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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF-5A) ist ein in Eukaryoten hoch konserviertes
Protein und wird mit einer Vielzahl von Erkrankungen wie Krebs, Diabetes und der HIV-
Infektion in Verbindung gebracht. elF-5A existiert in zwei Isoformen, von denen eine, elF-5A1,
ubiquitar exprimiert ist und die andere, elF-5A2, nur in Gehirn und Testis sowie in Tumoren
detektiert werden kann. Beide Isoformen weisen eine einzigartige, ebenfalls hoch
konservierte posttranslationale Modifikation auf. Diese Hypusin-Modifikation erfolgt in zwei
Schritten, die von den Enzymen Deoxyhypusin-Synthase (DHS) und Deoxyhypusin-Hydroxylase
(DOHH) katalysiert werden. Hypusiniertes elF-5A beeinflusst die Translation sowie den
nukleo-zytoplasmatischen Transport spezifischer mRNAs, allerdings ist der genaue

Wirkungsmechanismus von elF-5A bis heute ungeklart.

Um die Bedeutung der Hypusin-Modifikation fir den Sdugerorganismus zu untersuchen und
elF-5A als neue innovative Zielstruktur fiir Therapien zu etablieren, wurden zunéachst zwei
konditionale Knockout-Mauslinien fiur das erste Hypusinierungsenzym DHS sowie fiir die
Isoform elF-5A2 generiert und analysiert. Dabei zeigte sich, dass der konstitutive DHS-Verlust
zu embryonaler Letalitat flhrt. Im konditionalen Modell verstarben juvenile Tiere durch eine
Schadigung von Knochenmarkzellen sowie Blutungen in lebenswichtigen Organen wie der
Niere. Beim heterozygoten DHS-Verlust verhindert ein Kompensationsmechanismus mogliche
Auswirkungen eines Gen-Dosis-Effektes. Die Analyse des elF-5A2-Verlustes ergab, dass diese
Isoform im Gegensatz zu elF-5A1 weder fiir das Uberleben noch fiir die Fertilitit essentiell ist.
Allerdings war die Zahl mannlicher Nachkommen signifikant vermindert. Um die
Wirkungsweise von hypusiniertem elF-5A weiter aufzuklaren, wurden in einem zweiten Schritt
mit elF-5A interagierende mRNAs Uber eine RIP-Chip-Analyse identifiziert und bioinformatisch
analysiert. Die grofitenteils Hypusin-abhangig stattfindenden elF-5A-mRNA-Interaktionen
zeigen eine Verbindung zwischen elF-5A und metabolischen Prozessen und kénnen somit die

beobachteten Effekte des Hypusin-Verlustes erklaren.

Die in der vorliegenden Arbeit etablierten konditionalen Knockout-Mauslinien stellen daher

ein wertvolles Instrument flir weitere Forschungsarbeiten dar und die Ergebnisse der
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Interaktionsstudien bieten neue Ansatzpunkte, die molekularen Grundlagen der elF-5A-
Funktionsweise besser zu verstehen. Die Untersuchungen unterstreichen zudem die hohe
biologische Relevanz der Hypusin-Modifikation. Daraus ergibt sich, dass die Hypusin-
Modifikation von elF-5A, besonders von seiner vermutlich onkogenen Isoform elF-5A2, eine

aussichtsreiche Zielstruktur fir neue Therapiestrategien darstellt.

Abstract

Title: Analyses of the functional relevance of the hypusine modification

The eukaryotic initiation factor 5A (elF-5A) is a highly conserved protein in eukaryotes and is
associated with a variety of human diseases, such as cancer, diabetes, and HIV infection. Two
isoforms of elF-5A exist. elF-5A1 is ubiquitously expressed, while elF-5A2 is detectable only in
testis, brain and tumors. Both isoforms exhibit a unique, highly conserved posttranslational
hypusine modification, which is introduced by two enzymes: deoxyhypusine synthase (DHS)
and deoxyhypusine hydroxylase (DOHH). Hypusine-containing elF-5A affects translation and
nucleo-cytoplasmic translocation of specific mRNAs, but so far the exact mode of action

remains unknown.

To analyze the relevance of the hypusine modification for mammalian organisms and to
establish elF-5A as an innovative target for therapy, two conditional knockout mouse strains
for the first hypusination enzyme DHS and for the isoform elF-5A2 were generated and
analyzed. This demonstrated that constitutive loss of DHS is embryonically lethal. A
conditional knockout results in the death of juvenile mice due to a damage of bone marrow
cells and bleeding in essential internal organs, such as the kidney. A compensatory mechanism
protects against a possible gene dosage effect of heterozygous loss of DHS. Analyzing the loss
of elF-5A2 revealed that this isoform is not essential for survival or fertility in contrast to the
elF-5A1 isoform. However, fewer male than female elF-5A2 knockout pups were born. To
further analyze the mode of action of hypusine-containing elF-5A, interacting mRNAs were

identified by RIP-Chip analysis and analyzed using bioinformatics tools. The hypusine-
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dependent mRNA interactions present a link between elF-5A and metabolic processes and can

explain the effects of hypusine loss.

The knockout mouse strains presented in this work provide a valuable tool for further research
and the results from the interaction studies offer new starting points for understanding the
molecular basics of elF-5A’s mode of action. The analyses underscore the significance of this
unique hypusine modification. This implies that the hypusine modification of elF-5A is a
promising target for novel therapies, especially in the non-essential oncogenic isoform

elF-5A2.
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Einleitung

1 Einleitung

Proteine erfiillen verschiedenste Aufgaben in der Zelle. Dafiir ist nicht nur ihre im Genom
kodierte Primarsequenz entscheidend, sondern auch das Vorhandensein posttranslationaler
Modifikationen (PTMs). Diese beeinflussen die Tertidar- und Quartarstruktur eines Proteins
und steuern seine Aktivitat, Lokalisation und Interaktionen (zusammengefasst in'). Die zum
Teil reversiblen PTMs stellen daher zusatzlich zur transkriptionalen und posttranskriptionalen
Regulation eine weitere noch dynamischere Regulationsmoglichkeit der zelluldren Aktivitat
dar. PTMs spielen eine grolRe Rolle in Signaltransduktionsketten und erlauben in Kombination
mit Proteinen, die PTM-Erkennungsdomanen besitzen, eine schnelle Antwort auf interne und
externe Stimuli?2. Durch die Kombinationsméglichkeiten und Reversibilitdt von PTMs sind
zudem Wechselwirkungen zwischen verschiedenen konvergenten Signaltransduktionswegen
moglich3. Schitzungsweise 5% des Sduger-Proteoms bestehen aus Enzymen, die Gber 200
verschiedene Typen von PTMs in Proteine einflihren. Neben haufig auftretenden PTMs wie
Phosphorylierungen oder Acetylierungen gibt es wenige einzigartige Modifikationen, die wie

die Hypusin-Modifikation in einem einzigen Protein vorkommen*.

1.1 Die Hypusin-Modifikation

1.1.1 Die Hypusin-Synthese und elF-5A

Hypusin wurde 1971 bei der Suche nach neuen Aminosduren in Rinderhirnhomogenaten
entdeckt® und einige Jahre danach wurde das zugehérige Hypusin-modifizierte Protein elF-5A

identifiziert®”.

Hypusin wird posttranslational in einem zweistufigen Prozess aus Lysin gebildet. Im ersten
Schritt katalysiert die Deoxyhypusin-Synthase (DHS) NAD*-abhdngig die Spaltung von
Spermidin und den Transfer einer 4-Aminobutylgruppe auf die &-Aminogruppe eines

spezifischen Lysin-Restes. Im zweiten Schritt wird das Deoxyhypusin-Intermediat von der
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Deoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH) hydroxyliert, so dass Hypusin (N®-[4-Amino-
2-hydroxybutyl-]lysin) entsteht (Abbildung 1-1). Wahrend der erste Schritt reversibel erfolgt,

ist der zweite Schritt irreversibel und fixiert die Modifikation®.

A) H B) Hypusin-
HONAN Schleife
NH,
Spermidin
5/
elF-5A- DHS elF-5A- DOHH elF-5A ‘ V' Neterm
Vorlaufer Intermediat aktive Form ’ v Domane
H H H
\N 0\] \N 1 \N OJ ] .
s’ s ’ e
\; ? £ *'\,ﬁ of
Lysin Deoxy- Hypusin "
NH, H  hypusin NH s C-term.
HO'% Domane
NH, NH;

Abbildung 1-1: Aktivierung von elF-5A durch Hypusin-Modifikation. A) In einem zweistufigen Prozess wird ein
spezifischer Lysin-Rest des elF-5A-Vorldufers zu Hypusin umgewandelt. Dieser Prozess wird von den Enzymen
DHS und DOHH katalysiert. B) Die Rontgenstrukturanalyse des elF-5A-Proteins von Leishmania mexicana zeigt
die beiden Domdnen des elF-5A-Proteins sowie die besonders stark konservierte Hypusin-Schleife. Abbildung
modifiziert nach °.

Die Hypusin-Modifikation findet einzig an einem spezifischen Lysin-Rest (Lys>°) des
eukaryotischen Initiationsfaktors 5A (elF-5A) statt. elF-5A ist ein 17 kDa kleines, hoch-
konserviertes Protein, das in zwei Isoformen vorkommt. Wahrend elF-5A1 in Sdugern
ubiquitdr und stark exprimiert wird, kann nur in Testis und Gehirn auch elF-5A2 nachgewiesen
werden. elF-5A besteht aus zwei Domédnen. Die saure C-terminale Domane dhnelt einer
prokaryotischen Oligonukleotid-Bindungsdoméane, die N-terminale Doméane beinhaltet eine
flexible Schleife, die den spezifische Lysin-Rest (Lys>°) fur die Hypusin-Modifikation enthalt.
Die Hypusin-Modifikation beeinflusst die Bindungseigenschaften von elF-5A und fiihrt zu
seiner Aktivierung (zusammengefasst in'®). Das meiste in der Zelle vorliegende elF-5A ist
vollstandig hypusiniert und eine Inhibierung der Hypusinierungsenzyme DHS oder DOHH wirkt
in Sdugerzellen antiproliferativi¥'2, Auch Acetylierungen beeinflussen die elF-5A-Aktivitét.
Eine Acetylierung des Hypusin-Restes fuhrt zur Inaktivierung von elF-5A%3. Die Hypusin-

Modifikation und eine Acetylierung an Lys*’ schlieBen sich dagegen gegenseitig aus®.
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1.1.2 Die Hypusinierungsenzyme

Die beiden Hypusinierungsenzyme konnten erst knapp 15 bzw. 25 Jahre nach der Entdeckung
von Hypusin aufgereinigt werden>%, Wahrend das erste Enzym 1986 identifiziert wurde,

gelang die Identifikation des zweiten Gens erst 20062,

Die Deoxyhypusin-Synthase (DHS) katalysiert den ersten Schritt der Hypusin-Modifikation und
bendtigt neben den Substraten Spermidin und elF-5A den Kofaktor NAD. DHS ist ein
tetrameres Enzym, das aus vier identischen Untereinheiten zu je 41 kDa besteht, und als ein
Dimer bestehend aus zwei Dimeren angesehen werden kann (Abbildung 1-2). Dabei bilden
jeweils zwei Dimere an ihrer Berlhrungsflache zwei antiparallele aktive Zentren, die in einem
Tunnel liegen. Diese Unzuganglichkeit, kombiniert mit vielen negativ geladenen
Aminosaureresten an den Tunnelwdanden und am Eingang, verleiht dem Enzym eine hohe
Spezifitat gegeniiber seinen Substraten®®. Eine wichtige Rolle spielt ein hoch konservierter
Lysin-Rest (Lys3?°) im aktiven Zentrum, der mit der 4-Aminobutylgruppe von Spermidin ein
Enzym-Imin-Intermediat bildet!®. Der Kofaktor NAD bindet an eine Rossmann-Falte, die im
Zentrum jedes Monomers enthalten ist, und interagiert mit einer Schleife eines anderen
Monomers, die auch am aktiven Zentrum beteiligt ist'8. Die an der Bindung von Spermidin und
vom Kofaktor NAD beteiligten Aminosduren sind stark konserviert?°, Da neben elF-5A(Lys)
auch elF-5A(Deoxyhypusin) als Substrat dienen kann, ist die DHS-katalysierte Reaktion
reversibel?!. Eine Inhibierung der DHS-Aktivitat ist Giber Spermidin-Analoge wie GC7 mdglich,

die das aktive Zentrum besetzen?8.

A) « B)

PO % A 7 o
bl e a0t N
7 ¢ »ér : ‘El‘}/ HoN A~ NV\/\NHZ 205

PEL S J(( « 3 Tyr
AN ERAT 243
"Ly Nl Asp™"  His?® NAD Asp’
&, <

Abbildung 1-2: Struktur des DHS-Tetramers und der Spermidin-Bindungsstelle. A) Das DHS-Enzym wird aus vier
identischen Untereinheiten gebildet, die sich als Dimer eines Dimers zusammenlagern und an den Dimer-
Beriihrungsflichen je zwei aktive Zentren bilden. B) An der Spermidin-Bindung sind neben Lys3% weitere
Aminosauren beteiligt, die z. T. wie Asp?*®> und NAD vom anderen Dimer stammen. Abbildungen modifiziert
ibernommen aus 822,
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Der zweite Schritt der Hypusin-Modifikation wird von der Deoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH)
katalysiert, einer untypischen Hydroxylase, die acht HEAT-Wiederholungsmotive, antiparallele
Alphahelices von je etwa 50 Aminosauren, enthdlt. Das aktive Zentrum besteht aus zwei
Eisenatomen, die von vier His-Glu-Motiven koordiniert werden, so dass die DOHH-Aktivitat

durch Eisen-Chelatbildner wie Mimosin oder Ciclopirox gghemmt werden kann'223,

1.1.3 Evolutionare Konservierung und essentielle Bedeutung der
Hypusin-Modifikation

elF-5A ist hoch konserviert und weist strukturelle?* und funktionelle?> Ahnlichkeiten zu seinem

bakteriellen Homolog EF-P auf. Wahrend EF-P nicht hypusiniert, sondern lysyliert wird?®, kann

schon in Archaeen neben einem elF-5A- auch ein DHS-Homolog, aber kein DOHH-Homolog

gefunden werden®. Alle Eukaryoten besitzen zusatzlich ein DOHH-Homolog und alle drei

Proteine sind sehr stark konserviert, bei elF-5A zeigt sich dies insbesondere in der Hypusin-

Schleife?°.

Tabelle 1-1: Evolution von elF-5A und der Hypusin-Modifikation. Wahrend in Bakterien lysinyliertes EF-P eine
wichtige Rolle spielt, konnte schon in Archaeen ein DHS-Homolog gefunden werden. In allen Eukaryoten kommt
zusatzlich ein DOHH-Homolog vor. Die essentielle Bedeutung der entsprechenden Gene nimmt im Lauf der
Evolution zu. Essentielle Gene sind unterstrichen, vermutlich essentielle Gene gepunktet unterstrichen
dargestellt.

Bakterien Archaeen Eukaryoten
S. cerevisiae C. elegans M. musculus
If-5a- . .
Homolog ef-p alF-5A TIF51A/B iff Eif-5a
Dhs- - dys DYS1 17q7b.4 Dhs
Homolog ays, orol ylzg/b.4 DNs
Dohh-
- ? -
Homolog : LIA1 tag-242 Dohh
Modifi- z. T. B-Lysyl- Deoxyhypusin . . .
kation Lysin od. Hypusin Hypusin Hypusin Hypusin

In dhnlicher Weise nimmt auch die essentielle Bedeutung der Hypusin-Modifikation in der
evolutionaren Entwicklung zu (Tabelle 1-1). Schon in Archaeen fiihrt die DHS-Inhibition zum

Zellzyklus-Arrest?’. In einzelligen Eukaryoten wie S. cerevisiae ist sowohl die Deletion der
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Eif-5a-Gene?® als auch des Dhs-Gens?®3° letal, wahrend die Inaktivierung des Dohh-Gens vital
ist und nur eine leichte Wachstums-Reduktion verursacht!’31, In multizelluldren Eukaryoten
wie C. elegans3?32 und D. melanogaster3*3> ist dagegen auch der Verlust des Dohh-Gens letal.
In einzelligen Eukaryoten scheint das Deoxyhypusin-haltige elF-5A-Intermediat also alle
essentiellen Funktionen von elF-5A erfiillen zu kénnen, wahrend in héheren Eukaryoten
vollstandig hypusiniertes elF-5A benétigt wird. Daten iber eine Gen-Inaktivierung in Sauger
lagen zu Beginn dieser Arbeit nicht vor. Insbesondere ist nicht bekannt, ob die vermutete
essentielle Bedeutung nur auf einer Rolle von Hypusin-haltigem elF-5A wahrend der
Embryonalentwicklung3® beruht oder ob Hypusin-haltiges elF-5A auch postnatal eine

essentielle Funktion erfullt.

Die meisten Eukaryoten besitzen zwei oder mehr Eif-5a-Gene, deren Expressionsmuster sich
sehr zwischen verschiedenen Eukaryoten unterscheiden. Die beiden Eif-5a-Gene in
S. cerevisiae sind funktionell identisch und werden abhangig von der Sauerstoffverfiigbarkeit
reziprok exprimiert3”38, In Fischen, Amphibien und Hilhnern werden dagegen beide Eif-5a-
Gene partiell oder vollstandig koexprimiert, wahrend in Sdugern die Isoform elF-5A1 ubiquitar
und die Isoform elF-5A2 nur in spezifischen Geweben wie dem Testis und Gehirn exprimiert
wird324%, Die beiden humanen Isoformen weisen eine Aminosaure-ldentitit von 84% auf,
Unterschiede liegen vor allem im C-terminalen Bereich. Bislang ist unklar, ob beide Isoformen
in Saugern funktionell identisch sind. Zumindest in S. cerevisiae kdnnen beide humanen
Isoformen das Wachstum von elF-5A-defizienten Zellen komplementieren®. Es ist nicht
bekannt, ob auch elF-5A2 essentiell ist, ebenso wenig konnte bislang eine Isoform-spezifische

Funktion identifiziert werden.

1.1.4 Funktionen von elF-5A1

Obwohl elF-5A1 urspriinglich als Initiationsfaktor entdeckt und benannt wurde?®, zeigen
neuere Untersuchungen eine Beteiligung von elF-5A1 an der Translations-Elongation4>43,
Dabei scheint elF-5A1 kein globaler Translations-Elongationsfaktor zu sein, sondern fordert
wie sein bakterielles Homolog EF-P beispielsweise spezifisch die Peptidbindung zwischen
konsekutiven Prolin-Resten®®. Aufgrund der groRen Bedeutung von elF-5A1 wird auch bei

weiteren Aminosdauremotiven eine Translations-férdernde Wirkung von elF-5A1 vermutet.
5
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elF-5A1 dhnelt der Form einer tRNA**, kdnnte (iber die E-Stelle ins Ribosom eintreten und
moglicherweise durch Insertion der Hypusin-Seitenkette ins Peptidyl-Transferase-Zentrum
der groRen ribosomalen Untereinheit die richtige Konformation des Peptidyl-Transferase-
Zentrums oder der einzubauenden Prolin-Aminosdure stabilisieren oder das Abfallen der

Peptidyl-tRNA vom stockenden Ribosom verhindern® (Abbildung 1-3).

A) Zytoplasma B)
Nukleus mRNA-Abbau
Prozessierung /
coce — 5 BB ——— 80 aaA O DOOAAAMA——————» mRNA-Lokalisierung
DNA mRNA groke
" \ elF-5A Untereinheit
MRNA- (Hyp)
Export .“-‘AAAA
!
E
@ Protein
kleine
i Untereinheit
(Hyp) Modifikationen,

Degradierung

Abbildung 1-3: Funktion von elF-5A. A) elF-5A greift vermutlich an zwei Stellen in den mRNA-Lebenszyklus ein,
indem es den nukledren Export und die Translation spezifischer mRNAs fordert. B) Nach dem Abfallen der
Aminoacyl-tRNA von der E-Stelle eines stockenden Ribosoms kdnnte elF-5A an das Ribosom binden und
moglicherweise die richtige Konformation des Peptidyl-Transferase Zentrums stabilisieren. Abbildung modifiziert
nach 4.

Es gibt Hinweise, dass elF-5A1 nicht nur als spezifischer Translationselongationsfaktor wirkt,
sondern auch beim nukleo-zytoplasmatischen Transport eine Rolle spielt. elF-5A1 akkumuliert
an nukledren Poren und interagiert mit den nukledren Exportrezeptoren CRM1% und
Exportin 4%, In HIV-1-infizierten Zellen ist elF-5A1 als zelluldrer Kofaktor des retroviralen
Proteins Rev am Export ungespleiter oder partiell gespleilSter viraler mRNAs ins Zytoplasma
beteiligt*®*°. In Inselzellen des Pankreas férdert elF-5A1 den Export der Nos2-mRNA und tragt
so zur Zytokin-vermittelten Dysfunktion der B-Zellen bei®. Auch in anderen Modellen hat

elF-5A1 einen Einfluss auf die Expression von Zytokinen>°2,

Die Funktion als spezifischer Translationselongationsfaktor oder spezifischer Exportfaktor
kdnnte alle weiteren beobachteten Effekte von elF-5A1 als indirekte Effekte erklaren. So
kénnte die Rolle von elF-5A1 bei der zellulidren Proliferation und Zellzyklusprogression'?>3,
Aktin-Polarisierung®*°> und Differenzierung®°® durch selektiven nukledren Export und/oder
Translation entsprechender mRNAs gedeutet werden. Auch die mogliche Rolle im mRNA-

Abbau®’8 ist vermutlich nur ein sekundarer Effekt der Translationsfunktion. Die Beteiligung
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von elF-5A1 an Stressantworten®>® kdnnte ebenfalls darauf hindeuten, dass elF-5A1 auf

spezifische Gruppen von Transkripten einwirkt.

Woraus diese spezifische Gruppe von Transkripten, neben den fiir Prolin-reiche Proteine
kodierenden Transkripten, besteht, ist bislang unbekannt. Worliber die Wirkungsweise von
elF-5A1 zustande kommt, ist demnach bisher nicht geklart. Wahrend die zuvor beschriebenen
Funktionen von elF-5A1 Hypusin-abhangig sind, ist auch unklar, welche Rolle die anderen
elF-5A1-Modifikationsformen sowie elF-5A2 spielen. Fir die unhypusinierte elF-5A1-Form

wurde beispielsweise eine pro-apoptotische Rolle beobachtet bzw. postuliert®:-3,

1.1.5 Zusammenhang der Hypusin-Modifikation mit Erkrankungen

Wie zuvor erwahnt, ist elF-5A1 lber seine vermutete Funktion als nuklearer Exportfaktor in
die Entstehung von Diabetes sowie den Lebenszyklus von HIV-1 involviert (siehe 1.1.4). Des
Weiteren spielt elF-5A1 auch bei der Tumorentstehung und —progression eine Rolle. So
konnte in Lungen-Adenokarzinomen®, bei chronisch myeloischer Leukdmie®?, in kolorektalen
Adenomen®® und Karzinomen®’ eine verstarkte Expression von elF-5A1 gefunden werden.
Auch die Hypusinierungsenzyme DHS und DOHH sind in Glioblastomen® und in
hepatozelluldren Karzinomen® tiberexprimiert. Vor allem aber wird die Isoform elF-5A2 mit
Tumorerkrankungen in Zusammenhang gebracht. elF-5A2 wird in einer Vielzahl von Tumoren
wie Ovarialkarzinomen’®72, kolorektalen Karzinomen’3, urothelialen Karzinomen’47>,
hepatozelluldren Karzinomen®78 und nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen’” exprimiert und
spielt eine Rolle bei der Metastasierung’>7%787°, Da eine elF-5A2-Uberexpression in
Verbindung mit anderen genetischen Verdanderungen auch in vitro zu Anker-unabhangigem
Wachstum fiihrt und eine Tumorbildung in Nacktmausen auslésen kann’>%%, wurde elF-5A2

als Onkogen postuliert.

elF-5A und seine Hypusin-Modifikation stellen also eine potentielle Zielstruktur fiir neue
Therapien dar. In Zellkultur- bzw. Mausexperimenten konnte bereits die vorteilhafte Wirkung
von Hypusinierungs-Inhibitoren bzw. gegen elF-5A oder die Hypusinierungsenzyme gerichtete
Antisense-RNA bei Melanomen?!, Glioblastomen®®, Ovarialkarzinomen’! und hepatozelluldren

Karzinomen®® beobachtet werden.
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Der Zusammenhang von elF-5A und Hypusin mit der Tumorentstehung und —progression lasst
sich vermutlich Uber seine Transport-Funktion oder Translations-fordernde Wirkung auf
spezifische, bisher noch nicht identifizierte, mRNA-Gruppen erklaren. Worauf die stark
onkogene Wirkung der Isoform elF-5A2 basiert, ist bisher vor dem Hintergrund der grofRen

Ahnlichkeit beider elF-5A-Isoformen unklar.

1.2 Werkzeuge zur Untersuchung

1.2.1 Mausmodelle flir Gen-Funktionsuntersuchungen

Um die Funktion von Genen in vivo zu untersuchen, werden haufig genetisch veranderte
Mauslinien eingesetzt. Mause sind durch ihre relativ geringe GroRe, kurze Generationszeit und
beschleunigte Lebensspanne ein gut geeigneter Modellorganismus und weisen in Anatomie,
Physiologie und Genetik groRe Ahnlichkeiten zum Menschen auf. 99% der murinen Gene
haben ein Homolog im humanen Genom?®2. AuBerdem sind verschiedenste Techniken

etabliert, mit denen das Mausgenom manipuliert werden kann.

Insbesondere ist die gezielte Verdnderung eines definierten Locus durch homologe
Rekombination in der Maus mittlerweile ein Standardverfahren, das auch die konditionale
Inaktivierung eines bestimmten Gens ermoglicht. Zu diesem Zweck wird das Gen in
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) durch Einbringen eines Targeting Vectors mutiert83,
Werden die so veranderten ES-Zellen in Blastozysten injiziert, kbnnen chimare Mause
entstehen, aus denen im Fall einer Keimbahntransmission eine Knockout (KO)-Mauslinie
generiert werden kann. KO-Mausmodelle erlauben die Inaktivierung eines Gens, so dass aus
dem Phanotyp der KO-Tiere im Vergleich zu Wildtyp-Tieren auf die Funktion des

korrespondierenden Proteins im Sdugerorganismus geschlossen werden kann.

In 25% der Falle fuhrt eine Geninaktivierung allerdings zu einem embryonal letalen Phanotyp.
Mit einer konditionalen Knockout-Strategie kann embryonale Letalitdt umgangen und die
spatio-temporale Funktion des Gens untersucht werden. Ermoglicht werden konditionale KO-
Strategien durch Sequenz-spezifische Rekombinasen wie Cre und Flp, die die Rekombination
zwischen entsprechenden spezifischen Erkennungssequenzen, wie den loxP- oder FRT-

8
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Elementen, katalysieren. Diese Erkennungssequenzen werden so in die Intronbereiche des zu
deletierenden Gens eingefiihrt, dass kritische Genbereiche von diesen flankiert werden. Erst
nach Verpaarung mit einer Rekombinase-exprimierenden Mauslinie kommt es je nach
verwendetem Promotor zu einer Zelltyp-spezifischen oder induzierbaren Gen-Deletion
(zusammengefasst in®). Ein induzierbarer KO kann durch transkriptionale oder
posttranskriptionale Kontrolle der Rekombinaseaktivitat erfolgen. Dabei kann beispielsweise
die Cre-Expression im sogenannten Tet-System (iber Doxycyclin-Gabe reguliert werden® oder
das Cre-Protein durch Fusion mit einer modifizierten Steroidantagonisten-bindenden Domane
des Ostrogenrezeptors durch Bindung an Chaperonproteine wie Hsp90 im Zytoplasma
zurlickgehalten werden und erst nach 4-Hydroxytamoxifen-Gabe an seinen Wirkort

gelangen®®,

1.2.2 Methoden zur Identifizierung von RNA-Protein-Interaktionen

RNA-bindende Proteine spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Genexpression. Alle Schritte im Lebenszyklus einer RNA von der Prozessierung bis zur

Degradation werden von RNA-bindenden Proteinen koordiniert88.

Je nachdem, ob von einem bekannten Protein oder einer bekannten RNA ausgegangen wird,
werden unterschiedliche Methoden eingesetzt, um Interaktionspartner zu identifizieren. Ist
der Ausgangspunkt eine RNA konnen seine Protein-Interaktionspartner lber eine RNA-
Affinitatsmarkierung oder eine Peptid-Nukleinsdure-vermittelten Identifizierung von RNA-
bindenden Proteinen (PAIR) aufgespiirt werden. Bei der RNA-Affinitdtsmarkierung®® werden
chemisch verdnderte Nukleotide oder eine Sequenz, die zur Bindung an ein bekanntes
Element fiihrt, in die RNA eingebaut, wiahrend bei der PAIR-Methode®! eine komplementére
Peptid-Nukleinsdaure gekoppelt an ein Photo-aktivierbares Aminosdure-Addukt, das zur
Quervernetzung mit den gebundenen Proteinen fiihrt, zur Aufreinigung der Protein-

Interaktionspartner eingesetzt wird.

Ist der Ausgangspunkt ein Protein, konnen lber eine Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation
gefolgt von einer Microarray-Analyse (RIP-Chip), liber eine genomische systematische

Evolution von Liganden durch exponentielle Anreicherung (gSELEX) oder Uber eine
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Quervernetzung und Immunoprazipitation verstarkt durch ein Photo-aktivierbares

Ribonukleosid (PAR-CLIP) interagierende mRNAs bestimmt werden.

Bei der gSELEX-Methode®? wird eine genomische Bibliothek in RNA umgeschrieben und die an
das gewilinschte Protein bindenden RNAs mehrfach angereichert. Vorteilhaft ist, dass auch
nicht-exprimierte RNAs getestet werden kénnen und nur direkte Protein-Interaktionen
identifiziert werden. Allerdings handelt es sich bei den RNA-Sequenzen nicht um natdrlich
vorkommende RNAs, sondern um RNA-Fragmente, die zu Artefakten fiihren kénnen. Durch
die mehrfache reverse Transkription gehen zudem bevorzugt hoch-strukturierte RNAs
verloren. Bei der RIP-Chip-Methode®® werden dagegen tiber die Kopréazipitation von RNAs mit
ihren RNA-bindenden Proteinen und die ldentifizierung mittels Microarray physiologisch
relevante Interaktionen untersucht, allerdings kénnen direkte und indirekte Interaktionen
nicht unterschieden werden. Dagegen kommt es bei der PAR-CLIP®4, bei der ein Photo-
reaktives Ribonukleosid-Analog in die RNA eingebaut wird, durch die Quervernetzung zu einer
Transition, so dass durch Sequenzierung die Protein-Bindungsstellen innerhalb der RNAs

identifiziert werden kdonnen.

Sind bereits Protein- oder RNA-Kandidaten bekannt, kann die RNA-Protein-Interaktion mit
weiteren Methoden wie beispielsweise dem RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay

(REMSA)?’ detaillierter untersucht werden.

1.3 Fragestellung

Bei der Hypusin-Modifikation handelt es sich um eine posttranslationale Modifikation, die nur
in dem Protein elF-5A auftritt. Trotz ihrer essentiellen Bedeutung fiir zelluldre Proliferation ist
ihre Funktion bisher nicht umfassend geklart. Da sowohl das modifizierte Protein elF-5A als
auch die daflir notwendigen Enzyme DHS und DOHH in verschiedenen Tumorentitdaten
dereguliert vorliegen und bei der HIV-Infektion sowie bei Diabetes eine funktionelle Rolle
spielen, stellt die Hypusin-Modifikation eine aussichtsreiche Zielstruktur fiir neue Therapien
dar°062:65% (yg| Abschnitt 1.1). Fir die Abschitzung des therapeutischen Potenzials wird eine
detaillierte Kenntnis Gber die Bedeutung der Hypusin-Modifikation und die molekularen

Grundlagen, auf denen ihre Funktion basiert, bendtigt.
10
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Um die Bedeutung der Hypusin-Modifikation in Sdugern genauer zu untersuchen, sollte eine
konditionale Dhs-Knockout-Mauslinie generiert werden. Mit dieser sollte zum einen die
Vermutung bestatigt werden, dass das Dhs-Gen in Sdugern essentiell ist und zu embryonaler
Letalitat fihrt. Zum anderen sollte untersucht werden, ob das Dhs-Gen auch nach der
Embryonalentwicklung eine essentielle Rolle spielt und wie sich sein Verlust im Vergleich zum
Verlust des Dohh-Gens®” &uRert. AuBerdem sollte getestet werden, ob sich in den

heterozygoten Dhs-Tieren Gendosis-Effekte beobachten lassen.

Auch die Bedeutung der Isoform elF-5A2 in Saugern sollte mithilfe einer konditionalen KO-
Mauslinie® untersucht werden, um herauszufinden, ob das Eif-5a2-Gen grundsatzlich

essentiell ist oder moglicherweise eine Isoform-spezifische Funktion besitzt.

Eine Analyse der mRNA-Interaktionspartner sollte dazu beitragen, die molekularen
Grundlagen der elF-5A-Wirkungsweise zu verstehen. Da die Funktionen von elF-5A eng mit
mRNAs zusammenhangen, bisher aber nur wenige Transkripte mit elF-5A assoziiert wurden,
sollten in einem genomweiten Screening per Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation mit
anschlielender Microarray-Analyse zunachst interagierende mRNAs identifiziert werden.
Durch eine bioinformatische Analyse der Ergebnisse sollte untersucht werden, ob sich die
Bedeutung von elF-5A lber seine mRNA-Interaktionspartner erklaren lasst und diese eine
molekulare Grundlage fiir seine Wirkungsweise darstellen. Auch sollte untersucht werden, ob
Unterschiede zwischen den interagierenden mMRNAs beider elF-5A-Isoformen ihre

unterschiedliche Wirkung erklaren oder Hinweise auf ihre jeweilige Funktion liefern.

Insgesamt sollten Grundlagen fiir eine therapeutische Inhibition der Hypusin-Modifikation
dadurch geschaffen werden, dass zum einen vielseitig anwendbare Mausmodelle fir die
Inhibierung der Hypusin-Modifikation etabliert und zum anderen Interaktionspartner
identifiziert werden, die die Wirkungsweise von elF-5A auf molekularer Ebene verstandlich

machen konnten.

11
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mausstamme

Mausstamm Beschreibung Herkunft

C57BL/6) Haufig verwendeter Inzuchtstamm zur bio- VTH, UKE
medizinischen Grundlagenforschung

Flp-Deleter B6;SJL-Tg(ACTFLPe)9205Dym/) VTH, UKE

Transgener Mausstamm mit ubiquitdrer Expression
einer modifizierten Flp-Rekombinase vom humanen
R-Aktin-Promotor zur Deletion von FRT-flankierten
Genabschnitten®?

Cre-Deleter B6.C-Tg(CMV-cre)1Cgn/) VTH, UKE

Transgener Mausstamm mit ubiquitdarer Expression
einer modifizierten Cre-Rekombinase vom X-
Chromosom unter Kontrolle  eines CMV-
Minimalpromotors zur Deletion von loxP-flankierten
Genabschnitten®

CAG-cre/Esrl B6.Cg-Tg(CAG-cre/Esr1*)5Amc/113 Jackson
Laboratory

Transgener Mausstamm mit Expression eines
(004682)

Fusionsproteins aus Cre-Rekombinase und mutiertem
Ostrogenrezeptor vom CAG-Promotor®!

Dhstmza C57BL/6_DhStm2a(EUCOMM)Wtsi Eigene

Transgener Mausstamm mit fiir den konditionalen Generierung

Knockout markiertem Dhs-Allel
Eif-5g2tm1a C57BL/6-Eif-5a2tm1a(EUCOMM)Hmgu Eigene
Transgener Mausstamm mit fir den konditionalen Generierung
Knockout markiertem Eif-5a2-Allel

Alle transgenen Mausstamme haben den genetischen Hintergrund des Stammes C57BL/6.

12
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2.1.2 Zellen

Zelltyp
NIH-3T3

293T

Phoenix eco

IDG3.2

EPD0628_1_BO6,
EPD0628_1_C06,
EPD0628_1_FO5

MEF-neo

Dhs*/*;CAG-
cre/Esrl®,
Dhs*/P;CAG-
cre/Esrl®,
DhsP/P;CAG-
cre/Esrl*

Beschreibung

Murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie

Humane Nieren-Zelllinie mit stabiler Expression einer
SV-40 large T-Antigen-Mutante

Verpackungs-Zelllinie zur Herstellung ecotropher
Virustberstande: Derivat der humanen Nieren-
Zelllinie 293T mit stabiler Expression der viralen Gene
gag-pol und env

Murine Hybrid-ES-Zelllinie, aus einer mannlichen
(C57BL/6J x 129S6/SvEvTac)-F1-Blastozyste generiert

ES-Zellklone, abgeleitet von der murinen ES-Zelllinie
JM8A3.N1, die das Allel Dhstm2a(EUCOMMWEsi tragan

Murine embryonale Fibroblasten mit Neomycin-
Resistenzgen zur Verwendung als Feeder-Zellen

Aus der Mauslinie Dhs'™?? gewonnene MEFs mit

Expression eines  Fusionsproteins aus Cre-
Rekombinase und einem mutierten
Ostrogenrezeptor zur Tamoxifen-abhangigen

Induktion des Dhs-Knockouts in vitro

2.1.3 Bakterienstamme

Stamm

E. coli DH5a

E. coli DH5a

Beschreibung

MAX Efficiency DH5a Competent Cells fur die Trans-
formation durch Hitzeschock

ElectroMAX DH5a-E Competent Cells fur die Trans-
formation durch Elektroporation
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Herkunft
KMT, UKE

ATCC
(CRL-11268)

ATCC
(CRL-3214)

Dr. Ralf Kiihn,
Helmholtz
Zentrum
Miinchen

EUCOMM

PD Dr. Irm
Hermans-
Borgmeyer,
UKE

Eigene
Praparation

Hersteller

Invitrogen

Invitrogen


http://www.lgcstandards-atcc.org/SearchCatalogs/Linkin?id=CRL-12007
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2.1.4 Medien

2.1.4.1 Medien fur die Kultivierung eukaryotischer Zellen

Medium

DMEM-Kulturmedium

MEF-Medium fur Feeder-Zellen

MEF-Medium fur Dhs-MEF-Zellen

ES-Zell-Medium fur IDG3.2-Zellen

ES-Zell-Medium fir JIM8A3.N1-Zellen

Einfriermedium

Einfriermedium fir ES- und Feeder-Zellen

2.1.4.2 Medienzusatze

Zusatz
DMSO
FCS
G418
HEPES

Leukaemia inhibiting factor (ESGRO)

L-Glutamin

Natriumpyruvat

Zusammensetzung
DMEM-Basalmedium (Gibco)

10% FCS, 50 U Penicillin, 50 pg/mi
Streptomycin

DMEM-Basalmedium (Gibco)

9% FCS, 1x nicht-essentielle Aminosauren,
50 U Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin

DMEM-Basalmedium (Gibco)

10% FCS, 50 U Penicillin, 50 pg/mi
Streptomycin, 4 mM L-Glutamin, 25 uM B-
Mercaptoethanol

DMEM-Basalmedium, high glucose (Gibco)

15% FCS, 20 mM HEPES, 1 mM
Natriumpyruvat, 1x Nicht-essentielle
Aminosauren, 0,1 mM R-Mercaptoethanal,
1500 U/mL Leukaemia inhibiting factor

Knockout-DMEM-Basalmedium (Gibco)

15% FCS, 2 mM L-Glutamin, 0,1 mM R-
Mercaptoethanol, 100 pg/mL G418,
1000 U/mL Leukaemia inhibiting factor

90% FCS, 10% DMSO
50% FCS, 40% Kulturmedium, 10% DMSO

Hersteller
Sigma-Aldrich
Gibco
Clonetech
Roth
Millipore
Biochrom

Gibco

14
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Nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin-Streptomycin

R-Mercaptoethanol

Gibco
Gibco

Sigma-Aldrich

2.1.4.3 Medien fir die Anzucht von Bakterien

Medium

LB-Medium (Roth)

SOB-Medium (Roth)

SOC-Medium

Zusammensetzung

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl,

pH 7,0

20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 0,96 g/L
MgCl,, 0,5 g/L NaCl, 0,186 g/L KCl, pH 7,0

SOB-Medium, 20 mM Glukose

2.1.5 Behandlung von Mausen, Zellen, Bakterien

Agens

Mause

Tamoxifen-haltiges Mausfutter
,LASCRdiet CreActiveTAM400”

Narkotikum

Fixativ

Eukaryotische Zellen
Chloroquin

Polybren
Trypsin-EDTA
4-Hydroxytamoxifen
G418

GC7

Mitomycin C

Puromycin

Konzentration

400 mg/kg Futter

12 mg/mL Ketamin,
1,6 mg/mL Xylazin, 0,9%
NaCl

4% PFA (w/v) in PBS, pH
7,4

2,5 uM

4 pg/mlL

0,25%

10 nM -1 uM
150 — 250 pg/mL
50 uM

10 pg/mL

2,5 pug/mL

15

Hersteller

LASvendi

aniMedica GmbH /
Wirtschaftsgenossenschaft
Deutscher Tierarzte

Eigene Herstellung

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich

Clontech

Biosearch Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Trypanblau

Bakterien
Ampicillin
Kanamycin
Chloramphenicol

L-Arabinose

2.1.6 Vektoren

Vektor

0,2%

100 pg/mL

50 ug/mL

30 pg/mL

0,3 -0,4% (w/v)

Insert

fiir Herstellung des Targeting Vectors

BAC RP23-359B23
BAC RP23-172M21

pKD46

pStart-K
pWS-TK6
loxP-gb2-cm-loxP

loxP-FRT-PGK-gb2-neo-FRT

706-Cre
pJET1.2

Expressionsvektoren
pMSCV-puro
pMSCV-eGFP-HA-puro

pMSCV-elF-5A1-HA-puro

u. a. Dhs
u. a. Eif-5a1

A-Phagen Red-Gene

Chloramphenicol-
Resistenzgen, von loxP-
Elementen flankiert

Neomycin-Resistenzgen,
von FRT-Elementen
flankiert

Cre-Rekombinase

eGFP mit C-terminaler
HA-Markierung

murines  Eif-5a1 mit
C-terminaler HA-
Markierung
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pMSCV-elF-5A1-K50R-HA-puro

pMSCV-elF-5A2-HA-puro

pMSCV-elF-5A2-K50R-HA-puro

pMSCV-N-terminal-elF-5A1-HA-

puro

pMSCV-C-terminal-elF-5A1-HA-

puro

murines  Eif-5a1 mit Labor Balabanov, UKE
K50R-Mutation und

C-terminaler HA-

Markierung

murines  Eif-5@¢2 mit Labor Balabanov, UKE
C-terminaler HA-
Markierung

murines  Eif-5@¢2 mit Labor Balabanov, UKE
K50R-Mutation und

C-terminaler HA-
Markierung

N—-terminale Doméane kloniert
von Eif-5a1 mit
C-terminaler HA-
Markierung

C-terminale Domane von kloniert
Eif-5a1 mit C—terminaler
HA-Markierung

2.1.7 Oligonukleotide

2.1.7.1 Oligonukleotide fur Klonierungen

Oligonukleotid

Sequenz

Oligonukleotide zur Herstellung des Targeting Vector fiir Dhs

upstream oligo (DA1)

downstream oligo (DA2)

loxP-cm-loxP fwd (DB1)

loxP-cm-loxP rev (DB2)

A-cm-B fwd (DC1)

A-cm-B rev (DC2)

A-FRT-B fwd (DD1)
A-FRT-B rev (DD2)

ACAATTGCACGTAGGTTTATTTCTCTTCACTGCTGTGGGAGAGAGACATCGTTAACC
GACTGAATTGGTTCCTTTAAAGC

TCTACCTGTACCTGGGTTCTACATCTGCACATCTGACCAACTACACATTTGTTAACG
CCGCACTCGAGATATCTAGACCCA

TGTGGTTTTCCTCACTCTGCCTCCACATGTAGAACAGAGGGGTCATGTCCAATTAAC
CCTCACTAAAGGGCGGCC

AACCCAGTGGCGTCCCTCCCAACCTGTGTAGGCCACTCAATTTCTCTGCTTAATACG
ACTCACTATAGGGCTCGA

GCAAGATCCGGATGGACGCACAGCCAGTAAAGGTAGATGGTGGCAGGGCACCTG
CAGGATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTT

AAGACCTCAGTGAGCCCTGGAGCCATGGGCAGCCCACGGACCCTGCACCCCGTAC
GCGCGCCGCACACAAAAACCAACACA

ACTGCCTGCAGGATAGGGCTCGAGGAAGTT
ACTGCGTACGAAGGGCGGCCGCATAACT
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Oligonukleotide fiir Sequenzierung des Dhs-Targeting Vectors

