC 6.3.2.-) (Neural precursor cell

expressed developmentally down-regulated protein 4) (NEDD-4) P46935 Nedd4 103
Nucleolar and spindle-associated protein 1 (NUSAP) Q9ERH4  Nusapl 49
60S ribosomal protein L31 P62900 Rpl31 14
Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 (G3BP-2) (GAP SH3 domain-

binding protein 2) P97379 G3bp2 54
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit gamma (CaM

kinase Il subunit gamma) (CaMK-II subunit gamma) (EC 2.7.11.17) Q923T9 Camk2g 60
60S ribosomal protein L23 P62830 Rpl23 15
60S ribosomal protein L34 Q9D1R9 Rpl34 13
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56 (EC 3.6.4.13) (ATP-

dependent 61 kDa nucleolar RNA helicase) (DEAD box protein 56) Q9D0OR4  Ddx56 61
60S ribosomal protein L24 Q8BP67 Rpl24 18
Centrosomal protein of 55 kDa (Cep55) Q8BTO7  Cep55 54
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B (hnRNP A/B) (CArG-binding

factor-A) (CBF-A) Q99020 Hnrnpab 31
ATP-binding cassette sub-family F member 2 Q99LE6 Abcf2 72
3'-5' exoribonuclease 1 (EC 3.1.-.-) (3'-5' exonuclease ERI1) (Eri-1 homolog)

(Histone mRNA 3'-exonuclease 1) Q7TMF2  Eril 39
Nucleolar protein 56 (Nucleolar protein 5A) Q9D6Z1  Nop56 64
Endoplasmic reticulum resident protein 29 (ERp29) P57759 Erp29 29
Protein SET (Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A) (I-2PP2A) (Template-

activating factor I) (TAF-I) Q9EQU5  Set 33
Tyrosyl-tRNA synthetase, cytoplasmic (EC 6.1.1.1) (Tyrosyl--tRNA ligase)

(TyrRS) Q91WQ3 Yars 59
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Cytosolic inhibitor of Nrf2) (INrf2) Q922X8 Keapl 70
60S ribosomal protein L27 P61358 Rpl27 16
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B (elF3b) (Eukaryotic

translation initiation factor 3 subunit 9) (elF-3-eta) (elF3 p116) Q8JZQ9  Eif3b 91
Ras GTPase-activating protein 2 (GAP1m) P58069 Rasa2 96
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Spermatogenesis-associated serine-rich protein 2 (Serine-rich spermatocytes

and round spermatid 59 kDa protein) (p59scr) Q8K1N4  Spats2 59

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like Q921F4 Hnrpll 64

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (elF3I) (66 kDa tyrosine-rich

heat shock protein) (67 kDa polymerase-associated factor) (Eukaryotic

translation initiation factor 3 subunit 6-interacting protein) (Eukaryotic

translation initiation factor 3 subunit E-interacting protein) (HSP-66Y) (PAF67) Q80QzZY1 Eif3l 67

Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3 beta) (EC 2.7.11.26) Q9WV60  Gsk3b 47

Box C/D snoRNA protein 1 (Zinc finger HIT domain-containing protein 6) Q3UFB2  Znhit6 52

Serine/arginine-rich splicing factor 7 (Splicing factor, arginine/serine-rich 7) Q8BL97 Srsf7 31

Nuclear export mediator factor Nemf (Serologically defined colon cancer

antigen 1 homolog) Q8CCPO  Nemf 121

Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 (EMAP-3) Q8vVC03 EmI3 96

Nucleolar MIF4G domain-containing protein 1 (SGD1 homolog) Q3UFM5  Noml 96

Ribosome biogenesis protein BOP1 (Block of proliferation 1 protein) P97452 Bopl 83

Hemogen (Hemopoietic gene protein) (Negative differentiation regulator

protein) (MNDR) Q9ERZO Hemgn 55

Serine/arginine-rich splicing factor 2 (Protein PR264) (Putative myelin

regulatory factor 1) (MRF-1) (Splicing component, 35 kDa) (Splicing factor

SC35) (SC-35) (Splicing factor, arginine/serine-rich 2) Q62093 Srsf2 25

60S ribosomal protein L37a P61514 Rpl37a 10

G2 and S phase-expressed protein 1 (GTSE-1) (Protein B99) Q8R0O80  Gtsel 79

RNA-binding protein 10 (RNA-binding motif protein 10) Q99KG3 Rbml0 103
D2Wsu81

Uncharacterized protein C90rf114 homolog Q3UHX9 e 43

Engulfment and cell motility protein 1 (Protein ced-12 homolog) Q8BPU7 Elmol 84

WD repeat-containing protein 74 Q8VCG3 Wdr74 43

Histone H1.5 (H1 VAR.5) (H1b) P43276 Histlhlb 23

SUN domain-containing protein 2 (Protein unc-84 homolog B) (Sad1/unc-84

protein-like 2) Q8BJS4  Sun2 78

Regulator of chromosome condensation (Chromosome condensation protein

1) Q8VE37 Reccl 45

THAP domain-containing protein 11 (Ronin) Q9JJDO Thapll 33

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM56 (EC 6.3.2.-) (Tripartite motif-containing

protein 56) Q8ovIl Trim56 80

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 (EC 3.4.19.12) (Deubiquitinating

enzyme 10) (Ubiquitin thiolesterase 10) (Ubiquitin-specific-processing

protease 10) P52479 Uspl0 87

Rac GTPase-activating protein 1 (Male germ cell RacGap) (MgcRacGAP) Q9WVM1 Racgapl 70

Protein DEK Q7TNVO  Dek 43

Nucleosome assembly protein 1-like 1 (Brain protein DN38) (NAP-1-related

protein) P28656 Naplll 45

Arginyl-tRNA synthetase, cytoplasmic (EC 6.1.1.19) (Arginine--tRNA ligase)

(ArgRS) Q9DO0I9 Rars 76

Eukaryotic translation initiation factor 2D (elF2D) (Ligatin) Q61211 Eif2d 63

Protein SPT2 homolog (SPT2 domain-containing protein 1) Q68FG3  Spty2dl 75

Selenocysteine-specific elongation factor (Elongation factor sec) (Eukaryotic

elongation factor, selenocysteine-tRNA-specific) (mSelB) Q9JHW4  Eefsec 63

GTP-binding protein 1 (G-protein 1) (GP-1) (GP1) 008582 Gtpbpl 72

Protein CBFA2T3 (Eight twenty one protein 2) (MTG8-related protein 2)

(Protein ETO-2) 054972 Cbfa2t3 68

Replication factor C subunit 2 (Activator 1 40 kDa subunit) (Al 40 kDa

subunit) (Activator 1 subunit 2) (Replication factor C 40 kDa subunit) (RF-C 40

kDa subunit) (RFC40) Q9WUK4  Rfc2 39

Transcriptional activator protein Pur-alpha (Purine-rich single-stranded DNA-

binding protein alpha) P42669 Pura 35

60S ribosomal protein L22 (Heparin-binding protein HBp15) P67984 Rpl22 15

Exosome complex component RRP45 (Autoantigen PM/Scl 1) (Exosome

component 9) (P75 polymyositis-scleroderma overlap syndrome-associated

autoantigen) (Polymyositis/scleroderma autoantigen 1)

(Polymyositis/scleroderma autoantigen 75 kDa) (PM/Scl-75) Q9JHI7 Exosc9 49

RNA-binding protein 5 (Putative tumor suppressor LUCA15) (RNA-binding

motif protein 5) Q91YE7 Rbm5 92
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Tabelle 4: Liste der fur elF-5A1 identifizierten Interaktionspartner

