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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Konservierte Mechanismen der Musterbildung kontrollieren die Etablierung des
embryonalen Bauplans bei Metazoen

Fast alle Metazoen beginnen ihre Entwicklung als befruchtete Eizelle oder Zygote. Wahrend
der Embryogenese entsteht aus diesem Einzellstadium eine erstaunliche Vielfalt an
Lebensarten und komplizierten Kérperbauplénen. Interessanterweise haben Fortschritte auf
dem Gebiet der molekularen Entwicklungsbiologie gezeigt, dald Tiere trotz der Unterschiede
in ihrer Gestalt und Komplexitat vergleichbarer sind als zundchst angenommen wurde. So
konnte nach einer Reihe von Untersuchungen demonstriert werden, daf3 bei allen
bilateralsymmetrischen Tieren, einschlie3lich des Menschen, ein gemeinsamer Mechanismus
zur Etablierung der embryonalen anteroposterioren Achse existiert. Verantwortlich dafur sind
die Hox-Gene. Sie wurden in der Fruchtflieg@osophila melanogasteanhand von
Mutationen entdeckt, die zu homeotischen Transformationen gefiihrt haben (Kaafatan

1980; Lewis, 1978). Diélox-Gene sind in Genkomplexen angeordnet und kommen bei allen
bilateralsymmetrischen Tieren vdflox-Gene sind so organisiert, dal3 auch die Anordnung
und Position von homologen Genen zwischen verschiedenen Spezies erhalten geblieben ist.
Interessanterweise korreliert die lineare AnordnungHteeGene auf dem Chromosom mit

der Reihenfolge ihrer Aktivierung und mit der anterioren Grenze ihrer Expression wahrend
der Embryonalentwicklung (Zakany and Duboule, 1999).

Zusatzlich zum Mechanismus der Musterbildung entlang der anteroposterioren Achse,
existieren zwischen Vertebraten und Invertebraten weitere Ahnlichkeiten im Bauplan des
Korpers, denen gemeinsame konservierte genetische Prozesse zugrunde liegen. So existieren
sowohl beiDrosophila als auch bei hoheren Saugetieren Organe wie die Augen, die trotz
ihrer unterschiedlichen Gestalt ahnliche Funktionen austuben. Solche Strukturen wurden
ursprunglich als analog bezeichnet, da man angenommen hat, dal3 verschiedene genetische

Mechanismen fur ihre Spezifizierung verantwortlich sind (Raff and Raff, 1985; von Salvini-
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Plawen and Mayr, 1977; Willmer, 1990). Anhand des heutigen Kenntnisstands jedoch, kann
man von homologen Organen sprechen da verwandte Gennetzwerke ihre Entwicklung steuern
(zum Uberblick, Veraksat al, 2000).

Es ist also mdglich, durch komparative Studien von Tiermodellsystemen Erkentnisse zu
gewinnen Uber die genetischen Mechanismen, welche die friihe Entwicklung des Menschen
regulieren. Dies stellt nach der Vollendung der Sequenzierung des menschlichen Genoms
(Venter, G.et.al. 2001;Int. Genome Sequencing consprdie grof3e Herausforderung dar.
Zwischen den verschiedenen Tiermodellen ragt besonders die Maus heraus, welche das am
besten analysierte und fir genetische Manipulationen zugangliche Saugetier ist (Capecchi,
1989).

1.2 Entdeckung der Homeo- und Paired-Doméne
Die Entdeckung der Homeo- und Paired-Box geht auf Mutantenanalysen zurlck, die in der

Fruchtfliege Drosophila melanogasterdurchgefiihrt wurden(Nusslein-Volhard and
Wieschaus, 1980). Dabei wurde nach Mutanten gesucht, bei denen die Etablierung der zwei
embryonalen Hauptachsen (anteroposterior und dorsoventral) oder das metamere
Segmetierungmuster der Larve beeintrachtigt war. Ziel war es, Gene zu identifizieren, welche
die frihe Entwicklung der Fliege steuern. Anhand ihres Phanotyps wurden die
Fliegenmutanten alsgap’, ,pair-rule oder ,segment polarity klassifiziert. Die
anschliel3ende Identifizierung und Charakterisierung der Gene, in denen Mutationen zu den
beobachteten Phanotypen gefuhrt haben, ergab, dal’ eine Mehrzahl fur Transkriptionsfaktoren
kodierten. So wurde zuerst bei den homeotischen Genen des Bithorax- und Antennapedia-
Komplexes der Fliege, welche die Homologen ldex-Gene der Vertebraten darstellen, ein
gemeinsames Sequenzmotiv, die Homeobox entdeckt (McGetras, 1984; Scott and
Weiner, 1984). Es handelt sich um eine hochkonservierte Nukleotidsequenz, die fur eine
Protein-Doméne von 61 Aminosauren kodiert, die sequenzspezifische Bindung an DNA
vermittelt. Die Homeodomé&ne setzt sich aus dréielices zusammen, die von Schleifen
getrennt und um einen hydrophoben Kern gefaltet sind, sowie aus einer flexiblen
aminoterminalen Region (Billetet al, 1990; Philipset al, 1991; Qiaret al, 1989; Qiaret

al., 1994). Der carboxyterminale Teil der Homeodomane &hnelt dem Helix-Schleife-Helix-

Motiv, mit dem viele prokaryotischen Proteine an DNA binden (Laughon and Scott, 1984;
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Pabo and Sauer, 1984). Tatsachlich hat sich aus NMR- und rontgenkrystallographischen
Analysen von Homeodomanen absosophilg (Kissingeret al, 1990; Ottinget al, 1988;
Qianet al, 1993) Hefe (Wolbergest al, 1991) und dem Menschen (Klemeghal, 1994)
bestatigt, da® bei der Interaktion zwischen Homeodomé&ne und DNA die dritte Helix der
Homeodomaéne in der groRen Furche der DNA eingefihrt wird, wahrend die aminoterminale
Region mit der darrauffolgenden kleinen Furche der DNA Kontakte etabliert. Darliberhinaus
ist die dritte Helix der Homeodoméane der Erkennungshelix von prokaryotischen DNA-
bindenden Proteinen funktionell ahnlich. Ausgehend von der Schlisselrolle von Homeobox-
Genen in der Entwicklung der Fliege und der Konservierung von Entwicklungsprozessen
zwischen Invertebraten und Vertebraten, wurde intensiv in anderen Eukaryoten nach
Homeobox-Genen gesucht. Heute sind hunderte von Homeobox-Genen in veschiedenen
Organismen von der Hefe bis zur Maus und dem Menschen bekannt (Duboule, 199t Stein
al., 1996).

1.3 Die Struktur der Pax-Gene der Maus
Ein zweites Motiv, das ebenfalls zuerst BeosophilaGenen entdeckt wurde, ist die Paired-

Box, die fur eine Protein-Domane von 128 Aminosauren kodiert. Namensgebend fir diese
konservierte Doméne war das Segmentierungggémed Erst die Charakterisierung von

zwei weiterenDrosophilaGenen aus dergooseberrnlocus,gooseberry-proximalgsb-p

und gooseberry-dista{gsb-d (Boppet al, 1986) zeigte, dal3 diese Gene zwei paiired
gemeinsame Sequenzmotive enthalten. Es handelt sich einerseits um die Paired-Box und
andererseits um eine Homeobox, die in bestimmten Positionen von der Homeobox der
Antennapedia- und der Bithorax-Gene abweicht. Zwei weitere Gene der Féggaesaind
Pox-neurowurden als Paired-Box Gene identifiziert. Im Gegensajzamed enthielten diese

Gene keine Homeobox (Bop al, 1989).

Der Entdeckung der Paired-Box Drosophilafolgte die Suche nach Paired-Box Genen im
Genom von anderen Organismen. In der Maus und im Menschen sind heute neun Paired-Box
Gene bekanntRax-1bis Pax-9 (zum Uberblick, Chalepakist al, 1993; Dahkt al, 1997;
Mansouriet al, 1999; Underhill, 2000; Walthest al, 1991b). Paired-Box Gene wurden
ebenfalls aus einer Vielzahl von Genomen anderer Metazoen kloniert wie Nematoden,
Arthropoden und VertebrateRaxGene wurden sogar in primitiveren Metazoen identifiziert

wie in Porifera (Schwamme) und Anthozoen (Korallentiere) (Gregat, 2000; Hoshiyama
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et al, 1998; Milleret al, 2000; Suret al, 1997). Es handelt sich also um Gene, die sehr frih

in der Evolution entstanden sind und die im Tierreich der Vielzeller konserviert sind.

Allen Pax-Proteinen ist die Paired-Domé&ne gemeinsam, die immer aminoterminal liegt und
das langste Strukturmotiv in dieser Genfamilie darstellt. Zusétzlich enthalten einigaxder
Gene, ahnlich wie das Ggaired von Drosophila,eine Homeobox. Die in den Paired-Box-
Genen enthaltene Homeobox wird als Paired-Typ-Homeobox bezeichnet. Ein weiteres
charakteristisches Motiv in dieser Proteinfamilie ist das Oktapeptid, das nicht bei allen Pax-
Proteinen vorkommt und zwischen der Paired- und der Homeodomane lokalisiert ist. Anhand
ihrer genomischen Organisation, ihrer Sequenzahnlichkeit innerhalb der Paired-Doméne,
sowie den Ahnlichkeiten und Unterschieden in der Primarstruktur der davon kodierenden
Proteinen, wurden diBaxGene in vier Klassen eingeteilt (Abb.1). So sind bei Pax-3 und
Pax-7 alle drei konservierten Sequenzmotive vorhanden (Paired-Doméane, Oktapeptid,
Homeodomaéne), bei Pax-4 und Pax-6 fehlt das Oktapeptid, Pax-1 und Pax-9 enthalten keine
Homeodoméne, wéhrend bei Pax-2, Pax-5 und Pax-8 nur ein Teil der Homeodoméane noch
vorhanden ist der die ersteHelix umfal3t (Abb.1).

Chiromassom Ylulanlen
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Abbildung 1

Die Familie derPaxGene bei S&augern. Die neun Gene, die RarxFamilie gehdren werden in vier
Unterklassen eingeteilt. Schematisch dargestellt sind die Paired-Doméne (PD), die Paired-Typ-Homeodoméane
(HD) sowie das Oktapeptid (OP). Die prozentualen Angaben beziehen sich auf die Aminosaureidentitat
innerhalb der bestimmten Domé&ne der Pax-Proteine, die zur gleichen Unterklasse gehéren. Angegeben ist die
chromosomale Lokalisation dBaxGene im Maus- und im menschlichen Genom. Aufgefiihrt werden natirlich
vorkommende Mutationen und Krankheitssyndrome, die in Verbindung zu den Pax-Loci stehen. In der Maus
wurden diese phanotypische Effekte durch Geninaktivierungsstudien (KO) bestatigt.
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1.4Pax-Gene und ihre Rolle in der Embryonalentwicklung

Alle PaxGene werden wahrend der Embryonalentwicklung in einem spezifischen raumlichen
und zeitlichen Muster exprimiert, wobei alle mit Ausnahme Raix-1undPax-9im sich
entwickelnden zentralen Nervensystem aktiv sind (Stoykova and Gruss, 1994). lhre
Expression beginnt zwischen Tag 8 und 9,5 der Embryonalentwicklung. Erste Hinweise auf
eine vermutliche Rolle dePaxGene wahrend der Embryonalentwicklung und der
Organogenese lieferte die Korrelation von bekannten Mausmutanten, die einen
semidominanten Ph&anotyp aufwiesen mit molekularen DefektelRaxGenloci. Der
Undulated(Un)-Phanotyp in der Maus, der durch einen geknickten Schwanz gekennzeichnet
ist wurde mit einer heterozygoten MutatiorFax-1korreliert. Homozygote Mutanten weisen
Skelettanomalien auf, die auf die fehlerhafte Musterbildung des Sklerotoms, iRaeth
exprimiert ist, zurtckzufuhren sind (Ballingt al, 1988). Die Mutation, die fur die
Auspragung desUn-Phéanotyps verantwortlich ist fuhrt zu einem einzigen
Aminosaureaustausch innerhalb der Paired-Domane von Pax-1, der die DNA-
Bindungseigenschaften von Pax-1 erheblich verandert (Chalepalkik, 1991). Eine
Mutation, die zur Verschiebung des Leserasters im menschliRdre2Gen fuhrt, ist fir das
Renale-Kolobom-Syndrom verantwortlich, das durch Hypoplasie der Nieren und Kolobom
des optischen Nerves gekennzeichnet ist (Sanyaetisih 1995); (zum Uberblick, Eccles

and Schimmenti, 1999). Diese Defekte kommen auch iRae?"*“Mausmutante vor (Favor

et al, 1996). Mutationen inPax-3Gen sind die Ursache fur den semidominar8plotch
Phénotyp in der Maus und das Waardenburg-Syndrom beim Menschen. Anomalien, die
aufgrund einer heterozygoten MutationenPiax-3 entstehen sind Defekte im Neuralrohr,
Taubheit, Gesichts- und Skelettanomalien sowie Defekte in der Muskulatur der Extremitaten
(Auerbach, 1954; Baldwiet al, 1992; Epsteiret al, 1991; Franzt al, 1993; Read and
Newton, 1997; Russel, 1947; Tassabetjal, 1992). Hinzukommen Defekte, die auf die
anomale Wanderung von Neuralleistenzellen zurtickzufuhren sind, wie Fehlentwicklung der
Spinalganglien, Pigmentierungsanomalien und Herzdefekte (Casivedy 1997a; Conwawgt

al.,, 1997b; Tremblayet al, 1995). Uber die Rolle vorPax-6 wéahrend der
Embryonalentwicklung wird im nachsten Abschnitt ausfuhrlicher berichtet.

Die Funktion der restlicheRaxGene, fur die keine naturlichen Mutanten existieren, wurde
mittels Geninaktivierung durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen

untersucht. Dadurch konnte eine essentielle Rollé&x-2in der Nieren-, Augen-, Ohren-
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und Gehirnentwicklung gezeigt werden (Toretsl, 1995). Eine Rolle von Pax-2 wird auch

im endokrinen Pankreas vermutet, da die Expression des Gens im Pankreas als auch die
Fahigkeit des Proteins den Glukagon-Promotor zu aktivieren, demonstriert wurde (Ritz-Laser
et al, 2000). Die Inaktivierung deRax-4Gens fuhrte zum Ausbleiben der Insulin-
produzierendei8-Zellen des Pankreas (Sosa-Pinetlal, 1997) wahrendPax-5 sich als
essentielles Gen fir die Differenzierung der B-Lymphozyten und fir die Musterbildung des
Mittelhirns erwiesen hat (Urbaneé&t al, 1994). Das Fehlen détax-7-Genfunktion
beeinflusst die Wanderung der Zellen aus dem Kopfteil der Neuralleiste und fihrt zu
Gesichtsanomalien (Mansowt al, 1996).Pax-8wurde mit der Entwicklung der Schilddriise

im Zusammenhang gebracht sowohl anhand von Geninaktivierungsstudien (Mahsauri
1998), als auch durch die Identifizierung von MutationeRAX-8in Féllen von kongenitaler
Hypothyreose beim Menschen (Macchtaal, 1998). Schlie3lich if2ax-9notwendig fur die
Entwicklung von Organen, die aus den Pharyngealtaschen hervorgehen éPake998).

Im Einklang mit dem Fehlen der Zahne B&Ex-9 Mausmutanten konnten Mutationgn
PAX-9mit Oligodontie beim Menschen korreliert werden (Stoclkdbal, 2000).

Die oben aufgefihrten Defekte, die auf MutationerPaxGenen zurickzufiuhren sind,
sprechen fur eine Schlusselrole dieser Genfamilie in der Entwicklung und Organogenese bei

Saugetieren.

1.5Pax-6und seine Rolle in der Embryonalentwicklung
Aus der bedeutsamen Familie d&axGene ragt besonders ddax-6Gen hervor nicht nur

aufgrund seiner Schlusselfunktion wahrend der Embryonalentwicklung, sondern auch weil es
ein Beispiel fur die Konservierung von Grundkonzepten der Entwicklung in verschiedenen
Spezies darstellt (Gehring and lkeo, 1999). Die Funktion Pax-6 wahrend der
Embryogenese ist mit der Entwicklung des visuellen Systems eng verknupft,Reo@im

Prozel der Spezifizierung von Augenstrukturen eine Schlissel- und in der Evolution sehr
ursprungliche Position einnimmt. Diese geht bis hin zum prototypischen Auge bei Planarien
zuriick (Pinedat al, 2000). Die Schlusselrolle vétax-6in der Augenentwicklung zeigt sich
zunéchst anhand der phanotypischen Effekte, die durch Mutationen in diesem Gen ausgelost
werden. Heterozygote Mutationen ifax-6-Gen fuhren zur Entstehung demall eye(sey
Phanotyps in der Maus (Hiét al, 1991) und in der Ratte (Matseo al, 1993), der durch

Mikropthalmie gekennzeichnet ist und zu einer Reihe von okularen Defekten einschlief3lich
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des Aniridie-Syndroms beim Menschen (Glaseml, 1992; Jordaret al, 1992). Dabei
handelt es sich um eine partielle oder vollstandige Abwesenheit der Iris, in Kombination mit
Defekten in Kornea, Linse, Retina und optischem Nerv (Hittner, 1989; Netsaln 1984;
Shawet al, 1960). Bei homozygoteBeyMutanten sowidPax-6" Mausmutanten (St-Ongg

al., 1997) fehlen komplett Augen und Nase. Der einzelne bekannte Fall beim Menschen, bei
dem homozygote Mutationen iPAX-6Gen aufgetreten sind (Glasetral, 1994) spiegelte

den Phanotyp der homozygot&eyMutanten wiederPax-6 homologe Gene wurden aus
einer Vielzahl von Organismen isoliert. Drosophilafihren milde Mutationen inPax-6
Homolog eyelessey) zur kleineren Sinnesorganen oder sogar zum Fehlen der
Komplexaugen, wahrend schwerwiegende Mutationen im homozygoten Zustand lethal sind
(Quiring et al, 1994). Die Ahnlichkeit der Phanotypen zwischen der Fliege und den
Saugetieren, die nach Funktionsinsuffizienz eégsbzw.Pax-6-Gens entstehen, spricht fir

die Konservierung der Funktion vdPax-6 wahrend der Evolution. Interessanterweise
existiert inDrosophilaein zweitedPax-6homologes Gertwin of eyelesg¢toy) (Czernyet al,

1999). Ahnlich wie ey isttoy in Augenstrukturen der Fliege exprimiert. Day homologe

Gene nicht in hoheren Vertebraten identifiziert werden konnten, geht man von einem
Duplikationsereignis vomry aus, das wahrend der Evolution der Insekten stattgefunden hat
und bei demey unter der Kontrolle votoy gesetzt wurde. Die Universalitat der genetischen
Mechanismen sowie die Funktion vdhax-6/ey als ,master control gerfe der
Augenentwicklung wurde in einer spektakularen Art und Weise demonstriert. Die ektopische
Expression vorey in Imaginalscheiben des Kopfes und des Thoraxaysophilg fihrte

zur Entstehung von Augen in diesen Strukturen (Haddexl, 1995). Zum gleichen Effekt
fuhrte die ektopische Expression deax-6Gens der Maus iDrosophila Die ektopische
Ausbildung von Augen in der Fliege konnte ebenfallsPaix-6 homologen Genen aus dem
Zebrabarbling (Nornest al, 1998), Ascidien (Glardoet al, 1997) und dem Tintenfisch
Loligo opalescengTomarevet al, 1997) demonstriert werden. Dies zeigt, dal3 ein einziges
Gen in der Lage ist eine genetische Kaskade zu aktivieren, die zur Entwicklung eines
komplexen Organs fiihrt. Diese Eigenschaft Aax-6ist auch bei Vertebraten konserviert,
wie das Experiment zeigt bei dem die Injektion Wax-6 mRNA in ein einziges Blastomer

in Xenopus laevigur Ausbildung von ektopischen differenzierten Augen fuhrt (Céabal,

1999).
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Die Existenz des semidominant®ayPh&notyps im heterozygoten Zustand spricht dafur, dafd
die Gendosis von kritischer Bedeutung fur &ax-6Funktion ist. Versuche jedoch den
heterozygoten Phanotyp durch YAC-Transgene zu retten, in denen der Heaxaéeocus
enthalten war, haben gezeigt, daR auch eine Uberexpression des Gens zu okularen Defekten
fuhren kann, bei denen der resultierte Phanotyp jeweils von der Gendosis abhangig war
(Schedlet al, 1996).

Neben der beschrieben®ax-6 Aktivitat bei der Entwicklung des visuellen Systems, spielt
Pax-6im Prosencephalon eine wichtige Rolle. Es ist an der Musterbildung des Neokortex
beteiligt (Bishopet al, 2000) und definiert die Grenze zwischen Di- und Mesencephalon. Die
ektopische Expression vdPax-6 im Mesencephalon fuhrt zur kaudalen Verschiebung der
Abgrenzung zwischen Di- und Mesencephalon (Matsuretgal, 2000). Im ventralen
Neuralrohr istPax-6in der Spezifizierung regionaler neuraler Identitat beteiligt (Briscoe,
2000; Ericson, 1997; Gouldirg al, 1993)Pax6” Mause weisen zusatzlich Defekte auch in
Geweben endodermalen Ursprungs auf. So fehlen in der AbwesenhPaéx:@unktion die
Glukagon produzierendea-Zellen der Pankreas. Dabei scheint Pax-6 direkt an der

Regulation des Glukagon-Gens beteiligt zu sein (Hussain and Habener, 1999).

1.6 Biochemische Eigenschaften der Pax-Proteine
Gemeinsames Strukturmotiv bei allen Pax-Proteinen ist die Paired-Domane, die erst Jahre

nach ihrer Entdeckung durch Studien mit denosophilaeven skippedromotor und dem
Paired-Protein, als sequenzspezifische DNA-bindende Domane identifiziert wurde (Treisman
et al, 1991). Anschliel3ende Studien haben gezeigt, daf3 auch andere Pax-Proteine in der Lage
waren, mit der Sequenz aus dewen skippedPromotor sowie mitn vitro identifizierten
Erkennungssequenzen fur Paired-Domé&nen, mit vergleichbaren Affinitdten zu interagieren
(Czerny et al, 1993). Die Limitierung der einzelnen Pax-Proteine auf ein spezifisches
genetisches Programm konnte durch ihre breite Spezifitdt in der Erkennung von
Bindesequenzen durch die Paired-Domane, nicht erklart werden. Es hat sich jedoch
herausgestellt, dal? die DNA-Bindung durch Pax-Proteine viel komplizierter ist als
urspringlich angenommen wurde. So haben Untersuchungen mit Pax-5 gezeigt, dafl3 die
Paired-Doméane sich aus einer amino- und einer carboxyterminalen Unterdoméane
zusammensetzt, die spezifische Bindungseigenschaften besitzen (Ezailnyl993). Die

aminoterminale Domane wird als PAI-Domaéane, die carboxyterminale als RED-Domane

10
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bezeichnet (PAI+RED=PAIRED) (Jun and Desplan, 1996) (Abb.2). Pax-Proteine
unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit die RED-Domane zur DNA-Bindung einzusetzen.
Tatsachlich existieren Pax-6, Pax-6(5a), und Pax-8 Isoformen, die mit der DNA
ausschlief3lich durch die RED-Domane interagieren. Bei diesen Isoformen kommt es durch
alternatives Spleil3en zur Insertion von zusatzlichen Aminosauren in der PAI-Domane, die
ihre Bindungsfahigkeit unterbindet (Epsteinal, 1994a, Kozmilet al.,1997). Im Gegensatz

zu Pax-6, bei dem sowohl die PAI- als auch die RED-Doméne fir die Funktion des Proteins
in vivo erforderlich sind, scheint die RED-Doméane des Paired-ProteinBnomophilanicht

fur die Interaktion mit DNA erforderlich zu sein. Einerseits ist die RED-Doméane flindie
vivo-Funktion des Proteins entbehrlich (Bertuccadlal, 1996) und andererseits enthalten die

in vitro identifizierten Bindestellen fur Paired kein Erkennungsmotiv fir die RED-Domane.
Der selektive oder kombinatorische Einsatz der zwei Unterdomé&nen liefert also eine
Mdoglichkeit das Repertoir an Erkennungsstellen fir die Paired-Domane zu erhohen.
Interessanterweise wurde Brosophila ein Pax-ahnliches Protein identifiziert (Lune/eye
gone), das einzigartig innerhalb der Pax-Famillie ist, da es nur die RED-Domé&ne enthalt (Jun
et al, 1998). Die DNA-Erkennungssequenz dieses Proteins, das eine Rolle in der
Augenentwicklung der Fliege spielt, ist der der Pax-6(5a) Isoform sehr &hnlich.

Wie aus rontgenkrystallographischen Analysen Dessophila Proteins Paired (Xet al.,

1995) und des menschlichen PAX-6 (¥ual, 1999) hervorgeht, exstieren auch in der PAI-
Doméne trotz ahnlicher Faltung funktionelle Unterschiede, die zur Bindungsspezifitat
beitragen. Aus der Auflosung der Kristallstruktur von PAX-6 konnte gezeigt werden, daf3
sowohl die PAI- als auch die RED-Domane mit einem klassischen Helix-Schleife-Helix-
Motiv an jeweils gegenuberliegende groRe Furchen der DNA bindere(®&l, 1999)
(Abb.2). Zudem konnte auch ein Beitrag der flexibf#laarnadelstruktur, welche die
,Linker-Region“ zwischen den beiden Unterdomanen darstellt, zur Gesamtbindung der
Paired-Domane beobachtet werden. Die wichtige Rolle der ,Linker-Region® in der DNA-
Erkennung durch die Paired-Domane laf3t sich anhand von Pax-3-Isoformen erkennen, die
durch alternatives Splei3en entstehen. Diese Pax-3-Isoformen unterscheiden sich in den Grad
der Benutzung der ,Linker-Region“ und der RED-Domane fur die DNA-Bindung bei
gleichbleibender Bindungsaktivitat der PAlI-Doméane (Vogan and Gros, 1997; \ébgédn

1996).

11
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Pax-3, Pax-7 sowie Pax-4 und Pax-6 besitzen zusatzlich zur Paired-Doméne eine Paired-Typ
Homeodomane als zweites DNA-bindendes Motiv. Es ist also mdglich, daf3 durch die
kombinierte Verwendung der Paired- und der Homeodoméne ein héherer Grad der Spezifitat
in der Erkennung von Zielsequenzen durch die Pax-Proteine erreicht wird. Es wurde gezeigt,
dal die Paired-Typ Homeodoméane mit der Paired-Doméne in der Sequenzerkenvitiog
kooperieren kann (Jun and Desplan, 1996). Im Einklang damit kamwigo demonstriert
werden, dal} fir die Fahigkeit des Paired-Proteins darsophila den mutanterpaired
Phanotyp zu retten, die Anwesenheit von sowohl der Paired- als auch der Homeodomé&ne
erforderlich ist (Bertucciolet al, 1996; Miskiewiczet al, 1996). Im Gegensatz dazu ist die
Paired-Typ Homeodoméne d@&sosophilaPax-6 Homologseyless(ey) fur die in vivo
Funktion des Proteins nicht erforderlich, da eine Deletionsvariante von Ey ohne die
Homeodoméne in der Lage ist zum einen den muta@yelRh&anoyp zu retten und zum
anderen ektopische Augen zu induzieren (Pwizl, 2001). Diese Daten weisen darauf hin,

dalR die Paired-Typ Homeodoméane der Pax-Proteine sowohl unabh&ngig als auch in
Kombination mit der Paired-Domane fir die Regulation von Zielgenen eingesetzt wird.

Die Funktion der Pax-Proteine in der Entwicklung von Organen und in der Spezifizierung von
Zelltypen wahrend der Embryogenese hangt mit ihrer Fahigkeit zusammen die Expression
von untergeordneten Zielgenen zu modulieren. Vorhandene Daten sprechen dafur, daf3 Pax-
Proteine sowohl eine aktivierende als auch eine reprimierende Wirkung auf die Expression
von anderen Genen ausuben. So wurde der Carboxyterminus des Pax-6 Proteins, der reich an
den Aminosauren Prolin,e®in und_Threonin ist und als PST-Region bezeichnet wird, als
transkriptionsaktivierende Doméane identifiziert. Eine Nonsense-Mutation, die zu einer
verkirzten PST-Region im menschlichen PAX-6 flhrt, korrelierte mit Augendefekten und
Aniridie (Glaseret al, 1994). Die Aktivitat der PST-Region wird mdglicherweise mittels
Phosphorylierung durch MAP-Kinasen reguliert (Mikketaal, 1999). In der Regulation von
Kristallin-Genen in der Linse fungiert Pax-6 als direkter Aktivator ad{ristallin- zum
Uberblick, (Cvekl and Piatigorsky, 1996) und gleichzeitig als Repress@dgstallin-Gene
(Duncanet al, 1998). Eine transkriptionsreprimierende Aktivitat wurde den Pax-2, Pax-5 und
Pax-8 Proteinen zugeordnet, die zur gleichen Unterklasse innerhalb der Familie der Pax-
Proteine gehotren. Es wurde gezeigt, dalR Pax-2, -5 und -8 die Transkription des
Tumorsupressorgensb3 reprimieren kdnnen (Stuaet al, 1995). Auch im Pax-3 Protein

wurde eine Region vor der Paired-Doméne mit starker transkriptionsinhibitorischer Funktion
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identifiziert (Chalepaki®t al, 1994). Wahrend der frihen Pankreasentwicklung, reprimiert
Pax-4 die Differenzierung dea-Zellen und ermoglicht die Bildung der Insulin

produzierendef-Zellen (Smithet al, 1999).

Abbildung 2

Schematische Darstellung der Struktur und des Bindungsmodus der Paired-Doméane an DNA. Die zwei
Unterdomé&nen der Paired-Doméane PAI und RED werden von einer flefddtmarnadelstruktur), die zur
Gesamtbindung beitragt, getrennt. In Rot ist die Erkennungshelix jeder Unterdoméne dargestellt, die in der
grofRen Furche Kontakt zur DNA aufnimmt.

1.7 Pax-Proteine und interagierende Partner

Ein zusatzlicher Mechanismus, der neben dem selektiven und kombinatorischen Einsatz der
DNA-bindenden Motive, zur Erh6hung der biologischen Diversitat der Pax-Proteine beitragt,
ist die Interaktion mit anderen Proteinen. Es wurden mitt€iso;hybrid screerfsoder
Immunprazipitationsexperimente Proteine identifiziert, die mit Pax-Proteinen interagieren und
sowohl ihre DNA-Bindungs- als auch ihre Transaktivierungseigenschaften dadurch
beeinflussen. Die identifizierten Wechselwirkungen zwischen Pax-Proteinen und anderen
Faktoren, zeigten, dal3 alle strukturelle Motive der Pax-Proteine auch als Protein-Protein-
Interaktionsdoménen dienen kdénnen. So wurde gezeigt, dafld die Fahigkeit von Pax-5 als
Repressor zu wirken durch die Interaktion mit Proteinen aus der Familie der Groucho
Korepressoren vermittelt wird (Eberhagtal, 2000). Dabei dient bei Pax-5 das Oktapeptid

und der Carboxyterminus als interagierende Domanen. Pax-5 ist aul3erdem in der Lage mit
dem TATA-Box bindenden Protein (TBP) und dem Retinoblastoma-Protein (Rb) ein
Komplex zu bilden (Eberhard and Busslinger, 1999). An diesen Interaktionen ist die partielle

Homeodomane von Pax-5 direkt beteiligt. Die Wechselwirkung zwischen TBP und Rb wurde
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auch fir das Pax-6-Protein demonstriert, bei dem ebenfalls die Homeodomane als
interagierende Region fungierte (Cvedtlal, 1999). Diese Daten sprechen zum einen flr
direkte Kontakte zwischen Pax-Proteinen und Komponenten der basalen
Transkriptionsmaschinerie und zum anderen fir eine potentielle zellzyklusabhéngige
Regulation ihrer Aktivitat. Pax-6 ist an Protein-Protein Interaktionen mit zahlreichen anderen
Homeo-Transkriptionsfaktoren beteiligt wie Chx-10, Six-3, Lhx-2, En-1, Prep-1, Prox-1 and
HoxB1 (Mikkola et al, 2001). Die Komplexbildung zwischen Pax-6 und einigen dieser
Proteine fuhrte zur Erhéung der Transkriptionsaktivierumgitro. Die Homeodomane von
Pax-3 ist an der Interaktion des Proteins mit dem Korepressor HIRA (Magetaghil998),

mit Proteinen, die zur Familie von Rb gehoéren (Wiggamal, 1998) und mit dem Daxx
Repressor (Hollenbacét al, 1999) beteiligt. HIRA, das auch mit Histonen interagiert
fungiert als Repressor sehr wahrscheinlich durch die Remodulierung des Chromatins. Dies
weist auf die Beteiligung von Modifikationen des Chromatins hin, in der durch Pax-Proteine
vermittelten Repression. Die Interaktion zwischen Daxx und Pax-3 fuhrt zur Repression der
Pax-3 Aktivitat. Pax-3 ist auRerdem durch die Homeodomane an Interaktionen mit den
Homeoproteinen Mox1 und Mox2 beteiligt, die bei der Entwicklung der Muskulatur der
Extremitaten und des Skeletts eine wichtige Rolle spielen (Stamettaki 2001). Eine
Interaktion mit den gleichen Proteinen konnte auch Pax-1 eingehen. Von Protein-Protein-
Interaktionen, in denen diBrosophila Pax-Homologen beteiligt sind wurde ebenfalls
berichtet. Eines der altesten Beispiele ist die Wechselwirkung zwischen Paired (Prd) und dem
Homeoprotein Fushi tarazu (Ftz), bei dem zum ersten Mal gezeigt wurde, dal3 ein
Homeoprotein (Ftz) trotz der Abwesenheit der DNA-bindenden Homeodomé&ne durch die
Interaktion mit einem zweiten Homeoprotein (Prd) in der Lage ist Zielgenavo zu
regulieren (Copelane@t al, 1996). Einem unterschiedlichen Zweck dient die Interaktion
zwischen Paired und Ppa, einem neuen Protein das zur F-Box Proteinfamilie gehort. Die
ektopische Expression von Ppa fuhrt zur Herabsetzung der Proteinmenge vonviRod
wahrscheinllich durch die Ppa vermittelte Degradierung von PrdetRej 2000).