GCTAGCAACCTGGCTTATCG,

TGGGAGCCAGGATTTAGAGA,

CAGGGTCCTGCTCTCTATCG,
TTTTGTTGTAGCGCTCATGC,
GCTTGGTCGGTCTTTATTCG,
CAAGGCACCCTAAGGAATGA,

TCAGCACACAAATTGCAACA, TGTGGGACTCTGACTTGCTG,
AGTTGAGGCTGCCAGGTCTA, CCCCGCCATCACTATCTTAG,
CAAGTGACTTCCGGTTTCGT, TTTCCTGTGCCCTTATGACC,
CACTGCACTCACCATGAGGT, CGTTGGCTACCCGTGATATT,
TCGTCCTGCAGTTCATTCAG, TGACTAGGGGAGGAGTGGAA,
GCCAACCACTGGAGACTCAC

Oligonukleotide fiir Sondenklonierung fiir Dhs

Dhs-5‘-Sonde-Sall fwd
Dhs-5‘-Sonde-Sall rev
Dhs-3‘-Sonde-Ndel fwd
Dhs-3‘-Sonde-Ndel rev

GTCGACAGCCCTGGGACTTCCTGTAT
GTCGACAAGGGACCCTGAACTGGATT
CATATGAGCCAACTTCCTTCCATTCA
CATATGATCAAAGGAGCTGGAGGACA

Oligonukleotide fiir Longrange-PCR fiir Dhs

3' Universal (RAF5)
3' Gene Specific (GR4)
3' Gene Specific (GR3)

CACACCTCCCCCTGAACCTGAAAC
CAGGTTCTATCGATTCCAGTGTCCG
GTGGCCACGGCTACGAAGTGCTAG

Oligonukleotide zur Herstellung des Targeting Vectors fiir Eif-5a1

upstream oligo (AA1)

downstream oligo (AA2)

loxP-cm-loxP fwd (AB1)

loxP-cm-loxP rev (AB2)

A-cm-B fwd (AC1)

A-cm-B rev (AC2)

A-FRT-B fwd (AD1)
A-FRT-B rev (AD2)

AGTGCAATATTAAATTACTTTGACGTTATCTAAAGATGAGCGATCAGGATGTTAAC
CGACTGAATTGGTTCCTTTAAAGC

TTATTTACCCTGGCACTCTAGTTCACGTCTTCCAAACACTCCAAGTGCACGTTAACG
CCGCACTCGAGATATCTAGACCCA

CAATATGTTTGACTCCAGTTTCAAAGCAGGAAATGCAACTTTATTTAGGTAATTAAC
CCTCACTAAAGGGCGGCC

ATCCCATTCCTCCCTAAAACACTGATCCACTTCCCCTTCATTCATTACCCTAATACGA
CTCACTATAGGGCTCGA

GTGGCTTAGAAGAGTGTGTATGTGGGGGCGGTGTTGACTGCACCTTGTGGCAATT
GATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTT

AGTGACAGCAACTTCCTTCACTCCACAGCCTTTACCAGCTCCCTCTTTCCCGTACGC
GCGCCGCACACAAAAACCAACACA

ACTGCAATTGATAGGGCTCGAGGAAGTT
ACTGCGTACGAAGGGCGGCCGCATAACT

Oligonukleotide fiir Sequenzierung des Eif-5a1-Targeting Vectors

GCTAGCAACCTGGCTTATCG,
GCAAGGAGCTCTGGTCTTTTT,
CCCTTTGGGGTTGTGATAAA,
TCGTCCTGCAGTTCATTCAG,
GGCTCTCTCCCTGACACATT,
AAGGCGGTGTGAATAAGCTG,

TGGTTGTAATCCGACCACAC, TGCGTACTAAGACCCGTGTG,
ATGACTGGCTTGTGTGTGGA, TGGTTTTGTGGTGCTCAAAG,
CGTTGGCTACCCGTGATATT, CGCTCAGAAGAACTCGTCAA,
TGACTAGGGGAGGAGTGGAA, AAAATAACCGGCTTCCAGGT,
TGAGTCCGAGAAGCTGGTCT, ACCTTTCCCTCACCGTAAGC,
GCCTTGGCCTCTACGTCATA, GTACCAGCAGGGCATAGAGG

18



Material und Methoden

Oligonukleotide fiir Sondenklonierung fiir Eif-5a1

Eif-5a1-5'-Sonde-Sall fwd
Eif-5a1-5'-Sonde-Sall rev
Eif-5a1-3'-Sonde-Sall fwd
Eif-5a1-3'-Sonde-Sall rev

GTCGACAAAAGCCAAATGGTGCAAAG
GTCGACGGACGTAGGCACAGCTTGAT
GTCGACGGAACAGACCAGGGTTCAAA
GTCGACGGTAAAGGTGCATCCAGGAA

Oligonukleotide fiir weitere Klonierungen

N-terminal-elF-5A1-HA fwd
N-terminal-elF-5A1-HA rev

C-terminal-elF-5A1-HA fwd
C-terminal-elF-5A1-HA rev

CTAGAGATCTGCCACCATGGCAGATGATTTGGACTT

CTGAGAATTCCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTTGGGGACATCCATA
TTAT

CTAGAGATCTGCCACCATGATCAAACGGAATGACTT

CTAGGAATTCCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTTTGCCATGGCCTTG
ATTG

2.1.7.2 Oligonukleotide flir Genotypisierungen

Oligonukleotid
Dhs-KO-Maus

Dhs-for
Dhs-5‘-arm
Dhs-3‘-arm

Dhs-rev

Eif-5a2-KO-Maus
Eif-5a2-5'-arm
Eif-5a2-3"-arm
Eif-5a2-rev

Sequenz

CCTCTGCCCTCTCACAGACCTGCG
AGAGCGCCCAGGTCCAAGGCTACG
AGCGTTAAGCTCCTCCTACAAAGC
ACCATCCGCAGGAGACCACACCTA

AGCCGAGATGCTTGGGAACTGGAGG
TGGAGTATACTTTGCCATTCAGGCC
AAGGCCAGCCTGAGACCTAT

allgemeine Genotypisierungsprimer

loxR

LAR3

Flp for

Flp rev

Cre for
Crerev
CAG-Cre for
CAG-Crerev

TGAACTGATGGCGAGCTCAGACC
CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC
GTCACTGCAGTTTAAATACAAGACG
GTTGCGCTAAAGAAGTATATGTGCC
GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT
CTCTAGAGCCTCTGCTAACC
CCTGGCGATCCCTGAACATGTCC
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2.1.7.3 Oligonukleotide fur PCR

Oligonukleotid
18S-rRNA-fwd

18S-rRNA-rev
Gapdh-fwd
Gapdh-rev
Eif-5a1-N-term-fwd
Eif-5a1-C-term-fwd
Eif-5a2-fwd
HA-Tag-rev
Dhs-trunk-Ex.1-fwd

Dhs-trunk-Ex.8-rev

Sequenz
CCATCCAATCGGTAGTAGCG

GTAACCCGTTGAACCCCATT
TGCACCACCAACTGCTTA
GATGCAGGGATGATGTTC
GGCAGATGATTTGGACTTCG

GACAGTGGGGAGGTACGAGA

CATGCAAAATCGTGGAGATG

CGTAATCTGGAACATCGTATGG

CGGCTTCCAGGCTACCAA

ACAGCGTAGTCTGCTCCATTCC

2.1.7.4 Oligonukleotide fir gPCR

Gen

Dhs (Exon 8+9)

Dhs (Exon 1+1/8)

Wdr83

18S-rRNA
Dhs
Dohh
Eif-5a1
Rplp0O
Pex6
Rbm14
Ccdc28b
Stip1
Sik2
Gtf2i
Brdt

fwd: ATGGACGCACAGCCAGTAAA

rev: CTGCCTTTTGGGCGAATGTC

fwd: TTCAACCGCGGCGTAGATTA

rev: TCTGCTCCATTCCTCATGGC

fwd: TGAGGCGCTATGACCTAAGGA

rev: CGTCCCGGCTGAAGCA

Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix
Quantitect Oligonukleotid-Mix

Quantitect Oligonukleotid-Mix
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2.1.8 Antikorper

2.1.8.1 Primare Antikorper

Antikorper Produzent Art Verdinnung Hersteller
anti-DHS Kaninchen polyklonal 1:800 Santa Cruz
anti-elF-5A1 Kaninchen monoklonal 1:5.000 Novus
anti-HA Kaninchen polyklonal 1:1.000 Santa Cruz
anti-GAPDH Maus monoklonal 1:5.000 Chemicon
anti-Tubulin Maus monoklonal 1:5.000 Sigma-Aldrich
anti-Aktin Maus monoklonal 1:5.000 Calbiochem
2.1.8.2 Sekundare Antikdrper
Antikorper Markierung Verdiinnung Hersteller
anti-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase 1 :10.000 Amersham
anti-Kaninchen IRDye 700DX/800CW 1:10.000 Li-Cor
anti-Maus Meerrettich-Peroxidase 1 :10.000 Amersham
anti-Maus IRDye 700DX/800CW 1:10.000 Li-Cor
2.1.9 GroRken- und Molekulargewichtsstandards
2.1.9.1 DNA-GroRenstandards
GroRenstandard GroRenbereich Hersteller
100 bp DNA ladder 100 — 1.000 bp Peglab
Smart Ladder 200 — 10.000 bp Eurogentec
2.1.9.2 Protein-Molekulargewichtsstandards
Molekulargewichtsstandard GroRenbereich Hersteller
Marker IV 10 - 170 kDa Peglab
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2.1.10 Enzyme

Enzym Hersteller
Proteinase K Fermentas
RNase A Roth

diverse Restriktionsendonukleasen mit Puffern

2.1.11 Reagenzsysteme

Reagenzsystem
RNA-Aufreinigung: Nucleo Spin RNA XS
DNA-Entfernung nach RNA-Isolation: DNasel/

Erststrang-cDNA-Synthese: RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit

gDNA-Isolierung: QIAamp DNA Blood Mini Kit

PCR: DreamTaq Green PCR Master Mix

Klonierungs-PCR: Phusion High-Fidelity PCR Kit

Long Range-PCR: Long PCR Enzyme Mix

gPCR-Mastermix: Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG
DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen: GenelET Gel Extraction Kit
PCR-Aufreinigung: GeneJET PCR Purification Kit
Plasmid-Mini-Praparation: GeneJET Plasmid Miniprep Kit
Plasmid-Maxi-Praparation: PureYield Plasmid Maxiprep System
Radioaktive Markierung: Megaprime DNA Labelling System
BAC-Isolierung: NucleoBond AX500

Klonierung: CloneJET PCR Cloning Kit

Klonierung: Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix

Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation: Magnetic anti-HA-
MicroBeads, u Columns, uMACS Separator

Microarray: 3’-IVT Express Kit, Mouse Genome 430 2.0 GeneChips
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2.1.12 Puffer und Losungen

Losung
Zellbiologische Methoden

2x HEPES-gepufferte Salzlosung

Molekularbiologische Methoden
50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TE-Puffer

Proteinbiochemische Methoden

Western Blot-Lysepuffer

4x Ladepuffer

Trenngel: 12% (15%) SDS-Polyacrylamid-Gel

Sammelgel: 4% SDS-Polyacrylamid-Gel

SDS-Laufpuffer

Transferpuffer

Blockierl6sung
Waschlésung

Urea-Lysepuffer

Aquilibrierungspuffer 1

Zusammensetzung

280 mM NaCl, 10 mM KCl, 1,5 mM
Natriumdihydrogenphosphat, 12 mM
Glukose, 50 mM HEPES, pH 7,05,

sterilfiltriert

2 M Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 0,25% Natriumdeoxycholat,
1x Protease Inhibitor Cocktail

0,4% Glycerol, 1% Dithiothreitol, 0,4 M Tris-
HCl (pH 6,7), 8% SDS, 20 uL/mL
Bromphenolblau

3,35 mL (2,35 mL) H20, 4,0 mL (5 mL) 30%
Acrylamid, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8),
50 pL 20% SDS, 50 pL Ammonium-
peroxodisulfat, 10 uL Tetramethylethylen-
diamin

6,1 mL H;0, 1,33 mL 30% Acrylamid, 2,5 mL
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 50 uL 20% SDS, 50 pL
Ammoniumperoxodisulfat, 10 pL Tetra-
methylethylendiamin

192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS

60 mM Tris, 48 mM Glycin, 2% SDS, 20%
Ethanol

PBS, 0,05% Tween20, 5% BSA
PBS, 0,05% Tween20

9 M Urea, 4% 3-(Cyclohexylamino)-1-
propansulfonsdure, 1% Pharmalyte, 1%
Dithiothreitol, 10 ug/mL Bromphenolblau

375 mM Tris-HCl (pH 8.8), 6 M Urea, 20%
Glycerol, 2% SDS, 130 mM Dithiothreitol
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Aquilibrierungspuffer 2
RIP-Chip
RIP-Basispuffer
RIP-Lysepuffer

RIP-Waschpuffer
RIP-Elutionspuffer

375 mM Tris-HCI (pH 8.8), 6 M Urea, 20%
Glycerol, 2% SDS, 135 mM lodoacetamid

100 mM KCI, 5 mM MgCl;, 10 mM HEPES,
0.5% NP-40, 1 mM Dithiothreitol

RIP-Basispuffer, 100 U/mL Ribolock,
25 pL/mL Protease Inhibitor Cocktail

RIP-Basispuffer, 1 M Urea

RIP-Basispuffer, 0.1% SDS, 0.3 pg/uL
Proteinase K

Herstellung von konditionalen Knockout-Mauslinien

ES-Zell-Lysepuffer
20x SSC
SSPE

Herings-Sperma-DNA

Hybridisierungspuffer

Waschpuffer A

Waschpuffer B
KSOM-HEPES-Medium

Tierexperimentelle Arbeiten

Proteinase K-Lysepuffer

2.1.13 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

2-Propanol

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)

0,1% SDS, 14 mg/mL Proteinase K
3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat

3 M NaCl, 0,2 M Natriumdihydrogen-
phosphat, 0,02 M EDTA, pH 7,5

10 mg/mL in H20. l6sen, 3x aufkochen, auf
Eis abkiihlen lassen, 15 min sonifizieren

7% (w/v) SDS, 10% (w/v) Polyethylenglykol
6000, 1,5x SSPE, 200 pg/mL Herings-Sperma-
DNA

2x SSC, 0,5% SDS
0,2x SSC, 0,1% SDS
Siehe Nagy et al., 2003103

50 mM KCI, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2,5 mM
EDTA, 0,45% NP-40, 0,45% Tween-20, 4,5 U
Proteinase K

Hersteller
Fluka
Roth
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Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid
3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure
Chloroform

DEPC-Wasser
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Gelatine

Glukose

Glycerol

Glycin

Harnstoff

Immobiline DryStrip
lodacetamid

Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat

Natriumdeoxycholat
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Invitrogen
Merck
Bio-Rad

Roth

Merck

Roth

GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
J. T. Baker

J. T. Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
GE Healthcare
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
J. T. Baker
Roth

J. T. Baker
Roth
Applichem
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Natriumhydroxid J. T. Baker
Natriumlactat Sigma-Aldrich
NP-40 Applichem
[a-32P]-markierte dATP und dCTP Hartmann Analytik
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich

PBS Lonza

Pharmalyte GE Healthcare
Phenol Roth

Pierce Elektrochemilumineszenz Western Blot Substrat Thermo

Polyethylenglykol 6000 Roth
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
Salzsdure Roth

SDS Roth
Tetramethylethylendiamin Amersham
Trifast Peqlab

Tris Sigma-Aldrich
Tween20 Sigma-Aldrich
Zufalls-Hexanukleotide Fermentas

2.1.14 Gerate

Im Folgenden werden nur die zur Datenerhebung relevanten Gerate aufgefihrt. Alle anderen

verwendeten Gerate entsprechen der Standard-Laborausstattung.

Gerat Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR-System Applied Biosystems
Bioanalyzer 2010 Agilent Technologies
Cellometer Auto T4 Nexcelom Bioscience
DU530 Photometer Beckmann Coulter
E-Box Gel Documentation System Peglab

Fujix Bio-imaging analyzer BAS-2000 Fujifilm

GeneChip Scanner 7G Affymetrix
Gene-Pulser Xcell mit Shock-Pod Bio-Rad

26



Material und Methoden

Mastercycler gradient

Nanodrop ND 1000

Odyssey Infrared Imaging System
OmniTissue Homogenizer

PROTEAN Isoelectric focusing system

27
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von adharent wachsenden Zellen

Fiir in vitro-Versuche wurden die adhdrent wachsenden Zelllinien (NIH-3T3, 293T,
Phoenix eco) und primaren Dhs-MEF-Zellen in DMEM-Kulturmedium bzw. MEF-Medium unter
Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Um die Zellpopulation
subkonfluent zu halten, wurden die Zellen regelmaRig passagiert indem sie durch Trypsin-

EDTA vom GefaBboden abgeldst und in der gewiinschten Verdiinnung ausgesat wurden.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir die Kryokonservierung wurden 1 — 4 x 10° durch Zentrifugation (450 x g, 5 min)
sedimentierte Zellen in kaltem Einfriermedium resuspendiert, in Kryoréhrchen langsam

auf -80 °C gekiihlt und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen im Wasserbad angetaut und in Kulturmedium
aufgenommen. Durch Zentrifugation (450 x g, 5 min) wurde das DMSO-haltige Einfriermedium

entfernt und die Zellen in der gewiinschten Verdiinnung ausgesat.

2.2.1.3 Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung

Zur Bestimmung des Zelltiters wurde ein Aliquot der Zellsuspension im Verhiltnis 1:2 — 1:5
mit Trypanblau gemischt und die Anzahl ungefarbter Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
(Kammerfaktor: 10%) in vier Kleinquadraten bestimmt. Dabei lieBen sich die ungefirbten
lebenden Zellen von den gefarbten toten Zellen unterscheiden, da Trypanblau intakte
Zellmembranen nicht durchdringen kann. Aus dem Durchschnittswert der viablen Zellen

wurde durch Multiplikation mit dem Kammerfaktor und der Verdiinnung der Zelltiter
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errechnet und iber den Anteil gefarbter Zellen die Vitalitat bestimmt. Alternativ erfolgte die

Zellzahlbestimmung nach dem gleichen Prinzip am Zellzéhlgerat Cellometer Auto T4.

2.2.1.4 Retrovirale Transduktion

Zur stabilen Expression von modifizierten Genen wurden entsprechende DNA-Abschnitte
zunachst mithilfe von Verpackungszelllinien in retrovirale Partikel verpackt, damit Zielzellen

transduziert und anschlieRend Zellen mit stabiler Integration der Fremd-DNA selektiert.

Fir die gammaretrovirale Transduktion wurde zundchst die Vektor-DNA mittels
Calciumphosphat-Transfektion in 70% konfluente Phoenix-Zellen eingebracht. Dazu wurden
20 pg Vektor-DNA mit 62,5 puL 2 M CaCl;y in einem Volumen von 500 pL gemischt und 500 pL
2x HEPES-gepufferte Salzlésung tropfenweise, unter Erzeugung eines konstanten Luftstroms
in der Losung, zugegeben. Nach 10-minutiger Inkubation wurde der Transfektionsansatz
tropfenweise zu den Phoenix-Zellen in frischem Medium gegeben und zur Hemmung

lysosomaler DNasen 2,5 uM Chloroquin zugefligt.

Nach 12 Stunden wurde das Medium gewechselt und weitere 12 Stunden spater das
Viruspartikel-enthaltende Medium gesammelt, gefiltert (Porendurchmesser 0,45 um) und
zusammen mit 4 ug/mL Polybren auf etwa 40% konfluente, gut wachsende Zielzellen gegeben.
Nach weiteren 12 und 24 Stunden wurde die zuvor beschriebene Prozedur wiederholt und
nach weiteren 12 Stunden das Medium gewechselt. 36 — 48 Stunden nach Zugabe des letzten
Viruspartikel-enthaltenden Uberstandes wurden die Zellen durch Zugabe des entsprechenden

Antibiotikums (2,5 pg/mL Puromycin) fir 3 — 5 Tage selektiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolation

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurden Zellen in Trifast resuspendiert und nach 5-mindtiger
Inkubation mit 1/5 Volumen Chloroform gemixt. Durch Zentrifugation (15.000 x g, 15 min,

4 °C) wurde das Homogenat in eine wassrige RNA-haltige Phase, eine DNA-haltige Interphase
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und eine Protein-haltige organische Phase aufgetrennt. Durch 10-mintige Inkubation mit %
Volumen 2-Propanol und Zentrifugation (15.000 x g, 15 min, 4 °C) wurde die RNA aus der
wassrigen Phase gefallt. Nach zweimaligem Waschen mit 75% Ethanol und Lufttrocknung
wurde die RNA fiir 10 min bei 55 °C in DEPC-H,0 gel6st. Verbliebene genomische DNA wurde
durch 30-minitge Inkubation mit DNase | (1 U pro ug RNA) bei 37 °C entfernt und das Enzym
anschlieend durch 10-mindtige Inkubation bei 65 °C in Chelat-haltigem Puffer inaktiviert. Die

RNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt.

2.2.2.2 Erststrang-cDNA-Synthese

Zur Umschreibung von RNA in cDNA wurden 1 pg RNA zunachst mit Zufalls-Hexanukleotiden
(5 uM) 5 min bei 65 °C inkubiert um mogliche RNA-Sekundarstrukturen zu zerstéren. Nach
Zugabe von Reverser Transkriptase (2 U/uL), dNTP-Mix (1 mM) und Ribolock RNase-Inhibitor
(1 U/uL) fand die cDNA-Synthese fiir 10 min bei 25 °C und 60 min bei 42 °C statt und wurde
anschlielend durch 10-minitiges Erhitzen auf 70 °C beendet. Zur Kontrolle der Reaktion
wurde die 18S-rRNA mittels PCR amplifiziert und die Reaktionsprodukte durch

elektrophoretische Auftrennung Giberprift.

2.2.2.3 PCR

Zur Amplifikation spezifischer gDNA oder cDNA-Abschnitte wurden 1 uL cDNA bzw. 0,1 -1 ug
gDNA in DreamTaq Green PCR-Mastermix (0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCl;) mit je 0,5 uM

Vorwiérts- und Riickwarts-Oligonukleotiden gemischt und bei folgenden Temperaturen

inkubiert:
Schritt Temperatur Zeit Zyklen-Anzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sec
Oligonukleotid-Anlagerung 50-60°C 30 sec 25-35
Elongation 72 °C 30 sec
Finale Elongation 72 °C 3 min 1

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend durch gelelektrophoretische Auftrennung liberprift.
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2.2.2.4 Long range-PCR

Fir die Amplifikation langerer DNA-Abschnitte (>6 kb) wurden 0,1 — 1 ug gDNA mit 0,2 mM
dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 4% DMSO, je 0,5 uM Vorwarts- und Riickwarts-Oligonukleotiden und
2 U Long PCR Enzyme Mix (Long PCR Enzyme Mix-Reagenzsystem) gemischt. Die PCR wurde
nach folgendem dreistufigem Programm durchgefiihrt und die PCR-Produkte anschlieRend

mittels Gelelektrophorese analysiert.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen-Anzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 90 sec 1
Denaturierung 95 °C 15 sec
Oligonukleotid-Anlagerung 54 °C 30 sec 10
Elongation 68 °C 7 min

Denaturierung 95 °C 15 sec
Oligonukleotid-Anlagerung 54 °C 30 sec 25
Elongation 68 °C 7 min +

5 sec/Zyklus
Finale Elongation 68 °C 10 min 1

2.2.2.5 Klonierungs-PCR

Flr Klonierungen wurde der gewilinschte DNA-Abschnitt zunachst per PCR vervielfaltigt. Dazu
wurden 50 ng Template-DNA mit 0,2 mM dNTPS, 0,8 upM Vorwarts- und
Rickwartsoligonukleotiden, 3% DMSO und 0,4 U Phusion DNA-Polymerase (Phusion High-

Fidelity PCR Kit) nach folgendem Programm amplifiziert:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen-Anzahl
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min 1
Denaturierung 98 °C 20 sec
Oligonukleotid-Anlagerung 50-60°C 20 sec 30-35
Elongation 72 °C 15 — 60 sec

Finale Elongation 72 °C 10 min 1

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt gelelektrophoretisch aufgetrennt, die entsprechende
Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die enthaltene DNA mittels GeneJET Gel Extraction Kit

fir die weitere Klonierung aufgereinigt.
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2.2.2.6 Quantitative Echtzeit-PCR (gPCR)

Um RNA-Transkripte zu quantifizieren erfolgte eine SYBR-Green-basierte Echtzeit-PCR der
zuvor hergestellten c¢cDNA (2.2.2.2) mit ROX als Referenz-Farbstoff. Dazu wurde 1:10
verdiinnte ¢cDNA mit dem Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG und je 0,5 uM
Vorwarts- und Rickwarts-Oligonukleotiden oder 1 uL Quantitect-Primermix gemischt und die

gPCR nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen-Anzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 15 sec 40
Primer-Anlagerung 60 °C 30 sec

Schmelzkurve 60 —-95°C

Die Bestimmung erfolgte jeweils in Triplikaten und die Spezifitat der Produkte wurde mittels
Schmelzkurvenanalyse Uberpriift. Die relative Expression wurde nach der 222¢T-Methode
berechnet, wobei die Expression jeweils auf die Expression eines Housekeeping-Gens (18S-
rRNA) normiert wurde. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad

Prism nach der Two-Way ANOVA-Methode.

2.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Molekiilen wurden diese in einem elektrischen Feld nach GrolRe
aufgetrennt. Dazu wurden die PCR-Produkte oder DNA-Restriktionsfragmente auf ein
Agarosegel (1 — 2% Agarose in Tris-Acetat-EDTA-Puffer, 0,5 pg/mL Ethidiumbromid)
aufgetragen und bei 80 — 100 V gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten DNA-
Fragmente konnten anschlieRend durch den Nukleinsdure-Interkalator Ethidiumbromid unter
ultraviolettem Licht visualisiert und ihre Gréf3e anhand eines DNA-GréRenstandards bestimmt

werden.

32



Material und Methoden

2.2.2.8 Transformation von E. coli durch Hitze-Schock

Zur Vervielfdltigung von Vektoren wurden kompetente Bakterien transformiert. Dazu wurden
pro Transformation 50 uL chemisch-kompetente E. coli auf Eis aufgetaut, vorsichtig mit 50 ng
Plasmid-DNA gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem einmin(tigen Hitzeschock
bei 42 °Cwurde der Reaktionsansatz auf Eis gekiihlt und nach Zugabe von vorgewarmtem SOC-
Medium fir 1 h bei 37 °C geschittelt. Anschlieend wurde ein Teil der Bakteriensuspension
auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C

inkubiert.

2.2.2.9 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Fir die effizientere Einbringung von DNA in Bakterien wurden diese elektroporiert. Dazu
wurden 50 ulL elektrokompetente E. coli auf Eis vorsichtig mit 100 — 500 ng DNA gemischt und
in einer vorgekihlten Kiivette einem elektrischen Schock ausgesetzt (1,8 kV, 200 Q, 25 uF).
Nach sofortiger Zugabe von SOC-Medium wurde die Bakteriensuspension fir 1 h bei 37 °C
geschittelt, anschliefend auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum

ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.10 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden Einzelkolonien von einer LB-Agar-Platte isoliert und
in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum Gber Nacht unter leichtem Schiitteln bei
37 °C inkubiert. Aus 2 — 4 mL bzw. 250 mL einer Ubernachtkultur wurde die Plasmid-DNA
mithilfe des GeneJET Plasmid Miniprep Kits bzw. des PureYield Plasmid Maxiprep Systems nach

Herstellerangaben isoliert und die DNA-Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmt.

2.2.2.11 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA wurde die DNA-haltige Losung mit Phenol/Chloroform

(1:1) gemischt und die wassrige Phase durch Zentrifugation (20.000 x g, 1 min) abgetrennt.
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Die enthaltene DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7,8) und
3 Volumen Ethanol bei -80 °C prazipitiert und durch Zentrifugation (20.000 x g, 5 min)
pelletiert. Nach Waschen mit 70% Ethanol wurde das Pellet luftgetrocknet und im

gewlnschten Puffer gelost.

2.2.2.12 Restriktionsanalyse

Zur Uberpriifung oder Klonierung von Plasmid-DNA wurde diese mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen inkubiert. Dazu wurden 1 pg Plasmid-DNA mit je 1 pL der
gewlinschten Restriktionsendonukleasen, geeignetem Puffer und ggf. BSA gemischt und
30 — 90 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die erhaltenen DNA-Fragmente

gelelektrophoretisch aufgetrennt und die GréRe der erhaltenen Fragmente analysiert.

2.2.2.13 Klonierung von Plasmiden

Um einen DNA-Abschnitt in einen gewlinschten Vektor einzubringen, wurde das zuvor mittels
PCR amplifizierte und aufgereinigte DNA-Fragment sowie das Zielplasmid mit den
gewlinschten Restriktionsenzymen behandelt (2.2.2.12) und aufgereinigt. Zur Ligation wurden
0,025 pmol Vektor mit 0,075 pmol DNA-Fragment und 1 U T4-DNA-Ligase im entsprechenden
Puffer gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 5 puL des
Reaktionsansatzes zur Transformation von E. coli (2.2.2.8) verwendet, die Plasmid-DNA
anschlieRend aufgereinigt und die Klonierung mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung

Uberprift.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Zur Herstellung eines Gesamtzell-Extraktes wurden die Zellen durch Zentrifugation (450 x g,

5 min) sedimentiert, mit PBS gewaschen und im 7-fachen Volumen Western Blot-Lysepuffer
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resuspendiert. Nach 15-mindtiger Inkubation bei 4 °C wurde das Lysat durch Zentrifugation

(15.000 x g, 15 min, 4 °C) geklart und der Uberstand bei -80 °C gelagert.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden je 2 uL Proteinlysat mit einer 20% Bradford-L6sung
gemischt und die Extinktion bei 595 nm gemessen. Anhand einer BSA-Eichreihe (0 — 10 pg

BSA) konnte die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt werden.

2.2.3.2 Western Blot

Fiir die Analyse der Proteinexpression wurde das zuvor hergestellte Proteinlysat
elektrophoretisch aufgetrennt und die gewilinschten Proteine liber spezifische Antikorper

detektiert.

Dazu wurden zur elektrophoretischen Auftrennung 5 — 30 pg Protein mit 4x Ladepuffer
gemischt, fir 5 min bei 95 °C denaturiert und auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel (12% bzw. 15%
mit 4% Sammelgel) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 — 120 V in SDS-Laufpuffer.
AnschlieBend wurden die Proteine mittels halbtrockenem Elektroblotting (1,2 mA pro cm? fiir
1 h) mit Transferpuffer auf eine zuvor durch Methanol aktivierte Polyvinylidendifluorid-
Membran transferiert und diese danach zur Absattigung unspezifischer Bindungen fir 1 h in

Blockierlosung inkubiert.

Zur Detektion des gewiinschten Proteins wurde die Membran entweder iber Nacht bei 4 °C
oder 1 h bei Raumtemperatur mit dem in Blockierlésung verdiinnten Primar-Antikdrper unter
leichtem Schwenken inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit Waschlésung fiir 5 min wurde
nicht gebundener Antikorper entfernt und die Membran dann fiir 1 h bei Raumtemperatur
mit dem Sekundar-Antikoérper inkubiert. Die gebildeten Immunkomplexe wurden nach
erneutem dreimaligen Waschen (iber Peroxidase-vermittelte Chemilumineszenz durch
Zugabe eines Chemiluminseszenz-Substrates und Exposition eines Rontgenfilms oder mithilfe
von Fluorophor-markierten Sekundéarantikérpern mittels Infrarot-Scanner detektiert und

quantifiziert.
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2.2.3.3 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung flr 2D-Western Blot

Flir einen 2D-Western Blot wurden die pelletierten Zellen in Urea-Lysepuffer resuspendiert,
15 min bei Raumtemperatur inkubiert und das Lysat durch Zentrifugation (15.000 x g, 15 min)

geklart.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot des Proteinlysats mit 10 mM HCI versetzt
und nach Mischung mit einer 20%igen Bradford-Losung die Extinktion bei 595 nm gemessen.
Anhand einer BSA-Eichreihe (0 — 10 pg BSA) konnte die Proteinkonzentration der Lysate

bestimmt werden.

2.2.3.4 2D-Western-Blot

Um verschiedene Modifikationsformen eines Proteins unterscheiden zu kénnen, wurde das
zuvor hergestellte Proteinlysat zundachst dem isoelektrischen Punkt nach (1. Dimension) und

anschliefend der GréRRe nach (2. Dimension) aufgetrennt.

Fir die isoelektrische Fokussierung wurden 7 cm lange Streifen mit einem linearen
pH-Gradienten (pH 4 — 7) verwendet. Die Streifen wurden (iber Nacht passiv mit 25 — 50 pg
Protein in 120 pL Urea-Puffer rehydratisiert und die Proteine anschliefend entsprechend ihres
isoelektrischen Punktes entlang des pH-Gradienten im Streifen aufgetrennt (20°C, maximale
Spannung: 50 pA pro Streifen; Programm: 30 min bei 500 V, 5000 V linear bis 5000 Vh, 5000 V
schnell bis 5000 Vh).

Die Streifen wurden nacheinander fiir je 15 min in Aqulibrierungspuffer 1 und 2 dquilibriert,
auf ein 15% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgebracht und mit 0,5% Agarose versiegelt. Die weiteren
Schritte (elektrophoretische Auftrennung, Transfer auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran,
Detektion des gewilnschten Proteins) erfolgten wie fir den Western Blot (2.2.3.2)

beschrieben.
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2.2.4 RIP-Chip
2.2.4.1 Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation (RIP)

Die Bioanalyzer-Messung wurde in der Microarray-Core Facility am Institut fiir Klinische

Chemie des UKEs unter Leitung von Dr. Thomas Streichert angefertigt.

Um an ein spezifisches Protein gebundene RNAs zu isolieren, wurden mittels
Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation (RIP) zunachst die Protein-RNA-Komplexe aus den

Zellen aufgereinigt und anschlieend die RNA daraus isoliert.

Dazu wurden HA-markierte Proteine in NIH-3T3-Zellen exprimiert (2.2.1.4). 3,5 x 10® am
Vortag in einer 100 mm-Schale ausgesate Zellen wurden in vorgekiihltem frisch angesetztem
RIP-Lysepuffer fir 15 min homogenisiert. Nach Klarung des Lysates durch Zentrifugation
(20.000 x g, 15 min, 4 °C) wurde der Uberstand fiir 30 min mit 50 pL Anti-HA-Antikérper-
konjugierten Mikrotragern inkubiert. AnschlieBend wurden die gebildeten Komplexe aus Anti-
HA-Mikrotragern, HA-markierten Proteinen und ggf. gebundenen RNAs auf einer Saule im
magnetischen Feld zurilickgehalten, je dreimal mit RIP-Basispuffer, RIP-Waschpuffer und RIP-
Basispuffer gewaschen und dann in Proteinase K-haltigem RIP-Elutionspuffer durch
Entfernung des magnetischen Feldes eluiert. Durch 35-minlitige Inkubation bei 50 °C wurden
die enthaltenen Proteine abgebaut und die Mikrotrdager durch Durchlaufen einer Saule im
magnetischen Feld entfernt. Die RNA-enthaltende Fraktion wurde mit DEPC-behandeltem
Wasser eluiert und mit dem NucleoSpin RNA XS Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt und
konzentriert. Konzentration und Reinheit der RNA wurden am Nanodrop bestimmt und die

Integritdat der RNA mittels Bioanalyzer-Messung (iberpruft.

2.2.4.2 Microarray-basierte Analyse (Chip)

Die Microarray-Analyse wurde in der Microarray-Core Facility am Institut fiir Klinische Chemie
des UKEs unter Leitung von Herrn Dr. Thomas Streichert angefertigt, die RNA-Sequenzmotiv-

Suche wurde von Herrn Dr. Hubert Rehrauer an der Universitét Ziirich durchgefiihrt.

Um die zuvor durch RIP gewonnene RNA zu identifizieren und zu quantifizieren wurde eine

Microarray-basierte Analyse durchgefihrt.
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Dazu wurden pro Ansatz je 100 ng RNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese und Markierung
erfolgten nach Herstellerangaben mit dem Affymetrix 3’-IVT Express Kit. Fir die Hybridisierung
wurden Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 GeneChips verwendet und die am Affymetrix
GeneChip Scanner 7G erhaltenen Signale mit der Affymetrix GeneChip Operating Software 1.4
und einem Zielwert von 300 prozessiert. Flir die Normalisierung und Hintergrundkorrektur
wurde die Expression Console 1.1 Software, fir statistische Tests die TIGR MeV 4.8.1 Software

verwendet.

Die weitere Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software Venny
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny), Expanderi® (Version 6.0), DAVID%>1% (Version
6.7), FuncAssociate (Version 2.0)1%” und GeneGo von Thomson Reuters unter Zuhilfenahme
des ID-Mappers der UniProt-Datenbank'®® und einer Datenbank fiir Protein-Sequenzmuster
(http://scansite.mit. edu/dbsequence_one.html) sowie des Heatmap-Programms Matrix2png
Interface (http://www.chibi.ubc.ca/matrix2png/bin/matrix2png.cgi). RNA-Sequenzmotive

wurden mit den Algorithmen DRIM'% und FIRE'!C gesucht.

2.2.5 Rekombinations-basiertes Klonieren
2.2.5.1 Red/ET-basierte Rekombination

Um von Restriktionsschnittstellen unabhangig einen Targeting Vector zur Generierung einer
konditionalen Knockout-Mauslinie zu klonieren, wurde die auf homologer Rekombination

beruhende Red/ET-basierte Rekombination eingesetzt.

Dafiir wurden zunachst Rekombinations-kompetente Bakterien hergestellt, indem das die
Rekombinationsproteine vom Bakteriophagen A kodierende Plasmid pKD46 per Hitzeschock-
Transformation (2.2.2.8) in E. coli eingebracht wurde. Die Expression der
Rekombinationsproteine wurde bei einer optischen Dichte von 0,1 — 0,2 durch Zugabe von
0,3 — 0,4% L-Arabinose fir 2 — 4 h bei 30 °C induziert. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension 10 min auf Eis inkubiert, durch Zentrifugation (2.000 x g, 15 min, 4 °C)
pelletiert und in eiskaltem 10% Glycerol resuspendiert. Dieser Vorgang wurde dreimal

wiederholt und die nun kompetenten Bakterien bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.
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Fir die Rekombination wurde der einzubauende DNA-Abschnitt mittels Klonierungs-PCR
amplifiziert (2.2.2.5). Dabei wurden Oligonukleotide mit etwa 80 bp langen Uberhingen, die
100% Homologie zum Vektor aufweisen, verwendet. Das PCR-Produkt wurde mit dem
GeneJET PCR Purification Kit aufgereinigt, die methylierte parentale DNA durch einen

Restriktionsverdau mit Dpnl abgebaut (2.2.2.12) und das PCR-Produkt erneut aufgereinigt.

PCR-Produkt und Vektor wurden dann durch Elektroporation in die zuvor generierten
Rekombinations-kompetenten Bakterien eingebracht (2.2.2.9) und die Bakterien in LB-
Medium mit entsprechenden Antibiotika kultiviert. AnschlieBend wurden Klone isoliert und

mittels Restriktionsanalyse (2.2.2.12) auf die erwiinschte homologe Rekombination tGberpruft.

2.2.5.2 Cre-basierte Rekombination

Um nach erfolgreicher Selektion nicht mehr bendtigte loxP-flankierte-Resistenzkassetten zu

entfernen, wurden diese durch die Cre-Rekombinase deletiert.

Dazu wurden die Vektor-haltigen Bakterien zunachst durch dreimalige Zentrifugation
(13.000 x g, 1 min, 4 °C) und Resuspension in eiskaltem 10% Glycerol elektrokompetent
gemacht und dann das Cre-Rekombinase-kodierende Expressionsplasmid durch
Elektroporation eingebracht (2.2.2.9). Die erhaltenen Bakterienklone wurden bei 30 °C in LB-
Medium mit entsprechenden Antibiotika kultiviert, dann wurde die Expression der Cre-
Rekombinase durch 12-stiindige Inkubation bei 37 °Cinduziert und die Klone anschlieflend per

Restriktionsanalyse auf die gewlinschte Rekombination Uberpriift.

2.2.5.3 Gateway-Rekombination

Zum Restriktionsschnittstellen-unabhangigen Umklonieren von DNA-Abschnitten wurde die

Rekombinations-basierte Gateway-Technologie von Invitrogen verwendet.

Dazu wurden ein Zielvektor mit attR-flankiertem sogenanntem Selbstmordgen (ccdB) und ein
Eingangsklon mit attL-flankiertem Genabschnitt benotigt. Nach Linearisierung des Zielvektors
wurden je 150 ng DNA des Zielvektors und des Eingangsklons mit 2 uL Gateway LR Clonase Il
Enzymmix gemischt und 2 h bei 25 °C inkubiert um das Selbstmordgen im Zielvektor gegen

den flankierten Genabschnitt auszutauschen. Die Reaktion wurde durch 10-mindtige
39



Material und Methoden

Inkubation mit 0,2 pg/uL Proteinase K bei 37 °C gestoppt, 2 uL des Reaktionsansatzes in
Bakterien transformiert (2.2.2.8) und die Bakterien in LB-Medium mit entsprechenden
Antibiotika kultiviert. Anschliefend wurden Klone isoliert und mittels Restriktionsanalyse auf

den gewiinschten DNA-Austausch untersucht.

2.2.5.4 Separation rekombinierter Plasmide

Da die gewilnschte Rekombination nicht zwangslaufig in allen Plasmiden eines Klons
stattgefunden hat und somit in einem Klon eine Mischung aus rekombinierten und nicht-
rekombinierten Plasmiden vorliegen konnte, mussten die Plasmide nach der Rekombination

separiert werden.

Dazu wurde die Plasmid-DNA mithilfe einer Restriktionsendonuklease linearisiert und nach
Aufreinigung 300 ng DNA mit 1 U T4-DNA-Ligase ligiert (2.2.2.13). Die religierten Plasmide
wurden dann durch Hitzeschock-Transformation in E. coli eingebracht und die erhaltenen

Klone wiederum per Restriktionsanalyse tberprift.

2.2.6 Herstellung von konditionalen Knockout-Mauslinien

Alle in diesem Kapitel beschriebenen Arbeitsschritte wurden von oder zusammen mit der
Servicegruppe Transgene Tiere am Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie des UKEs unter

Leitung von Frau PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer durchgefiihrt.
2.2.6.1 Zellkultur von murinen embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden auf gelatinierten, mit Mitose-inaktivierten
Neomycin-resistenten MEFs beschichteten Zellkulturschalen unter Standardbedingungen

(37 °C, 5% CO; (JM8A3.N1) bzw. 7,5% CO; (IDG3.2), 95% Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

MEFs wurden alle 3 Tage 1:3 — 1:4 passagiert und expandiert. Vor der Verwendung als Feeder-
Zellen wurden die MEFs durch 2 — 3 stiindige Inkubation mit Mitomycin C (10 pug/mL) mitotisch
inaktiviert und in einer Dichte von 5x10* Zellen/cm? auf mit 0,1% Gelatine-beschichteten

Zellkulturschalen ausgesit.
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Die ES-Zellen wurden nach dem Auftauen in den vorbereiteten Zellkulturschalen ausgesat. Das

Medium wurde taglich gewechselt und die Zellen alle zwei Tage 1:4 — 1:6 passagiert.

2.2.6.2 Elektroporation embryonaler Stammzellen

Um ES-Zellen zu modifizieren, wurde der linearisierte Targeting Vector mittels Elektroporation
in ES-Zellen eingebracht, so dass eine homologe Rekombination zwischen dem Wildtyp- und

dem modifizierten Allel stattfinden konnte.

Dazu wurden etwa 1x107 ES-Zellen zwei Stunden nach dem taglichen Mediumwechsel
trypsiniert, in PBS gewaschen und in 800 uL PBS resuspendiert. Die Zellen wurden zusammen
mit 30 ug linearisiertem Targeting Vector in eine Elektroporationskiivette (4 mm) Gberfihrt,
elektroporiert (250 V, 500 pF) und nach 10 min in gelatinierten Feeder-haltigen
Zellkulturschalen ausgesat. Nach 24 h wurde die Selektion durch Zugabe von 200 pg/mL G418
gestartet und bei dem taglichen Mediumwechsel liber acht Tage fortgesetzt. Nach einer
Woche wurden Kolonien mit runder, scharf begrenzter Morphologie isoliert, durch
Trypsinierung in eine Einzelzell-Suspension Uberfiihrt und in gelatinierten mit Feeder-Zellen
beschichteten 96 Well-Platten ausgesat. Nach zwei Tagen wurden die Klone durch 1:4-
Passagierung expandiert und nach weiteren zwei Tagen die eine Halfte der ES-Zell-Platten fiir
die spatere Injektion in Embryonen eingefroren und die andere Halfte zur Isolierung von

genomischer DNA fiir den Southern Blot eingesetzt.