Gen-

bezeich- # pep-
Identifizierte Proteine (228) ID nung tide
Deoxyhypusine synthase (DHS) (EC 2.5.1.46) Q3TXU5 Dhps 13
Deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) (EC 1.14.99.29) (Deoxyhypusine
dioxygenase) (Deoxyhypusine monooxygenase) Q99LN9 Dohh 4
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242  Eif5a 14
Nucleolin (Protein C23) P09405 Ncl 23
60S ribosomal protein L4 Q9D8E6 Rpl4 11
Myb-binding protein 1A (Myb-binding protein of 160 kDa) Q7TPV4 Mybbpla 27
60S ribosomal protein L3 (J1 protein) P27659 Rpl3 11
Nucleolar RNA helicase 2 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein 21) (Gu-
alpha) (Nucleolar RNA helicase Gu) (Nucleolar RNA helicase II) (RH
[1/Gu) Q9JIK5  Ddx21 28
DNA replication licensing factor MCM3 (EC 3.6.4.12) (DNA
polymerase alpha holoenzyme-associated protein P1) (P1-MCM3) P25206 Mcm3 12
DNA replication licensing factor MCM5 (EC 3.6.4.12) (CDC46
homolog) (P1-CDC46) P49718 Mcm5 9
40S ribosomal protein S7 P62082 Rps7 9
40S ribosomal protein S14 P62264 Rpsl4 5
60S ribosomal protein L6 (TAX-responsive enhancer element-binding
protein 107) (TAXREB107) P47911 Rpl6 10
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein (PAI1 RNA-
binding protein 1) (PAI-RBP1) (SERPINE1 mRNA-binding protein 1) Q9CY58 Serbpl 11
RNA-binding protein 14 (RNA-binding motif protein 14) Q8C20Q3 Rbmi14 18
40S ribosomal protein S4, X isoform P62702 Rps4x 10
60S ribosomal protein L7 P14148 Rpl7 13
60S ribosomal protein L5 P47962  Rpl5 8
RNA-binding protein EWS Q61545 Ewsrl 4
Heat shock protein HSP 90-alpha (Heat shock 86 kDa) (HSP 86) Hsp90aa
(HSP86) (Tumor-specific transplantation 86 kDa antigen) (TSTA) PO7901 1 6
60S ribosomal protein L7a (Surfeit locus protein 3) P12970 Rpl7a 7
Lipoyltransferase 1, mitochondrial (EC 2.3.1.-) (Lipoate biosynthesis
protein) (Lipoate-protein ligase) (Lipoyl ligase) Q8vVCM4 Liptl 6
60S ribosomal protein L13 (A52) P47963 Rpll3 6
60S ribosomal protein L11 Q9CXW4 Rpll1 5
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP Al) (HDP-1)
(Helix-destabilizing protein) (Single-strand-binding protein)
(Topoisomerase-inhibitor suppressed) (hnRNP core protein Al) P49312  Hnrnpal 9
60S acidic ribosomal protein PO (60S ribosomal protein L10E) P14869 Rplp0 10

Putative methyltransferase NSUN5 (EC 2.1.1.-) (NOL1/NOP2/Sun
domain family member 5) (Williams-Beuren syndrome chromosomal
region 20A protein homolog) Q8K4F6  Nsun5 10

Rho guanine nucleotide exchange factor 2 (Guanine nucleotide
exchange factor H1) (GEF-H1) (LBC'S first cousin) (Lymphoid blast

crisis-like 1) (Oncogene LFC) (Rhobin) Q60875  Arhgef2 15
DNA topoisomerase 2-alpha (EC 5.99.1.3) (DNA topoisomerase II,

alpha isozyme) Q01320 Top2a 25
RNA-binding protein FUS (Protein pigpen) P56959  Fus 5
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (hnRNP U) (Scaffold

attachment factor A) (SAF-A) Q8VEK3 Hnrnpu 13
Histone H1.2 (H1 VAR.1) (H1c) P15864 Histlhlc 5

Cyclin-dependent kinase 17 (EC 2.7.11.22) (Cell division protein
kinase 17) (PCTAIRE-motif protein kinase 2) (Serine/threonine-protein
kinase PCTAIRE-2) Q8KOD0O Cdk17 6
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Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 (CGI-74 homolog) Q7TNC4  Luc7I2 7
40S ribosomal protein S3a (Protein TU-11) P97351 Rps3a 7
DNA topoisomerase 1 (EC 5.99.1.2) (DNA topoisomerase |) Q04750 Topl 12
Protein LYRIC (3D3/LYRIC) (Lysine-rich CEACAM1 co-isolated

protein) (Metadherin) (Metastasis adhesion protein) Q80WJ7 Mtdh 10
60S ribosomal protein L8 P62918 Rpl8 4
Kinesin-like protein KIF2A (Kinesin-2) P28740 Kif2a 9
Myosin-9 (Cellular myosin heavy chain, type A) (Myosin heavy chain

9) (Myosin heavy chain, non-muscle lla) (Non-muscle myosin heavy

chain A) (NMMHC-A) (Non-muscle myosin heavy chain lla) (NMMHC

[I-a) (NMMHC-11A) Q8vDD5 Myh9 16
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 Q3UPF5 Zc3havl 7
Serine/threonine-protein kinase MARK2 (EC 2.7.11.1) (ELKL motif

kinase 1) (EMK-1) (MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2) Q05512  Mark2 10
40S ribosomal protein S19 Q9CZX8 Rpsl19 7
40S ribosomal protein S10 P63325 Rpsl10 4
Heat shock protein 105 kDa (42 degrees C-HSP) (Heat shock 110

kDa protein) (Heat shock-related 100 kDa protein E71) (HSP-E7I) Q61699 Hsphl 3
Proliferation-associated protein 2G4 (IRES-specific cellular trans-

acting factor 45 kDa) (ITAF45) (Mpp1l) (Proliferation-associated

protein 1) (Protein p38-2G4) P50580 Pa2g4 10
RNA-binding protein 39 (Coactivator of activating protein 1 and

estrogen receptors) (Coactivator of AP-1 and ERs) (RNA-binding motif

protein 39) (RNA-binding region-containing protein 2) (Transcription

coactivator CAPER) Q8VH51 Rbm39 6
Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar phosphoprotein B23) (Nucleolar

protein NO38) (Numatrin) Q61937 Npml 5
Protein RCC2 Q8BK67 Rcc2 6
40S ribosomal protein S6 (Phosphoprotein NP33) P62754 Rps6 5
40S ribosomal protein S2 (40S ribosomal protein S4) (Protein

LLRep3) P25444  Rps2 5
ATPase family AAA domain-containing protein 3 (AAA-ATPase TOB3) Q92511  Atad3 4
YTH domain family protein 3 Q8BYK6 Ythdf3 6
Nucleolar GTP-binding protein 1 (Chronic renal failure gene protein)

(GTP-binding protein NGB) Q99ME9 Gtpbp4 6
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 (Nucleolar GTP-binding

protein 3) (Nucleostemin) Q8CI11  GnI3 15
L-lactate dehydrogenase A chain (LDH-A) (EC 1.1.1.27) (LDH muscle

subunit) (LDH-M) P06151 Ldha 3
Poly(rC)-binding protein 1 (Alpha-CP1) (Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein E1) (hnRNP E1) P60335 Pcbpl 2
60S ribosomal protein L9 P51410 Rpl9 6
60S ribosomal protein L18 P35980 Rpll18 5
ATP-dependent RNA helicase DDX1 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein

1) Q91VR5 Ddx1 6
RNA-binding protein 28 (RNA-binding motif protein 28) Q8CGC6 Rbm28 11
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 (EC 3.6.4.13) (DEAD

box protein 27) Q921N6 Ddx27 13
Serine/threonine-protein kinase RI0O2 (EC 2.7.11.1) (RIO kinase 2) Q9CQS5 Riok2 3
Cell growth-regulating nucleolar protein (Protein expressed in male

leptotene and zygotene spermatocytes 264) (MLZ-264) Q08288 Lyar 5
ATP-binding cassette sub-family F member 1 Q6P542  Abcfl 11
40S ribosomal protein S9 Q6ZWN5 Rps9 8
Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase

DHX15 (EC 3.6.4.13) (DEAH box protein 15) 035286 Dhx15 10
Lupus La protein homolog (La autoantigen homolog) (La

ribonucleoprotein) P32067 Ssb 6
Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog Q5SWD9 Tsrl 8
Protein regulator of cytokinesis 1 Q99K43 Prcl 4
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q (hnRNP Q) (Glycine- and

tyrosine-rich RNA-binding protein) (GRY-RBP) (NS1l-associated

protein 1) (Synaptotagmin-binding, cytoplasmic RNA-interacting

protein) (pp68) Q7TMK9 Syncrip 6

E3 ubiquitin-protein ligase RLIM (EC 6.3.2.-) (LIM domain-interacting
RING finger protein) (RING finger LIM domain-binding protein) (R-LIM)

(RING finger protein 12) QI9WTV7 Rlim 6
Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) P26041 Msn 7
Polyadenylate-binding protein 1 (PABP-1) (Poly(A)-binding protein 1) P29341 Pabpcl 9
5'-3' exoribonuclease 2 (EC 3.1.13.-) (Protein Dhm1) Q9DBR1 Xrn2 9
Pescadillo homolog Q9EQ61 Pesl 7
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) P61979  Hnrnpk 7
Replication factor C subunit 1 (A1-P145) (Activator 1 140 kDa subunit)

(Al 140 kDa subunit) (Activator 1 large subunit) (Activator 1 subunit 1)

(Differentiation-specific element-binding protein) (ISRE-binding

protein) (Replication factor C 140 kDa subunit) (RF-C 140 kDa

subunit) (RFC140) (Replication factor C large subunit) P35601 Rfcl 9
40S ribosomal protein S18 (Ke-3) (Ke3) P62270 Rpsl18 6
Vigilin (High density lipoprotein-binding protein) (HDL-binding protein) Q8VDJ3 Hdlbp 10
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 (EC 3.6.4.13) (DEAD

box protein 47) Q9CWX9 Ddx47 6

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 (Dnmtl) (Met-1) (EC 2.1.1.37)
(DNA methyltransferase Mmul) (DNA MTase Mmul) (M.Mmul)
(MCMT) P13864 Dnmtl 9

Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (CCAAT-binding

transcription factor | subunit A) (CBF-A) (DNA-binding protein B)

(DBPB) (Enhancer factor | subunit A) (EFI-A) (Y-box transcription

factor) (Y-box-binding protein 1) (YB-1) P62960  Ybx1 6

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 (G3BP-1) (EC
3.6.4.12) (EC 3.6.4.13) (ATP-dependent DNA helicase VIII) (GAP SH3

domain-binding protein 1) (HDH-VIII) P97855 G3bpl 5
Kinesin-like protein KIFC1 Q9QWT9 Kifcl 6
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase (EC 3.2.1.106) (Glucosidase 1)

(Glycoprotein-processing glucosidase 1) Q80UM7 Mogs 3
40S ribosomal protein S17 P63276 Rpsl7 5

Hnrnpa2

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP A2/B1) 088569 bl 9
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 (100 kDa

coactivator) (p100 co-activator) Q78PY7 Sndl 10
Plastin-2 (65 kDa macrophage protein) (L-plastin) (Lymphocyte

cytosolic protein 1) (LCP-1) (pp65) Q61233 Lcpl 10
40S ribosomal protein S8 P62242  Rps8 6

Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) (EC 2.4.2.30) (NAD(+)
ADP-ribosyltransferase 1) (ADPRT 1) (Poly[ADP-ribose] synthase 1)

(msPARP) P11103 Parpl 6
Lymphocyte-specific helicase (EC 3.6.4.-) (Proliferation-associated

SNF2-like protein) Q60848 Hells 7
60S ribosomal protein L15 Q9CzM2 Rpll5 3

Caprin-1 (Cytoplasmic activation- and proliferation-associated protein
1) (GPI-anchored membrane protein 1) (GPIl-anchored protein p137)
(GPI-p137) (p137GPI) (Membrane component chromosome 11

surface marker 1) (RNA granule protein 105) Q60865 Caprinl 8
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 (mFxrlp) Q61584  Fxrl 9
60S ribosomal protein L19 P84099 Rpll9 3
40S ribosomal protein S15a P62245 Rpslb5a 2
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 (Eukaryotic

translation initiation factor 2 subunit beta) (elF-2-beta) Q99L45 Eif2s2 5

Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 (Eukaryotic
translation initiation factor 2 subunit alpha) (elF-2-alpha) (elF-2A) (elF-
2alpha) Q6ZWX6 Eif2s1 9
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60S ribosomal protein L26 (Silica-induced gene 20 protein) (SIG-20) P61255 Rpl26 4

ATP-dependent RNA helicase DDX18 (EC 3.6.4.13) (DEAD box

protein 18) Q8K363 Ddx18 6

Homeobox protein Rhox5 (Homeobox protein Pem) (Placenta and

embryonic expression protein) (Reproductive homeobox on

chromosome X 5) P52651 Rhox5 4

N-acylneuraminate cytidylyltransferase (EC 2.7.7.43) (CMP-N-

acetylneuraminic acid synthase) (CMP-NeuNAc synthase) Q99KK2 Cmas 4

Alpha-mannosidase 2C1 (EC 3.2.1.24) (Alpha-D-mannoside

mannohydrolase) (Mannosidase alpha class 2C member 1) Q91W89 Man2cl 8

Protein diaphanous homolog 3 (Diaphanous-related formin-3) (DRF3)

(p134mDIA2) (mDIA2) Q97207 Diaph3 7

tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase (EC 2.1.1.203) (Myc-

induced SUN domain-containing protein) (NOL1/NOP2/Sun domain

family member 2) Q1HFZ0 Nsun2 7

Serine/threonine-protein kinase SRPK1 (EC 2.7.11.1) (SFRS protein

kinase 1) (Serine/arginine-rich protein-specific kinase 1) (SR-protein-

specific kinase 1) 070551  Srpkl 7

TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) Q921F2 Tardbp 2

PC4 and SFRS1-interacting protein (Lens epithelium-derived growth

factor) (MLEDGF) Q99JF8 Psipl 4

Cell division cycle 5-related protein (Cdc5-like protein) Q6A068 Cdc5l 9

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A (elF3a)

(Centrosomin) (Eukaryaotic translation initiation factor 3 subunit 10)

(elF-3-theta) (elF3 p167) (elF3 p180) (elF3 p185) (p162) P23116 Eif3a 9

Splicing factor 3B subunit 3 (Pre-mRNA-splicing factor SF3b 130 kDa

subunit) (SF3b130) (Spliceosome-associated protein 130) (SAP 130) Q921M3 Sf3b3 8

Polypyrimidine tract-binding protein 1 (PTB) (Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein I) (hNRNP ) P17225 Ptbpl 2

40S ribosomal protein S20 P60867 Rps20 3

40S ribosomal protein S13 P62301 Rpsl13 4

Endoplasmin (94 kDa glucose-regulated protein) (GRP-94)

(Endoplasmic reticulum resident protein 99) (ERp99) (Heat shock

protein 90 kDa beta member 1) (Polymorphic tumor rejection antigen

1) (Tumor rejection antigen gp96) P08113 Hsp90bl 11

Pumilio homolog 1 Q80U78 Puml 4

Nuclear RNA export factor 1 (Tip-associated protein) (Tip-associating

protein) (MRNA export factor TAP) Q99JX7  Nxfl 7

60S ribosomal protein L13a (Transplantation antigen P198) (Tum-

P198 antigen) P19253 Rpll3a 2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 (hnRNP A3) Q8BGO05 Hnrnpa3 8