Bei der Wechselwirkung zwischen Pax- und anderen Proteinen wurde in einigen Féllen die
Paired-Domaéne als interagierende Domane identifiziert. Das erste Beispiel einer solchen
Wechselwirkung ist die DNA abhangige Interaktion zwischen Pax-5 und Proteinen, die zur
Ets-Familie von Transkriptionsfaktoren gehoren (Fitzsimnedrad, 1996). Dabei dirigiert an

DNA gebundenes Pax-5 die Bindung von Ets-Faktoren an einer benachbarten Stelle in einem
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B-zellspezifischen Promotor. Wie spater demonstriert wurde, ist bei diesem Mechanismus die
B-Haarnadelstruktur zwischen der PAI- und RED-Doméne essentiell (Whaat 1999).
DNA-abhangige Interaktionen, in denen die Paired-Doméne von Pax-6 beteiligt ist wurden
ebenfalls berichtet. So, wird durch die Interaktion zwischen Pax-6 und Sox-2 an benachbarten
Stellen desd-Crystallin Promotors die starke Bindung des Pax-6 Proteins an einer nicht
optimalen Bindestelle ermdglicht (Kamadtial, 2001). Bei der Regulation des Glucagon-
Promotors wurde die Beteiligung von Pax-6 an einem Komplex mit p300 und Cdx-2 gezeigt,
wobei die Interaktion zwischen Pax-6 und Cdx-2 durch die Paired-Domane von Pax-6
vermittelt wird (Ritz-Laseet al, 1999). Der Aufbau des Komplexes aus den drei Proteinen
an den Glucagon Promotor fuhrt zur erhthter Transkriptionsaktivierung (Hussain and
Habener, 1999).

Die Paired-Domane der Pax-Gene ist auch an DNA-unabh&ngigen Protein-Protein
Interaktionen beteiligt. In der Regel wirken solche Interaktionen inhibitorisch auf die DNA-
Bindung durch die Paired-Domé&ne. Die zur Familie der Helix-Schleife-Helix (HLH)
gehotrenden Id Proteine sind bekannte Inhibitoren der Zelldifferenzierung indem sie mit
anderen bHLH Proteinen interagieren und ihre Bindung an DNA-Zielsequenzen verhindern
zum Uberblick, (Norton, 2000; Nortcet al, 1998). Id-Proteine sind auch in der Lage mit
Pax-2, -5 und —8 zu interagieren, wobei sie als Antagonisten der Pax-Aktivitat wirken, indem
sie die Bindung der Pax-Proteine an Erkennungssequenzen der Paired-Domé&ne verhindern
(Robertset al, 2001). Inhibitorisch auf die DNA-Bindung der Paired-Doméane von Pax-6
wirken Interaktionen mit Engrailed-1 (En-1) der Wachtel (Platal, 1997) und dem
»Microphtalmia transcription factdr(Mitf) (Planqueet al, 2001a). Bei der Interaktion mit

Mitf ist spezifisch die carboxyteminale Domé&ne der Paired-Domane von Pax-6 beteiligt.

Auch die carboxyterminale PST-Region von Pax-6 konnte bei der Wechselwirkung mit Maf-
Proteinen, die zur Familie der bZip-Transkriptionsfaktoren gehoren, als Protein-Protein
Interaktionsdomane identifiziert werden (Plan@tel, 2001b). Diese Interaktion fihrt zur
Erh6hung der Bindungsfahigkeit von Pax-6 an den Glucagon-Promotor und zur verstarkten
Aktivierung.

Wahrend der vergangenen vier Jahren war die Untersuchung von Interaktionen zwischen Pax-
und anderen Proteinen Gegenstand intensiver Forschung. Ziel ist es, die Pax-Proteine in
molekularen Kaskaden einzuordnen und die Regulation ihrer vielseitigen Aktivitat zu

verstehen. Von den zahlreichen Proteinen, die als Pax-Interaktionspartner identifiziert
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wurden, konnte nur in wenigen Fallen die biologische Bedeutung des gebildeten
Proteinkomplexes aufgeklart werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal} alle strukturelle
und funktionelle Regionen der Pax-Proteine zusatzlich zu ihrer Hauptfunktion als DNA-
bindende- oder Transaktivierungsdomanen eine Oberflache darstellen, die die Interaktion mit

anderen Proteinen ermoglicht.

1.8 Zielsetzung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Interaktion zwischen Pax-6 und einem neu

identifizierten Protein, Mapl-1, untersucht werden. Besondere Beachtung verdienen die
molekularen und funktionellen Aspekte der Interaktion zwischen den beiden Proteinen, die
sowohlin vitro als auchn vivo studiert werden. Es konnten dadurch neue Einblicke in die

Regulation der Pax-6 Funktion auf Molekilebene durch interagierende Proteine gewonnen

werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Mapl-1 als potentieller Pax6-Interaktionspartner
Grundlage dieser Arbeit war ein in der Hefe durchgefiihrtes ,Two-hybrid screen“, um

Proteine zu identifizieren, die mit dem Pax-6 Protein der Maus interagieren (Petrou, 1997).
Eines der daraus identifizierten cDNA-Fragmente (Klon TH2.2) reprasentierte ein neues Gen,
das hauptsachlich aufgrund seines Expressionsmusters wahrend der Embryogenese zur
weiteren Analyse ausgewahlt wurde (Abb.3A-B). Die Expression des Gens in allen
Strukturen des embryonalen Auges, bei dessen Entwicklung Pax-6 eine Schlisselrolle spielt,
war besonders im Hinblick auf eine biologische Funktion des davon kodierten Proteins als
Pax-6-Interaktionspartner interessant. Dem neu identifizierten Gen wurde der M#&Re ,,

like-1* (mapl-1) gegeben, aus Griinden, die in den folgenden Abschnitten dieser Arbeit
erlautert werden. Ein zweites Génapl-2) das eine sehr hohe Sequenzahnlichkerapl-1
aufweist, wurde im gleichen ,Two-hybrid screen® identifiziert (Abb.3C). Es handelt sich um
ein Gen, das zweimal unabhangig voneinander identifiziert wurde und von den Klonen
TH2.16 und TH2.20 repréasentiert witdapl-2 ist ubiquitar exprimiert (Petrou, 1997).

Die Tatsache, dal® die gleiche Proteindomé&ne dreimal unabhangig voneinander als Pax6-
interagierende Doméane identifiziert wurde, spricht flr eine echte Interaktion mit Pax-6 und
gegen ein Artefakt der verwendeten Methode. Aufgrund des spezifischeren
Expressionsmusters wurd@apl-1 als der bessere Kandidat angesehen, einen Pax6-
spezifischen Interaktionspartner zu kodieren, und stellt deshalb den Schwerpunkt dieser
Arbeit dar. Sehr wahrscheinlich definieren die zwei Gene eine neue Genfamilie, die fur

strukturahnliche Proteine kodiert.
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Abbildung 3

In situ Hybridisierung an gm-sagittalen Schnitten eines E11,5 Embryos. Dargestellt wird die Expression des
mapl-1-Gens in Augenstrukturen. A: Hellfeld-; B: Dunkelfeldaufnahme. C: Vergleich zwischen den
Proteindoméanen von Mapl-1 und Mapl-2, die als Pax6-Interaktionsdomanen im ,Two-hybrid screen*
identifiziert wurden. Aufféllig ist die hohe Sequenzidentitéat zwischen den abgebildeten Domé&nen der beiden
Proteine. Abkiurzungen: fb: Vorderhirn; rpe: retinales Pigmentepithel; le: Linsenepithel; nr: Neuroretina; sc:
Oberflachenektoderm.

2.2. Klonierung und Charakterisierung der mapl-1cDNA
Um die kodierende Region derapl-1cDNA zu vervollstdndingen, wurde das in Abb.4A rot

dargestellte Fragment als Sonde zur Durchmusterung von verschiedenen Phagen-cDNA-
Bibliotheken eingesetzt. Es handelt sich um das Fragment, das urspringlich im ,, Two-hybrid
screen” identifiziert wurde. Zuerst wurde eine cDNA-Bibliothek durchmustert, die aus RNA
von gesamten E10,5 Embryonen, sowohl durch ,random-* als auch durch ,Poly-A-
priming“hergestellt wurde (Stratagene). Daraus isolierte Fragmente wurden selbst als Sonden
verwendet, um dienapl-:cDNA Sequenz nach und nach zu verlangern. Schlief3lich wurde
das 3"-Ende der cDNA aus einer ,PolyA-primed” E15,5 cDNA-Bibliothek (Clontech) isoliert.

Im Gegensatz zu der zuvor verwendeten Bibliothek sind in einer ,PolyA-primed* cDNA-
Population die 3"-Enden von Genen Uberreprasentiert. Es konnte dadurch eine cDNA-
Sequenz von 7,1 kb isoliert werden, welche die gesamte kodierende RegmaplidsGens

umfaldt (Abb.4A). Die mRNA des Gens weist im Northern-Blot eine Lange von ca. 7,5 kb auf
(Abb.4B). Es kann daher davon ausgegangen werden, dal3 die unten abgebildete Sequenz fast
die komplette cDNA-Sequenz des Gens darstellt.

In der isolierten cDNA-Sequenz finden sich die charakteristischen Merkmale von
eukaryotischer mMRNA. Das ATG, das als Startcodon dient, liegt in der typischen Kozak-
Konsensus-Sequenz A/IGCCATGG vor (Kozak, 1986) (in Abb.4A unterstrichen), gefolgt von
einem langen offenen Leserahmen (ORF) und dem Stop-Kodon nach 5&ogdiemender

Sequenz. In der 3‘-untranslatierten Region (UTR) findet sich die Sequenz AATAAA (Abb.4A
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Doppelunterstrichen), die das Konsensus-Polyadenylierungssignal darstellt (Proudfoot and
Brownlee, 1976).
A.

TGTGCCAGGAGGATCCGAGCGCCGTTGACCTGAGCGAGGGGACACACT GGGTCGGCTGAGTG GGGGACGGCGGGAGCGCAGGGTGCACGCCGGGCGGG
GCAGGGGGTCAGTGATGACCGGGCGCG! TGCACGCCGCCGCCGCCGCCCGGAGCATCTGCCGCCTGAGCTGCGGATCGCAGCCGCCGCCCGGGCCAREEAGA
777777 +
M E T 3

CGCTGAACGG! GCGGGCGGCGGCG GGACACCARGCCGCAGCCAGCCGGCCAGCATCACCGCCACCACCACCTGCA GCTGG! GAGGA( GGCTGCAC

L N GPAGGGAZPODTE KUZPOQPAG OQHUHIRUHIHEUHEHILIUHEPILAETRTI RIRTILH 39
CGCGCACCCTCGCCCGCCAGACCCTTCCTCAARGGACCTGCACACGCGG G CGGCCA( TCTGCGGGCCGTG GACT GCGGCTCCTCGCTCGCCTAG

R A P S PARUPTFILZ KDTILUHTM®RZPATATZ®PSAGIRAPTU®PAATPT RSP S 76
TTG! GCCGCCGTCGCCCGGG! GGCCGCGCCCGGTCGCCTCTCCCGACGCAGCGGTGTAGT GGCGCGAAGGACAAGCCGCCGCCGGGCGCCG

L A G KA PPS?PGPZPAAZPGRTLSZ RIRSG GV VPGAZ KT DTE KT PZPTPGAG 113

GAGCCAGGTCGGCGGGCGGCGCTAAGGCCGTCCCGGGGACCAGGAL GGCGCGCGCGGGGCCGGCGGAGCCACTGTCCCGGGTTGGGAGGCCGACTGGGGCCGAGCCA
A R SAGGAZ KA AV PGTU R RAARAGTPAET PTILS ST RVYVGURUPTGATE P 149
GCCTGCCGTCGCGAAGGGTCG CCAAGCGCGG! GGGACGCCTCCAGCTCGCGCCGTCGTG GGCTCGCGCCTCCCGGGT GCCGTG: TCT

PP AV AKGRTZEKTI KT RTGTPGTU®PZPARAYVYVYVPPARIA ASI RVYVZPAVTTL S 186
TGTGACCTCGGTGGCTGGCTGTCGTATCAACCACACGGACAGCAGCTCGGATCTCTCCGACTGCGCCTCCG, TTGTCTGATGAGCAGCGCCTACT GCCG!

v T S VA GCRTIDNU HTDS S S DL S DCASETPTLSTDETIGQ®RTILTLZPAA S 223

GCAGCGACGCTGAGTCGGGCACCGGCTCCAGTGACCGGGARCCCATACGCGGAGCACCCACTCCGAGCTCCGGAT GCGGGCCGCCGCCGGGCAG! GAG! T
s DAESGTGS S DUREZ PTIRGATPTU PSS GSURGPZPPGSPE P P 259
ATCCTGCTCGCGGCG! TGTCGCCAGTGCCTGTCTCGGGGGCCGAAGCAGCCCAGGCGGGGCCTCCACAGGGT GGG GGTTCTCAGGAGGATGTTGGGGG

I L LAAUPUPVASA ATCLSGS GHRSSPGGA ASTSGSU?PGZPG S QE DV G G 29
CCGAGCGCCACCGGAGCGGACGATTCTGGGGACCTCCAAGGAGCCTAGCCTGGGCGA! “GGCTCTTGGTGGTGGCTGAGGAAGAGGAGTTGCTGAGGGAGATGG

R A PPEURTTITLGT S KEUPSLGETZGQZPQRTLTILUVVAEEEEL R ‘ 333
AGGAACTGCGCTCGGAGAACGACTACCTCAAGGACGAGCTGGATGAGCTCCGTGCAGAGATGGAGGAGATGAGGGATAGCTATCTGGAGGAGGACGGGTACCAGCTGCAG

L L A y M R D S Y L E E D G Y Q L Q 369
5CTGGACCGTGCTAACAAGAACTGCAGAATCCTGCAGTACCGACTCAGGARAGCCGAGCAGAAGAGCCTGARAGTGGCGGAAACAGGGCAGGTGGA

E L RRE L DURANZ KN CRTIULOQYRTULRI KU AE QK S L KUV AETG Q V D 406
CGGGGAGCTCATCAGAAGCCTGGAGCAGGACTTGAAGGTAGCCAARAGATGTGTCTGTCAGATTACACCACGAACTGGAGACCGTGGAGGAGAAGCGCGCTAAGGCTGAAG

G E L I R S L E Q D L KV A KDV S VR L HUHELETV EE KU RAIK A E D 443

ACGACAACGAAACGCTCCGGCAGCAGATGATCGAGGTGGAGGTATCCAGACAGGCCCTCCAGAATGAGGT T TTCTCT! AGT
D N ETLRQQMTIEVEVSURQALZ QNEVETRTILIR RESSL KU RTR RGS 479
CGGGARATGTACAAAGAGAAGAAACTTGTTAACCAGGATGACAGTGCGGATTTGAAGTGTCAGCTTCAGTTTGT GAGGAAGCTT TGATGCGCAARRAGATGGC

R E M Y KE KK L VNOQDUDS ADILIKTCZ QL QFV KETEJ ASTLMZ RTIEKZKMA 516
CAAGTTGGGGCGGGAGAAGGACGAGTTGGAGCAGGAACTGCAGAAGTATAAGTCCCTCTATGGTGATGTGGACAGT T CAGGGGA( TGGTGGT

K L GRE KDE L E Q E L Q KY K S LY G DV DS PLPTGEAGG P P S 553
GCACCAGGGAGGCAGAGCTGAAACTGCGGCTGAAGTTGGTGGAGGAGGAAGCCAGCATCTTGGGCAGGAAGATCGTGGAGCTGGAGGTGGAAAACCGTGGCCTCCAAGCA

T R E A E L KL R L KL V EETEWAS I L GRIKTIUVETLEVENZ RGTLQA 589
GAGATGGAAGACATACGGGTTCAGCATGAACGCGAGGGAACAGGCAGGGACCACGTGCCAAGCACTCCTACCTCACCCTTCGGAGACTCAATGGAGTCCTCCACGGAGCT

E M E DI RV QHEREGTGRDUHUY P ST PTSPF GD S ME S S T E L 626
CCGCCGGCACCTGCAGTTTGTH TGAGCTGCT TCCATCTCTGAGATTGAAGATCACAACCGGCAGTTGACCCACGAGCTGAGCAAGTTCAAGT

R R H L Q F V EEEAEL LRI RS I SEIEDUHNIR R QILTHETLS KF K F 663

TTGAGCCTCACCAGGAGTCA( T TT TGTGTCT TT T GGAGGAGCTGAAGTCAGCCAGGCTACAGATCGATGAG
E P HQESGWULGDGV S KGZ?PAABASVPL QEZETLTE KSARTLZOQTIDE 699
CTGAGCGGGAAGGTACTGAAGCTGCAGTGTGAGAACCGGCTGCTTCTGTCCAATGCCCAA! T T CATCT T TCCT

L $ G KV L KL QCENZ RTILTILTLSNAQ®RGTDTILAAIBHTLTGTLRATZPS P R D 736
CAGTGATGCCGAGAGTGACGCGGG GATH CGCCTTCCCCAGCCAAAG CCTGTTGGT GACT! A

s DAESDAGT KT KTESDGETEGRTLZPAOQZPZE KT RETGZPVGGE S DS E DM 773

TGTTTGAGRAGACCT TT GCGGARA( T GGCTAGTGAGCCAT GAGCTGCT T GGATACCGAGTGCCTGGTGACCATA
F EKTSGTFG S G K©PSEA ASTET?PTCZPAETLTLT RVYVI RETDTETCTLUVTI 809
AAGCTGGAGGCTCA TTGAGCGGACTGT TCATCTCTGATACAGATGGTTTCATCCACGACTCAGGACTGCGGGGCAATGGATTGGCCTCACCTGGAGT

K L EAQRULERTV VETRTILTISDTHUDGTFTIHUDSGULRGNUNTGTLAS P G V 846
CCARGGCGGAGGAGGTGAGGGCAACAGCCCGAGTGAGCCCCACTTGTTGGAGACCATCAATGTGAGGATGAAGGCTTTCAGGAAAGAGCTGCAGGCCTTCCTGGAGCAGA

Q G GG GE GN S P SE&PHTZILTLETTINTYVI RMEKATFZ RIEKTETLTUOQATFTILE Q M 883

TGT TTGT TGGTCTCT TTATCCCACCTCACAGAGTCATCCAGCTTCCTCTCCACTGTGACTTCTGTGT T TCGGGACCCT
s R I VvDGILSZPZLSHILTESSSTFTILSTU VTS SVSRDSU®PTIGTTL G 919
ARGGAGTTGGGCCCAGACTTGCAGTCCAAACTGAGAGAGCAGCTGGAATGGCAGCTCAATCAGGATCGAGGGGACGAGCGAGA! T TCT GCCACT

K E L G P DL QS K LRET QTILETWSOQZILNOQDH RTGTDET®RTETGTLURTILZRATR E 956
GCTGCA( TGGGGATT GCCACCAT T GGCCAGAGCTGTTT CCTAGAGATGGAGGAGGACCACCTCTACGCCCTGCGGTGGAAGG

L HRRADGUD S G S HHGILG G Qs CFNTLEMETET DU HTLYATLTRW K E 993
AACTGGAGATGCACAGCCTGGCCCTGCAGAACACCCTTCACAAGCGGACGTGGAGCGACGAGAAGAATCTGCTGCAGCAGGAGCTCAGGTCCCTGAAGCAGAACATCTTC

L EMH S L AL QNTTULHI KI RTW®WSDETZ KT NTLTILOQOQETLZ RS SILZ KOQNTITF 1029
CTCTTCTACGTCAAGCTCAGGTGGCTGCTH TGGCGC AGAT! TCTH GAACATC! TGTGCCTGG

L F YV KLRW®WILILEKU HTWIRIOQGT KOQMETETGSGET DTLETESTETHTZPENV P G 1066
TTGCT TT GTCCA( TTCAC TGGGAT, TGCTGACCRA( TGT TT TGGGAGAGCAT CACT T

L AELGV Q GV HQTODGTIODIGQQETUDA ADTIG QGT CSLPMGEHAZPHS L V 1103
T

TACAGATCAGCGRACACGGATCACGGCT. TTCAGA( CACTT. T CCAGCAGCTCTT T TCTGCT G
Q I s EH G SRULOQSSDGGT?PTULNZEKT OQVVENZ QO QLFURATLIE KA ATLLE 1139
GACTT TT T GACGAGCAT T T GCAGCAGTACGCCAGCGACAA( T T TGTGGAGT TGTGCT GTGCCG

D FR S ELREUDETUHARTILIRTLIQOQ QY A S DI KA AAWTDVETWA ATV L K C R 1176
CCTGGAACAGCTGGAAGAGAAGACTGAGAAAAGCTT GCTGGACTCCTCTGCTGAGGG! TT "TGCAC TGCTGG

L EQ L EE KTETZ KSLGETZLTDSSAZETGTE KGA ATLTZ KT KTETREV HOQZ KL L A 1213

CTGACAGCCACAGCCTGGTGATGGACCTGCGCTGGCAGATCCATCAC TGGAAC! TGGAGCTGCTGGAGCGTCTGGACAGCGAGCGGCAG
D S HS L VMDTIL®RW®WOQTIHHIRET KNWNUREIK KV ETLTLETRTLDSER Q 1249
GAGTGGGGGCGACAGAAGGAGGAGCTCCTGTGGCGGGTGGAGCAGTT, T GGCAGTTTCCTCT GCCGAAGGGAAGACGACAC

E W G R Q K E E L L WR VE QL QKETZ K S PRI RSGSTFILC CS®RI REDTDT 1286
ACGCCCTTACCCGCACCAAGGAA TT TCCT GACCTGTGT TGT TGT GACGCCGACTCCATCCCATTTGAAGACCGGCCGCTCTCCARACTGA

R P Y P HOQGSLHS S RZPUV S MWZ®PCETDA ATDSTSTIZ®PTFET DT RTPTILS K L K 1323
AGGAGTCGGACAGGTGCTCGGCCAGTGAGAACCTGTACTTGGACGCTTTGTCCCTGGATGATGATCCAGGGGAT TCAGGAACT TT GGAAGAA
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E S DRGCSASENTZLYTZLDATLSTLDUDTUDZPGDU®PPPTILI RNINTCTILATEEE 1359
GRAAGTCGCARGGGCAATCTTCAGA! TGTGTCTGTGTCCTGTATGT GTTCCA( TCTGATGGACGTCTCT TTCCT TGAGRA( T TT

E S R K GNTLQRA AV SV SsS CMSETFIOQRTILMDV VS PFILZPEZ KTGTILUP S A 139
CGGCAGCAAGGAGGATGTCACTCCACCCTTGTCTCCCGACGACTTGAAATACATTGAAGAATTCCATAGCAACGACTGGGATTACGCATCCCCCAGGGCTGAGGCCGATC

G s K E DV TP©PILSPDDTULTI KT YTIETETFHSNDWD YA S PRAEA D R 1433
GGCCTCCAGACCCCTGGGCAGACAGGACCGAGATGGGGAGGGTGGGGCATGAAGCCACCACAGAGCCTTGTCCGGATCCCTCCTGGTATCTGACCACAAGTGTCACGATG

P P DPWAD RTEWMGR RV GHEA ATTTETZPCTZPDZPSWYTLTTSVTM 1469
ACGACAGACACCATGACCAGTCCGGAGCACTGCCAGAAGCAGCCACT CCCATGTCCTCACTGAGCAGTCTGGTGT TGCT CA( T TTCG

T T DTMT S P EHCOQZ XK QP LRTHUHU VILTET GQQSGV HV L HS P P A I R 1506
CCGGGTTGACAGTATAGCATCAGGCGGCGAGGGCAGGAGCCGAGCGGACCCCGAGGGCCCCTTTCCTATGAGCAGAGCARGAGGGARCCTGGCAGATGCCARGGGGGGTC

RV DS IASGGETGT RS RADTPETGTPTFZPMSRARTGNTILA ATDATZK G G H 1543
ATCCAGAACCTGTGCTCAACAGGTGGCCTTGCACGCCACCCAGACAT TGTGT TCTCTT T CAGACCTATCT T T

PEPVLNUZRWE®PCTU®PZP®RUHPRTUDTECVESGSTLURZPILDTIRT PTITCTPSILG 1579
TTTGCCTCCCCTCTGAACAGCCTAGATATGTCTAAGAACATGAGTGATGACATGAAGGAGGTGGCTTTTTCTGTCAGGAATGCCATCTGCGCCGGTCCTGCCGAGCCACA

F A S PLNSILDMSZ KNMSUDDMTE KTEV VA ATF SV RNATILITCATGT?PAE P H 1616
CGTCAGGGATATGGCCTGCCAGACCAATGGGTCCAGGACAGCAGGGACGCAGACCATCCAGACAATCA! T T GACCGA( T T T

vV R DMACOQTNGS S RTA AGTZOQTTIOQTTISVGLQTEHA ATLTI RATSG V T 1653

CCAGCAGCCCCCACAAGTGTCTCACGCCAAAAGCCGGAGGT CCACA( TGTCTTCTCCTT GCCTTAGGAGTAGACAGGTGGCCCCTGCCATTGAGAAG
S S PHKCULTZ®PZ KA AGS GG GTTU®PV S S PSRSLRSRQVAZPATITE K 1689
GTGCAGGCCAAGTTTGAACGCACCTGCTGCT GTA TTCT CTTCAGAGAAAGCCCCTCTCAAAAGCTGACCAGCCARATAGCAGGACCTCACCAGG

v 9 A K FERTTCTCSPKJY G S PKTUILOQRTEKTZPTLSZ KA ATDT QZPNSURT S P G 1726
CATACCCCAGARA( TTCAGCGAGTCA( T T CCACCACGAGGGAGAGCCCTGTGCACACCACCATCAATGATGGCCTCTCCAGCCTCTTCAATATCA

I P Q KGF S ESAWARSTTTH RESZ PV HTTTINUDGTULS S L F N I I 1763

TCGACCACAGTCCCAT T T GCCGATCT TCAGCAGAACCTCGACAGGAGCTGGGTCCAGGCCAGGAAACGGGCACCAGTTCCAGAGGGAGGTCG
D HS PI GV RAGS ST RS S®RSAET PRI OQETLTGTZPG GO QETT GTS S R G R S 1799
CCCAGCCCGCTAGGGGTAGGCTCCGAGACGTT! ACGCCAGT! GACTTATCTGCGCCCCCTGGCTACACGCTCACTGAGAATGT

P S PL GV GSETT F®RETESGS GESTZ®PVRIOQDTILSAPTZPGT YTTILTE NV 183
GGCCCGGATCCTCAACAAARAGTTGTTGGAGCATGCCTTARAAGGAGGAGAGGAAGCARGCCAGCCATGGCTCCTCAGGTCTCACCAGCGACAGCCACACTGGAGAACCAG

AR I L N K K L L EHATULZ KETEU RTI KU QA ASUHGS S G LTS DS HT G E P V 1873
TGCCAGCCGAGCCAGGATCCATGGAGAACCAAACTGTCTTACTAACTGCCCCCTGGGGACTCTAGCCCTGCCTGCCTCACACTGAACTGCCTTGTTCTGCGCTCGCGCCC

1893
P A E PG S MENSOQTV VL LTATPTWG L *

TCCCTAGAGCCCTGCTTTTCCAGGCCAGAGAGACCAGCAAA TT T TT TT T TCACAGTCACAGTCACCCGGACACCC

GATGTCCAT ACGGT! CCAC! CACACCTGTGACAGGATGCAAGCTT T TGAT TAGTTCACTGTAATTTGCA

TAACCAGACCATCACCGCCATCAGCCAACCTCCATCCCAAAGGARAGATGTAGATCCTTTCT GGTCGAAGGATGCTTTT CACACGGCTACTGAATGTTCAAC

CTGGTAAACTGAGATGTTTCGGGAATGAAACAGTAAACGTGCCTGTAATCATTTTTTCATAGCTCAGAARACTATTTTTGTCTCCCATCTTTTTTACACATGATATATTA
TAAATAAGGTATAAATAGATTT. TTTTAAAATGTACATTTGAAGAGATTCCGAGCACCCTTGTTCT TTCT T TGTTGAATTTGCAC

TGTT TTCTGGTT TTTCTCCATGTTGAGTT TGTTCTAAGTTARATTTTATTTTGTCCAGTCTTAATTTTTCAGGAGTCTTTCTTAACGCTTTAGACTGTC

TTAACTCAGTGAACTTTTTGTAATGATAAGGCCGTGAGGCCAGAAGACGAGAGTGTCTGTCATCTGAAAGGATGCAGGCCAACCTTGCTGAAAAGGTACGGAGCCCTTCA

GATAGACTTAAGACTCTGCGTGACCCATCTGCCCAGCCTGACCGCACGTCCTCGGGCACCTGTACATACACTGCTCTGT T T T TGTGTGTCAGTCTG

GTCTACTGTAACTTGTTGT TTCCTTGT TGTGTACTGTTGCTGTTGGTCTCTTGTACCAGTAAGACAATGGCTCCATTTTTTTTAATTATTGTTARAACATTA
ACTGATGGTGTACAAATCTCACTTGACATTTTTCTTGTTT ACCAT. T. CAAACC! GTGCCTCAGGTCTGCC
TGAGACCACGGTGACATG T TCCTT.

Abb.4

A.:Nukleotid- und daraus abgeleitete Aminosauresequenz der
mapl-:cDNA. Hervorgehoben sind das ATG-Startkodon sowie
das Amber-Terminationskodon. Einfach unterstrichen ist das
Kozak-Konsensus-Motiv; Doppelt unterstrichen ist das
Polyadenylierungssignal. In violett: putatives nukleéres
Lokalisationssignal (NLS); In grin: Leucin-Zipper-Motiv
innerhalb der Pax6-Interaktionsdomane (rot); D@oiled-Coil-
Domanen sind in kursiver Schrift. B:Northern-Hybridisierung von
Gesamt-RNA aus 1: Embryonalen Stammzellen (ES-Zellen); 2:
E12,5 Embryonen; 3: Postnatalem Gehirn. Als Sonde wurde die in
A rot abgebildete Nukleotidsequenz eingesetzt.

2.3. Charakterisierung der Proteinsequenz

Aus den bisher gewonnenen Daten geht hervor,naaffl-1 mit einem einzigen Transkript

von 7,5Kb exprimiert wird und fur ein sehr grof3es Protein von 1893 Aminoséauren kodiert. Da
anhand seiner Primarstruktur das Protein nicht eindeutig in bereits bekannte Proteinfamilien
eingeordnet werden konnte, wurde mit Hilfe von verschiedenen Computerprogrammen die

Aminosauresequenz analysiert. Aus dieser Analyse konnte zunachst ein Leucin-Zipper-Motiv
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(Abb.4A in grin) innerhalb der Region identifiziert werden, die urspriinglich als Pax6-
Intraktionsdomaé&ne isoliert wurde. Das Leucin-Zipper-Motiv ist ein bekanntes Protein-Protein
Interaktionsmotiv und stellt eine besondere Form @ilgd-coil* Struktur dar (Baxevanis

and Vinson, 1993). Anhand von konservierten Positionen innerhalb des Leucin-Zipper-
Motivs konnte Mapl-1 in die Familie der bZIP-Transkriptionsfaktoren eingeordnet werden.
Diese Proteine zeichnen sich durch das Vorhandensein eines Leucin-Zipper-Motivs aus, das
bei Protein-Protein Interaktionen involviert ist und durch eine basische Sequenz, die sich
aminoterminal davon befindet, und sequenzspezifische DNA-Bindung vermittelt. Proteine der
bZIP-Familie regulieren als Homo- oder Heterodimere die Expression von untergeordneten
Zielgenen (Hurst, 1995). Interessanterweise konnte in der Mapl-1 Aminosauresequenz keine
ahnliche basische Region aminoterminal zum Leucin-Zipper identifiziert werden. Es liel3 sich
weiterhin ein nukleares Lokalisationsignal (NLS) (Abb.4A, in violett) am Aminoterminus des
Proteins erkennen, einige Aminoséuren nach dem ATG-Startkodon. Mapl-1 zeichnet sich
zudem durch vierGoiled-Coil-Regionen (Abb. 4A, kohasiv) aus, von denen sich die langste
zwischen Aminosduren 318-662 erstreckt. ,Coiled-Coil“-Regionen sind bekannte Protein-
Protein-Interaktionsdoméanen. Damit im Einklang befindet sich auch die Pax-6-
Interaktionsdomane von Mapl-1 (Aminosauren 306-433, Abb.4A in Rot) innerhalb der ersten

,Coiled-Coil'-Region.

2.4. Chromosomale Kartierung vonmapl-1in der Maus
Sowohl zahlreiche menschliche Erkrankungen und Syndrome als auch bekannte

Mausphanotype korrelieren mit Aberrationen in bestimmten Bereichen von Chromosomen.
Dabei handelt es sich meistens um grol3ere Deletionen, die mehr als ein Gen umfassen
kénnen, Translokationen oder auch Punktmutationen. Demzufolge kann die chromosomale
Lokalisation eines Gens in einigen Fallen Aufschluf3 Giber seine mdgliche Funktion liefern.
Mittels ,Fluoreszenzn situ-Hbridisierung” (FISH) wurde dasapl-1:-Gen im Bereich E2-E3

des Chromosoms 17 der Maus Kkartiert (Abb. 5A-C). Zwiscimapl-1 und bekannten
chromosomalen Aberrationen konnte jedoch anhand dieser Information keine Verbindung

hergestellt werden.
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L

Abbildung 5

FISH an préaparierten Mauschromosomen aus synchronisierten Lymphozyten. A: Das spezifische FISH-Signal ist
an einem einzigen Chromosomenpaar lokalisiert, das anhand der DAPI-Banderung, (B), als das Chromosom 17
identifiziert wurde; C: Schematische Darstellung der FISH-Analyse: jedes detektierte doppelte FISH-Signal wird
als Punkt dargestellt. Dasapl-1-Gen befindet sich daher auf Chromosom 17 in der Region E2-E3.