2.2.6.3 Southern Blot

Um ES-Zellen mit erfolgreicher homologer Rekombination zu identifizieren, wurden die zuvor

gewonnen ES-Zellklone mittels Southern Blot tiberprift.

Zur Gewinnung der genomischen DNA der ES-Zellen wurden diese durch 12-stiindige
Inkubation mit ES-Zell-Lysepuffer in einer feuchten Kammer bei 55 °C lysiert und die DNA
durch Zugabe von 1/10 Volumen 8 M Lithiumchlorid und 1 Volumen 2-Propanol tber Nacht
gefdllt. Nach Zentrifugation (3.000 x g, 30 min) wurde das DNA-Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen, bei 55 °C getrocknet und Gber Nacht in 100 uL TE-Puffer (0,1 mM EDTA) gelost.
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Zur Generierung der Sonde fur den Southern Blot wurde der entsprechende DNA-Abschnitt
vom BAC mittels PCR amplifiziert und in den pJET1.2-Vektor kloniert. Durch Inkubation mit
entsprechenden Restriktionsendonukleasen wurde die Sonde isoliert, aufgereinigt und mit

dem Megaprime DNA Labelling System nach Herstellerangaben radioaktiv markiert.

8 — 10 ug der ES-Zell-DNA wurden mit 20 U Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von
50 L fir etwa 18 h bei 37 °C verdaut und anschlieRend auf einem 0,8% Agarose-Gel der GréRe
nach aufgetrennt. Das Gel wurde fiir 10 min in 0,25 M HCl inkubiert, mit H,O gewaschen und
fir 15 min in 0,4 M Natriumhydroxid inkubiert um die DNA in Einzelstrange aufzutrennen.
Uber Nacht wurde die DNA in 0,4 M Natriumhydroxid tiber Kapillarkrifte aus dem Gel auf eine
Nylon-Membran transferiert. Die Membran wurde fiir 5 min mit 2x SSC neutralisiert, die DNA
durch 2-stiindiges Backen bei 80 °C auf der Membran fixiert und die Membran in einer
Hybridisierungsflasche mindestens 1 h mit vorgewdarmten Herings-Sperma-DNA-haltigem
Hybridisierungspuffer bei 65 °C inkubiert. Die radioaktiv-markierte Sonde wurde zur
Auftrennung in einzelstrangige DNA fir 5 min gekocht, in Herings-Sperma-DNA-haltigem
Hybridisierungspuffer auf 2,5 — 5 x10° cpm/mL verdiinnt und tGber Nacht mit der Membran
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit vorgewarmtem Waschpuffer A und B jeweils
so lange gewaschen bis im Waschpuffer keine Radioaktivitdit mehr nachgewiesen werden
konnte. Die Hybridisierungssignale auf der Membran wurden nach mehrstindiger bis

mehrtagiger Exposition mithilfe eines Phospho-Imagers gemessen.

2.2.6.4 Injektion von embryonalen Stammzellen in Embryonen

Um chimare Mause mit dem, liber den Targeting Vector eingefiihrten, veranderten Allel zu

erhalten, wurden die zuvor modifizierten ES-Zellen in Embryonen injiziert.

Zur Gewinnung der 8-zelligen Embryonen wurden trachtige C57BL/6-Weibchen an Tag 2,5 p. c.
getotet und das Ovidukt prapariert. Die Embryonen wurden mit KSOM-HEPES-Medium

herausgespiilt und unter Ol in Mediumtropfen bei 37 °C und 5% CO, aufbewahrt.

Die modifizierten ES-Zellen wurden zwei Stunden nach dem téglichen Mediumwechsel leicht
trypsiniert um 2 — 10-Zell-Aggregate zu erhalten, zentrifugiert und nach Resuspendieren in ES-

Zell-Medium auf Eis aufbewahrt. Etwa sieben ES-Zellen wurden in eine Injektionskapillare
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aufgezogen und in die mittels Haltekapillare fixierten Embryonen mit Hilfe eines Piezopulses

injiziert. Die injizierten Embryonen wurden iber Nacht inkubiert.

2.2.6.5 Transfer der injizierten Blastozysten in scheinschwangere Ammen

Fir die weitere Entwicklung der Embryonen wurden solche, die sich zu Blastozysten entwickelt

hatten, in scheinschwangere Ammen implantiert.

Dafiir wurden zwei Tage zuvor mit sterilen Bocken verpaarte Weibchen narkotisiert, der
Uterus durch einen seitlichen Schnitt aus der Bauchhdhle gezogen und fixiert. Nach Injektion
von bis zu sieben chimaren Blastozysten pro Uterushorn wurde der Uterus wieder in seine

urspriingliche Position gebracht und die Wunde vernaht.

2.2.7 Tierexperimentelle Arbeiten
2.2.7.1 Mausehaltung und -zucht

Alle Mausarbeiten innerhalb der Barriere wurden von den Tierpflegern der Versuchstierhaltung

des UKEs iibernommen, insbesondere von Frau Sabrina Noster.

Die in dieser Arbeit generierten Mauslinien wurden in der Versuchstierhaltung des UKEs in
spezifiziert Pathogen-freier Umgebung bei 21 °C Raumtemperatur und 50% Luftfeuchtigkeit
gehalten. Schwanzspitzenbiopsien wurden etwa 1 Woche nach Geburt entnommen und
Jungtiere im Alter von 3 Wochen abgesetzt. Verpaarungen erfolgten ab einem Alter von

6 Wochen (Bocke) bzw. 8 Wochen (Weibchen).

Samtliche Arbeiten mit Mausen wurden gemald dem Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Fir die
Tierversuche lag eine Genehmigung der Behorde fiir Gesundheit und Verbraucherschutz

Hamburg vor (Aktenzeichen 71/07, 38/10 und 60/12).

2.2.7.2 Genotypisierung

Zur Genotypisierung des Nachwuchses wurde den Jungtieren eine Schwanzspitzenbiopsie

entnommen. Diese wurde fiir 6 — 12 h bei 55 °C in Proteinase K-Lysepuffer lysiert und das
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Enzym anschlieBend durch 10-minitige Inkubation bei 95 °C inaktiviert. Der Genotyp wurde
mittels PCR-Analyse (2.2.2.3) mit Allel-spezifischen Oligonukleotiden oder lber die GréRe des

PCR-Produktes bestimmt.

2.2.7.3 Isolation und Kultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten

Um in vitro-Experimente mit Mauszellen durchfiihren zu kdnnen, wurden murine embryonale

Fibroblasten aus E14,5-Embryonen isoliert.

Dazu wurden 8 — 12 Wochen alte Weibchen terminiert verpaart und an Tag 14,5 p. c. getétet.
Nach Eroffnung des Peritoneums wurde der Uterus entnommen und die Embryonen steril
prapariert. Nach Entfernung des Kopfes und der roten blutbildenden Organe wurde der
restliche Embryo mithilfe eines Skalpells zerkleinert und 10 min in Trypsin-EDTA bei 37 °C
inkubiert. Durch Auf- und Abpipettieren wurde die Suspension homogenisiert, die Zellen
durch Zentrifugation (450 x g, 5 min) sedimentiert und in einer Dichte von 8 — 10 x 10° Zellen
pro 10 cm-Schale in MEF-Kulturmedium ausgesat. Nach 12 h wurden nicht abgesetzte Zellen
entfernt und zur Genotypisierung verwendet. Die MEFs wurden subkonfluent gehalten und

alle zwei bis drei Tage in einer Dichte von 1 x 108 Zellen pro 10 cm-Schale ausgesit.

2.2.7.4 Induktion des Knockouts

Zur Induktion des konditionalen Knockouts wurden die Mduse zwei Wochen mit Tamoxifen-
haltigem Mausfutter (400 mg/kg Futter) gefuttert. Wahrend und nach der Behandlung
wurden die Tiere engmaschig untersucht, wochentlich gewogen und der Versuch bei
Erreichen eines schlechten Gesundheitszustands (Beurteilung mithilfe einer Scoring-Tabelle)

beendet.

2.2.7.5 Kardiale Perfusion und Aufbereitung der Organe

Die Kardiale Perfusion wurde von Frau Dr. Michaela Schweizer durchgefiihrt.

Um histologische und molekularbiologische Auswirkungen des Knockouts auf die Mausorgane
zu untersuchen, wurde eine kardiale Perfusion der Mause vorgenommen.
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Dazu wurde nach Narkotisierung der Mause durch intraperitoneale Injektion von 1 plL
Ketamin/Xylazin pro Gramm Kérpergewicht und Er6ffnung des Bauchraumes, Zwerchfell- und
Brustkorb-Durschnitt, eine Kaniile in den linken Herzventrikel eingefiihrt und der rechte
Vorhof angeschnitten. Der Blutkreislauf wurde mit PBS gespiilt und die Maus ggf. mit 50 mL
Fixativ (4% PFA in PBS) fixiert.

Fixierte Organe wurden fiir histologische Analysen fiir 24 h in Fixativ, dann in PBS gelagert.
Gesplilte Organe wurden schockgefroren und mit einem Skalpell zerkleinert. Fiir qPCR-
Analysen wurden 50 — 100 mg Organ in 1 mL Trifast homogenisiert und die RNA isoliert
(2.2.2.1). Fir Western-Blot-Analysen wurden die Organe in der 10-fachen Menge Western
Blot-Lysepuffer homogenisiert und die Proteine extrahiert (2.2.3.1). Flir Untersuchungen der

genomischen DNA wurde diese mithilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kits aufgereinigt.

2.2.7.6 Histologische Analyse von Mausorganen

Die histologischen Fédrbungen der Organe wurden in der Mauspathologie-Facility am Institut

flir Neuropathologie des UKEs unter Leitung von Frau Dr. Melanie Neumann angefertigt.

Zur Analyse der Mausgewebe wurden die fixierten Organe entwassert, in Paraffin eingebettet
und mit dem Rotationsmikrotom Schnitte angefertigt. Zur Ubersicht wurde eine Hamatoxilin-
Eosin-Farbung angefertigt!!l. Eisenablagerungen wurden mit einer Turnbull-Farbung

nachgewiesen!?,
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3  Ergebnisse

3.1 Herstellung einer konditionalen Dhs-Knockout-

Mauslinie

Um die Rolle der Hypusin-Modifikation und ihre Inhibition im S3augermodell besser zu
verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine konditionale Knockout-Mauslinie fir das
Dhs-Gen generiert und analysiert. Solche Knockout-Mausmodelle erlauben die kontrollierte
Ausschaltung eines Proteins, indem Teile des betreffenden Gens ganzlich aus dem
Mausgenom entfernt werden. Konditionale Knockout-Strategien umgehen gegebenenfalls
auftretende embryonale Letalitdt und ermoglichen die Untersuchung von gewebs- oder

entwicklungsspezifischen Funktionen im Sdugerorganismus.

Die Herstellung einer konditionalen Knockout-Mauslinie umfasste die Klonierung eines
Targeting Vectors, mit dem die gewiinschte Modifikation ins Genom embryonaler
Stammazellen eingebracht wurde, die Generierung chimarer Mause mit Keimbahntransmission
des veranderten Allels, sowie die Verpaarung mit entsprechenden Deleter-Mausen zur

Erzeugung des Knockouts.

3.1.1 Knockout-Strategie

Um einen Knockout des Dhs-Gens zu erreichen, musste das Wildtyp-Allel so verandert werden,
dass kein funktionelles DHS-Enzym mehr gebildet werden konnte. Da bei der konditionalen
Strategie die Deletionsgrofle beschrankt ist, mussten kritische Gen-Abschnitte fir den KO
ausgewahlt werden. Dabei boten sich das aktive Zentrum oder Bindungsstellen-kodierende
Bereiche an. Fir die DHS-vermittelte Reaktion vom Lysin-haltigen elF-5A-Vorldufer zum
Deoxyhypusin-haltigen elF-5A-Intermediat werden Spermidin als Substrat und NAD als
Kofaktor benétigt!!3. Mit einem KO der Exons 6, 7 und 8 des Dhs-Gens wurden Bereiche

deletiert, die fiir viele fur die Spermidin- und die NAD-Bindung wichtige Aminosduren
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kodieren??, so dass von einem vollstiandigen Funktionsverlust des verkirzten DHS-Enzyms
ausgegangen werden konnte (Abbildung 3-1). Des Weiteren musste das Exon 9 unverdndert

bleiben, da es partiell auch Bestandteil eines anderen Gens (Wdr83) ist.

1kb
A) Dhs gDNA 1—2 3-4-5——6-7—8-9 —_—
Start Stopp
L T 100 nt
B) Dhs mRNA 1 2 |3 45 6 7 8 9 —
kil LA | A

Abbildung 3-1: Dhs-Gen und -mRNA mit Markierung der fiir den Knockout ausgewdhlten Exons. A) Von dem
9 Exons umfassenden Dhs-Gen wurden die Exons 6, 7 und 8 (heller dargestellt) fir den Knockout vorgesehen.
B) Das Start-Codon befindet sich im ersten Exon, das Stopp-Codon im letzten Exon. Fiir die Bindung von Spermidin
wichtige Aminosduren (Asp?*3, His?®, Tyr3%, Asp3¢, Glu3?3, Trp3?, Lys3*°) werden von Exon 6, 7, und 8 kodiert
(griine Pfeile). Fiir die Bindung von NAD wichtige Aminosduren (Serl®, Asn%, Serl%, Thri3l Glu'%’, Asp?38, Gly?3,
Thr3%8, Ala3%®) werden von Exon 2, 3, 6, 7 und 8 kodiert (blaue Pfeile). Bei einem Knockout der Exons 6 bis 8 wire
also von einem vollstéandigen Funktionsverlust des entsprechend verkirzten DHS-Enzyms auszugehen.

Um den konditionalen Knockout der kritischen Exons zu erzielen, sollten diese von loxP-
Elementen flankiert werden. AuBerdem war eine Neomycin-Resistenz fiir die Selektion der
modifizierten ES-Zellen notwendig. Nach erfolgreicher Selektion kann die dafiir von FRT-
Elementen flankierte Resistenzkassette durch die Flp-Rekombinase entfernt werden. Der
Knockout wird dann durch die Cre-Rekombinase erzielt, die den von loxP-Elementen

flankierten Gen-Abschnitt entfernt (Abbildung 3-2).

A) Wildtyp Dhs —1—2 345—67—8-9—
(+) L
B) Modifiziertes Dhs —— 1 —2 3+5—}-6—7—3}....» 9—
(p-neo)
C) Gefloxtes Dhs _1—2 3-4-5—}-6—7—8» 9—
(p)
( 1kb
D) Deletiertes Dhs —_—1—2 3.4,5_}. 9 — —

(d)

Abbildung 3-2: Knockout-Strategie fiir das Dhs-Gen. Fiir den Knockout des Dhs-Gens (A) sollten die Exons 6 bis
8 von loxP-Elementen (rote Dreiecke) flankiert und eine von FRT-Elementen (griine Dreiecke) flankierte
Neomycin-Resistenzkassette (blau) eingebracht werden (B). Uber Flp-basierte Rekombination wiirde das
gefloxte Allel (C) erhalten, das durch Cre-basierte Rekombination in das deletierte Allel (D) Gberfihrt werden
kann. Die eingefligten Elemente sind zur besseren Erkennbarkeit vergrofRert bzw. angepasst dargestellt, pA:

Polyadenylierungssignal, neo®: Neomycin-Resistenzgen, Pgp2: prokaryotischer Promotor, Peek: eukaryotischer
Promotor.
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Nach dem durch die Cre-Rekombinase erzielten Knockout der Exons 6 bis 8 wiirden die Exons
1 bis 5 und 9 intakt bleiben. Da das Leseraster nicht gestort wird, kdnnte eine verkiirzte Dhs-
mRNA gebildet werden (997 nt statt 1333 nt), die theoretisch zur Expression eines verkirzten
DHS-Proteins (257 AS statt 369 AS) flihrt. Auch falls dieses mutierte Enzym nicht schon bei der
Protein-Qualitatskontrolle abgebaut werden sollte, wédre von einem vollstandigen

Funktionsverlust der DHS im Hinblick auf die Hypusin-Modifikation auszugehen (siehe oben).

3.1.2 Generierung eines Targeting Vectors

Fir die Einfihrung der beschriebenen Modifikationen in das Dhs-Gen wurde ein sogenannter
Targeting Vector bendétigt, der die modifizierte Genstruktur sowie Homologiearme enthielt,
Uber die in den ES-Zellen durch homologe Rekombination ein Austausch gegen das Wildtyp-

Allel erfolgen konnte.

Um bei der Herstellung dieses Targeting Vectors vom Vorhandensein geeigneter
Restriktionsschnittstellen unabhangig zu sein, und um PCR-bedingte Mutationen zu
vermeiden, wurde dazu die Methode des Rekombinations-basierten Klonierens (siehe 2.2.5)

verwendet.

3.1.2.1 Subklonierung des Dhs-Gens

Fiir die Klonierung des Targeting Vectors musste zunachst der Homologiebereich ausgewahlt
werden. Dazu wurde die Umgebung des Dhs-Gens mit dem RepeatMasker
(www.repeatmasker.org) auf repetitive DNA-Elemente untersucht und entsprechende
Bereiche ausgeschlossen. Der insgesamt 9,5 kb lange Bereich von 4,7 kb stromaufwarts bis
1,4 kb stromabwarts des Dhs-Gens wurde ausgewdhlt, so dass sich asymmetrische

Homologiearme von 7,1 kb und 1,7 kb ergaben (Abbildung 3-3 A).
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A) Dhs-Gen und genomische Umgebung (9,5 kb)

| 1—2 3-4-5—2-7—gkg ——— |

I |
5‘-Homologiearm 3‘-Homologiearm

7,1kb 1,7 kb
B)
PCR
> —attl} {kan® ] [atti—
c) D) Klon1 Klon2 Klon3 Klon4 Klon5 Klon6
Hindlll + - 4+ -+ -+ - % +

Abbildung 3-3: Subklonierung des Dhs-Gens und seiner genomischen Umgebung in den Minimalvektor
pStart-K. A) Um das Dhs-Gen zu modifizieren, wurde es zusammen mit seiner genomischen Umgebung in den
Minimalvektor (B) eingebracht. An den markierten Stellen (rote Sterne) sollten spater Erkennungselemente fiir
Sequenz-spezifische Rekombinasen bzw. Resistenzkassetten eingefiihrt werden, wobei asymmetrische
Homologiearme von 7,1 kb und 1,7 kb entstanden. B) Um das Dhs-Gen (iber Red/ET-basierte Rekombination in
den Minimalvektor pStart-K einzubringen, wurde der Vektor per PCR amplifiziert und dabei zu den
Homologiearm-Enden homologe Bereiche (rot) inseriert. C) Uberpriifung des 2,8 kb groRen Minimalvektor-PCR-
Produktes im 1% Agarosegel. D) Restriktionsanalyse der bei der Red/ET-Rekombination erhaltenen Klone 1 bis 6
mit Hindlll. Rote Dreiecke zeigen das bei erfolgreicher Rekombination zu erwartende Bandenmuster (4,5 kb,
3,4 kb, 2,7 kb, 1,6 kb) an. Die Rekombination war in den Klonen 1 und 3 bis 6 erfolgreich. kan®: Kanamycin-
Resistenzgen, attL: Gateway-Rekombinations-Element.

Die DNA-Sequenz des Dhs-Gens mit seiner genomischen Umgebung lag in Form eines BACs
vor und wurde zunachst zur besseren Handhabung in einen Minimalvektor eingebracht. Dazu
wurde der Minimalvektor pStart-K per PCR amplifiziert und dabei durch Verwendung von
entsprechenden Oligonukleotiden zu den Homologiearm-Enden homologe Sequenzen
inseriert. Uber Red/ET-basierte Rekombination mit dem BAC RP23-359B23 wurde das Dhs-
Gen mit seiner genomischen Umgebung in den Minimalvektor Gberfiihrt und erfolgreiche

Klone mittels Restriktionsanalyse identifiziert (Abbildung 3-3).
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3.1.2.2 Modifizierung des Dhs-Gens

In das nun im Minimalvektor vorliegende Dhs-Gen mussten Exon 6 und 8 flankierende loxP-

Elemente und eine Neomycin-Resistenzkassette eingeflihrt werden.

A) 1—2 345—67—8-9 —— +—

Red/ET-basierte
Rekombination

JE

Cre-basierte
Rekombination

Q) 1—2 3—4F5—}5—7—s;‘9 —

Red/ET-basierte
Rekombination

D) 1—2 3—4F5—’~6-7—8-'-.-| 9—

Restriktion und
Ligation

0 i R —

Abbildung 3-4: Klonierungsschritte zur Modifizierung des Dhs-Gens. In das im Minimalvektor vorliegende Dhs-
Gen (A) wurde das erste loxP-Element (rotes Dreieck) Gber Red/ET-basierte Rekombination mit einer gefloxten
Chloramphenicol-Resistenzkassette (blau) inseriert (B). Uber Cre-basierte Rekombination wurde die
Resistenzkassette anschliefend entfernt, so dass ein loxP-Element im Dhs-Gen verblieb (C). Fur die Insertion des
zweiten loxP-Elements sowie der Neomycin-Resistenzkassette wurde zunachst eine mit spezifischen
Restriktionsschnittstellen (dunkelblau) versehene Chloramphenicol-Resistenzkassette Uber Red/ET-basierte
Rekombination eingefiihrt (D). Diese wurde dann durch Restriktion und Ligation gegen eine mit denselben
Schnittstellen versehene von FRT-Elementen (griine Dreiecke) flankierte Neomycin-Resistenzkassette (blau) mit
endstandigem loxP-Element ausgetauscht (E). Pgw2: prokaryotischer Promotor, cm®: Chloramphenicol-
Resistenzgen, pA: Polyadenylierungssignal, neo®: Neomycin-Resistenzgen, Prsx: eukaryotischer Promotor.

Die Insertion des ersten loxP-Elements vor Exon 6 erfolgte (ber Red/ET-basierte
Rekombination einer gefloxten Chloramphenicol-Resistenzkassette und anschlieBendem
Entfernen der Kassette durch Cre-Rekombinase-vermittelte Rekombination, so dass ein loxP-
Element im Vektor erhalten blieb (Abbildung 3-4 A-C). Dazu wurde die gefloxte
Chloramphenicol-Resistenzkassette zunachst per PCR amplifiziert und mit zum Intron 5-6
homologen Bereichen versehen (Abbildung 3-5 A), um sie ins Dhs-Gen vor Exon 6 einzusetzen.

Richtig  rekombinierte  Klone wurden mittels Chloramphenicol-Selektion  und
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Restriktionsanalyse ausgewahlt (Abbildung 3-5 B). AnschlieBend wurde durch Expression der
Cre-Rekombinase die Entfernung der gefloxten Resistenzkassette induziert und erfolgreiche

Klone mittels Restriktionsanalyse identifiziert (Abbildung 3-5 C).

Das zweite loxP-Element sowie die Neomycin-Resistenzkassette wurden Uber einen
Zwischenschritt hinter Exon 8 eingebracht (Abbildung 3-4 C-E). Zunachst wurde die gefloxte
Chloramphenicol-Resistenzkassette per PCR mit zum Intron 8-9 homologen Bereichen sowie
zwei unterschiedlichen Restriktionsschnittstellen (BsiW! und Sbfl) versehen und tGber Red/ET-
basierte Rekombination ins Dhs-Gen eingefiihrt. Korrekte Klone wurde iber Chloramphenicol-
Selektion und Restriktionsanalyse ausgewahlt (Abbildung 3-5 D). AnschlieBend wurde die
Chloramphenicol-Resistenzkassette mittels BsiWIl- und Sbfl-Restriktionsverdau wieder
entfernt. Die von FRT-Elementen flankierte Neomycin-Resistenzkassette mit endstandigem
loxP-Element wurde per PCR mit denselben Restriktionsschnittstellen versehen, geschnitten
und mit dem Dhs-Vektor ligiert. Richtige Klone wurden mittels Restriktionsanalyse identifiziert
(Abbildung 3-5 E). Diese Klone enthielten das nun vollstandig modifiziert Dhs-Gen mit seiner

genomischen Umgebung.

Um den Targeting Vector zu vervollstandigen, musste nun noch eine negative
Selektionskassette eingebracht werden. Dazu wurde das modifizierte Dhs-Gen per Gateway-
Rekombination aus dem Minimalvektor pStart-K in den Thymidinkinasegen-haltigen Vektor
pWS-TK6 (mit Ampicillin-Resistenzgen) Uberfiihrt (Abbildung 3-5 F). Die liber Ampicillin-
Selektion und Restriktionsanalyse ermittelten positiven Klone konnten nun als Targeting

Vector verwendet werden.

Zur weiteren Kontrolle wurde der gesamte Targeting Vector sequenziert, wobei die Dhs-
Gensequenz, die genomische Umgebung sowie die korrekte Integration der eingebrachten
Elemente bestitigt werden konnten. Zur weiteren Uberpriifung konnte durch Expression der
Cre-Rekombinase die Deletion der Exons 6 bis 8 erreicht werden und somit die

Funktionsfahigkeit der loxP-Elemente nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-5: Modifikation des im Minimalvektor vorliegenden Dhs-Gens. A) Die gefloxte Chloramphenicol-
Resistenzkassette wurde zundchst per PCR mit zum Intron 5-6 homologen Bereichen versehen und das 1,6 kb
grole Amplifikat im 1% Agarosegel Uberprift. B) Die Rekombinations-basierte Insertion der gefloxten
Chloramphenicol-Resistenzkassette wurde mittels Restriktionsanalyse mit Agel Uberprift. Die korrekt
rekombinierten Klone 2 und 3 zeichnen sich durch eine Bande von 4,4 kb+4,5 kb (rotes Dreieck) und die
Abwesenheit einer 7,4 kb groRen Bande (schwarzes Dreieck) aus. C) Nach Cre-basierter Rekombination konnte
in Klon 10 die Entfernung der Chloramphenicol-Resistenzkassette nachgewiesen werden (Bandenmuster: Agel:
7,5 kb, 4,4 kb; Xhol: 4,4 kb, 2,5 kb+2,4 kb, 1,4 kb, 0,9 kb, 0,7 kb). D) Bei Klon 1I-1 war die Insertion der modifizierten
Chloramphenicol-Resistenzkassette erfolgreich (Bandenmuster: Agel: 5,3 kb, 4,4 kb, 3,6 kb; Nsil+Spel: 4,5 kb,
3,9 kb, 0,5 kb; Xhol: 4,4 kb, 3,9 kb, 2,4 kb, 1,4 kb, 0,9 kb, 0,7 kb). E) In Klon 5 konnte der korrekte Austausch der
Chloramphenicol-Resistenzkassette gegen die FRT-Element flankierte Neomycin-Resistenzkassette detektiert
werden (Bandenmuster: EcoRI: 11,6 kb, 2,3 kb; Nsil+Spel: 5,0 kb, 4,5 kb, 3,7 kb, 0,5 kb, 0,3 kb; Xhol: 4,4 kb, 3,3 kb,
2,4 kb, 1,4 kb, 0,9 kb, 0,7 kb). Dieser Klon enthalt das nun vollstindig modifizierte Dhs-Gen mit seiner
genomischen Umgebung. F) AbschlieBend wurde das modifizierte Dhs-Gen lber Gateway-Rekombination in
einen Vektor mit negativer Selektionskassette Uberfiihrt und korrekte Klone mittels Restriktionsanalyse
bestimmt (BsiWI: 13,8 kb, 2,2 kb; BspHI: 9,2 kb, 5,7 kb, 1,0 kb; EcoRI: 8,1 kb, 4,4 kb, 2,3 kb, 1,2 kb; Ndel: 6,2 kb,
3,7 kb, 3,2 kb, 2,9 kb). MV+Dhs: Minimalvektor mit Dhs-Gen ohne Rekombination, N+S: Nsil+Spel, E: EcoRlI,
X: Xhol.

3.1.3 Gezielte Modifikation embryonaler Stammzellen
3.1.3.1 Elektroporation des Targeting Vectors in ES-Zellen

Fiir die Generierung transgener ES-Zellklone wurde die Hybrid-ES-Zelllinie IDG3.2 verwendet,
die von einer mannlichen (C57BL/6J x 129S6/SvEvTac)-F1-Blastozyste abstammt. Der fertige

Targeting Vector wurde mit Clal linearisiert, aufgereinigt und per Elektroporation in die ES-
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Zellen eingebracht. Uber die im Targeting Vector enthaltene Neomycin-Resistenzkassette

wurden stabil transfizierte Zellen mit G418 selektiert und 192 ES-Zellklone isoliert.

Da es neben der gewilinschten Insertion des modifizierten Dhs-Gens durch homologe
Rekombination, also einem Austausch des Wildtyp-Allels gegen das modifizierte Dhs-Allel,
auch zu einer Sequenz-unspezifischen Integration gekommen sein konnte, mussten die Klone
per Southern Blot oder Long Range-PCR hinsichtlich der korrekten Integrationsstelle Gberprift

werden. Dabei konnte zunachst kein eindeutig positiver Klon identifiziert werden.

3.1.3.2 Systemwechsel zu EUCOMM

Da inzwischen ES-Zellklone mit einem modifizierten Dhs-Allel im Rahmen des European
Conditional Mouse Mutagenesis Program (EUCOMM) erhdltlich waren, die sich zur
Etablierung einer konditionalen KO-Mauslinie eigneten und zudem bereits im C57BL/6-

Hintergrund vorlagen, wurde im Folgenden mit diesen ES-Zellklonen weiter gearbeitet.

Die drei erhaltenen ES-Zellklone B06, CO6 und FO5 stammten von der ES-Zelllinie IMS8A3.N1
ab. Diese wurde aus der C57BL/6-abgeleiteten ES-Zelllinie JM8 durch gezielte Reparatur der
non-agouti-Mutation generiert und weisen trotz des C57BL/6-Hintergrundes agouti-farbenes
Fell sowie eine gute Keimbahntransmissionsrate auf!4. Der C57BL/6-Hintergrund, der bisher
aufgrund von im Vergleich zum 129-Stamm schlechten Keimbahntransmissionsraten
vermieden wurde, erspart die zeitaufwandige Riickkreuzung in den korrekten genetischen

Hintergrund.

Bei dem in den ES-Zellklonen vorliegenden modifizierten Dhs-Allel (Dhstm2a(EUCOMM)Wsi)
handelte es sich um ein sogenanntes Knockout first-Allel. Vor Exon 2 wurde eine zweiteilige
von FRT-Elementen flankierte Kassette integriert, die aus einer lacZ-Reporterkassette und
einer gefloxten Neomycin-Resistenzkassette besteht, und dem Exon 7 nachfolgend wurde ein
loxP-Element eingefligt. (Abbildung 3-6 A). Das in der lacZ-Kassette enthaltene
SpleifRakzeptor- und Polyadenylierungssignal wiirde zur Bildung einer verkiirzten Dhs-mRNA,
bestehend aus Exon 1 gespleilt an IRES und lacZ und somit zur Expression eines
funktionsunfahigen DHS-Enzyms sowie des Reporters R-Galaktosidase flihren. Durch Flp-

basierte Rekombination wiirde die Genfunktion wiederhergestellt und aus dem Knockout first-
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Allel ein konditionales Allel (Abbildung 3-6 B) werden, das fiir den Cre-vermittelten Knockout

der Exons 2 bis 7 verwendet werden kdonnte (Abbildung 3-6 C).

FV Ye
i o —

B) —1—»2
Cff/
Q) —1—»8-9—

Abbildung 3-6: Knockout-Strategie fiur das Dhs-Gen nach EUCOMM. A) Beim Knockout first-Allel ist eine von
FRT-Elementen (griine Dreiecke) gefloxte zweiteilige Kassette (blau), bestehend aus einer lacZ-Reporterkassette
sowie einer gefloxten Neomycin-Resistenzkassette vor Exon 2 und ein loxP-Element (rotes Dreieck) dem Exon 7
nachfolgend ins Dhs-Gen inseriert, so dass eine verkiirzte lacZ-markierte Dhs-mRNA gebildet wird. B) Durch Flp-
basierte Rekombination wird die Genfunktion wiederhergestellt und das konditionale Allel erhalten. C) Cre-
basierte Rekombination flihrt zum Knockout der Exons 2 bis 7. D) Alternativ konnen aus dem Knockout first-Allel
liber Cre-basierte Rekombination die Neomycin-Resistenzkassette sowie die Exons 2 bis 7 entfernt werden.
SA:  SpleiRakzeptorsignal, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, lacZ: R-Galaktosidasegen,
pA: Polyadenylierungssignal, Pract: eukaryotischer Promotor, neo®: Neomycin-Resistenzgen.

Nach dem Cre-basierten Knockout des Dhs-Gens blieben Exons 1, 8 und 9 erhalten und da das
Leseraster nicht gestort wird, konnte eine verkiirzte Dhs-mRNA gebildet werden (652 nt statt
1333 nt). Theoretisch kénnte es dadurch zur Expression eines deletierten DHS-Enzyms (142 AS
statt 369 AS) kommen, das vermutlich im Rahmen der Protein-Qualitatskontrolle degradiert
wirde. Da viele fir die Spermidin- und NAD-Bindung wichtige Aminosauren im verkirzten
Protein fehlen wiirden, ware in jedem Fall von einem vollstandigen Funktionsverlust der DHS

hinsichtlich der Hypusin-Modifikation auszugehen (Abbildung 3-7).

Start Stopp
I—. 100 nt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 —
f# (A

Abbildung 3-7: Dhs-mRNA mit Markierung der beim EUCOMM-Ansatz deletierbaren Exons. Der Knockout der
Exons 2 bis 7 (heller dargestellt) wiirde zur Bildung einer verkiirzten Dhs-mRNA fihren, der Bereiche fehlen, die
fir die Bindung vom Kofaktor NAD oder vom Substrat Spermidin wichtig sind. Blaue bzw. griine Pfeile markieren
Bereiche, die die dabei relevanten Aminosiuren kodieren (NAD-Bindung: Ser'®, Asn1%, Ser?%® Thri3! Glu!¥’,
Asp?38, Gly?%3, Thr3%, Ala3%; Spermidin-Bindung: Asp?*3, His?28, Tyr3%%, Asp3'6, Glu3%, Trp3%, Lys3%°). Es konnte also
von einem vollstdndigen Funktionsverlust des deletierten Dhs-Gens ausgegangen werden.
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3.1.3.3 Nachweis der homologen Rekombination

Die erhaltenen ES-Zellklone wurden zunachst auf die Sequenz-spezifische Integration des
modifizierten Dhs-Allels Gberprift. Dazu wurde das 5°-Ende mittels Southern Blot und das

3‘-Ende mittels Long Range-PCR untersucht (Abbildung 3-8).

A) 5‘-Homologiearm 3‘“Homologiearm
(5,9 kb) (3,8 kb)

i D R SR W 55—

— —_ —

T 5‘-Sonde T RAF5 GR3/4 T
Clal Clal Clal
B) + +/p-neo BO6 coé FO5 c)

18,7 kb | o s

13,7kb — —

Abbildung 3-8: Nachweis der homologen Rekombination in den ES-Zellklonen C06 und F05. A) Die korrekte
Insertion des modifizierten Dhs-Gens mit 5,9 kb langem 5‘- und 3,8 kb langem 3‘-Homologiearm wurde mittels
Southern Blot und Long Range-PCR Uberpriift. Fir den Southern Blot wurde die genomische DNA mit Clal
geschnitten und mit einer Sonde (rot), die stromaufwarts auBerhalb des 5‘-Homologiearms bindet, detektiert.
Fir die Long Range-PCR wurde ein in der lacZ-Reporterkassette bindendes ,Vorwarts“-Oligonukleotid und ein
stromabwaérts auBerhalb des 3‘-Homologiearms bindendes ,Rickwarts“-Oligonukleotid verwendet (griine
Pfeile). B) Da die lacZ-Reporterkassette eine zusatzliche Clal-Schnittstelle aufweist, kann das modifizierte Dhs-
Allel durch das Erscheinen einer kleineren Bande im Southern Blot identifiziert werden. In den ES-Zellklonen C06
und FO5 konnte neben der Wildtyp-Bande (+, 18,7 kb) auch die Bande fiir das modifizierte Allel (p-neo, 13,7 kb)
detektiert werden, diese Klone tragen also heterozygot das modifizierte Allel. C) Bei der Long Range-PCR konnte
das modifizierte Dhs-Allel in den ES-Zellklonen C06 und FO5 durch das Vorhandensein eines 10,5 kb (GR3) bzw.
9,8 kb (GR4) groRen PCR-Produktes nachgewiesen werden.

Beim Southern Blot konnte das modifizierte Dhs-Allel Giber eine zusatzliche Clal-Schnittstelle
in der lacZ-Reporterkassette und daraus resultierendem kleineren Restriktionsfragment vom
Wildtyp-Allel unterschieden werden. Fir die Long Range-PCR wurde ein in der lacZ-
Reporterkassette bindendes Oligonukleotid mit einem auBerhalb des Homologiebereichs
bindenden Oligonukleotid kombiniert, so dass die Bildung eines entsprechend groflen PCR-

Produktes als Nachweis fur das modifizierte Dhs-Allel diente.

Mit beiden Methoden konnte die korrekte heterozygote Integration des modifizierten Dhs-

Allels in den ES-Zellklonen CO6 und FO5 detektiert werden.
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3.1.4 Generierung von chimaren Mausen

Zur Herstellung der Dhs-KO-Mauslinie wurden die modifizierten ES-Zellklone in Embryonen
der Linie C57BL/6 injiziert und diese in scheinschwangere Ammen implantiert. Durch
Vermischung der modifizierten ES-Zellen mit den in den Embryonen enthaltenen ES-Zellen
entstanden chimare Nachkommen, die aus Wildtyp- und mutierten Zellen bestanden. Der
Chimarismus lieB sich an der schwarz-agouti gescheckten Fellfarbe erkennen, da die
verwendete ES-Zelllinie durch eine Reparatur der non-agouti-Mutation zu agouti-farbenem

Fell, Zellen aus dem Embryo zu schwarzem Fell fihrten (Abbildung 3-9).

Aus den drei erhaltenen ES-Zellklonen wurden insgesamt zwdlf chimare Bocke generiert.
Dabei gingen jeweils sechs chimére Tiere aus Klon B06 (B06-1 — 6) und Klon FO5 (FO5-1 — 6)

hervor, wohingegen C06 zu keinen chimdren Nachkommen flhrte.

A) ES-Zelllinie Blastozyste Chimare B)
JM8A3.N1 C67BL/6
(A/a) (a/a)
- & - &
Q) Riickkreuzungslinie nach Keimbahntransmission
C67BL/6 C67BL/6
(a/a) (A/a oder a/a)

x&%g

Abbildung 3-9: Generierung und Riickkreuzung der chimdren Mause. A) Nach Injektion der modifizierten ES-
Zellen der Linie JM8A3.N1 mit heterozygot repariertem Agouti-Allel (A/a) in Embryonen der Linie C57BL/6 mit
schwarzer Fellfarbe (a/a) wurden schwarz-agouti gescheckte Chiméaren geboren. B) Schwarze und agouti-farbene
Fellbereiche der Chimaren waren nicht klar voneinander abgegrenzt, da das vom Agouti-Gen kodierte
Signalpeptid sekretiert wird und alle Haarfollikel, deren Melanozyten mit diesem Signalpeptid in Kontakt
kommen, agouti-farbene Haare produzieren kénnen. Abgebildet sind zwei aus dem ES-Zellklon FO5 generierte
chimare Bocke mit einem chiméaren Anteil von etwa 60%. C) Nach Riickkreuzung der Chimaren mit C57BL/6-
Mausen konnte es sowohl in den agouti-farbenen als auch in den schwarzen Nachkommen zu einer
Keimbahntransmission des modifizierten Dhs-Allels gekommen sein.

Die Weitergabe des modifizierten Allels an die Nachkommen konnte nur erfolgen, wenn die

modifizierten ES-Zellen zur Bildung der Keimbahn beigetragen haben. Da mannliche ES-Zellen
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verwendet wurden, wurden nur die chimaren Bocke fiir eine Rickkreuzung mit C57BL/6-
Tieren eingesetzt. Der Nachwuchs wurde auf das veranderte Dhs-Allel getestet. Dabei
mussten neben den Nachkommen mit agouti-farbener auch die mit schwarzer Fellfarbe
getestet werden, da aufgrund der Heterozygotie des intakten agouti-Allels schwarze Fellfarbe

nach der Rickkreuzung keine Aussage mehr Gber das Dhs-Allel zulieR.

A)
i me e we me—eehe—
— B — G —_— —
Dhs-5'-arm LAR3 Dhs-3'-arm Dhs-for loxR
B) +/+ +/p-neo 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
'! v \ \/ \/ \/ \J
444 bp — —_— e v e —— —
286 bp —| —— e c— D - o e e e QD GEIND GE IS S
C) +/+ +/p-neo 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
C— v \4 v v v \4
304bp — — L e —— — — —
> - 2

Abbildung 3-10: Keimbahntransmission des modifizierten Dhs-Allels. A) Die Nachkommen aus der
Ruckkreuzung der chimaren Bocke wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des modifizierten Dhs-Allels
getestet. Zum Nachweis der inserierten Kassette (blau) wurde eine PCR mit Oligonukleotiden, die innerhalb,
stromauf- und stromabwarts der Kassette binden (grin: LAR3, Dhs-5-arm, Dhs-3‘-arm), durchgefiihrt. Das
einzelne loxP-Element wurde (ber ein im loxP-Element und ein stromaufwarts bindendes Oligonukleotid (rot:
loxR, Dhs-for) nachgewiesen. B) Maduse mit Keimbahntransmission (griine Dreiecke) zeigten in der LAR3-PCR
neben der Wildtyp-Bande (+, 286 bp, Dhs-5‘-arm mit Dhs-3‘-arm) eine zweite Bande von 444 bp (Dhs-5‘-arm mit
LAR3). (Ein Produkt von Dhs-3‘-arm und Dhs-5‘-arm (7,4 kb) wurde aufgrund des kinetischen Nachteils in der PCR
gegeniiber den kleineren Produkten nicht gebildet). C) Bei der loxR-PCR wurden nur im Fall einer
Keimbahntransmission (rote Dreiecke) die 304 bp groRen Produkte gebildet. In den Mausen 25, 26 und 28 bis 31
kam es also zu einer Keimbahntransmission, hier konnte das modifizierte Dhs-Allel (p-neo) heterozygot detektiert
werden.

Jeder chimare Bock wurde mit zwei C57BL/6-Weibchen verpaart und jeweils mindestens drei
Wiirfe per PCR auf das Vorhandensein des modifizierten Dhs-Allels getestet (Abbildung 3-10).
Einzig bei Verwendung des Bocks FO5-4 konnte eine Keimbahntransmission nachgewiesen
werden (Tabelle 3-1). Seine Nachkommen zeigten erwartungsgemaB zu 50% das modifizierte

Dhs-Allel.
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Tabelle 3-1: Chimare Nachkommen und Keimbahntransmission. Aus den drei erhaltenen ES-Zellklonen wurden
insgesamt zwolf Bocke mit einem chimaren Anteil von 55 — 95% generiert. Nur bei Verwendung des Bocks F-04
konnte eine Keimbahntransmission des modifizierten Dhs-Allels festgestellt werden.