40S ribosomal protein S16 P14131 Rpsl6 4

MORC family CW-type zinc finger protein 2A (Zinc finger CW-type

coiled-coil domain protein 1) Q69ZX6 Morc2a 4

tRNA-splicing ligase RtcB homolog (EC 6.5.1.3) (Focal adhesion- D10Wsu

associated protein) (FAAP) Q99LF4 52e 6

Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase [Includes: Glutamyl-tRNA

synthetase (EC 6.1.1.17) (Glutamate--tRNA ligase) (GIuRS); Prolyl-

tRNA synthetase (EC 6.1.1.15) (Proline--tRNA ligase) (ProRS)] Q8CGC7 Eprs 8

Nucleolar GTP-binding protein 2 Q99LH1 Gnl2 7

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 (EC 3.6.4.13) (DEAD

box protein 46) Q56975 Ddx46 8

60S ribosomal protein L12 P35979 Rpll2 3
Kiaa002

Pumilio domain-containing protein KIAA0020 Q8BKS9 0 6

Heterochromatin protein 1-binding protein 3 Q3TEA8 Hplbp3 8

Protein PRRC2A (HLA-B-associated transcript 2) (Proline-rich and

coiled-coil-containing protein 2A) Q7TSC1 Prrc2a 6

Nucleolar transcription factor 1 (Upstream-binding factor 1) (UBF-1) P25976  Ubtf 6

60S ribosomal protein L10 (Protein QM homolog) Q6ZWV3 Rpll10 3
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E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25 (EC 6.3.2.19) (EC 6.3.2.n3)
(Estrogen-responsive finger protein) (Tripartite motif-containing protein
25) (Ubiquitin/ISG15-conjugating enzyme TRIM25) (Zinc finger protein

147) Q61510 Trim25 6
Kinesin-like protein KIF2C (Mitotic centromere-associated kinesin)

(MCAK) Q922S8 Kif2c 4
p21-activated protein kinase-interacting protein 1 (PAK1-interacting

protein 1) (Putative PAK inhibitor Skb15) Q9DCE5 Paklipl 3
Exosome component 10 (EC 3.1.13.-) (Autoantigen PM/Scl 2

homolog) (Polymyositis/scleroderma autoantigen 2 homolog) P56960 ExosclO 7
60S ribosomal protein L14 Q9CR57 Rpl14 3
Eukaryotic translation initiation factor 4B (elF-4B) Q8BGD9 Eif4b 3
60S ribosomal protein L17 Q9CPR4 Rpll7 4
Cold shock domain-containing protein E1 Q91W50 Csdel 4
RNA-binding protein 27 (Peri-implantation stem cell protein 1) (RNA-

binding motif protein 27) Q5SFM8 Rbm27 7

U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 1 (Hypoxia-associated factor)
(Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 1) (SART-1)
(mMSART-1) Q97315 Sartl 8

60S ribosomal protein L28 P41105 Rpl28 3

Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/delta/epsilon/gamma
(Thymopoietin isoforms beta/delta/epsilon/gamma) (TP
beta/delta/epsilon/gamma) Q61029 Tmpo 6

Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3, X-linked (Eukaryotic
translation initiation factor 2 subunit gamma, X-linked) (elF-2-gamma
X) Q9Z0N1 Eif2s3x 3

PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 (GRB10-
interacting GYF protein 2) (Trinucleotide repeat-containing gene 15
protein) Q6Y7W8 Gigyf2 9

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (elF-4-gamma 2)
(elF-4G 2) (elF4G 2) (Novel APOBEC-1 target 1) (Translation

repressor NAT1) (p97) Q62448 Eif4g2 6
Myelin expression factor 2 (MEF-2) (MyEF-2) Q8C854 Myef2 2
Suppressor of SWI4 1 homolog (Ssf-1) (Peter Pan homolog) Q91YU8 Ppan 6
Coronin-1A (Coronin-like protein A) (Clipin-A) (Coronin-like protein

p57) (Tryptophan aspartate-containing coat protein) (TACO) 089053 Corola 3
60S ribosomal protein L21 009167 Rpl21 3
Guanine nucleotide-binding protein-like 3-like protein Q6PGG6 Gnl3l 7
N-acetyltransferase 10 (EC 2.3.1.-) Q8K224 Natl0 8

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial (TP-alpha)
[Includes: Long-chain enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17); Long chain

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.211)] Q8BMS1 Hadha 8
Pre-mRNA-processing factor 19 (Nuclear matrix protein 200)

(PRP19/PS0O4 homolog) (Senescence evasion factor) Q99KP6 Prpfl9 2
Casein kinase | isoform alpha (CKl-alpha) (EC 2.7.11.1) (CK1) Q8BK63 Csnklal 5

Developmentally-regulated GTP-binding protein 1 (DRG-1) (Neural
precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 3)
(NEDD-3) P32233 Drgl 6

Protein PRRC2C (BAT2 domain-containing protein 1) (HLA-B-
associated transcript 2-like 2) (Proline-rich and coiled-coil-containing
protein 2C) Q3TLH4 Prrc2c 5

Protein argonaute-2 (Argonaute2) (mAgo2) (EC 3.1.26.n2) (Eukaryotic
translation initiation factor 2C 2) (elF-2C 2) (elF2C 2) (Piwi/argonaute

family protein melF2C2) (Protein slicer) Q8CJGO Eif2c2 6

Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain (EC 6.1.1.20)

(Phenylalanine--tRNA ligase beta chain) (PheRS) Q9WUA2 Farsb 5
Cdkn2ai

CDKN2A-interacting protein (Collaborator of ARF) Q8BI72 p 6

Serine/arginine-rich splicing factor 1 (ASF/SF2) (Splicing factor,

arginine/serine-rich 1) Q6PDM2 Srsfl 7
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Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B (RRP1-like protein B) Q91YK2 Rrplb 7
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 (EC 2.7.11.1)

(Hematopoietic progenitor kinase) (HPK) (MAPK/ERK kinase kinase

kinase 1) (MEK kinase kinase 1) (MEKKK 1) P70218 Map4kl 4
40S ribosomal protein S26 P62855 Rps26 2
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit (U2 auxiliary factor 65 kDa

subunit) (U2 snRNP auxiliary factor large subunit) P26369 U2af2 3
S1 RNA-binding domain-containing protein 1 Q497V5  Srbdl 4
tRNA (uracil-5-)-methyltransferase homolog A (Hpall tiny fragments

locus 9c protein) Q8BNV1 Trmt2a 4
La-related protein 1 (La ribonucleoprotein domain family member 1) Q62058 Larpl 6
40S ribosomal protein S24 P62849 Rps24 3
Eukaryotic translation initiation factor 5B (elF-5B) (Translation initiation

factor IF-2) Q05D44  Eif5b 8
Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2 (82 kDa

FMRP-interacting protein) (82-FIP) (FMRP-interacting protein 2) Q5F2E7  Nufip2 3
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin (EC 2.1.1.-) (Nucleolar protein

1) P35550 Fbl 4
Treacle protein (Treacher Collins syndrome protein homolog) 008784 Tcofl 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO (hnRNP DO) (AU-rich

element RNA-binding protein 1) Q60668 Hnrnpd 3
FACT complex subunit SSRP1 (Facilitates chromatin transcription

complex subunit SSRP1) (Recombination signal sequence recognition

protein 1) (Structure-specific recognition protein 1) (T160) Q08943  Ssrpl 4
Putative rRNA methyltransferase 3 (EC 2.1.1.-) (Protein ftsJ homolog