2.5. Mapl-1-ahnliche Proteine in der Maus und anderen Spezies
Die Vervollstandigung der Sequenzierung des Genoms der FruchtiDegsophila

melanogasterdes Menschen sowie Teilen des Mausgenoms, ermoglichte die Identifizierung
weiterer Mapl-1-ahnlicher Proteine. Mit Hilfe von BLAST-Sequenzanalysen konnten im
Genom des Menschen insgesamt drei Gene als moéghapkl- orthologe Gene identifiziert
werden. Es handelt sich um die Klone KIAA0802 auf Chromosom 18 (p11.2-p11.3) (Nagase
et al, 1998b), KIAA0889 auf Chromosom 20 (q11.22-q11.23) (Nagasd, 1998a) und
CAB65989 auf dem Chromosom 6 (g22.31) (Laird, G., 2000: direct submission). Ein
Mehrfachvergleich der zur Zeit in der Datenbank vorhandenen Sequenz dieser Proteine mit
dem Maus-Mapl-1 wird in Abb.6 dargestellt. Aus diesem Vergleich geht hervor, daf3 Mapl-1
mit dem humanen KIAA0802-Protein die héchste Sequenzidentitat aufweist (82.6%), sowie
die niedrigste mit CAB65989 (22.4%). KIAA0889 ist zu 36.7% mit Mapl-1 identisch. Da es
sich um Klone handelt, die aus der Sequenzierung des menschlichen Genoms entstanden sind,
ist die cDNA-Sequenz dieser Gene nur zum Teil in der Datenbank vorhanden. Aus diesem
Grund konnte zwischen den entsprechenden Proteinen ein Sequenzvergleich innerhalb der

Region, die als Pax-6-Interaktionsdoméne dient, nicht erstellt werden.
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MAPLL (Maus)

MAPLL | Maus )

MAPLL | Maus )

MAPL] (Maus) GCHEATTE € D SWYLTTEVIMTTDTHTS EHCQED LETHVLTEQSGVHVLES AIRRVDSI
KEIAAQS02 GHEDSTE F DESWYLTTEVIMITDTINIS EHCQED LESHVLTEQSCLRVLHS AVRRVDEI
KIAAROBES D EKDTKEL G====LSSROCHHLOALACOD GROMQRSYTA DHTGIRVITS  VARRLGY

CABRGS98D =TEEDHNEDLRCOLOFVKEEARTMEKKMAKI DE-EKDRFEHELOEYREFYCDLDS L KGEAGS

MAPLL (Haus) -ASCCECRSRAD EC F HMSRARCHLADAKGCCH E VLNEW CTP RHPFRDCVEGSELRE LDRPI
KEIAADS0Z TAAGGEG—=======F TBRARGE CGDIEGG E MLSEW CT3 EHSRDIVEGARR LDS L
KIAAOBED VVHDKEOKIIIE =0=FLFTTAK KESAEADOLAESSYORWLCN-==FSRQRLDGO=-=5A0E S|
CABG5989 STREAELKIRe====LRALYEEEANILORKIVELEVENROLEAELDDLRCDDFHOSAN LHRE=-

KIAAODSOZ CTELGFAS LESLEMSKNLSDDMEEVAFSVENAICEG GEL-QVEDMACQTHGSRTMGTOTVOT
HIAADBED ARG OF AALHDFEMSONMEDDMEEITHCVRQAMREOSLER-KVESTSSQTVOLASVOTQT IRT
CABGS59EG =S ES SR LRI QL VEDETELL RENVADL EEQNERITAEL NKYKYKSCONDEARMHDNAKTER
leaﬂau:} ISVGLOTEALRASGVTSS HECLT MAGGGTT VES SRELRSRQVL AIEKVQAKFERTCCS
KIAADSOZ IGVGLOTEALRGSGVTSE HECLT KAGGGAT VES SRELRERQVA AIEEVQAKFERTCCS
KIAADBAS VEVGLOTD RS ====LEGEANS RE-c=ea==- BELVEVREKQISSSLOKVESRIER CCH
CABGS5989 LOEETLKARRILQIN===ELS0EVHOLOYEN===RVLMESMOQRYDLASHLOIRGS RDSDAESDARC

KIRADHO2 KIS ELOQRE L KADD NHRTS GHMAQRGISESAWARSTTTRES VHTTINDGLSSLFHIIDH
KIAADBAS KYOS HLOQRASVSHLDSSKDRSLWNLHQOKQNOSAWARSTTTRDS VLANINDOLSSLFEVVEH
CABGS5989 HEESDDDSRE HREKREC ICGESDSEEVENIRCLT TRSFY A O W KSFED-ROQMEDIRSE

CPSLGFAS LHSLODMSKNMEDDMKEVAFSVRMAICAG AEP-HVRDMACQTHGSRTAGTHTIQT

VHTTINDGLSSLFNIIDH

KYOS HKLQRE LEKADQ MERTS OI QEGYSESAWARSTTTRES

8 Iem=m====GVRALOSREREAE QELG GQETOCTESRGRS 5 IGVOSETFREEGGEST VEQ

EILRADEOZ B VWD FOKCLREAGERSRSAE R ELG GQETGCTHERGRES § IGVGEAMCREEGGEGT WVEQ
KEIRAGAAS BGETESVWELOM===SETRAK E KYODIVQEFFRNVCORAR B THS=cc===== ACEECTHEE
CAB&5989 AERLGKTIDR=-LIADTSTIITEARIYVANCDLFCLNDEEDDGERIREH = = = o ELLYRIN
MAPL] (Maus) DLSA  OYTLTENVARILNEKLLEHALKEERRQ=-=-=ASHOSSCLTSDSHTOE VPAE O MENQ
EIAADBOZ DLEA 'GYTLTENVARILNEELLEHALEEERRD-—--AAHG  GLESDSHSLGDT-AE G MENQD
EIAADBAS EFLE ASYHQ ECVARILNEKAAKLOBBEEVRLTML QVIKDOVLRDGDOAVVL- NEVOGWDL
CABG5989 AQMEAFRKELOTF IDRLEY KSADDRGAEE IS=VSQMFQ IILLILILVLFSS-LSYTTIFKL
mmiﬂaus} TVLLTA I 'WGL

EIARRODHOZ TVLLTA "WGL

EIAADRASD SFLLVGGVEI

CABGS9ED VFLFTLFFVL

Ahbildung 5

Vergleich der Aminostiurcseguenz der Prodeine, die im Menschen als BMapl- 1-ghnlich idemifizien wurden mit der
Sequenz des Mapl-1 Proteins der Maus, Der dargestellve Vergleich wurde mit Hilfe von CLUSTAL erstellt.
B hydrophobe Aminosiuren; B; hvdrophile Aminosioren; B:positiv geladens Aminosiioren: B:pegativ geladen:
Aminosdieren: B aromabische, michi h}l.lrl.:-rlh;:-hl.: Aminosiuren; O Proling ™ Cystein, ™ Cilyvgin,

Gemal den bis jetzt vorhandenen Daten, scheint es im Mausgenom ebenfalls drei Gene zu
geben, die zuMapl-Familie gehéren. Zusatzlich zmapl-1undmapl-2 die bereits in dieser

Arbeit erwdhnt wurden, konnte mit Hilfe von BLAST ein drittes Gen identifiziert werden. Es
handelt sich um den EST-Klon mit der Nummer BAB31090 (Carninci, 1999), der durch die
Sequenzierung des Mausgenoms identifiziert wurde.

Interessanterweise sind Mapl-ahnliche Proteine auch in Invertebraten vorhanden. Es konnte
sowohl in der FruchtfliegeDrosophila melanogasterals auch in der Nematode
Caenorhabditis elegangweils ein Protein identifiziert werden, das Sequenzéhnlichkeit zu
Mapl-1 der Maus aufweist. Es handelt sich um das 1833 Aminosaure-lange Protein CG18304
(Adamset al, 2000) vonDrosophilaund das Protein CAB023023 v@elegans Thec.
eleganssequencing consortium, 1998) das 1577 Aminoséauren lang ist. Die Sequenzidentitat
zwischen den beiden Proteinen und Mapl-1 erstreckt sich Uber die gesamte Lange der
Proteinsequenz, ist jedoch besonders hoch (40.8% bei CAB02323 bzw. 32% bei CG18304)
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innerhalb der Doméane, welche der Pax-Interaktionsdomane (PID) von Mapl-1 entspricht
(Abb.7).

MAPL-1 {Haus ) SENDILEDELDELRAENEEMRDSYLEEDGYQLOELERELDRANEN "RILOTRLEEAED
MAPL=2 (Maus ) BENDYLEDEI EELRAEMLEMRDVYMEEDVYQLOELRQOLDQASKT RILOYRLRKAER
BAB3I 1090 (Maus ) EEHETLEHEI DELRTEMDEMRDTIFFEEDACQLOEMRHELERANEN RILOYRLREAER

CABO2323(C.elegans ) EENEQLEAEVEDLQQEIEEMDDQYREEEIEEFRELQRELELNAKN RVLOFELRKTER
CGLEI04 (Drosophila) EENQEAKKE ] LNLGAENDEVQDTFRODEVHAKTSLOKDLERATEN RILEFKLEKKSDR

MAPL=1 (Maus ) Hfimmmemseseecseseenee=e==LEVAETGOVDGEL I RELEQDLEVAKDVEVRLEHE
MAPL-2 (Haus | BS—————————————————————— LEARDTGOVDGELIRGLEQDVEVSED I SMRLEKE
BABI1090 (Maus ) ER-———c—mccccccccccc e == LRTAQTCEIDCELLRSLEQDLEVAKDVSVRLERE
CABD2323(C.elegans ) SRDQAERENMESEKKLDEYMNESC PEAVARSINSDEAKVEELEYEIRVAKEVSVRLHANE
CE1E304 (Dresophila) KIETLE-—————Q——---——————-ERQSSFHAELHNSK | EKLEEELEVSHELTRELQAE
MAPL-1{Maus) LETVE
MAFL—2Z (Haus ) LEVVE
BABI1090 (Maus ) LENVE

CARD2323(C.elegans ) LEQTE
CG18304 (Drosophila)AEEVR

Abbildung 7
Vergleich der Aminosauresequenz zwischen Mapl-1 und den Proteinen Mapl-2 und BAB31090 der Maus,
CABO02323 vorC.elegansind CG18304 vobrosophila Verglichen werden die Proteinbereiche, welche der

Pax-Interaktionsdoméane von Mapl-1 entsprechen. Der dargestellte Vergleich wurde mit CLUSTAL erstellt. Es
gilt der gleiche Farbcode wie in Abb.6.

Aus den hier dargestellten Sequenzvergleichen geht hervor, dall das als Pax6
Interaktionspartner identifizierte Mapl-1 Protein, das erste Mitglied einer neuen
Proteinfamilie darstellt, die in der Maus und im Menschen jeweils drei Proteine umfalf3t.
Entsprechend der starken Spezieskonservierung des Pax-6 Proteins scheinen auch im Fall von
Mapl-1 orthologe Proteine irDrosophila und C.elegans zu existieren. Unter
Berucksichtigung der sehr wichtigen und konservierten Funktion von Pax-6 wahrend der
Embryogenese in verschiedenen Spezies wiirde man ebenfalls von einem Protein, das als Pax-
6 Interaktionspartner dient, eine ahnliche Spezieskonservierung erwarten. Das Vorhandensein
von Mapl-1-ahnlichen Genen in Invertebraten kann also im direkten Zusammenhang mit der
Funktion von Mapl-1 als Pax-6-interagierendes Protein stehen. Allerdings konnten aus den
identifizierten Proteinen keine zusatzlichen Erkentnisse Uber ihre moégliche Funktion
gewonnen werden, da es sich um vollig neue Gene und Proteine handelt, von denen aul3er der

Sequenz keine weiteren Informationen bekannt sind.
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2.6 Expressionsmuster vommapl-1 im Vergleich zur Pax-6-Expression wéahrend der
frihen Embryogenese

Wie in Abschnitt 2.1. erwahnt wurde, weistapl-1ein mitPax6zum Teil Uberlappendes
Expressionsmuster auf, das mit der mdglichen Funktion des Mapl-1-Proteins als Pax-6
Interaktionspartner im Einklang steht. Um den Grad der Uberlappung sowie die Unterschiede
in der Expression vomapl-1undPax6zu untersuchen, wurde eine detailierte vergleichende
Expressionsanalyse in Raum und Zeit wéhrend der Embryonalentwicklung durchgefihrt.
Waéhrend der frihen Embryogenese (E8-E10)igpl-1in allen Pax-6Expressionsdoménen

aktiv (Abb.8). Im Gegensatz zRax-6, dessen friheste Expression am Tag 8,0 der
Mausententwicklung nachgewiesen wird (Walther and Gruss, 1991a)ajdtl bereits im
Stadium des Primitvstreifens (E7,5), also friherPa%-6 im embryonalen Anteil exprimiert
(Abb.8E). Wie aus Abb.8 und anhand der Stéarke des Hybridisierungssignals ersichtlich ist,
scheintmapl-1 deutlich schwacher exprimiert zu sein @&ax-6. Am Tag 8,5 der
Embryonalentwicklung istmapl-1 in den sich vom ventralen Vorderhirn ausstilpenden
Augenbléaschen, im sich entwickelnden Neuralrohr und im Telencephalor axit6
koexprimiert (Abb. 8A-C). Der aufféalligste Unterschied in der frihen Expression der zwei
Gene liegt darin, daBax-6aussschlief3lich im Telencephalon und Diencephalon aktiv ist und
mit seiner posterioren Exressionsdomane die Grenze zwischen Di- und Mesencephalon
definiert, wahrend die Expression vanapl-1 Gber diese Abgrenzung hinaus, in das
Mesencephalon erstreckt (Abb.8I, M vgl. mit 8J, N). Vielmehr scheiafpl-1 im
Telencephalon und innerhalb deax-6 Expressionsdoméne bis zur posterioren Comissure
starker exprimiert zu sein als im angrenzenden Mesencephalon (Abb.8Fvgundmapl-

1 sind zusatzlich im Hinterhirn und im olfaktorischen Epithel coexprimiert (Abb.8I-L). Im
Neuralrohr istmapl-1am Tag 9,5 der Entwicklung, &hnlich wRax6im ventralen Anteil,
exprimiert (Abb.8F), wahrend am Tag E10,5 eine zusatzliche starke Expressionsdoméne in
der dorsalen Spitze des Neuralrohrs erscheint (Abb.8I, Pfeil). In diesem Stadium kénnen
aulBerdem diemapl-:Transkripte im ersten Branchialbogen sowie in den unteren
Extremitaten nachgewiesen werden, in depax-6nicht exprimiert wird.

Zusammenfassend |t sich aus dem frihen Expressionsmusterapbt schlieR3en, dafd
mapl-1 friher alsPax6 aktiv ist, bis E10,5 vollstandig miPax6 in seiner Expression

Uberlappt, aber ein breiteres Expressionsmustétad6aufweist.
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rrapl=1 | E 10,5

Abbildung 8

Expressionsmuster vanapl-1im Vergleich zuPax-6Expression. Das Expressionsmuster der zwei Gene weist
zwischen E8,5 und E10,5 eine hohe Uberlappung auf. A-J: ,Whole-maurstity-Hybridisierung; K-N:
radioaktivein situHybridisierung an @m-seriellen sagittalen Schnitten, (K-L), (M-N). Abkirzungen: ef:
Augenfeld; nt: Neuralrohr; ov: Augenblédschen; ec: Ektoplacenta; xe: Extraembryonaler Teil des Embryos im
Primitivstreifenstadium; Tel: Telencephalon; Mes: Mesencephalon; Di: Diencephalon olf: olfaktorisches Epithel;
e: Auge. Offener Pfeil markiert die posteriore Grenze Rigx-6Expression im Diencephalon; geschlossener
Pfeil markiert die starke Expressionsdoméane waapl-1im dorsalen Abschnitt des Neuralrohrs, die ab E10,5
auftritt.

2.7 Expression vormapl-1folgt der Pax-6-Expression wéahrend der Augenentwicklung
Die biologische Rolle voRax-6wéahrend der Entwicklung sowohl von Invertebraten als auch

Vertebraten ist eng mit der Entstehung von Augenstrukturen in diesen Organismen
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verbunden. Um eine potentielle Rolle von Mapl-1 als Pax-6-Interaktionspartner wéhrend der
Entstehung von Augenstrukturen zu untersuchcen, wurde die ExpressioaplesGens im
Vergleich zurPax-6Expression im Verlauf der Augenentwicklung analysiert (Abb.9).

Am E9,5 erreichen die Augenblaschen das Oberflachenektoderm, aus dem die Linse entsteht.
Nach dem Kontakt des Augenblaschens und des Ektoderms am E9,5 kommt es zur
Verdickung des Ektoderms und zur Ausbildung der LinsenplakodeP##e5ist auchmapl-

1 sowohl in den Augenblaschen als auch im Oberflachenektoderm exprimiert (Abb. 9A vgl.
mit D). Am E10,5 hat sich bereits das Linsenblaschen aus dem Oberflachenektoderm
abgetrennt, wahrend das Augenblaschen den zweischichtigen Augenbechekaididt ist

ahnlich wiePax-6in diesen Strukturen exprimiert (Abb. 9B vgl. mit E). Am E11,5 ist aus der
inneren Schicht des Augenbechers die Neuroretina entstanden, wahrend die &ulRere Schicht
zum Pigmentepithel differenziert. Aus dem Linsenbldschen geht die Linse mit einem &ul3eren
Linsenepithel und den primaren Linsenfasern hervor. Sowohl in der Linse als auch in der
Neuroretina und dem Pigmentepithelnsapl-1 mit Pax-6 coexprimiert (Abb.9C vgl. mit F).

Aus dem Oberflachenektoderm, das ebenfalls beide Gene exprimiert, wird die Kornea
gebildet.

Aus dieser Analyse geht hervor, dafiapl-1 und Pax-6 wahrend des Prozesses der
Augenentwicklung in den gleichen Strukturen exprimiert sind. Wie in Abschnitt 2.5 erwahnt

und aus Abb.9 ersichtlich iBlax-6viel starker alsnapl-1exprimiert.
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| F9,5 | E10,5 | Ell,5 |

I mapl-1

Pax-6

Abbildung 9

Pax-6 und mapl-1sind in allen Strukturen des sich entwickelnden Auges coexprimiert. Radioaktier
Hybridisierung an @m-coronalen Schnitten. A-D, B-E, C-F zeigen im Vergleich serielle Schnitte. Abkiirzungen:
se: Oberflachenektoderm; ov: Augenbldschen; Iv: Linsenblaschen; oc: Augenbecher; nr: Neuroretina; rpe:
Pigmentepithel.

2.8 Expression vorPax-6 und mapl-1in komplementaren Domanen
Das Expressionsmuster vomapl-1 nach E10,5 kann sowohl als Uberlappend als auch als

komplementér zu dem vdPax-6bezeichnet werden. Am E11,5 sind im embryonalen Gehirn
Regionen erkennbar, in denen sich die Expression naapl-1 und Pax6 gegenseitig
ausschlief3t (Abb.10). Was als erstes auffallt ist, dald die Expressionaplim dorsalen
Telencephalon nicht mehr mit der v&ax6 Uberlappt. Wahren&ax-6 auch nach E10,5
ausschlie3lich in der Ventrikularzone des dorsalen Telencephalons aktiv bleibt (Abb.10A vgl
mit E, offener Pfeil), ist die Expression vomapl-1ab E11,5 in den &ufReren Schichten
begrenzt. Die zwei Gene sind jedoch immer noch im ventralen Telencephalon (Abb.10A vgl.
mit E, geschlossener Pfeil) und im Dienzephalon koexprimiert. In mehr posterioren Schnitten
(Abb.10B-C, vgl. mit F-G) lafit sich die komplementére ExpressiorPan6undmapl-1in

der Struktur, welche die Vorstufe des Choroid Plexus darstellt, nachweisen (offene Pfeile).

WahrendPax-6-Transkripte in dieser Struktur nicht nachweisbar sindmapl-1 stark
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exprimiert. Umgekehrt isPax-6in denEminentia thalamund im ventralen Thalamus stark
exprimiert, wahrend die Expression vorapl-1 herunterreguliert wirdMapl-1 scheint im
dorsalen Thalamus oberhalb @ena limitans intrathalamicén einer Domane, in détax-6

nicht exprimiert wird, stark aktiv zu sein. Schlie3lich setzt sich das komplementare
Expressionsmuster dieser beiden Gene auch im Epithalamus fort, iRadef, aber nicht
mapl-1:Transkripte nachweisbar sind. Weiterhin sind beide Gene im olfaktorischen Epithel
aktiv. Mapl-1 ist auRerdem &hnlich Z2ax-6in der Vorstufe der Adenohypophyse ,Rathke-
Tasche” exprimiert (Abb.10D vgl. mit H). Im Gegensatz Rax-6 istmapl-1 stark im

Trigeminalganglion aktiv.

| mapl-1

Paxd

Abbildung 9

Mapl-1 und Pax6 sind in Uberlappenden als auch in sich gegenseitig ausschlieBenden Doméanen exprimiert.
Radioaktivein-situ-Hybridisierung an Bm-coronalen Schnittten eines E11,5 Embryos. A-E, B-F, C-G bzw. D-H
zeigen im Vergleich serielle Schnitte. Die Orientierung in A-D bzw. E-H ist von anterior zu posterior.
Abkurzungen: dt: dorsales Telencephalon; vt: ventrales Telencephalon; di: Diencephalon; vz: Ventrikularzone
(in A, E durch offene Pfeile markiert); cp: Vorstufe des choroid Plexus (in B, C, F, G durch offene Pfeile
markiert); et:Eminentia thalamiolf: olfaktorisches Epithel; eth: Epithalamus; dth: dorsaler Thalamus; vth:
ventraler Thalamus; Rp: ,Rathke-Tasche”; V: Trigeminalganglion. Geschlossener Pfeil in C, G markiert die
zona limitans intrathalamica

2.9Mapl-1 Expression in fortgeschrittenen Entwicklungsstadien

Im Verlauf der Embryonalentwicklung wirchapl-1 mit einem immer breiter werdenden
Muster exprimiert, auch in Regionen, in denen kétag-6 Expression nachweisbar ist. Am

E12,5 und E13,5 lassen siomapl-1 Transkripte in den &uf3eren Schichten des frontalen
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Cortex nachweisen, angrenzend an die Ventrikularzone, irade6exprimiert wird (Abb.11

A-B vgl. mit E-F). Auch im Thalamus wird die komplementére Expressionnvapi-1 (im
dorsalen Thalamus) im Vergleich zZRax-6 (im ventralen Thalamus) beibehalten.
Koexprimiert sind die zwei Gene in der ,Rathke-Tasche*, im Neuralrohr, in der Pons und im
olfaktorischen Epithel. Zusatzliche Expressionsdomanermagi-1sind die Knorpelanlagen

der Wirbel sowie der Intestinalbereich (Abb.11A). Am E13,5 welsn6undmapl-1in der
externen Kornerschicht des Cerebellums tberlappende Expression auf (Abb.11C, vgl. mit G).
Wahrend jedochPax-6im Bereich des Hinterhirns in der Ventrikularzone exprimiert wird
(Abb.11D, offener Pfeil), sinanapl-1 Transkripte in einer ventral davon angrenzenden
Domane nachweisbar (Abb.11H). Auffallige Domé&ne der Koexpression beider Gene ist in
den abgebildeten Schnitten von E14,5 Embryonen der vestibulare Kern (Abb.11D, vgl. mit
H).

Mapl-1

Paxt

Abbildung 11

Expression vomapl-1im Vergleich zurPax-6 Expression am E12,5, E13,5 und E14,5. Radioaktivatu-
Hybridisierung an @m-sagittalen (A, E) bzw. coronalen (B-D, F-H) Schnitten. (A, E), (B-F) (C, G) bzw. (D, H)
sind serielle Schnitte im Vergleich. Abkirzungen: cfr: frontaler Cortex; ET: Epithalamus; DT: dorsaler
Thalamus; VT: ventraler Thalamus ; cb: Cerebellum; po: Pons; Rp: ,Rathke-Tascshe®; sc: Neuralrohr; g:
Intestinalbereich; olf: olfaktorisches Epithel; cpv: Knorpelanlage der Wirbel; EGL: externe Kérnerschicht des
Cerebellums; IV: IV Ventrikel; vb: vestibularer Kern. B, F: offener Pfeil markiert zbb@a limitans
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intrathalamica C, G: geschlossener Pfeil markiert die Ventrikuldarzone im Bereich des IV Ventrikels, in der
Pax-6nicht abemapl-1lexprimiert ist.

2.10 Weiteremapl-1 Expressionsdoméanen
Die in den vorangegangenen Abschnitten prasentierten Expressionsdaten weisen darauf hin,

dalR mapl-1 zwischen E8,5 und E10,5 ein Reax-6 sehr dhnliches Expressionsmuster
aufweist. Ab E11,5 jedoch wird die Expression voapl-1immer breiter, so dafapl-1
zusatzlich zu den mRax-6 uberlappenden und komplementaren Domé&nen auch in Regionen
des Embryos exprimiert wird, die in keinem Zusammenhandmit6 stehen. So |43t sich

eine starke Expression des Gens am E11,5 im Trigeminalganglion und in den Spinalganglien
nachweisen (Abb.12A)Mapl-1 Transkripte werden auch in Strukturen endodermalen
Ursprungs wie der Lunge (Abb.12F) oder dem Darm (Abb.12G) detektiert. Im sich
entwickelnden Telencephalon ist die Expression woapl-1 mit dem Beginn der
Differenzierung der Neuronen von der Ventrikularzone ausgeschlossen, so dal} das Gen ab
E11,5 (vgl. Abb.10A-F) nur in den aulReren Schichten des Telencephalons aktiv ist. In
spateren Entwicklungsstadien wird diese Expression beibehalten, smagdd nur in
postmitotischen Neuronen, aber nicht in der Ventrikularzone exprimiert wird (Abb.12B-C, H-
). Im Gehirn von E18,5 Embryonen istapl-1iber die gesamte Dicke der kortikalen Platte
aktiv, ohne erkennbare Spezifitat fur bestimmte Schichten des cerebralen Kortex (Abb.12C,
H). Erst in postnatalen Stadien |43t sich eine starkere Expression des Gens im Bereich des
somatosensorischen Kortex erkennen (Abb.12D), wahrexpd-1im Motorkortex schwacher
exprimiert wird. Auch im postnatalen Gehirn simgapl-1 Transkripte nicht in der
Ventrikularzone nachzuweisen (Abb.12l). Zusatzlich zum cerebralen Kortexaigkl
postnatal im Cerebellum und stark im vestibularen Kern aktiv (Abb.12E). Zudem wird die
Expression des Gens im olfaktorischen NeuroepitheButbus olfactorius{OB) und im
akzessorischen OB nachgewiesdiapl-1 scheint insbesondere spezifisch in den Mitralzellen

des OB exprimiert zu sein.
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Abbildung 12

Expressionsdoméanen vanapl-1,die nicht mit dePax-6 Expression korrelierern-situ-Hybridisierung an Bm

(A, F) bzw. 1@um (rest) sagittalen (A-C, E, G-J) bzw. coronalen (D, F) Schnitten. Abkurzungen: e: Auge; V:
Trigeminalganglion; drg: Spinalganglien; L: Lunge; VZ: Ventrikularzone; cc: cerebraler Kortex; cb:
Cerebellum; vb: vestibularer Kern; oBulbus olfactorius aob: akzessorischa@ulbus olfactorius oep:
olfaktorisches Neuroepithel. D, (Pfeile): markieren den Bereich des somatosensorischen Kortex, mmagénen

1 starker exprimiert wird; J (Pfeile): markieren die spezifische Expressiomaphlin der mitralen Zellschicht
desBulbus olfactorius

2.11 Die Paired-Domane von Pax-6 als interagierende Region
Um einerseits die in der Hefe nachgewiesene Interaktion zwischen Mapl-1 undrPak-®

zu bestatigen und andererseits, die an dieser Interaktion beteiligte Domane von Pax-6 zu
identifizieren, wurde das in Abb.13 dargestellte GST-,Pull-down* durchgefiihrt. Dabei wurde
die Pax-Interaktionsdoméane (PID) von Mapl-1 (Abb.4A) an GST fusioniert (GST-PID), in
E.coli produziert und mitn vitro translatierten und radioaktiv markierten Pax-6-Varianten
inkubiert. Die in diesem Assay eingesetzten Proteine sind schematisch in Abb.13A
dargestellt. Untersucht wurde die Retention der markierten Proteine an das GST bzw. GST-
PID. Das Ergebnis dieses Experiments zeigt, daf} die Paired Doméane (PD) von Pax-6 direkt
an der Interaktion mit Mapl-1 beteiligt ist. Insbesondere ist es die aminoterminale
Unterdomane (PAI) der PD, welche die Interaktion vermittelt, da die Variante der Pax-6 PD,
in der eine Insertion von 14 Aminosauren durch alternatives Spleif3en in der aminoterminalen
Unterdomane entsteht, PD(5a), nicht an GST-PID binden kann (Abb.13C). Dies ist von

besonderer Bedeutung, da die PD die Haupt-DNA-bindende Domane von Pax-6 darstellt.
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Abbildung 13

Die Pax-6 Paired Domane ist direkt an der Interaktion zwischen Mapl-1 und Pax-6 beteiligt. A: Schematische
Darstellung der Pax6-Varianten, die alsvitro translatierte und mit®S-Met markierte Proteine (B) in diesem
Assay eingesetzt wurden. Pax-6: vollstandiges Pax-6-Protein; PD+HD: Pax6-Variante ohne die
carboxyterminale Aktivierungsdomane; PD+int: Pax6-Variante ohne Aktivierungsdoméane und Homdodoméne;
PD(5a): Durch alternatives Spleilen entstehende PD-Variante mit 14 Aminosauren-Insertion innerhalb der
aminoterminalen (PAI) Unterdoméane. Luciferase wurde als unspezifisches Kontrollprotein in diesem Assay
verwendet. Die in B dargestellte Menge der Proteine entspricht 20% des tatsachlichen Inputs. C: Retention der
markierten Proteine an das GST-PID Fusionsprotein, aber nicht an GST, das als Kontrolle diente. Es erfolgt
keine Interaktion mit der PD(5a)+int Variante; dies laRt auf eine direkte Beteiligung der PAI Unterdoméne der
PD an der Interaktion mit Mapl-1 schlieBen. Es findet ebenfalls keine Retention des Kontrollproteins Luciferase
statt.

Weiterhin wurde getestet, ob Pax-6 zusatzlich zur isolierten PID auch mit dem vollstandigen
Mapl-1-Protein eine Interaktion eingehen kann. Dazu wurde ein GST-,Pulldown®
durchgefihrt, bei dem die isolierte PD von Pax-6 an GST fusioniert (GST-Pax6/PD) und zur
Retention von entweder der isolierten PID oder dem vollstandigen Mapl-1 eingesetzt wurde
(Abb.14A). Daraus folgte, daf3 die Interaktion zwischen Pax-6 und Mapl-1 auch im Kontext
des vollstandigen Mapl-1 Proteins erfolgen kann und nicht auf die isolierte PID beschrankt
ist. Zudem stellt dieses Experiment eine zusatzlichatro Bestatigung fur die Echtheit der
Interaktion zwischen den beiden Proteinen dar.

Mittels eines &hnlichen Assays wurde die minimale Domane des Mapl-1 Proteins identifiziert,
die fur die Interaktion mit Pax-6 essentiell ist. Unter Verwendung des GST-Pax6/PD
Fusionsproteins und verschiedener Deletionsvarianten des Mapl-1 Proteins innerhalb der PID
konnte die fur die Interaktion mit Pax-6 erforderliche Doméane des Mapl-1 Proteins auf 68
Aminosauren reduziert werden. Es handelt sich um die Region zwischen den Aminosauren
367 und 435 des Proteins (Abb.14B). Interessanterweise ist das Leucin-Zipper-Motiv des

Proteins innerhalb dieser minimalen PID nicht enthalten. Dies weist darauf hin, daR das
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Leucin-Zipper Motiv-nicht an der Interaktion mit Pax-6, sondern moglicherweise an einer

anderen Art von Protein-Protein Wechselwirkung beteiligt ist.
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Abbildung 14

A: Pax-6 ist in der Lage, auch mit dem vollstandigen Mapl-1-Protein zu interagieren. GST-,Pulldown* unter
Verwendung des Fusionsproteins von GST und der PD von Pax6 (GST-Pax6/PD). GST wurde als Kontrolle
benutzt. Links: Die bei diesem Assay verwenddteritro-translatierten und radioaktiv markierten Proteine,
Mapl-1: vollstandiges Mapl-1 Protein; PID: die isolierte PID; Luc: Luciferase wurde als unspezifisches
Kontrollprotein eingesetzt. Die dargestellte Proteinmenge entspricht 20% des im Assay tatsachlich verwendeten
Inputs. Rechts: Sowohl das vollsténdige Protein wie auch die in der Hefe identifizierte PID sind in der Lage, mit
der PD zu interagieren. Es erfolgt keine Retention von Luciferase sowie keine Bindung der markierten Proteine
an GST. B: Identifizierung einer minimalen Pax-Interaktionsdoméne. Deletionsvarianten des Mapl-1 Proteins
wurden auf ihre Fahigkeit, mit der PD von Pax-6 zu interagieren, getestet. Links: Dargestellte Menge entspricht
20% der im Assay eingesetzten Proteinmenge. Die Mapl-1 Deletionsvarianten waren an ein multimerisiertes
Myc-Epitop am Aminoterminus fusioniert. Die Nummern beziehen sich auf die Aminosaurepositionen des
Mapl-1 Proteins. Luciferase wurde als unspezifisches Kontrollprotein verwendet. Rechts: Die Deletionsvarianten
1-490 und 1-435, aber nicht das Protein 1-367 und Luciferase, sind in der Lage, mit der PD von Pax6 zu
interagieren. Daraus laft sich schlieRen, daR die fur die Interaktion erforderliche Proteindoméne zwischen
Aminoséauren 367 und 435 von Mapl-1 liegt.

2.12 Interaktion zwischen Pax-6 und Mapl-iin vivo

Nach der Bestéatigung der Interaktion der beiden Proteineritro wurde als nachstes
getestet, ob Pax-6 und Mapl-1 auch im zellularen Kontext miteinander interagieren konnen.
Dazu wurden COS7-Zellen mit Expressionskonstrukten fur die beiden Proteine transfiziert.
Mittels Immunprazipitation und anschlieRendem Western-Blot konnte ein Komplex zwischen
Pax-6 und Mapl-1 in Gesamtextrakten aus den transfizierten Zellen nachgewiesen werden
(Abb.15). Daraus kann geschlossen werden, dal? die beiden Proteine nicht nur in der Hefezelle
und in vitro, sondern auch im Kontext von S&augerzellen eine Interaktion miteinander
eingehen konnen. Dies stellt die dritte unabhangige Methode dar, durch die die Interaktion

zwischen Pax-6 und Mapl-1 bestatigt werden konnte.
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Abbildung 15

Coimmunoprézipitation aus Extrakten von transfizierten COS7-Zellen bestétigt die Anwesenheit eines
Komplexes zwischen Pax-6 und Mapl-1. COS7-Zellen wurden mit CMV-Expressionsplasmiden fiir Pax-6 oder
Mapl-1 an ein multimerisiertes Myc-Epitop fusioniert, oder mit der Kombination von beiden Plasmiden
transfiziert. Proteine wurden aus Gesamtextrakten mit c-Myc Antikérper prazipitiert. Beim anschlieenden
Western-Blot wurde mit einem polyklonalen Pax-6 Antikdrper auf die Anwesenheit des Pax-6-Proteins hin
getestet. Die Pax-6-Bande (Pfeil) ist nur in den Extrakten von doppeltransfizierten, aber nicht in denen von
einfach oder untransfizierten Zellen nachweisbar. Dies kann nur Uber die Bindung an Mapl-1 erfolgen.