ES-Zellklon Chimare Chimarer Anteil Keimbahntransmission
BO6 1 55% 0/29
2 55% 0/26
3 65% 0/19
4 70% 0/26
5 70% 0/17
6 65% 0/18
Co6 - - -
FO5 1 95% 0
2 60% 0
3 60% 0/30
4 60% 12/24
5 60% 0/23
6 60% 0

3.1.5 Etablierung der konditionalen Dhs-Knockout-Mauslinie
3.1.5.1 Entfernung der Resistenzkassette

Nach erfolgreicher Keimbahntransmission trugen die Mause das modifizierte Dhs-Allel
heterozygot in allen Zellen. Um eine mogliche Beeinflussung der Genexpression durch die
eingebrachten Elemente so gering wie moglich zu halten, und einen konditionalen KO zu
erhalten, sollte zunachst die von FRT-Elementen flankierte lacZ-Reporter- und Neomycin-
Resistenzkassette entfernt werden. Dazu wurden die Maduse mit Flp-Deleter-Mausen verpaart,

die ubiquitdr eine modifizierte FIp-Rekombinase exprimieren®®.
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Abbildung 3-11: PCR-Nachweis der Entfernung der lacZ-Reporter- und Neomycin-Resistenzkassette. A) Nach
Flp-basierter Deletion der von FRT-Elementen flankierten Kassette (blau, 50% verkleinert dargestellt) blieben ein
FRT-Element (grines Dreieck) und zwei loxP-Elemente (rotes Dreieck) im Dhs-Gen zuriick. Die Rekombination
wurde durch stromauf- und -abwaérts der Kassette bindende Oligonukleotide (griin: Dhs-5-arm, Dhs-3‘-arm)
nachgewiesen. Wahrend beim Kassetten-enthaltenden Allel (p-neo) aufgrund des groRen Abstands der
Oligonukleotide voneinander (7,4 kb) unter den gewdhlten Bedingungen kein PCR-Produkt gebildet wurde,
konnte nach Deletion der Kassette (p) ein 497 bp groBes PCR-Produkt detektiert werden, das sich vom Wildtyp-
Produkt (+, 286 bp) unterscheiden lie. B) In den Mausen 95, 96, 99 und 100 konnte die gewiinschte Deletion
nachgewiesen werden (griine Pfeile).

Die Nachkommen wurden per PCR auf die gewiinschte Deletion der Kassette untersucht
(Abbildung 3-11). Da das modifizierte Dhs-Allel und die Flp-Rekombinase in den verpaarten
Mausen jeweils heterozygot vorlagen, sollte die Rekombination statistisch in 25% des
Nachwuchses stattgefunden haben. Tatsachlich konnte in 22% der Tiere das nun gefloxte Dhs-

Allel nachgewiesen werden.

3.1.5.2 Verpaarungsstrategie und Genotypisierung mittels Multiplex-PCR

Die Mause mit heterozygot gefloxtem Dhs-Gen zeigten keine erkennbaren Unterschiede zu
Wildtyp-Tieren, die konditionale Modifikation des Dhs-Gens hatte also keinen offensichtlichen

Einfluss.

Zur Untersuchung des konstitutiven Knockouts des Dhs-Gens wurden die Mause mit gefloxtem
Dhs-Allel mit Cre-Deleter-Mausen verpaart. Diese exprimieren die Cre-Rekombinase ab der
friihen Embryonalentwicklung ubiquitidr unter Kontrolle eines CMV-Minimalpromotors'®, so

dass Nachkommen mit deletiertem Dhs-Allel entstanden.

Um einen induzierbaren Dhs-Knockout untersuchen zu konnen, wurden die gefloxten Mause

mit CAG-cre/Esrl-Mdausen verpaart. Diese Mause exprimieren ein Fusionsprotein aus Cre-
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Rekombinase und einem mutierten Ostrogen-Rezeptor, der seinen natiirlichen Liganden
Ostradiol nicht mehr bindet und das Fusionsprotein im Zytoplasma zuriickhalt'°%. Der KO lieR
sich durch Tamoxifengabe induzieren, da das Fusionsprotein erst nach Bindung von Tamoxifen

in den Kern gelangen und gefloxte Genbereiche deletieren kann.

Da das modifizierte Dhs-Allel in den ES-Zellen heterozygot vorlag und alle daraus generierten
Mause ebenfalls heterozygot waren, mussten die entsprechenden Mause anschlieRend
untereinander verpaart werden, um einen homozygoten konstitutiven/konditionalen KO des
Dhs-Gens untersuchen zu kdnnen (Tabelle 3-2). Dabei wurden Tiere mit dem nun nicht mehr

bendtigtem Flp-Transgen von weiteren Verpaarungen ausgeschlossen.

Tabelle 3-2: Verpaarungsschema und erwartete Genotyp-Verteilung. Um den konstitutiven Dhs-Knockout zu
untersuchen, wurden zunachst Mause mit heterozygot gefloxtem Dhs-Allel (+/p) mit Cre-Deleter-Mausen (CMV-
cre’) verpaart, dann die Nachkommen mit heterozygot deletiertem Dhs-Allel (+/d) untereinander. Fir den
konditionalen Knockout wurden die heterozygot gefloxten Mause mit CAG-cre/Esr1-Mausen verpaart, und die
gefloxten CAG-cre/Esrl-positiven Mause wiederum mit gefloxten Mausen verpaart. *Aufgrund der X-
chromosomalen Vererbung des Cre-Transgens war die Verteilung der Genotypen geschlechtsabhingig. #Das Cre-
Transgen wurde bei dieser Angabe nicht berticksichtigt. +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel.

Verpaarungen fur konstitutiven KO Nachkommen Verteilung
Dhs*/? X Dhs**;CMV-cre* Dhs*'*, Dhs*/*;CMV-cre®, 1:1:1:1%
Dhs*®, Dhs*/4;CMV-cre*
Dhs*/d X Dhs*/ Dhs*"*, Dhs*/?, Dhs"/¢ 1:2:1%
Verpaarungen fur konditionalen KO Nachkommen Verteilung
Dhs*/? X Dhs*'*;CAG-cre- Dhs*'*, Dhs*/*;CAG-cre/Esr1*, 1:1:1:1
Esrl* Dhs*®, Dhs*/?;CAG-cre/Esr1*
Dhs*/?;CAG-cre- X Dhs*® Dhs*’*, Dhs*/*;CAG-cre/Esr1*, 1:1:2:2:1:1
Esrl* Dhs*®, Dhs*/?;CAG-cre/Esrl*,
DhsP’®, DhsPP:CAG-cre/Esr1*
DhsP®;CAG-cre- X DhsP/P DhsP®, DhsP/P;CAG-cre/Esr1* 1:1
Esrl®
Dhs*/*;CAG-cre- X Dhs*/* Dhs**, Dhs*/*;CAG-cre/Esr1* 1:1
Esrl®

Der Genotyp der Nachkommen wurde per PCR getestet. Um alle moglichen Dhs-Allele
(Wildtyp, gefloxt, deletiert) in einer PCR detektieren zu kénnen, wurde eine Multiplex-PCR fir
das Dhs-Allel entwickelt (Abbildung 3-12). Dabei wurde ein im 3‘-Bereich bindendes
,Ruckwarts“-Oligonukleotid mit zwei verschiedenen ,Vorwarts“-Oligonukleotiden

kombiniert. Das im gefloxten Bereich bindende ,Vorwarts“-Oligonukleotid fiihrte beim
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gefloxten Allel durch das loxP-Element zu einem grofReren Produkt (328 bp) als beim Wildtyp-
Allel (249 bp), wahrend beim deletierten Allel kein Produkt gebildet werden konnte. Mit dem
im 5‘-Bereich bindendem Oligonukleotid wurde dagegen unter den gewahlten Bedingungen
nur im Fall des deletierten Allels ein Produkt gebildet, das sich mit 439 bp von den anderen
Produkten unterscheiden lieR. Mit dieser Multiplex-Strategie lieBen sich also alle Allel-
Kombinationen in einer PCR nachweisen. Dadurch, dass in jedem Fall mindestens ein Produkt
gebildet werden musste, bestand immer eine Amplifikationskontrolle, so dass falsch negative

Ergebnisse ausgeschlossen werden konnten.

A) —1 —Hz 3-4-5—6-7—}-8-9— B) t/+ +/p p/p +/d
—_— -—‘M.
— — — R —
Dhs- Dhs- Dhs- —— v
5'-arm for rev o V4 Vi
— — S — 400 bp
— — - — 300 bp
+ P d ol /i L 200 bp
s (— 439 bp R
—_— —328 bp
— — 249 bp

Abbildung 3-12: Multiplex-PCR fiir das Dhs-Allel. A) Durch Verwendung eines Oligonukleotid-Gemischs mit
einem im 3‘-Bereich bindenden ,,Rickwarts“- (Dhs-rev) sowie zwei verschiedenen ,Vorwarts“-Oligonukleotiden
(Dhs-5-arm, Dhs-for) konnten alle drei moglichen Dhs-Allele in einer PCR nachgewiesen werden (+: Wildtyp-Allel,
p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel). B) In der Multiplex-PCR lieRen sich alle Allelkombinationen gut voneinander
unterscheiden und der Genotyp eindeutig bestimmen.

Die Nachkommen mussten zusatzlich per PCR auf das gewiinschte Cre-Transgen getestet
werden, da dieses in der Ausgangslinie heterozygot vorlag. Dafiir erfolgte eine Standard-PCR
bei der teilweise auch Promotorbereiche amplifiziert wurden, um die verschiedenen Cre-

Transgene unterscheiden zu kénnen.

Es wurde eine konditionale Knockout-Mauslinie flr das Dhs-Gen generiert, die die Cre-basierte
Deletion der gefloxten Exons 2 bis 7 erlaubt und folglich zu einem vollstandigen
Funktionsverlust des kodierten DHS-Enzyms flhrt. Zusammen mit verschiedenen Cre-Deleter-
Mausen ermoglicht dieses Mausmodell nun die Untersuchung des konstitutiven und

konditionalen DHS-Verlustes im Saugerorganismus.
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3.2 Analyse des Dhs-Knockouts

Mit der generierten Dhs-Knockout-Mauslinie lieBen sich die Auswirkungen des DHS-Verlustes
im Sdugerorganismus untersuchen. Das konditionale Design erlaubte neben der
Untersuchung des konstitutiven auch den gewebs- oder entwicklungsspezifischen KO sowie

die Generierung eines in vitro-KO-Systems.

3.2.1 Der heterozygote Dhs-Knockout zeigt keinen auffalligen
Phanotyp

Um zu untersuchen, ob Mause mit heterozygotem Dhs-Knockout einen Phanotyp aufweisen,
wurden Mause mit heterozygot gefloxtem Dhs-Allel mit Cre-Deleter-Mausen verpaart. Dabei
wurden Nachkommen mit allen vorhergesagten Genotypen (Dhs*/*, Dhs*/*;CMV-cre*, Dhs*/®,
Dhs*/4;CMV-cre*) geboren. Bei allen Tieren mit modifiziertem Dhs-Allel und Cre-Transgen, lag
das Allel in der deletierten Form vor, es wurde kein Tier mit gefloxtem Allel und Cre-Transgen
(Dhs*/P;CMV-cre*) detektiert. Damit konnte gezeigt werden, dass der Cre-vermittelte Knockout

des Dhs-Gens zuverlassig wahrend der Embryonalentwicklung funktionierte.

Tabelle 3-3: Nachkommen aus der Verpaarung von heterozygot gefloxten Dhs-Mausen mit Cre-Deleter-
Mausen. Bei der Untersuchung von 74 Nachkommen auf das Dhs-Allel und Cre wurden alle vorhergesagten
Genotypen gefunden. Der Cre-vermittelte Knockout des Dhs-Gens erfolgte zuverldssig wahrend der
Embryonalentwicklung, da kein Tier mit gefloxtem Dhs-Allel und Cre-Transgen detektiert werden konnte. Der
Anteil von Nachkommen mit heterozygot deletiertem Dhs-Allel ist allerding geringer als statistisch erwartet, die
Genotyp-Verteilung weicht signifikant von der erwarteten 1:1:1:1-Verteilung ab (x>-Test, Wahrscheinlichkeit fiir
die 1:1:1:1-Verteilung: 0,04). Wegen der X-chromosomalen Vererbung des Cre-Transgens sind nur Verpaarungen
mit Cre-Deleter-Weibchen einbezogen. +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel.

Dhs** Dhs*"*:CMV-cre* Dhs*® Dhs*/?:CMV-cre*
27 16 21 10
36% 22% 28% 14%

Allerdings wurden prozentual weniger heterozygote Mause als statistisch erwartet geboren
(Tabelle 3-3), die Verteilung der Genotypen folgte nicht der erwarteten 1:1:1:1-Verteilung,
sondern war zugunsten der Cre-negativen Nachkommen verschoben. Dies konnte entweder

der fir eine statistische Auswertung noch zu geringen Zahl an Nachkommen geschuldet sein,
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oder die Aktivitat der Cre-Rekombinase besonders in Verbindung mit loxP-dhnlichen

Elementen im Genom kdnnte zu einem Nachteil wahrend der Embryonalentwicklung fiihren.

Die weitere Entwicklung der heterozygoten Mause erfolgte normal, wie anhand der
Korpergewichtsentwicklung (iber die ersten vier Monate zu erkennen war (Abbildung 3-13).
Die heterozygoten Weibchen wiesen ein leicht erhéhtes Durchschnittsgewicht auf. Ansonsten
zeigten die heterozygoten Tiere weder einen auffalligen Phanotyp, noch eine verminderte
Uberlebenswahrscheinlichkeit, eingeschrinkte Fertilitit, sichtbare Organverdnderungen oder

Besonderheiten in der Histologie von Milz, Pankreas, Knochen und Knochenmark.
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Abbildung 3-13: Kérpergewichtsentwicklung von heterozygoten Dhs-Knockout-Mausen. Je fiinf heterozygote
Dhs-Weibchen (A) und Bécke (B) wurden (iber vier Monate regelméaRig gewogen. Als Kontrolle dienten funf bzw.
drei Wildtyp-Geschwister, die ebenfalls das Cre-Transgen trugen. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den heterozygoten Bocken und den Kontrolltieren. Die heterozygoten Weibchen wiesen ein leicht erhdhtes
Durchschnittsgewicht auf. Signifikante Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit *
gekennzeichnet (p < 0,05). f: Weibchen, m: Bocke. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.

Insgesamt stellte der heterozygote Dhs-Verlust also keine auffallige Beeintrachtigung fir die

Mause dar. Ein Gendosis-Effekt war nicht festzustellen.

3.2.2 Der konstitutive Dhs-Knockout verursacht embryonale Letalitat

Um zu testen, ob auch der homozygote Dhs-Knockout lebensfahig ist, wurden Mause mit
heterozygot deletiertem Dhs-Allel miteinander verpaart. Dabei konnten keine homozygoten
Knockout-Nachkommen detektiert werden (Tabelle 3-4). Statt der erwarteten Genotyp-
Verteilung von 1:2:1 trat eine 1:2:0-Verteilung auf (x?-Test, Wahrscheinlichkeit: 0,93) und lieR

auf embryonale Letalitat des homozygoten Dhs-Knockouts schliel3en.
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Tabelle 3-4: Nachkommen aus der Verpaarung von heterozygot deletierten Dhs-Mausen. Bei der PCR-
Untersuchung von drei Wirfen konnte kein Tier mit homozygot deletiertem Dhs-Allel gefunden werden. Statt
einer 1:2:1-Verteilung wurde eine 1:2:0-Verteilung beobachtet und lieR auf embryonale Letalitdt des
homozygoten Dhs-Knockouts schlieBen. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.

Dhs*'* Dhs*' Dhs¥/

5 8 0

38% 62% 0%
15 Zusatzlich wurde eine deutlich reduzierte
t WurfgroBe beobachtet (Abbildung 3-14).
% 10 T Wiahrend bei der  Verpaarung von
g heterozygot gefloxten Dhs-Mausen
E‘; i J_ durchschnittlich 6,2 Nachkommen pro Wurf
geboren wurden, war die Anzahl bei der

+/p x +/p +/d x +/d

Verpaarung von heterozygot deletierten Dhs-
Abbildung 3-14: Durchschnittliche WurfgroBe bei
Verpaarung der heterozygot deletierten Dhs-Mause.
Die WurfgroBe bei der Verpaarung heterozygot
deletierter Dhs-Mause war gemessen an der
Verpaarung gefloxter Mduse um 30% reduziertund galt dem  bei embryonaler Letalitit des
als weiterer Hinweis flr die embryonale Letalitdt des
homozygoten Dhs-Knockouts. Abgebildet ist der homozygoten KOs betroffenen Anteil von
Standardfehler des Mittelwerts. +: Wildtyp-Allel,
p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel. 20%.

Madusen um 30% auf 4,3 Nachkommen pro

Wurf reduziert und entsprach damit etwa

Aus diesem Ergebnis lasst sich ableiten, dass der homozygote Dhs-Knockout embryonale
Letalitat verursacht. Da keine tot geborenen Embryonen gefunden wurden, muss die Letalitat
in der friiheren Embryonalentwicklung aufgetreten sein, der genaue Zeitpunkt wurde nicht

naher bestimmt.

3.2.3 Ein Kompensationsmechanismus erklart die Unauffalligkeit des
heterozygoten Dhs-Knockouts

Da der homozygote Dhs-Knockout embryonal letal war, der heterozygote Knockout dagegen
keinen Phanotyp zeigte, wurde untersucht, ob ein moglicher Gendosis-Effekt durch andere
Mechanismen kompensiert wurde. Zunachst wurde daher die Expression der am Hypusin-

System beteiligten Gene in den heterozygoten Mausen untersucht.
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Abbildung 3-15: Analyse der Dhs-mRNA-Expression in den heterozygoten Dhs-Mausen. A) Um zu Uberpriifen,
ob bei deletiertem Dhs-Allel eine verkiirzte Dhs-mRNA entstand, wurden Oligonukleotide verwendet, die Exon 1
bis 8 amplifizieren (fwd und rev), so dass die mutierte mRNA zu einem deutlich verkiirzten PCR-Produkt fihren
wirde. Zur quantitativen Bestimmung der gesamten Dhs-mRNA sowie der verschiedenen Dhs-Formen wurden
drei verschiedene Oligonukleotid-Kombinationen (ges, +, d) eingesetzt. Die Gesamtmenge wurde durch
Amplifikation eines auch beim deletierten Allel vorhandenen Bereichs vorgenommen, die Wildtyp-mRNA wurde
durch Amplifikation eines beim deletierten Allel nicht vorhandenen Bereichs (heller dargestellt) detektiert. Zur
spezifischen Messung der verkiirzten mRNA wurde ein (ber die Exon 1 - Exon 8-Grenze verlaufendes
Oligonukleotid eingesetzt. B) Die mutierte Dhs-mRNA konnte in allen untersuchten Organen der heterozygoten
Dhs-Tiere nachgewiesen werden (75 bp groRes PCR-Produkt), wahrend die Wildtyp-Kontrolltiere nur die Wildtyp-
Bande (756 bp) aufwiesen. Da das deutlich kleinere PCR-Produkt kinetisch bevorteilt war, wurde die Wildtyp-
Bande in den heterozygoten Tieren nicht detektiert. C-E) Die Dhs-Expression wurde mittels gPCR quantifiziert
(Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf die Wildtyp-Expression bzw. im Fall der verkiirzten mRNA auf die
Gesamtexpression normiert. In den heterozygoten Tieren wurde eine deutliche Hochregulation der gesamten
Dhs-mRNA beobachtet (D), die durch eine starke Expression der mutierten (C) und der Wildtyp-mRNA (E)
hervorgerufen wurde. Abgebildet ist die Standardabweichung jeder Triplikat-Messung. Signifikante
Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). +: Wildtyp-Allel, d:
deletiertes Allel.

Es wurde getestet, ob das deletierte Dhs-Allel tatsachlich zur Expression einer verkirzten Dhs-
mRNA filihrte. Daflir wurde eine Oligonukleotid-Kombination verwendet, die zur Amplifikation
von Exon 1 bis 8 diente. Dadurch wirde nicht nur die Wildtyp- sondern auch die verkiirzte
MRNA zu einem Produkt flhren, das sich in der GréBe deutlich vom Wildtyp-Produkt
unterscheiden wiirde (75 bp statt 756 bp). In der Tat war die mutierte Dhs-mRNA in allen

untersuchten heterozygoten Organen nachweisbar (Abbildung 3-15 B).
65



Ergebnisse

Ein verkirztes DHS-Enzym lieR sich im Western Blot dagegen nicht detektieren. Aufgrund der
nicht naher eingegrenzten Epitopregion des Antikorpers, lasst sich dadurch allerdings nicht

eindeutig die Abwesenheit des mutierten Enzyms beweisen.

Fir die genaue Analyse der Dhs-mRNA wurden drei verschiedene Oligonukleotid-
Kombinationen verwendet um die Wildtyp- und die verkiirzte mRNA getrennt und zusammen
quantifizieren zu konnen. Wahrend fir die Messung beider Formen ein auch in der verkiirzten
mRNA enthaltener Bereich und fiir die ausschlieflliche Messung der Wildtyp-mRNA ein in der
verkiirzten mRNA nicht vorhandener Bereich verwendet wurden, erfolgte der Nachweis der

mutierten mRNA Uber ein die Exon 1 - Exon 8-Grenze iberspannendes Oligonukleotid.

Es lieR sich eine deutliche Hochregulation der Dhs-Gesamtmenge in den heterozygoten
Mausen feststellen. Diese liel8 sich auf eine starke Expression der verkirzten und der Wildtyp-
MRNA zuriickfihren (Abbildung 3-15 C-E). Die Wildtyp-mRNA wurde in vielen heterozygoten

Geweben starker als in den Wildtyp-Geweben exprimiert.

Um zu testen, ob auch die Expression der anderen, vom Dhs-Knockout nicht direkt betroffenen
Gene des Hypusin-Systems verandert war, wurden die Eif-5a1- und Dohh-mRNA mittels gPCR
quantifiziert. Auch hier zeigte sich in den meisten heterozygoten Organen eine erhdhte
Expression, insbesondere in der Milz (iberstiegen Eif-5a1- und Dohh-Expression die von
Wildtyp-Tieren deutlich (Abbildung 3-16). Der gleiche Trend einer erhéhten Expression in den

heterozygoten Tieren zeigte sich fiir elF-5A auch auf Proteinebene.
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Abbildung 3-16: Analyse der Dohh und Eif-5a1-mRNA-Expression in den heterozygoten Dhs-Mausen. A+B) Die
Dohh- und Eif-5a1-mRNA-Expression wurde mittels gPCR quantifiziert (Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf
die Wildtyp-Expression normiert. In vielen heterozygoten Organen konnte dabei eine verstarke Expression
festgestellt werden. C+D) Auch auf Proteinebene konnte im Western Blot eine verstarkte elF-5A-Expression
nachgewiesen werden. Bei der Quantifizierung diente Tubulin als Referenz, die Expressionswerte wurden
anschlieBend auf die Wildtyp-Organe normiert. Abgebildet ist der Standardfehler des Mittelwerts aus zwei
Messungen. Signifikante Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
Tub: Tubulin, +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.

Um zu untersuchen, ob die Hypusin-Modifikation von elF-5A in den heterozygoten Organen
weiterhin gewahrleistet war, wurde der Modifikationszustand von elF-5A mittels 2D-Western
Blot analysiert. Dabei lieen sich das aktive Hypusin-haltige elF-5A, der Lysin-haltige elF-5A-
Vorlaufer und eine vermutlich acetylierte elF-5A-Vorlduferform (iber ihren isoelektrischen
Punkt (pl 5,37/5,25/5,1)1>116 voneinander trennen und mit einem elF-5A-spezifischen

Antikorper detektieren.

Aus den 2D-Western Blot-Analysen wurde ersichtlich, dass es in den heterozygoten Tieren zu
einer leichten prozentualen Zunahme der saureren, nicht-Hypusin-haltigen elF-5A-Formen
kam (Abbildung 3-17). Allerdings war unter Bericksichtigung der verstarkten Gesamt-
Expression von elF-5A in diesen Organen (siehe Abbildung 3-16 B-D) weiterhin Hypusin-

haltiges elF-5A vorhanden.
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A) B) Milz Herz Leber
Molekular- : Abbildung 3-17: Analyse der elF-5A-
gewicht Dhs/* zv\ - ;'11 Modifikationsformen mittels 2D-Western
bo® Blot. A) Im 2D-Western Blot lieRen sich die
verschiedenen elF-5A-Modifikationsformen
PH  ppsvd w_ Zl Zi: : f:lurch Auftrennung nach GroBe und
Act Lys Hyp ¢ isoelektrischem Punkt voneinander trennen
Lys und mit einem gegen elF-5A-gerichteten
0 Antikérper nachweisen. Neben der Hypusin-
1.0 haltigen aktiven Form (Hyp, p! 5,37) und
0O Hyp M Lys B Actlys dem Lysin-haltigen Vorlduferprotein (Lys,

pl 5,25) war unter bestimmten Bedingungen
auch eine saurere Form (Ac+lys, pl 5,1)
. I detektierbar, die vermutlich einer

o.o-—D—-- acetylierten Form des elF-5A-Vorldufers
U I_l entspricht. B+C) In den heterozygoten

Organen war der Anteil an nicht-Hypusin-

0.5
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-0.51 . N .
haltigen elF-5A-Formen vergroRert. Die
Positionskontrolle erfolgte (ber Aktin.
-1.0 Griines Dreieck: Lysin-haltige Form, blaues

Milz Herz Leber Dreieck: Lysin-und-Acetyl-haltige Form, +:

Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es in den heterozygoten Dhs-KO-Mausen nicht
zu einer reduzierten, sondern einer gesteigerten Expression des Dhs-Gens kam. Auch die
Expression des zweiten Hypusin-Modifizierungsenzyms DOHH und des Zielproteins elF-5A war
verstarkt. Dadurch kam es nur zu einer leichten Zunahme von nicht-Hypusin-modifiziertem
elF-5A. Die weiterhin vorhandene groRe Menge an hypusiniertem elF-5A ist vermutlich der

Grund fur das Ausbleiben eines Phanotyps bei den heterozygoten Dhs-KO-Mausen.

3.2.4 Generierung eines in vitro Modells fir den induzierten Dhs-
Knockout

Um die Auswirkungen des Dhs-Knockouts auch in Zellkultur untersuchen zu kénnen, wurde
ein induzierbares in vitro KO-Modell generiert. Dazu wurden gefloxte Dhs-Mause mit CAG-
cre/Esr1-Mausen verpaart (siehe Tabelle 3-2) und murine embryonale Fibroblasten (MEFs) an
E14,5 gewonnen. Zellen mit den Genotypen Dhs*/?;CAG-cre/Esrl* bzw. Dhs®?;CAG-cre/Esr1*
wurden fir die Induktion des heterozygoten bzw. homozygoten Dhs-KOs eingesetzt, Zellen
mit Dhs*/*;CAG-cre/Esr1*-Genotyp dienten hier als Kontrolle. Durch Zugabe von Tamoxifen
wurde der Dhs-Knockout induziert und anschlielend die Deletion des gefloxten DNA-

Abschnitts Uberprift. Der Knockout erfolgte effizient und dosisabhangig. Bei 100 nM
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Tamoxifen lag bereits nach zwolf Stunden der Gberwiegende Anteil als deletiertes Allel vor,

nach 48 Stunden war das gefloxte Allel nicht mehr nachweisbar (Abbildung 3-18 A).
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Abbildung 3-18: Induzierter Dhs-Knockout in vitro. A) Die Deletion des gefloxten DNA-Abschnitts in den
DhsP®;CAG-cre/Esr1*-Zellen erfolgte nach Tamoxifengabe effizient und dosisabhéngig. Bei 100 nM oder 1000 nM
Tamoxifen lag nach 48 Stunden ausschlieRRlich das deletierte Allel vor, bei 10 nM Tamoxifen nach 72 Stunden.
B-D) Per qPCR wurden die Dhs-mRNA-Level im Verlauf der Behandlung mit 100 nM Tamoxifen quantifiziert
(Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf die Wildtyp-Expression bzw. im Fall der verkirzten mRNA auf die
Gesamtexpression normiert. Wahrend die Wildtyp-Form (B) nach KO-Induktion erwartungsgemaR abnahm, stieg
die Expression der verkiirzten mRNA-Form (D) stark an und iberlagerte die gemeinsame Messung beider Formen
(C). Beim heterozygoten Dhs-KO zeigten sich die gleichen Auswirkungen in schwacherer Form. E+F) Auch auf
Proteinebene nahm die DHS-Expression nach KO-Induktion deutlich ab. Signifikante Abweichungen gegeniber
der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel,
4-OHT: Tamoxifen.

ErwartungsgemaR sank die Dhs-Expression nach Induktion des Dhs-KOs ab. Auf mRNA-Ebene
war eine starke Abnahme der Wildtyp-Form zu beobachten, die am zehnten Tag nach

Behandlungsstart fast vollstandig verschwand (Abbildung 3-18 B-D). Dagegen nahm die
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Expression der verkirzten mRNA massiv zu, so dass dieser Trend die gemeinsame Messung
beider Formen (iberlagerte. Da die mutierte mRNA nicht zur Bildung des DHS-Enzyms

beitragen konnte, sank das DHS-Protein-Level folglich ebenfalls ab (Abbildung 3-18 E+F).
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Abbildung 3-19: Analyse der elF-5A-Modifikationsform nach Induktion des Dhs-Knockouts in vitro. Per 2D-
Western Blot mit einem elF-5A-spezifischen Antikorper wurden die Auswirkungen des Tamoxifen-induzierten
Dhs-Knockouts (100 nm, 8 Tage) und der GC7-vermittelten DHS-Inhibition (50 uM fir 48 Stunden) auf die
Hypusin-Modifikation von elF-5A untersucht. Wahrend es in den Kontrollzellen zu kaum einer Veranderung nach
Tamoxifengabe kam, dnderte sich das Muster nach induziertem Dhs-KO massiv. Der Anteil der Hypusin-haltigen
aktiven elF-5A-Form war um etwa 44% reduziert, stattdessen lag elF-5A als acetylierte Vorlauferform vor. Der
nur Lysin-haltige elF-5A-Vorlaufer konnte dagegen nach Dhs-KO nicht detektiert werden, so dass sich das Dhs-
KO-Muster deutlich von der Inhibition mit GC7 unterschied, bei der der Lysin-haltige und der acetylierte Vorlaufer
etwa zu gleichen Teilen auftraten. +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, 4-OHT: Tamoxifen, Hyp/schwarzes Dreieck:
Hypusin-haltige Form, Lys/griines Dreieck: Lysin-haltige Form, Ac+Lys/blaues Dreieck: Lysin-und-Acetyl-haltige
Form.

Die reduzierte DHS-Enzymmenge reichte nicht aus, um die Hypusin-Modifikation im gleichen
AusmaR beizubehalten. Wdahrend in den Kontrollzellen unter Tamoxifen kaum eine
Veranderung der elF-5A-Modifikationsformen auftrat, war der Anteil der Hypusin-haltigen
elF-5A-Form acht Tage nach Induktion des Dhs-Knockouts um knapp 50% reduziert (Abbildung
3-19). Es kam es zu einer massiven Verschiebung zum acetylierten elF-5A-Vorlaufer. Der nicht-
acetylierte Lysin-haltige elF-5A-Vorlaufer war dagegen nicht zu detektieren. Damit
unterschied sich das Muster nach Dhs-KO deutlich von der DHS-Inhibition durch GC7, bei der

sowohl der Lysin-haltige als auch der acetylierte elF-5A-Vorldaufer angereichert wurden.

Mit den generierten Dhs?’?;CAG-cre/Esr1*-MEFs wurde also ein effizientes Modell fiir die in
vitro Untersuchung des induzierten Dhs-Knockouts geschaffen. Der Knockout konnte Uber
Tamoxifengabe schnell und vollstdndig induziert werden, so dass es zu einer massiven
Abnahme der Dhs-Expression und folglich zu einer stark verminderten Hypusin-Modifikation
von elF-5A kam, wobei interessanterweise nicht der Lysin-haltige, sondern der acetylierte

elF-5A-Vorlaufer angereichert wurde.
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3.2.5 Der induzierte Dhs-Knockout ist in juvenilen Tieren frihzeitig
letal

Um trotz der embryonalen Letalitdat des Dhs-Knockouts die Bedeutung dieses Gens nach der
Embryonalentwicklung untersuchen zu kénnen, wurde durch Verpaarung der gefloxten
Mause mit einer induzierbaren Cre-Mauslinie eine induzierbare Deletion des Dhs-Gens
ermoglicht (siehe 3.1.5.2). Vier bis sieben Wochen alte Geschwistertiere mit den Genotypen
DhsP/P;CAG-cre/Esrl* (n=9), Dhs*/?;CAG-cre/Esrl* (n=6) und Dhs**;CAG-cre/Esrl* (n=6)
wurden fir bis zu zwei Wochen mit Tamoxifen-haltigem Futter (400 mg/kg Futter) gefiittert

und engmaschig beobachtet.
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Abbildung 3-20: Kérpergewichtsentwicklung und Uberleben nach Dhs-Knockout-Induktion. A) Nach Start der
Tamoxifengabe nahmen die M&use mit homozygot gefloxtem Dhs-Allel (Dhs”?;CAG-cre/Esrl*, n=9) massiv ab,
wihrend sich die heterozygot gefloxten und Wildtyp-Tiere (Dhs*?;CAG-cre/Esrl* und Dhs**;CAG-cre/Esrl®,
jeweils n=6) normal weiter entwickelten. B) Im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren verschlechterte sich der
Gesundheitszustand aller neun homozygot gefloxten Tiere so stark, dass das Experiment zwischen Tag 5 und
Tag 14 beendet werden mussten. Nur bei einer von sechs heterozygot gefloxten Mausen musste der Versuch
vorzeitig beendet werden (Tag 5). C) Die Dauer bis zur Beendigung des Experiments korrelierte bei den
homozygot gefloxten Bocken mit dem Alter zu Beginn der Tamoxifen-Behandlung (Korrelationskoeffizient: 0,79).
Signifikante Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). +: Wildtyp-
Allel, p: gefloxtes Allel.

Wahrend sich die Kontrolltiere mit Wildtyp-Dhs-Allel normal weiterentwickelten, kam es in

den Tieren mit homozygot gefloxtem Dhs-Allel nach Induktion des Knockouts zu drastischen
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Auswirkungen (Abbildung 3-20). Die Tiere nahmen nicht weiter zu, das Kérpergewicht sank
innerhalb von zwei Wochen um durchschnittlich 30%. Aufgrund des schlechten
Gesundheitszustandes musste der Versuch bei allen homozygot gefloxten Mausen zwischen
Tag 5 und Tag 14 nach Start der Tamoxifenbehandlung beendet werden. Der
Abbruchszeitpunkt korrelierte bei den homozygot gefloxten Bocken mit dem Alter zu Beginn
der Tamoxifen-Behandlung (Korrelationskoeffizient: 0,79). Das Korpergewicht der
heterozygoten Tiere entwickelte sich dagegen normal, nur bei einer von sechs Mdausen musste

der Versuch aufgrund des Gesundheitszustandes an Tag 5 beendet werden.
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Abbildung 3-21: Uberpriifung des Dhs-Knockouts und Expressionsanalyse nach Tamoxifengabe. A) Unter
Tamoxifenbehandlung lieR sich an Tag 5 in den Schwanzspitzenbiopsien der gefloxten Mausen das deletierte
Dhs-Allel (rotes Dreieck) nachweisen, wahrend das gefloxte Allel verschwunden war. B) Mit Ausnahme der Leber
war auch in allen untersuchten Organen der gefloxten Mause das deletierte Dhs-Allel an Tag 5 nachweisbar. Das
gefloxte Allel war hier jedoch im Gegensatz zu den Befunden aus den Schwanzspitzenbiopsien weiterhin
vorhanden und der Knockout damit nicht vollstandig. C+D) Die Dhs-Expression wurde mittels gPCR quantifiziert
(Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf die Wildtyp-Expression bzw. im Fall der verkirzten mRNA auf die
Gesamtexpression normiert. Dabei zeigte sich auf mMRNA-Ebene nach Tamoxifengabe in den meisten Organen
der gefloxten Tiere eine verstdrkte Dhs-Expression, die auf die Wildtyp-Form (C) und die verkiirzte Form (D)
zuriickzufihren war. Signifikante Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet
(p < 0,05). +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, k. A:. keine Angabe.

Die genomische DNA der homozygot gefloxten Tiere wurde per PCR auf die gewlinschte
Deletion des Dhs-Gens Uberprift. Mit Ausnahme der Leber konnte in allen untersuchten
Organen das deletierte Dhs-Allel detektiert werden (Abbildung 3-21). Wahrend das gefloxte

Allel in den Schwanzspitzen an Tag 5 nicht mehr nachweisbar und damit der Knockout

72



Ergebnisse

vollstandig war, konnte das gefloxte Allel weiterhin in allen untersuchten Organen gefunden

werden. Auch an Tag 14 war das gefloxte Allel hier noch nachweisbar.

Die unvollstandig erfolgte Deletion in den untersuchten Organen war auch auf mRNA-Ebene
sichtbar. Wie beim konstitutiven heterozygoten Dhs-Knockout (siehe 3.2.3) lie sich hier keine
reduzierte, sondern eine gesteigerte Dhs-Expression in Leber, Hoden und Enddarm
beobachten, die sowohl die verkiirzte als auch die Wildtyp-mRNA umfasste. Nur im Herz zeigte

sich eine deutliche Abnahme der Wildtyp-Dhs-mRNA.
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Abbildung 3-22: Einfluss des induzierten Dhs-Knockouts auf die Hypusin-Modifikation von elF-5A. A+B) Per
gPCR wurden die Dohh- und Eif-5a1-mRNA-Level quantifiziert (Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf die
Wildtyp-Expression normiert. Dabei konnte nach Tamoxifengabe in mehreren Organen eine verstarkte
Expression der Dohh- und Eif-5a1-mRNA festgestellt werden. C+D) Per 2D-Western Blot mit einem elF-5A-
spezifischen Antikérper wurde der Einfluss auf die elF-5A-Modifikationsformen untersucht. Nach Induktion des
Knockouts kam es in der Milz zu einer leichten und im Herz zu einer deutlichen prozentualen Verschiebung vom
hypusinierten elF-5A hin zur acetylierten Lysin-haltigen elF-5A-Form. Signifikante Abweichungen gegeniiber der
Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel, k. A.: keine Angabe,
Hyp/schwarzes Dreieck: Hypusin-haltige Form, Lys/griines Dreieck: Lysin-haltige Form, Ac+Lys/blaues Dreieck:
Lysin-und-Acetyl-haltige Form.

Auch die Expression der Dohh- und Eif-5a1-mRNA war in den meisten Geweben der

homozygot gefloxten Dhs-Mause nach Knockout-Induktion durch Tamoxifengabe deutlich

erhoht (Abbildung 3-22). Das Muster der elF-5A-Modifikationsformen zeigte in der Milz eine
73



Ergebnisse

leichte, im Herz eine deutliche Verschiebung hin zu den nicht-Hypusin-modifizierten elF-5A-
Vorlaufern. Am 14. Tag der Tamoxifenbehandlung war insbesondere der acetylierte elF-5A-

Vorlaufer angereichert, es lag aber weiterhin viel hypusiniertes elF-5A vor.
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Abbildung 3-23: Untersuchung der Niere und des Knochenmarks nach Induktion des Dhs-Knockouts. A) Die
Nieren von drei von vier homozygoten Knockout-Tieren wiesen makroskopisch sichtbare Einblutungen auf
(Pfeile). B) Das auf das hochste gemessene Korpergewicht bezogene Nierengewicht war bei den homozygoten
Knockout-Bocken deutlich reduziert. Gezeigt sind das relative Gewicht jeder Niere von jeweils zwei Tieren und
der Mittelwert. Bei den Dhs”P-Tieren wurden jeweils ein Tier mit und ein Tier ohne sichtbare Einblutungen
untersucht. C) Mit der Turnbull-Farbung konnten Eisenablagerungen in den Nieren von drei von vier KO-Tiere
nachgewiesen werden, gezeigt sind ein Wildtyp- und zwei KO-Gewebe. D) Die Ubersichtsfarbung des
Knochenmarks zeigte nach induziertem Dhs-KO vermehrt Hohlrdume, die vermutlich von Fettzellen stammen.
Gezeigt sind ein Wildtyp- und zwei KO-Gewebe. +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel.

Um herauszufinden, worauf der starke Phanotyp der homozygot gefloxten Tiere nach KO-
Induktion basierte, wurden verschiedenste Organe (Leber, Milz, Niere, Knochenmark, Herz,
Darm, Lunge, Pankreas, Knochen und Muskel) auf histologische Veranderungen gegeniiber
der Wildtyp-Kontrollgruppe untersucht. Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung ergab einen
histologisch unauffalligen Befund flr die meisten Organe. Bei drei von vier untersuchten
homozygoten Knockout-Tieren wiesen die Nieren im Gegensatz zu der Kontrollgruppe
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makroskopisch sichtbare Einblutungen auf, die mit einer Turnbull-Farbung bestatigt werden
konnten (Abbildung 3-23). Das relative Nierengewicht der Knockout-Tiere war zudem deutlich
reduziert. Im Knochenmark waren vermehrt Hohlrdume sichtbar, die vermutlich bei der
Praparation herausgeltste Fettvakuolen von Fettzellen darstellen und auf eine Erhéhung des

Fettanteils im Knochenmark hinweisen.

Zusammenfassend liel sich feststellen, dass die Expression eines funktionellen DHS-Enzyms
auch nach der Embryonalentwicklung eine essentielle Rolle spielte. Sein homozygoter Verlust
war nach sehr kurzer Zeit letal, der heterozygote Verlust hatte dagegen kaum Auswirkungen.
Die meisten untersuchten Organe zeigten einen noch unvollstandigen Knockout und eine
gesteigerte Expression der Gene des Hypusin-Systems, so dass die Hypusin-Modifikation von
elF-5A partiell aufrechterhalten werden konnte. Die Erhohung des Fettanteils im
Knochenmark deutet auf eine Schadigung der blutbildenden Zellen des Knochenmarks hin.
Einblutungen in der Nieren kénnten Zeichen einer Blutgerinnungsstorung sein und lassen auf

daraus resultierendem Nierenversagen als Todesursache schlieRen.

3.2.6 Die Dhs-Expression korreliert mit der Wdr83-Expression

Um zu UGberprifen, ob der Dhs-Knockout einen Einfluss auf die Expression des benachbarten
Wdr83-Gens hatte, wurde dessen Expression unter Dhs-Knockout-Bedingungen untersucht.
Wdr83 und Dhs liegen gegenlaufig auf Chromosom 8 und liberlappen mit ihren 3‘-Enden, so
dass ihre mRNAs in der 3-UTR einen homologen Abschnitt von 128 nt enthalten (Abbildung
3-24). Durch den Knockout der Dhs-Exons 2 bis 7 war das Wdr83-Gen also nicht betroffen und
auch die verkiirzte Dhs-mRNA enthielt weiterhin den homologen Abschnitt in der 3-UTR. Da
es durch den Dhs-Knockout aber zu einer verdnderten Dhs-Expression kam (siehe 3.2.3 bis
3.2.5) und im humanen System gezeigt werden konnte, dass sich die Dhs- und Wdr83-
Expression bidirektional durch mRNA-Stabilisation beeinflussen'!’, sollte die Auswirkung des

Dhs-KOs auf Wdr83 untersucht werden.
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Abbildung 3-24: Genstruktur von Wdr83 und Dhs. A) Auf Chromosom 8 befindet sich das Dhs-Gen auf dem
,Vorwarts“-Strang und Uberlappt am 3‘-Ende mit dem Wdr83-Gen, das auf dem ,Rickwarts“-Strang liegt.
B) Dadurch weisen die 3‘-UTR der Dhs und Wdr83-mRNA eine 128 nt lange homologe Region auf. Vom Knockout
des Dhs-Gens (Exon 2 bis 7) ist dieser Bereich nicht betroffen.

Bei der Analyse der Wdr83-Expression auf mRNA-Ebene lieR sich beobachten, dass tendenziell
in den Organen, mit durch hetero- oder homozygoten Dhs-Knockout vermehrter Dhs-
Expression, auch Wdr83 verstarkt exprimiert wurde (Abbildung 3-25). So zeigten insbesondere
einige konstitutiv heterozygote und viele induziert homozygote Organe eine deutliche
Anreicherung der Wdr83-mRNA. Bei einer Korrelationsanalyse konnte eine positive lineare
Korrelation zwischen der Wdr83- und der Dhs-Expression festgestellt werden. Dieser Effekt
galt fur die Gesamtexpression von Dhs (verkiirzte und  Wildtyp-mRNA,
Korrelationskoeffizient: 0,68), starker aber fiir die Expression der Wildtyp-Dhs-mRNA
(Korrelationskoeffizient: 0,91). Dies erklart die geringere Veranderung der Wdr83-Expression
im Fall des induzierten in vitro-Knockouts, bei dem die Wildtyp-Dhs-mRNA massiv abnahm

wahrend die verkirzte mRNA sehr stark exprimiert wurde.
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Abbildung 3-25: Analyse der Wdr83-Expression beim hetero- und homozygoten Dhs-Knockout. A-C) Per gPCR
wurden die Wdr83-mRNA-Expression quantifiziert (Referenzgen 18S-rRNA) und jeweils auf die Wildtyp-
Expression normiert. Sowohl beim konstitutiv heterozygoten (A), beim induzierten in vitro (B) als auch beim
induzierten in vivo Dhs-KO (C) konnte in vielen Féllen eine verstarkte Wdr83-Expression festgestellt werden.
D) Die Expression von Wdr83 korrelierte dabei stark mit der Expression der Wildtyp-Dhs-mRNA
(Korrelationskoeffizient: 0,91; Wahrscheinlichkeit: 1,0). Signifikante Abweichungen gegenuber der Wildtyp-
Kontrolle bzw. signifikante Korrelationen sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes Allel,
d: deletiertes Allel.