3) (rRNA (uridine-2'-O-)-methyltransferase 3) Q9DBE9 Ftsj3 7
60S ribosomal protein L29 P47915 Rpl29 2
E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 (EC 6.3.2.-) (Neural precursor cell

expressed developmentally down-regulated protein 4) (NEDD-4) P46935 Nedd4 4
Nucleolar and spindle-associated protein 1 (NUSAP) Q9ERH4 Nusapl 3
60S ribosomal protein L31 P62900 Rpl31 2
Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 (G3BP-2) (GAP SH3

domain-binding protein 2) P97379  G3bp2 3
60S ribosomal protein L23 P62830 Rpl23 2
60S ribosomal protein L34 Q9D1R9 Rpl34 3
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56 (EC 3.6.4.13) (ATP-

dependent 61 kDa nucleolar RNA helicase) (DEAD box protein 56) Q9D0R4 Ddx56 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B (hnRNP A/B) (CArG-

binding factor-A) (CBF-A) Q99020 Hnrnpab 5
ATP-binding cassette sub-family F member 2 Q99LE6 Abcf2 4
3'-5' exoribonuclease 1 (EC 3.1.-.-) (3'-5' exonuclease ERI1) (Eri-1

homolog) (Histone mMRNA 3'-exonuclease 1) Q7TMF2 Eril 3
Nucleolar protein 56 (Nucleolar protein 5A) Q9D6Z1 Nop56 3
Protein SET (Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A) (I-2PP2A) (Template-

activating factor I) (TAF-I) Q9EQUS5 Set 4
Tyrosyl-tRNA synthetase, cytoplasmic (EC 6.1.1.1) (Tyrosyl--tRNA

ligase) (TyrRS) Q91WQ3 Yars 5
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Cytosolic inhibitor of Nrf2) (INrf2) Q9zZ2X8 Keapl 3
60S ribosomal protein L27 P61358 Rpl27 2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B (elF3b) (Eukaryotic

translation initiation factor 3 subunit 9) (elF-3-eta) (elF3 p116) Q8JzQ9 Eif3b 3
Ras GTPase-activating protein 2 (GAP1m) P58069 Rasa2 2
Spermatogenesis-associated serine-rich protein 2 (Serine-rich

spermatocytes and round spermatid 59 kDa protein) (p59scr) Q8K1N4 Spats2 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like Q921F4  Hnrpll 3
Box C/D snoRNA protein 1 (Zinc finger HIT domain-containing protein

6) Q3UFB2 Znhit6 2
Serine/arginine-rich splicing factor 7 (Splicing factor, arginine/serine-

rich 7) Q8BL97  Srsf7 2
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Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (elF3l) (66 kDa
tyrosine-rich heat shock protein) (67 kDa polymerase-associated
factor) (Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-interacting
protein) (Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E-interacting

protein) (HSP-66Y) (PAF67) Q80QzY1 Eif3l 4

Nuclear export mediator factor Nemf (Serologically defined colon

cancer antigen 1 homolog) Q8CCPO Nemf 5

Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 (EMAP-3) Q8vC03 EmI3 4

Nucleolar MIFAG domain-containing protein 1 (SGD1 homolog) Q3UFM5 Noml 3

Ribosome biogenesis protein BOP1 (Block of proliferation 1 protein) P97452 Bopl 4

Serine/arginine-rich splicing factor 2 (Protein PR264) (Putative myelin

regulatory factor 1) (MRF-1) (Splicing component, 35 kDa) (Splicing

factor SC35) (SC-35) (Splicing factor, arginine/serine-rich 2) Q62093  Srsf2 2

RNA-binding protein 10 (RNA-binding motif protein 10) Q99KG3 Rbm10 3
D2Wsu8

Uncharacterized protein C9orf114 homolog Q3UHX9 1le 3

Engulfment and cell motility protein 1 (Protein ced-12 homolog) Q8BPU7 Elmol 3

WD repeat-containing protein 74 Q8VCG3 Wwdr74 4

Histone H1.5 (H1 VAR.5) (H1b) P43276  Histlhlb 2

SUN domain-containing protein 2 (Protein unc-84 homolog B)

(Sadl/unc-84 protein-like 2) Q8BJS4 Sun2 3

Regulator of chromosome condensation (Chromosome condensation

protein 1) Q8VE37 Rccl 3

THAP domain-containing protein 11 (Ronin) Q9JJD0 Thapll 2

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM56 (EC 6.3.2.-) (Tripartite motif-

containing protein 56) Q80VI1  Trim56 3

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 (EC 3.4.19.12)

(Deubiquitinating enzyme 10) (Ubiquitin thiolesterase 10) (Ubiquitin-

specific-processing protease 10) P52479  UsplO 3

Rac GTPase-activating protein 1 (Male germ cell RacGap)

(MgcRacGAP) Q9WVM1 Racgapl 3

Protein DEK Q7TNVO Dek 3

Nucleosome assembly protein 1-like 1 (Brain protein DN38) (NAP-1-

related protein) P28656 Naplll 2

Arginyl-tRNA synthetase, cytoplasmic (EC 6.1.1.19) (Arginine--tRNA

ligase) (ArgRS) Q9DO0I9 Rars 4

Protein SPT2 homolog (SPT2 domain-containing protein 1) Q68FG3 Spty2dl 3

Selenocysteine-specific elongation factor (Elongation factor sec)

(Eukaryotic elongation factor, selenocysteine-tRNA-specific) (mSelB) Q9JHW4 Eefsec 5

GTP-binding protein 1 (G-protein 1) (GP-1) (GP1) 008582  Gtpbpl 3

Replication factor C subunit 2 (Activator 1 40 kDa subunit) (Al 40 kDa

subunit) (Activator 1 subunit 2) (Replication factor C 40 kDa subunit)

(RF-C 40 kDa subunit) (RFC40) Q9WUK4 Rfc2 3

Transcriptional activator protein Pur-alpha (Purine-rich single-stranded

DNA-binding protein alpha) P42669 Pura 3

60S ribosomal protein L22 (Heparin-binding protein HBp15) P67984 Rpl22 2

Exosome complex component RRP45 (Autoantigen PM/Scl 1)

(Exosome component 9) (P75 polymyositis-scleroderma overlap

syndrome-associated autoantigen) (Polymyositis/scleroderma

autoantigen 1) (Polymyositis/scleroderma autoantigen 75 kDa)

(PM/Scl-75) Q9JHI7  Exosc9 3

RNA-binding protein 5 (Putative tumor suppressor LUCA15) (RNA-

binding motif protein 5) Q91YE7 Rbmb5 2
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Tabelle 5: Liste der fur elF-5A2 identifizierten Interaktionspartner

Gen- #
bezeich- Pep-
Identifizierte Proteine (91) ID nung tide
Deoxyhypusine synthase (DHS) (EC 2.5.1.46) Q3TXU5 Dhps 12
Deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) (EC 1.14.99.29) (Deoxyhypusine
dioxygenase) (Deoxyhypusine monooxygenase) Q99LN9 Dohh 3
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242 Eif5a 8
Nucleolin (Protein C23) P09405 Ncl 16
Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 (elF-5A-2) (elF-5A2)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 2) Q8BGY2 Eif5a2 4
60S ribosomal protein L4 Q9D8E6 Rpl4 12
Glutaryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial (GCD) (EC 1.3.99.7) Q60759 Gecedh 12
Myb-binding protein 1A (Myb-binding protein of 160 kDa) Q7TPV4 Mybbpla 19
60S ribosomal protein L3 (J1 protein) P27659 Rpl3 11
Nucleolar RNA helicase 2 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein 21) (Gu-
alpha) (Nucleolar RNA helicase Gu) (Nucleolar RNA helicase Il) (RH
I1/Gu) Q9JIK5  Ddx21 9
DNA replication licensing factor MCM3 (EC 3.6.4.12) (DNA
polymerase alpha holoenzyme-associated protein P1) (P1-MCM3) P25206 Mcm3 13
DNA replication licensing factor MCM5 (EC 3.6.4.12) (CDC46
homolog) (P1-CDC46) P49718 Mcmb5 13
40S ribosomal protein S7 P62082 Rps7 7
40S ribosomal protein S14 P62264 Rpsl4 3
60S ribosomal protein L6 (TAX-responsive enhancer element-binding
protein 107) (TAXREB107) P47911 Rpl6 7
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein (PAI1 RNA-
binding protein 1) (PAI-RBP1) (SERPINE1 mRNA-binding protein 1) Q9CY58 Serbpl 11
RNA-binding protein 14 (RNA-binding motif protein 14) Q8C2Q3 Rbml4 10
40S ribosomal protein S4, X isoform P62702 Rps4x 10
60S ribosomal protein L7 P14148 Rpl7 6
RNA-binding protein EWS Q61545 Ewsrl 3
60S ribosomal protein L7a (Surfeit locus protein 3) P12970 Rpl7a 4
Lipoyltransferase 1, mitochondrial (EC 2.3.1.-) (Lipoate biosynthesis
protein) (Lipoate-protein ligase) (Lipoyl ligase) Q8VCM4 Liptl 4
60S ribosomal protein L13 (A52) P47963 Rpll13 3
60S ribosomal protein L11 Q9CXW4 Rplll 6
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP Al) (HDP-1)
(Helix-destabilizing protein) (Single-strand-binding protein)
(Topoisomerase-inhibitor suppressed) (hnRNP core protein Al) P49312 Hnrnpal 2
60S acidic ribosomal protein PO (60S ribosomal protein L10E) P14869 Rplp0 6