2.13 Subzellulare Lokalisation des Mapl-1 Proteins
Von entscheidender Bedeutung fur die biologische Relevanz einer Wechselwirkung zwischen

zwei Proteinen ist die Uberlappung der Expression der entsprechenden Gene. Eine weitere
Voraussetzung ist die Uberlappung ihrer Lokalisation innerhalb der Zellen, in denen beide
Proteine produziert werden. In der Primarstruktur des Mapl-1 Proteins konnte mittels des
Computerprogramms PSORT ein nukleares Lokalisationssignal (NLS) identifiziert werden
(Abb. 4A), und anhandessen wurde das Protein vom gleichen Programm mit hoher
Zuverlassigkeit als Kernprotein klassifiziert. Um dies experimentell zu bestéatigen, wurde die
kodierende Sequenz derapl-1cDNA in einen CMV-Expressionsvektor eingebaut, so dal3
eine Fusion mit einem multimerisierten c-Myc-Epitop am Aminoterminus des Proteins erfolgt
(Myc/Mapl-1). Nach Transfektion von Saugerzellen (COS7) mit dem Expressionsvektor
konnte die subzelluldre Lokalisation des Proteins mittels Immunfluoreszenz mit c-Myc-
Antikorpern ermittelt werden. Uberraschenderweise wies die Mehrheit der transfizierten
Zellen eine Lokalisation des Proteins an Komponenten des Cytoskeletts auf (Abb.16B),
wahrend Pax-6 wie erwartet ausschlief3lich im Zellkern nachgewiesen wurde (Abb.16A). Die
gleiche Farbung von Cytoskelett-Filamenten wurde ebenfalls beobachtet, wenn anstelle des

Myc-Epitops am Amino-, ein V5-Epitop am Carboxyterminus (Mapl-1/V5) des Proteins

35



Ergebnisse

fusioniert wurde (Abb.16C). Daraus laf3t sich schliel3en, daf? die Lokalisation des Proteins am
Cytoskelett ausschlief3lich auf das Mapl-1-Protein zurickzufthren ist und wird von den

verwendeten Epitopen nicht beeinfluf3t.
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Abbildung 16

Mapl-1 dekoriert die zellularen Mikrotubuli. Antikdrperfarbung an transfizierten COS7-Zellen. Wahrend Pax-6
ausschlief3lich im Zellkern nachgewiesen wird (A), ist Mapl-1, versehen mit einem aminoterminalen c-Myc-
Epitop, innerhalb der gleichen Zelle an Cytoskelettfilamenten lokalisiert (B). Der Kern der transfizierten Zelle
wurde durch Farbung des Chromatins mit DAPI (C) sichtbar gemacht. D: Die Mapl-1-Variante mit einem V5-
Epitop am Carboxyterminus (Mapl-1/V5) zeigt &hnliche Lokalisation an Komponenten des Cytoskeletts. E:
Farbung von Mikrotubuli mit einem-Tubulin-Antikdrper (rot) an untransfizierten Zellen. In mit Myc/Mapl-1
transfizierten Zellen (F-H) kommt es zur Kolokalisation des Proteins (griin) mit den zellularen Mikrotubuli (rot).
H: Uberlagerung der Signale. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Fur die Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv
verwendet.

Die Morphologie der von Mapl-1 angeféarbten Filamente deutete auf Mikrotubuli hin. Um dies
zu bestatigen wurde eine Doppelfarbung durchgefihrt, mit einem Antikorper, der spezifisch
die a-Untereinheit der Mikrotubulio-Tubulin) erkennt (Abb.16 F-H). Dadurch konnte
bestatigt werden, dalR es sich bei den mit Mapl-1 dekorierten Filamenten, tatsachlich um
Mikrotubuli handelt. Interessanterweise induzierte die Uberexpression von Mapl-1 in COS7-
Zellen das Zusammenbinden von Mikrotubuli in dicken Bundeln, was zu einer Veranderung
der gesamten Zellgestalt fihrte (Abb.16E vgl. mit F-H). Der gleiche Effekt wurde ebenfalls in
den Zelllinien HeLa und NIH313 beobachtet (nicht gezeigt).
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2.14 Effekt der Mapl-1 Uberexpression auf die anderen Filamente des Cytoskeletts
Das Cytoskelett von eukaryotischen Zellen wird von drei Klassen von Filamenten gebildet:

den Mikrofilamenten, die aus Aktin bestehen und einen Durchmesser von ca. 7nm besitzen,
den Mikrotubuli, die ausi- und B-Tubulin Untereinheiten gebildet werden und einen
Durchmesser von ca. 30nm haben sowie den Intermediarfilamente (ca. 7-11nm Durchmesser),
die verschiedener Art sein und aus unterschiedlichen Proteinen gebildet werden kdnnen. Die
Organisation dieser Filamente ist stark von den mit ihnen assoziierten Proteinen abh&ngig.
Einige Proteine sind in der Lage, Cytoskelettfilamente miteinander zu vernetzen. Bekannte
Beispiele dafir sind die Proteine der Plakin-Familie (Wiche, 1998). Dies spricht daftr, dal3
die verschiedenen Cytoskelettfilamente nicht als voneinander unabhangige Geriste, sondern
vielmehr als miteinander kooperierende Netzwerke anzusehen sind. Demzufolge wurde
getestet, ob Mapl-1 zusatzlich zu den Mikrotubuli auch mit anderen Klassen von Filamenten
ko-lokalisieren bzw. ob seine Uberexpression in Saugerzellen die Organisation der anderen
Komponenten des Cytoskeletts beeinflussen kann. Die Organisation von Mikrofilamenten und
zwei Klassen von Intermediarfilamenten (Cytokeratin und Vimentin) wurde in
untransfizierten COS7-Zellen und in Zellen, die mit dem Myc/Mapl-1 Expressionsvektor
transfiziert wurden, untersucht (Abb.17). Daraus ergab sich, da3 Mapl-1 in transfizierten
Zellen mit keiner anderen Klasse von Cytoskelettfilamenten auRer Mikrotubuli ko-lokalisiert.
Es handelt sich also um ein Protein, das spezifisch und ausschlie3lich mit Mikrotubuli
assoziieren kann, wahrend seine Uberexpression auf die Organisation der anderen

Komponenten des Cytoskeletts keinen offensichtlichen Einfluf3 hat.

37



Ergebnisse

ME

okeratin Myvo'Mapd-1 |' yiokeratin Mycibdapl-|

uniransfiziert transfizier

Abbildung 17

Mapl-1 ko-lokalisiert nicht mit den anderen Komponenten des Cytoskeletts und hat keinen Einflu3 auf ihre
Organisation. A-D: Mikrofilamente (rot) (MF) wurden durch Rhodamin-gekoppeltes Phalloidin in COS7-Zellen
sichtbar gemacht; E-H: Intermediarfilamente (Cytokeratin) (rot) gefarbt mit einem Cytokeratin-Antikdrper von
breiter Spezifitat; I-L: Vimentin-Intermediarfilamente (IF) (rot) wurden mittels eines spezifischen Antikdrpers in
COS7-Zellen nachgewiesen. A, E, I: untransfizierte Zellen; B-C, F-G, J-K: COS7-Zellen transfiziert mit
Myc/Mapl-1. Das Myc/Mapl-1 Protein wird mittels eines Myc-Antikorpers in C, G, K (grun) nachgewiesen. D,

H, L: Uberlagerung der roten und griinen Fluoreszenz. Zellkerne wurden durch Farbung des Chromatins mit
DAPI sichtbar gemacht. Fir die Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv verwendet.

2.15 Die Uberexpression von Mapl-1 fihrt zu erhohter Stabilitat der zellularen
Mikrotubuli

Mikrotubuli sind sehr dynamische Polymere, deren Organisation sich wahrend des
Zellzykluses und wahrend der Entwicklung veréndert. Die cytoplasmatischen Mikrotubuli
befinden sichin vivo hauptsachlich in zwei Zustanden, im polymerisierenden oder im
depolymerisierenden Zustand. Mikrotubuli kdnnen stochastisch von einem Zustand in den
anderen libergehen, wobei der Ubergang vom polymerisierenden in den depolymerisierenden
Zustand als ,Catastrophe®, das Gegenteil als ,Rescue” bezeichnet wird. Durch dieses Modell
der ,dynamischen Instabilitat® der Mikrotubuli, kbnnen die raschen Veranderungen ihres

Polymerisationszustands wahrend des Zellzykluses mechanistisch erklart werden (Kirschner
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and Mitchison, 1986; Walkest al, 1988). Eine Reihe von Proteinen, die an Mikrotubuli
binden konnen, sind in der Lage, den Ubergang zwischen Polymerisation und
Depolymerisation zu beeinflussen. Solche Proteine kdnnen in zwei Gruppen klassifiziert
werden. Proteine wie die MAPs Mijcrotubule asociated_poteins’), die einen
stabilisierenden Effekt auf die Mikrotubuli ausiiben, férdern das Wachstum der Mikrotubuli,
indem sie die Polymerisationsrate induzieren und die ,Catastrophes” unterdriicken (Andersen
et al, 1994; Gard and Kirschner, 1987; Hirokawa, 1994 Andersen, 1997 #3252). Den
entgegengesetzten Effekt haben destabilisierende Faktoren, welche die Depolymerisation der
Mikrotubuli induzieren. Diese Faktoren sind viel spater als die MAPs entdeckt worden und
stellen eine standig wachsende Familie von Proteinen dar. Das bekannteste Beispiel ist
Stathmin/OP18, dessen Uberexpression in Zellen zur Depolymerisierung der Mikrotubuli
fuhrt (Belmont and Mitchison, 1996).

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, assoziiert Mapl-1 in transfizierten
Zellen spezifisch mit den Mikrotubuli, wobei die Uberexpression des Proteins die
Reorganisation der Mikrotubuli in dicken Bundeln zur Folge hat. Dieser Effekt deutet auf eine
stabilisierende Wirkung des Mapl-1 Proteins auf die Mikrotubuli hin. Um dies zu tberprifen,
wurden mit Myc/Mapl-1 transfizierte COS7-Zellen mit dem Mikrotubuli-
depolymerisierenden Agens Nocodazol behandelt (Abb.18A). Nach einsttindiger Inkubation
mit Nocodazol bei einer Konzentration vopgdml konnte kein polymerisiertes Tubulin in

den untransfizierten Zellen nachgewiesen werden (Abb.18A). Allerdings behalten die
Mikrotubuli in den Zellen, die mit Myc/Mapl-1 transfiziert wurden ihre filamenttse
Morphologie bei und werden vor der depolymerisierenden Wirkung von Nocodazol geschiitzt
(Abb.18A vgl. mit B). Dies spricht fiir eine stabilisierende Wirkung des Mapl-1 Proteins auf
die dynamische Organisation der Mikrotubuli. Der stabilisierende Effekt war vom
Expressionsniveau des Proteins abhangig.

Innerhalb einer Zelle lassen sich zwei Populationen von cytoplasmatischen Mikrotubuli
unterscheiden. Es handelt sich um die kurzlebigen oder dynamischen und die langlebigen
oder stabilen Mikrotubuli (Schulze and Kirschner, 1987). In vielen Zelltypen kommt es bei
den stabilen Mikrotubuli zur Akkumulation von verschiedenen posttranslational modifizierten
Formen von Tubulin. Die am besten charakterisierte posttranslationale Modifikation, die
spezifisch bei Tubulin vorkommt, ist die Detyrosinierung, bei der ein Tyrosinrest am

Carboxyterminus voru-Tubulin reversibel entfernt wird. Detyrosiniertes Tubulin (Det-
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Tubulin) kommt bevorzugt bei stabilen Mikrotubuli vor, wahrend dynamische Mikrotubuli
hauptsachlich tyrosiniertes Tubulin enthalten zum Uberblick, (Bulinsky and Gundersen,
1991). Diese modifizierte Form von Tubulin kann von spezifischen Antikérpern erkannt
werden und dient als Marker fur stabile Mikrotubuli. Je langer die Mikrotubuli innerhalb der
Zelle keiner Depolymerisation unterzogen werden, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit,
dal3 sie von speziellen Enzymen modifiziert werden und entsprechend hoher ist ihr Anteil an
Det-Tubulin. Die Detyrosinierung von Tubulin ist jedoch nicht die Ursache fur die erhdohte
Stabilitat der Mikrotubuli (Khawajat al, 1988; Websteet al, 1990). In Ubereinstimmung

mit einer stabilisierenden Wirkung von Mapl-1 auf die Mikrotubuli konnte in Zellen, die mit
Myc/Mapl-1 transfiziert wurden im Gegensatz zu untransfizierten Zellen ein erhdhter Anteil
an Det-Tubulin detektiert werden (Abb.18E-G).

Zusammenfassend sprechen sowohl die schitzende Wirkung von Mapl-1 vor
Depolymerisation durch Nocodazol, als auch der erhohte Anteil an Det-Tubulin in den
transfizierten Zellen fir einen stabilisierenden Effekt der Mapl-1 Uberexpression auf den

Polymerisationszustand der zellularen Mikrotubuli.
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Abbildung 18

Uberexpression von Mapl-1 in COS7-Zellen fiihrt zu erhohter Stabilitét der zellularen Mikrotubuli. A-D: Zellen
wurden mit Myc/Mapl-1 transfiziert und wie angegeben mit Nocodazol behandelt. In untransfizierten Zellen
(offene Pfeile), ist kein polymerisiertes Tubulin nachweisbar (A). Mit Myc/Mapl-1 transfizierte Zellen (B)
(geschlossener Pfeil), behalten zu Mikrotubuli polymerisiertes Tubulin bei. C: Uberlagerung der Fluoreszenzen
zeigt Kolokalisation von Myc/Mapl-1 (griin) mit Mikrotubuli (rot) .E-G: Erhohter Anteil von Det-Tubulin, (E) in

mit Myc/Mapl-1 transfizierten Zellen (geschlossener Pfeil). Offene Pfeile: untransfizierte Zellen. G:
Uberlagerung des roten (Det-Tubulin) und des griinen (Myc/Mapl-1) Signals. D, H: Farbung der Zellkerne mit
DAPI. Fir die abgebildeten Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv benutzt.
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2.16 Mapl-1 bindet direkt an Mikrotubuli in vitro

Der stabilisierende Effekt der Mapl-1 Uberexpression auf die zellularen Mikrotubuli ist
gleichzeitig ein indirekter Hinweis darauf, dafd das Protein direkt an Mikrotubuli binden kann.
Um dies zu Uberprifen, wurde Tubuimvitro und in Anwesenheit von Taxol zu Mikrotubuli
polymerisiert und zusammen mit radioaktiv-markiertem Myc/Mapl-1 Protein in einem
Kosedimentations-Assay eingesetzt (Abb. 19). Es konnte dadurch gezeigt werden, dal3 Mapl-
1 nur in Anwesenheit, aber nicht in Abwesenheit von polymerisiertem Tubulin in der Pellet-
Fraktion identifiziert werden kann. Dies bestatigt, da3 Mapl-1 direkt mit den Mikrotubuli
interagieren kann.

+MT -MT
MWK & AT

-

Abbildung 19

Cosedimentation von radioaktiv-markiertem Myc/Mapl-1 Protein imivitro
polymerisiertem Tubulin. Die Sedimentation des Proteins erfolgt in Anwesenheit
(+MT), aber nicht in der Abwesenheit (-MT) von Mikrotubuli.

£

2.17 Der Carboxyterminus von Mapl-1 als neue Mikrotubuli-bindende Doméne
Die Wirkung von Mapl-1 auf die Dynamik der Mikrotubuli sowie die direkte Bindung des

Proteins an polymerisiertem Tubulin sind den Eigenschaften von bekannten MAPs
(Microtubule-associated proteipsehr &hnlich. Zwischen den verschiedenen MAPs sind die
Mikrotubuli-bindenden Doméanen sehr konserviert und bestehen aus einem repetitiven Motiv
von 18 Aminosauren (Chapin and Bulinsky, 1992). Diese Mikrotubuli-bindenden Regionen
der bekannten MAPs liegen in der Regel am Carboxyterminus des Proteins. Anhand von
Sequenzvergleichen konnte jedoch zwischen Mapl-1 und bekannten MAPs keine signifikante
Ahnlichkeit identifiziert werden. Weiterhin scheinen innerhalb der Aminosauresequenz von
Mapl-1 keine eindeutigen repetitiven Motive vorhanden zu sein. Um die Region des Mapl-1
Proteins zu identifizieren, die direkt an Mikrotubuli binden kann, wurden 480 Aminoséuren
vom Carboxyterminus des Proteins deletiert und die Lokalisation des Proteins in transfizierten
COS7-Zellen mittels Immunfluoreszenz untersucht (Abb.20). Es stellte sich heraus, daf} die
Mapl-1-Variante ohne den Carboxyterminus (Myc/1-1413) nicht mehr in der Lage war, an
Mikrotubuli zu binden (Abb.20C). Hierbei behalten die transfizierten Zellen ihre normale

Gestalt bei, im Gegensatz zu den mit dem vollstandigen Protein transfizierten Zellen
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(Abb.20C vgl. mit B). Die Myc/1-1413 Deletionsvariante wies zusatzlich eine
cytoplasmatische Lokalisation auf (Abb.20C). Daraus geht hervor, dal3 der Carboxyterminus
von Mapl-1 fur die direkte Interaktion mit Tubulin notwendig ist.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob der Carboxyterminus von Mapl-1 nicht nur notwendig
sondern auch fur die Bindung an Mikrotubuli ausreichend ist. Um dies zu untersuchen,
wurden die carboxyterminalen 480 Aminosauren des Proteins an ein multimerisiertes Myc-
Epitop fusioniert und in COS7-Zellen transfiziert. In den mit Myc/1414-1893 transfizierten
Zellen erfolgt sowohl die Bindung der carboxyterminalen Domane an Mikrotubuli, als auch
die Quervernetzung der Mikrotubuli zu Bindeln (Abb.20E). Interessanterweise unterscheidet
sich das Muster der vom vollstdndigen Protein gebtindelten Mikrotubuli von den mit der
carboxyterminalen Doméne induzierten Bundeln. Wahrend beim vollstandigen Mapl-1 die
Mikrotubuli-Bindel tber die gesamte Zelle verlaufen, werden beim isolierten
Carboxyterminus bevorzugt die distalen Mikrotubuli gebunden und vernetzt (Abb.20 vgl. D
mit E). Zudem scheint bei den mit Myc/1414-1893 transfizierten Zellen die Zellmorphologie
nicht besonders beeinflul3t zu sein im Gegensatz zu Zellen, die mit dem kompletten Protein
transfiziert wurden. Daraus folgt, dal3 die carboxyterminale Domé&ne von Mapl-1 nicht nur
notwendig sondern auch fir die Bindung und Vernetzung der zellularen Mikrotubuli

ausreichend ist.
A hye/Mapl-1 Myc/(1-1413)
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FID: Pax Interaktionsdomiine

Abbildung 20

Der Carboxyterminus von Mapl-1 ist sowohl essentiell als auch ausreichend fur die Bindung zellularer
Mikrotubuli. A: Schematische Darstellung des kompletten Mapl-1 Proteins (Myc/Mapl-1) sowie der
Deletionsvarianten Myc/(1-1413) und Myc/(1414-1893). B-E: Immunfluoreszenz an transfizierten COS7-Zellen.
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C: Die Deletionsvariante Myc/(1-1413) (gruin) ist im Gegensatz zum kompletten Protein (B) nicht in der Lage,
an Mikrotubuli zu binden. D-E: Doppelféarbung von Myc/Mapl-1 bzw. Myc/(1414-1893) (grunyefabulin

(rot). Offene Pfeile in (E) weisen auf die distalen Mikrotubuli hin, die durch den isolierten C-terminus gebunden
und gebiindelt werden. Abgebildet ist die Uberlagerung des roten und griinen Signals. Zellkerne wurden in D-E
mit DAPI gefarbt. Fur die Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv verwendet.

Als nachstes wurde Uberprift, ob die isolierte carboxyterminale Region von Mapl-1 auch
ausreichend ist, um Mikrotubuli vor Depolymerisation zu schitzen. Dazu wurden mit
Myc/(1414-1893) transfizierte Zellen unter den gleichen Bedingungen mit Nocodazol
behandelt, die auch beim vollstandigen Protein angewandt wurdgmm(4 fur 1h) (Abb.21).
Wahrend in untransfizierten Zellen nach der Behandlung mit Nocodazol kein polymerisiertes
Tubulin nachweisbar ist, werden in den transfizierten Zellen die Mikrotubuli vor der

depolymerisierenden Wirkung von Nocodazol geschiitzt (Abb.21A-C).
| iz-Tubulin \ Mycl( 1414-1893) |[ o-Tubulin Myc/i1414-1893) |

| Miocodazol JIg.lJ__'.'||||, ih

Abbildung 21

Die carboxyterminale Doméne von Mapl-1 ist ausreichend, um Mikrotubuli vor der depolymerisierenden
Wirkung von Nocodazol zu schitzen. A: Immunfluoreszenzawitubulin-Antikdrper. Im Gegensatz zu den
untransfizierten Zellen (offene Pfeile) ist in transfizierten Zellen (geschlossener Pfeil) zu Mikrotubuli
polymerisiertes Tubulin nachweisbar. B: Der isolierte Carboxyterminus von Mapl-1 (Myc/1414-1893) wird mit
c-Myc Antikdrper in griin nachgewiesen. C: Uberlagerung des roten und griinen Signals. Zellkerne wurden mit
DAPI blau geféarbt. Fiir die Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv verwendet.

Anhand der in diesem Abschnitt prasentierten Daten laf3t sich die carboxyterminale Region
des Mapl-1-Proteins als eine neusopa fidéMikrotubuli-bindende Doméane bezeichnen.

Diese Region weist keine Sequenzahnlichkeit zu den bekannten Mikrotubuli-bindenden
Domé&nen von MAPs auf und ist sowohl notwendig als auch ausreichend fur die Bindung,

Vernetzung und Stabilisierung der zellularen Mikrotubuli.
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2.18 Mapl-1 ist in der Lage, Homodimere zu bilden
Wie in Abschnitt 2.10 gezeigt wurde, ist das in Mapl-1 vorhandene Leucin-Zipper Motiv

nicht direkt an der Interaktion mit Pax-6 beteiligt. Da Proteine, die ein solches Motiv besitzen,
unter anderem haufig Homodimere bilden (Alber, 1992), wurde getestet, ob auch Mapl-1 zur
Selbstassoziation in der Lage ist. Um dies zu uberprufen, wurden sukzessive
carboxyterminale Deletionen des Proteins hergestellt und an ein multimerisiertes Myc-Epitop
am Aminoterminus fusioniert (Abb.22A). Diese Deletionsvarianten waren nicht in der Lage,
in einfach transfizierten COS7-Zellen an Mikrotubuli zu binden (Abb.22 B-E). Es wurde
daher getestet, ob die konstruierten Deletionsvarianten des Proteins nach Kotransfektion mit
dem vollstandigen Mapl-1 Protein an Mikrotubuli lokalisieren kdnnen. Dies wirde die
Bildung von Homodimeren indirekt demonstrieren. Aus diesem Experiment ergab sich, dal3
alle getesteten Deletionsvarianten nach Kotransfektion mit dem kompletten Mapl-1 Protein
eine Lokalisation an Mikrotubuli aufwiesen (Abb.22F-1). Dies spricht fir die Existenz einer
Dimerisierungsdomé&ne innerhalb der ersten 367 Amminoséuren des Proteins, in denen das
Leucin-Zipper-Motiv noch enthalten ist. Interessanterweise zeigt die Myc/(1-367)
Deletionsvariante im Vergleich zu den restlichen Deletionsvarianten eine geringere Fahigkeit
mit dem vollstandigen Protein zu interagieren (Abb.22I vgl. mit F, G, H). Dies kénnte darauf
zurickzufuhren sein, dafl3 die Myc/(1-367) Deletion effizient und aktiv in den Zellkern
transportiert wird (Abb.22E). Dieser Prozel3 kénnte mit der Dimerbildung an den Mikrotubuli

in Konkurrenz stehen. Die Deletion (1-367) liegt genau carboxyteminal zum Leucin-Zipper
Motiv und enthalt nicht die Pax-Interaktionsdoméane von Mapl-1. Dies lal3t darauf schliel3en,
dal? die Dimerisierungsdoméne des Proteins sich von der Pax-Interaktionsdoméne

unterscheidet.
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Abbildung 22

Mapl-1 ist in der Lage, Homodimere zu bilden. A: Schematische Darstellung der verwendeten Protein-Varianten
von Mapl-1: Myc(1-1413), Myc(1-878), Myc(1-470), Myc(1-367) sind sukzessive carboxyterminale Deletionen
des Proteins mit einem multimerisierten Myc-Epitop am Aminoterminus. Mapl-1/V5 ist das komplette Protein
mit einem V5 Epitop am Carboxyterminus. B-E: Einfach transfizierte Zellen. In grin wird die jeweilige
Deletionsvariante mit einem Myc-Antikdrper detektiert. F-I: Immunfluoreszenz an COS7-Zellen, die mit dem
jeweiligen Deletionskonstrukt und Mapl-1/V5 kotransfiziert wurden. Um jede mdogliche Artefaktquelle,
beruhend auf der starken Fluoreszenzemission auszuschlieBen, wurde nur mit Myc Antikdrper gefarbt (grin) und
keine Doppelfarbung mit V5 durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den einfach transfizierten Zellen, lokalisieren die
Deletionsvarianten von Mapl-1 in kotransfizierten Zellen an Mikrotubuli. Dies weist indirekt die Dimerisierung
des Proteins nach. Fir die Aufnahmen wurde ein 60x Objektiv verwendet.

2.19 Uberexpression von Mapl-1 fiihrt zur Retention von Pax-6, aber nicht von Pax-2 an
zellularen Mikrotubuli

Die zellulare Lokalisation von Pax-6 und Mapl-1 in transfizierten Zellen steht im Gegensatz
zu einer Funktion der beiden Proteine als interagierende Partmen. Wahrend Pax-6 ein
Kernprotein ist, ist Mapl-1 hauptsachlich an Mikrotubuli lokalisiert. Aus diesem Grund wurde
untersucht, ob die zellulare Lokalisation eines der beiden Proteine in doppeltransfizierten
Zellen verandert wird. Wenn COS7-Zellen mit dem CMV-Pax6 Expressionsvektor transfiziert
werden und das Pax-6-Protein mit einem Antikdrper nachgewiesen wird, ist es in allen Zellen
ausschlie3lich im Zellkern lokalisiert (Abb.23A). In Zellen jedoch, in denen CMV-
Myc/Mapl-1 zusatzlich zu CMV-Pax6 transfiziert wurde, kommt es zu einer ektopischen
Lokalisation von Pax-6 an Cytoskelettfilamenten (Abb.23C). Da Myc/Mapl-1 und Pax-6 an
diesen Filamenten ko-lokalisieren (Abb.23B-C), handelt es sich dabei um Mikrotubuli. Der
Effekt der Retention von Pax-6 an den Cytoskellett durch die Interaktion mit Mapl-1 war vom
Expressionsniveau des Mapl-1 Proteins abhangig. Zudem kam es in den kotransfizierten

Zellen nicht zur vollstandigen Retention des Pax-6 Proteins an den zellularen Mikrotubuli,
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vielmehr stellte der Zellkern immer noch das Hauptkompartiment der zellularen Pax-6
Lokalisation dar (Abb.23D). Dieses Experiment demonstriert zum einen die Fahigkeit von
Pax-6 und Mapl-1jn vivo miteinander zu interagieren und weist zum anderen auf eine
potentielle Konsequenz dieser Interaktion hin, die darin besteht, einen Anteil des zellularen
Pax-6 Proteins aul3erhalb des Zellkerns zu behalten.

Es wurde weiterhin tberpruft, ob dieser Effekt spezifisch fir Pax-6 ist, indem unter den
gleichen Bedingungen CMV-Pax2 zusammen mit CMV-Myc/Mapl-1 in COS7-Zellen
kotransfiziert wurde und die Lokalisation des Pax-2-Proteins mittels eines Antikorpers in
kotransfizierten Zellen untersucht wurde. Daraus folgte, dal3 die zellulare Lokalisation des
Pax-2 Proteins durch Mapl-1 nicht beeinflul3t wurde, wobei Pax-2 ausschlie3lich im Zellkern
kotransfizierter Zellen nachgewiesen wurde (Abb.23E-F). Im Einklang damit konnte im GST-
~Pull-down* (Abb.23G) keine Interaktion zwischen Pax-2 und der Pax-Interaktionsdoméne
(PID) von Mapl-1 demonstriert werden. Diese Daten sprechen fur eine Spezifitat von Mapl-1
fur Pax-6 als Interaktionspartner. Die Interaktion zwischen den beiden Proteinen hat in

diesem Zellkulturmodell die partielle Retention von Pax-6 im Cytoplasma zur Folge.

| I Mycdapl-1 | . ] |

| LY -FPaxh | MV Prmsa U RV Mye- Mgl | V- Prnsa U - Mye- Mgl |

—
4251 EET-PFIIE

CMY- Pas 2+ MY My Mapl- | | —

Abbildung 23

Mapl-1 fohrt zur Retention von Pax-6 aber nicht von Pax-2 an zellularen Mikrotubuli. A: COS7 Zellen
transfiziert mit CMV-Pax6. Das Pax6 Protein (grun) ist ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert. B-C: In
kotransfizierten Zellen ist Pax-6 (griin) auBerhalb des Zellkerns nachweisbar (C) und ko-localisiert (B) mit
Myc/Mapl-1 (rot) an Mikrotubuli. D: Kotransfizierte Zellen in denen nur Pax-6 (grtin) aber nicht Myc/Mapl-1
nachgewiesen wurde (um jede mdgliche Artefaktquelle auszuschlieBen). Offene Pfeile in C-D weisen auf die
durch die Interaktion mit Mapl-1 bedingten Lokalisation von Pax-6 an Mikrotubuli. E-F: Mit CMV-Pax2 und
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CMV-Myc/Mapl-1 transfizierte COS7 Zellen. Myc/Mapl-1 (rot) beeinflusst nicht die Lokalisation des Pax-2
Proteins (griin). G: GST-,Pull-down* bei dem vitro translatiertes und radioaktiv markiertes Pax-6 bzw. Pax-2

auf eine Interaktion mit der PID von Mapl-1 untersucht wurden. Links: abgebildete Menge der verwendeten
Proteine entspricht 20% der im Assay verwendeten tatséchlichen Menge. Luciferase (Luc) wurde als
unspezifisches Kontrollprotein eingesetzt (nicht gezeigt). Rechts: Pax-6 aber nicht Pax-2 ist in der Lage mit der
PID von Mapl-1 zu interagieren.

2.20 Lokalisation von Mapl-1 im Zellkern
Wie in Abschnitt 2.2 bereits erwdhnt wurde besitzt Mapl-1 am Aminoterminus des Proteins

ein Kernlokalisationssignal (NLS). Allerdings ist das Protein bei der Transfektion von
Myc/Mapl-1 in Saugerzellen bei der Mehrzahl (85%) der transfizierten Zellen an Mikrotubuli
lokalisiert (s. Abschnitt 2.12). Bei etwa 10% der mit Myc/Mapl-1 transfizierten Zellen jedoch,
wurde das Protein nach Farbung mit einem Myc-Antikorper im Zellkern nachgewiesen. Um
zu untersuchen, ob es bei dieser Kernlokalisation um das vollstandige Protein handelt, wurde
eine Variante von Mapl-1 hergestellt, welche die unabhangige Detektion des Amino- und des
Carboxyterminus ermdglicht. Diese Variante des Proteins (Myc/Mapl-1/V5) besitzt ein
multimerisiertes Myc-Epitop am Aminoterminus, wahrend der Carboxyterminus des Proteins
an ein V5-Epitop fusioniert wurde. Nach Transfektion von Myc/Mapl-1/V5 in COS7-Zellen
und Doppelfarbung mit Myc und V5 Anikorper stellte sich heraus, daf bei der Mehrheit der
transfizierten Zellen, in denen der Aminoterminus (Myc) im Zellkern nachgewiesen wurde,
der Carboxyterminus (V5) nicht detektiert werden konnte (Abb.24A-C). Nur in einigen Fallen
konnten beide Termini des Proteins im Zellkern nachgewiesen werden (Abb.24D-F). Dies
wurde aulRer in COS7 Zellen auch in anderen Zellinien beobachtet (Hela, Neuro2A; nicht
gezeigt). Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dal3 Mapl-1 unter bestimmten
Bedingungen in den Zellkern transportiert werden kann. Dies steht in Ubereinstimmung mit
der Anwesenheit eines Kernlokalisationsignals am Aminoterminus des Proteins. Die aus den
Transfektionsexperimenten erhaltenen Ergebnisse sprechen dafiur, da3 Mapl-1 einerseits als
komplettes Protein in den Zellkern transportiert werden kann, andererseits, dal3 es unter
Umstanden auch proteolytisch prozessiert wird. Durch die Prozessierung des Proteins kdnnte
ein Produkt erzeugt werden, welches den Aminoterminus des Proteins enthélt und in den
Zellkern befordert werden kann. Bezuglich der Funktion von Mapl-1 als Pax-6
Interaktionspartner stellt der Zellkern ein zellulares Kompartiment dar, in dem die Interaktion

zwischen den beiden Proteiniarvivo stattfinden kann.
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Abbildung 24

Mapl-1 ist in der Lage in den Zellkern transportiert zu werden. Immunfluoreszenz an COS7 Zellen, die mit der
Myc/Mapl-1/V5 Variante des Proteins transfiziert wurden. Mit einem Myc Antikoérper (griin) wird der
Aminoterminus, mit einem V5 Antikdrper (rot) der Carboxyterminus des Proteins nachgewiesen. A-C:
transfizierte Zellen, in denen ein aminoterminaler Teil des Proteins in den Zellkern lokalisiert ist (Pfeil). Der
Carboxyterminus ist dabei nicht nachweisbar. D-F: Mapl-1 kann als vollstadndiges Protein in den Zellkern
transportiert werden. Sowohl der Amino- als auch der Carboxyterminus werden im Zellkern nachgewiesen
(Pfeile). C-F: Farbung der Kerne mit DAPI. Aufnahmen : 60x Objektiv.