Obwohl der Dhs-Knockout zu keiner Veranderung des benachbarten Wdr83-Gens fihrte,
beeinflusste er trotzdem dessen Expression. In Organen mit durch den Knockout erhdhter Dhs-
Expression war tendenziell auch die Wdr83-Expression erhéht, zwischen der mRNA-

Expression beider Gene bestand ein positiver linearer Zusammenhang.
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3.3 Etablierung und Analyse einer konditionalen Eijf-5a2-

Knockout-Mauslinie

Um die Rolle von elF-5A2 besser zu verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
konditionale Knockout-Mauslinie fir das Eif-5a2-Gen etabliert und der konstitutive hetero-

und homozygote Eif-5a2-Verlust im Mausmodell untersucht.

3.3.1 Vorarbeiten
3.3.1.1 KO-Strategie und Generierung eines Targeting Vectors fur Eif-5a1

Um einen Knockout des Eif-5a1-Gens zu erzielen, sollten die Exons 2 und 3 deletiert werden
(Abbildung 3-26 C). Diese kodieren neben dem Startcodon auch die Aminosaure Lys>°, die zu
Hypusin umgewandelt wird und daher eine entscheidende Rolle spielt. Von den verbleibenden
Exons 1 und 4 bis 6 kann hoéchstens ein stark verkiirztes Protein ab Met'4! gebildet werden
(14 AS statt 154 AS) oder ein im Leseraster mutiertes Protein, so dass in jedem Fall von einem

vollstandigen Funktionsverlust auszugehen ist.

Die Klonierung des Targeting Vectors fir Eif-5a1 erfolgte analog zur Klonierung des Targeting
Vectors fir Dhs (3.1.2) und wird an dieser Stelle nur kurz beschrieben. Zunéchst wurde das
Eif-5a1-Gen samt seiner genomischen Umgebung (insgesamt 9,5 kb) zur besseren
Handhabung aus dem BAC RP23-172M21 in den Minimalvektor pStart-K tberfiihrt. Uber
Rekombinations-basiertes Klonieren wurden nun die Modifikationen ins Eif-5a1-Gen
eingefiihrt. Uber eine Zwischenstufe mit gefloxter Chloramphenicol-Resistenzkassette wurde
das erste loxP-Element vor Exon 2 inseriert. Die Insertion des zweiten loxP-Elements und der
Neomycin-Resistenzkassette nach Exon 3 erfolgte (iber einen Chloramphenicol-
Resistenzkassetten-Zwischenschritt mit Restriktionsverdau und Ligation (Abbildung 3-26 A).
Korrekte Klone wurden jeweils (iber Antibiotika-Selektion und Restriktionsanalyse identifiziert
(Abbildung 3-26 B). Zuletzt wurde das modifizierte Eif-5a1-Gen in den Vektor pWS-TK6

Uberfihrt und durch Sequenzierung und Cre-vermittelte Test-Deletion Uberprift.
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Abbildung 3-26: Klonierungsschritte fiir die Generierung eines konditionalen Eif-5a1-Knockouts. A) Das im
Minimalvektor vorliegende Eif-5a1-Gen wurde mittels Rekombinations-basiertem Klonierens modifiziert. Das
erste loxP-Element (rotes Dreieck) wurde Gber die Insertion einer gefloxten Chloramphenicol-Resistenzkassette
(blau) und anschlieRende Deletion eingefiihrt. Das zweite loxP-Element und die Neomycin-Resistenzkassette
wurden Uber die Insertion einer mit spezifischen Restriktionsschnittstellen (dunkelblau) versehenen
Chloramphenicol-Resistenzkassette, anschliefender Restriktion und Ligation mit einer von FRT-Elementen
(grine Dreiecke) flankierten Neomycin-Resistenzkassette (blau) mit endstandigem loxP-Element eingebracht.
B) Per Restriktionsanalyse mit Spel wurden die erhaltenen Klone auf die gewiinschten Modifikationen
untersucht. Abgebildet sind als korrekt identifizierte Klone nach den verschiedenen Schritten. a: Subklonierung
des Eif-5a1-Gens aus dem BAC in den Minimalvektor pStart-K (9 kb, 3,2 kb), b: Einfihrung der gefloxten
Resistenzkassette vor Exon 2, c: Cre-basierte Deletion der gefloxten Resistenzkassette, d: Insertion der von
Schnittstellen flankierten Resistenzkassette hinter Exon 3. C) Mit dem hergestellten Eif-5a1-Targeting Vector
sollte ein konditionaler Knockout der Exons 2 und 3 (heller dargestellt) erfolgen. Durch das Fehlen der Bereiche,
die das Startcodon sowie Lys®® kodieren, entstiinde ein vollstindiger Funktionsverlust des Eif-5a1-Gens. Pgb2:
prokaryotischer Promotor, cmR: Chloramphenicol-Resistenzgen, pA: Polyadenylierungssignal neoR: Neomycin-
Resistenzgen, PPGK: eukaryotischer Promotor.

Der fertige Targeting Vector wurde linearisiert, aufgereinigt und durch Elektroporation in die
ES-Zelllinie IDG3.2 eingebracht. Stabil transfizierte Zellen wurden mit G418 selektiert und
288 ES-Zellklone isoliert. Bei der Uberpriifung der Sequenz-spezifischen Insertion der
Modifikationen mittels Southern Blot wiesen zwar einige Klone neben der Wildtyp-Bande
(12,9 kb) eine zweite Bande richtiger GroRRe (9,8 kb) auf, die allerdings deutlicher schwacher

war und nicht bestatigt werden konnte.
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3.3.1.2 Vorarbeiten fir die konditionale Eif-5a2-Knockout-Mauslinie

18 wahrend der

Da zwischenzeitlich der konstitutive Eif-5a1-Knockout publiziert wurde
Knockout der anderen Isoform Eif-5a2 noch ganzlich unbekannt war und zeitgleich ein ES-
Zellklon mit konditionalem Eif-5a2-Allel und C57BL/6-Hintergrund im Rahmen des European
Conditional Mouse Mutagenesis Program (EUCOMM) zur Verfligung stand, wurde im
Folgenden mit einer aus diesem ES-Zellklon abgeleiteten Eif-5a2-Knockout-Mauslinie

weitergearbeitet.

Analog zur Herstellung der Dhs-Knockout-Mauslinie wurde von Herrn Dipl.-Biol. Michael
Preukschas der erhaltene ES-Zellklon auf die korrekte Integration der eingefiihrten Elemente
Uberprift, in Embryonen der Linie C57BL/6 injiziert und diese in Ammen implantiert. Die
daraus entstandenen chiméaren Bocke wurden mit C57BL/6-Weibchen verpaart und die
Nachkommen auf das modifizierte Eif-5a2-Allel getestet, wobei eine Keimbahntransmission

detektiert werden konnte?s.

3.3.2 Etablierung der konditionalen Eif-5a2-Knockout-Mauslinie
3.3.2.1 Knockout-Strategie flr das Eif-5a2-Gen nach EUCOMM

Bei dem von EUCOMM modifizierten Eif-5a2-Allel handelt es sich ebenfalls um ein Knockout
first-Allel (siehe 3.1.3.2). Durch Flp-basierte Deletion der lacZ-Reporter- und Neomycin-
Resistenzkassette entsteht daraus ein gefloxtes Allel, das fiir die konditionale Cre-basierte

Deletion der Exons 2 und 3 verwendet werden kann (Abbildung 3-27).

Durch eine Deletion der Exons 2 und 3 fehlen dem Eif-5a2-Gen Bereiche, die das Startcodon
sowie die Aminosaure Lys>® kodieren, die die entscheidende Hypusin-Modifikation tragt. Zwar
kénnte ein verkiirztes Protein ab Met!3 gebildet werden (16 AS statt 153 AS) oder ein Protein
mit Mutation des Leserasters, in jedem Fall ist aber von einem vollstandigen Funktionsverlust

des Proteins auszugehen.
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Abbildung 3-27: Knockout-Strategie fiir das Eif-5a2-Gen. Aus dem Knockout first-Allel (A) mit von loxP-
Elementen (rotes Dreieck) flankierten Exons 2 und 3 und von FRT-Elementen (griines Dreieck) flankierter lacZ-
Reporter- und Neomycin-Resistenzkassette (blau) wird durch Flp-basierte Deletion das gefloxte Eif-5a2-Allel (B).
Dieses kann zur Cre-basierten Deletion der Exons 2 und 3 eingesetzt werden (C). Dadurch fehlen der mRNA (D)
Bereiche (heller dargestellt), die das Startcodon sowie die Aminosiure Lys*® kodieren, so dass es zu einem
vollstiandigen Funktionsverlust des Eif-5a2-Gens kommt. neo®: Neomycin-Resistenzgen, Intron 3-4 ist zu 10%, die
Kassetten und Exon 5 in A und D sind zu 50% ihrer eigentlichen GréRe dargestellt.

3.3.2.2 Entfernung der Resistenzkassette

Um das Knockout first-Allel in ein gefloxtes Allel zu Gberfiihren, wurden die Mause mit Flp-
Deleter-Mausen (siehe 3.1.5.1) verpaart um eine Flp-basierte Deletion der Reporter- und
Resistenzkassette zu erzielen. Die Nachkommen wurden per PCR auf die gewdlinschte
Rekombination untersucht (Abbildung 3-28). In 14% der Nachkommen war das gefloxte

Eif-5a2-Allel nachweisbar, hier konnte die Resistenzkassette erfolgreich entfernt werden.
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Abbildung 3-28: PCR-Nachweis der Flp-basierten Deletion der Resistenzkassette. A) Die Nachkommen aus der
Verpaarung der Mause mit dem Knockout first-Eif-5a2-Allel mit den Flp-Deleter-Mausen wurden per PCR auf die
gewlinschte Deletion der Resistenzkassette getestet. Dazu wurde ein im 5-Bereich bindendes Oligonukleotid mit
einem im gefloxten Bereich bindenden Oligonukleotid kombiniert. B) Bei korrekter Rekombination wurde neben
dem Wildtyp-Produkt (403 bp) ein zusatzliches Produkt von 586 bp gebildet. Dagegen entsteht unter den
gewdhlten Bedingungen aufgrund des groRen Abstandes der Oligonukleotide kein zusatzliches Produkt beim
Knockout first-Allel. In den Mausen 43, 45 und 50 konnte die Resistenzkassette erfolgreich entfernt werden.
Rotes Dreieck: loxP-Element, griines Dreieck: FRT-Element, +: Wildtyp-Allel, p-neo: Knockout first-Allel, p:
gefloxtes Allel.

3.3.2.3 Verpaarungs- und Genotypisierungsstrategie

Zur Untersuchung des konstitutiven Eif-5a2-Knockouts wurden die Versuchstiere mit
heterozygot gefloxtem Eif-5a2-Allel mit Cre-Deleter-Mausen verpaart, die die Cre-
Rekombinase ab der frihen Embryonalentwicklung ubiquitar unter Kontrolle eines CMV-
Minimalpromotors exprimieren, so dass Nachkommen mit heterozygot deletiertem Eif-5a2-
Allel geboren wurden. Diese wurden anschlieBend untereinander verpaart um auch den
homozygoten Eif-5a2-Knockout untersuchen zu kénnen (Tabelle 3-5). Im Fall embryonaler
Letalitat konnte das konditionale Design genutzt werden und durch Verpaarung der gefloxten
Mause mit entsprechenden Cre-Mausen der gewebsspezifische oder induzierbare Eif-5a2-

Knockout untersucht werden.
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Tabelle 3-5: Verpaarungsschema fiir den konstitutiven Eif-5a2-Knockout. Mause mit heterozygot gefloxtem
Eif-5a2-Allel wurden mit Cre-Deleter-Mausen verpaart um Nachkommen mit heterozygotem Eif-5a2-Knockout
zu erhalten. Zur Untersuchung des homozygoten Knockouts wurden diese untereinander verpaart. +: Wildtyp-
Allel, p: gefloxtes Allel, d: deletiertes Allel, *: Die Genotyp-Verteilung war aufgrund der X-Chromosom-
gekoppelten Vererbung der Cre-Rekombinase geschlechtsabhingig. Das Cre-Transgen wurde bei dieser Angabe
nicht bericksichtigt.

Verpaarung Nachkommen Verteilung

Eif-5a2*/® X Eif-5a2*/*;CMV- Eif-5a2**, Eif-5a2**;CMV-cre*, 1:1:1:1*
cre* Eif-5a2*/°, Eif-5a2*/%;CMV-cre*

Eif-5a2* X Eif-502*/¢ Eif-5a2*"*, Eif-502*/%, Eif-5029¢ 1:2:1%

Der Genotyp der Nachkommen wurde per PCR bestimmt. Dazu wurde ein im 5‘-Bereich
bindendes ,Vorwarts“-Oligonukleotid mit einem im gefloxten Bereich oder im 3‘-Bereich

bindenden Oligonukleotid kombiniert (Abbildung 3-29).

A
) — 2 3} Af—a 5 e

— —— —

Eif-5a2- Eif-5a2- Eif-5a2-

5'-arm 3'-arm rev
B) 59 60 61 62 63 64 65 67 68 +/+ +/p  +/d + p d
500 bp — . . — — p
400 bp — -a e - L] I — |— 403 b

P | - - an e e P
—
v
400 bp — — e |— 381 bp
IS

Abbildung 3-29: PCR-Strategie zur Genotypisierung der Eif-5a2-Knockout-Mause. A) Durch Kombination von
einem im 5‘-Bereich bindendem , Vorwarts“-Oligonukleotid mit einem im gefloxten und einem im 3‘-Bereich
bindendem ,Rickwarts“-Oligonukleotid lieBen sich alle moglichen Eif-5a2-Allele detektieren. B) Wildtyp und
gefloxtes Allel lieRen sich durch eine GroRenverschiebung durch die Insertion des FRT- und loxP-Elementes bei
Verwendung der beiden erstgenannten Oligonukleotide voneinander unterscheiden (406 bp bzw. 568 bp),
wahrend beim deletierten Allel kein Produkt entstand. Bei der anderen Oligonukleotidkombination fiihrte
dagegen nur das deletierte Allel zu einem Produkt (381 bp). Die Mause 59, 61 und 64 trugen das Wildtyp-Eif-5a2-
Gen, bei den Mausen 60, 62, 63 und 65 ist das Gen heterozygot gefloxt und bei den Mausen 67 und 68
heterozygot deletiert. Rotes Dreieck: loxP-Element, griines Dreieck: FRT-Element, +: Wildtyp-Allel, p: gefloxtes
Allel, d: deletiertes Allel.

Mit den im 5- und 3‘-Bereich bindenden Oligonukleotiden wurde unter den gewdhlten
Bedingungen aufgrund der groBen Entfernung nur im Fall des deletierten Allels ein Produkt
gebildet (381 bp). Bei der anderen Oligonukleotidkombination konnte dagegen kein Produkt

beim deletierten Allel entstehen. Wildtyp- und gefloxtes Allel lieRen sich durch eine vom FRT-
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und loxP-Element verursachte GréRenverschiebung unterscheiden (403 bp bzw. 568 bp).
Zusatzlich mussten die Tiere auf das Cre- und das nicht mehr bendétigte Flp-Transgen getestet

werden.

Bei der konditionalen Eif-5a2-Knockout-Mauslinie lag das Eif-5a2-Gen nun in gefloxter Form
vor, so dass durch Cre-basierte Deletion der Exons 2 und 3 ein vollstandiger Funktionsverlust
des kodierten elF-5A2-Proteins erreicht werden kann. Durch entsprechende Verpaarungen
mit Cre-Deleter-Mausen konnen mit diesem Mausmodell also die Auswirkungen des

konstitutiven oder konditionalen elF-5A2-Verlustes im Saugerorganismus untersucht werden.

3.3.3 Der heterozygote Eif-5a2-Knockout fihrt zu einer reduzierten
Bockanzahl und einer gesteigerten Gewichtszunahme bei
Weibchen

Um den heterozygoten Verlust des Eif-5a2-Gens in vivo zu untersuchen, wurden heterozygot
gefloxte Eif-5a2-Mause mit Cre-Deleter-Mausen verpaart. Der Cre-basierte Knockout des
Eif-5a2-Gens funktionierte zuverlassig wahrend der Embryonalentwicklung, es konnten keine
Tiere mit gefloxtem Allel und Cre-Transgen identifiziert werden. Nachkommen mit allen
vorhergesagten Genotypen (Eif-502*/*, Eif-5a2*/*;CMV-cre*, Eif-5a2*/°, Eif-5a2*/9;CMV-cre*)

wurden geboren, allerdings war der Anteil heterozygoter Eif-5a2-Tiere reduziert.

Um die Genotyp-Verteilung genauer zu untersuchen, wurden heterozygot gefloxte Eif-5a2-
Weibchen mit Wildtyp-Bocken verpaart. Dabei zeigte sich ebenfalls eine Reduktion der
heterozygoten Tiere und damit eine deutliche Abweichung vom erwarteten 1:1-Verhaltnis von

Wildtyp- zu heterozygoten Tieren (Tabelle 3-6).
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Tabelle 3-6: Genotyp-Verteilung bei Verpaarung von heterozygoten Eif-5a2-Tieren mit Wildtyp-Tieren. Die
erwartete 1:1-Verteilung konnte bei der Analyse von 72 Nachkommen nicht beobachtet werden
(Wahrscheinlichkeit: 0,24). Wahrend die Genotyp-Verteilung bei den weiblichen Nachkommen annahernd das
1:1-Verhaltnis ergab, konnten erheblich weniger heterozygote Bocke als Wildtyp-Bocke detektiert werden.
Dadurch war auch die Geschlechterverteilung innerhalb der heterozygoten Nachkommen deutlich zu den
Weibchen verschoben, wahrend sie innerhalb der Wildtyp-Tiere ausgeglichen war. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes
Allel, f: Weibchen, m: Bocke.

Eif-502** Eif-502*
erwartet 50% 50%
gesamt 41 31
Weibchen 20 23
Bocke 23 8
Geschlechter- 49% [/ 51% 74% [ 26%

verhaltnis (f/m)

Die getrennte Analyse weiblicher und mannlicher Nachkommen ergab bei den Weibchen
ungefahr eine 1:1-Verteilung, wahrend deutlich weniger heterozygote Bocke als Wildtyp-
Bdcke geboren wurden. Dadurch war das Geschlechterverhaltnis innerhalb der heterozygoten
Nachkommen deutlich zu den Weibchen verschoben (74% / 26%), wahrend die Verteilung
innerhalb der Wildtyp-Gruppe ausgeglichen war. Die um etwa die Halfte reduzierte Anzahl
heterozygoter Bocke lasst darauf schlieRen, dass der heterozygote Verlust des Eif-5a2-Gens

die Embryonalentwicklung mannlicher Tiere beeintrachtigte.
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Abbildung 3-30: Durchschnittliche WurfgroBe bei Verpaarung von heterozygot deletierten Eif-5a2-Mausen
und postnatale Uberlebenswahrscheinlichkeit. A) Bei der Verpaarung heterozygoter Eif-5a2-Weibchen mit
Wildtyp-Bocken ergab sich eine um 18% reduzierte WurfgrofRe im Vergleich zur Verpaarung von heterozygot
modifizierten Eif-5a2-Méausen mit Flp-Deleter-Mausen. Abgebildet ist der Standardfehler des Mittelwerts. B) Im
Verlauf des ersten Lebensmonats starben verhialtnismaRig viele heterozygote Bocke (n=7) verglichen mit der
Kontrollgruppe (n=10). Die heterozygoten Weibchen (n=15) zeigten keine Auffalligkeiten gegeniiber der
Kontrollgruppe (n=13). f: Weibchen, m: Bécke. +: Wildtyp-Allel, p-neo: modifiziertes Allel, d: deletiertes Allel.
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Auch die durchschnittliche WurfgroBe war mit 5,7 Nachkommen pro Wurf im Gegensatz zur
Verpaarung von Tieren mit modifizierten Eif-5a2-Gen mit Flp-Deletern leicht reduziert
(Abbildung 3-30). Angenommen, nur etwa die Halfte der heterozygoten Bocke Uberlebt die
Embryonalentwicklung (siehe oben), dann musste die durchschnittliche WurfgrofRe insgesamt
um 12,5% reduziert sein, so dass auch die WurfgrolRe einen Hinweis auf eine Beeintrachtigung
der Embryonalentwicklung gab. Zudem war die postnatale Mortalitat der heterozygoten

Bocke leicht erhoht.
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Abbildung 3-31: Korpergewichtsentwicklung der heterozygoten Eif-5a2-Mause. Jeweils finf heterozygote
Weibchen (A) und Bocke (B) wurden lber vier Monate regelmafig gewogen und mit den jeweiligen Kontrolltieren
verglichen. Wahrend sich in den ersten zwei Monaten kaum Unterschiede ergaben, nahmen die heterozygoten
Eif-5a2-Weibchen im dritten und vierten Monat deutlich starker zu als die Kontrolltiere. Dieser Effekt war bei
den Bocken schwiacher ausgepragt. Signifikante Abweichungen gegeniber der Wildtyp-Kontrolle sind mit *
gekennzeichnet (p < 0,05). f: Weibchen, m: Bocke. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.

30; Die weitere Entwicklung der heterozygoten

o 28] . Eif-5a2-Mduse verlief zundchst unauffallig.
g -6 : Das Korpergewicht entwickelte sich in den
%24. ° ersten zwei Monaten entsprechend den
S . - N Kontrolltieren. Im dritten und vierten Monat
° nahmen die heterozygoten Weibchen

» Eif-5a2"”" Eif-5a2"" deutlich mehr an Gewicht zu als die

Abbildung 3-32: Korpergewicht von adulten Kontrollen, wahrend dieser Effekt bei den

heterozygoten Eif-5a2-Weibchen. Im Alter von funf bis . ) .
sechs Monaten wogen die fiinf heterozygoten heterozygoten Bocken weniger ausgepragt

Weibchen durchschnittlich Gber 10% mehr als die . . .
Wildtyp-Kontrollgruppe. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes war (Abbildung 3-31). Im Alter von funf bis

Allel. sechs Monaten wogen die heterozygoten

Weibchen durchschnittlich Gber 10% mehr als die Wildtyp-Kontrollgruppe (Abbildung 3-32).
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Sowohl die heterozygoten Weibchen als auch Bocke waren fertil und konnten lebensfahige

Nachkommen erzeugen (siehe 3.3.4).

Zusammenfassend zeigte sich, dass der heterozygote Eif-5a2-Knockout zwar lebensfahig war,
allerdings schien die embryonale Entwicklung von Bocken beeintrachtigt und die postnatale
Mortalitat erhoht zu sein. Heterozygote Weibchen waren davon nicht betroffen, sondern

zeigten eine gesteigerte Gewichtszunahme gegeniiber Kontrolltieren.

3.3.4 Der homozygote Eif-5a2-Knockout ist lebensfahig

Zur Uberpriifung, ob auch der homozygote Eif-5a2-Knockout lebensfihig war, wurden
heterozygote Eif-5a2-Mause miteinander verpaart. Unter den Nachkommen wurden
homozygote Knockout-Tiere identifiziert und damit der Nachweis der Lebensfihigkeit des
Eif-5a2-Knockouts erbracht. Der Anteil der hetero- und homozygoten Nachkommen war

jedoch geringer als statistisch nach der 1:2:1-Verteilung erwartet (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Nachkommen aus der Verpaarung von heterozygoten Eif-5a2-Mausen. Bei der Untersuchung von
66 Nachkommen konnte die erwartete 1:2:1-Verteilung der Genotypen nicht beobachtet werden, der Anteil
hetero- und homozygoter Eif-5a2-Tiere war reduziert. Die geschlechtsspezifische Analyse ergab, dass dieser
Effekt durch die Boécke hervorgerufen wurde. Wahrend die Genotyp-Verteilung der Weibchen einer 1:2:1-
Verteilung dhnelte, zeigten die Bécke eine 2:2:1-Verteilung (x>-Test, Wahrscheinlichkeit: 1,0). +: Wildtyp-Allel, d:
deletiertes Allel.

Eif-502*"* Eif-502*/ Eif-5q24/
erwartet 25% 50% 25%
gesamt 22 28 16
Weibchen 8 14 9
Bbcke 14 14 7

Die geschlechtsspezifische Analyse der Nachkommen ergab bei den Weibchen ungefahr die
erwartete 1:2:1-Verteilung (x*>-Test, Wahrscheinlichkeit: 0,84), bei den Bdcken jedoch eine
massive Abweichung von dieser Verteilung (x?>-Test, Wahrscheinlichkeit: 0). Hier konnte

stattdessen eine 2:2:1- Verteilung (x>-Test, Wahrscheinlichkeit: 1,0) beobachtet werden.

Unter der Annahme einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50% fiir die hetero- und
homozygoten Bocke bei der Embryonalentwicklung (siehe 3.3.3) ware genau diese 2:2:1-

Verteilung der Bocke zu erwarten.
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E Tiere. Im Vergleich zur Verpaarung von heterozygot
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des Mittelwerts. +: Wildtyp-Allel, p-neo: modifiziertes

0 Allel, d: deletiertes Allel.

+/p-neo X +/+;Flp* +/d x +/d

Einen weiteren Hinweis auf eine reduzierte embryonale Uberlebenswahrscheinlichkeit
lieferte die leicht reduzierte WurfgroRe bei der Verpaarung heterozygoter Tiere (Abbildung
3-33). Im Vergleich zur Verpaarung der heterozygot modifizierten Mause mit Flp-Deleter-
Mausen war die WurfgrofRe um 20% auf 5,6 Nachkommen pro Wurf reduziert und kam damit
der fiir eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50% bei Bécken erwarteten WurfgréRen-

Reduktion von 18,8% nah.
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Abbildung 3-34: Entwicklung des Korpergewichts von homozygoten Eif-5a2-Knockout-Tieren. Die jeweils funf
homozygoten KO-Weibchen (A) und -Mannchen (B) zeigten zunachst keine Unterschiede zur Kontrollgruppe. Die
heterozygoten Weibchen nahmen aber im Verlauf des viermonatigen Messzeitraums starker an Gewicht zu als
die Kontrolltiere. Signifikante Abweichungen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle sind mit * gekennzeichnet
(p < 0,05). f: Weibchen, m: Bocke. +: Wildtyp-Allel, d: deletiertes Allel.

Die weitere Entwicklung der homozygoten Eif-5a2-Knockout-Tiere verlief normal. Zunachst
konnten keine groBeren Unterschiede beim Korpergewicht festgestellt werden. Im Verlauf des
viermonatigen Messzeitraum zeigten die homozygoten Knockout-Weibchen dann aber ein

héheres Durchschnittsgewicht als die Kontrollgruppe (Abbildung 3-34).

Bei der postnatalen Uberlebenswahrscheinlichkeit konnten bisher keine Unterschiede zur

Kontrollgruppe festgestellt werden. Sowohl die homozygoten Knockout-Weibchen als auch
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Bocke waren fertil. Aus der Verpaarung mit Wildtyp-Tieren gingen lebensfahige Nachkommen

hervor.

Auch der homozygote Knockout des Eif-5a2-Gens in Mausen war lebensfahig. Wie beim
heterozygoten Knockout schien auch hier die Embryonalentwicklung ausschlielich von
Bdcken beeintrichtigt zu sein. Rechnerisch ergab sich eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von
etwa 50%. AnschlieRend entwickelten sich die homozygoten KO-Tiere normal und waren
fertil. Nur die Weibchen wiesen eine leicht gesteigerte Gewichtszunahme gegeniiber der

Kontrollgruppe auf.
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3.4 Identifizierung potentieller MRNA-

Interaktionspartner von elF-5A

Die bisher beschriebenen Funktionen von elF-5A hdngen eng mit mRNAs zusammen*3°°, Fur
wenige spezifische Transkripte wurde bereits eine Interaktion mit elF-5A beschrieben!!®120,
Um die Funktion von elF-5A besser zu verstehen, wurden mit elF-5A interagierende mRNAs
untersucht. Dazu wurde die Methode der Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation mit
anschlieBender Microarray-Analyse (RIP-Chip) eingesetzt, mit der genomweit potentielle
mRNA-Interaktionspartner gefunden werden kdénnen. Da elF-5A an aktiv translatierende
Ribosomen bindet!?!, sollten dadurch vorwiegend mRNAs kopréazipitiert werden, die

gemeinsam mit elF-5A am Ribosom lokalisieren.

3.4.1 Etablierung der Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation

Fir die Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation (RIP) wurden elF-5A-Proteine Uber eine
eingefiihrte Hamagglutinin-Epitop (HA)-Markierung aus eukaryotischen Zellen aufgereinigt
und die Bedingungen so gewahlt, dass daran gebundene RNAs mit isoliert wurden, also

Protein-RNA-Komplexe gereinigt bzw. angereichert wurden.

Um auch die Hypusin-Abhangigkeit der elF-5A-mRNA-Interaktion untersuchen zu kénnen,
wurden neben den Konstrukten elF-5A1-HA, elF-5A2-HA und der Negativkontrolle eGFP-HA
zusatzlich Punkt- und Deletionsmutanten von elF-5A (elF-5A1/2-K50R-HA, N-terminales und
C-terminales elF-5A1-HA) verwendet. Bei der elF-5A-Mutante K50R wurde der Lysin-Rest, der
normalerweise zu Hypusin umgewandelt wird, gegen Arginin ausgetauscht. Die
Deletionsmutanten enthielten nur die N-terminale (AS 1 — 83) bzw. nur die C-terminale

Domane (AS 84 — 154) des elF-5A1-Proteins.

Die Konstrukte wurden (ber Transduktion in NIH-3T3-Zellen eingebracht und per PCR und
Western Blot Uberprift, ob die modifizierten Proteine auf vergleichbarem Niveau exprimiert
wurden (Abbildung 3-35). Wahrend eine ausreichende Expression der elF-5A-Proteine, der
K50R-Mutanten und der N-terminalen Domane festgestellt werden konnte, konnte die
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C-terminale Domane lediglich auf mRNA-Ebene jedoch nicht als Protein nachgewiesen
werden. Auch mit N-terminaler HA-Markierung oder als Fusionsprotein mit den als nukledres
Lokalisationssignal wirkenden Aminosauren 1 — 19122 konnte die C-terminale Domane nicht

als Protein exprimiert werden.
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Abbildung 3-35: Expression von HA-markierten Proteinen fiir die Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation.
Verschiedene elF-5A-Varianten (A) mit C-terminaler HA-Markierung (gelb) wurden Uber retrovirale Transduktion
in NIH-3T3-Zellen eingebracht und ihre Expression per PCR auf mRNA-Ebene (B) und per Western Blot auf
Proteinebene (C) Gberpruft. Mit der Ausnahme von C-terminalem elF-5A1 konnte eine ausreichende Expression
aller Proteine festgestellt werden. Hyp: Hypusin, Arg: Arginin, N/C: N/C-terminale Domé&ne von elF-5A1.

Da die bisher beschriebenen mRNA- und Proteininteraktionen Uberwiegend Hypusin-
abhiangig sind%121123 wurde Uberpriift, ob die eingebrachten elF-5A-Proteine trotz ihrer
Modifikation in NIH-3T3-Zellen hypusiniert wurden. Dazu wurden die unterschiedlichen
elF-5A-Modifikationsformen mittels 2D-Western Blot aufgetrennt (siehe 3.2.3). Sowohl| HA-
markiertes elF-5A1, elF-5A2 als auch die N-terminale Doméane konnten hypusiniert werden,
wohingegen erwartungsgemall keine Modifikation der K50R-Punktmutanten stattfand

(Abbildung 3-36).
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elF-5A1-HA elF-5A2-HA N-term. elF-5A1-HA elF-5A1-K50R-HA elF-5A2-K50R-HA
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Abbildung 3-36: Uberpriifung der Hypusin-Modifikation der HA-markierten elF-5A-Proteine. Die verschiedenen
elF-5A-Modifikationsformen wurden mittels 2D-Western Blot und einem HA-spezifischen Antikorper sichtbar
gemacht und lber eine Aktin-Positionskontrolle zugeordnet. HA-markiertes elF-5A1, elF-5A2 und N-terminales
elF-5A1 lagen tberwiegend in der hypusinierten Form (schwarzes Dreieck) vor. Bei den K50R-Mutanten wurden
dagegen die saureren Lysin-haltigen elF-5A-Formen (rote Dreiecke) detektiert, die K50R-Mutanten konnten
erwartungsgemal nicht hypusiniert werden. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit dem DHS-Inhibitor GC7 (50 uM
fur zwei Tage) behandelt und ebenfalls das Auftauchen der saureren Lysin-haltigen elF-5A-Formen beobachtet.

Fir die RIP wurden in den Zellen gebildete elF-5A-mRNA-Komplexe tGber magnetische Anti-
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Abbildung 3-37: Ribonukleoprotein-
Immunoprazipitation von elF-5A1-HA.
A) Uber magnetische  Anti-HA-
Antikorper-konjugierte Mikrotrager
wurde elF-5A1 aufgereinigt. B) Die
dabei koprazipitierte RNA wurde
isoliert und ihre Integritdit mittels
chipbasierter elektrophoretischer
Separation im Bioanalyzer bestatigt.

HA-Antikorper-konjugierte Mikrotrager im magnetischen
Feld zuriickgehalten und mehrmals gewaschen. Die
Bedingungen wurden dabei so gewahlt, dass RNA-Protein-
Bindungen erhalten blieben. Die Western Blot-Analyse in
Abbildung 3-37 zeigt beispielhaft fiir elF-5A1, dass die
Aufreinigung der HA-markierten Proteine moglich war. Die
magnetischen Mikrotrager limitierten dabei die Menge der
aufgereinigten die
enthaltene RNA durch Proteinase K-Verdau und SDS-

Komplexe. AnschlieBend wurde

vermittelte

Denaturierung der Proteine den

aus
Komplexen gelost und aufgereinigt. Eine Bioanalyzer-
Messung bestatigte die Integritat der koprazipitierten RNA.
Auch die ribosomale 18S und 28S RNA konnten detektiert
werden und bestdtigen die Assoziation von elF-5A mit

Ribosomen.

Die beiden HA-markierten elF-5A-Isoformen sowie verschiedene Mutanten konnten in NIH-

3T3-Zellen exprimiert, Lys*%-abhangig hypusiniert und zur Isoform- und Mutanten-

spezifischen Koprazipitation von intakter RNA eingesetzt werden.
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3.4.2 Wie viel RNA koprazipitiert ist Hypusin-abhangig

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss Isoform und Hypusin-Modifikation auf die elF-5A-RNA-
Koprazipitation haben, wurde die Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation mit den
unterschiedlichen elF-5A-Proteinen durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen RNA-Mengen
konnten direkt miteinander verglichen werden, da die Menge der isolierten Komplexe durch

die limitierenden Mikrotrager konstant gehalten wurde.

Zur Abschatzung der unspezifischen Bindung von RNAs an Mikrotrager und Sdulen wurde HA-
markiertes eGFP eingesetzt, das keine RNA-Bindungsaktivitdt aufweist. Die lber dieses
Protein aufgereinigte RNA-Menge lag bei etwa 10% verglichen mit elF-5A1 und elF-5A2

(Abbildung 3-38) und zeigte, dass die unspezifische Anreicherung von RNA gering war.

Mit den beiden elF-5A-Isoformen konnte ungefahr gleich viel RNA koprazipitiert werden. Pro
RIP wurden durchschnittlich knapp 1 pug RNA isoliert. Die beiden K50R-Mutanten, die nicht
hypusiniert werden konnten, ergaben jeweils eine um Uber 60% reduzierte RNA-Ausbeute
verglichen mit ihrer jeweiligen Wildtyp-Form. Dagegen zeigte die aus der N-terminalen

Domane mit Hypusinrest bestehende Deletionsmutante keine Reduktion der koprazipitierten

RNA-Menge.
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Abbildung 3-38: Bei der Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation erhaltene RNA-Mengen. A) Per Messung am
Nanodrop konnte die koprazipitierte RNA kontrolliert und quantifiziert werden. B) Aus jeweils sechs bis zehn
unabhangigen RIP-Ansatzen wurde die durchschnittliche RNA-Ausbeute fir jedes HA-markierte Protein
bestimmt. Die liber eGFP-abgeschatzte unspezifische RNA-Bindung lag bei 10% bezogen auf elF-5A1 und elF-5A2.
Wahrend die beiden Isoformen etwa gleich viel RNA aufreinigten, kam es bei den K50R-Mutanten zu einer
deutlich reduzierten RNA-Koprazipitation. Die Deletionsmutante zeigte dagegen keine Reduktion in der RNA-
Menge. Signifikante Abweichungen gegenlber elF-5A1 sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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Die RIP-Ergebnisse zeigten, dass mit den verschiedenen elF-5A-Proteinen RNAs spezifisch
koprazipitiert werden konnten, wobei die Hypusin-Modifikation eine wichtige Rolle spielte,

ihr Verlust resultierte in einer stark reduzierten Koprazipitation von RNA.

3.4.3 Identifizierung potentieller mRNA-Interaktionspartner

Um die mit den verschiedenen elF-5A-Proteinen koprazipitierte RNA nicht nur quantitativ,
sondern auch qualitativ miteinander vergleichen zu kénnen, wurde diese per Microarray
analysiert. Hierflir wurde jeweils dieseloe RNA-Menge (100 ng) eingesetzt und Unterschiede

zur Gesamt-RNA von elF-5A1-HA-exprimierenden Zellen berechnet.

Wie in Abbildung 3-39 am Beispiel von elF-5A1 gezeigt, war nach der RNA-Koprazipitation eine
spezifische Gruppe von Transkripten im Vergleich zur Gesamt-RNA deutlich angereichert
(5,6% der 45.101 untersuchten Transkripte), wahrend viele Transkripte im Vergleich zur

Gesamt-RNA erniedrigt waren oder nur eine leichte Veranderung zeigten.
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Abbildung 3-39: Microarray-Analyse der durch Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation erhaltenen RNA. Die
mit elF-5A1-HA koprazipitierte RNA wurde per Microarray mit der Gesamt-RNA der Zellen verglichen. Von den
45.101 untersuchten Transkripten waren 5,6% nach elF-5A1-HA-Koprazipitation angereichert (griin) und lagen
Uber der gesetzten Anreicherungsschwelle (SLR > 0,8). SLR: Signal Log Ratio.

Flr die weitere Analyse wurden nur Transkripte verwendet, die im T-Test signifikant verandert
waren und (ber der gesetzten Anreicherungsschwelle (Signal Log Ratio > 0,8) lagen. Die 100

jeweils am starksten angereicherten Transkripte sind im Anhang unter 5.3 aufgelistet. Um
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Treffer zu minimieren, die auf einer veranderten RNA-Expression durch die eingefiihrte
Expression von HA-markierten elF-5A-Proteinen basierte, wurde die Gesamt-RNA aus elF-5A1-
HA-exprimierenden Zellen isoliert. Der optimale Vergleich bestand daher zwischen elF-5A1
und Gesamt-RNA, die weitere Auswertung wurde vor allem auf diesen Vergleich bezogen.
Insbesondere bei der N-terminalen elF-5A1-Domane kam es zu einer massiven Anreicherung

weiterer Transkripte.

A) Prizipitiertes Transkript- B) C) D)
Protein Anzahl*
elF-5A1 823 224 | 537 1.462 369 454 1.052
elF-5A2 1.999
elF-5A1-K50R 1.479
elF-5A2-K50R 722 elF-5A1 elF-5A2 elF-5A1 elF-5A1-K50R elF-5A1 N-term. elF-5A1
N-term. elF-5A1 2.875
E] |:) G) elF-5A1 elF-5A2 H) elF-5A1 elF-5A1-K50R

982 | 497 225 1.527 | 472 250

elF-5A1-K50R  elF-5A2-K50R elF-5A2 elF-5A2-K50R

N-term. elF-5A1 N-term. elF-5A1

Abbildung 3-40: Ubereinstimmungen zwischen den angereicherten Transkripten. A) Die Tabelle gibt die Anzahl
signifikant angereicherter Transkripte tGber der Anreicherungsschwelle (SLR > 0,8) flr das jeweilige zur RIP
verwendete Protein wieder. Die 100 jeweils am starksten angereicherten Transkripte sind unter 5.3 aufgefihrt.
B-H) Uberschneidungen zwischen den in den verschiedenen Ansitzen gefundenen signifikant angereicherten
Transkripten. SLR: Signal Log Ratio. *: Gegenliber der Gesamt-RNA signifikant angereichert (p<0,05).

Fir elF-5A1 wurden 823 gegeniiber der Kontrolle signifikant angereicherte Transkripte
oberhalb der Anreicherungsschwelle detektiert. Davon wurden 65% Isoform-unabhangig mit
elF-5A1 und elF-5A2 koprazipitiert und 35% Isoform-spezifisch nur mit elF-5A1. Dagegen
wurden 71% der elF-5A1-Transkripte auch mit der N-terminalen Domane aufgereinigt, 51%
sowohl mit elF-5A2 als auch der N-terminalen Doméane zusammen (Abbildung 3-40). Nur 55%
der elF-5A1-Transkripte wurden auch mit der K50R-Mutante erhalten. Insgesamt 24% der
Transkripte wurden mit elF-5A1 und der N-terminalen Domane, nicht aber mit der K50R-

Mutante gefunden, 48% mit allen drei Proteinen.

Die Transkripte wurden mit verschiedenen Algorithmen auf gemeinsame Eigenschaften
untersucht. Eine Cluster-Analyse Uber die Gene Ontology-Annotationen der mit elF-5A1 oder
elF-5A2 koprazipitierten Transkripte ergab, dass Transkripte aus der Kategorie ,,Metabolische

Prozesse” sowie ,Zelluldre Prozesse“ stark angereichert waren (Abbildung 3-41).
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Abbildung 3-41: Gene Ontology- und KEGG-Pathway-Analyse der koprazipitierten RNA. A) Innerhalb der
Gruppe der bei der Kopréazipitation mit elF-5A1 oder elF-5A2 isolierten RNA wurden vor allem Transkripte aus
den Kategorien ,,Metabolische Prozesse” und ,,Zelluldre Prozesse” gefunden. B-C) Sowohl bei der Koprazipitation
mit elF-5A1 (B) als auch elF-5A2 (C) waren viele metabolische Stoffwechselwege angereichert, unter diesen
befanden sich auch zentrale Bestandteile des Energiestoffwechsels wie der Glykolyse/Glukoneogenese und des

Zitratzyklus.

Neben verschiedenen metabolischen Prozessen konnte in der KEGG- und GeneGO-Pathway-

Analyse eine Anreicherung von zentralen Energiestoffwechselprozessen wie dem Zitratzyklus

und der Glykolyse/Glukoneogenese (Abbildung 3-42) festgestellt werden.
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Abbildung 3-42: Angereicherte Transkripte der Glykolyse/Glukoneogenese. Bei der Koprazipitation mit elF-5A1
oder elF-5A2 wurden viele Transkripte identifiziert, die per GeneGo-Pathway-Analyse der
Glykolyse/Glukoneogenese zugeordnet werden konnten. Mit elF-5A2 kopréazipitierte mRNAs sind mit einer roten
Markierung gekennzeichnet.

Bei den GeneGO- und Biocarta-Pathway-Analysen zeigte sich eine Isoform-spezifische
Anreicherung von DNA Damage Pathways. So waren bei der Koprazipitation mit elF-5A2 der
ATM-ATR- und der BRCA1/2-Signalweg angereichert (Abbildung 3-43). Mit elF-5A1 wurden die

entsprechenden Transkripte dagegen grofStenteils nicht angereichert.
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Abbildung 3-43: Isoform-spezifische Anreicherung von DNA Damage Pathways mit elF-5A2. Die GeneGO- und
Biocarta-Pathway-Analyse der mit elF-5A2 aufgereinigten mRNAs ergaben eine Anreicherung des ATM-ATR- (A)
und des BRCA1/2-Signalwegs (B). Mit elF-5A2 koprazipitierte mRNAs sind mit einer roten Ausrufezeichen-
dhnlichen Markierung gekennzeichnet.