Putative methyltransferase NSUN5 (EC 2.1.1.-) (NOL1/NOP2/Sun
domain family member 5) (Williams-Beuren syndrome chromosomal
region 20A protein homolog) Q8K4F6 Nsun5 14

Rho guanine nucleotide exchange factor 2 (Guanine nucleotide
exchange factor H1) (GEF-H1) (LBC'S first cousin) (Lymphoid blast

crisis-like 1) (Oncogene LFC) (Rhobin) Q60875 Arhgef2 9
RNA-binding protein FUS (Protein pigpen) P56959 Fus 3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (hnRNP U) (Scaffold

attachment factor A) (SAF-A) Q8VEK3 Hnrnpu 6
Histone H1.2 (H1 VAR.1) (H1c) P15864 Histlhlc 5
UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 (UGT1) (EC 2.4.1.-)

(UDP--Glc:glycoprotein glucosyltransferase) (UDP-glucose ceramide

glucosyltransferase-like 1) Q6P5E4 Uggtl 14
60S ribosomal protein L8 P62918 Rpl8 3
Kinesin-like protein KIF2A (Kinesin-2) P28740 Kif2a 8
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 Q3UPF5 Zc3havl 3

148



Anhang

Serine/threonine-protein kinase MARK2 (EC 2.7.11.1) (ELKL motif

kinase 1) (EMK-1) (MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2) Q05512 Mark2 7
40S ribosomal protein S19 Q9CzZX8 Rpsl9 7
40S ribosomal protein S10 P63325 Rpsl0 3

Proliferation-associated protein 2G4 (IRES-specific cellular trans-
acting factor 45 kDa) (ITAF45) (Mpp1l) (Proliferation-associated
protein 1) (Protein p38-2G4) P50580 Pa2g4 7

RNA-binding protein 39 (Coactivator of activating protein 1 and
estrogen receptors) (Coactivator of AP-1 and ERs) (RNA-binding motif
protein 39) (RNA-binding region-containing protein 2) (Transcription

coactivator CAPER) Q8VH51 Rbma39 4
40S ribosomal protein S6 (Phosphoprotein NP33) P62754 Rps6 3
40S ribosomal protein S2 (40S ribosomal protein S4) (Protein

LLRep3) P25444  Rps2 3
60S ribosomal protein L9 P51410 Rpl9 2
ATP-dependent RNA helicase DDX1 (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein

1) Q91VR5 Ddx1 5
Cell growth-regulating nucleolar protein (Protein expressed in male

leptotene and zygotene spermatocytes 264) (MLZ-264) Q08288 Lyar 4
40S ribosomal protein S9 Q6ZWN5 Rps9 9
Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase

DHX15 (EC 3.6.4.13) (DEAH box protein 15) 035286 Dhx15 2
Lupus La protein homolog (La autoantigen homolog) (La

ribonucleoprotein) P32067 Ssb 6

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q (hnRNP Q) (Glycine- and
tyrosine-rich RNA-binding protein) (GRY-RBP) (NS1-associated
protein 1) (Synaptotagmin-binding, cytoplasmic RNA-interacting

protein) (pp68) Q7TMK9 Syncrip 4
Protein regulator of cytokinesis 1 Q99K43 Prcl 6
Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) P26041 Msn 5
60S ribosomal protein L23a P62751 Rpl23a 6
5'-3"' exoribonuclease 2 (EC 3.1.13.-) (Protein Dhm1) Q9DBR1 Xrn2 3
Pescadillo homolog Q9EQ61 Pesl 4
40S ribosomal protein S18 (Ke-3) (Ke3) P62270 Rpsl8 5
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (CCAAT-binding

transcription factor | subunit A) (CBF-A) (DNA-binding protein B)

(DBPB) (Enhancer factor | subunit A) (EFI-A) (Y-box transcription

factor) (Y-box-binding protein 1) (YB-1) P62960 Ybxl 6
Cytoskeleton-associated protein 5 A2AGT5 Ckap5 8
Kinesin-like protein KIFC1 QIQWT9 Kifcl 7
40S ribosomal protein S17 P63276 Rpsl7 3
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) (EC 2.4.2.30) (NAD(+)

ADP-ribosyltransferase 1) (ADPRT 1) (Poly[ADP-ribose] synthase 1)

(msPARP) P11103 Parpl 3
DnaJ homolog subfamily C member 2 (Mouse Id associate 1) (MIDA1)

(Zuotin-related factor 1) P54103 Dnajc2 4
40S ribosomal protein S15a P62245 Rpslba 3
60S ribosomal protein L26 (Silica-induced gene 20 protein) (SIG-20) P61255 Rpl26 4
Serine/threonine-protein kinase SRPK1 (EC 2.7.11.1) (SFRS protein

kinase 1) (Serine/arginine-rich protein-specific kinase 1) (SR-protein-

specific kinase 1) 070551 Srpkl 2
40S ribosomal protein S20 P60867 Rps20 3
40S ribosomal protein S13 P62301 Rpsl3 6
60S ribosomal protein L13a (Transplantation antigen P198) (Tum-

P198 antigen) P19253 Rpll3a 2
40S ribosomal protein S16 P14131 Rpsl6 4
60S ribosomal protein L35 Q6ZWV7 Rpl35 2
40S ribosomal protein S25 P62852 Rps25 2
60S ribosomal protein L12 P35979 Rpll12 2
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Granzyme B(G,H) (EC 3.4.21.79) (CTLA-1) (Cytotoxic cell protease 1)

(CCP1) (Fragmentin-2) P04187 Gzmb 5
40S ribosomal protein S5 [Cleaved into: 40S ribosomal protein S5, N-

terminally processed] P97461 Rpsb5 2
60S ribosomal protein L14 Q9CR57 Rpl14 4
60S ribosomal protein L17 Q9CPR4 Rpll7 4
60S ribosomal protein L28 P41105 Rpl28 2
Suppressor of SWI4 1 homolog (Ssf-1) (Peter Pan homolog) Q91YU8 Ppan 3
60S ribosomal protein L21 009167 Rpl21 2
Protein argonaute-2 (Argonaute2) (mAgo2) (EC 3.1.26.n2) (Eukaryotic

translation initiation factor 2C 2) (elF-2C 2) (elF2C 2) (Piwi/argonaute

family protein melF2C2) (Protein slicer) Q8CJGO Eif2c2 2
40S ribosomal protein S23 P62267 Rps23 3
40S ribosomal protein S26 P62855 Rps26 2
S1 RNA-binding domain-containing protein 1 Q497V5 Srbdl 2
60S ribosomal protein L31 P62900 Rpl31 3
60S ribosomal protein L23 P62830 Rpl23 2
60S ribosomal protein L34 Q9D1R9 Rpl34 3
60S ribosomal protein L24 Q8BP67 Rpl24 3
Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3 beta) (EC 2.7.11.26) Q9WV60 Gsk3b 4
Hemogen (Hemopoietic gene protein) (Negative differentiation

regulator protein) (MNDR) Q9ERZO Hemgn 3
60S ribosomal protein L37a P61514 Rpl37a 2
G2 and S phase-expressed protein 1 (GTSE-1) (Protein B99) Q8R080 Gtsel 2
Eukaryotic translation initiation factor 2D (elF2D) (Ligatin) Q61211 Eif2d 2
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Tabelle 6: Liste der fir DHS identifizierten Interaktionspartner