2.21 Regulation der zellularen Lokalisation von Mapl-1 durch Kern-Import und
—Export Signale.

In Abschnitt 2.16 wurden sukzessive carboxyterminale Deletionsvarianten des Mapl-1
Proteins hergestellt. Bei der Untersuchung ihrer zellularen Lokalisation hat es sich ergeben,
dalR nach Deletion von 1423 Aminosauren vom Carboxyterminus (Myc/1-470) das Protein
immer noch hauptsachlich im Cytosoplasma lokalisiert ist. Die Mapl-1 Variante, die nach
einer weiteren Deletion von 103 Aminosauren entsteht (Myc/1-367), war ausschlief3lich im
Zellkern lokalisiert (Abb.22D vgl. Mit 22E). Dies weist auf die Existenz eines
Kernlokalisationssignals (NLS) in den aminoterminalen 367 Aminosauren des Proteins hin,
das den aktiven Transport von Myc/1-367 in den Zellkern bewirkt. Im Einklang damit und
wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, befindet sich ein putatives NLS am Aminoterminus des
Proteins zwischen den Aminosauren 31-38. Die Tatsache, dal3 Myc/1-367 ausschliellich
nuklear lokalisiert, die Myc/1-470 Variante jedoch hauptsachlich cytoplasmatisch ist, spricht

fur das Vorhandensein eines Signals zwischen Aminosauren 360-470, welches die Retention
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des Proteins im Cytoplasma hervorruft. Als moéglicher Mechanismus wurde die Existenz eines
nuklearen Exportsignals (NES) angenommen, das in Konkurrenz mit dem NLS den aktiven
Export des Proteins aus dem Zellkern bewirkt. Um dies zu tberprufen, wurden mit Myc/1-
470 transfizierte COS7-Zellen mit Leptomycin B (LMB) behandelt. LMB ist ein spezifischer
Inhibitor des CRM-1 abh&ngigen nuklearen Exportprozesses, der uber Leucin-reiche NES
vermittelt wird (Fukudeet al, 1997; Kudoet al, 1997). In transfizierten COS7-Zellen ist
Myc/1-470 bei der Mehrzahl der Zellen im Cytoplasma lokalisiert (Abb.25A). Bei einigen
Zellen scheint diese Mapl-1 Deletionsvariante mit geringer Effizienz auch in den Zellkern
transportiert zu werden (Abb.25B). Nach einer vierstiindigen Behandlung der transfizierten
Zellen mit LMB bei einer Konzentration von 20ng/ml, kommt es bei der Mehrzahl der
transfizierten Zellen zur ausschlief3lichen Lokalisation von Myc/1-470 in den Zellkern.
Daraus lai3t sich die Existenz eines NES zwischen Aminosduren 367-470 schlie3en, das den
CRM-1 abhangigen Export des Proteins aus dem Zellkern vermittelt. Anhand der Konsensus-
Sequenz fur NES, LLX,,LXL (Henderson and Eleftheriou, 2000), wobei X jede beliebige
Aminosaure darstellt, konnte innerhalb der Region zwischen Aminosauren 367-470 das Motif
LIRSLEQDLKYV (Aminoséauren 409-420) identifiziert werden, das als NES fungieren konnte.

In Zellen, die mit den langeren Mapl-1 Varianten (Myc/1-878) und (Myc/1-1413) oder mit
dem vollstandigen Protein transfiziert wurden, fihrte die Behandlung mit LMB zu keiner
Veranderung ihrer zellularen Lokalisation (nicht gezeigt). Dies kdnnte auf das Vorhandensein
eines zusatzlichen cytoplasmatischen Retentiossignals zwischen den Aminosauren 470-878

hinweisen, das von LMB nicht inhibiert wird.

Mive 1-470)

| Kontralle | | Koniralle | | LME 20ng/ml, 4h |

Abbildung 25

Beteiligung des CRM-1 abhéngigen Kernexports an der Regulation der zelluldren Lokalisation von Mapl-1.
COS7-Zellen wurden mit der Deletionsvariante Myc/1-470 transfiziert und die zellulare Lokalisation des
Proteins ohne (A-B) oder nach Behandlung mit LMB (C) mittels Immunfluoreszenz ermittelt. A: Bei der
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Mehrzahl der unbehandelten Zellen ist das Protein im Cytoplasma lokalisiert. B: In einigen Zellen kann Myc/1-
470 auch schwach im Zellkern nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit LMB (C) weist Myc/1-470 bei den
meisten transfizierten Zellen ausschlief3lich eine Lokalisation im Zellkern auf. Fir die Aufnahmen wurde ein 60x
Objektiv verwendet.

2.22 Herstellung eines polyklonalen Antiserums und Detektion des endogenen Mapl-1
Proteins

Um das endogen produzierte Mapl-1 zu detektieren, wurde ein polyklonales Antiserum
hergestellt. Die Region zwischen den Aminoséuren 1528-1634 von Mapl-1 wurde fur die
Immunisierung von Kaninchen ausgewahlt. Das wesentliche Kriterium daftr war zum einen
der hydrophile Charakter dieser Region und zum anderen die Tatsache, daf der als Epitop
verwendete Bereich des Proteins auf3erhalb der Pax-Interaktionsdoméne liegt. Dadurch wird
verhindert, daf3 die Bindung der Antikdrper an das Protein die Interaktion mit Pax-6
unterbindet. Das nach der dritten Immunisierung erhaltene Serum konnte das injizierte
Proteinfragment in Western-Blots erkennen (nicht gezeigt). Aufgrund des hohen
unspezifischen Hintergunds erwies sich jedoch das hergestellte Antiserum in
Immunfluoreszenz-Anwendungen als unbrauchbar (nicht gezeigt). Um die Konzentration der
Mapl-1-spezifischen Antikorper zu erhéhen, wurde das Serum einer Affinitatsreinigung
unterzogen. Dadurch gelang es, unter Einsatz von relativ grolRen Mengen des Rohserums die
Antikorper zu reinigen und zu konzentrieren, so daf} die Detektion des vollstandigen Mapl-1
Proteins in transfizierten COS7-Zellen moglich war (Abb.26A). Trotz der Spezifitat des
Antiserums war das bei der Immunfarbung produzierte Fluoreszenzsignal viel schwacher im
Vergleich mit dem, das unter Verwendung des Myc- oder V5-Antikérpers entsteht. Dies weist
auf eine nicht optimale Immunisierung und auf eine geringe Konzentration der Mapl-1
spezifischen Antikdrper im Serum hin. Das angestrebte Ziel war, das endogene Mapl-1-
Protein mit Hilfe des hergestellten Antiserums nachzuweisen. Dazu wurde die Zellinie NKR-
11 verwendet, die aus dem Linsenepithel einer Kataraktenmutanten-Maus stammt égRussell
al., 1978) und sowolPax-6als auchmapl-1exprimiert (Abb.26B). In dieser Zellinie ist Pax-

6, wie erwartet, hauptsachlich im Zellkern lokalisiert (Abb.26C). Fir die Detektion des
endogenen Mapl-1 war, aufgrund des nicht optimal reagierenden Serums einerseits und der
niedrigen Expression desnapl-:-Gens andererseits, die Verwendung eines
Amplifizierungssystems notwendig. Zudem hat sich das hergestellte Mapl-1 spezifische

Antiserum als empfindlich gegen PFA-Fixierung der Zellen erwiesen, so dal} aus diesem
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Grund die Zellen vor der Antikorperfarbung in Methanol fixiert wurden. Unter diesen
Bedingungen konnte das endogene Mapl-1 detektiert werden. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Transfektionsexperimente, konnte Mapl-1 an Cytoskelettfilamenten
nachgewiesen werden, die mittels Doppelfarbungomiiubulin als Mikrotubuli identifiziert
werden konnten (Abb.26D-E). Zusatzlich dazu konnte Mapl-1 in allen Zellen im Kern
nachgewiesen werden (Abb.26D, F). Interessanterweise war das Protein nicht diffus im
Zellkern verteilt, sondern wies vielmehr eine punktenférmige Verteilung auf (Abb.26D, F).
Dies deutet auf eine Lokalisation und moglicherweise auch eine Funktion von Mapl-1 in

bestimmten Kompartimenten des Zellkerns hin.

MEE-11

Mgl 1 =

Abbildung 26

Ermittlung der zellularen Lokalisation von Mapl-1 mit Hilfe eines hergestellten polyklonalen Antiserums. A:
Nachweis von Mapl-1 (griin) mit dem spezifischen Antiserum in COS7-Zellen, die mit dem Mapl-1/V5
Expressionsvektor transfiziert wurden. Das Protein wies die typische Assoziation mit Mikrotubuli auf. B. Die
Zellinie NKR-11 exprimiertMapl-1 und Pax-6 Durch Northern-Hybridisierung an Gesamt-RNA aus NKR-11
Zellen konnten die Transkripte f#ax-6undmapl-1 nachgewiesen werden. C: Lokalisation von endogenem
Pax-6 (griin) im Zellkern von NKR-11 Zellen. D: Endogenes Mapl-1 (gruin) ist sowohl an Cytoskelettfilamenten
(offene Pfeile) als auch in bestimmten Kompartimenten des Zellkerns (geschlossene Pfeile) lokalisiert. E:
Farbung mita-Tubulin (rot) identifiziert die Cytoskelettflamente als Mikrotubuli (geschlossene Pfeile). F:
Hohere VergroRerung (100x Objektiv) von mit Mapl-1 spezifischem Antiserum (griin) gefarbten NKR-11
Zellen. Auffallig ist die punktférmige Farbung in den Zellkern. A, D, E: 60x Objektiv.
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2.23 Der Carboxyterminus von Mapl-1 als Transkriptions-Aktivierungsdomane
Mapl-1 wurde anhand der Priméarstruktur des Proteins mit Hilfe der Computerprogramme

Pfam und SMART in die Familie der bZIP Transkriptionsfaktoren eingeordnet. Auffallig im
Mapl-1 Protein ist der relativ hohe Gehalt an den Aminoséuren Prolin (10,5%), Serin (11,7%)
und Threonin (8,4%) innerhalb der 477 carboxyterminalen Aminosauren des Proteins. Eine
entsprechende Prolin-, Serin- und Threonin-reiche (PST) Region befindet sich ebenfalls im
Carboxyterminus des Pax-6 Proteins und wurde als Transkriptions-Aktivierungsdoméne
charakterisiert (Czerny and Busslinger, 1995; Glaseil., 1994). Aus diesem Grund wurde
Uberpriaft, ob die carboxyterminale Region von Mapl-1 die Fahigkeit zur
Transkriptionsaktivierung besitzt. Dazu wurden die 477 carboxyterminalen Aminosauren von
Mapl-1 an die DNA-bindende Domane des GAL4-Proteins (GAL4BD) der Hefe fusioniert. In
COS7-Zellen wurde dann die Aktivierung des Reporterdermsferaseunter der Kontrolle

von 5 Kopien der GAL4 DNA-bindenden Sequenz und des viralen E1b Minimalpromotors
guantitativ gemessen. Es zeigte sich, dalR die an die GAL4BD fusionierte carboxyterminale
Domane von Mapl-1 im Vergleich zur GAL4BD allein, die Transkription des Reportergens
um ca. das Vierfache stimulieren kann (Abb.27). Demnach laf3t sich die carboxyterminale

Region von Mapl-1 als Transkriptions-Aktivierungsdoméane bezeichnen.
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Abbildung 27

Der Carboxyterminus von Mapl-1 und seine Funktion als Transkriptions-Aktivierungsdoméane. Steigende Menge
des Plasmids GAL4BD(1416-1893) (Fusion des Carboxyterminus von Mapl-1 an der GAL4BD) oder GAL4BD
(Kontrolle) wurde zusammen mit Q§ des Reporterkonstrukts GAL4(5x)-LucuciferaseReportergen unter

der Kontrolle von 5 Kopien der GAL4 Bindesequenz und des viralen Elb-Promotors) in COS7-Zellen
transfiziert. Die Luciferase-Aktivitdt (RLU:Relative light unit§ wurde quantitativ gemessen. Q@ eines
CMV-LacZ Plasmids wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz eingesetzt. Die dargestellten Werte
entsprechen dem Durchschnitt aus drei unabhangigen Transfektionen.
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2.24 Mapl-1 konkurriert mit DNA um die Bindung an Pax-6
In Abschnitt 2.10 wurde die Doméane des Pax-6 Proteins kartiert, die direkt an der Interaktion

mit Mapl-1 beteiligt ist. Dies fuhrte zur ldentifizierung der Paired-Doméane von Pax-6 als
Interaktionsdoméane. Da die Paired-Domane als das Haupt-DNA-bindende Motiv der Pax
Proteine gilt, ergab sich die Frage, ob die Paired-Domé&ne von Pax-6 in der Lage ist,
gleichzeitig mit DNA und mit Mapl-1 zu interagieren. Um dies zu Uberprifen, wurde mittels
GST-,Pulldown” die Fahigkeit von Pax-6, mit Mapl-1 zu interagieren, in Anwesenheit der
Bindesequenz der Paired-Domaéane untersucht. Bei der in diesem Experiment in Form eines
Oligonukleotids eingesetzten Bindesequenz, handelt es sich um die optimale
Erkennungssequenz der Pax-6 Paired-Doméane (Pax6CON), dieinlwitio Selektion von
Bindestellen ermittelt wurde (Epstegt al, 1994b). Ein Oligonukleotid (T7) von gleicher
Lange, das eine Region aus dem Bakteriophagen T7 Promotor enthalt, wurde als Kontrolle
verwendet. Wie im Gelretardationsexperiment (Abb.28B) ersichtlich, bindet Pax-6 am
Pax6CON Oligonukleotid sehr effizient, wahrend am T7 Oligonukleotid unter den gleichen
Bedingungen keine Bindung nachgewiesen werden konnte. Beim GST-,Pulldown® wurde
dann die Retention van vitro translatiertem und radioaktiv-markiertem Pax-6 Protein an der
Pax-Interaktionsdoméne (PID) von Mapl-1 als Fusion mit GST (GST-PID) untersucht,
jeweils in Anwesenheit des Pax6CON- oder des T7 Oligonukleotids in der Bindereaktion.
Daraus ergab sich, dal steigende Mengen des T7 Oligonukleotids keinen Einflul3 auf die
Retention von Pax-6 durch das GST-PID Fusionsprotein hatten. Im Gegensatz dazu wurde
mit steigender Konzentration des Pax6CON Oligonukleotids zunehmend weniger Pax-6 am
GST-PID Fusionsprotein zurickgehalten (Abb.28A, rechtes Bild). Aus diesem Experiment
kann geschlossen werden, dal3 es in Gegenwart der optimalen Bindesequenz der Paired-
Doméne zu einer Konkurrenz mit Mapl-1 um die Bindung an das Pax-6-Protein kommt.
Durch zunehmende Konzentration der Erkennungssequenz der Paired-Domane geht diese
Kompetition auf Kosten der Interaktion mit Mapl-1. Daraus folgt, daf3 Pax-6 nicht in der Lage
ist, gleichzeitig mit DNA und mit Mapl-1 zu interagieren. Im GST-,Pulldown” der Abb.28A
wurden alle Komponenten des Assays (Pax-6, GST-PID, und Oligonukleotid) gleichzeitig der
Bindereaktion zugesetzt. Im Assay der Abb.28B liel man zuerst Pax-6 und GST-PID

miteinander interagieren, anschlieRend wurde die entsprechende Menge des Oligonukleotids
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zugesetzt und bis zum Erreichen des Gleichgewichts fur zwei weitere Stunden inkubiert.
Dabei hatte wiederum die steigende Menge des T7 Oligonukleotids keinen Einflul3 auf die
Interaktion zwischen Pax-6 und Mapl-1. Durch die zunehmende Menge an Pax6CON
Oligonukleotid konnte zwar ein Kompetitionseffekt mit Mapl-1 um die Bindung an Pax-6
erzielt werden, dafiir war aber im Vergleich zum Experiment aus Abb.28A eine ca. zehnfach
hohere Menge an Pax6CON erforderlich. Dies weist darauf hin, dal’3 durch die Interaktion
zwischen der Pax-6 Paired-Domé&ne und Mapl-1 eine Konformation der Paired-Domane
stabilisiert wird, die nicht mit DNA interagieren kann. Untersucht wurde ebenfalls die
Retention vorin vitro translatiertem und radioaktiv-markiertem Mapl-1 (Abb.28D) bzw. der
isolierten PID von Mapl-1 (Abb.28E) an der Pax-6 Paired-Domaéne fusioniert an GST (GST-
Pax6/PD), in der Anwesenheit des T7 bzw. Pax6CON Oligonukleotids. Auch mit dem
vollstandigen Protein bzw. der isolierten PID konnte bei zunehmender Menge des Pax6CON

Oligonukleotids der gleiche Kompetitionseffekt um die Bindung an Pax-6 beobachtet werden.
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Abbildung 28

Mapl-1 konkurriert mit DNA um die Bindung an Pax-6. A: GST-,Pulldown", bei dem die Retentiomwatro
translatiertem und radioaktiv-markiertem Pax-6 an das GST-PID Fusionsprotein in Gegenwart der
Oligolukleotide Pax6CON (enthélt die Konsensus Bindesequenz der Pax-6 Paired-Doméane) und T7 (Kontrolle
von gleicher Lange) untersucht wurde. Da durch zunehmende Menge des Pax6CON Oligonukleotids die
Interaktion zwischen Pax-6 und Mapl-1 unterbunden wird, kann daraus geschlossen werden, daR die Paired-
Doméne von Pax-6 nicht gleichzeitig mit DNA und Mapl-1 interagieren kann. B: Parallel zu A durchgefiihrtes
GST-,Pulldown®, bei dem im Gegensatz zu A erst Pax-6 und GST-PID inkubiert wurden und anschlieRend die
Zugabe der entsprechenden Oligonukleotide erfolgte. Es ist dabei mehr Pax6CON Oligonukleotid erforderlich
als bei A, um mit der Bindung von Pax-6 an Mapl-1 zu konkurrieren. C: Gelretardationsexperiment, bei dem die
Bindung vonin vitro translatiertem Pax-6 an die verwendeten Oligonukleotide getestet wurde. Pax-6 bindet an
Pax6CON, aber nicht an das T7 Oligonukleotid. u: Nicht programmiertes Retikulozyten-Lysat (Kontrolle), Pax-
6: Mit pSP64Pax6 programmiertes Retikulozyten-Lysat. D-E: GST-,Pulldown®, bei dem der Effekt der
Oligonukleotide Pax6CON und T7 auf die Interaktion zwischen dem kompletten Mapl-1 Protein (D) bzw. der
PID von Mapl-1 (E) an das GST-Pax6/PD Fusionsprotein untersucht wurde. Die Kompetition zwischen Mapl-1
und Pax6CON um die Bindung an Pax-6 konnte dabei ebenfalls bestéatigt werden. A, B, D, E: unteres Bild:
Durch die Farbung des Gels mit ,Coomasie* wurde nachgewiesen, daf} bei allen Anséatzen, die miteinander
verglichen wurden, die gleiche Menge an GST-Fusionsprotein eingesetzt wurde.

2.25 Uberexpression von Mapl-1 in transgenen Mausen
Die Tatsache, daf3 Mapl-1 mit DNA um die Interaktion mit Pax-6 konkurriert, a3t darauf

schlieBen, dal3 Mapl-1 die Bindung von Pax-6 an suboptimalen Erkennungssequenzen der
Paired-Domanein vivo verhindern konnte. Dartber hinaus kénnte Mapl-1 auf
Transkriptionsebene als negativer Regulator der Pax-6 Aktivitat fungieren. Gemal3 dieser
Hypothese wirde dann die Erh6éhung t&pl-1-Dosis in Domanen ddPax-6 Expression

einen negativen Einflu auf die Funktion von Pax-6 haben. Um dieses Nodglo zu

testen, wurdeMapl-1 in transgenen Mausen Uberexprimiert. Als Zielregion fir die
Uberexpression des Gens wurde die Linse ausgewahlt. Der Grund dafiir ist die entscheidende
Rolle, diePax-6im Oberflachenektoderm und in der Entwicklung der daraus hervorgehenden
Linse spielt. Dal3 di®ax6 Funktion im Oberflachenektoderm fir die Induktion der Linse
unentbehrlich ist, &3t sich anhand von Transplantations-Experimenten zeigen, Sieailh ,,
eye“Rattenembryonen durchgefihrt wurden. Es wurde dabei demonstriert, dal3 die
Kombination von Oberflachenektoderm aus homozygoten Mutanten und Augenbladschen aus
Wildtyp oder heterozygoten Embryonen nicht zur Linseninduktion fihrte (Fujietaad,

1994). Die somatische Inaktivierung vBax-6 mittels des CrédxP Systems spezifisch im
Oberflachenektoderm in der Maus fuhrte ebenfalls zum Ausbleiben der Linseninduktion nach
der Spezifizierung des Oberflachenektoderms (Ashery-Peidaly 2000). Zudem sprechen
weitere Hinweise dafir, dald dem semidominamar-6 heterozygoten Phanotyp Defekte im

Oberflachenektoderm zugrunde liegen. Zum einen kommt e®dei6 heterozygoten
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Embryos zur verspateten Ausbildung der Linsenplakode (van Raamsdonk and Tilghman,
2000), zum anderen, wie mit Hilfe von chimaren Embryonen demonstriert wurd®,asirl
heterozygote Zellen nicht in der Lage, zur Ausbildung der Linsenplakode beizutragen und
werden davon ausgeschlossen (Collinginal, 2001). Diese Daten deuten auf die
Empfindlichkeit der Linseninduktion in Abhangigkeit deax-6Dosis.

Fur die Uberexpression vaapl-1 im Oberflachenektoderm von transgenen Embryonen
wurde ein 6,5kb langes genomisches Fragment ausRi#e&6 Lokus verwendet, das die
Expression eines Reportergens ab E9,0 spezifisch in aus dem Oberflachenektoderm
hervorgehenden Strukturen (Linse, Kornea) und zusatzlich im Pankreas transgener Mause
steuert (Williamset al, 1998, Kammandett al. 1999).Das genomische Fragment, welches
zusatzlich zu den regulatorischen Sequenzen den dtates-Promotor (P0O) enthalt wurde
stromaufwarts deMapl-1 kodierenden cDNA Sequenz kloniert (Abb.29A). Die Verwendung
der IRES-gfp Sequenzen stromabwaérts délapl-1 kodierenden Region erlaubt die
gleichzeitige Translation vogfp von einer bicistronischen mRNA. Anhand dgfp
Expression konnten richtig exprimierende transgene Tiere in der F1 Generation identifiziert

werden (Abb.29B).

Abbildung 29

Etablierung von transgenen Linien nitapl-1 Expression in der Linse. A: Schematische Darstellung des
Konstrukts, das bei der Mikroinjektion in befruchtete Eizellen verwendet wurde. Die kodierende Sequenz von
Mapl-1 wurde stromaufwarts des Linsen/Pankreas-spezifischen Enhancers a®sxdérhokus gesetzt. Die
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Verwendung vonRES-gfpermdglicht die gleichzeitige Translation vgfp, das als Reporter dient, aus der
gleichen mRNA. B-C: Transgener Embryo am E12,5,gdpiExpression in der Linse aufweist. B: Hellfeld-; C:
Fluoreszenzaufnahme.

Mit diesem Konstrukt wurden 4 Linien etabliert, die das Transgen in der Linse exprimieren,
drei davon haben stabil das Transgen an die Nachkommen vererbt und wurden aus diesem
Grund weiter analysiert. Didapl-1°"* transgenen Tieren konnten sowohl wahrend der
Embryonalentwicklung als auch im adulten Stadien anhand der Grof3e ihrer Augen von
Wildtyp-Méausen des gleichen Wurfes phénotypisch nicht unterschieden werden. Auch nach
der Isolierung der Augen awdapl-1°**- und Wildtyp-Mausen konnten keine signifikante
Veranderungen in der Grof3e oder Morphologie der Linse erkannt werden. Dies war in allen
drei etablierten Linien der Fall. Offensichtlich fihrte die ExpressionMapl-1 unter der
Kontrolle desPax-6Linsenelements zu keiner grof3en Beeintréachtigung des Programms der

Linsenentwicklung, so dal3 kein morphologisch erkennbarer Phanotyp entstanden ist.

2.261n vivo Elektroporation von Mapl-1 in Mausembryonen
Die postulierte Funktion von Mapl-1 als negativer Regulator der Pax-6 Funktion konnte durch

das Funktionsgewinn-Experiment in transgenen Mausen nicht demonstriert werden. Als
alternative Methode um diesem Problem nachzugehen, wurde\di® Elektroporation von
Embryonen genutzt. Diese Methode wurde zuerst bei Hihnerembryonen verwendet, um
ovo Plasmide in das Embryo zu transfizieren (Muramagswal, 1996) und konnte
anschlieRend auch erfolgreich bei Mausembryonen angewandt werden (Itasaki, 1999); zum
Uberblick, (Schwartzet al, 2001). WennPax-6 in E8,5 Mausembryonen mittels
Elektroporation ektopisch exprimiert wird, kann die Expression bestimmter Gene, die dem
Pax-6 Gen untergeordnet sind, angeschaltet wer@®ex2, das im Oberflachenektoderm vor

der Entstehung der Linsenplakode exprimiert wird, ist ein solches Gen, dessen Expression
durchPax-6 ektopisch induziert werden kann (G. Bernier persénliche Mittteilung, Abb.30A-
C). DiePax-6abhangige ektopische Induktion vOix-2in elektroporierten Mausembryonen
wurde als Modellsystem eingesetzt, um die vermutliche Rolle von Mapl-1 als negativer Pax-6
Regulator aufzuklaren. Ziel war es, bei gleichzeitiger Elektroporation von
Expressionskonstrukten f#ax-6 und Mapl-1 die Induktion vonOtx-2 in kotransfizierten

Zellen negativ zu beeinflussen. Die Detektion der in diesem Assay beteiligten Proteine

erfolgte mittels dreifach Antikdrperfarbung an Kryoschnitten (Abb.30). In der Mehrzahl der
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durch Elektroporation transfizierten Zellen konnten beide Proteine (Pax-6 und Mapl-1)
nachgewiesen werden. In einigen kotransfizierten Zellen konnte trotz der Anwesenheit des
Pax-6 Proteins tatséachlich keine Induktion @m-2 erzielt werden (Abb.30D-F). Es konnten
jedoch kotransfizierte Zellen nachgewiesen werden, in denen trotz der Anwesenheit von
Mapl-1 die Aktivierung der Zielgenexpression stattgefunden hat (Abb.30G-I). Mapl-1 selbst
war nicht in der Lage, allein die Expression yoix-2 zu induzieren (nicht gezeigt). Dartber
hinaus konnte Uber dieses Experiment festgestellt werden, daf3 die ektopische Aktivierung von
Otx-2 nicht zu hundert Prozent mit der Expression \Rax-6 korreliert (Abb.30J-L).
Offensichtlich ist die Induktion des Zielgens von &eax-6Dosis abhangig und findet statt,
wenn eine bestimmte Menge an Pax-6 Protein erreicht wird. Dies wird verdeutlicht durch das
Vorhandensein von Pax-6-positiven Zellen, in de@®&x2 nicht induziert wurde (Abb.30J-

L). Unter den gegebenen Umstanden konnte tUber den postulierten Mechanismus der Mapl-1
Funktion keine eindeutige Aussage gemacht werden. Der Hauptgrund liegt darin, dal3 bei den
kotransfizierten Zellen, in denedtx-2 nicht aktiviert wurde, nicht eindeutig festgestellt
werden konnte, ob einerseits die Interaktion zwischen Pax-6 und Mapl-1 oder andererseits die
geringe Pax-6 Dosis fur das Ausbleiben der Induktion des Zielgens verantwortlich war. Dem
Effekt derOtx-2 Aktivierung bei vergleichbarer Pax-6 Dosis in An- oder Abwesenheit von
Mapl-1 konnte mittels Elektroporation und Antikérperfarbung nicht nachgegangen werden, da

diese Methode keine quantitativen Aussagen ermdglicht.
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FLAG Paxt | ix2? | FLAG/Paxt Oix2

El: CMV-FLAG/Pax6

El: CMV-Pax6 + CMV-Myc/Mapl-1

Abbildung 30
Antikdrperfarbung an 20m Kryoschnitten ausn vivo elektroporierten Embryonen. A-B: Pax-6 wurde am

Aminoterminus mit einem FLAG Epitop versehen, um das transfizierte vom endogenen Protein unterscheiden zu
kénnen. Ektopisch exprimiertes FLAG/Pax-6 (rot) fiihrt zur Induktion von Otx-2 (griin). C: Uberlagerung des
roten umd griinen Signals. D-L: Bei der Ko-Elektroporation mit Myc/Mapl-1 wurde Pax-6 ohne FLAG-Tag
verwendet, da die Anwesenheit des FLAG-Epitops am Aminoterminus von Pax-6 die Interaktion mit Mapl-1
verhindert (nicht gezeigt). D-F: In transfizierten Zellen, die sowohl fiir Pax-6 (blau) als auch fur Myc/Mapl-1
(griin) positiv sind (Pfeile), wir@tx-2 (rot) nicht induziert. G-I: Doppeltransfizierte Zellen, in denen @as?2

Zielgen induziert wird. J-L: Abhangigkeit d&tx-2 Aktivierung von der Pax-6 Dosis. Bei hoher Pax-6 Dosis (J,

offener Pfeil) kommt es trotz der Anwesenheit von Mapl-1 (K, offener Pfeil) zur Induktio®@ta(L, offener
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Pfeil). Bei geringePax-6 Expression (J, geschlossener Pfeil) wird das Zielgen nicht aktiviert (L, geschlossener
Pfeil).
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3. Diskussion

3.1 Protein-Protein Interaktionen als Mechanismus zur Erhéhung der biologischen
Diversitat von Pax-Proteinen

Protein-Protein Interaktionen spielen bei nahezu allen biologischen Prozessen eine
bedeutende Rolle. Die physikalische Wechselwirkung zwischen Proteinen stellt einen
Okonomischen Modus der Natur dar, durch die Bildung von Komplexen aus bereits
vorhandenen Proteinen neue biologische Funktionen und Eigenschaften hervorzubringen. Im
Prozel3 der Embryonalentwicklung kontrollieren Transkriptionsfaktoren die Abfolge von
induktiven Ereignissen, die zur Spezifizierung von Organen oder zu Differenzierung von
Zelltypen fiuihren. Solche Transkriptionsfaktoren sind in vielen Fallen strukturell sehr ahnlich,
sind aber trotzdem in der Lage, unterschiedliche regulatorische Kaskaden zu steuern. Ein
Beispiel fiur strukturell verwandte Transkriptionsfaktoren, die in verschiedenen
Entwicklungsprogrammen eine Rolle spielen, stellt die Familie der Pax-Proteine dar. Wie die
biologische Diversitat innerhalb der Familie der Pax-Proteine erreicht wird so daf} genetische
Information raumlich und zeitlich prazise umgesetzt wird, scheint ein komplexes
Zusammenspiel von mehreren Faktoren zu sein. Die erste Stufe in der Mannigfaltigkeit bei
den Pax-Proteinen wird durch den unterschiedlichen Bindungsmodus an die DNA erreicht.
Pax-Proteine kdnnen insgesamt bis zu drei Helix-Schleife-Helix-Motive enthalten, die zur
DNA-Bindung imstande sind. Trotz der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten in
diesen Doméanen unterscheiden sich Pax-Proteine in ihrer Fahigkeit, diese Motive fur die
Wechselwirkung mit DNA zu kombinieren. Der kombinatorische Einsatz der DNA-
Bindungsdomanen der Pax-Proteinevivo scheint zum einem durch alternatives Spleif3en
und zum anderen durch Protein-Protein Interaktionen reguliert zu werden. Hierbei wird
entweder durch Insertion von zusatzlichen Aminosauren (alternatives Spleil3en) oder durch
die Wechselwirkung mit einem anderen Protein erreicht, daf} bestimmte Domanen der Pax-

Proteine nicht mehr an DNA binden kdnnen. Pax-Interaktionspartner kdnnen jedoch nicht nur
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die DNA-Bindung von Pax-Proteinen verhindern, sondern auch eine Bindung an nicht
optimale Bindestellen erméglichen (Kamaethial, 2001). Ein solcher Mechanismus kann
erheblich zur Erh6hung des Repertoirs an naturlichen Bindestellen fur die Pax-Proteine
beitragen.

Eine hohere Stufe an funktioneller Diversitat wird durch die Fahigkeit der Pax-Proteine,
sowohl als Aktivatoren wie auch als Repressoren zu wirken, erreicht. Die Fahigkeit der Pax-
Proteine, die Transkription von untergeordneten Genen zu stimulieren oder zu unterdriicken
wird in erster Linie durch ihre Primarstruktur bestimmt. Zudem haben Protein-Protein
Interaktionen einen entscheidenden Einflu3 auf die transkriptionsaktivierenden bzw.
—reprimierenden Eigenschaften der Pax-Proteine. So kdnnen Pax-Proteine durch die
Wechselwirkung mit Korepressoren die Transkription von Genen unterdriicken (Ebsrhard
al., 2000; Hollenbaclet al, 1999; Magnaghet al, 1998), andererseits fuhrt der Aufbau von
grolReren Proteinkomplexen an Promotorsequenzen zu erhéhter Aktivierung (Hussain and
Habener, 1999).

Die Identifizierung und Charakterisierung von Pax-Interaktionspartnern tragt also erheblich
zum Verstandnis der molekularen Mechanismen bei, die der Regulation der Pax-

Transkriptionsfaktoren zugrunde liegen.