Fiir die genauere Transkript-Analyse wurden die Hypusin-unabhangig mit den K50R-Mutanten
aufgereinigten Transkripte von den mit elF-5A1 bzw. elF-5A2 isolierten Transkripten
subtrahiert und nur die Hypusin-abhdngigen Transkripte weiter untersucht. Bei der Gene
Ontology-Analyse zeigte sich, dass die korrespondierenden Proteine der Mehrheit der

identifizierten Transkripte in Organellen lokalisiert sind (Abbildung 3-44).
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melF-5A1
80
elF-5A2
70
60
50
=
40
30
20
N . I
0 |
Organelle Organellepart ~ Membrane-enclosed lumen Cell Cell part Macromolecular complex Envelope
B) % 0 2 1 6 8 1 Q) % 0 2 4 6 8 10
| Transit peptide:Mitochondrion | Repeat:WD 2
Nucleotide phosphate-binding region:FAD Repeat:wWD 1
Repeat:WD 3 Repeat:WD 3
Repeat:WD 1 Repeat:WD 4
Repeat:WD 2 Repeat:WD 7
Domain:) Transit peptide: Mitochondrion
Repeat:WD 4 Repeat:WD 6
Repeat:WD 5 Repeat:WD5

Nucleotide phosphate-binding region:NADP Nucleotide phosphate-binding region:ATP

Binding site:Substrate Splice variant

DNA-binding region:Tryptophan pentad... Short sequence motif:Nuclear...

Repeat:WD 6 Binding site:Substrate

Domain:FHA-ike Domain:Helicase ATP-binding

Metal ion-binding site:Zinc 2 Domain:LisH

Binding site:FAD Domain:Helicase C-terminal

Abbildung 3-44: Lokalisation und Strukturmotive der korrespondierenden Proteine von Hypusin-abhangig
koprazipitierten Transkripten. A) Die Gene Ontology-Analyse der ausschlieflich Hypusin-abhingig
aufgereinigten Transkripte wies darauf hin, dass knapp 60% der korrespondierenden Proteine der identifizierten
Transkripte in Organellen lokalisiert sind. B-C) Innerhalb der Gruppe der Hypusin-abhangig mit elF-5A1 (B) oder
elF-5A2 (C) aufgereinigten Transkripte befanden sich verstarkt solche, deren Produkte das mitochondriale
Transitpeptid oder WD-Repeat-Domanen besitzen (Up-Seq-Feature-Analyse). Dargestellt sind die 15 am
starksten angereicherten Strukturmotive.

Bei der Proteinstruktur-Analyse (Abbildung 3-44 B und C) zeigte sich zudem eine Anreicherung

von Transkripten, deren Produkte das mitochondriale Transitpeptid enthalten. Aus diesem
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Grund wurde die Anreicherung von nukledr kodierten Transkripten, die mitochondriale
Proteine kodieren, genauer analysiert. In Abbildung 3-45 ist ein Teil der angereicherten
Transkripte fir mitochondriale Proteine aufgefiihrt. Wahrend die Transkripte fir
mitochondriale ribosomale Proteine mit den elF-5A-Proteinen starker koprazipitiert wurden
als mit den elF-5A-Mutanten, war bei den Transkripten fiir andere mitochondriale Proteine

fast kein Unterschied zwischen den Wildtyp-Proteinen und Mutanten sichtbar.
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Abbildung 3-45: Signifikant angereicherte Transkripte, die mitochondriale Proteine kodieren (Auswahl). Bei
der Koprazipitation mit elF-5A-Proteinen wurde eine Reihe von Transkripten, die mitochondriale Proteine (Mps)
oder mitochondriale ribosomale Proteine (Mrps) kodieren, signifikant angereichert. Wahrend sich die Signal Log
Ratio fur die Mps (A) kaum zwischen elF-5A und den elF-5A-Mutanten unterschied, wurden die Mrps (B) von den
elF-5A-Wildtyp-Proteinen deutlich besser aufgereinigt als von den elF-5A-Mutanten. Bckdha: branched chain
ketoacid dehydrogenase E1, alpha polypeptide, Suox: sulfite oxidase, Acsf3: acyl-CoA synthetase family member
3, Ivd: isovaleryl coenzyme A dehydrogenase, Mavs: mitochondrial antiviral signaling protein, Mmaa:
methylmalonic aciduria (cobalamin deficiency) type A, Mccc2: methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 2
(beta), Acaa2: acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial 3-oxoacyl-Coenzyme A thiolase), Nipsnap1:
4-nitrophenylphosphatase domain and non-neuronal SNAP25-like protein homolog 1 (C. elegans), Slc25a35:
solute carrier family 25, member 35, Cpt2: carnitine palmitoyltransferase 2, Sirt5: sirtuin 5 (silent mating type
information regulation 2 homolog) 5 (S. cerevisiae), Fahd2a: fumarylacetoacetate hydrolase domain containing
2A, Ndufv1: NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, Acaala: acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1A.

In einer kirzlich erschienenen Publikation wurde elF-5A als Translationselongationsfaktor
beschrieben, der die Translation von Proteinen mit vier und mehr konsekutiven Prolinresten
fordert®. Daher wurde untersucht, ob Transkripte flir Proteine mit konsekutiven Prolin-
Resten angereichert waren. Zunachst wurden alle Mausproteine mit konsekutiven Prolin-

Resten identifiziert und mit den beim RIP-Chip signifikant angereicherten Transkripten
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verglichen. Dabei war der Anteil von Transkripten flr Proteine mit mehr als vier konsekutiven

Prolinresten minimal hoher als statistisch erwartet.

Dagegen war ein anderes Protein-Strukturmotiv verstarkt innerhalb der korrespondierenden
Proteine der Hypusin-abhdngig aufgereinigten Transkripte vertreten (Up-Seq-Feature-
Analyse). Isoform-unspezifisch lieBen sich Transkripte fiir Produkte mit WD-Repeat-Domanen
aufreinigen. Dabei waren alle sieben WD-Repeat-Domanen (1 — 7) der WD40-Proteine
vertreten (Abbildung 3-44 B-C). Ein Sequenzmotiv innerhalb der koprazipitierten RNAs konnte

dagegen weder mit dem DRIM- noch FIRE-Algorithmus identifiziert werden.

Die Microarray-Analyse der mit elF-5A-Proteinen koprazipitierten mRNAs ergab eine
signifikante Anreicherung einer Gruppe von Transkripten. Einige dieser Transkripte wurden
von allen elF-5A-Proteinen aufgereinigt, andere Isoform-spezifisch oder Hypusin-abhangig.
Vermehrt koprazipitiert wurden Transkripte, deren Produkte bei metabolischen und
zellularen Prozessen, insbesondere dem Energiestoffwechsel, eine Rolle spielen. Eine grolRe
Anzahl von Transkripten kodiert Proteine, die in Organellen wie dem Mitochondrium
lokalisiert sind und zum Teil das mitochondriale Transit-Peptid enthalten. Wahrend keine
RNA-Sequenzmotive gefunden werden konnten und Transkripte fir Proteine mit
konsekutiven Prolin-Resten nur minimal angereichert waren, wurde eine Anreicherung von
Transkripten fiir Proteine mit WD-Repeat-Domanen festgestellt. Mit elF-5A2 konnte zusatzlich

eine Anreicherung von DNA Damage Pathways beobachtet werden.

3.4.4 Validierung potentieller mRNA-Interaktionspartner

Um die Microarray-Ergebnisse zu validieren, wurde die Anreicherung einiger Transkripte in
einem unabhangigen Satz von RIPs per qPCR Uberprift und mit der durch eGFP unspezifisch
aufgereinigten RNA verglichen. Dazu wurden einerseits Kandidaten mit einer starken
Anreicherung gegenilber der Gesamt-RNA (Pex6, Rbm14, Ccdc28b) sowie Kandidaten mit
sieben bis 15 konsekutiven Prolinresten (Stip1, Gtf2i, Sik2, Brdt) untersucht. Bei allen
getesteten Kandidaten konnte in der gPCR eine deutliche Anreicherung gegeniiber der

Hintergrundkontrolle festgestellt werden (Abbildung 3-46).
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Abbildung 3-46: Validierung der Microarray-Ergebnisse. A-F) Nach erneuter RIP mit den verschiedenen elF-5A-
Proteinen wurde die Anreicherung einiger im Microarray gefundener Transkripte per qPCR Uberprift. Als
Kontrolle fur die gPCR-Reaktion wurde Gesamt-RNA verwendet. Die Ergebnisse wurden dann auf die durch eGFP-
unspezifisch aufgereinigte RNA normiert. Dabei konnte eine signifikante Anreicherung der Pex6-, Rbom14- und
Ccdc28b-mRNA (A-C) sowie der flir Proteine mit vielen konsekutiven Prolinresten kodierenden mRNAs Stip1,
Gtf2i und Sik2 (D-F) gefunden werden. G) Auch die Brdt-mRNA, die ein Protein mit 15 konsekutiven Prolin-Resten
kodiert, war in den RIP-Ansdtzen angereichert, wahrend sie weder im eGFP-RIP-Ansatz noch in der Gesamt-RNA
detektiert werden konnte. H) Die Anreicherung dieser Transkripte war spezifisch und kein genereller Effekt, da
es zu keiner Anreicherung der Housekeeping Gene-mRNA von Rplp0O kam. Pex6: peroxisomal biogenesis factor
6), Rbm14: RNA binding motif protein 14, Ccdc28b: coiled coil domain containing 28B, Stip1: stress induced
phosphoprotein 1, Sik2: salt inducible kinase 2, Gtf2i: general transcription factor Ili, Brdt: Bromodomain testis-
specific protein, Rplp0: ribosomal protein large PO. Signifikante Abweichungen gegeniber der Hintergrund-
Kontrolle sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Um auszuschlieRen, dass es zu einer generellen Anreicherung von mRNAs gekommen war
oder die qPCR dieser Proben besser funktionierte als bei der Hintergrundkontrolle, wurde
auch das Housekeeping Gene Rplp0 getestet (Abbildung 3-46 H). Hier konnte keine
Anreicherung in den mit elF-5A-prazipitierten Ansatzen gefunden und damit gezeigt werden,

dass die Anreicherung der untersuchten Kandidaten-Transkripten spezifisch war.

Mittels qPCR konnte die Anreicherung spezifischer Transkripte bei der RIP mit elF-5A-

Proteinen bestatigt werden. Die untersuchten Transkripte zeigten eine signifikante Erh6hung
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gegenlber der Hintergrundkontrolle. Die Spezifitat dieser Anreicherung konnte durch den

Vergleich mit einem Housekeeping Gene gezeigt werden.
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4  Diskussion

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Proteinfunktionen, indem sie die Aktivitat, Lokalisation oder Interaktion mit
anderen Molekilen regulieren kénnen (zusammengefasst in2). Durch ihre Dynamik,
Kombinationsmoglichkeiten und teilweise Reversibilitdit ergibt sich daraus eine
feinabgestimmte Regulationsmoglichkeit der zellularen Aktivitat. Unter den Ulber 200
bekannten PTMs befinden sich neben den haufiger vorkommenden auch drei einzigartige
Modifikationen, die jeweils nur in einem an der Translations-Elongation beteiligten Protein
vorkommen. Zu diesen gehort neben der Ethanolamin-Phosphoglycerol-Modifikation des
eukaryotischen Elongationsfaktors 1A (eEF-1A) und der Diphthamid-Modifikation des

eukaryotischen Elongationsfaktors 2 (eEF-2) die Hypusin-Modifikation von elF-5A%.

Obwohl elF-5A und seine Hypusin-Modifikation essentiell fir die zelluldre Proliferation sind,
ist die jeweilige Funktion noch nicht vollstandig aufgeklart. Da sie zudem bei der Entstehung
von Tumorerkrankungen, Diabetes und bei der HIV-Infektion eine wichtige Rolle spielen, stellt
die Hypusin-Modifikation eine aussichtsreiche neue Zielstruktur fir die Entwicklung von
Therapieverfahren dar>0626>68% ym detailliertere Kenntnis tiber die Bedeutung der Hypusin-
Modifikation im Saugerorganismus sowie Uber die molekularen Grundlagen seiner Funktion
zu erhalten, wurden in dieser Arbeit konditionale Knockout-Mausmodelle fiir die Hypusin-
Modifikation etabliert und analysiert sowie interagierende mRNAs identifiziert. Die dabei
gewonnenen Daten liefern eine Vielzahl von Ansatzpunkten fiir weitere Untersuchungen, die

nun u. a. mithilfe der generierten Mausmodelle moglich sind.
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4.1 Das DHS-Enzym ist essentiell flir die Viabilitat von

Saugern

4.1.1 Der konstitutive Dhs-Knockout fiihrt zu embryonaler Letalitat

In der vorliegenden Arbeit konnte die erste konditionale Knockout-Mauslinie fiir das Dhs-Gen
generiert werden (siehe 3.1). In dieser Linie liegt das Dhs-Gen ubiquitar in gefloxter Form vor,
wobei diese Modifikation keinerlei Beeintrachtigung zeigt. Durch entsprechende
Verpaarungen mit Cre-Deleter-Mausen lasst sich der groRte Teil des Dhs-Gens entfernen, so

dass der vollstandige DHS-Verlust im Saugerorganismus untersucht werden kann.

Wahrend an der Generierung dieser Linie gearbeitet wurde, wurde ein konstitutiver Dhs-
Knockout in Mausen publiziert>2118, Diese Arbeiten weisen jedoch mit einem gemischten
Hintergrund und einem nicht-konditionalen Design zwei entscheidende Nachteile auf, so dass
sich mit dieser Mauslinie bei embryonaler Letalitat des Dhs-Knockouts die Rolle des Dhs-Gens

weder nach der Embryonalentwicklung noch in spezifischen Geweben untersuchen lasst.

In der Tat konnte mit der erfolgreich etablierten konditionalen Dhs-Mauslinie erstmals im
reinen C57BL/6-Hintergrund die embryonale Letalitdt des konstitutiven Dhs-Knockouts
beobachtet werden (siehe 3.2.2). Dies bestdtigt die Ergebnisse aus dem gemischten
Hintergrund, in dem die embryonale Letalitdat bereits auf ein sehr frilhes Stadium datiert
werden konnte (zwischen E3,5 und E7,5)°%118, Zusammen mit den Beobachtungen, dass auch
der konstitutive Knockout sowohl des Eif-5a1-1'8 als auch des Dohh-Gens®’ in einem frithen
Stadium der murinen Embryonalentwicklung letal ist, legen die Ergebnisse nahe, dass
vollstandig hypusiniertes elF-5A eine bedeutende Rolle wahrend der frihen

Embryonalentwicklung von

elF-5A DHS elF-5A~ DOHH oF5p

elF-5A: — N Saugetieren spielt.

(Lys) ~ «——— “(Dohyp) (Hyp)
S. cerevisiae x x Diese Ergebnisse passen gut
C. elegans x x x zu der Beobachtung, dass in
M. musculus x X x

Eukaryoten die Bedeutung

Abbildung 4-1: Essentielle Bedeutung des Hypusin-Systems in Eukaryoten.
Wahrend die Inaktivierung des Dohh-Homologs in S. cerevisiae vital ist, ist in
héheren Eukaryoten zusdtzlich zum Eif-5a- und Dhs-Gen auch das Dohh-Gen  Modifikation von ein- zu
essentiell (x).

der vollstandigen Hypusin-
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mehrzelligen Organismen weiter zunimmt (Abbildung 4-1). Wahrend bereits in S. cerevisiae
die Deletion sowohl der Eif-5a-Homologe TIF51A und TIF51B% als auch des Dhs-Homologs
DYS1%°%0 |etal ist, fiihrt die Inaktivierung des Dohh-Homologs LIA1 in S. cerevisiae nur zu einer
leichten Einschriankung des Wachstums!’3l, Daraus l4sst sich schlieRen, dass das
Deoxyhypusin-haltige elF-5A-Intermediat in einzelligen Eukaryoten alle essentiellen
Funktionen von elF-5A erfillen kann. Schon in C. elegans®?3* und D. melanogaster3*3> ist
dagegen auch das Dohh-Gen essentiell. Dies ldasst vermuten, dass elF-5A im Laufe der
Entwicklung hin zu multizellularen Eukaryoten weitere essentielle Funktionen Gibernommen
hat, fliir die die vollstandige Hypusin-Modifikation benétigt wird, oder dass in hdheren

Eukaryoten eine starkere Regulierung der elF-5A-Aktivitat benotigt wird.

Wahrend aktuelle Untersuchungen (ber die funktionelle Bedeutung von posttranslationalen
Protein-Modifikationen feststellten, dass nur ein kleiner Teil der Modifikationsstellen
spezieslibergreifend konserviert ist und eine signifikante biologische Bedeutung besitzt,
haben konservierte Modifikationsstellen dagegen eine hohe regulatorische Relevanz'?41%>,
Moglicherweise war die Hypusin-Modifikation in einer friiheren Zeit eine verbreitete
Modifikation®. Wahrend die Hypusin-Modifikation anderer Proteine scheinbar aufgrund
mangelnder Unverzichtbarkeit nicht konserviert wurde, muss dagegen die Bedeutung der
Hypusin-Modifikation von elF-5A so grol sein, dass es sich lohnt, diesen extrem aufwandigen
Modifikationsweg mit zwei, nur flir die Modifikation eines einzigen Proteins bendtigten

Enzymen aufrechtzuerhalten.

Mit der hier vorgestellten konditionalen Dhs-Mauslinie ist es nun in Verbindung mit einer
Vielzahl an gut charakterisierten Cre-Deleter-Mausen trotz der embryonalen Letalitdt moglich,
die Bedeutung der Hypusin-Modifikation in diversen spezifischen Zelltypen oder zu einem
bestimmten Zeitpunkt zu untersuchen. Beispielsweise konnte Gber Verpaarung mit der vom
Jackson Laboratory erhiltlichen Mauslinie B6.Tg(Ins2-cre/ERT)1Dam/J ein Dhs-Knockout in
den Inselzellen des Pankreas erreicht werden und so die Rolle der Hypusin-Modifikation bei
der Entstehung von Diabetes weiter untersucht werden. Zudem ermoéglichte das konditionale
Design, aus der generierten Mauslinie ein induzierbares in vitro-Modell fiir den Dhs-Knockout
zu etablieren, so dass nun der vollstandige DHS-Funktionsverlust auch in Zellkultur untersucht
und dadurch die Anzahl an Tierversuchen reduziert werden kann. Die embryonale Letalitat
des Dhs-KOs kombiniert mit der vielfaltigen Anwendbarkeit der konditionalen Dhs-KO-Linie
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rechtfertigt also die im Vergleich zu Zinkfinger-126 und TALE-Nukelasen'?” aufwindige
Herstellungs-Strategie, da sie immer noch den Konigsweg fir konditionale Mutationen im

Mausmodell darstellt.

4.1.2 Das DHS-Enzym ist auch nach der Embryonalentwicklung
essentiell

Nicht nur in der Embryonalentwicklung spielt das Dhs-Gen eine entscheidende Rolle. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die DHS-Funktion auch in juvenilen
Mausen essentiell ist (siehe 3.2.5). Die Wichtigkeit von elF-5A und seiner Hypusin-
Modifikation auch in adulten Geweben wurde zuvor durch die ubiquitdre Expression aller
beteiligten Gene und die starken Auswirkungen von Hypusinierungs-Inhibitoren in

Zellkultur!? vorausgesagt.

Bei einem ubiquitdr exprimierten Gen fihrt sein induzierter Knockout zuerst dort zu einem
Phanotyp, wo sein Genprodukt die entscheidendste Rolle spielt, wo die Halbwertszeit des
restlichen funktionellen Proteins am kirzesten ist und wo der Knockout am effizientesten
stattfindet (Abbildung 4-2). Aufgrund der essentiellen Bedeutung von Hypusin fiir die zellulare
Proliferation kommen dafiir fast alle Gewebe in Frage, moglicherweise sind aber stark
proliferierende oder sich differenzierende Zelltypen starker von hypusiniertem elF-5A

abhangig36°°.

Auswirkung des Dhs-Knockouts in Geweben mit...

!

DHS-Expression

T

starkster Hypusin- kiirzester Halbwertszeit effizientestem
Abhangigkeit von DHS bzw. elF-5A(Hyp) Dhs-Knockout
Cre/Esrl- Tamoxifen-

Expression Erreichbarkeit

Abbildung 4-2: Faktoren, die die Auswirkung des induzierten Dhs-Knockouts bestimmen. Neben der Expression
von DHS sind die Hypusin-Abhdngigkeit, die Halbwertszeit von hypusiniertem elF-5A und die Effizienz des
Knockouts in den verschiedenen Geweben entscheidend fiir die Auswirkung des Dhs-KOs.

Daten (ber die Halbwertszeit von DHS liegen bisher nicht vor, die Halbwertszeit von

hypusiniertem elF-5A ist gewebsspezifisch sehr unterschiedlich. Wahrend in vielen
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eukaryotischen Zellen eine Halbwertszeit von 20 Stunden und mehr beobachtet werden
konnte!?®130 betrigt diese beispielsweise in den Inselzellen des Pankreas nur etwa sechs
Stunden®’. Gewebe mit einer vergleichsweise kurzen Halbwertszeit waren also schneller vom
Dhs-Knockout betroffen. Allerdings ist es denkbar, dass die Halbwertszeit von hypusiniertem
elF-5A oder DHS unter bestimmten Bedingungen verindert werden kann'3?, so dass Gewebe
mit einer besonderen Abhadngigkeit von hypusiniertem elF-5A sich moglicherweise

voriibergehend schiitzen konnten.

Fir die Effizienz der durch Tamoxifen induzierten Cre-basierten Gendeletion ist zum einen die
basale Expression der Cre-Rekombinase entscheidend, die maligeblich vom verwendeten
Promotor abhangt. Da die Cre-Rekombinase erst aktiv werden kann, wenn der fusionierte
Ostrogenrezeptor 4-Hydroxytamoxifen gebunden hat, ist auch die Erreichbarkeit des

Gewebes durch Tamoxifen fir die Ausfihrung der Gen-Deletion entscheidend.

Der aus dem Immediate-early-Verstarker von CMV und dem R-Aktin-Promotor aus Hihnern
bestehende chimadre CAG-Promotor erlaubt eine weit verbreitete Expression des Cre/Esrl-
Fusionsproteins, allerdings gilt dies beispielsweise nicht fur die Leber'®l. Durch die gute
Gewebegingigkeit von Tamoxifen und erfolgreiche Uberwindung der Blut-Hirnschranke°? ist
davon auszugehen, dass der aktive Metabolit 4-Hydroxytamoxifen die meisten Gewebe
erreichen kann. Vor allem in gut vaskularisierten Organen wie dem Herz, aber auch in Niere,
Lunge, Pankreas, Darm und verschiedenen Gehirnbereichen kann jeweils in verschiedensten
Zelltypen eine Cre-basierte Deletion beobachtet werden!. Auch die in dieser Arbeit gezeigte
induzierte Deletion des Dhs-Gens verhielt sich entsprechend. In der Leber konnte ebenfalls
keine Deletion detektiert werden, wahrend in allen anderen untersuchten Organen bereits
finf Tage nach oraler Tamoxifengabe das deletierte Allel nachweisbar war (siehe Abbildung
3-21). Innerhalb der sehr kurzen Zeitspanne bis zum Ende der Versuche (fiinf bis 14 Tage)
konnte noch keine 100% Deletion des Dhs-Gens in den untersuchten Organen festgestellt
werden. Zwar kann auch mit der oralen Gabe von Tamoxifen Ubers Futter eine der i. p.-

132 allerdings werden dazu teilweise drei

Injektion vergleichbare Gen-Deletion erzielt werden
Wochen benétigt!32133, Unter in vitro-Bedingungen konnte in den generierten Dhs-MEFs
durch 4-Hydroxytamoxifen in weniger als 48 Stunden eine vollstdndige Deletion des Dhs-Gens
mit zeitnaher Abnahme der Dhs-Expression und der Hypusin-Modifikation von elF-5A erzielt
und damit die mogliche Effizienz des Systems aufgezeigt werden (siehe 3.2.4).
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Da der induzierte Dhs-Knockout extrem schnell und zu einem Zeitpunkt, an dem die Gen-
Deletion in den untersuchten Organen noch unvollstindig ist, Letalitat verursacht, hat
moglicherweise schon die veranderte Dhs-Expression eine letale Wirkung. Wahrscheinlicher
aber ist, dass der Dhs-Knockout in einigen sehr wichtigen Zelltypen dhnlich effizient wie in den
MEFs erfolgt und so zur friihen Letalitat des Dhs-Knockouts fihrt. Zusammengenommen lasst
sich also feststellen, dass die Letalitdt des Dhs-Knockouts vermutlich von einem oder
mehreren Zelltypen verursacht wird, die entweder besonders abhangig von einem konstanten
Dhs-Expressionslevel sind oder die besonders abhangig von hypusiniertem elF-5A und seiner
Neusynthese sind und in denen zusatzlich der Knockout effizienter als in den untersuchten

Organen erfolgt.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass der Dhs-Knockout in wenigen Zellen ausreicht, um Letalitat
auch in adulten Mausen hervorzurufen, wurde durch die Durchlassigkeit des Tamoxifen-
induzierbaren Systems erhalten. Dhs?/?;CAG-cre/Esr1*-Mause starben im Alter von ungefihr
16 Wochen, kein Tier dieses Genotyps wurde alter als 19 Wochen (Daten nicht gezeigt). Dieser
Effekt trat dagegen bei Tieren mit Dhs”P-Genotyp nicht auf, das bisher ilteste Tier dieses
Genotyps ist inzwischen 36 Wochen alt. Auch Dhs*/?;CAG-cre/Esrl*-Tiere waren nicht
betroffen. In den gestorbenen Tieren ist es vermutlich in einzelnen Zellen zu einer Tamoxifen-
unabhangigen Rekombination gekommen, die bereits fiir die verwendete CAG-cre/Esrl-Linie
beschrieben wurde!®', Wahrend in Embryonen an E9,5 weniger als 0,1% rekombinierte Zellen
beobachtet wurden, ist unklar wie viele Zellen mit Tamoxifen-unabhangiger Rekombination
im Laufe der Entwicklung akkumulieren. Jedenfalls reicht dieser Anteil an Zellen mit Dhs-

Deletion offensichtlich aus, um Letalitdt in adulten Mausen zu verursachen.

Bei einem ubiquitdr wichtigen Gen wie Dhs ist es schwierig, die genaue Letalitdtsursache
seines Knockouts festzustellen. Die Dhs-Expressionsanalysen verschiedener Organe legten
nahe, dass in diesen durch den noch unvollstandigen Dhs-Knockout und eine vermehrte Dhs-
mMRNA-Expression noch keine verminderte DHS-Aktivitat spirbar sein dirfte. Allerdings waren
bei der Untersuchung Organe nur als Ganzes beurteilbar und es lief sich nicht unterscheiden,
ob es in einigen Zelltypen schon zu einem effektiven KO gekommen war. Die mangelnde
Qualitat der erhaltlichen DHS-spezifischen Antikdrper ldsst eine immunhistochemische
Beurteilung nicht zu. In einer histologischen Untersuchung von Leber, Milz, Niere,
Knochenmark, Herz, Darm, Lunge, Pankreas, Knochen und Muskel konnte in den meisten

109



Diskussion

Organen (unter dem Vorbehalt der histologischen Sichtbarkeit) keine Ursache fiir den starken

Phanotyp gefunden werden.

Vermutlich verursacht der Dhs-KO eine Stérung der blutbildenden Zellen im Knochenmark
(siehe Abbildung 3-23). Eine Abnahme dieser Zellen ist am vermehrten Fettanteil im
Knochenmark sichtbar. Im peripheren Blut manifestiert sich eine Stérung des Knochenmarks
allgemein zuerst durch eine Stérung der Thrombozyten oder Leukozyten, die eine deutlich
kiirzere Halbwertszeit als rote Blutkdrperchen haben. In den KO-Tieren weisen Blutungen in
der Niere auf eine solche Stérung mit einer verminderten Blutgerinnung hin. Mause haben
mit 900 — 2000 x 10° Thrombozyten/L eine sehr hohe Anzahl zirkulierender Thrombozyten im
Blut (Mensch: 150 — 350 x 10° Thrombozyten/L). Die kernlosen Thrombozyten entstehen im
Knochenmark durch Abschniirung aus Megakaryozyten. Ihre Lebensdauer betragt bei Mausen
vier bis funf Tage (zusammengefasst in'3*). Konnten durch den Dhs-Knockout keine
Thrombozyten mehr nachgebildet werden, ware die Thrombozytenanzahl schon etwa zwei
Tage nach vollstandig erfolgtem Knockout halbiert. Die akute Letalitat kénnte dann durch
Mikroblutungen in verschiedenen lebenswichtigen Organen wie der Niere oder dem Gehirn
hervorgerufen worden sein, die beispielsweise zu Nierenversagen fliihren und die Schnelligkeit
der Dhs-Knockout verursachten Letalitdat erklaren. Um Belege fir diese Vermutungen zu
finden, sind die Anfertigung eines Blutausstriches und die genauere Analyse des
Knochenmarks, insbesondere der Megakaryozytopoese geplant. Des Weiteren soll das
Blutbild nach Hinweisen auf Nierenversagen wie beispielsweise dem Anstieg von
harnpflichtigen Stoffen wie Kreatinin untersucht werden. Durch Verwendung eines
Hamatopoese- und eines Nieren-spezifischen Knockout-Modells kénnte dann untersucht
werden, ob der starke Phanotyp des Dhs-Knockouts von Knochenmarkzellen, von der Niere

oder von einem Zusammenspiel aus beidem verursacht wird.

4.1.3 Der DHS-Verlust hat starkere Auswirkungen als der DOHH-
Verlust

Auch der induzierte Knockout des zweiten Hypusinierungsenzyms Dohh fiihrte in juvenilen
Mausen schnell zu einem letalen Phianotyp®’. Auf Organebene zeigten sich je nach Individuum

unterschiedliche histologische Auffalligkeiten wie Einblutungen im Darm oder starke
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Lebernekrosen, die wie beim Dhs-KO auf eine Blutgerinnungsstérung mit resultierenden
Organschadigungen als Letalitatsursache hinweisen (unveréffentlichte Beobachtungen aus

dem Labor Balabanov).

Allerdings trat die durch den induzierten Knockout verursachte Letalitat bei der Dohh-
Mauslinie erst nach drei bis fiinf Wochen auf, wahrend Dhs-KO-Tiere bereits zwischen dem 5.
und 14. Tag starben. Auch fiihrte die Tamoxifen-unabhangige Rekombination, die in einem
geringen Anteil von Zellen bei Verpaarung mit der CAG-cre/Esr1-Mauslinie auftritt'®, nicht
zum Tod der Dohh?/P;CAG-cre/Esr1*-Tiere. Wahrend die meisten Dhs?/P;CAG-cre/Esr1*-Mause

Tabelle 4-1: Vergleich des Dhs- und Dohh-Knockouts. im Alter von ungefdhr 16 Wochen
Sowohl das Dhs- als auch das Dohh-Gen sind wahrend
und nach der Embryonalentwicklung essentiell, der KO
des Dhs-Gens wirkt sich dabei schneller und starker aus.

verstarben und maximal 19 Wochen alt

wurden, zeigte sich bei den Dohh-Tieren

Dhs Dohh keine solch erhéhte Mortalitit. Die

Heterozygoter KO Viabel, fertil  Viabel, fertil sltesten Dohhp/p;CAG—cre/Esrl"—Tiere sind

Homozygoter KO Embryonal Embryonal _
v letal <E8,5 letal <E9,5 inzwischen 47 Wochen alt
Letal Letal (unverdffentlichte  Beobachtungen aus

Induzierter KO

d5—di4 d20-d35  jem Labor Balabanov).

Letal .
Spontaner KO Viabel (w47)
wl6 — w19

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass der Verlust des ersten
Hypusinierungsenzyms DHS eine deutlich schnellere und starkere Auswirkung auf das
Uberleben der Tiere hat als der Dohh-KO (Tabelle 4-1). Daher l3sst sich vermuten, dass DHS
das Schllisselenzym fiir die Hypusin-Synthese darstellt mit einer starker regulierten Expression
und moglicherweise einer kiirzeren Halbwertszeit. Denkbar ist auch, dass beim Dohh-KO das
Deoxyhypusin-haltige elF-5A-Intermediat einige der essentiellen Funktionen von elF-5A
ausfiihren kann, so dass sich der Verlust der DOHH in juvenilen Tieren erst nach langerer Dauer
zeigt und in adulten Mausen offensichtlich einige Zellen ohne DOHH-Enzym tolerierbar sind,
wahrend dies nicht fiir den DHS-Verlust gilt. Auch in D. melanogaster zeigt der DOHH-Verlust
einen milderen Phinotyp als der Verlust des elF-5A-Proteins®®. Eine andere

Erklarungsmoglichkeit konnte eine zusatzliche Hypusin-unabhangige Funktion der DHS sein,

die ebenfalls durch den KO inhibiert oder verandert wird (siehe auch 4.1.5).

Bei der Aufklarung des Unterschieds zwischen Dhs- und Dohh-Knockout spielen auch die

verschiedenen elF-5A-Modifikationsformen eine Rolle. Wahrend beim Knockout des ersten
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Hypusinierungsenzyms Dhs kein Schritt der Hypusin-Modifikation stattfinden kann und nur
der Lysin-haltige elF-5A-Vorldufer in den Zellen gebildet wird, erlaubt der Knockout des
zweiten Hypusinierungsenzyms Dohh die Bildung des Deoxyhypusin-haltigen elF-5A-
Intermediates. Aufgrund der Reversibilitdat des ersten, DHS-vermittelten Schritts und der
offensichtlich geringen Stabilitdt des Intermediats liegt aber auch beim Dohh-Knockout vor
allem der Lysin-haltige elF-5A-Vorlaufer in der Zelle vor33. Die beim Dhs- und beim Dohh-KO
angereicherten Lysin-haltigen elF-5A-Vorlauferproteine unterscheiden sich allerdings. Der
Dhs-KO fiihrt zu einem saureren elF-5A-Vorldufer (siehe Abbildung 3-22), der sich vermutlich
durch eine Acetylierung an Lys*’ 115116 yom durch den Dohh-KO®’ angereicherten elF-5A-
Vorlidufer unterscheidet. Eine massenspektrometrische Uberpriifung der Modifikation ist
geplant. Bei der Verwendung des DHS-Inhibitors GC7 werden dagegen beide elF-5A-

Vorlauferformen angereichert (siehe Abbildung 3-19).

Die Acetylierung bestimmter Lysin-Reste gilt als dynamischer Regulationsmechanismus der
zellularen elF-5A-Aktivitat und gewahrleistet trotz der hohen Halbwertszeit von elF-5A und
der Irreversibilitdit der Hypusin-Modifikation eine schnelle und reversible
Regulationsmdglichkeit*14. Der durch die Acetylierung verursachte Verlust der essentiellen
basischen Ladung an Lys*’ fuhrt zur Inaktivitidt der acetylierten elF-5A-Form?*3> und zu ihrer
Anreicherung im Nukleus. Hypusinierung an Lys>® und Acetylierung von Lys*’ schlieRen sich
dabei gegenseitig aus, vermutlich durch sterische Effekte der in enger Nachbarschaft auf der

flexiblen Hypusin-Schleife liegenden Reste#.

unbehandelt Dhs-KO Dohh-KO GC7
Hyp Ac Lys Ac Lys
| | = |
elF-5A elF-5A elF-5A
Zytoplasma Nukleus Zytoplasma Zytoplasma/Nukleus

Abbildung 4-3: Auswirkung des Dhs- oder Dohh-Knockouts sowie des DHS-Inhibitors GC7 auf die Hypusin-
Modifikation und die zelluldre Lokalisation von elF-5A. Wahrend in unbehandelten Zellen lberwiegend
Hypusin-haltiges elF-5A (Hyp) vorliegt, wird beim Dhs-Knockout vor allem der vermutlich acetylierte elF-5A-
Vorlaufer (Ac+Lys) angereichert, beim Dohh-Knockout dagegen vor allem der nicht-acetylierte elF-5A-Vorlaufer
(Lys). Da die Acetylierung eine nukleare Lokalisation verursacht, unterscheidet sich die Lokalisation der beiden
elF-5A-Vorlaufer. Der DHS-Inhibitor GC7 flihrt zur Anreicherung beider elF-5A-Vorlauferformen.

112



Diskussion

Vermutlich verhindert die beim Dohh-KO weiter stattfindende Bindung von DHS an elF-5A(Lys)
dessen Acetylierung (Abbildung 4-3). Moéglicherweise kann auch durch das Spermidin-Analog
GC7 inhibiertes DHS weiter an elF-5A(Lys) binden und es so teilweise vor der Acetylierung an
Lys*” schutzen. Dahingegen ist beim Dhs-KO elF-5A(Lys) frei zuganglich fur Acetyltransferasen
und kann durch die folgende Lokalisierung im Nukleus zudem keine moglicherweise Hypusin-
unabhangigen Funktionen mehr im Zytoplasma ausiiben. Dagegen kénnte unhypusiniertes
elF-5A beim Dohh-KO aufgrund der fehlenden Acetylierung moglicherweise noch solche
Funktionen ausiiben und dies kdnnte eine weitere Erklarung fur die weniger schnelle Letalitat

des Dohh-Knockouts sein.

Die Unterschiede des Dhs- und Dohh-Knockouts lassen sich moglicherweise auch dariiber
erklaren, dass acetyliertes elF-5A andere Bindungseigenschaften besitzt und daher mit
anderen Proteinen interagieren kann. Beispielsweise dient acetyliertes Lysin als Andockstelle
fur Proteine mit Bromodomane!3®, auBerdem wird die basische Ladung von Lysin durch
Acetylierung neutralisiert und die Bildung von Wasserstoffbriicken erschwert!¥’. Das
Vorhandensein der in vivo- und in vitro-Modelle fiir den Dhs- und Dohh-Knockout kann nun
durch weitere vergleichende Experimente zur Aufklarung der Funktion der verschiedenen

elF-5A-Formen beitragen.

4.1.4 Der DHS-Verlust |16st einen Kompensationsmechanismus aus

Im Gegensatz zum starken Phanotyp des homozygoten Dhs-Knockouts ist der heterozygote
Dhs-KO sowohl im, in dieser Arbeit gezeigten, reinen als auch im gemischten Hintergrund®!
unauffillig und zeigt keinen Gendosis-Effekt (siehe 3.2.1). Auch der heterozygote Eif-5a1-1%8
und der heterozygote Dohh-Knockout3? sind trotz des starken Phinotyps des homozygoten

Knockouts unauffallig.

Daher stellt sich die Frage, ob eine erniedrigte DHS-Enzymmenge oder eine verringerte Menge
an hypusiniertem elF-5A ausreicht oder ob es einen Mechanismus zur Anpassung der Dhs- und
Eif-5a1-Expression gibt. Wahrend im gemischten Hintergrund eine Haploinsuffizienz des Dhs-
Gens beschrieben wurde, die bei gleichbleibender elF-5A-Menge zu einer um 50% reduzierten

Dhs-Expression und Hypusin-Modifikation fuhrte®!, konnte in dieser Arbeit im reinen
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Hintergrund ein Feedback- und Kompensationsmechanismus beobachtet werden, der einen
moglichen Gendosis-Effekt des heterozygoten Dhs-KOs maskiert (siehe 3.2.3). In den meisten
heterozygoten Geweben wurde deutlich mehr als die Halfte an Dhs-mRNA exprimiert. Auch
die Dohh- und Eif-5a1-Expression war in den meisten Geweben erhoht. Dadurch konnte die
Hypusin-Modifikation von elF-5A groRtenteils aufrechterhalten werden, was vermutlich die
Unauffilligkeit des heterozygoten Dhs-Knockouts hervorruft. Ahnliche Effekte konnten in
heterozygot und homozygot gefloxten MEFs und Mausen nach KO-Induktion beobachtet

werden.

Wodurch dieser Kompensationsmechanismus genau ausgelost wird, ist unklar. Zellulare
Sensoren koénnten durch verschiedene Mechanismen aktiviert werden wie z. B. einer
reduzierten DHS-Menge, einem Mangel an hypusiniertem elF-5A, einem Vorhandensein von
acetyliertem, unhypusinierten elF-5A oder einem Molekiil, das im Signalweg stromabwarts
von hypusiniertem elF-5A liegt oder normalerweise durch dessen Aktivitat beeinflusst wird.
Auch veranderte Mengen an freiem Hypusin aus dem Abbau von elF-5A kénnten an der
Signallbertragung beteiligt sein und moglicherweise durch Sekretion eine Veranderung in

anderen Zellen auslosen.

Die beobachteten Effekte wurden jedenfalls nicht von der konditionalen Modifikation des
Dhs-Gens oder vom Cre-Transgen verursacht, da sich die Expression in MEFs vor der KO-
Induktion nicht von der Wildtyp-Kontrolle unterscheidet (siehe Abbildung 3-18).
Moglicherweise 16st die verkilirzte Dhs-mRNA oder ein eventuell entstehendes deletiertes
DHS-Protein eine veranderte Dhs-Expression aus. Allerdings ist es unwahrscheinlich, dass alle
Effekte darauf zurlickzufiihren sind, da auch ohne mutiertes Dhs-Gen &hnliche Effekte
auftraten. So konnte beim Knockout von Dohh in D. melanogaster®® und in der Maus3? eine
Hochregulation der elF-5A-Expression beobachtet werden. Daher ldsst sich schliel3en, dass die
SignalGbermittlung am wahrscheinlichsten (iber elF-5A oder ein stromabwarts liegendes
Molekil stattfindet. Im Folgenden kdnnten Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die dann
zur vermehrten Transkription des Dhs-, Dohh- und Eif-5a1-Gens fiihren. Vermutlich enthalten
die Promotoren dieser Gene also Bindungsstellen fir die gleichen spezifischen
Transkriptionsfaktoren. Es ist auch denkbar, dass die Dhs-, Dohh- und Eif-5a1-mRNA ein post-
transkriptionales Operon®®® bilden und ihre Prozessierung, Lokalisierung, Translation oder
Degradation gemeinsam durch ein mRNA-bindendes Protein reguliert wird.
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Das Vorhandensein von Feedback- und Kompensationsmechanismen unterstreicht nochmals
die Bedeutung der Hypusin-Modifikation. Wahrend beim Knockout wichtiger Gene oft eine
Kompensation durch andere Mitglieder derselben Genfamilie mit redundanter Funktion
beobachtet wird'3*'#!, kann hier nur ein moglicher Gendosis-Effekt durch die verstarkte
Expression des gleichen Gens kompensiert werden, wozu ein funktionelles Allel existieren

muss.

4.1.5 Auch die Expression des Wdr83-Gens ist vom Dhs-Knockout
betroffen

Bei der Generierung eines Knockouts durch gezielte Rekombination treten normalerweise
keine off-target-Effekte auf. Allerdings werden einige Bereiche des Genoms zur Expression
von mehr als einem Gen benétigt wie im Fall von Giberlappenden Genen'#2, AuBerdem kénnen

nicht-kodierende Bereiche als regulatorische Elemente weit entfernter Gene funktionieren*3,

Fiir das Dhs-Gen ist bereits bekannt, dass seine 3-UTR mit dem des Wdr83-Gens Ulberlappt
und sich im humanen System beide mRNAs durch gegenseitige Stabilisation bidirektional
regulieren'?. Daher erfolgte das Design des Dhs-KOs so, dass keine Bereiche verindert
wurden, die auch zum Wdr83-Gen gehoérten und dass weiterhin eine verkiirzte Dhs-mRNA
exprimiert werden konnte, die die zur RNA-Duplexbildung benétigte 3‘-UTR enthalt
(Abbildung 4-4).

5'-Kappe{(5"] trunk. Dhs-mRNA | 3" J-AAA

5'-Kappe{ 5 Dhs-mRNA 3° J-AAA
T
Aaa{ 3 Wdr83-mRNA 5° }-5*-Kappe

Abbildung 4-4: Duplexbildung zwischen der 3-UTR der Dhs- und Wdr83-mRNA. Auch die verkiirzte Dhs-mRNA
enthalt den zur Wdr83-mRNA komplementéaren Bereich.

Die durch den Kompensationsmechanismus (siehe 4.1.5) hervorgerufene Hochregulation der
Dhs-Expression beeinflusst nun allerdings auch die Wdr83-Expression (siehe 3.2.6). Die Menge
an Wdr83-mRNA ist in Organen mit heterozygotem Dhs-KO ebenfalls erhoht, vermutlich wird
dies aber nicht durch eine verstarkte Transkription, sondern durch eine erhdhte Stabilitat der
Wdr83-mRNA verursacht. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Komplexbildung mit der

Dhs-mRNA Schutz vor dem Abbau durch das Exosom bietet und miRNA-Bindungsstellen
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maskiert'?’. Die schwéichere Korrelation der Wdr83-Expression mit der Expression der
verkirzten Dhs-mRNA im Vergleich zur Wildtyp-Dhs-mRNA deutet darauf hin, dass dieser
Stabilisierungseffekt bei Komplexbildung mit der vollstandigen Dhs-mRNA starker ausgepragt

ist.