Gen- #
bezeich- Pep-
Identifizierte Proteine (17) ID nung tide
Deoxyhypusine synthase (DHS) (EC 2.5.1.46) Q3TXU5 Dhps 29
Deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) (EC 1.14.99.29) (Deoxyhypusine
dioxygenase) (Deoxyhypusine monooxygenase) Q99LN9 Dohh 8
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242 Eif5a 12
DNA replication licensing factor MCM3 (EC 3.6.4.12) (DNA
polymerase alpha holoenzyme-associated protein P1) (P1-MCM3) P25206 Mcm3 21
DNA replication licensing factor MCM5 (EC 3.6.4.12) (CDC46
homolog) (P1-CDC46) P49718 Mcmb5 15
T-complex protein 1 subunit theta (TCP-1-theta) (CCT-theta) P42932 Cct8 20
Heat shock protein HSP 90-alpha (Heat shock 86 kDa) (HSP 86)
(HSP86) (Tumor-specific transplantation 86 kDa antigen) (TSTA) P07901 Hsp90aal 10
T-complex protein 1 subunit gamma (TCP-1-gamma) (CCT-gamma)
(Matricin) (MTRIC-P5) P80318 Cct3 17
Cyclin-dependent kinase 17 (EC 2.7.11.22) (Cell division protein
kinase 17) (PCTAIRE-motif protein kinase 2) (Serine/threonine-protein
kinase PCTAIRE-2) Q8K0ODO Cdk17 8
T-complex protein 1 subunit zeta (TCP-1-zeta) (CCT-zeta-1) P80317 Cctba 11
T-complex protein 1 subunit epsilon (TCP-1-epsilon) (CCT-epsilon) P80316 Cctb5 8
T-complex protein 1 subunit delta (TCP-1-delta) (A45) (CCT-delta) P80315 Cct4 13
Heat shock protein 105 kDa (42 degrees C-HSP) (Heat shock 110
kDa protein) (Heat shock-related 100 kDa protein E71) (HSP-E7I) Q61699 Hsphl 8
T-complex protein 1 subunit eta (TCP-1-eta) (CCT-eta) P80313 Cct7 10
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33 (EC 6.3.2.-) (Ectodermin homolog)
(Transcription intermediary factor 1-gamma) (TIF1-gamma) (Tripartite
motif-containing protein 33) Q99PP7 Trim33 13
5'-3' exoribonuclease 2 (EC 3.1.13.-) (Protein Dhm1) Q9DBR1 Xrn2 3
Regulator of nonsense transcripts 1 (EC 3.6.4.-) (ATP-dependent
helicase RENT1) (Nonsense mRNA reducing factor 1) (NORF1) (Up-
frameshift suppressor 1 homolog) (mUpfl) Q9EPUO Upfl 3
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Tabelle 7: Liste der fur DOHH identifizierten Interaktionspartner

Gen- #
bezeich- Pep-
Identifizierte Proteine (20) ID nung tide
Deoxyhypusine synthase (DHS) (EC 2.5.1.46) Q3TXU5 Dhps 13
Deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) (EC 1.14.99.29) (Deoxyhypusine
dioxygenase) (Deoxyhypusine monooxygenase) Q99LN9 Dohh 19
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242 Eif5a 8
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein (Beige-
like protein) Q9ESE1 Lrba 36
DNA replication licensing factor MCM5 (EC 3.6.4.12) (CDC46
homolog) (P1-CDC46) P49718 Mcmb 4
T-complex protein 1 subunit theta (TCP-1-theta) (CCT-theta) P42932 Cct8 7
Heat shock protein HSP 90-alpha (Heat shock 86 kDa) (HSP 86)
(HSP86) (Tumor-specific transplantation 86 kDa antigen) (TSTA) P07901 Hsp90aal 4
Kinesin-like protein KIF2A (Kinesin-2) P28740 Kif2a 5
Heat shock protein 105 kDa (42 degrees C-HSP) (Heat shock 110 kDa
protein) (Heat shock-related 100 kDa protein E71) (HSP-E7I) Q61699 Hsphl 8
Dedicator of cytokinesis protein 8 Q8C147 Dock8 8
YTH domain family protein 3 Q8BYK6 Ythdf3 4
L-lactate dehydrogenase A chain (LDH-A) (EC 1.1.1.27) (LDH muscle
subunit) (LDH-M) P06151 Ldha 6
Dedicator of cytokinesis protein 10 (Zizimin-3) Q8BZN6 Dockl10 7
Kinesin-like protein KIF2C (Mitotic centromere-associated kinesin)
(MCAK) Q922S8 Kif2c 4
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial (TP-alpha)
[Includes: Long-chain enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17); Long chain
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.211)] Q8BMS1 Hadha 3
Poly(rC)-binding protein 2 (Alpha-CP2) (CTBP) (CBP) (Putative
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein X) (hnRNP X) Q61990 Pcbp2 3
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit gamma
(CaM kinase Il subunit gamma) (CaMK-II subunit gamma) (EC
2.7.11.17) Q923T9 Camk2g 6
Centrosomal protein of 55 kDa (Cep55) Q8BT0O7 Cep55 4
Endoplasmic reticulum resident protein 29 (ERp29) P57759 Erp29 4
Protein CBFA2T3 (Eight twenty one protein 2) (MTG8-related protein
2) (Protein ETO-2) 054972 Cbfa2t3 3
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Tabelle 8: Liste der als ,Matrix-Proteom’ (eGFP-SG) identifizierten Interaktionspartner

Gen- #
bezeich- Pep-
Identifizierte Proteine (69) ID nung tide
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (elF-5A-1) (elF-5A1)
(Eukaryatic initiation factor 5A isoform 1) (elF-5A) (elF-4D) P63242 Eifba 3
Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P63017 Hspa8 32
Stress-70 protein, mitochondrial (75 kDa glucose-regulated protein)
(GRP-75) (Heat shock 70 kDa protein 9) (Mortalin) (Peptide-binding
protein 74) (PBP74) (p66 MOT) P38647 Hspa9 25
78 kDa glucose-regulated protein (GRP-78) (Heat shock 70 kDa
protein 5) (Immunoglobulin heavy chain-binding protein) (BiP) P20029 Hspab 11
Acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1) (EC 6.4.1.2) (ACC-alpha) (Acetyl-
CoA carboxylase 265) [Includes: Biotin carboxylase (EC 6.3.4.14)] Q5SWU9 Acaca 31
Splicing factor, proline- and glutamine-rich (DNA-binding p52/p100
complex, 100 kDa subunit) (Polypyrimidine tract-binding protein-
associated-splicing factor) (PSF) (PTB-associated-splicing factor) Q8VIJ6  Sfpqg 7
Tubulin alpha-1B chain (Alpha-tubulin 2) (Alpha-tubulin isotype M-
alpha-2) (Tubulin alpha-2 chain) P05213 Tubalb 12
Tubulin beta-5 chain P99024  Tubb5 15
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M (hnRNP M) Q9DOE1 Hnrnpm 2
Ambiguo
P62991 us 3
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 (EC 3.6.4.13) (DEAD
box RNA helicase DEAD1) (mDEAD1) (DEAD box protein 5) (RNA
helicase p68) Q61656 Ddx5 4
40S ribosomal protein S3 P62908 Rps3 6
ATP-dependent RNA helicase DDX3X (EC 3.6.4.13) (D1Pasl-related
sequence 2) (DEAD box RNA helicase DEAD3) (mDEAD3) (DEAD
box protein 3, X-chromosomal) (Embryonic RNA helicase) Q62167 Ddx3x 6
Heat shock protein HSP 90-beta (Heat shock 84 kDa) (HSP 84) Hsp90ab
(HSP84) (Tumor-specific transplantation 84 kDa antigen) (TSTA) P11499 1 4
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 Q9JKF1 Iggapl 23
Non-POU domain-containing octamer-binding protein (NonO protein) Q99K48 Nono 2
Transferrin receptor protein 1 (TR) (TfR) (TfR1) (Trfr) (CD antigen
CD71) Q62351 Tfrc 12
Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) (Elongation factor Tu) (EF-
Tu) (Eukaryotic elongation factor 1 A-1) (eEF1A-1) P10126 Eeflal 5
Serum albumin P07724 Alb 2
Actin, alpha skeletal muscle (Alpha-actin-1) P68134 Actal 5
Junction plakoglobin (Desmoplakin III) (Desmoplakin-3) Q02257  Jup 7
Ig heavy chain V region MOPC 47A P01786 N/A 2
6-phosphofructokinase type C (EC 2.7.1.11) (Phosphofructo-1-kinase
isozyme C) (PFK-C) (Phosphofructokinase 1) (Phosphohexokinase) Q9WUA3 Pfkp 7
Ubiquitin-associated protein 2-like Q80X50 Ubap?2l 4
ADP/ATP translocase 2 (ADP,ATP carrier protein 2) (Adenine
nucleotide translocator 2) (ANT 2) (Solute carrier family 25 member 5) P51881  Sic25a5 2
Elongation factor 2 (EF-2) P58252 Eef2 3
YTH domain family protein 1 (Dermatomyaositis associated with cancer
putative autoantigen 1 homolog) (DACA-1 homolog) P59326  Ythdfl 2
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial (PCCase
subunit alpha) (EC 6.4.1.3) (Propanoyl-CoA:carbon dioxide ligase
subunit alpha) Q91ZA3 Pcca 8
Heat shock 70 kDa protein 4 (Heat shock 70-related protein APG-2) Q61316 Hspa4d 2
Hyaluronan mediated motility receptor (Intracellular hyaluronic acid-
binding protein) (Receptor for hyaluronan-mediated motility) (CD
antigen CD168) Q00547  Hmmr 6
Tubulin beta-2C chain P68372  Tubb2c 3
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Recombining binding protein suppressor of hairless (J kappa-