3.2 Mapl-1 definiert eine neue Familie von Proteinen
In dieser Arbeit wird die Klonierung von einem neuen Gemgpl-l und die

Charakterisierung der physikalischen Wechselwirkung des davon kodierten Proteins mit dem
Pax-6-Protein der Maus beschrieb®tapl-1 wurde in einem Hefe-, Two-hybrid-screen” als
potentieller Pax-6 Interaktionspartner identifiziert (Petrou, 1997). Offensichtlich definiert
mapl-1 eine neue Familie von Proteinen, da ein zweites Gevap(-2, das hohe
Sequenzéhnlichkeit zmapl-1 aufweist, aus dem gleichen ,Two-hybrid screen® isoliert
wurde. Zusatzlich konnte durch die Suche in Sequenzdatenbanken ein drittes Gen
(BAB31090) (Carninci, 1999) im Mausgenom identifiziert werden. Dmapl-1-&hnliche

Gene sind ebenfalls im menschlichen Genom vorhanden. Auch bei Invertebraten lassen sich
jeweils ein Gen beDrosophilaund eins beC. eleganszur Familie demapl-l-ahnlichen

Genen einordnerPax-6 gehort zu den wenigen Genen, fir die eine stark konservierte

Funktion im Laufe der Evolution nachgewiesen wurde. Unter Berucksichtigung der
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Eigenschaft von Mapl-1, mit Pax-6 zu interagieren, kdnnte die entsprechende Konservierung
von mapl-1bei Invertebraten auf eine bedeutende Funktion des Komplexes zwischen den
beiden Proteinen hinweisen, die wahrend der Evolution erhalten blieb. Aus den potentiellen
orthologen Genen in anderen Spezies konnten keine zusatzliche Hinweise auf die Funktion
von mapl-1gewonnen werden, da es sich bei allen um uncharakterisierte Klone handelt, die
aus Sequenzierungsprojekten entstanden sind. Wed@&rdsophilanoch beim Menschen
konnten anhand ihrer chromosomalen Lokalisatrapl-1-dhnliche Gene mit vorhandenen
Mutanten bzw. menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Als einziges
Auswabhlskriterium fur den wahrscheinlicheren Kandidat einen Pax-6 spezifischen
Interaktionspartner darzustellen blieb allein das Expressionsmuster der entsprechenden Gene.
Wahrendmapl-2 ubiquitar exprimiert ist, wiesnapl-1ein restriktives undPax-6 &hnliches
Expressionsmuster insbesondere wahrend der friithen Entwicklungsstadien auf. Uber das Gen
BAB31090 der Maus liegen keine Expressionsdaten vor. Aus diesem Grund konzentrierte

sich das Interesse im Rahmen dieser Arbeitzaagl-1

3.3 Mapl-1 und seine Funktion als neues Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Mapl-1 ubt sehr wahrscheinlich eine doppelte Funktion aus. Zusétzlich zur Funktion des

Proteins als Pax-6 Interaktionspartner hat sich Mapl-1 in dieser Arbeit als ein neues
Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) etabliert. Die Untersuchung der Lokalisation von
Mapl-1 in transfizierten S&augerzellen ergab trotz der Anwesenheit eines
Kernlokalisationssignals, dal3 das Protein mit den zellularen Mikrotubuli spezifisch und direkt
assoziieren kann. Hierbei induzierte die Uberexpression des Proteins in transfizierten Zellen
das Zusammenbinden von Mikrotubuli zu dicken Biindeln. Dieser Effekt war vom
Expressionsniveau des Proteins abhéngig. Die Assoziation des Proteins mit Komponenten des
Cytoskeletts sowie ihre Vernetzung in transfizierten Zellen war fir Mikrotubuli spezifisch, da
die Organisation der anderen Klassen von Cytoskelettfilamenten (Mikrofilamente und
Intermediarfilamente) durch das Protein nicht beeinflut wurde. Es konnte weiterhin
demonstriert werden, dal3 Mapl-1 eine stabilisierende Wirkung auf die Mikrotubuli ausubt.
Entscheidend hierbei ist der Beitrag der carboxyterminalen Region von Mapl-1, die fur die
Assoziation, Vernetzung und Stabilisierung von Mikrotubuli sowohl notwendig als auch

ausreichend ist. Einen zuséatzlichen Beitrag zur Erhohung der Stabilitat der zellularen
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Mikrotubuli leistet wahrscheinlich die Féahigkeit des Proteins zu dimerisieren. Ob der
stabilisierende Effekt von Mapl-1 auf den Polymerisationszustand der zellularen Mikrotubuli
durch die Erhohung der Polymerisations- oder Unterdriickung der Depolymerisationsrate
zustande kommt, ist noch offen. Die Bildung von antiparallelen Dimeren gilt als der
Mechanismus, durch den ein anderes Mikrotubuli-assoziiertes Protein, (MAP-2), die
Mikrotubuli zu Bundeln vernetzt und stabilisiert (Wibé al, 1992a; Willeet al, 1992b). Da

die Dimerisierungsdoméne von Mapl-1 am Amino-, wahrend die Mikrotubuli-bindende
Domane am Carboxyterminus des Proteins liegt, konnte die Bildung von antiparallelen
Dimeren bei Mapl-1 ebenfalls der molekulare Mechanismus sein, der der Vernetzung der
Mikrotubuli zugrunde liegt (Abb.31).

Anhand der in dieser Arbeit préasentierten Daten etabliert sich Mapl-1 als ein neues MAP. Um
SO interessanter ist die Tatsache, dal3 die als Mikrotubuli-bindende Domé&ne identifizierte
Region von Mapl-1 keine Sequenzahnlichkeit zu den entsprechenden Domé&nen der bekannten
MAPs aufweist. Demzufolge stellt sie eine neue Mikrotubuli-bindende Domane dar, die zur
Identifizierung von neuen MAPSs beitragen kann. Ob es sich bei den restlichen Proteinen der
Mapl-Familie ebenfalls um MAPs handelt, muf3 noch gezeigt werden.

Mikrotubuli sind sehr dynamische Polymere, die wahrend des Zellzyklus rasche
Veréanderungen in ihrem Polymerisationszustand durchlaufen. Der dynamische Zustand der
Mikrotubuli zu jedem Zeitpunkt des Zellzyklus wird durch die Kombination der Aktivitaten
von Mikrotubuli-stabilisierenden und -destabilisierenden Proteinen reguliert. W&hrend der
Interphase sind die Mikrotubuli lang und stabil, wahrend sie im Laufe der Mitose kurz und
dynamisch werden. Dieser Ubergang ist auf eine Erhohung der Depolymerisationsrate der
Mikrotubuli auf ca. das Zehnfache zuriickzufiihren (Saxtoal, 1984; Verdeet al, 1992).

Fir die Ausbildung der Mitosespindel mussen also die zellularen Mikrotubuli depolymerisiert
und lokal um die Chromosomen wieder aufgebaut werden. Interessanterweise konnte in
Zellen, die mit Mapl-1 Expressionskonstrukten transfiziert wurden, die Ausbildung der
Mitosespindel nicht beobachtet werden. Dies spricht daflr, dal? aufgrund der stabilisierenden
Wirkung von Mapl-1 auf den Polymerisationszustand von Mikrotubuli die fur den Ubergang
in die Mitose erforderliche Depolymerisierung nicht stattfinden konnte. Demzufolge war
wahrscheinlich der Ubergang des Zellzyklus bei transfizierten Zellen in die Mitose aufgrund
der fehlenden Spindel nicht mdglich. Dieser Effekt kbnnte im Zusammenhang mit dem

Expressionsmuster vanapl-1im Telencephalon wahrend der Embryonalentwicklung stehen.
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Ab Tag 11,5-12,0 der Embryogenese ist die Expressiormapt-1von der Ventrikularzone

des Telencephalons, die eine proliferative Zellschicht darstellt, ausgeschlossen und
beschréankt sich nur auf die &ulReren Schichten, in denen sich differenzierte post-mitotische
Neuronen befinden. Diese Expression woempl-1wird bis zu postnatalen Stadien beibehalten
und kénnte mit einer Funktion des Gens in der Etablierung oder/und Aufrechterhaltung des

postmitotischen Charakters der Neuronen im zerebralen Kortex in Verbindung stehen.

3.4 Die Funktion von Mikrotubuli und MAPs im Nervensystem
Mikrotubuli und ihre assoziierte Proteine (MAPS) spielen eine sehr wichtige Rolle wahrend

der Embryonalentwicklung sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem. Sie
bestimmen Morphologie und Polaritat von Neuronen und nicht zuletzt stellen die Mikrotubuli
die intrazellularen Bahnen dar, auf denen der Transport von Organellen in den Axonen
stattfindet. Von besonderer Bedeutung ist die Rolle von Mikrotubuli und MAPs bei der
Wanderung der Neuronen im zerebralen Kortex. Mutationen in zwei Mikrotubuli-assoziierten
Proteinen beim Menschen sind die Ursache fir die Lissenzephalie-Erkrankung. Hierbei
handelt es sich um eine MiRbildung des Gehirns, die durch das Fehlen der normalen
Windungen und durch eine Verdickung des zerebralen Kortex gekennzeichnet ist. Die
Ursache fir diese Gehirnanomalien ist sehr wahrscheinlich eine ungeordnete Wanderung der
Neuronen entlang der kortikalen Platte (Dobghal, 1993). Die Gene, in denen Mutationen

mit Lissenzephalie in Verbindung gebracht wurden, &ik8#1 undDoublecortinoderDCX.
LIS-1ist ein ubiquitar exprimiertes Gen, das fur ein Protein mit 7 WD40 Protein-Protein
Interaktionsmotiven kodiert. LIS-1 interagiert mit mehreren verschiedenen Proteinen und ist
dariiber hinaus an verschiedenen Prozessen beteiligt (zum Uberblick, Leteaite2001)
Zudem ist LIS1 in der Lage, direkt an Mikrotubuli zu binden und ihre Stabilitat zu erhdhen.
Seine stabilisierende Funktion auf den Polymerisationszustand der Mikrotubuli erfolgt durch
die Inhibierung ihrer Depolymerisation (Saetral, 1997).

Im Gegensatz zu LIS1 ist das DCX-Protein ein typisches MAP, da es mit Mikrotubuli
kolokalisiert und ihre Polymerisation stimulieren kann. Ahnlich zu Mapl-1 induziert die
Uberexpression voBCX die Vernetzung der Mikrotubuli zu dicken Biindeln die gegeniiber
depolymerisierende Agenzien resistent sind (Gleestoml, 1999). Zudem istDCX
ausschlie3lich in postmitotischen Neuronen aktiv (Gleesoal, 1999). Dies stellt eine

weitere Gemeinsamkeit miMapl-1 dar, das ebenfalls nach E11,0 ausschlie3lich in
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postmitotischen Neuronen und nicht in der proliferativen Zone aktiv ist. Die wichtige Rolle
von DCX als ein MAP bei der Wanderung von Neuronen wird weiterhin durch die Tatsache
unterstutzt, dafl bekannte Mutationen, die Lissenzephalie hervorrufen, innerhalb der
Mikrotubuli-bindenden Domane des Proteins auftreten (Tagbrl, 2000). Diese
Mutationen unterbinden die Fahigkeit des Proteins, die Mikrotubuli zu Blndeln
zusammenzubinden. Mutationen X undLIS1 fiihren zu fast identischen phanotypischen
Defekten. Dies spricht fur die entscheidende Rolle der MAPs und der Mikrotubuli im Prozel3
der neuronalen Wanderung.

Aufgrund der funktionellen Ahnlichkeiten zwischen Mapl-1 und insbesondere DCX und der
entsprechend vergleichbaren Genexpression im zerebralen Kortex kdnnte Mapl-1 in seiner
Funktion als MAP ebenfalls in diesem Prozel eine Rolle spielen. Eine Funktion von Mapl-1
als Motorprotein beim intrazellularen Transport von Organellen scheint unwahrscheinlich, da
es keine Sequenzahnlichkeit zu der Familie der Kinesin- oder Dyneinproteine aufweist, die
als Motorproteine in diesem Prozel3 beteiligt sind. Dagegen spricht ebenfalls die relativ
geringe GrofR3e von Mapl-1 (ca. 200Kd) im Vergleich zu den Kinesinen (ca. 500Kd) oder den
Dyneinen (1-2 Md) (zum Uberblick, Goldstein and Yang, 2000).

3.5 Regulation der zellularen Lokalisation von Mapl-1
Der regulierte Import und Export von Proteinen in und aus dem Zellkern stellt eine

Moglichkeit dar, ihre Aktivitat zu regulieren. Molekile kleiner als 40-60Kd sind in der Lage,
passiv durch die Kernporen zu diffundieren, wahrend der Transport von gréf3eren Molekilen
in und aus dem Zellkern aktiv erfolgen muf3. Fir den aktiven nukle&dren Transport von
Proteinen sind Aminosauresequenzen verantwortlich, die als nukleare Lokalisations- (NLS)
oder als nukleare Exportsignale (NES) bezeichnet werden. Beide Sequenzen werden von
bestimmten Proteinen erkannt und gebunden, die fur den Import oder Export in bzw. aus dem
Zellkern sorgen zum Uberblick, (Yoneda, 2000). Anhand der Primarstruktur von Mapl-1
konnte ein NLS am Aminoterminus des Proteins identifiziert werden. In der Mehrzahl der
transfizierten Séugerzellen war jedoch das Protein im Cytoplasma in Assoziation mit
Mikrotubuli lokalisiert, und nur in einigen wenigen Ausnahmen konnte das vollstandige
Protein im Zellkern nachgewiesen werden. Aufgrund der GroRe des Mapl-1 Proteins (ca.
200Kd) handelt es sich dabei um einen aktiven Transport des Proteins in den Zellkern. Auch

in NKR-11 Zellen, die endogenes Mapl-1 produzieren, konnte das Protein mit Hilfe eines
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hergestellten Antiserums sowohl im Cytoplasma als auch in bestimmten Kompartimenten des
Zellkerns detektiert werden. Offensichtlich wird die zellulare Lokalisation von Mapl-1 durch
die Kombination von Kernimport und cytoplasmatischen Retentionssignalen reguliert. Die
Anwesenheit eines funktionellen NES im Mapl-1 konnte anhand der 1-470 Deletionsvariante
demonstriert werden. Langere Mapl-1-Varianten sowie das vollstdndige Protein konnten
jedoch durch die Inhibierung des CRM-1 abh&ngigen Kernexports nicht in den Zellkern
befordert werden. Dies weist darauf hin, daf} zuséatzliche Mechanismen die Retention des
Proteins im Cytoplasma bewirken. Es ware denkbar, dal3 dies durch die Interaktion mit einem
cytoplasmatischen Protein erfolgt. Die Region von Mapl-1, die dafir in Frage k&dme, liegt
zwischen den Aminosauren 470-878 und enthalt einen grofRen Teil der ersten ,Coiled-Coil*-
Doméne des Proteins, die als Protein-Protein Interaktionsdoméne dienen kénnte. Was die
Translokation von Mapl-1 vom Cytoskelett in den Zellkern bewirkt, ist noch unklar. Eine
vermutete Abhé&ngigkeit dieses Prozesses vom Zellzyklus wurde in synchronisierten
Zellpopulationen getestet (Hela- und COS7-Zellen). Es konnte jedoch keine Zellzyklus-
abhangige Veranderung in der Lokalisation von Mapl-1 in transfizierten Zellen beobachtet
werden (nicht gezeigt). Dies kénnte jedoch mit der Tatsache zusammenhéngen, dal3 der
Zellzyklus in Mapl-1 transfizierten Zellen aufgrund der Eigenschaft des Proteins, die
Mikrotubuli zu Bindeln zu vernetzen, nicht normal fortschreitet oder sogar arretiert ist (s.
Abschnitt 3.3).

In vielen Fallen sind Proteine, die zwischen Zellkern und Cytoplasma transportiert werden,
Komponenten von Kaskaden der Signalubertragung. Nicht zuletzt sind solche Proteine auch
Transkriptionsfaktoren. Die zellularen Mikrotubuli sind entscheidende Komponenten der
Signalubertragung, indem sie Transkriptionsfaktoren auf3erhalb des Zellkerns in einem
inaktiven Zustand halten. Ein solcher Mechanismus erlaubt die regulierte Translokation von
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern und dartber hinaus die Umsetzung von genetischer
Information als zellulare Antwort auf die Anwesenheit eines Signals. Eines der am besten
untersuchten Beispiele ist die Ubertragungskaskade des Hedgehog Si@ralsoiphila In
Abwesenheit des Signals wird an den Mikrotubuli ein Komplex aus drei Proteinen aufgebaut,
dem Protein Costal2 das mit Kinesin-Proteinen verwandt ist und direkt an Mikrotubuli bindet,
einer Proteinkinase (Fused) und dem Transkriptionsfaktor Cubitus interruptus (CI) . Cl wird
durch seine Wechselwirkung mit Costal2, in Abwesenheit von Hedgehog aul3erhalb des

Zellkerns an den Mikrotubuli festgehalten (Robb&tsal, 1997; Sissort al, 1997). Dabei
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wird Cl proteolytisch prozessiert, so dal3 ein aminoterminales Fragment in den Zellkern
transportiert wird und inhibitorisch auf die Expression von Zielgenen wirkt (Aza-Blanc,
1997). Beim Auftreten des Hedgehog-Signals wird die Prozessierung des
Transkriptionsfaktors ClI durch seine Phosphorylierung verhindert (€haln 1998) so daf3

Cl als vollstandiges Protein in den Zellkern transportiert wird und seine Zielgene aktiviert.
Eine weitere Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitat in einer &hnlichen Art und
Weise reguliert wird, sind die Smad-Proteine. Smads spielen eine Schlisselrolle in der
Signalubertragung von TGF In Anwesenheit des Signals werden Smad-2 und -3
phosphoryliert. Dadurch sind sie in der Lage, mit einem weiteren Protein aus der gleichen
Familie (Smad-4) zu dimerisieren, und als Dimere werden sie in den Zellkern transportiert,
wo sie regulatorisch auf die Expression von Zielgenen wirken (Destrak 1998; Heldiret

al., 1997). Smad-2, -3 und —4 sind in der Lage, in der Abwesenheit vof ditakt an
Mikrotubuli zu binden. Nach der Aktivierung der Signalkaskade durchfT@érden die
Smads phosphoryliert, von den Mikrotubuli freigesetzt und in den Zellkern transportiert
(Dong, 2000).

Die Translokation von Mapl-1 kdnnte durch einen vergleichbaren Mechanismus reguliert
werden. Auffallig ist, da3 Mapl-1 viele Gemeinsamkeiten sowohl mit Cl als auch mit Smad-
Proteinen aufweist. Wie Cl und Smads koénnte auch Mapl-1 als Transkriptionsfaktor
fungieren. Dafir spricht zum einen die Klassifizierung des Proteins anhand von konservierten
Aminosauren im Leucin-Zipper-Motiv in die Familie der bZip-Trasnkriptionsfaktoren und
zum anderen seine Fahigkeit, die Transkription zu stimulieren, wenn es an einer heterologen
DNA-bindenden Doméne fusioniert wurde. Ahnlich zu den Smad-Proteine bindet Mapl-1
direkt an Mikrotubuli und ist in der Lage, Dimere zu bilden. Wie CI wird Mapl-1
proteolytisch prozessiert, wobei vergleichbar mit ClI, ein aminoterminales Fragment in den
Zellkern transportiert wird. Bei den beiden vorgestellten Transkriptionsfaktoren (Cl und
Smads) fuhrt die Anwesenheit des extrazellularen Signals zur Phosphorylierung der Proteine.
Der Phosphorylierungsschritt ist anscheinend fir die Freisetzung der Proteine von den
Mikrotubuli notwendig. Bei bekannten Mikrotubuli-assoziierten Proteinen wie MAP2 wurde
tatsachlich gezeigt, dal? die Phosphorylierung des Proteins durch verschiedenen Kinasen zur
erheblichen Herabsetzung der Affinitat von MAP2 fur Mikrotubuli fiihrt (zum Uberblick,
Sanchezet al, 2000). In Ubereinstimmung damit enthalt Mapl-1 mehrere potentielle

Phosphorylierungsstellen fur verschiedene Kinasen (PKC, Protein Kinase A und MAP-

68



Diskussion

Kinasen). Es ware also denkbar, dal3 Mapl-1 ein zur Zeit nicht bekanntes extrazellulares
Signal in den Zellkern vermittelt, durch einen Mechanismus, der die Phosphorylierung und
die Translokation des Proteins in den Zellkern umfal3t. Im Zellkern kénnte Mapl-1 eine

Funktion, unter anderem in Form eines Komplexes mit Pax-6, austben.

3.6 Die Funktion von Mapl-1 als Pax-6 Interaktionspartner
Die zweite interessante Eigenschaft von Mapl-1, die im Rahmen dieser Arbeit eingehend

analysiert wurde, ist seine Fahigkeit, mit Pax-6 zu interagieren. Die Wechselwirkung
zwischen Pax-6 und Mapl-1 erfolgte uUber Proteinbereiche, die in der jeweiligen
Proteinfamilie konserviert sind. Wéahrend bei Pax-6 die Paired-Doméane direkt an der
Komplexbildung beteiligt ist, dient bei Mapl-1 eine Region, die die hdchste Sequenzidentitat
zwischen den Proteinen der Maus und denenasophilaandC. elegansaufweist, als
Pax-Interaktionsdomé&ne. Demzufolge ist es sehr wahrscheinlich, dal? eine Wechselwirkung
zwischen einem Pax- und einem Mapl-Protein nicht nur auf Pax-6 und Mapl-1 beschrankt ist.
Es konnte sich vielmehr um einen allgemeineren Mechanismus handeln, der auch bei anderen
Pax- und Mapl-Proteinen gilt. Die Pax-6(5a) Isoform, die durch alternatives Spleif3en entsteht
und eine Insertion von 14 Aminosauren in der aminoterminalen Unterdomane (PAI) der
Paired-Domane enthalt, war nicht in der Lage, mit Mapl-1 zu interagieren. Dies spricht dafur,
dal3 die PAI-Doméane von Pax-6 direkt an der Wechselwirkung mit Mapl-1 beteiligt ist. Es
handelt sich hierbei um den ersten Bericht Uber eine Funktion der PAI-Unterdomane eines
Pax-Proteins als Protein-Protein-Interaktionsmotiv. In Anwesenheit der optimalen
Bindesequenz der Pax-6 Paired-Doméane rdigtro ermittelt wurde (Epsteiet al, 1994),

war Pax-6 nicht in der Lage, gleichzeitig mit Mapl-1 und DNA zu interagieren. Daraus folgt,
dal3 der Proteinkomplex zwischen Pax-6 und Mapl-1 nicht an Pax-6 Erkennungssequenzen
aufgebaut werden kann, bei denen die Bindung der PAI-Unterdomane den entscheidenden
Beitrag leistet. Die Tatsache, dal3 die Paired-Doméane von Pax-6 nicht gleichzeitig mit DNA
und Mapl-1 interagieren kann, laf3t sich anhand von friheren Berichten erklaren, bei denen
eine DNA-abhangige Konformations&dnderung der Paired-Domé&ne beobachtet wurde. Es
wurde speziell fir die Paired-Domane von Pax-6 mittels CD-Spektroskopie gezeigt, dal3 sie
im DNA-ungebundenen Zustand relativ strukturlos ist und erst nach der Bindung an die DNA
die Konformation einnimmt, die von der Auflosung der Kristallstruktur bekannt ist (Estein

al., 1994). Es ware also moglich, dall Mapl-1 spezifisch mit der ungebundenen Form der
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Paired-Domane interagiert, wahrend bei der DNA-Bindung die Konformation der Paired-
Domane so verandert wird, daf’ eine Interaktion mit Mapl-1 nicht moéglich ist. Die Tatsache,
daRR im durchgefuhrten ,Two-hybrid screen” die gleiche Doméane (Pax-Interaktionsdomane)
dreimal unabhangig identifiziert wurde, spricht jedoch fiir die Existenz einer spezifischen
Konformation zumindest bei der PAI-Doméane und gegen die These, dal3 die Paired-Doméne
von Pax-6 im DNA-ungebundenen Zustand strukturlos ist.

Es ergibt sich die Frage, welche die biologische Funktion des Komplexes zwischen Pax-6 und
Mapl-1 ist. Anhand der hier prasentierten Daten kann die Interaktion zwischen den zwei
Proteinen in zwei verschiedenen zellularen Kompartimenten stattfinden, einerseits im
Zellkern und andererseits im Cytoplasma. Dies konnte jeweils einen unterschiedlichen
biologischen Effekt haben. Da Pax-6 nicht in der Lage ist, uber die PAI-Unterdoméane
gleichzeitig mit DNA und Mapl-1 zu interagieren, kdénnte Mapl-1 im Zellkern eine
inhibitorische Wirkung auf die Bindung von Pax-6 an suboptimalen DNA-Bindestellen fur
die Paired-Doméne austben und dariiber hinaus als negativer Regulator der Pax-6 Aktivitat
fungieren. Die Komplexbildung zwischen Pax-6 und Mapl-1 liefert also eine Moglichkeit, die
Bindungsseigenschaften von Pax-6 und weiterhin die Regulation von Pax-6-Zielgenen in den
Zellen, in denemmapl-1undPax-6 koexprimiert werden, zu modulieren. Mapl-1 kdnnte
zudem in Form eines Komplexes mit Pax-6 bei der Regulation von Pax-6 Zielgenen, die von
der alleinigen Bindung der Homeodomaéane von Pax-6 abhangen, eine vollig andere Funktion
ausiben. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnte im Mapl-1 Protein eine
transkriptionsaktivierende Domane identifiziert werden, deren Anwesenheit fur eine Funktion
des Proteins als Transkriptionsfaktor spricht. Da Mapl-1 spezifisch mit der Paired-Domane
von Pax-6 interagiert, ware es moglich, dal3 Mapl-1 an Promotorsequenzen an die Pax-6 nur
mit der Homeodomane bindet als Koaktivator dient.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal? die Kombination der beiden Eigenschaften
von Mapl-1, mit Mikrotubuli und Pax-6 zu interagieren, zur Retention des Pax-6 Proteins im
Cytoplasma fiihrt. Pax-6 ist im Einklang mit seiner Funktion als Transkriptionsfaktor ein
Kern-Protein. Experimentelle Daten weisen jedoch auf die Existenz von cytoplasmatischem
Pax-6 auchn vivo hin (V. van Heyningen, personliche Mitteilung). Diese Lokalisation von
Pax-6 aulR3erhalb des Zellkerns kann durch die Interaktion mit einem cytoplasmatischen
Protein wie Mapl-1 erklart werden. Die zellulare Lokalisation von Transkriptionsfaktoren

vivo kann einer stringenden Regulation unterworfen sein, wie das Beispiel des Homeoproteins
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Otx-2 zeigt. Es konnte fur diesen Transkriptionsfaktor demonstriert werden, daf} seine
zellulare Lokalisation in der Retina (Zellkern bzw. Cytoplasma) sowohl vom
Entwicklungsstadium als auch vom Zelltyp abhangig ist (Raad, 2000). Ob die zellulare
Lokalisation von Pax-6 oder Mapl-1 unter einer &hnlichen Kontrolle steht, muf3 noch gezeigt
werden.

Bei der Mehrzal derPaxGene fuhren heterozygote Mutationen zu semidominanten
Phanotypen. Dies spricht fur die Wichtigkeit der richtigen Gendosis bei der Entwicklung von
Strukturen, die vorPaxGenen kontrolliert werden. Die Abhéangigkeit der normalen
Entwicklung von der richtigen Gendosis gilt insbesondere Rax-6 und die
Augenentwicklung. Sowohl die Inaktivierung des einen Allels als auch die Erh6éhung der
Kopien des Gens fiuhren zu okularen Defekten (Schkedll, 1996). Wie eine mit der
normalen Entwicklung vertragliche Gendosisvivo aufrechterhalten wird, ist noch nicht

klar. Zwei mdgliche Mechanismen, die die molekulare Grundlage fur dieses Ph&nomen
darstellen konnten, sind zum einen die Inaktivierung des einen der beiden Allelen
(Allelexklusion) in bestimmten Zellen und zum anderen die Existenz eines
Interaktionspartners, der auf Proteinebene einen Teil des Proteins in einem inaktiven Zustand
behélt. Aus Analysen miEmall eygSey-Mausmutanten konnte gezeigt werden, dal3 der
Mechanismus der Allelexklusion nicht zur Erklarung der Augendefekten bei heterozygoten
Pax-6-Mutanten herangezogen werden kann, da beide Allele des Gens sowohl in den Zellen
des Augenbechers als auch in denen der Linsenplakode aktiv sind (van Raamsdonk and
Tilghman, 2000). Das Modell nach dem, die Pax-6-Dosis durch einen interagierenden
Proteinpartner reguliert wird scheint demzufolge wahrscheinlicher.

Viele in dieser Arbeit erhaltene Daten sprechen dafir, daf3 Mapl-1 in der Regulation der Pax-
6-Dosis eine Rolle spielen kdnnte. Es ist anzunehmen, dal3 die Ausprdgung des
semidominanterseyPhanotyps auf die Empfindlichkeit des Oberflachenektoderms auf die
reduzierte Pax-6-Dosis zurickzufihren ist (Collingral, 2001; van Raamsdonk and
Tilghman, 2000). Aus der Analyse deapl-1-Expression konnte gezeigt werden, dadpl-1

in allen Strukturen des sich entwickelnden Auges PRak-6 koexprimiert ist, auch im
Oberflachenektoderm zwischen E9,75 und E10. Wahrend dieses kritischen Zeitfensters
kommt es in der Linse vo8eyEmbryonen zu einer 50%igen Reduktion der Zellanzahl,
verglichen mit Wildtyp Embryonen. Dies gilt als der urspriingliche Effekt, dem Sey-Phanotyp

zugrundeliegt (van Raamsdonk and Tilghman, 2000). Die vergleichende Expressionsanalyse
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von Pax-6undmapl-1hat noch ergeben, dafl} in Doméanen der Koexpression der zwei Gene
das Expressionsniveau vanapl-1 deutlich geringer ist als das vdmax-6 Unter der
Annahme, dal3 durch die Wechselwirkung zwischen Pax-6 und Mapl-1 Pax-6 in einem nicht
funktionellen Zustand aufrechterhalten wird, konnte die Anwesenheit eines
Interaktionspartners in geringerer Menge einen einfachen Mechanismus darstellen, durch den
die richtige Dosis an aktivem Protein in bestimmten Strukturen sichergestellt wird. Es konnte
zusatzlich eine bemerkennswerte Komplementaritat in der Expressidtaxe®und mapl-1

im sich entwickelnden Diencephalon beobachtet werden, die daftr spricht, daf in bestimmten
Regionen des Gehirns die Expression beider Gene in den gleichen Strukturen verhindert wird.
Besonders interessant ist die Expression mapl-1im sich entwickelnden Telencephalon.
Wahrend bis E10,5 beide Gene in der Ventrikularzone aktiv sind, wird ab E11,5 die
Expression von Mapl-1 aus der Ventrikularzone ausgeschlossen und beschrankt sich auf die
postmitotischen Neuronen in den aul3eren Schichten des Telencephalons, ViFdxehd
weiterhin in proliferierenden Zellen exprimiert wird. Diese Komplementaritat und die
Dynamik in der Expression vomapl-1konnte ebenfalls die Notwendigkeit der Regulation

der Pax-6 Aktivitat in Raum und Zeit widerspiegeln.

Der Versuch, dienapl-1-Dosis spezifisch in der Linse von transgenen Méausen zu erhdhen,
um somit phanotypische Effekte aufgrund einer verminderten Pax-6-Aktivitat zu erzielen,
fuhrte zu keinen offensichtlichen Augendefekten. Der Grund lag wahrscheinlich darin, daf}
die Expression des Transgens nicht hoch genug war, um die Dosis an aktivem Pax-6 auf ein
Niveau zu reduzieren, der mit jenem &ayMutante vergleichbar ist.

Zwischen E8,0 und E10,5 weist das Expressionsmustemapi-1einen hohen Grad an
Uberlappung mit dem vorPax-6 auf. Ab E11,5 werdemapl-XTranskripte auch in
Strukturen des Embryos nachgewiesen, in ddPee6 nicht aktiv ist. Dies spricht fur eine
Pax-unabhangige Funktion von Mapl-1. Zudem kénnte es sich bei Mapl-1 um einen
allgemeineren Pax-Interaktionspartner handeln, dessen Wirkung nicht nur auf Pax-6
beschrankt ist. Fur die Spezifitat der Wechselwirkung zwischen Pax-6 und Mapl-1 spricht die
Tatsache, dal3 ein zweites Pax-Protein (Pax-2) nicht mit Mapl-1 interagieren konnte. Es
konnte jedoch im Hefe-, Two-hybrid“-Assay eine Interaktion zwischen Pax-3 und der Pax-
Interaktionsdomane von Mapl-1 detektiert werden (nicht gezeigt). Mapl-1 ist wahrend der
Embryogenese ab E11,0 in Strukturen wie dem Mesencephalon, Trigeminalganglion und

Spinalganglien aktiv, die gleichzeitigax-3Expressionsdomanen darstellen. Endgultigen
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aufschlufd Gber eine allgemeinere Wirkung von Mapl-1 auf die Regulation von Pax-Proteinen
in vivo sowie endgultigen Aufschluf Giber seine Funktion wahrend der Emryonalentwicklung

wird die Inaktivierung des Gens im Mausgenom verschaffen.

Abbildung 31

Modell der Funktion von Mapl-1. Mapl-1 interagiert direkt mit den zellularen Mikrotubuli (MT) Uber die
carboxyterminale Doméane und bewirkt ihre Vernetzung zu Biindeln. Dazu tragt die Fahigkeit des Proteins zur
Dimerisierung bei. An Mikrotubuli gebundenes Mapl-1 ist durch seine Eigenschaft mit Pax-6 zu interagieren in
der Lage, einen Anteil des Pax-6-Proteins im Cytoplasma zuriickzuhalten. Mapl-1 kann in den Zellkern
transportiert werden, wo es spezifisch mit der ungebundenen Konformation der Paired-Doméane von Pax-6
interagieren kann. Dies verhindert die Bindung von Pax-6 an natirlichen Bindestellen der Paired-Doméne. Die
Translokation von Mapl-1 in den Zellkern kénnte als Teil einer zellularen Antwort auf die Anwesenheit eines
extrazellularen Signals erfolgen. C: Centrosom, ;MT: Mikrotubuli.
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4 Material und Methoden

4.1. AbklUrzungen und Symbole

% Prozent

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

AK Antikorper(n)

APS Ammoniumpersulfat

3-AT 3-Aminotriazol

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

c centi

°C Grad Celsius

ca. circa

Ci Curie

Cl Chlorophorm-Isoamylalkohol
cDNA komplementére DNA

cpm radioaktive Zerfalle pro Minute (counts per minute)
CTP Cytidintriphosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
dNTP Desoxyukleotidtriphosphat
DAPI 4’,6-Diamino-2"Phenylindol-Dihydrochlorid
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N’-tetraessigséaure
EK Endkonzentration

et al. Und Mitarbeiter

EtOH Ethanol

FCS Fetales Kalberserum

g Gramm, Erdbeschleunigung
GAL4BD Gal4-bindende-Doméne
GST Glutathion S-Transferase
GTP Guanosintriphosphat
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HEPES
His
IPTG
kb

LMB

Mw
Met
MeOH
min
MOPS
MRNA

NP-40
oD

p
PAGE
Pax, PAX
PBS
PCR
PCI
PEG
PFA
PID
PVP
RNA
RT

s.
SDS
sec
s.0.
s.u.
TCA
TEMED
Tris

UN
Upm
UTP
vgl
Vol.
viv
wiv
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Stunde(n)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsaure
L-Histidin
Isopropyl-b-D-thiogalaktosid
Kilobasenpaare (1000bp)
Leptomycin B

mikro

Molaritat in mol/l

Molekulargewicht

L-Methionin

Methanol

Minute(n)
3-N-Morpholinopropansulfonséure
Boten-RNA

nano

Nonidet (non-ionic detergent) P-40
Optische Dichte

pico
Polyacrylamidgelelektrophorese
Paired-Box-Gen aus Maus beziehungsweise Mensch
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase-Ketten-Reaktion
Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol
Polyethylenglykol
Paraformaldehyd
Pax-Interaktionsdoméne
Polyvinylpyrrolidon
Ribonukleinséaure

Raumtemperatur

siehe

Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

siehe oben

siehe unten

Trichloressigsaure
N,N,N’",N"-Tetramethylethylendiamin
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Einheit(en)

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat

vergleiche

Volumen, Volumina
Volumen/Volumen
Gewicht/Volumen

mal
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4.2. Organismen

4.2.1 Mause und Embryonen
NMRI (Weibchen) C57BI/6/xSJL, FVB oder B6D2/F1 (Mannchen) wurden vom

Zentralinstitut fir Versuchstierzucht Hannover bezogen.