Da die Uberlappung des Wdr83- und Dhs-Gens in Eukaryoten konserviert ist!'’, scheint die
koordinierte Regulation beider Gene eine funktionelle Bedeutung zu haben. Das bisher wenig
untersuchte Protein WDR83 agiert als Gerlistprotein fir multimere Proteinkomplexe und
nimmt dadurch beispielsweise an der Regulation der Signaltransduktion tGber den ERK-MAPK-

144 und Uber die Interaktion mit PHD3 an der Regulation von HIF-11# teil, und ist an

Signalweg
der Polarisierung von Epithelzellen beteiligt*®. Eine koordinierte Expression des Wdr83- und
Dhs-Gens wadre dann sinnvoll, wenn beide Proteine an demselben oder an verwandten
Prozessen teilndhmen, wenn beispielsweise WDR83 direkt als Gerlistprotein fiir die DHS-
vermittelte Hypusin-Modifikation von elF-5A dienen wiirde oder beide Proteine am selben

Entwicklungsprozess beteiligt waren.

Falls es tatsachlich auf Protein-Ebene zu einer verstarkten WDR83-Expression kommt, ist
davon auszugehen, dass auch innerhalb der Signaltransduktionskette stromabwarts von
WDR83 gelegene Molekiile verandert sind. So kdnnte es zu einer verstarkten Aktivierung des
ERK-MAPK-Signalwegs kommen oder zu einer veranderten Expression von HIF-1. Die aus dem
verstarkten ERK-MAPK-Signalweg resultierende Wirkung auf Proliferation und Differenzierung
wirkt damit vermutlich einem Dhs-Knockout entgegen und kénnte einen weiteren Grund fir

das Ausbleiben eines Gendosis-Effektes beim heterozygoten Dhs-KO darstellen.
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4.2 Das Eif-5a2-Gen ist nicht grundsatzlich essentiell

4.2.1 Der Eif-5a2-Knockout ist viabel, aber moglicherweise semi-letal
bei Bocken

Mit der konditionalen Eif-5a2-Mauslinie®® konnte in dieser Arbeit erstmals der Verlust des
Eif-5a2-Gens im Saugerorganismus untersucht werden. Dabei konnte im reinen C57BL/6-
Hintergrund gezeigt werden, dass Mause sowohl mit heterozygotem als auch homozygotem
Verlust des Eif-5a2-Gens lebensfahig sind (siehe 3.3). Die Isoform elF-5A2 ist also im Gegensatz

zur Isoform elF-5A1 nicht essentiell.

Bisher konnte keine Beeintrachtigung der lebenden Eif-5a2-Knockout-Tiere festgestellt
werden. Da die altesten Tiere mit homozygotem bzw. heterozygotem Eif-5a2-Knockout erst
20 bzw. 30 Wochen alt sind, ist es denkbar, dass sich der Verlust des Eif-5a2-Gens erst in
hoherem Alter bemerkbar machen konnte. Moglicherweise spielt elF-5A2 nur unter
bestimmten Stressbedingungen eine Rolle oder elF-5A1 kann den elF-5A2-Verlust in den
meisten Situationen kompensieren, so dass elF-5A2 nur bei ganz bestimmten Bedingungen

essentiell ist (vergleiche 4.2.3).

Bislang existieren wenige Publikationen, die einen Knockdown von elF-5A2 in Zellkultur
untersucht haben. Gegen elF-5A2 gerichtete siRNA flihrt in hepatozelluldaren Karzinomzellen
zu einer reduzierten Proliferation® und einer reduzierten Motilitdt’®!4’. Diese Ergebnisse
wurden allerdings mit transformierten Zellen erhalten, die im Gegensatz zu den meisten
murinen Zellen eine starke elF-5A2-Expression aufweisen, so dass die Ubertragbarkeit auf

nicht-transformierte Zellen unklar ist.

Chen und Mitarbeiter beschreiben die Auswirkungen einer elF-5A2-Uberexpression in
Mausen, die zu einem beschleunigten Alterungsprozess (mit verminderter Wachstumsrate,
verkirzter Lebensspanne und Osteoporose) ohne zelluldre Seneszenz, aber mit erhéhter p53-
abhingiger chromosomaler Instabilitat fiihrt’8. Ahnliche oder gegenteilige Auswirkungen
konnten beim Eif-5a2-KO bisher nicht beobachtet werden (Tabelle 4-2). Falls fiir die
genannten Effekte das Vorhandensein von elF-5A2 entscheidend ist, sollten in den Eif-5a2-
KO-Madusen gegenteilige Auswirkungen sichtbar sein. Falls dagegen das elF-5A2-Level

entscheidend ist, sollten die Eif-5a2-KO-Tiere einen dhnlichen Phanotyp zeigen. Allerdings
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wurden die publizierten Auswirkungen der elF-5A2-Uberexpression in nur zwei Founder-Linien
untersucht und der Einfluss der Hypusinierung von elF-5A2 vernachlassigt. Nur ein Teil des
Uberexprimierten elF-5A2-Proteins wurde in diesem Experiment hypusiniert, so dass die
beobachteten Effekte auch durch nicht-hypusiniertes elF-5A2 ausgeldst worden sein kénnten,
das moglicherweise dhnlich wie das vermutlich pro-apoptotisch wirkende unhypusinierte
elF-5A1°%! anderweitige Effekte haben konnte. AuBerdem konnte die Expression von elF-5A2
auch die Hypusin-Modifikation von elF-5A1 kompetitiv reduzieren, so dass der exakte Ausloser

fiir den beobachteten Phinotyp der elF-5A2-Uberexpression unklar ist.

Tabelle 4-2: Auswirkungen von elF-5A2-Uberexpression bzw. —Knockdown und Eif-5a2-Knockout. Wéhrend in
vitro der elF-5A2-Knockdown partiell das Gegenteil der elF-5A2-Uberexpression zeigt, sind im Mausmodell bei
der elF-5A2-Uberexpression im Gegensatz zum Eif-5a2-Knockout keine geschlechtsspezifischen Effekte sichtbar.

elF-5A2-Uberexpression elF-5A2-Knockdown bzw. Eif-5a2-Knockout
In vitro Beschleunigtes Wachstum von MEFs unter  Reduzierte Proliferation und Motilitat von
niedrig-Serum-Bedingungen Tumorzellen
In vivo Beschleunigte Alterung, chromosomale Beeintrachtigung der Bock-Entwicklung,
Instabilitat Gewichtssteigerung bei Weibchen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass beim Eif-5a2-KO insgesamt deutlich
weniger Bocke mit heterozygotem und homozygotem Eif-502-KO geboren wurden als
statistisch erwartet (siehe 3.3.3 und 3.3.4). Das Geschlechterverhaltnis kann sich bei
Nagetieren zu weniger Bocken hin verschieben, wenn sich das Muttertier in einem
schlechteren Zustand befindet (bezogen auf Futterzufuhr, Stress etc.) (zusammengefasst
in4°). Um auszuschlieRen, dass das deletierte Eif-5a2-Allel in irgendeiner Form Stress fuir das
Weibchen bedeutet, miisste man ausschlieflich Wildtyp-Weibchen mit KO-Bocken verpaaren
und untersuchen, ob die festgestellten Unterschiede beim Geschlechterverhaltnis weiterhin
vorhanden sind. Vermutlich liegt die Ursache aber nicht bei dem Muttertier, da das
Geschlechterverhaltnis nur innerhalb der KO-Nachkommen und nicht innerhalb der Wildtyp-
Nachkommen verschoben ist. Daher ist eher von einer selektiven Beeintrachtigung, entweder
der Y-Chromosom-haltigen Spermien mit deletiertem Eif-502-Gen oder der
Embryonalentwicklung der KO-Bocke auszugehen. So konnte das KO-Allel zu einer
verlangsamten embryonalen Entwicklung oder einer starkeren Anfélligkeit gegenliber Stress
fihren, so dass es zu einer verstarkten Resorption dieser Embryonen kommt. Da sich

150

mannliche und weibliche Mausembryonen erst ab E10,5 unterscheiden'® und keine tot
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geborenen Embryonen gefunden wurden, findet die Resorption der mannlichen KO-
Embryonen moglicherweise kurz nach der geschlechtsspezifischen Differenzierung statt. Um
diesen moglicherweise semi-letalen Phanotyp genauer zu charakterisieren, misste die
Genotyp- und Geschlechterverteilung an einer grofReren Tierzahl sowie zu verschiedenen

Zeitpunkten in der Embryonalentwicklung untersucht werden.

Warum der Verlust des Eif-5a2-Gens eine Beeintrachtigung von nur mannlichen Embryonen
darstellt, in Uberlebenden Bocken aber keinerlei Veranderung gegeniiber Wildtyp-
Kontrolltieren zeigt, ist vollig unklar. Aufgrund der Geschlechtsspezifitat der Beeintrachtigung
und da Eif-5a2 vor allem im Testis exprimiert wird, konnte die friihe Testis-Entwicklung eine
Rolle spielen. Interessanterweise wurde im Muskel von adulten Bdocken eine gegeniiber
Weibchen erhdhte Expression von Genen des Polyamin-Metabolismus gefunden®!. Auch dies
deutet darauf hin, dass Polyamine und moglicherweise hypusiniertes elF-5A eine groRere

Rolle in Bocken spielen.

Eine weitere in dieser Arbeit dargestellte Beobachtung beim Eif-5a2-Knockout war die
verstarkte Gewichtszunahme der hetero- und homozygoten Eif-5a2-Weibchen. Durch die
Geschlechtsspezifitat konnte dies ein Hinweis auf ein Zusammenspiel der Hypusin-
Modifikation mit anabol- oder katabol-wirkenden Sexualhormonen sein. Ein anderer Grund
fur die verstarkte Gewichtszunahme kdnnte in verminderter Koérperaktivitdt bestehen, was
moglicherweise ebenfalls von Hormonen beeinflusst worden sein kann. Dies wiirde bedeuten,
dass die Hormonproduktion oder —regulation in den Eif-5a2-KO-Tieren verandert sein misste,
moglicherweise spielen dabei in der Hypophyse gebildete Hormone eine Rolle. Dass elF-5A2
vor allem im adulten Gehirn exprimiert wird3?, kénnte die verzdgerte Ausbildung dieses

Phéanotyps erklaren.

4.2.2 Die Eif-5a2-Knockout-Mause sind fertil

Da die Polyamin-Level im Testis stark reguliert werden und wichtig fiir die Fertilitat von
Saugern sind (zusammengefasst in'>2) und da elF-5A2 vor allem im Testis exprimiert wird3®,

stellt sich die Frage, ob elF-5A2 eine Rolle bei der Fortpflanzung spielt.
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In C. elegans ist das elF-5A2 Homolog IFF-1 fiir die Keimzellproliferation und Gametogenese
essentiell’>3, In einem Screening von humanen Individuen mit Azoo- oder Oligospermie
wurden vereinzelt Mutationen des Eif-5a2-Gens festgestellt, deren Bedeutung allerdings
unklar ist®*. Auch die Identifizierung von Brdt, dessen Genprodukt bei der Regulation der
Spermatogenese mitwirkt, als potentiellem mRNA-Interaktionspartner von elF-5A in der

durchgeflihrten RIP-Chip-Analyse, liefert eine weitere Verbindung zur Reproduktion.

Erste Ergebnisse mit der Eif-5a2-Mauslinie zeigten jedoch, dass sowohl homozygote KO-Bocke
als auch -Weibchen in der Lage sind, mit Wildtyp-Tieren lebensfahige Nachkommen zu
zeugen. Ob die Fertilitat oder Fekunditat dabei eingeschrankt sind, lasst sich zurzeit aufgrund
der geringen Anzahl an Verpaarungen nicht ableiten. Eine Analyse der WurfgrofSe und der
Anzahl von Wirfen pro Zeit bei einer groRBeren Anzahl von Verpaarungen sowie die
histologische Analyse des Testis kdnnten weiteren Aufschluss geben. Auch ist es denkbar, dass
ein Eif-5a2-KO-verursachtes Defizit durch das Wildtyp-Elternteil kompensiert wird,
beispielsweise durch die uterine Umgebung der Wildtyp-Mutter. Um dies auszuschlieRen,

werden aktuell homozygote KO-Weibchen und —Bécke miteinander verpaart.

Moglicherweise kann elF-5A1 in den Eif-5a2-KO-Tieren eine basale Funktion von elF-5A2 bei
der Reproduktion ibernehmen und so die Fortpflanzung sicherstellen, wahrend elF-5A2 nur
fir die Optimierung der Reproduktion eine Rolle spielt. Oder die Hypusin-Modifikation konnte
vielmehr der entscheidende Faktor fiir die Fertilitdt sein. Dies konnte bisher aufgrund der
durch den Dhs- oder Dohh-KO verursachten Letalitat nicht untersucht werden. Die generierten
konditionalen Dhs- und Dohh-KO-Mauslinien in Verbindung mit einer Cre-Deleter-Linie, die zur
induzierbaren und Testis-spezifischen'>> Dhs- oder Dohh-Deletion fiihrt, erlauben nun diese
Untersuchung. Andererseits ist es auch denkbar, dass Polyamine ausschlieBlich eine Hypusin-
unabhangige Funktion bei der Reproduktion ausiben, allerdings ist dies aufgrund der

vorwiegenden Expression von elF-5A2 im Testis unwahrscheinlich.

4.2.3 Das Eif-5a2-Gen muss einen Vorteil bringen

Aus den in dieser Arbeit gewonnen Ergebnissen des Eif-5a2-Knockouts im Saugermodell zeigt
sich, dass der Verlust des Eif-5a2-Gens keine besondere Beeintrachtigung darstellt. Dagegen

ist seine Expression mit Tumorerkrankungen und Metastasierung verbunden und Eif-5a2 als
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Onkogen postuliert’*8, so dass der Verlust dieses Gens méglicherweise sogar vorteilhaft ist.
Eine reduzierte Tumoranfalligkeit der Eif-5a2-KO-Tiere muss allerdings experimentell noch
bestatigt werden. Dies konnte durch Einkreuzen einer Mauslinie, die aufgrund einer
genetischen Veranderung vermehrt Tumoren bildet, untersucht werden. Beispielsweise
konnte die Anfalligkeit fur hepatozelluldre Karzinome, bei denen haufig eine elF-5A2-
Uberexpression zu beobachten ist’®, durch Einkreuzen einer c-myc liberexprimierenden

Mausliniel®® untersucht werden.

Insgesamt stellt sich also die Frage, welche funktionelle Bedeutung das Eif-5a2-Gen hat. Die
Gene der beiden elF-5A-Isoformen sind vermutlich durch Genduplikation entstanden®’.
Sichtbar ist dies besonders an der fast identischen Exonstruktur; die UTRs und Intronldangen
unterscheiden sich dagegen sehr. Damit nach einer Genduplikation beide Kopien im Genom
konserviert werden, muss entweder die erhohte Gen-Dosis von Vorteil sein oder die Funktion
beider Kopien divergiert sein. Denkbar sind dabei u. a. eine Neofunktionalisierung, eine
Subfunktionalisierung oder ein Schutzmechanismus vor zerstérerischen Mutationen
(zusammengefasst in>8). Fiir elF-5A konnten alle drei Mdglichkeiten in Betracht kommen

(Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3: Erklarungsmaoglichkeiten fiir die Konservierung einer Eif-5a-Genduplikation. Genduplikationen
werden im Genom konserviert, wenn die Verdopplung einen Vorteil darstellt, beispielsweise durch Sub- oder
Neofunktionalisierung beider Kopien oder in Form eines Schutzmechanismuses.

Subfunktionalisierung Neofunktionalisierung Schutzmechanismus
Organspezifisches Testis- und Gehirn-spezifische Schutzfunktion fir Testis und
Expressionsmuster von elF-5A2  Funktion von elF-5A2 denkbar Gehirn denkbar

Die Subfunktionalisierung, bei der die Expression oder die Proteinfunktion unter beiden
Kopien aufgeteilt ist, scheint zumindest bei S. cerevisiae zuzutreffen, bei der beide Isoformen
revers in Abhangigkeit von der Sauerstoffverfiigbarkeit exprimiert werden38. Die sehr
verschiedenen UTRs der beiden Sduger-lsoformen legen eine unterschiedliche Regulation,
beispielsweise durch miRNAs, nahe. Auch die Neofunktionalisierung, bei der eine Kopie
weiterhin die bisherigen Funktionen erfiillt und die andere Kopie eine neue Funktion
Ubernimmt, ist fir elF-5A denkbar. Allerdings konnte diese neue, moglicherweise

gewebsspezifische Funktion bisher noch nicht identifiziert werden. Isoform-spezifische
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Interaktionspartner auf mRNA- (vergleiche 4.3.5) und Proteinebene'*® liefern jedoch Hinweise

fur eine abweichende Funktion von elF-5A2.

Vorstellbar ist auch, dass die zweite Kopie einen Schutzmechanismus vor Mutationen des
essentiellen Eif-5a1-Gens bietet, so dass beim elF-5A1-Verlust elF-5A2 dessen Funktion
kompensieren kann. Wahrend in S. cerevisiae beide elF-5A-Isoformen funktionell identisch
sind®*” und beide humanen Isoformen das Wachstum von elF-5A-defizienten Hefe-Zellen
komplementieren kénnen?, konnte in Siuger-Zellen bisher keine funktionelle Identitat der
Isoformen gezeigt werden. Im Eif-5a1-KO-Mausmodell'*® konnte elF-5A1 nicht von elF-5A2
ersetzt werden. Dies spricht gegen eine funktionelle Identitdt beider Isoformen,
moglicherweise wird dies aber auch durch die fehlende elF-5A2-Expression in den meisten
Geweben® erklart. Durch einen Testis- und Gehirn-spezifischen Eif-5a1-Knockout oder durch
eine Kombination von Eif-5a1-Knockout und elF-5A2-Uberexpression kénnte tberpriift
werden, ob die Isoformen funktionell identisch sind. Falls es sich also doch um einen
Schutzmechanismus handelt, gilt dieser vermutlich nur fiir Testis und Gehirn, die
moglicherweise besonders stark von elF-5A abhadngen. Die gewebsspezifische elF-5A2-
Expression konnte damit eine Balance zwischen Schutzmechanismus und Anfalligkeit flr

Tumorentstehung darstellen.

Zusammengenommen spricht die Kombination aus hoher Konservierung des Eif-5a2-Gens
zusammen mit dem nicht-offensichtlichen Phanotyp des elF-5A2-Verlustes dafiir, dass elF-5A2
entweder eine Rolle in spezifischen Situationen innehat, die bisher nicht untersucht wurden,
oder dass elF-5A2 an der Optimierung biologischer Prozesse, beispielsweise der Reproduktion,
beteiligt ist, so dass Tiere mit elF-5A2-Verlust unter natirlichen Bedingungen evolutionar

benachteiligt waren.
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4.3 Die mRNA-Interaktionspartner von elF-5A tragen

zum Verstandnis seiner Funktion bei

43.1 Mit der RIP-Chip-Analyse wurden mogliche mRNA-
Interaktionspartner identifiziert

Mit der RIP-Chip Methode wurde genomweit nach neuen mRNA-Interaktionspartnern von
elF-5A in NIH-3T3-Zellen gesucht und eine deutliche Anreicherung einer Gruppe von mRNAs
erzielt. Da elF-5A mit Ribosomen interagiert'?* wie auch an der Kopréazipitation der 18S- und
28S-rRNA sichtbar war, handelt es sich bei diesen Transkripten sowohl um direkt an elF-5A
gebundene mRNAs als auch um indirekt gebundene Ribosomen-assoziierte mRNAs (siehe
3.4.1). Letztere stellen dabei wie in der Ribotag-Methode!®® eine Momentaufnahme der
gerade aktiv translatierten mRNAs einer Zelle dar. Im Gegensatz zu Methoden wie der
systematischen Evolution von Liganden durch exponentielle Anreicherung (SELEX)®?, die
artifizielle RNA-Sequenzen verwenden, handelt es sich bei diesen Interaktionen um im
zelluldren Kontext gebildete, also physiologisch relevante Interaktionen. Dies bedingt
allerdings, dass nur zu diesem Zeitpunkt exprimierte mRNAs auf eine Interaktion getestet
werden konnten. Die HA-Epitop-Markierung der zu prazipitierenden Proteine ermoglichte
eine Isoform- und Mutanten-spezifische mRNA-Koprazipitation. Die unspezifische mRNA-
Anreicherung war dabei gering. Wahrend beispielsweise zytosolische ribosomale Proteine
nicht angereichert wurden, konnten mitochondriale ribosomale Proteine spezifisch
koprazipitiert werden. Die hohe Sensitivitdt der Methode zeigte sich in der Detektion sehr

schwach exprimierter mRNAs wie beispielsweise der Brdt-mRNA (siehe 3.4.4).

Allerdings muss anschlieBend die biologische Relevanz der elF-5A-mRNA-Interaktionen
untersucht werden. Hierzu wurde bereits ein shRNA-vermittelter Knockdown von elF-5A
etabliert, um Gber eine differentielle Gelelektrophorese (DIGE) Proteine zu identifizieren, mit
deren mRNA elF-5A nicht nur interagiert, sondern deren Translation tatsédchlich auch durch
elF-5A beeinflusst wird und die auch beim Knockout des Dhs-Gens im Mausmodell eine Rolle
spielen konnten. Mit der RIP-Chip-Analyse sollten damit die molekularen Grundlagen der

elF-5A-Funktion untersucht werden. Wichtige Aspekte bei diesen Analysen bestanden auch
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darin, Unterschiede zwischen den beiden Isoformen sowie zwischen den hypusinierten und

nicht-hypusinierten elF-5A-Proteinen zu identifizieren.

4.3.2 Die elF-5A-mRNA-Interaktionen sind grofStenteils Hypusin-
abhangig

Bei der Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation konnte eine starke Hypusin-Abhangigkeit der

elF-5A-mRNA-Interaktionen festgestellt werden (siehe 3.4.2). Etwa 60% der Interaktionen

fanden Hypusin-abhdngig statt. Die Hypusin-Abhangigkeit der Interaktion kann dabei

entweder auf eine direkte Interaktion zwischen hypusiniertem elF-5A und mRNA oder auf eine

indirekte Bindung Uber einen Hypusin-abhangigen Protein-Interaktionspartner mit mRNA-

Bindungsaktivitat'>® zurlickzufiihren sein.

Die mit den K50R-Mutanten koprazipitierten mRNAs sind neben einer tatsachlich Hypusin-
unabhangigen elF-5A-mRNA-Interaktion moglicherweise auch auf eine partielle Dimerbildung
zwischen endogenem elF-5A1 und den HA-markierten elF-5A-K50R-Mutanten
zurlickzuflihren, tber die so auch Hypusin-abhangige mRNAs koprazipitiert werden kénnten.
Wahrend fir elF-5A-Proteine von hoéheren Eukaryoten keine Daten vorliegen, dimerisiert
elF-5A in S. cerevisiae, dabei ist allerdings strittig, ob bei der Dimerisierung neben der RNA-
Abhéangigkeit auch eine Hypusin-Abhangigkeit besteht**161, Falls keine oder nur eine partielle
Hypusin-Abhangigkeit vorliegt, konnten sich also Mischdimere bilden und auch durch die
K50R-Mutanten Hypusin-abhdngige mRNAs angereichert werden (Abbildung 4-5). Die
Anreicherung dieser mRNAs sollte allerdings verglichen mit Wildtyp-elF-5A wesentlich
schwacher sein. Da aber aus technischen Griinden dieselben RNA-Mengen fir die Microarray-
Analyse eingesetzt werden missen, also im Fall der K50R-Mutanten Material aus mehreren
RIPs, werden quantitative Unterschiede zwischen Wildtyp-elF-5A und Mutanten grofStenteils
nivelliert. Aufgrund der essentiellen Bedeutung der Hypusin-Modifikation lassen sich die
K50R-Mutanten jedoch in vivo nicht ohne das Vorhandensein von endogenem elF-5A1
untersuchen, so dass nur Versuche aufRerhalb des zelluliren Kontextes den Einfluss von

Mischdimeren ausschlieRen kdnnen.
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A) C-term. B) C-term. C-term. C) C-term. C-term.
Dom. Dom. Adapter Dom. Dom. Dom.
-Protein
Adapte N-term. N-teri N-term. Adapte N-term. N-term.
-Protein Dom. Dom. Dom. -Protein Dom. Dom.
Hyp Lys/Hyp Lys p Lys

Abbildung 4-5: Hypusin-abhdngige und —unabhdngige mRNA-Interaktionspartner von elF-5A. A) Hypusin-
abhadngige mRNA-Interaktionspartner werden entweder direkt oder indirekt Gber ein Adapter-Protein an elF-5A
gebunden. B) Neben Hypusin-unabhangigen mRNA-Interaktionspartnern konnen lber an acetyliertes Lysin(50)
bindende Adapter-Proteine Lysin-spezifische mRNA-Interaktionspartner gebunden werden. C) Waéhrend
Hypusin-abhdngige mRNA-Interaktionspartner nicht von den Lysin(50)-haltigen elF-5A-K50R-Mutanten
gebunden werden kénnen, kann es moglicherweise dennoch (iber eine Mischdimerbildung aus Mutante und
endogenem elF-5A1 zu ihrer Aufreinigung kommen.

Dass die Microarray-Ergebnisse neben gemeinsamen Interaktionspartnern auch zusatzliche
mRNAs fir die K50R-Mutanten aufweisen, ldsst sich durch den Anteil von acetylierten K50R-
Mutanten mit einer veranderten Ladung und damit veranderten Bindungseigenschaften fir
mRNAs und Adapterproteine erklaren. Eine weitere Erklarungsmaglichkeit ergibt sich durch
den Einfluss der Hypusin-Modifikation auf die Lokalisierung des elF-5A-Proteins'®?,
Unhypusiniertes elF-5A befindet sich im Gegensatz zu hypusiniertem elF-5A auch im Nukleus

und kann so in Kontakt mit anderen Interaktionspartnern kommen als hypusiniertes elF-5A.

Bisher ist die mRNA-bindende Domane im elF-5A-Protein noch nicht genau identifiziert. Da
einige Hypusin-abhingige mRNA-Bindungen beschrieben wurden®?3 und auch in der RIP eine
starke Hypusin-Abhangigkeit gefunden wurde, scheint der in der N-terminalen Domane
enthaltene Hypusin-Rest an der mRNA-Bindung beteiligt zu sein. Andererseits dahnelt die
C-terminale Domédne einem bakteriellen Oligonukleotid-Bindungs-Motiv von cold shock

Proteinen und kommt daher auch fiir die mRNA-Bindung infrage®3>.

Die RIP-Chip-Untersuchung zeigte zudem, dass mit der N-terminalen elF-5A1-Domane 71%
der elF-5A1-Transkripte gebunden werden kénnen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass
die direkte mRNA-Bindung Uiber die N-terminale Domane erfolgt und durch den Verlust der
C-terminalen Domane die (iber diese Domane indirekt gebundenen mRNAs wegfallen.
Aufgrund der fehlenden Unterscheidung zwischen direkter und indirekter mRNA-Bindung
lasst sich dies allerdings nicht beweisen, sondern miusste beispielsweise mit isolierten
rekombinanten Proteinen nachgewiesen werden. Die N-terminale elF-5A1-Domadne

interagiert, verglichen mit dem gesamten elF-5A1-Protein, zudem mit einer Vielzahl
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zusatzlicher mRNAs, was vermutlich auf dem deutlich basischeren isoelektrischen Punkt der

isolierten N-terminalen Doméane basiert.

4.3.3 Die Bindung der mRNA-Interaktionspartner erfolgt vermutlich
Struktur-abhangig

Im Gegensatz zu den mit der SELEX-Methode gefundenen artifiziellen RNA-Sequenzen?3
konnten in den mit der RIP-Chip-Methode angereicherten Transkripten keine RNA-
Sequenzmotive gefunden werden. Entweder liegt das an einer Uberdeckung durch indirekt-
gebundene mRNAs oder die mRNA-Interaktionen von elF-5A sind nicht Sequenz-, sondern
Struktur-abhdngig. Auch in einer Affinitatsaufreinigung mit anschlieRender Differential
Display-PCR wurden flr elF-5A ausschlielRlich mRNAs gefunden, die komplexe Haarnadel-

Strukturen bilden kédnnen120,

Kirzlich wurde eine Translations-fordernde Wirkung von elF-5A speziell fir mRNAs, die
Proteine mit vier oder mehr konsekutiven Prolin-Resten kodieren, festgestellt?®. In der RIP-
Chip-Analyse zeigte sich nur eine leichte Anreicherung von entsprechenden Transkripten.
Moglicherweise wurden unter den vorliegenden Bedingungen insgesamt nur wenige Prolin-
reiche Proteine exprimiert, da diese wie in Bakterien vermutlich vor allem in spezifischen
Situationen bendtigt werden®%%, so dass es nicht zu einer stirkeren Anreicherung solcher
Transkripte kommen konnte. Aullerdem scheinen auch weitere Faktoren an der Translation
Prolin-reicher Proteine beteiligt zu sein, da auch die Deletion des bakteriellen elF-5A-
Homologs EF-P in Salmonella nicht zu einer Herunterregulation aller Prolin-reichen Proteine
fuhrt'®3, Da die Translations-fordernde Wirkung von elF-5A auf mRNAs fiir Prolin-reiche
Proteine nicht vom Codon oder dem Kontext in der mRNA, sondern vom Prolinrest im
naszierenden Protein abhangt!®, ist auch hier nicht von einem Sequenzmotiv auszugehen.
Denkbar ist, dass diese mRNAs ein Strukturmotiv besitzen, Gber das elF-5A an sie bindet, oder

dass elF-5A pausierende Ribosomen erkennt.

Die Translation von mRNAs fir Prolin-reiche Proteine stellt vermutlich nicht die einzige
Situation am Ribosom dar, bei der elF-5A bendtigt wird. Neben konsekutiven Prolin-Resten'®®

konnen auch Sekundarstrukturen in der mRNA, die Verwendung von seltenen Codons oder
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positiv geladene Aminosduren im entstehenden Protein die Translation verlangsamen?®®. Fur
das bakterielle elF-5A-Homolog EF-P wurden bereits weitere Aminosaure-Motive entdeckt,
deren Translation geférdert wird®3. Auch die RIP-Chip-Analyse liefert einen Hinweis auf eine
weitere Gruppe von Transkripten, deren Translation elF-5A fordern kdnnte (siehe 3.4.3).
Angereichert wurden WD-Repeat-Proteine, die meist sieben jeweils aus etwa 40 Aminosauren
bestehende WD40-Domanen besitzen, die sich zu einer 7-blattrigen B-Propeller-Struktur
falten'®’. Auch hier ist aufgrund der geringen Konservierung auf Sequenzebene®®’ nicht von
einem RNA-Sequenzmotiv auszugehen, sondern ein Strukturmotiv bzw. die Erkennung von

pausierenden Ribosomen durch elF-5A denkbar.

Strukturmotive zu finden ist wesentlich komplexer, da die RNA-Struktur nicht eindeutig aus
der RNA-Sequenz vorhergesagt werden kann'®8, Uber PAR-Clip, eine neuere Methode, bei der
durch die vorherige Vernetzung von interagierendem Protein und mRNA in der mRNA T-zu-C-
Mutationen an der vernetzten Position eingefligt werden, ldsst sich die Bindungsstelle
innerhalb der RNA durch Sequenzierung identifzieren®*. Daher sollten sich mit dieser Methode
Sequenz- oder Strukturmotive einfacher finden lassen. Eventuell gefundene Motive kbnnten
dann UGber Deletionsmutanten im RNA Electrophoretic Mobility Shift Assay (REMSA) tGberpriift

werden.

4.3.4 Die mRNA-Interaktionspartner weisen auf eine Funktion von
elF-5A in metabolischen Prozessen hin

Durch die RIP-Chip-Analyse sollten neue Hinweise auf weitere Funktionen von elF-5A erhalten
werden. Da bei einer Hochdurchsatzmethode wie der Microarray-Analyse eine Vielzahl von
Transkripten auf einmal analysiert werden kann, kann durch das Auffinden von Gruppen

ahnlicher Transkripte leichter ein Riickschluss auf die funktionale Bedeutung erhalten werden.

Ein Grofteil der koprazipitierten Transkripte fiel dabei in die Kategorie der metabolischen
Prozesse (siehe 3.4.3). Angereichert wurden vor allem solche Transkripte, deren
Proteinprodukte zentrale Bedeutung im Energiestoffwechsel haben. Dies legt die Vermutung
nahe, dass elF-5A die Translation von mRNAs fiir metabolische Prozesse und zelluldre

Energiegewinnung reguliert. Dies wiirde zur essentiellen Rolle von elF-5A bei der zelluldren
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Proliferation passen, da stark proliferierende Zellen mehr Energie und metabolische Produkte
bendtigen. Auch die Phanotypen der Knockout-Modelle passen zu diesen Daten. Bei einer
Deletion des bakteriellen elF-5A-Homologs EF-P in Salmonella sind vor allem metabolische
Gene herunterreguliert'®3, In D. melanogaster 16st der Verlust von hypusiniertem elF-5A
neben einer verkleinerten ZellgroRe und Wachstumsdefekten trotz Nahrstoffzufuhr
Autophagie im Fettkorper der Larven aus, so dass von einer dauerhaften Starvation Response
(Hungerstoffwechsel) auszugehen ist®>. Auch der hier beschriebene induzierte KO des Dhs-
oder Dohh-Gens in Mausen deutet mit der starken Kérpergewichtsabnahme und Letalitat
ohne grole histologische Auffalligkeiten eher auf einen Wachstumsdefekt als auf Zellsterben

durch Apoptose oder Nekrose hin.

Generell kbnnen metabolische Reaktionen in komplexen Organismen auf zellularer Ebene
durch allosterische Effekte oder durch posttranslationale Modifikationen der bendtigten
Enzyme sowie durch Kontrolle ihrer Transkription, Stabilitdit und Translation reguliert
werden!®. Aufgrund der bekannten Beteiligung von elF-5A an der Translations-Elongation??,
ist es denkbar, dass elF-5A metabolische Reaktionen durch Forderung der Translation
entsprechender mRNAs regulieren und so den Metabolismus an die zelluldre Proliferation

anpassen kann.

Neben der Translations-fordernden Wirkung konnte elF-5A mit seiner Ribosomen- und mRNA-
Bindungsaktivitdt auch eine Rolle bei der Lokalisierung von mRNAs an spezifische Ribosomen
spielen. In der RIP-Chip-Analyse zeigte sich eine Anreicherung von Proteinen mit
mitochondrialer Lokalisation und/oder mitochondrialem Transit-Peptid (siehe Abbildung 3-44
und Abbildung 3-45). Nur sehr wenige mitochondriale Proteine werden von der
mitochondrialen DNA kodiert und an den mitochondrialen Ribosomen translatiert. Die
meisten mitochondrialen Proteine sind im Nukleus kodiert, werden im Zytoplasma translatiert
und posttranslational ins Mitochondrium transportiert’®. Es wird angenommen, dass
zumindest einige Proteine nicht post-, sondern kotranslational ins Mitochondrium transloziert
werden. lhre Translation erfolgt dazu an spezialisierten Ribosomen, die mit der dulReren
Mitochondrien-Membran assoziiert sind’. elF-5A kénnte die entsprechenden mRNAs zu
diesen speziellen Ribosomen rekrutieren und so den Transport ihrer Genprodukte ins
Mitochondrium gewahrleisten. Ob elF-5A auch an der Translation innerhalb der
Mitochondrien beteiligt ist, liel} sich mit dem verwendeten Microarray nicht testen. Da aber
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in einer elF-5A-Protein-Interaktionspartnersuche®® keine mitochondrialen ribosomalen

Proteine identifiziert wurden, ist nicht davon auszugehen.

Da Mitochondrien durch oxidative Phosphorylierung 90% der zelluldren Energie produzieren,
zudem an der Ham-Biosynthese und dem Urea-Zyklus beteiligt sind und bei Apoptose eine
Rolle spielen’®, wiirde sich eine Stérung der mitochondrialen Funktion dramatisch duRern.
Eine Beteiligung von hypusiniertem elF-5A an der abgestimmten Mitochondrien-Funktion ist
gut denkbar, denn fir die von elF-5A-abhangige zellulare Proliferation wird Energie bendtigt.
Falls die mRNA-Lokalisationsfunktion von elF-5A Hypusin-abhangig ist, sollte man auch in den
Dhs- und Dohh-KO-Mausmodellen, besonders in Organen mit hohem Energieverbrauch
(Gehirn, Nervensystem, Herz, Skelettmuskulatur), Defekte sehen. Dieses konnte
beispielsweise durch einen erhéhten Laktatspiegel oder durch Ragged-Red-Fibers bei der

Farbung einer nicht-fixierten Muskelbiopsie nachgewiesen werden'’2,

Eine Rolle von elF-5A und Hypusin in der Regulation von metabolischen Prozessen und der
Energiegewinnung kann auch die hiufig beobachtete Uberexpression von elF-5A oder den
Hypusinierungsenzymen bei Tumorerkrankungen®>%871 erkldren. Denn die Anpassung des
zelluldaren Metabolismus an die durch die erhéhte Proliferation veranderten Anforderungen
(erhohter Energieverbrauch und Makromolekilbedarf, vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies) ist ein wichtiges Kriterium fir das Tumorwachstum!’3. So konnte
beispielsweise schon vor fast einem Jahrhundert von Otto Warburg in Tumoren eine
Umstellung in der ATP-Gewinnung von oxidativer Phosphorylierung hin zur Glykolyse
festgestellt werden'’#17>, Signaltransduktionswege, die in Tumoren durch genetische
Mutationen beispielsweise des Myc-Gens betroffen sind sowie die Mikroumgebung des
Tumors haben oft einen Einfluss auf den Tumorzell-Metabolismus’3. Auch hypusiniertes

elF-5A konnte Uber diesen Weg zum Tumorwachstum beitragen.

4.3.5 Die elF-5A2-spezifischen mRNA-Interaktionspartner liefern eine
Verbindung zu seiner tumorigenen Wirkung

Die beiden elF-5A-Isoformen elF-5A1 und elF-5A2 interagieren lGberwiegend mit den gleichen
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mRNAs, haben aber wie auf Proteinebene auch Isoform-spezifische mMRNA-
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Interaktionspartner. Dies l4sst sich durch die groRe strukturelle Ahnlichkeit - 82% Aminoséure-
Identitat - beider Proteine erklaren. Unterschiede zwischen beiden Isoformen befinden sich
vor allem in der C-terminalen Domine des Proteins!’®. Da beide Doméanen fir die
groRtmogliche mRNA-Interaktion bendtigt werden (siehe 4.3.2), ist es denkbar, dass
gemeinsame Interaktionspartner iber die N-terminale Domane gebunden werden, wahrend
die Interaktion mit Isoform-spezifischen Interaktionspartnern lber die C-terminale Domane,
moglicherweise indirekt Uber Adapter-Proteine, erfolgt. Wahrend die gemeinsamen
Interaktionspartner vermutlich fir eine in Eukaryoten konservierte Funktion von elF-5A
wichtig sind, konnten die Isoform-spezifischen mRNAs bei einer spezialisierten Funktion der

Isoformen eine Rolle spielen.

In der RIP-Chip-Analyse exklusiv mit elF-5A2 aufgereinigte mRNAs kénnen dabei zum einen
von einer Isoform-spezifischen mRNA-Interaktion herriihren. Andererseits besteht aber auch
die Moglichkeit, dass diese mRNAs erst durch die ektope Expression von elF-5A2 in den NIH-
3T3-Zellen exprimiert wurden, so dass elF-5A2 nun im Gegensatz zu elF-5A1 mit ihnen

interagieren kann.

Unter den elF-5A2-spezifischen mRNA-Interaktionspartnern sind Komponenten des DNA
Damage Pathways angereichert (siehe Abbildung 3-43). So wurden vermehrt mRNAs des
ATM-ATR- und des BRCA1/2-Signalwegs identifiziert. Viele dieser koprazipitierten mRNAs
kodieren Tumorsuppressoren (BRCA1/BARD1, P53, CHK2, DDB2, MSH2, MLH1). Aufgrund der
tumorigenen Wirkung von elF-5A27180 st daher nicht von einer Translations-fordernden
Wirkung durch elF-5A2 auszugehen. Moglicherweise hat elF-5A2 eine deregulierende oder
unterdriickende Wirkung auf die Expression dieser Tumorsuppressoren, beispielsweise in dem
es die kodierenden mRNAs an falschen Orten lokalisiert, die Bindung wichtiger
Interaktionspartner verhindert oder ihre Translation inhibiert. Dies kénnte auch die
chromosomale Instabilitit in elF-5A2-liberexprimierenden Maiusen'*® und die onkogene

Wirkung der elF-5A2-Expression’%8 erklaren.
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4.4 Fazit: Die Hypusin-Modifikation hat eine extrem

hohe biologische Relevanz

Vor dem Hintergrund der bereits publizierten Untersuchungen zeigen die hier erhobenen
Ergebnisse, dass die Hypusin-Modifikation von elF-5A hochrelevant fur eukaryotisches Leben
ist. Die grol3e biologische Bedeutung dieser Modifikation wird an verschiedensten Aspekten
deutlich. Die Hypusin-Modifikation ist von einzelligen Eukaryoten bis zu Sdugern evolutionar
hoch konserviert und die Bedeutung der vollstandigen Hypusin-Modifikation nimmt im Lauf
der Evolution weiter zu, obwohl der Aufwand mit zwei nur fir die Modifikation eines einzigen
Proteins bendtigten Enzymen sehr hoch ist. Eine Inaktivierung des Eif-5a1-, Dhs- oder Dohh-
Gens hat dramatische Auswirkungen, bei einem heterozygoten Verlust verhindert ein
Kompensationsmechanismus das Auftreten eines Gendosis-Effektes. Das nur in Testis und

Gehirn exprimierte Eif-5a2-Gen ist dagegen nicht essentiell.

Mit den in der RIP-Chip-Analyse identifizierten mRNA-Interaktionspartnern lasst sich die
essentielle Rolle von elF-5A weiter erkldaren. Die Genprodukte der mRNA-Interaktionspartner
sind Uberwiegend an metabolischen Prozessen und wichtigen Schritten der zelluldaren
Energiegewinnung beteiligt. Besonders proliferierende Zellen sind demnach stark auf elF-5A

angewiesen.

In héheren Eukaryoten gibt es trotz der essentiellen Bedeutung von hypusiniertem elF-5A
keine redundanten Proteine oder Kompensation fiir den vollstandigen Verlust, so dass die
Hypusin-Modifikation eine Achillesferse fiir zellulare Proliferation darstellt. Der Grund hierfiir
sowie flir die starke Regulierung der elF-5A-Aktivitdt besteht vermutlich darin, eine
Uberaktivitdt von elF-5A, und damit unkontrolliertes Zellwachstum, zu verhindern. Der
Zusammenhang von hypusiniertem elF-5A mit der Tumorentwicklung ldsst sich Gber seine
mRNA-Interaktionspartner besser verstehen. Denn die Verdanderung des zelluldren
Metabolismus ist ein entscheidendes Charakteristikum von Tumorzellen, die sich dadurch den
veranderten Anforderungen anzupassen vermoégen. Hypusiniertes elF-5A konnte dabei einen
Schalter fiir eine Reihe von metabolischen Prozessen darstellen, dessen Uberaktivitit die
Tumorentstehung fordert, so dass elF-5A und seine Hypusin-Modifikation eine potentiell

wichtige Zielstruktur fir neue Therapien darstellen.
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4.5 Konsequenz: Die Inhibierung der Hypusin-
Modifikation hat ein groRes therapeutisches

Potential

Da das Hypusin-System mit drei essentiellen Elementen (elF-5A1, DHS, DOHH) und einem
primar nicht-essentiellen Element (elF-5A2) in Sdugern mit der Entstehung verschiedener
Krankheiten (Krebs, Diabetes, HIV) in Zusammenhang gebracht wird, stellt es eine gute
Zielstruktur fur neue Therapieansatze dar. Aufgrund der einzigartigen Hypusin-Modifikation
von elF-5A ergeben sich mehrere Moglichkeiten. Einerseits konnte ein Knockdown von elF-5A
angestrebt werden, andererseits konnte die Hypusinierung von elF-5A verhindert werden.
Hierbei bieten sich Inhibitoren der Hypusinierungsenzyme DHS oder DOHH an, aber auch
Enzyme der Polyaminsynthese kénnten inhibiert werden, letzteres hatte allerdings auch

Hypusin-unabhangige Auswirkungen.