recombination signal-binding protein) (RBP-J kappa) P31266 Rbpj 2
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl (Mitochondrial

aspartate glutamate carrier 1) (Solute carrier family 25 member 12) Q8BH59 Slic25a12 5
Ras GTPase-activating protein 3 (GAP1(IP4BP)) (Gaplll) (Ins P4-

binding protein) Q60790 Rasa3 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (hnRNP F) [Cleaved into:

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F, N-terminally processed] Q9z2X1 Hnrnpf 3

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 (EC 3.6.4.13) (ATP-
dependent RNA helicase p54) (DEAD box protein 6) (Oncogene RCK
homolog) P54823 Ddx6 3

T-complex protein 1 subunit alpha (TCP-1-alpha) (CCT-alpha)
(Tailless complex polypeptide 1A) (TCP-1-A) (Tailless complex

polypeptide 1B) (TCP-1-B) P11983 Tcpl 2
Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) [Cleaved into: Actin, cytoplasmic 1,

N-terminally processed] P60710 Actb 4
Serine/threonine-protein kinase PLK1 (EC 2.7.11.21) (Polo-like kinase

1) (PLK-1) (Serine/threonine-protein kinase 13) (STPK13) Q07832 Plk1 2
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 (EC 3.6.4.13) (DEAD

box protein 17) Q501J6 Ddx17 4
Ribonucleoprotein PTB-binding 1 (Protein raver-1) Q9CW46 Raverl 2
Nuclear pore complex protein Nup214 (214 kDa nucleoporin)

(Nucleoporin Nup214) Q80U93 Nup214 3
Talin-1 P26039 Tinl 2
Tubulin alpha-8 chain (Alpha-tubulin 8) Q9JJZ2 Tuba8 3
[Pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase isozyme 3, mitochondrial

(EC 2.7.11.2) (Pyruvate dehydrogenase kinase isoform 3) Q922H2 Pdk3 2
Phosphate carrier protein, mitochondrial (Phosphate transport protein)

(PTP) (Solute carrier family 25 member 3) Q8VEMS8 Sic25a3 2
Desmoglein-1-beta (Dsgl-beta) (Desmoglein-5) Q7TSF1 Dsglb 2
Pyruvate carboxylase, mitochondrial (EC 6.4.1.1) (Pyruvic

carboxylase) (PCB) Q05920 Pc 3

Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 (MFE-2) (17-beta-
hydroxysteroid dehydrogenase 4) (17-beta-HSD 4) (D-bifunctional
protein) (DBP) (Multifunctional protein 2) (MPF-2) [Cleaved into: (3R)-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.n12); Enoyl-CoA
hydratase 2 (EC 4.2.1.107) (EC 4.2.1.119) (3-alpha,7-alpha,12-alpha-

trihydroxy-5-beta-cholest-24-enoyl-CoA hydratase)] P51660 Hsd17b4 4
High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor | (IgG Fc receptor I)
(Fc-gamma RI) (FcRI) (CD antigen CD64) P26151 Fcgrl 3

Annexin A2 (Annexin Il) (Annexin-2) (Calpactin | heavy chain)
(Calpactin-1 heavy chain) (Chromobindin-8) (Lipocortin Il) (Placental

anticoagulant protein 1V) (PAP-1V) (Protein 1) (p36) P07356 Anxa2 6
Serine/threonine-protein kinase SIK3 (EC 2.7.11.1) (Salt-inducible
kinase 3) (SIK-3) (Serine/threonine-protein kinase QSK) Q6P4S6  Sik3 2

RuvB-like 1 (EC 3.6.4.12) (49 kDa TATA box-binding protein-
interacting protein) (49 kDa TBP-interacting protein) (DNA helicase
p50) (Pontin 52) (TIP49a) P60122 Ruvbll 6

Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondrial

(MCCase subunit alpha) (EC 6.4.1.4) (3-methylcrotonyl-CoA

carboxylase 1) (3-methylcrotonyl-CoA carboxylase biotin-containing

subunit) (3-methylcrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit alpha) Q99MR8 Mcccl 7

CCR4-NOT transcription complex subunit 4 (EC 6.3.2.-) (CCR4-
associated factor 4) (E3 ubiquitin-protein ligase CNOT4) (Potential

transcriptional repressor NOT4Hp) Q8BT14 Cnot4 2
A-kinase anchor protein 8 (AKAP-8) (A-kinase anchor protein 95 kDa)

(AKAP 95) Q9DBRO Akap8 2
Probable helicase with zinc finger domain (EC 3.6.4.-) Q6DFV5 Helz 3
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial (EC 1.-.-.-) (Programmed

cell death protein 8) Q9z0X1 Aifml 4
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Polymerase delta-interacting protein 3 (S6K1 Aly/REF-like target)

(SKAR) Q8BG81 Poldip3 2
DnaJ homolog subfamily A member 1 (DnaJ protein homolog 2) (Heat

shock 40 kDa protein 4) (Heat shock protein J2) (HSJ-2) P63037 Dnajal 2
Transcription initiation factor IIB (General transcription factor TFIIB)

(RNA polymerase Il alpha initiation factor) P62915 Gtf2b 2
Nuclear pore complex protein Nup88 (88 kDa nucleoporin)

(Nucleoporin Nup88) Q8CECO Nup88 2
TBC1 domain family member 4 (Akt substrate of 160 kDa) (AS160) Q8BYJ6 Thcld4 6
Hexokinase-3 (EC 2.7.1.1) (Hexokinase type IIlI) (HK IlI) Q3TRM8 Hk3 2
Lysine-specific histone demethylase 1A (EC 1.-.-.-) (BRAF35-HDAC

complex protein BHC110) (Flavin-containing amine oxidase domain-

containing protein 2) Q6Z0Q88 Kdmla 2
Casein kinase Il subunit alpha (CK Il alpha) (EC 2.7.11.1) Q60737 Csnk2al 3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (EC 1.2.1.12)

(Peptidyl-cysteine S-nitrosylase GAPDH) (EC 2.6.99.-) P16858 Gapdh 4
RuvB-like 2 (EC 3.6.4.12) (p47 protein) Q9WTM5 Ruvbl2 3
ATP-binding cassette sub-family B member 7, mitochondrial (ATP-

binding cassette transporter 7) (ABC transporter 7 protein) Q61102 Abcb7 2
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