Zur Erzeugung von Embryonen, die fir RNA situ-Hybridisierung oder fuin vivo
Elektroporation verwendet wurden, wurden NMRI-Weibchen mit C57BI/6/xSJL- oder
B6D2/F1-Mannchen verpaart. Der Tag des Vaginalpfropfes wurde als Tag 0,5 der

Embryonalentwicklung gezahlt.

4.2.2. Bakterien
E. coli-Stamm DH5a(Hanahan, 1983)s(ipE44 Alac U169 (p 80lacZ AM15) hsdR17recA

1 endA1 gyrA 96 thi-1 relAl), wurde verwendet fir die Konstruktion und Propagation von
rekombinanten Plasmiden.

E. coli-Stamm BL21 (Studier and Moffatt, 1986): (B FlcmompThsd$rg my) gal) wurde
verwendet fir die Produktion von GST und GST-Fusionsproteine.

E. coli-Stamm BL21-CodonPlus (Stratagene) (B FompThsdS(r;” mg) dent Tet gal endA

Hte [argU ileY leuW Cani]: wurde ebenfalls verwendet fir die Produktion von GST und
GST-Fusionsproteine. Dieser Stamm enthélt zusatzliche Kopien von bestimnienain

nicht haufig vorkommenden tRNA-Genen und erlaubt somit die effizientere Produktion von
heterologen Proteinen & col..

E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS(Stratagene) (B FompThsdS(ry” mg) galA(DE3) [pLysS
Cam]: wurde fur die Produktion der Region zwischen den Aminosauren 1416-1893 von
Mapl-1 in Form einer aminoterminalen Fusion mit einer Hexahistidin-Sequenz.

XL1-Blue MRF", (Stratagene){(mcrA) 183A (mcrCB-hsdSMR-miy 173endAlsupE44thi-

1 recAlgyrA96 relAllac [F'proAB laclZDM15 Tnl0 (Tet)): wurde verwendet fur die

Durchmusterung von Phagen-cDNA-Bibliotheken.
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4.3 Materialien

4.3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AMRESCO (Ohio, USA), J.T. Baker
(Deventer, Holland), BRL (Bethesda Research Laboratories, Karlsruhe), Difco Laboratories
(Detroit, USA), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), und Sigma (Munchen) bezogen. Alle Chemikalien besal3en den Reinheitsgrad

,p.a." (zur Analyse).

4.3.2 Radiochemikalien

Die verwendeten Radiochemikalien kamen von der Firma Amersham-Buchler

(Braunschweig).

4.3.3 Plastikmaterial
Plastikmaterial wurde von den Firmen Sarstedt, Eppendorf, Falcon, Greiner und Nunc

bezogen.

4.3.4 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen SERVA/Promega (Heidelberg), New England Biolabs (Bad
Schwalbach), Roche (Mannheim), Gibco-BRL (Karlsruhe), Amersham-Buchler
(Braunschweig), Pharmacia Biotech. (Freiburg) Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA) und

GeneCraft (Milinster) bezogen.

4.3.5 Membranen
Fur den Transfer von DNA und RNA und Hybridisierungen wurden ungeladene Nylon

Membranen der Firma Qiagen (Dusseldorf) verwendet.
Fur den elektrophoretischen Transfer von Proteinen wurden Kunststoff-Immobilon P-

Membranen von der Firma Millipore verwendet.
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4.3.6 Filme
Fur Farbfotographien wurde der Kunstlichtfilm Kodak, Extrachrome 160T verwendet.

Autoradiographische Préaparate wurden auf Biomax, MR (Kodak) Filmen exponiert,

radioaktivein situ -Hybridisierungen in Kodak NTB-2 Flussigfilm getaucht.

4.3.7 Vektoren
pBluescript Il KS * (Stratagene): Diente als allgemeiner Klonierungsvektor. In diesem Vektor

wurden cDNA Fragmente kloniert, die aus Phagen-cDNA-Bibliotheken isoliert wurden, zur
Sequenzierungszwecken und zur Herstellung von RNA-Sonden fiir site-Hybridisierung.
pSP64-PaxgPetrou, 1997): wurde verwendet fur dievitro-Translation des Pax-6-Proteins.
Dieser Vektor enthalt difax-6 kodierende Sequenz unter der Kontrolle des Bakteriophagen
SP-6-Promotors.

pSP73-Pax2Petrou, 1997): wurde verwendet fur dievitro Translation des Pax-2-Proteins.
Dieser Vektor enthalt difax-2kodierende Sequenz unter der Kontrolle des Bakteriophagen
SP-6-Promotors.

pSP64(5a) wurde verwendet fur dig vitro Translation der Variante (5a) der Pax-6 Paired-
Domane. Die PD(5a) wurde mittels PCR aus dem Plasmid pPax(5a) (wurde freundlicherweise
von Dr. M. Busslinger (IMP, Wien) zur Verfugung gestellt) amplifiziert und in pSP64
(Promega) kloniert.

PpGEX-4T-2, pGEX-5X-1 (Pharmacia): wurden verwendet fir die Konstruktion von
Fusionsproteinen mit GST und fur die induzierbare Expression von GST bzw. GST-
Fusionsproteinen i&.coli.

pPpRSET-B (Invitrogen): wurde verwendet fur die Konstruktion einer Fusion der Mapl-1-
Region zwischen den Aminoséuren 1528-1634 mit einer Hexahistidin-Sequenz (His-Tag) und
die anschlie3ende Produktion des Fusionsproteiis ¢oli.

pCS2+MT (Rothet al, 1991): wurde verwendet fur die Herstellung, idieitro Translation

und die Expression in Sdugerzellen von aminoterminalen Fusionen an ein multimerisiertes
(6x) Myc-Epitop.

pcDNAS3.1/V5-HisA (Invitrogen): wurde verwendet fur die Einfihrung eines V5-Epitops am
Carboxyterminus des Mapl-1-Proteins und fur die Expression des Fusionsproteins in

Saugerzellen.
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pCMV-Pax6, pCMV-Pax2: Vektoren zur Produktion von Pax-6 bzRax-2 unter der
Kontrolle des menschlichen Cytomegalovirus-Promotors in S&ugerzellen. (aus der
Plasmidsammlung des Labors).

pCMV-Tag2A (Stratagene): wurde verwendet fur die Einfuhrung eines FLAG-Epitops an
den Aminoterminus von Pax-6 und fur die Produktion des Fusionsproteins in Sdugerzellen.
pSG424 (Sadowski and Ptashne, 1990): Vektor, der die Konstruktion und anschliel3ende
Produktion in Saugerzellen von Fusionen mit der GAL4-bindenden Domé&ne ermdoglicht. Fur
die Konstruktion der in dieser Arbeit verwendeten GAL4BD(1416-1893) wurde die
carboxyterminale Region von Mapl-1 als &norl-XbatFragment in pSG424S@acl-Xba)
kloniert.

pPGAL4(5X)-Luc: Dieser Vektor enthalt ddsuciferaseGen (uc) unter der Kontrolle von 5
GAL4BD-Bindestellen und des viralen E1b-Promotors. Fur die Konstruktion dieses Vektors
wurde aus dem Plasmid p(GALELbCAT (Sadowski and Ptashne, 1990), Ximl-EcoR}
Fragment isoliert, das die GAL4-Bindestellen und den Elb-Promotor enthalt und in pGL3-
Basic (Promega) iNhel-Xholkloniert.

pCMV-LacZ : wurde als interne Kontrolle bei Transfektionsexperimenten verwendet um die
Transfektionseffizienz zu bestimmen (Aus der Plasmidsammlung der Abteilung).
pLSE-Mapl1l-IRES/gfp: enthalt die kodierende Sequenz von Mapl-1 unter der Kontrolle des
Linsen/Pankreas spezifischen regulatorischen Elements aus dem Pax-6 Lokus. Dieser Vektor
enthalt zusatzlich die IRES/GFP Sequenzen und ermdglicht die unabhangige Translation des
gfp-Reportergens. Zur Konstruktion dieses Vektors wurde die kodierende Sequenz von Mapl-
1 alsNotl/XbalFragment in den pIRES/gfp-Vektdl¢tl/Nrul) (Ashery-Padart al, 2000)
kloniert. Das regulatorische Element wurde aus dem Plasmid pGNA-LE (Kamnedradel

1999) als 6,5Kb langeSpel/NotiFragment isoliert und iStul/Notlstromaufwérts der Mapl-

1 cDNA kloniert. Fur die Mikroinjektion in befruchteten Eizellen wurde $pel/Nhel
Fragment aus diesem Vektor isoliert.

pcdc2-gfp (Zernicka-Goetzt al, 1997): Aus diesem Vektor wurde ein 0,8Kb langesR}
Fragment als Sonde verwendet fiir die Genotypisierung von M&plMausen und

Embryonen.

4.3.8 Oligodesoxyribonukleotide
Die verwendeten Oligodesoxyribonukleotide wurden von der Firma NAPS (Goéttingen)

bezogen.
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Pax6CON, (Epsteiret al, 1994):
(sense): 5" TGGAATTCAGGAAAAATTTTCACGCTTGAGTTCACAGCTCGAGTA 3

(antisense): 5° TACTCGAGCTGTGAACTCAAGCGTGAAAATTTTTCCTGAATTCCA 3

T7 :
(sense): 5° GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCAC 3

(antisense): 5° GTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGG 3

4.3.9 Antikdrper und Antisera
Die folgenden Antikdrper wurden in der vorliegenden Arbeit fur die Immunfarbungen bzw.

Western Blots verwendet. Angegeben werden die Bezugsquellen und die verwendeten

Verdinnungen.

4.3.9.1 Primarantikorper
Polyklonale Antikérper

Anti-Mapl-1 (s. 4.5.9, 1:20), Anti-Pax-6 (Babco, 1:500)

Der Anti-Otx-2 Antikorper (1:50) wurde freundlicherweise von Dr. F. Vaccarino (Yale) zur
Verfligung gestellt.

Der verwendete anti-c-Myc-Antikdrper aus Huhn (1:1000) wurde von MoBiTec bezogen.
Monoklonale Antikérper

Anti-Pax-6 (1:50, DSHB*), antx-Tubulin (1:2000, Sigma), anti-cMyc(9E10) (1:1000, Santa

Cruz), anti-V5 (1:1000, Invitrogen), anti-FLAG(M2) (1:1000, Sigma).

anti-Vimentin (1:20), anti-Det-Tubulin (1:20) und anti-Cytokeratin (1:20) wurden
freundlicherweise von Prof. Mary Osborn (MPI fur Biophys. Chem., Goéttingen) zur
Verfligung gestellt.

*DSHB: Developmental Studies Hybridoma Bank der Universitéat lowa (lowa City, IA52242)

4.3.9.2 Sekundarantikorper
Die verwendeten Fluorophorkonjugierten Antikorpern aus der Alexa-Serie wurden von der

Firma Molecular-Probes/MoBiTec bezogen. Sie wurden bei Immunfarbungen in einer
Verdinnung 1:500 eingesetzt.

Blaue Emission: Alexa-350-konjugiert, Ziege-anti-Maus 1gG

Grune Emission: Alexa-488-konjugiert: Ziege-anti-Maus IgG, Ziege-anti-Kaninchen I1gG

(H+L), Ziege-anti-Huhn 1gG (H+L).
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Rote Emission: Alexa-568-konjugiert: Ziege-anti-Maus 1gG, Ziege-anti-Kaninchen IgG.
Fur die Detektion von Proteinen in Western-Blots wurde ein Immunglobulin-Peroxidase-

Konjugat (Dianova) verwendet.

4.3.10 Computeranalysen
Fur DNA-Sequenzvergleiche, ldentifizierung von offenen Leserahmen Vergleiche und

Charakterisierungen von Aminosauresequenzen wurden folgende Computerprogramme
verwendet:

,GCG-Sequence Analysis Package” (Wisconsin), BLAST (Altsetwall, 1990), CLUSTAL
(Thompsoret al, 1994), SMART (Schultet al, 2000; Schultzt al, 1998), Pfam (Bateman

et al, 2000) and PSORT (Nakai and Kanehisa, 1992).

4.3.11 Nahrmedien

4.3.11.1 Fur Escherichia coli
LB (Luria-Bertani)-Medium: 0,5% (w/v) Bacto-Yeast-Extrakt, 1% (w/v) Bacto-Trypton, 1%

(w/v) NaCl. Der pH wurde mit 1M NaOH auf 7,0 eingestellt. Das Medium wurde
autoklaviert.
N&hrbdden enthielten zusatzlich 1,5% (w/v) Agar.

LB-Ampicillin-Nahrbdéden: Dem LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar wurde nach dem

Autoklavieren und Abkuhlen (auf ca 50°C) Ampicillin mit einer EK von @1§0nl

zugegeben.
dYT-G Medium: 1,6% (w/v) Bacto-Trypton, 1% (w/v) Bacto-Yeast-Extrakt, 0,5% (w/v)

NaCl. Der pH wurde mit 1M NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurde
sterilfiltrierte Glukose mit einer EK von 2% (w/v) zugesetzt.

SOB-Medium: 0,5% (w/v) Bacto-Yeast-Extrakt, 2,5 mM KCI, 0,05% (w/v) NaCl, 2% (w/v)
Bacto-Trypton. Nach dem Autoklavieren wurden steriles Mg@hd MgSQ mit einer EK

von 10 mM zugegeben.

SOC-Medium: SOB-Medium, dem nach dem Autoklavieren zusatzlich noch sterilfiltrierte

Glukose mit einer EK von 20 mM zugegeben wurde
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NZY-Medium: 0,5% (w/v) NacCl, 0,2% (w/v) Magnesiumsulfat, 0,5% (w/v) Bacto-Yeast-
Extrakt, 0,1% (w/v) Kaseinhydrolysat. Der pH wurde mit 1M NaOH auf 7,5 eingestellt. Das
Medium wurde autoklaviert. N&hrbdden enthielten zusatzlich 1,5% (w/v) Agar.
TOP-Agarose: 0,7% (w/v) Agarose, in NZY-Medium. Das Medium wurde autoklaviert. Kurz
vor dem Gebrauch wurde die TOP-Agarose geschmolzen und in eirf@@A\dsserbad

gestellt.

4.3.11.2 Fur Saugerzellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellinien wurden in DMEM-Medium mit 4,5mg/ml
Glukose (GIBCO, BRL), kultiviert in dem 10% Hitze-inaktiviertes (30min, 56°C ) FCS, und
2mM L-Glutamin (GIBCO, BRL) zugesetzt wurden.

4.3.12 Puffer und Losungen

Alle nachfolgend beschriebene Puffer und Losungen wurden mit Millipore-H20 angesetzt.
Acrylamid-LOsung: 29,2% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) Methylenbisacrylamid, in H20
gelost und filtriert.

Ampicillin : Das Natriumsalz wurde zu einer EK von 50 mg/ml in H20 gel6st, sterilfiltriert
und bei -20°C gelagert.

Acetylierungs-Mix: 0,1M Triethanolamin, 0,05M Essigsaureanhydrid. Die Lésung wurde
frisch in Wasser angesetzt.

APS-L6sung10%(w/w) Ammoniumpersulfat in H20 kurz vor Gebrauch angesetzt.
ATP/GTP/CTP-Mix : ATP-, GTP und CTP-Lithiumsalz wurden in DEPC-Wasser zu einer
Konzentration von 10mM geldst und in Aliquots bei -20°C gelagert.
Chlorophorm/Isoamylalkohol (Cl): Mischung aus Chlorophorm und Isoamylalkohol im
Mengenverhéltnis 24:1.

Coomasie-LOsung,Coomasie Brilliant Blue R250” wurde mit einer EK von 0,25% (w/v) in
einer Losung aus Methanol/Wasser/Essigsaure (4,5:4,5:1 v/v) gel6st. Die Losung wurde
anschlie3end filtriert.

50% (w/v) Dextransulfat-Stocklésung Dextransulfat (Sigma) wurde in DEPC-Wasser mit
einer EK von 50% (w/v) gelost. Das Losen des Dextransulfats in Wasser erfolgte UN, da die

Losung sehr viskds ist. Die Losung wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.
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DNAsel: DNAsel (Roche) wurde mit einer EK von 10mg/ml in 10mM Tris/HCI pH7,5, 20%
Glycerol geltst und in Aliquots bei -20°C gelagert.

1M DTT: DTT wurde mit einer EK von 1M in Wasser geldst und in kleine Aliquots bei -
20°C gelagert. Es wurde in den verwendeten Puffern immer frisch zugesetzt.

0,5M EDTA-LOsung: 186,12g NsEDTA.2H,0 wurden in 800ml H20 kraftig gemischt und
der pH-Wert wurde durch die Zugabe von NaOH-Platzchen auf pH8,0 eingestellt. Die Losung
wurde auf 11 mit Wasser aufgefillt und autoklaviert.

Ethidiumbromidldsung: Ethidiumbromid wurde mit einer EK von 10mg/ml in Wasser fur
mehrere Stunden unter Ruhren geldst. Es wurde im Dunkeln bei 4°C gelagert.
5xFormalydehyd-Laufpuffer: 0,2M MOPS, pH7,0, 40mM Natriumacetat, 5mM EDTA,
pH8,0. Der Puffer wurde im Dunkeln bei RT gelagert.

Giemsa-Farbelosung 20ml der Giemsa-Stocklésung und 10ml eines 0,2M
Natriumphosphatpuffers pH6,0 wurden in 500ml H2O verdinnt. Die Losung wurde vor
Benutzung filtriert.

Giemsa-Stocklosung0,8% (w/v) Giemsa (Sigma), 50% (v/v) Glycerol, 50% (v/v) Methanol.
Die Losung wurde UN bei 37°C unter Rilhren gelost.

100mM IPTG-L6sung: 0,59 IPTG wurden in 20ml H20O gelost, sterilfiltriert und in Aliquots
bei -20°C gelagert.

6xLadepuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol FF, 30% (v/v)
Glycerol. Die Loésung wurde in H20 angesetzt.

2xLaemmli-Auftragspuffer: 0,1M Tris/HCI pH8, 0, 2% (w/v[B-Mercaptoethanol, 20% (v/v)
Glycerin, 2% (w/v) SDS, 0,002% (w/v) Bromphenolblau.

Lysozym-L6sung Lysozym wurde mit einer EK von 10 mg/ml in 50mM Tris/HCI pH8,0
gelost und in 1ml Aliquots bei -20°C gelagert

Mowiol-Einbettmedium: 9,6g Mowiol, 24g Glycerol in 24ml Wasser wurden unter Rihren
ca. 1h gelost. Dazu wurden 48ml 0,2M Tris/HCI pH8,5 zugegeben undi:pg®&@st. Nach
kurzer Zentrifugation (1000g) um ungeléste Substanzen zu entfernen wurde die Lsung
aliquotiert und bei -2UC gelagert.

MTBS-Puffer: 1% (v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Tween-20, 10mM DTT in PBS. DTT wurde
kurz vor Gebrauch zugesetzt.

1M Natrium-Phosphatpuffer: 1M Losungen der beiden Komponenten f#RO4 und

NaH,PO4) wurden zusammengegeben bis der gewtinschte pH-Wert erreicht wurde.
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NTE-Puffer: 0,5M NaCl, 10mM Tris/HCI pH7,5, 5mM EDTA pH8,0. Die Lésung wurde in
Wasser angesetzt, autoklaviert und auf 37°C vor Gebrauch erwarmt.

PAGE-Puffer: 0,19M Glycin, 25mM Tris-Base, 0,1%(w/v) SDS

PBS 140 mM NacCl, 10 mM KCl, 6,4 mM NBIPO,, 2 mM KH,PO,

PBS-Tween-Puffer PBS-Puffer mit zusatzlich 0,5% (v/v) Tween 20

4% Paraformaldehyd (PFA)/PBS 10g PFA wurden in 250ml PBS auf 60°C erhitzt und die
Losung mit 3-4 Tropfen 2M NaOH geklart. Die Losung wurde bei -20°C gelagert und eiskalt
verwendet.

Phagen-Lysepuffer 100mM Tris/HCI, pH7,5, 5mM EDTA, 0,5%(w/v) SDS, 200mM NacCl,
in Wasser geldst. Dazu wurde Proteinase K mie einer EK vpigfJ4risch zugesetzt.

Phenot Mit TE gesattigtes Phenol pH 8,0 wurde von der Firma AMRESCO bezogen.
Phenol/Chlorophorm/lsoamylalkohol (PCI): Mischung aus Phenol, Chlorophorm und
Isoamylalkohol im Mengenverhaltnis 25:24:1 (AMRESCO).

40% (w/v) PEG (6000) PEG (6000) wurde mit einer EK von 40%(w/v) in Wasser gelost,
autoklaviert und bei RT gelagert.

Poly-L-Lysin-Stocklosung Poly-L-Lysin (Sigma) wurde mit einer EK von 10mg/ml in
Wasser verdunnt und in g@DAliquots bei -20C gelagert. Bei der Anwendung wurden die
Aliquots in 2ml Wasser verdinnt und sterilfiltriert.

Ponceau-Rot-Losung0,25% (w/v) Ponceau S, 40% (v/v) Methanol, 15% (v/v) Essigséure
Nach dem Loésen des Ponceau S wurde die Losung filtriert.

Proteinase K Proteinase K (Roche) wurde mit einer EK von 10mg/ml in H20 geldst und in
kleinen Aliquots bei -20°C gelagert.

Proteinase K-Mix: 20mM Tris/HCI pH7,5, 1ImM EDTA pH8,0, 2@/ml Proteinase K. Die
L6sung wurde frisch angesetzt.

RNase A RNase A (Boheringer, Mannheim) wurde in 10mM Tris/HCI pH7,5, 15mM NaCl
geldst (EK 10 mg/ml). Anschlie3end wurde die Lésung, zur Inaktivierung von DNasen, fur 15
min bei 95°C inkubiert und langsam auf RT abgekuihlt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
1XSSC 0,15M NacCl, 0,015M NacCitrat, pH 7,0.

SM-Puffer: 100mM NaCl, 10mM Magnesiumsulfat, 50mM Tris/HCI, pH7,5, 0,01% (w/v)
Gelatine.

10X TBE: 0,89M Tris-Borat, 0,89M Borsaure, 25mM EDTA pH8,0.

TBS-Puffer: 20mM Tris/HCI, pH7,5, 150mM NacCl.
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TE: 10mM Tris/HCI, pH7,5, 1ImM EDTA pH8,0
Transferpuffer: 20mM Tris-Base, 150mM Glycin, 20% (v/v) Methanol

4.4 Molekularbiologische DNA- und RNA-Methoden

Die Zusammensetzung von Puffer und Losungen, die nachfolgend nur mit Namen erwéahnt
werden, findet sich in Abschnitt 4.3.11 (Puffer und Losungen).

Alle molekularbioligischen Standardmethoden, die nachfolgend nicht aufgeftihrt sind, wurden
nach der Beschreibung von (Sambrooskal, 1989) oder (Ausubekt al, 1987)
durchgefuhrt.

4.4.1 Transformation vonE.coli

4.4.1.1 Praparation von Bakterien fur Elektroporation (Elektrotransformation)

E.coli DH5a oder BL21 wurden auf eine LB-Platte ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert.
Von dieser Platte wurde eine einzelne Kolonie in 100ml LB-Medium suspendiert und UN bei
37°C, unter Schutteln, (250 Upm) inkubiert. Von dieser Kultur wurden 2,5ml
Bakteriensuspension in 500ml LB-Medium verdinnt und bis zu eingy, [ O@n 0,5
(entspricht 4-7 x10lebender Zellen/ml) bei 37°C unter Schutteln (250 Upm) kultiviert. Die
Bakteriensuspension wurde in vorgekuhlten Zentrifugationsbechern tberfihrt und die
Bakterien wurden durch Zentrifugation geerntet (20min, 3000 Upm, 4°C). Die pelletierten
Bakterien wurden mit 500ml eiskaltem Wasser gewaschen, pelletiert (20min 3000 Upm, 4°C)
und erneut mit 500ml eiskaltem Wasser gewaschen. Die Bakteriensuspension wurde in 40ml
eiskalter 10% (v/v) Glycerol-Losung resuspendiert und in ein 50ml Réhrchen (Falcon)
Uberfuihrt. Die Bakterien wurden erneut durch Zentrifugation geerntet (20min 3000 Upm,
4°C), das Volumen des Pellets wurde abgeschatzt und im gleichen Volumen 10% (v/v)
Glycerol resuspendiert wurde. Die entstandene Suspension wurde in 50ml Aliquots in, auf -
80°C vorgekuihlte Eppendorf-GefaRe aufgeteilt und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

Es wurde wahrend der ganzen Prozedur bei 4°C oder auf Eis gearbeitet. Alle Losungen waren

zuvor autoklaviert und kaltgestellt worden.
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4.4.1.2 Elektroporation vonE.coli (Dower et al, 1988)

Zur Transformation voik.coli durch Elektroporation wurden kompetente Bakterien (s.0.) (50
pl) auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA gemischt und in einer sterilen
Elektroporationskivette Uberfuhrt. Es wurde in der Regktiér Ligationsansatzen oder 1ng
von bereits zirkullar geschlossener Plasmid-DNA fir die Elektroporation verwendet.

Die Elektroporation erfolgte unter folgenden Bedingungen:
Kapazitat: 25mF
Spannung: 2,5KV
Widerstand: 20@

fur 3,8 -4,6 sec (BIORAD Gene Pulser)

Nach der Elektroporation wurden die Bakterien in 1ml SOC-Medium suspendiert und 45min
unter leichtem Schtteln bei 37°C inkubiert. Es wurde anschlieRend entweder der komplette
Transformationsansatz (im Falle von Ligationen) oder ein Teil davon (im Falle von Plasmid-
DNA) auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte UN bei
37°C.

Bakterien de€. coliStammes BL21-CodonPlus wurden nach den Angaben des Herstellers

transformiert.

4.4.2 Lagerung VorE.coli Stammen

Zur dauerhaften Lagerung einzelner Zellklone wurden Zellen einer frischen Kultur mit 15-

20% sterilem Glycerol versetzt und bei -80°C eingefroren und aufbewahrt.

4.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA au&. coliin analytischen Mengen (Holmes and

Quigley, 1981)

Die Mini-Praparation von Plasmid-DNA a&scoli -Zellen erfolgte nach der ,rapid boiling”-
Methode. Die mit dem entsprechendem Plasmid transformierten Klone wurden in 2ml LB-
Medium mit Ampicillin (10Qug/ml) suspendiert und UN bei 37°C rotiert. Die Zellen aus einer
1,5ml Aliquot dieser Kultur wurden durch Zentrifugation (3000 Upm, 5min, RT) geerntet und
in 120ml STET-Puffer resuspendiert. Der Bakteriensuspension wurdgnlLy8ozym-
Losung zugesetzt, 1min bei RT inkubiert und 2,5min bei 90°C gekocht. Um Zelltrimmern zu
entfernen, wurden die lysierten Bakterien zentrifugiert (13000 Upm, 30min, 4°C), der

plasmidhaltige Uberstand in ein neues GefaR uberfuhrt, dgsl Z35Puffer, 341l 3M
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Natriumacetat-Losung, 180 Phenol und 1301 CI enthielt und fur eine Minute grundlich
gemischt. Die Phasentrennung erfolgte anschlieRend durch Zentrifugation (13000 Upm,
15min, 4°C), die waRrige Phase wurde in ein neues Gefal tberfuhrt, mitG5trahiert

und erneut zentrifugiert (13000 Upm, 15min, 4°C). Die wafrige Phase wurde erneut in ein
neues Gefald Uberfuhrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe vqu 856&0 (v/v) EtOH und
10mindtige Inkubation bei RT gefallt. Durch Zentrifugation (13000 Upm, 15min, 4°C) wurde
die DNA pelletiert, mit 50Q1 70% EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet
wurde luftgetrocknet und in P TE-Puffer resuspendiertpbder somit isolierten Plasmid-
DNA wurden fur einen analytischen Restriktionsverdau eingesetzt. Hierzu wurden 5U des
entsprechenden Restriktionsenzyms uptd RNase A in einem Gesamtvolumen voruR0
eingesetzt

Zuweilen erfolgte die Minipraparation von DNA ab<coli mit dem ,QlAprep Spin Miniprep

Kit (250), von Qiagen nach den Angaben des Herstellers.

4.4.4 Isolierung von Plasmid-DNA au&. coliin praparativen Mengen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus.coli im praparativen Mal3stab erfolgte nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979), mit Hilfe des ,Plasmid Maxi Kits”
von Qiagen (Disseldorf), das nach den Angaben des Herstellers verwendet wurde. Dazu
wurden 100ml Bakterienkulturen in LB-Medium mit Ampicillin (38§ml) herangezogen

und die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mittels einer Anionen-Austauscher-Saule.

4.4.5. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen unter den vom jeweiligen Hersteller des Enzyms
empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten. Restriktionsverdaus mit
mehreren Enzymen konnten gleichzeitig erfolgen, wenn die Enzyme dieselben
Reaktionsbedingungen erfordeten. Im Falle von Enzymen die nicht dieselben optimalen
Bedingungen bendtigten und demzufolge nicht gleichzeitig fur ein Verdau eingesetzt werden
konnten, wurde zuerst mit dem einen Enzym verdaut, dann erfolgte eine PCI Extraktion mit
anschlieBender EtOH-Fallung, bevor mit dem anderen Enzym geschnitten werden konnte. Bei
analytischen Verdaus wurden bis zu 5ug DNA in 20ul Gesamtvolumen eingesetzt. Die

Ansatze wurden im allgemeinen 60min inkubiert. Bei praparativen Verdaus wurde je nach
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Bedarf mehr DNA und entsprechend mehr Enzym eingesetzt; zudem wurde die
Inkubationszeit mit dem Enzym, wenn eine vollstdndige Spaltung der Plasmid-DNA

gewunscht war, unter Umstanden verlangert.

Im Falle von partiellen Verdaus wurden verschiedene Verdinnungen des Enzyms im
Reaktionspuffer hergestellt und in der Reaktion eigesetzt. Zudem wurde die Inkubationszeit
verklrzt. Damit wurden die optimalen Bedingungen ermittelt bei denen eine partielle

Spaltung durch das Enzym erfolgte.

4.4.6 5 -Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Vektoren, die zu Klonierungszwecken nur mit einem einzigen Enzym geschnitten wurden,
wurden zur Verhinderung der Rezirkularisierung des einfachen Vektors wéhrend der
Ligationsreaktion mit alkalischer Phosphatase (Boehringer) behandelt. Das Enzym entfernt
aus den von der Restriktionsendonuklease erzeugten Enden die 5 -Phosphatgruppe. Somit ist
die Ligase nicht mehr in der Lage, die Vektorstrange wieder kovalent zu schliel3en. Eine
kovalente Verknupfing ist daher nur mit dem Insert mdoglich, da es intakte 5-
Phosphatgruppen besitzt.

Nach dem Restriktionsverdau (@D wurden Jul 1M Tris/HCI pH8,0 und [l Alkalische
Phosphatase (lui) zugegeben und das Volumen wurde aufpl@it H20 eingestellt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C fir 30min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA mit
einer EK von 12,5mM gestoppt. Es folgte eine Extraktion mipul8Cl und nach
Zentrifugation (13000 Upm, 15min, 4°C) wurde die DNA aus der wassrigen Phase piit 300
96% (v/v) EtOH und 10l 3M Natriumacetat und 10minutige Inkubation bei RT gefallt.
AnschlieRend wurde die DNA mit 70% (v/v) EtOH gewaschen, luftgetrocknet unduin 20

H20 resuspendiert.

4.4.7 Auffillen von 5 -Uberhéangenden Enden zur Erzeugung vorbjunt”-Enden

In den Fallen, in denen der Einbau von Insert-Fragmenten in Klonierungs- oder
Expressionsvektoren nicht tber kompatible Enden erfolgen konnte, wurden 5" -Uberhédngende
Enden mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | ¥ocoli aufgefullt. Dabei
entstehen ,blunt”-Enden, die dann durch die Ligase kovalent verknipft werden kdnnen. In

diesen Fallen wurde zunéchst in einem Gesamtvolumen vah 2@ einem Enzym
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geschnitten, das 5 -Uberhange erzeugt. AnschlieBend wurgdend,bmM dNTP-
Stammlésung (N= A, G, C, T) undquilKlenow (2uful) (Boehringer) dazugegeben, gemischt
und bei 30°C fur 30min inkubiert. Das Enzym wurde anschlieRend durch die Zugabe von 1

0,5M EDTA, und durch Hitze (10min, 75°C) inaktiviert.

4.4.8 Amplifikation von DNA Fragmenten mittels der Polymerase—Ketten-Reaktion
(PCR) (Mullis and Faloona, 1987; Saikigt al.,1988)

Die PCR ermoglicht die exponentiellsn vitro Amplifikation eines spezifischen
DNA-Bereiches der von zwei entgegengestzt orientierten Oligonukleotidprimern flankiert ist.
Die PCR wurde in dieser Arbeit hauptséchlich zur Klonierungszwecken eingesetzt. Ein
Standard-PCR-Ansatz enthielte in einem Gesamtvolumen ydridd§ende Komponenten:

Matrizen Plasmid-DNA: 1ng

Primer 1: 20pmol

Primer 2: 20pmol

1XPCR-Puffer (GeneCraft)

0,2mM dNTP-Stammldsung (N=A, G, C, T)
1u Taqg-Polymerase (GeneCraft)

Die Reaktion wurde in einereltier Thermal CyclerPTC-2000 (MJ-Research) mit
Heizverschluss unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: zuerst 1min und dann bei jedem
Zyklus 20sec bei 94°C zur Denaturierung, das Annealing erfolgte fiir 30sec und die
Elongation bei 72°C. In der Regel wurden 25 Zyklen durchgefiihrt. Die Annealing-
Temperatur sowie die Dauer des Elongationsschrittes wurden empirisch berechnet. Die
Annealing-Temperatur wurde nach der Formel,2(n)+2(n;+n.), wahrend die Dauer des

Elongationsschrittes nach der Regel (1min/kb) berechnet wurde.