Wahrend beim Knockdown von elF-5A die von elF-5A ausgelibten Funktionen nicht mehr
erfullt werden kdénnen, kommt es bei der Inhibierung der Hypusinierung zusatzlich zum
Auftreten von unhypusiniertem, zum Teil acetyliertem elF-5A, das méglicherweise eine Rolle
bei der Apoptose-Induktion®! spielt und daher therapeutisch wiinschenswert ist. Denkbar ist
auch eine Kombination beider Eingreifwege? wie bei der klinischen Studie (Phase 1b/2a) von
Patienten mit multiplen Myelom®%'77, Bei Erkrankungen, bei denen bekannt ist, wodurch
elF-5A zum Krankheitsbild beitragt, beispielsweise bei Diabetes tGber den nukledren Export der
iNOS-kodierenden mRNA, bieten sich weitere Moglichkeiten zur Intervention, die
stromabwarts von hypusiniertem elF-5A erfolgen konnten, beispielsweise Uber RNA-

Interferenz vermitteltes Silencing der entsprechenden mRNA.

Wegen der essentiellen Bedeutung von elF-5A und seiner Hypusin-Modifikation sind alle
Zellen auf dessen Funktionalitat angewiesen, so dass sich auch Tumorzellen oder Parasiten
gut inhibieren lassen sollten. Problematisch ist dabei, dass die Hemmung unspezifisch ist und
auch gesunde Zellen beeintrachtigt werden, so dass starke Nebenwirkungen zu erwarten sind.
Daher missen verschiedene Wege in Betracht gezogen werden, um die Spezifitdt der

Hypusinierungs-Inhibition zu erhéhen.
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Bei parasitdaren Erkrankungen wie Malaria lassen sich kleine Unterschiede in der
Struktur der Hypusinierungsenzyme zwischen Parasiten und hoheren Eukaryoten
ausnutzen!’®, um Inhibitoren zu entwickeln, die eine hoéhere Affinitdt fir die
parasitaren Enzyme besitzen. Genauso kénnten Unterschiede zwischen elF-5A und
seinem bakteriellen Homolog EF-P ausgenutzt werden, um neue antimikrobielle
Substanzen zu entwickeln.

Durch die spezifische Einbringung oder Aktivierung von Hypusinierungs-Inhibitoren in
die Zielzellen (Tumorzellen, infizierte Zellen etc.) konnte die ungewiinschte Wirkung
auf gesunde Zellen minimiert werden. Bei der Gabe von Inhibitoren musste dies Gber
eine Kopplung beispielsweise an Aptamere’®, die Oberflichenmarker der verinderten
Zellen erkennen, erfolgen. Bei gentherapeutischen Verfahren konnte die Zellspezifitat
durch Promotoren erfolgen, so dass die Expression beispielsweise zellspezifisch in
infizierten Zellen aktiviert wird.

Zellen mit erhdhter Proliferation wie beispielsweise Tumorzellen sollten starker von
hypusiniertem elF-5A abhangen als Normalzellen, so dass sich diese mit einer
submaximalen Hemmung der Hypusinsynthese bevorzugt treffen lassen. Allerdings
wirden dabei wie bei anderen Chemotherapien vermutlich alle stark proliferierenden
Zellen getroffen. Durch den beschriebenen Kompensationsmechanismus kénnten sich
normalen Zellen vermutlich schiitzen, allerdings konnte die submaximale Inhibierung
aufgrund dieses Kompensationsmechanismuses moglicherweise nicht ausreichend
sein.

Da Hinweise vorliegen, dass elF-5A vermutlich besonders in Stress-Situationen
benodtigt wird>>®0, kénnten die verinderten Zellen mit einem Medikament
vorgeschadigt werden, um eine héhere Wirkung der Hypusinierungs-Inhibitoren zu
erreichen.

Aus den Knockout-Daten in Mausen ldsst sich schlieBen, dass eine Inhibierung der
DOHH vermutlich mildere Auswirkungen hat als die Hemmung der DHS, so dass
weniger gravierende Nebenwirkungen, moglicherweise aber auch eine geringere
Effektivitat zu erwarten sind. Bei der unspezifischen generellen Gabe waren daher
aufgrund der vermutlich geringeren Nebenwirkungen DOHH-Inhibitoren sinnvoller.

Bei der Zell-spezifischen Applikation ware dagegen die DHS-Inhibition vorteilhafter.
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Aufgrund der im Mausmodell gezeigten nicht-essentiellen Bedeutung von elF-5A2
zusammen mit der Uberexpression gerade dieser Isoform in vielen Tumorzellen, wire
elF-5A2 die optimale Zielstruktur flir eine Tumortherapie, so dass es wiinschenswert
wire, spezifisch elF-5A2 und seine Hypusin-Modifikation zu inhibieren. Uber RNA-
Interferenz konnte ein Isoform-spezifischer Knockdown erfolgen, da elF-5A1 und
elF-5A2 besonders in der 3‘-UTR viele Unterschiede aufweisen. Auf Proteinebene
gestaltet sich die Isoform-spezifische Hemmung aufgrund der Ahnlichkeit der
Isoformen insbesondere um die Hypusin-Schleife schwieriger, so dass es kaum moglich
sein sollte, geeignete Unterschiede bei der Bindung der Hypusinierungsenzyme an die
beiden elF-5A-Isoformen zu finden. Allerdings konnte eine Isoform-spezifische
Inhibierung von elF-5A2 (ber eine kompetititve Inhibition von essentiellen Isoform-

spezifischen Interaktionspartnern erfolgen.
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5 Anhang

5.1 Abkilrzungsverzeichnis

4-OHT
Ac-

AS

ATCC

BAC

BSA

C. elegans
CAG

cDNA
cMV
D. melanogaster
DEPC
Dhs
DHS
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
Dohh
DOHH
DSMZz
E

E. coli
EDTA
EF-P

4-Hydroxytamoxifen

Acetyl-

Aminosaure

American Type Culture Collection
Kunstliches bakterielles Chromosom
Rinder-Serumalbumin

Caenorhabditis elegans

Zusammengesetzter Promotor aus dem Immediate-early-Verstarker

von CMV und dem R-Aktin-Promotor aus Hilhnern
komplementare DNA

Zytomegalie-Virus

Drosophila melanogaster

Diethylpyrocarbonat

Deoxyhypusin-Synthase (murines Gen)
Deoxyhypusin-Synthase (Protein)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Deoxyhypusin-Hydroxylase (murines Gen)
Deoxyhypusin-Hydroxylase (Protein)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Embryonaler Tag

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

Translations-Elongationsfaktor P
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eGFP
Eif-5a
elF-5A
ERK

ES

Esr

FCS
FRT
fwd
GAPDH
GC7
HA
HEPES
HIV
Hyp

KO
loxP
M(r)p
MAPK
MEFs
mRNA
MSCV
NAD

p. C.
P-/A-/E-Stelle
PAR-CLIP

PBS
PCR
pl
PTM
puro

qPCR

verbessertes griinfluoreszierendes Protein
eukaryotischer Initiationsfaktor 5A (murines Gen)
eukaryotischer Initiationsfaktor 5A (Protein)
Extrazelluldre Signal-regulierte Kinase
embryonale Stammzelle

Ostrogen-Rezeptor

Fetales Kalber-Serum

Erkennungs-Sequenz fiir die FIp-Rekombinase
vorwarts
Glycerolaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
N!-Guanyl-1,7-diaminoheptan

Hamagglutinin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Humanes Immundefizienz-Virus

Hypusin

Knockout

Erkennungs-Sequenz fir die Cre-Rekombinase
mitochondriale (ribosomale) Proteine (murine Gene)
Mitogen-aktivierte Protein-Kinase

murine embryonale Fibroblasten

Boten-RNA

murines Stammzell-Virus
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid

Nach der Empfangnis
Peptidyl-/Aminoacyl-/Exit-Stelle

Quervernetzung und Immunoprazipitation verstarkt durch ein Photo-
aktivierbares Ribonukleosid

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion
Isoelektrischer Punkt
Posttranslationale Modifikation
Puromycin-Resistenzgen

guantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
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rev
RIP

RNA

RNase

S. cerevisiae
SDS

SLR

Tris
Tween20
UKE

UTR

riackwarts
Ribonukleoprotein-Immunoprazipitation
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat

Signal Log Ratio
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Untranslatierte Region
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5.3 Per RIP-Chip identifizierte Transkripte (Auszug)

In den folgenden Tabellen sind die beim RIP-Chip fiir die verschiedenen elF-5A-Proteine

erhaltenen Transkripte dargestellt. Die Tabellen geben jeweils die Unterschiede zur Gesamt-

RNA von elF-5A1-HA exprimierenden Zellen wieder. Dabei sind jeweils die 100 Transkripte mit

dem hdochsten signifikanten Signal Log Ratio-Wert aufgefihrt.

5.3.1 RIP-Chip-Daten fur elF-5A1

Affymetrix Sonden Set ID Mittelwert Basisgruppe Mittelwert Testgruppe

1459840_s_at
1418752 _at
1452937_s_at
1434333 _a_at
1449591 _at
1416647 _at
1452583_s_at
1422327 _s_at
1450976_at
1422478 a_at
1424078_s_at
1431292 _a_at
1426427 _at
1415945 _at
1451226_at
1430543 _at
1435681 _s_at
1417716_at
1426063_a_at
1415977 _at
1448121 _at
1419198_at
1448644 _at
1450957_a_at
1418175 _at
1456937_at
1448907 _at
1431189_a_at
1434628 _a_at
1448267_at
1460396_at
1415677 _at

5,8278
5,9513
5,4843
4,3706
7,0823
7,7133
5,2333
5,8924
8,4661
6,9875
8,2955
7,5337
6,3963
9,9504
8,3579
6,6807
5,3887
8,5715
5,9805
7,7364
7,5100
6,3689
8,8507
10,1136
7,3024
5,4504
7,6684
5,0214
3,7542
6,1565
8,3251
9,1039

8,4845
8,3017
7,5836
6,3769
9,0010
9,6134
7,1230
7,7768
10,2776
8,7169
10,0133
9,2446
8,0908
11,6424
10,0187
8,3392
7,0458
10,1968
7,6050
9,3478
9,1209
7,9597
10,4356
11,6974
8,3801
7,0186
9,2355
6,5880
5,3205
7,7213
9,8785

10,6552
148

p-Wert Signal Log Ratio

0,0047 2,7
0,0058 2,4
0,0096 2,1
0,0079 2,0
0,0007 1,9
0,0004 1,9
0,0006 1,9
0,0056 1,9
0,0030 1,8
0,0006 1,7
0,0001 1,7
0,0042 1,7
0,0006 1,7
0,0091 1,7
0,0018 1,7
0,0029 1,7
0,0015 1,7
0,0015 1,6
0,0047 1,6
0,0034 1,6
0,0005 1,6
0,0051 1,6
0,0061 1,6
0,0087 1,6
0,0015 1,6
0,0013 1,6
0,0004 1,6
0,0048 1,6
0,0037 1,6
0,0007 1,6
0,0009 1,6
0,0056 1,6

Gensymbol
Ccdc28b
Aldh3al
Ccdc28b
Prkd2
Casp4
Bckdha
Galm
G6pd2 /// Gépdx
Ndrgl
Acss2
Pex6
Twf2
Ttll1
Mcm5
Pex6
Clip3
Ddx49
Got2
Gem
Isynal
Whbp2
Cbx8
Pefl
Sgstm1
vdr
Cdh26
Thopl
Fahd2a
Rhpn2
Stx5a
Ddx54
Dhrs1



Anhang

1460641_a_at
1417793_at
1445897_s_at
1415750_at
1453768_a_at
1433708_at
1451339_at
1428612_at
1432472 _a_at
1428750_at
1426774 _at
1448324 at
1428915_at
1419883 _s_at
1415739_at
1451176 _at
1423165_a_at
1422601 _at
1426534 _a_at
1415774_at
1424651 _at
1420543 _at
1435256_at
1460362 _at
1421976_at
1441727 _s_at
1419763 _at
1459151 x_at
1418965_at
1460279_a_at
1455467 _at
1426942 _at
1421977 _at
1416200_at
1454840 _at
1439440_x_at
1436833 _x_at
1417692 _at
1416137 _at
1431428_a_at
1418238_at
1420953 _at
1422479 _at
1448350_at
1437835_a_at
1452226_at

7,1345
4,7867
9,8868
7,7602
5,6418
9,3209
5,7350
6,4517
5,7526
9,6226
5,0168
10,7460
6,3089
7,5527
9,3553
7,1586
8,2692
6,8341
7,9928
8,1470
6,8434
5,3538
7,8418
8,7670
5,1394
5,2853
4,4032
7,4739
8,2419
7,1481
5,2966
5,7053
6,3285
4,2947
6,6998
9,7669
8,3451
9,0964
7,9723
7,6676
8,7756
7,3249
6,6468
8,0510
6,7568
8,7111

8,6844
6,3305
11,4286
9,3007
7,1821
10,8591
7,2699
7,9858
7,2792
11,1399
6,5322
12,2610
7,8221
9,0582
10,8604
8,6571
9,7672
8,3210
9,4766
9,6173
8,3134
6,8233
9,3085
10,2313
6,6035
6,7479
5,8571
8,9267
9,6880
8,5932
6,7407
7,1484
7,7659
5,7307
8,1303
11,1950
9,7730
10,5200
9,3873
9,0822
10,1901
8,7392
8,0608
9,4498
8,1529
10,1066

149

0,0003
0,0028
0,0003
0,0001
0,0081
0,0041
0,0051
0,0009
0,0053
0,0094
0,0010
0,0021
0,0016
0,0009
0,0004
0,0084
0,0019
0,0006
0,0019
0,0033
0,0014
0,0038
0,0083
0,0019
0,0033
0,0066
0,0056
0,0003
0,0015
0,0029
0,0075
0,0037
0,0043
0,0077
0,0018
0,0013
0,0072
0,0002
0,0065
0,0009
0,0040
0,0000
0,0002
0,0023
0,0013
0,0084

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
1,5
15
1,5
15
1,5
15
1,5
15
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14

Rbm42
Irgm2
Ifi35
Tbi3
Fam110a
Srp68
Suox
Atg7
Mccc2
Cdc42ep2
Parp12
Rnpsl
Sirt5
Atp6vib2
Rbm42
Mavs
Mta2
Serpinb9
Arfgap3
Elp2
Acsf3
Dnajc28
Clip3
2410001C21Rik
Mmp19
2fp467
Nkap
Ifi35
Nosip
Gtf2i
Fam188b
Aiml
Mmp19
1133
Mccc2
Twf2
Ttll1
Drg2
Anxa7
Nosip
Ivd
Addl
Acss2
Asl
0610011L14Rik
Recc2



Anhang

1424617_at
1433433 _at
1460189_at
1417220_at
1434133_s_at
1443841 x_at
1416756_at
1417976_at
1451149_at
1421720_a_at
1417243 _at
1450082_s_at
1429001 _at
1416127 a_at
1428895_at
1416356_at
1422550_a_at
1428364 _at
1434114 _at
1416821 _at
1451207_at

5.3.2 RIP-Chip-Daten fir elF-5A2

7,8140
9,0994
6,9487
8,5808
5,9537
3,8261
8,9601
7,5471
8,6311
6,1702
9,8116
6,1590
8,4374
9,4556
6,5049
8,6579
6,5510
8,0373
8,3493
6,3669
8,9018

9,2095
10,4926
8,3410
9,9705
7,3399
5,2119
10,3452
8,9288
10,0047
7,5361
11,1716
7,5180
9,7949
10,8115
7,8589
10,0099
7,9016
9,3835
9,6946
7,7107
10,2438

Affymetrix Sonden Set ID Mittelwert Basisgruppe Mittelwert Testgruppe

1432517 _a_at
1448562_at
1460238_at
1422573 _at
1416554 _at
1420537_at
1452003_at
1450569_a_at
1450241_a_at
1434628_a_at
1415978 _at
1422327 _s_at
1419589 _at
1418761 _at
1454789 _x_at
1415977 _at
1456480 _at
1451274 _at
1416749 _at

5,4842
6,6430
7,9061
6,2019
9,6873
5,0270
6,1364
7,9986
6,3096
3,7542
5,7856
5,8924
4,9992
7,7689
9,3287
7,7364
3,6646
8,8238
7,1279

8,6365
9,7777
10,8473
8,9615
12,3602
7,6812
8,6659
10,4956
8,7921
6,2277
8,2349
8,3404
7,4397
10,1984
11,7313
10,1145
6,0424
11,1907
9,4916

150

0,0002
0,0062
0,0035
0,0060
0,0062
0,0074
0,0001
0,0033
0,0082
0,0034
0,0002
0,0083
0,0012
0,0009
0,0020
0,0010
0,0011
0,0042
0,0054
0,0012
0,0009

p-Wert
0,0040
0,0076
0,0001
0,0007
0,0004
0,0090
0,0006
0,0052
0,0061
0,0070
0,0013
0,0035
0,0093
0,0077
0,0085
0,0006
0,0011
0,0099
0,0027

14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,3
1,3
1,3
1,3

Signal Log Ratio
3,2
31
2,9
2,8
2,7
2,7
2,5
2,5
2,5
2,5
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4

Ifi35
Myst2
Dcafll
Fah
Dcaf8
Uaplll
Dnajb1
Ada
Pgm?2
Dtx2
Fam192a
Etv5
Pir
Dnpep
Rftn2
Gmpr2
Mtap6
Scnm1l
Rexo4
Dgcrl4d
Cbaral

Gensymbol
Nnmt
Uppl

Msin
Ampd3
Pdlim1
Kctd4
Rbm14
Rbm14
Evi2a
Rhpn2
Tubb3
G6pd2 /// Gepdx
Cda3
Igf2bpl
Prpf6
Isynal

Fry

Ogdh
Htral



Anhang

1425326_at
1431292_a_at
1437032_x_at
1426747 _at
1426423 _at
1417936_at
1459840_s_at
1451111_at
1436502_at
1456046_at
1418726_a_at
1417951 _at
1417292_at
1423946 _at
1452672_at
1415750_at
1452429_s_at
1437835_a_at
1448658_at
1450379_at
1455257 _at
1451365_at
1416647_at
1426427 _at
1426657 _s_at
1416383_a_at
1423600_a_at
1428899_at
1436501_at
1415945_at
1425902_a_at
1417692 _at
1417716_at
1424967 _x_at
1451149 _at
1427081 _at
1452583_s_at
1417268_at
1438251_x_at
1433653 _at
1423797 _at
1434333 _a_at
1424630_a_at
1436698 _x_at
1451828 _a_at
1425615_a_at

9,2266
7,5337
8,6524
8,1435
9,0693
5,4342
5,8278
7,3689
5,0785
5,6568
5,9403
8,6488
4,8522
8,2055
8,6424
7,7602
7,8193
6,7568
8,7521
6,8776
4,9411
7,2674
7,7133
6,3963
10,4702
6,9741
7,0303
4,5066
5,5743
9,9504
7,0708
9,0964
8,5715
5,5388
8,6311
5,7332
5,2333
7,3753
7,2306
5,3465
9,2181
4,3706
5,2678
3,5751
7,3592
10,0324

11,5649
9,8657
10,9822
10,4711
11,3966
7,7500
8,1305
9,6497
7,3513
7,9267
8,2093
10,9146
7,0847
10,4372
10,8720
9,9836
10,0360
8,9490
10,9241
9,0470
7,0806
9,4037
9,8226
8,5050
12,5783
9,0814
9,1245
6,5987
7,6539
12,0192
9,1272
11,1507
10,6247
7,5868
10,6761
7,7691
7,2677
9,4075
9,2567
7,3644
11,2305
6,3824
7,2689
5,5724
9,3535
12,0206

151

0,0006
0,0000
0,0043
0,0052
0,0035
0,0007
0,0002
0,0010
0,0056
0,0006
0,0007
0,0004
0,0023
0,0029
0,0008
0,0030
0,0046
0,0001
0,0039
0,0008
0,0056
0,0006
0,0003
0,0001
0,0019
0,0036
0,0100
0,0098
0,0031
0,0040
0,0055
0,0023
0,0004
0,0088
0,0000
0,0013
0,0017
0,0003
0,0005
0,0004
0,0003
0,0082
0,0036
0,0069
0,0030
0,0004

2,3
23
2,3
23
2,3
23
2,3
23
2,3
23
2,3
23
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

Acly
Twf2
Rbm14
Abcf3
Shmt2
Ccl9
Ccdc28b
Nup133
Mtusl
Cda3
Tnnt2
Eno3
Ifi47
Pdlim2
Thoc5
Tbi3
Abcfl
0610011L14Rik
Sartl
Msn
Itgh3
Rbm19
Bckdha
Ttll1
Gm8096 /// Phgdh
Pcx
Tcofl
Tmem182
Mtusl
Mcm5
Nfkb2
Drg2
Got2
Tnnt2
Pgm?2
A630072M18Rik
Galm
Cdi4
Htral
Fam20a
Aacs
Prkd2
Brcal
Tmem204
Acsl4
Pck2



Anhang

1450264 _a_at 7,5432 9,5282
1436833 _x_at 8,3451 10,3288
1417019_a_at 9,4066 11,3888
1451744 _a_at 5,8966 7,8782
1432472 _a_at 5,7526 7,7318
1428365_a_at 9,5918 11,5690
1423379_at 5,4673 7,4336
1418348_a_at 6,5562 8,5095
1448354 _at 9,1133 11,0642
1426928 _at 5,1930 7,1436
1449481 _at 7,6459 9,5945
1448350_at 8,0510 9,9989
1460292_a_at 4,9598 6,9063
1425865_a_at 6,0302 7,9767
1416348_at 5,2224 7,1688
1428612 _at 6,4517 8,3949
1448907_at 7,6684 9,6113
1460396_at 8,3251 10,2644
1423165_a_at 8,2692 10,2047
1448143 _at 8,9997 10,9349
1423815_at 8,7857 10,7208
1435681 _s_at 5,3887 7,3221
1415909_at 10,2980 12,2263
1450355_a_at 10,5691 12,4928
1426422 _at 6,5237 8,4460
1430986_at 6,7603 8,6810
1430533_a_at 7,3279 9,2460
1460188 _at 4,3129 6,2292
1428109_at 6,9972 8,9065
1426046_a_at 6,9770 8,8859
1452194 _at 9,7268 11,6348
1450957_a_at 10,1136 12,0191
1423685_at 10,3694 12,2745
1454647 _at 7,3903 9,2902

5.3.3 RIP-Chip-Daten fur elF-5A1-K50R

Affymetrix Sonden Set ID Mittelwert Basisgruppe Mittelwert Testgruppe

1454789_x_at 9,3287 11,9861
1450569_a_at 7,9986 10,6236
1434333_a_at 4,3706 6,8097
1422327 s_at 5,8924 8,2871
1451111_at 7,3689 9,7535
1437032_x_at 8,6524 11,0150

152

0,0011
0,0001
0,0083
0,0013
0,0022
0,0028
0,0040
0,0001
0,0019
0,0009
0,0030
0,0025
0,0005
0,0025
0,0049
0,0004
0,0004
0,0011
0,0093
0,0004
0,0000
0,0010
0,0007
0,0001
0,0014
0,0048
0,0005
0,0057
0,0004
0,0010
0,0048
0,0040
0,0087
0,0002

p-Wert
0,0004
0,0014
0,0025
0,0007
0,0004
0,0025

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9

Signal Log Ratio
2,7
2,6
2,4
2,4
2,4
2,4

Chka
Ttll1
Cdc6
Ptgr2
Mccc2
Lonpl
Nfatc4
Ascc2
G6pdx
Ccdc93
Slc25a13
Asl
Smarcal
Lig3
Menl
Atg7
Thopl
Ddx54
Mta2
Aldh2
Ddx56
Ddx49
Stipl
Capg
Cc2dla
Farsb
Ctnnb1l
Ptpn6
Vpsil
Rabggta
Tbed
Sgstm1
Aars

Acadll

Gensymbol
Prpfé

Rbm14

Prkd2

G6pd2 /// Gépdx
Nup133

Rbm14



Anhang

1422478 _a_at
1452003_at
1451176_at
1419685_at
1448618_at
1427498 a_at
1460371 _at
1418752_at
1416038_at
1416780_at
1452429 s_at
1423685_at
1460279 _a_at
1426747 _at
1419370_a_at
1451365_at
1426928_at
1420535_a_at
1424036_at
1451891 _a_at
1448143 _at
1453581 _at
1448658_at
1452672_at
1423706_a_at
1422431 _at
1422584 _at
1426423 _at
1422479_at
1448354 _at
1448278 _at
1415945_at

1449444 _a_at
1449060_at
1415917 _at
1439185_x_at
1417716_at
1448311 _at
1424288 _at
1415866_at
1454985_at
1415811 _at
1428105_at
1423644 _at
1415978 _at

6,9875
6,1364
7,1586
6,6958
7,7649
6,9693
6,2234
5,9513
9,5454
8,9255
7,8193
10,3694
7,1481
8,1435
9,5054
7,2674
5,1930
7,3786
9,3462
7,7407
8,9997
8,5469
8,7521
8,6424
10,3867
8,2689
7,5673
9,0693
6,6468
9,1133
7,4272
9,9504

10,0399
9,1649
10,4704
8,6354
8,5715
8,6890
8,2523
6,6539
7,1338
8,4458
9,0333
8,0834
5,7856

9,3402
8,4782
9,4466
8,9837
10,0511
9,2458
8,4752
8,1592
11,7442
11,1141
9,9943
12,5370
9,3091
10,2915
11,6520
9,4086
7,3147
9,4864
11,4391
9,8315
11,0795
10,6261
10,8257
10,7146
12,4569
10,3373
9,6337
11,1260
8,6923
11,1540
9,4657
11,9829

12,0676
11,1920
12,4945
10,6535
10,5890
10,6827
10,2342

8,6343

9,1119
10,4216
11,0044
10,0538

7,7484

153

0,0016
0,0015
0,0039
0,0042
0,0017
0,0059
0,0061
0,0080
0,0046
0,0016
0,0001
0,0018
0,0007
0,0010
0,0002
0,0004
0,0008
0,0005
0,0037
0,0054
0,0004
0,0077
0,0009
0,0002
0,0025
0,0027
0,0008
0,0012
0,0053
0,0008
0,0017
0,0002

0,0001
0,0000
0,0024
0,0002
0,0017
0,0006
0,0006
0,0076
0,0005
0,0048
0,0046
0,0074
0,0002

2,4
23
2,3
23
2,3
23
2,3
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,0
2,0
2,0
2,0

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

Acss2
Rbm14
Mavs
Upfl
Mvp
Spag5
Hspal2b
Aldh3al
Snd1l
Pfkm
Abcfl
Aars
Gtf2i
Abcf3
Mfapla
Rbm19
Ccdc93
Nubl
Prpf6
Dysf
Aldh2
Cepl70
Sartl
Thoc5
Pgd
Mageel
Skiv2l
Shmt2
Acss2
G6pdx
Xab2

Mcm5
LOC100048499 /// Mfapla
/// Mfap1lb

Kif2c
Mthfd1l
Mavs
Got2
Usp5
Mepce
Unc45a
Ambral
Uhrfl
Tpx2
Acol
Tubb3



Anhang

1430543 _at
1423796_at
1426422_at
1425865_a_at
1449445 _x_at
1434090_at
1425902_a_at
1436886_x_at
1427304 _at
1436979_x_at
1450976_at
1450687_at
1433942 _at
1436414 _at
1423379_at
1451666_at
1457670_s_at
1451860_a_at
1422796_at
1452829 at
1415985_at
1424570 _at
1423797_at
1416383_a_at
1451274 _at
1420863 _at
1424023 _at
1416430_at
1450957_a_at
1426657 _s_at
1460396_at
1448187 _at
1450082_s_at
1424569_at
1452920_a_at
1441727 _s_at
1448672_a_at
1415774 _at
1428104 _at
1416380_at
1416647 _at
1424630_a_at
1456566_x_at
1421972_s_at
1434133 _s_at
1452690_at

6,6807
9,9793
6,5237
6,0302
10,4256
5,5321
7,0708
7,6650
6,2674
11,2165
8,4661
7,5777
5,3876
5,8295
5,4673
11,9227
11,2915
6,0428
10,1796
8,3332
10,3525
7,4251
9,2181
6,9741
8,8238
6,5547
7,6859
9,9452
10,1136
10,4702
8,3251
7,9920
6,1590
8,8485
8,9415
5,2853
8,6122
8,1470
9,8332
6,5214
7,7133
5,2678
10,4104
6,2333
5,9537
9,2734

8,6415
11,9246
8,4681
7,9726
12,3614
7,4632
8,9995
9,5836
8,1816
13,1280
10,3772
9,4846
7,2915
7,7316
7,3650
13,8191
13,1851
7,9356
12,0679
10,2076
12,2266
9,2983
11,0900
8,8386
10,6873
8,4176
9,5483
11,8035
11,9674
12,3240
10,1758
9,8372
7,9977
10,6833
10,7759
7,1184
10,4422
9,9725
11,6577
8,3357
9,5265
7,0748
12,2164
8,0374
7,7566
11,0748

154

0,0008
0,0084
0,0033
0,0029
0,0016
0,0007
0,0001
0,0033
0,0001
0,0019
0,0013
0,0072
0,0074
0,0002
0,0011
0,0019
0,0005
0,0057
0,0034
0,0073
0,0038
0,0003
0,0005
0,0004
0,0004
0,0002
0,0004
0,0002
0,0032
0,0009
0,0002
0,0066
0,0028
0,0002
0,0000
0,0025
0,0031
0,0007
0,0025
0,0014
0,0027
0,0009
0,0042
0,0019
0,0047
0,0011

2,0
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8
1,8

Clip3
Sfpq
Cc2dla
Lig3
Mfapla
Dis312
Nfkb2
Xab2
Vps18
Rbm14
Ndrgl
1gf2bp3
Myo6
Obsl1
Nfatc4
Acly
Lmna
Trim30a
Prep
Cad
Sf3b3
Ddx46
Aacs
Pcx
Ogdh
Dctn4
Ctul
Cat
Sqgstm1
Gm8096 /// Phgdh
Ddx54
Pold1
Etv5
Ddx46
Ppil2
Zfp467
Arfgap2
Elp2
Tpx2
Mov10
Bckdha
Brcal
Rbm14
Hcfcl
Dcaf8

Khsrp



Anhang

1423419_at 7,6399 9,4406

1422503_s_at 9,9424 11,7427

5.3.4 RIP-Chip-Daten fur elF-5A2-K50R

Affymetrix Sonden Set ID Mittelwert Basisgruppe Mittelwert Testgruppe

1418752_at 5,9513 8,3270
1434333 _a_at 4,3706 6,3906
1450976_at 8,4661 10,3984
1422327 _s_at 5,8924 7,8165
1452003 _at 6,1364 8,0274
1430543 _at 6,6807 8,5496
1441941 _x_at 5,8513 7,6939
1448143 _at 8,9997 10,7937
1426422_at 6,5237 8,2659
1423165_a_at 8,2692 10,0027
1452583 _s_at 5,2333 6,9649
1450957_a_at 10,1136 11,8357
1418175_at 7,3024 9,0237
1426942_at 5,7053 7,4241
1416647 _at 7,7133 9,4293
1448324 _at 10,7460 12,4590
1433464 _at 8,2213 9,8998
1423379_at 5,4673 7,1398
1417668_at 6,2075 7,8612
1426928 _at 5,1930 6,8464
1424078_s_at 8,2955 9,9441
1418450_at 6,7936 8,4296
1428612_at 6,4517 8,0869
1448267 _at 6,1565 7,7840
1416638 _at 6,9360 8,5597
1448350_at 8,0510 9,6642
1424651 _at 6,8434 8,4352
1451226_at 8,3579 9,9243
1421748 _a_at 5,6882 7,2479
1427081 _at 5,7332 7,2925
1424101_at 10,9156 12,4719
1433433 _at 9,0994 10,6506
1417228 _at 6,6710 8,2222
1432472_a_at 5,7526 7,3023
1456935_at 5,8982 7,4454
1450082_s_at 6,1590 7,6962
1434133 _s_at 5,9537 7,4808
1433708 _at 9,3209 10,8435

155

0,0030 1,8

0,0004 1,8

p-Wert Signal Log Ratio

0,0031 2,4
0,0049 2,0
0,0012 1,9
0,0070 1,9
0,0085 1,9
0,0014 1,9
0,0077 1,8
0,0023 1,8
0,0031 1,7
0,0058 1,7
0,0007 1,7
0,0065 1,7
0,0005 1,7
0,0012 1,7
0,0035 1,7
0,0006 1,7
0,0007 1,7
0,0027 1,7
0,0085 1,7
0,0044 1,7
0,0034 1,6
0,0014 1,6
0,0022 1,6
0,0013 1,6
0,0018 1,6
0,0017 1,6
0,0014 1,6
0,0087 1,6
0,0007 1,6
0,0013 1,6
0,0079 1,6
0,0055 1,6
0,0020 1,6
0,0051 1,5
0,0029 1,5
0,0087 1,5
0,0065 1,5
0,0023 1,5

Lig3

Parpl

Gensymbol
Aldh3al
Prkd2
Ndrgl
G6pd2 /// Gépdx
Rbm14
Clip3
Serpinb5
Aldh2
Cc2dla
Mta2
Galm
Sqgstm1
vdr

Aim1
Bckdha
Rnpsl
Ipo13
Nfatc4
Rtn4dipl
Ccdc93
Pex6

Islr

Atg7
Stx5a
Sall2

Asl

Acsf3
Pex6
Tubdl
A630072M18Rik
Hnrnpl
Myst2
Capnl
Mccc2
Al606473
Etv5
Dcaf8
Srp68
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1415770_at
1433780_at
1435256_at
1416137_at
1435681 _s_at
1452709_at
1420953 _at
1448401 _at
1417101 _at
1434987 _at
1433942 _at
1436589_x_at
1451176_at
1426427 _at
1431292_a_at
1451149 _at
1433919_at
1448121 _at
1452226_at
1428750 _at
1418238_at
1417013 _at
1429876_at
1439738_at
1428110_x_at
1416127 _a_at
1426873 _s_at
1460292_a_at
1422847 _a_at
1424130 _a_at
1428759_s_at
1419329_at
1460641_a_at
1447780_x_at
1433604 _x_at
1454840_at
1434050_at
1456937_at
1448215_a_at
1425656_a_at
1416675_s_at
1426534 _a_at
1433890_a_at
1426891 _at
1445897_s_at
1424453 _at

10,1015
7,6151
7,8418
7,9723
5,3887
9,8150
7,3249
7,7814
7,5979
4,0626
5,3876
5,3851
7,1586
6,3963
7,5337
8,6311
3,9325
7,5100
8,7111
9,6226
8,7756

10,7069
7,1748
4,9858
7,1226
9,4556
6,2183
4,9598
7,8214

11,8576
7,8012
6,7000
7,1345
9,6625

10,9083
6,6998
6,3406
5,4504
8,4379
7,2212
7,3708
7,9928
8,7640
6,8378
9,8868
6,0427

11,6206
9,1272
9,3529
9,4817
6,8872

11,3126
8,8184
9,2455
9,0588
5,5212
6,8456
6,8399
8,6129
7,8376
8,9719

10,0680
5,3652
8,9349

10,1297

11,0405

10,1819

12,1101
8,5708
6,3817
8,5179

10,8450
7,5998
6,3396
9,1984

13,2323
9,1747
8,0625
8,4969

11,0211

12,2660
8,0535
7,6917
6,7984
9,7848
8,5658
8,7124
9,3342

10,1043
8,1771

11,2234
7,3782
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0,0040
0,0074
0,0001
0,0095
0,0034
0,0011
0,0094
0,0056
0,0018
0,0074
0,0011
0,0029
0,0073
0,0002
0,0035
0,0092
0,0059
0,0006
0,0073
0,0012
0,0000
0,0068
0,0016
0,0044
0,0077
0,0083
0,0009
0,0021
0,0067
0,0039
0,0085
0,0004
0,0002
0,0094
0,0018
0,0023
0,0010
0,0046
0,0008
0,0036
0,0033
0,0069
0,0048
0,0025
0,0020
0,0084

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
14
1,4
13
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3

Wdré
Ubnl
Clip3
Anxa7
Ddx49
Poldip3
Addl
Smarcd2
Hspa2
Aldh2
Myo6
Prkd2
Mavs
Ttll1
Twf2
Pgm2
Asb4
Whbp2
Rcc2
Cdc42ep2
Ivd
Hspb8
Supt7I
Mettl13
Vpsil
Dnpep
Jup
Smarcal
Prkcd
Ptrf
Cwc25
Sorbs3
Rbm42
Tufm
Aldoa
Mccc2
Vps8
Cdh26
Dpp3
Baiap2
Pled1
Arfgap3
Bat3
Rpapl
Ifi35
Pcytla
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1435802_at 6,3303 7,6569
1428895_at 6,5049 7,8263
1437243 _at 5,5117 6,8326
1417526_at 9,1337 10,4510
1455467_at 5,2966 6,6116
1448522 _at 6,4739 7,7881
1447803 _x_at 3,9354 5,2444
1422550_a_at 6,5510 7,8544
1427669_a_at 6,0754 7,3741
1451339_at 5,7350 7,0317
1428378_at 6,0420 7,3386
1426944 _at 8,1256 9,4218
1417793 _at 4,7867 6,0816
1418965_at 8,2419 9,5362
1423777 _at 7,0082 8,3011

0,0009 1,3
0,0014 1,3
0,0002 1,3
0,0095 1,3
0,0095 1,3
0,0084 1,3
0,0093 1,3
0,0036 1,3
0,0012 1,3
0,0082 1,3
0,0078 1,3
0,0029 1,3
0,0073 1,3
0,0006 1,3
0,0023 1,3

5.3.5 RIP-Chip-Daten fir N-terminales elF-5A1

Affymetrix Sonden Set ID Mittelwert Basisgruppe Mittelwert Testgruppe

1449250_at 7,3589 11,0901
1433892_at 8,1794 11,3064
1457695_at 6,8540 9,3983
1451891_a_at 7,7407 10,7753
1417621 _at 5,8756 8,8815
1422847 _a_at 7,8214 10,7868
1424548 _at 7,3265 10,2807
1433893_s_at 9,3074 12,2342
1435644 _at 9,3020 12,1302
1454789_x_at 9,3287 12,1314
1419370_a_at 9,5054 12,2769
1418175_at 7,3024 10,0631
1416756_at 8,9601 11,7082
1419685_at 6,6958 9,3639
1428479 _at 7,6564 10,3212
1423379_at 5,4673 8,0745
1434832_at 7,4997 10,1038
1448618 _at 7,7649 10,3634
1417039_a_at 9,3640 11,9406
1423659_a_at 7,5323 10,0763
1449445 _x_at 10,4256 12,9669
1434333_a_at 4,3706 6,8993
1437532_at 7,5623 10,0722
1422584 _at 7,5673 10,0387
1422591 _at 7,6749 10,1414
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p-Wert Signal Log Ratio

0,0001 3,7
0,0030 3,1
0,0005 3,0
0,0022 3,0
0,0000 3,0
0,0002 3,0
0,0010 3,0
0,0040 2,9
0,0000 2,8
0,0006 2,8
0,0005 2,8
0,0036 2,8
0,0000 2,7
0,0017 2,7
0,0001 2,7
0,0021 2,6
0,0001 2,6
0,0001 2,6
0,0001 2,6
0,0001 2,5
0,0000 2,5
0,0086 2,5
0,0001 2,5
0,0020 2,5
0,0006 2,5

Zbtb45
Rftn2
D2hgdh
Pcbp3
Fam188b
Sars2
Capg
Mtap6
Cit
Suox
Zc3havl
Fbxw8
Irgm2
Nosip
Usp20

Gensymbol
Prcc
Spag5
Synrg
Dysf
Nfatcl
Prked
Limel /// Zgpat
Spag5
Sh3pxd2b
Prpf6
Mfapla
Vvdr
Dnajb1l
Upfl
Nfatcl
Nfatcd
Foxo3
Mvp
Cul7
Tbcld17
Mfapla
Prkd2
Rnf216
Skiv2|
Tceb3
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1450569_a_at
1438268_at
1442743_at
1436732_s_at
1416755_at

1449444 a_at
1452672_at
1426928_at
1449001 _at
1427498 _a_at
1450976_at
1425902_a_at
1434831 _a_at
1416780_at
1449060_at
1424078_s_at
1441727 _s_at
1434117_at
1451274 _at
1439825_at
1415713 _a_at
1422858 at
1415945 _at
1437926 _at
1418752_at
1452429 s_at
1452003 _at
1435681_s_at
1460371 _at
1448907_at
1451226 _at
1415985_at
1426944 _at
1450785_at
1422327 _s_at
1438022 _at
1422478 _a_at
1448278 _at
1424036_at
1425326_at
1427304 _at
1437987_at
1459840_s_at
1418179_at
1450957_a_at

7,9986
7,0070
5,5153
7,7754
10,8475

10,0399
8,6424
5,1930
7,5733
6,9693
8,4661
7,0708
8,9911
8,9255
9,1649
8,2955
5,2853
8,5462
8,8238
5,7568
9,8952
8,6797
9,9504
8,9229
5,9513
7,8193
6,1364
5,3887
6,2234
7,6684
8,3579

10,3525
8,1256
3,6269
5,8924
6,9974
6,9875
7,4272
9,3462
9,2266
6,2674
5,4941
5,8278
5,2438

10,1136

10,4649
9,4708
7,9496

10,2048

13,2692

12,4515
11,0513
7,5974
9,9722
9,3454
10,8304
9,4252
11,3352
11,2613
11,4961
10,6165
7,6014
10,8616
11,1376
8,0673
12,1925
10,9700
12,2401
11,2100
8,2357
10,0947
8,4033
7,6521
8,4793
9,9187
10,6028
12,5842
10,3555
5,8540
8,1185
9,2230
9,2054
9,6447
11,5629
11,4390
8,4758
7,6916
8,0209
7,4331
12,3026
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0,0008
0,0075
0,0007
0,0011
0,0000

0,0032
0,0001
0,0029
0,0000
0,0054
0,0008
0,0013
0,0000
0,0010
0,0054
0,0038
0,0054
0,0043
0,0002
0,0082
0,0011
0,0005
0,0000
0,0001
0,0068
0,0002
0,0049
0,0040
0,0014
0,0005
0,0044
0,0001
0,0010
0,0000
0,0009
0,0004
0,0004
0,0036
0,0010
0,0004
0,0027
0,0006
0,0063
0,0014
0,0000

2,5
2,5
2,4
2,4
2,4

2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2

Rbm14
Rc3h2
Trip4
Fbxw8

Dnajb1
LOC100048499 /// Mfapla
/// Mfap1lb

Thoc5
Ccdc93
Ivd
Spag5
Ndrgl
Nfkb2
Foxo3
Pfkm
Kif2c
Pex6
Zfp467
Tceb3
Ogdh
Dtx3l
Ddx24
Trip4
Mcm5
Xpnpep3
Aldh3al
Abcfl
Rbm14
Ddx49
Hspal2b
Thopl
Pex6
Sf3b3
Fbxw8
Trip4
G6pd2 /// Gépdx
Rab11fip3
Acss2
Xab2
Prpf6
Acly
Vps18
Ccdc28b
Atg3

Sqgstm1



Anhang

1437032_x_at
1434445_at
1449660_s_at
1455942 _at
1423882 _at
1454985_at
1460692 _at
1428105_at
1423264 _at
1452920 _a_at
1451111 _at
1420930_s_at
1439738_at
1424023 _at
1418176_at
1415750_at
1418978_at
1416038_at
1416647_at
1452583 _s_at
1425761_a_at
1420543 _at
1452690_at
1456937_at
1420863_at
1451006_at
1439496_at
1426747 _at
1422799 _at

8,6524
5,9484
8,6921
7,5699
10,0504
7,1338
9,6036
9,0333
9,2951
8,9415
7,3689
9,7505
4,9858
7,6859
8,5407
7,7602
6,5353
9,5454
7,7133
5,2333
5,9139
5,3538
9,2734
5,4504
6,5547
7,9379
10,3524
8,1435
8,7899

10,8387
8,1314
10,8709
9,7467
12,2250
9,3024
11,7593
11,1867
11,4478
11,0926
9,5178
11,8947
7,1289
9,8137
10,6668
9,8830
8,6524
11,6610
9,8273
7,3435
8,0238
7,4598
11,3768
7,5460
8,6432
10,0262
12,4400
10,2287
10,8739
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0,0025
0,0057
0,0013
0,0091
0,0004
0,0002
0,0038
0,0055
0,0017
0,0008
0,0016
0,0088
0,0008
0,0002
0,0001
0,0023
0,0003
0,0024
0,0005
0,0010
0,0004
0,0036
0,0004
0,0007
0,0054
0,0024
0,0029
0,0012
0,0032

2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1

Rbm14
Arhgap39
Corolc
Kdm2a
Rfwd3
Ambral
Ehmt2
Tpx2
Bopl
Ppil2
Nup133
Ctnnall
Mettl13
Ctul
vdr
Tbi3
Sap30bp
Snd1
Bckdha
Galm
Nfatcl
Dnajc28
Khsrp
Cdh26
Dctn4d
Xdh
Stonl
Abcf3
Bat2
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