4.4.9 Ligation von DNA-Enden zu zirkularen Produkten

Bei der Ligation von zwei DNA-Fragmenten zu einem zirkularen Produkt wurde das kleinere
Insert-Fragment in einem 3-5 fach molaren UberschuR zum Vektorfragment eingesetzt.
Zudem wurden fir die Reaktion 1u T4-DNA-Ligase (Boehringer) unld1@xT4-Ligase-
Puffer mit 210mM ATP in einem Gesamtvolumen vornuR®erwendet. Die Inkubation
erfolgte in der Regel UN bei 14°C. Ligationsansatze wurden meistens direkt, ohne
nachfolgende Behandlung zur Transformation eingesetzt. In einigen Fallen wurden die

Ligationsansétze zuvor in H20 mit Hilfe von semipermeablen Membranen (Millipore)
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entsalzen, damit ein grof3eres Volumen zur ElektrotransformationEvanii eingesetzt

werden konnte.

4.4.10 Markierung von DNA-Fragmenten mit[a]**P-dCTP (Feinberg and Vogelstein,
1983)

DNA Fragmente die als Sonden fur Hybridisierungen eingesetzt wurden, wurden zuerst durch
Restriktionsverdau erzeugt, aus Agarosegelen isoliert undoiifP-dCTP markiert. Dies
erfolgte mit dem ,Multiprime DNA Labeling Kit“ der Firma Amersham. Dazu wurden
randomisierte Hexanukleotide an das durch Hitze denaturierte Fragment gebunden und durch
das Klenow Enzym in 3"-Richtung matrizenabhéangig verlangert. Der Klenow Polymerase
wird dabei zusatzlich zu den normalen Nukleotiden (dATP, dGTP, dT&PfP-dCTP
angeboten, das in den synthetisierten Strang eingebaut wird. Es wurde 20-30ng DNA in ein
Volumen von 11,fl eingesetzt, die durch Inkubation bei 95°C fir 3min denaturiert wurde.

Zur denaturierten DNA wurde in exakter Reihenfolge folgendes zugegeben:

2,5ul Primerlésung
5ul Puffer
5ul [a] 32P-dCTP
1l Klenow-Enzym (1UI)
Der Ansatz wurde fir mindestens 1h bei 37°C inkubiert.

Aufreinigung der markierten Sonde

Nicht eingebaute Nukleotide wurden Uber eine ,ProbeQU&b0 Microcolumn®
(Pharmacia) nach den Angaben des Herstellers entfernt. Das Ausmal3 der Markierung wurde
bestimmt indem (il des Durchflusses im Szintillationsz&hler (Beckman, LS 1701) gemessen
wurde. Die markierten Sonden wurde vor dem Einsatz in Hybridisierungen fiir 5min bei 95°C

denaturiert.

4.4.11 Fallung von DNA mit Ethanol

Die Fallung von DNA mit EtOH diente einerseits der Reinigung und andererseits der
Konzentrierung der DNA. Dies geschiet durch die Erh6hung der Konzentration an
monovalenten lonen und den Entzug der Hydrathille der DNA durch EtOH.

Zur Fallung wurde zu der DNA-haltigen Losung 1/10 Vol. 3M Natriumacetat-Losung

gegeben, 3 Vol. 96% (v/v) EtOH zugesetzt und fir 10min bei RT inkubiert. Die geféallte DNA
wurde durch Zentrifugation pelletiert (13000 Upm, 15min, 4°C) und mit 70% (v/v) EtOH
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gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen Wasser oder TE-Puffer

resuspendiert.

4.4.12 Phenolextraktion

Durch das Versetzen einer DNA-L6sung mit Phenol geht die Mehrzahl der Proteine sowie
anderer hydrophobe Substanzen in die organische Phase Uber, wahrend die DNA, frei von
diesen Kontaminationen, in der wél3rigen Phase verbleibt.

Der DNA-LO6sung wurde 1 Vol. Phenol zugesetzt, grundlich gemischt und zur
Phasentrennung 5min bei 4°C zentrifugiert. Die waRrige Phase wurde auf die gleiche Weise
einmal mit PC und einmal mit Cl extrahiert. Im Anschluf? an diesen Extraktionsschritten

wurde die DNA mit EtOH gefallt.

4.4.13 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten nach ihrer elektrophoretischen Trennung in
Agarose-Gelen wurde das ,Qiaex Il Gel Extraction Kit (150)"(Qiagen), nach den Angaben
des Herstellers, verwendet. Diese Reinigungsmethode (Vogelstein and Gillespie, 1979) beruht
auf der Bindung von DNA an Glaspartikel bei hohen Konzentrationen chaotroper Salze.

Die damit aufgereinigten Fragmenten wurden direkt entweder in Ligationsreaktionen oder zur

Herstellung radioaktiv markierter Sonden eingesetzt.

4.4.14 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA fiur analytische und préaparative Zwecke wurde in Agarosegelen
mit 0,5xTBE als Laufpuffer durchgefuhrt.

Der aufzutrennenden Fragmentgrof3e entsprechend, wurden 0,5-1,5%ige Agarosegele (Gibco
BRL) mit etwa fug/ml Ethidiumbromid verwendet. Die DNA-Proben wurden nach Zugabe
von 1/6 Vol. 6xLadepuffer bei einer konstanten elektrischen Feldstarke von 5-10V/cm
elektrophoresiert und im UV-Durchlicht (258 nm) durch Fluoreszenz sichtbar gemacht.
Préaparative Gele wurden langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgesetzt um die Bildung von

Thymidin-Dimeren und die Entstehung von Strangbrichen zu vermeiden.
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4.4.15 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der DNA-und RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dabei macht
man sich die Absorption von UV-Licht durch die Purin- und Pyrimidin-Basen der DNA und
RNA zunutze, die bei 260nm ihr Maximum hat. Fir die Messung wurde zunachst die
DNA-bzw. RNA-L6sung mit Wasser 1:200 verdinnt. Die Absorption wurde in einer
Quarzkivette (Schichtdicke: 1cm) bei 260, 280 und 320nm gemessen. Wasser bildete den
Leerwert.

Es qgilt:

Fir doppelstrangige DNA: 10R=50ug DNA/mI
Fiir RNA: 10D=40ug RNA/mI

4.4.16 Sequenzanalyse von DNA

Die Sequenzierung von cDNA-Fragmenten in den verschiedenen Vektoren, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, wurde mit dem ,Dye Terminator cycle sequencing Kit” von
Applied Biosystems durchgefihrt. Die Auftrennung und anschlieRende Auswertung erfolgte
auf ein denaturierendem 4,5%igem, 0,2mm dicken Polyacrylamid-Gel mit dem ,DNA-
Sequencer 377" von Applied Biosystems.

Verwendet wurden vektorspezifische Primer, die das Insert flankierten oder aber

insertspezifische Primer. Als Matrize diente doppelstrangige Plasmid-DNA.

4.4.17 Northern Hybridisierung

RNA-Isolierung

Die Isolierung von gesamter RNA aus Embryonen bzw. kultivierten Zellen erfolgte mit dem
TRIZOL Reagenz (GIBCO BRL) nach den Angaben des Herstellers. Embryonen wurden
zuvor mit einem Homogenisator zerkleinert, wahrend Zellen direkt auf der Schale mit dem
Reagenz lysiert wurden. Die somit praparierte RNA wurde in Wasser gelést und ihr
Konzentration photometrisch bestimmit.

Praparation von Formaldehyd Gelen

RNA-Molekile wurden in einem Formaldehyd Gel nach ihrer Grésse aufgetrennt. Dazu
wurde 1g Agarose in 75ml Wasser unter Hitze geldst, kurz abgekuihlt, 20ml 5xFormaldehyd-
Laufpuffer und 5,4ml 37% (v/v) Formaldehyd wurden zugegeben und in eine geeignete

Kammer gegossen.
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10-15ug Gesamt—RNA in ein Volumen von fJSvurden in ein Gesamtvolumen vonp20n

10ul deionisiertem Formamid, 35 37% (v/v) Formaldehyd, undp2 5xFormaldehyd
Laufpuffer verdinnt und fur 10min bei 40 denaturiert. Die RNA wurde direkt auf das Gel
aufgetragen ohne zuvor mit Farbmarker versetzt zu werden. Als Gréssenstandart diente ein
Gemisch augk.coli-und Maus—Gesamt RNA (fy). Dabei macht man sich der Tatsache
zunutze, dal3 die ribosomalen RNA Molekile die einen grof3en Anteil der Gesamt—RNA
ausmachen bei Prokaryoten und Eukaryoten verschieden grof3 sind. Wahrend bei Prokaryoten
die 16S und die 23S die Haupt-ribosomalen RNAs darstellen, sind es bei Saugern die 18S
und 28S ribosomale RNA Molekile. Da diese, als prominente Banden im Formaldehyd Gel
erscheinen und von bekannter Grosse sind kdnnen sie als Marker eingesetzt werden.

Die aufgetragene RNA wurde bei einer konstanten Feldstarke, 5V/cm, in 1xFormaldehyd
Laufpuffer elektrophoresiert. Um starken Veranderungen des pH Werts an den beiden
Elektroden zu vermeiden, die das Laufverhalten der RNA beeinflussen kdnnten wurde der
Laufpuffer mit einer peristaltischen Pumpe rezirkularisiert.

Farben des Gels

Am Ende des Laufs wurde das Gel aus der Kammer entnommen und fur ca. 30min in Wasser
geschuttelt um das Formaldehyd zu entfernen. Dabei wurde das Wasser mehrmals
gewechselt. Um die aufgetragene RNA sichtbar zu machen wurde das Gel inpgimelr 5
Ethidiumbromid Lésung fur 20min eingetaucht. Um den Uberschu an Ethidiumbromid zu
entfernen wurde mit Wasser 2x10min gewaschen. Das Gel wurde im UV-Durchlicht (258nm)
mit Langenmal3 photographiert.

Blotten

Der Transfer der RNA auf eine ungeladene Nylon Membran (Blot) erfolgte mit 20xSSC.
Dabei wurde das Gel auf eine Glasplatte auf ein Whattmanpapier gelegt, dessen Enden in ein
Reservoir mit 20xSSC eingetaucht waren. Auf des Gel wurde mdglichst luftblasenfrei die
Nylon Membran gelegt, die zuvor 1min in Wasser und 3min in 2xSSC getrankt wurde. Eine
weitere Lage Whattmanpapier wurde auf die Membran gelegt und darauf ein Stapel von
Papierhandtiicher. Um den fur den Transfer erforderlichen Sog zu erzeugen wurde das
Papierstapel mit einem Gewicht von ca. 200g belastet. Der Transfer an die Membran erfolgte
UN. Am darauffolgenden Tag wurde die transferierte RNA durch backen #@if801h und

unter UV—-Licht (0,3J/cr3) kovalent an die Membran gebunden.

Hybridisierung
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Die Membran wurde kurz mit Wasser angefeuchtet und in vorgewarmte
Prahybridisierungslosung fur mindestens 1h beiGs%unter Rotieren inkubiert. Zur
Hybridisierung wurde die m[t] **P-markierte DNA-Sonde fiir 5min bei @ denaturiert, in
frische vorgewarmte Préhybridisierungslosung verdinnt und zu der Membran gegeben.

Hybridisiert wurde UN bei 6.

Prahybridisierungslésung
7% (w/v) SDS
0,5M Natrium-Phosphatpuffer, pH7,2

Waschen

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran wie folgt gewaschen:

2x fir jeweils 30min in 2xSSC, 0,5% (w/v) SDS
2x fur jeweils 20min in 0,5xSSC, 0,5% (w/v) SDS
2x fur jeweils 15min in 0,1xSSC, 0,1% (w/v) SDS

Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran kurz getrocknet und einem Film bei -

80°C UN exponiert. Anhand der Intensitét des Signals wurde die weitere Expositionsdauer
bestimmt.

Auswertung

Um die Lange der hybridisierten RNA zu bestimmen wurde die Wanderungsstrecke der
Markerbanden im Gel in cm gegen ihre Lange in kb aufgetragen. Dabei ist die
Wanderungsstrecke umgekehrt proportional zur Grésse der Fragmente. Anhand der daraus

resultierenden Gerade laf3t sich die Grosse des hybridisierten RNA Molekiils bestimmen.

4.4.18 Genotypisierung durch Southern-Hybridisierung

DNA aus Embryonen bzw. Mausen wurde aus Chorionhtlle- bzw. Schwanzbiopsien isoliert.
Dazu wurde das Gewebe in %00Lysispuffer dem 1Ql Proteinase K-LOsung zugesetzt
wurden UN bei 56°C unter Schiitteln verdaut. Nach Zentrifugation (13000rpm, 10min) wurde
der Uberstand in ein neues GefaR uberfiihrt und nach Zugabe vphi3@@ropanol und
Zentrifugation bei 13000rpm, 2min, wurde die genomische DNA geféllt. Die prazipitierte
DNA wurde zweimal mit 70% EtOH gewaschen, kurz luftgetrocknet und ipl1\@&sser

UN resuspendiert. Zur Genotypisierung von MaffizIMausen und Embryonen wurden®5

der isolierten genomischen DNA niitoRIin einem Gesamtvolumen von@PUN verdaut.
AnschlieRend wurden die erzeugten Fragmenten Uber ein Agarosegel elektrophoretisch

getrennt bei einer konstanten Spannung von 30V.
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Lysis-Puffer
100mM NacCl

10mM Tris/HCI, pH8,0
25mM EDTA
0,5% (w/v) SDS
Fur den Transfer der DNA-Fragmente auf eine Nylon ungeladene Membran wurde das Gel

wie folgt behandelt:

20min in 0,25M HCI
40min in 0,5M NaOH, 1,5M NacCl
40min in 1M Tris pH8,0, 1,5M NacCl

Zwischen den oben angegebenen Losungen wurde kurz mit Wasser gewaschen. Der Transfer
der DNA-Fragmente auf die Membran (Blotten), die Hybridisierung sowiwe die

anschlieBenden Waschschritten erfolgten wie in Abschnitt 4.4.17 beschrieben.

4.4.19 Durchmusterung von Phagenbibliotheken

Praparation von Wirtsbakterien

E.coli Bakterien des Stammes der jeweils fur die zu durchmusternde Bank geeignet sind,
wurden auf eine LB—Platte ausgestrichen und UN b&C3ikubiert. Eine einzelne Kolonie
wurde in LB—Medium suspendiert dem zusatzlich 0,2%(w/v) Maltose, und 100mM
Magnesiumsulfat zugesetzt wurde und bei@Guinter Schitteln (250rpm) inkubiert bis die
Kultur eine OR,, von 0,6 — 1,0 erreicht hat. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation
(3000rpm, 10min) geerntet und in 10mM Magnesiumsulfat zu eineg, QN 0,5
resuspendiert. 3Q0 (fur 10cm Platten) oder 7Q0 (fur 15cm Platten) der préparierten
Bakterien wurden mit Phagen infiziert und beir@7fur 15min leicht geschittelt. Die
infizierten Bakterien wurden mit 3ml (10cm Platten) bzw 6ml (15cm Platten) TOP-Agarose
uibergoRen, gemischt und auf NZY Platten verteilt. Die Platten wurden UN B&i 37
inkubiert. Dabei entsteht ein Bakterienrasen durch das die rekombinante Phagen als sichtbare
Plaques erscheinen, die zerstorte Bakterien darstellen.

Titerbestimmung und Ausplattieren

Fur die erfolgreiche Identifizierung von bestimmten cDNA oder genomischen Sequenzen ist
es entscheidend, dalR eine gentigend hohe Anzahl an rekombinanten Phagen durchmustert
wird. Dazu wurde vor dem Ausplattieren der Titer der Bank bestimmt. Aus einem b&i -80
gefrorenen Stock wurden Splitter mit einer Pipettenspitze entnommen und in ein

Eppendorf-Gefal3 Uberfiihrt. Es wurde eine Verdinnungsreihe in SM—Puffer angesetzt und
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anhand der Anzahl der gebildeten Plaques liel3 sich die Zahl der infizierenden Phagden pro
pfu (,plague forming unit$pul) errechnen.

Durchmusterung

Das Ausplattieren der Phagenbibliothek erfolgte auf Platten mit den Dimensionen 243 x 243 x
18mm, (Nunc) mit NZY als Nahrboden. Es wurden wie oben beschrieben ca. 200000
pfu/Platte, mit 3ml Bakterien inkubiert, mit 30ml TOP—Agarose vermischt und auf die Platte
verteilt Insgesamt wurden ca. 1X1pfu ausplattiert und UN bei 3€ inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden Replikas von den Platten entnommen indem ungeladene
Nylonmembranen (Qiagen) auf die TOP-Agarose — Schicht gelegt wurden und mit einer
Injektionsnadel durch das N&ahrboden mit wasserfester Tinte assymetrisch markiert wurden.
Um das Kleben von TOP—-Agarose an der Membranen zu verhindern wurden die Platten
zuvor bei 4C gestellt. Es wurden zwei Replikas von jeder Platte entnommen. Um die
Phagen—DNA fur die Hybridisierung vorzubereiten wurden die Membranen mit der

DNA-Seite nach oben nacheinader durch folgende Losungen uberfiihrt.

1,5M NacCl, 0,5M NaOH fiir 2min zum Denaturieren
1,5M NacCl, 0,5M Tris / HCI pH8,0 fiir 5min zum Neutralisieren

Nach kurzem Einlegen (30sec) in 0,2M Tris / HCI pH7,5, 2xSSC wurde die Phagen—-DNA
durch Backen bei 8€ und anschlieRende UV-Bestrahlung (0,33/@02nm) kovalent an

die Membran gebunden. Die Hybridisierung der Membranen mit[aléfP-markierter
DNA-Sonde sowie die darauffolgende Waschschritte und Filmexponierung ist im Abschnitt
beschrieben.

Isolierung rekombinanter Phagenklone

Die mit der DNA-Sonde hybridisierten Phagen konnten anhand der Schwéarzung der Filme
identifiziert werden. Es wurden die Phagenklone isoliert die auf beiden Replikas
Hybridisierung mit der DNA-Sonde aufwiesen. Der entwickelte Film bei dem die
Markierungen der zugehdrigen Membran sowie die Lage des zu isolierenden Phagenklons
deutlich gekennzeichnet wurde, wurde unter der Agarplatte gelegt und anhand der
Markierungen orientiert. Die Isolierung der Phagen erfolgte mit einer Pipettenspitze durch das
Ausstechen von der Platte. Die Phagen wurden UN in 1ml SM—Puffer dem zusatglich 20
Chlorophorm zugesetzt wurde béiCiunter Schitteln eluiert. In der Regel konnten in der

ersten Hybridisierungsrunde keine einzelne Klone isoliert werden; aus diesem Grunde wurde
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das gleiche ,screening“—Verfahren wiederholt bis einzelne Plaques isoliert werden konnten.
Dies war meistens in der dritten Selektionsrunde méglich.

Anlegen eines hohen Titers (HT=Stock) und Praparation von Phagen—-DNA

Fir die Praparation von DNA aus Phagen wurden Stocks mit hohem Titer angelegt. Dabei
wurden vereinzelte Phagenklone auf 10cm Platten verteilt, so daf3 eine vollstandige Lyse der
Wirtsbakterien erfolgte. Die Phagen wurden UN unter Sciitteln mit 4ml $M/50

Chlorophorm bei 4C in der Platte eluiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand (ca. 1,5ml)

in ein Falcon Gefal3 uberfuhrt und béC4aufbewahrt.

Die Praparation der Phagen—-DNA erfolgte aus einer Flissigkultur. Dazu wurdedées0
praparierten Bakterien (s.0) miftllaus dem HT-Stock infiziert und in 20ml NZY Medium

mit zugesetztem 0,2%(w/v) Maltose, 10mM Magnesiumsulfat, tberfihrt. Die Kultur wurde
bei 37C geschdttelt (250rpm) bis eine Lyse der Bakterien erfolgte. Die besten Ergebnisse
wurden erzielt wenn eine Lyse der Bakterien nach ca. 6-7 Stunden eintratt. Die Kultur wurde
auf RT gebracht und durch Zugabe vonu8BNase (1Qg/ul) und 8,51 DNasel (1qQug/ul)

und 30minutige Inkubation unter leichtem Schutteln wurde in der Kultur freigesetzte
bakterielle DNA und RNA verdaut. Bakterientrimmer wurden durch Zentrifugation 20min
12000rpm (SA600 Rotor) pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR uberfiihrt, dem
wurde 1/4 Volumen 5M NaCl zugegeben, leicht gemischt und erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entnommen und nach Zugabe von 1/3 Volumen 40% PEG (6000)-Lodsung
auf Eis fur 1h inkubiert. Durch Zentrifugation bei 10000rpm, 15min wurden die
Phagenpartikel pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde o 700
Phagen-Lysepuffer resuspendiert in ein Eppendori—Gefal? tberfuhrt und fur 45mifei 50
inkubiert. Die Phagen—DNA wurde anaschlieend 2x miuV &I und mit Cl extrahiert.

Die DNA wurde aus der wassrigen Phase durch Zugabe vopl 8@propanol/0,8M
Ammoniumacetat, 5minutige Inkubation auf Eis und Zentrifugation préazipitiert, mit 1ml 70%
EtOH gewaschen und in 5@D TE—Puffer mit RNaseA mit einer EK von (40§/ml)
resuspendiert. Mit RNase A wurde fur 30min bei@¥erdaut erneut mit PCI extrahiert und

mit Isopropanol prazipitiert. Nach dem Waschen mit 70% EtOH wurde schlief3lich die DNA
in 5Qul TE—-Puffer aufgenommen. Um die Qualitat der préaparierten DNA sowie um die Lange
des enthaltenen Fragments zu Uberprufen wurpedés Phagen DNA mit einem geeigneten
Restriktionsenzym geschnitten. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die COS—Enden des

linearen Phagen—DNA—-Molekils durch Erhitzen beiGGir 5min dissoziiert. Fur die

97



Material und Methoden

weiteren Manipulationen wurde das DNA Fragment aus dem Phagen in ein Plasmid (pBS
KSII") kloniert. Dazu wurde die Phagen—-DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym
geschnitten und ohne das Fragment Uber ein Agarosegel zu isolieren direkt in das Plasmid

ligiert.

4.5 Proteinchemische Methoden

4.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von Proteinen

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelen, nach der Methode von (Laemmli, 1970), mit PAGE-Puffer als
Laufpuffer aufgetrennt. Die Gele wurden zwischen zwei Platten mit den Dimensionen
6x11x0,1cm gegossen. Es wurde mit dem Trenngel begonnen, das ca. zwei drittel des
gesamten Geles ausmachte. Dieses wurde, um eine gerade Oberkante zu bekommen sofort
nach dem GielRen und vor seiner Polymerisation mit Isopropanol tberschichtet. Nach
abgeschlossener Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen, die Oberkante des
Trenngels mit Wasser gespult und mit einem Filterpapier getrocknet. AnschlieRend wurde das
Sammelgel dartiber gegossen und mit dem taschenbildenden Kamm versehen. Nachdem das
Sammelgel auspolymerisiert war, wurde das Gel in eine dafur geeignete Apparatur
eingespannt.

Die Proben wurden mit Laemmli-Auftragspuffer im Verhaltnis eins zu eins versetzt und 5min
bei 95°C denaturiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte
bei einer konstanten Strommstéarke von 30mA.

Das Prinzip der diskontinuierlichen PAGE beruht auf dem unterschiedlichen Ladungszustand
von Glycin, das im PAGE-Puffer enthalten ist, im Sammel- und im Trenngel. Im Sammelgel

ist Glycin aufgrund des pH-Wertes (6,8) elektrisch neutral; die SDS-Proteinkomplexe stellen
die Leitionen dar. Sie bilden die Lauffront und sammeln sich dort. Im Trenngel ist Glycin
wegen des hoheren pH-Wertes (8,9) negativ geladen, es ist das Leition. Die SDS-
Proteinkomplexe trennen sich dahinter nach ihrer Grof3e auf.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder @Gobinasie-Brilliant-Blué gefarbt,

getrocknet, oder zum Transfer der Proteine auf eine Kunststoffmembran verwendet.
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Bei den in dieser Arbeit durchgefiuihrten SDS-PAGE wurden 12%ige (w/v) Acrylamid-Gele
verwendet. Als GrélRenstandard wurde eine Mischung aus verschiedenen vorgefarbten

Proteinen (New England Biolabs) benutzt.

Trenngel: 12ml 12% (w/v) Acrylamid Sammelgel: 10ml, 5% (w/v) Acrylamid
Acrylamid-Ldsung: 4,8 ml Acrylamid-Ldsung: 1,7 ml
H20: 3,55 ml H20: 4,7 ml
1,5M Tris/HCI, pH8,9: 3,35 mi 0,5M Tris/HCI, pH6,8: 3.4 mi
10% (w/v) SDS: 133,5 ul 10% (w/v) SDS: 99 pl
APS-L6sung: 187 APS-LOsung: 149  ul
TEMED: 13,5 pl TEMED: 10 pl

Die Polymerisation sowohl des Trenngels wie auch die des Sammelgels wurde durch die

Zugabe von APS-L6sung und TEMED ausgelost.

4.5.2 Transfer von Proteinen auf Membranen (WWestern-Blot)

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Kunststoffmembranen
(Immobilon P, Millipore) (Towbinet al, 1979) wurde nach dem ,Semi-dry”-Verfahren
(Kyhse-Anderson, 1984) durchgefiihrt, durch Strommflul3 senkrecht zur Gelebene. Auf drei
mit Transferpuffer getrankte Lagen Filterpapier wurde die Membran, das Gel (nur das
Trenngel) und drei weitere Lagen Filterpapier, die ebenfalls mit Transferpuffer getrankt
wurden gelegt. Entscheidend fir den effizienten Transfer der Proteine auf die Membran ist die
Hydrophobizitat der Membran, die dadurch erhéht wurde, indem sie vor dem Aufbau des

Blots in Methanol getaucht wurde. Dieser Stapel wurde zwischen zwei Graphitelektroden

gepreldt.

Es ergab sich folgender Aufbau:
Elektrode(+)
Drei Lagen Filterpapier in Transferpuffer
Membran

Polyacrylamid-Gel
Drei Lagen Filterpapier in Transferpuffer
Elektrode(-)

Fur den elektrophoretischen Transfer der Proteine wurde das Gerat ,TRANS-BLOT 50
SEMI-DRY TRANSFER CELL ,, der Firma BIORAD verwendet. Es wurde bei 0,8mA/cm2

Gelflache, 1,5h lang geblottet. Nach dem Transfer wurden die Proteine reversibel mit
Ponceau-Rot gefarbt, um die Effizienz des Transfers zu kontrollieren. Die Membran wurde

bis zur vollstandigen Entfarbung mit PBS-Tween-Puffer gewaschen.
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4.5.3 Immunochemische Detektion von auf Membranen transferierten Proteinen (Blake
et al, 1984)

Die Membran wurde nach dem ,Western-Blot” zunachst eine Stunde in Blockierungslésung
geschwenkt, um unspezifische Antikérper-Bindungsstellen abzusattigen. Danach wurde das in
Blockierungslésung verdiinnte Antiserum zugegeben und auf einem Schiitteltisch UN bei 4°C
inkubiert.

Die Membran wurde danach je 10min in Waschpuffer A, Waschpuffer B und wieder in
Waschpuffer A bei RT gewaschen. Die Markierung der gebundenen priméaren AK erfolgte
durch einstindiges Schwenken in, in Blockierungslésung verdinnter, sekundaren
Immunoglobulin-Peroxidase-Konjugat. Die Membran wurde wie beschrieben ein weiteres
Mal gewaschen. Die Detektion der gebundenen AK erfolgte durch Chemolumineszenz mit

dem ,SuperSignal West" von PIERCE nach Angaben des Herstellers.

Waschpuffer A Waschpuffer B Blockierungslésung

10mM Tris/HCI pH7,5 0,2% (w/v) SDS 5% (w/v) Magermilchpulver
0,9% (w/v) NaCl 0,9% (w/v) NaCl in Waschpuffer A

0,05% (v/v) Tween-20 0,5% (v/v) Triton X-100

4.5.4 Farbung von Proteinen mit Coomasie Brilliant Blué

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel in Coomasie-L6sung getaucht und mindestens eine
Stunde inkubiert. Dabei kann das Gel mit Methanol/Essigséure fixiert und gleichzeitig mit
»,Coomasie Brilliant Bluégefarbt werden. Anschliel3end wurde das Gel in einer L6sung aus
Methanol/Wasser/Essigsaure- 4,5:4,5:1 (v/v) bis zur vollstdndigen Entfarbung geschwenkt,
wobei die Losung mehrmals gewechselt wurde. Dabei diffundiert der Farbstoff aus dem Gel,
wahrend er an den Proteinen haften bleibt, die dadurch als sichtbare Banden erscheinen.

Nach vollstandiger Entfarbung wurden die Gele getrocknet.

4.5.5 Trocknen von SDS-Polyacrylamid-Gelen

SDS-Polyacrylamid-Gele, in denea]f>-S-markierte Proteine aufgetrennt wurden, wurden
vor der Exponierung auf einem Film getrocknet. Ebenfalls getrocknet wurden mit
,Coomasié gefarbte Gele in den Fallen in denen ihre Aufbewahrung gewiinscht war.

Dazu wurden die Gele erst in einer Methanol/Wasser/Essigséure (20:70:10 v/v)-L6sung

fixiert, solange bis der Bromphenolblau-Indikator, der im Laemmli-Puffer enthalten ist, Gelb
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wurde, anschlielRend auf zwei Lagen Filterpapier gelegt, mit Haushaltsfolie tlberdeckt und in

einem Geltrockner (Biorad) bei 80°C unter Vakuum getrocknet.

4.5.6 In vitro-Transkription-Translation von klonierter cDNA in Kaninchen-

Retikulocyten-Lysaten

Fur die Produktion und die gleichzeitige Markierung von Proteimentro wurde das TNT

SP6 Coupled Reticulocyte Lysate Systeach den Angaben des Herstellers (Promega)
verwendet. Dazu wurden die entsprechenden cDNA Fragmente in Vektoren kloniert so daf3
sie unter der Kontrolle des Bakteriophagen SP6 Promotors geraten. Verwendetpgudes 1
Vektors, in zirkulargeschlossener Form der als Matrize diente. Bei diesem System produziert
eine SP6-RNA-Polymerase desensé&RNA-Strang, der anschlieRend durch das System zu
Protein translatiert wird. Die Proteine kénnen durch den Einbauajé®{Met (Amersham)
markiert werden. Nach Ablauf der Reaktion wurge der Reaktion mittels SDS-PAGE auf

die Produktion eines Proteins mit dem erwarteten Molekulargewicht hin analysiert. Das Gel

wurde nach der Elektrophorese getrocknet und einem Film fiir 1h bis UN exponiert.

4.5.7 Produktion in E.coli und Reinigung von GST und GST-Fusionsproteinen (Smith
and Johnson, 1988)

Fur die Expression von GST und GST-FusionsproteinenEiooli wurden die
Expressionsvektoren der Reihe pGEX (Pharmacia) verwendet. Diese Vektoren ermdglichen
die Konstruktion einer Fusion mit GST und die Expression des konstruierten Fusionsgens in
E.coli unter der Kontrolle eines chemisch induzierbaren Promotors (tac-Promotor). Dazu
wurden die oben aufgefuhrten Expressionsvektoren in den Protease-deffizaaieBL21-

oder den verbesserten BL21 CodonPlus-Stamm transformiert.

4.5.7.1 Produktion der Proteine in analytischen Mengen

Proteine wurden in analytischen Mengen produziert, um rekombinante Klone zu
identifizieren, die ein Fusionsprotein mit dem erwarteten Molekulargewicht produzieren.
Dazu wurden einzelne Transformanten, in 3ml dYT-G-Medium mit Ampicillin (0l)
suspendiert und UN bei 37°C rotiert. Am nachsten Tag wurden aus jeder Vorkultur zwei 3ml-

Kulturen in dYT-G-Medium mit Ampicillin (10Qg/ml) angesetzt und bis zu einer @Pon
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0,6-0,8 wachsen gelassen. Die Expression des Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von
IPTG-LOsung mit einer EK von 1mM induziert. Dabei wurde jeweils eine der zwei Kulturen
jedes rekombinanten Klons mit IPTG induziert. In der zweiten Kultur, die als Kontrolle
diente, wurde die Protein-Expression nicht induziert. Die Kulturen wurden fir zwei weitere
Stunden bei 37°C inkubiert. Eppendorf-GefaRe wurden mit 1,5ml der Bakteriensuspension
geflllt, die Bakterien wurden durch Zentrifugation (4000Upm, 5min, 4°C) geerntet und in
30Qul eiskaltem PBS resuspendiert. plOdieser Bakteriensuspension wurden dann
entnommen mit 140 2xLaemmli-Auftragspuffer versetzt und 5min bei°@5erhitzt. Nach

kurzer Zentrifugation wurden die Proben auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und durch
Farbung mit Coomasié sichtbar gemacht. Dabei sollte bei den Ansétzen, in denen die
Expression des Proteins induziert wurde, eine prominente Bande erscheinen, die in den

Kontrollansatzen nicht auftreten sollte.

4.5.7.2 Produktion der Proteine in praparativen Mengen

Far die Praparation von GST und GST-Fusionsproteinen wurde aus einer frisch
ausgestrichenen LB-Ampicillin-Platte eine einzelne Kolonie in 50ml dYT-G-Medium mit
Ampicillin (100pg/ml) suspendiert und UN unter Schiiteln (250 Upm) bei 37°C inkubiert. Am
darauffolgenden Morgen wurde die Kultur in 200ml dYT-G-Medium mit Ampicillin
(200ug/ml) 1:10 verdunnt und fur ca. eine weitere Stunde, bis zu eingy, @ 0,6-0,8,

unter Schitteln (250 Upm) bei 37°C inkubiert. Die Protein-Expression wurde durch die
Zugabe von IPTG-L6sung mit einer EK von 1mM induziert und die Kulturen wurden fir drei
weitere Stunden inkubiert. Die Bakterien wurden dann durch Zentrifugation (4000Upm,
10min, 4°C) geerntet und in 10ml eiskaltem MTPBS-Puffer resuspendiert. Durch Sonifizieren
(3x30sec, Branson Cell Disruptor) auf Eis wurden die Bakterien aufgeschlossen. Zelltriimer
und unlysierte Bakterien wurden durch Zentrifugation (12000Upm, 15min, 4°C) entfernt und
der Uberstand mit der zuvor equilibrierten Glutathion-Sepharose-Matrix inkubiert (s.u.).

Equilibrierung der Glutathion-Sepharose-Matrix und Kopplung von GST und GST-

Fusionsproteinen

Verwendet wurde Glutathion-Sepharose 4B nach den Angaben des Herstellers (Pharmacia).
133ul der urspriinglichen Matrix-Suspension wurden entnommen, durch Zentrifugation

(2000Upm, 5min, 4°C) pelletiert und der Uberstand wurde verworfen. Die Matrix wurde mit
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1ml MTPBS-Puffer bei 4°C fur 30min unter langsamem Rotieren inkubiert, erneut
zentrifugiert (2000Upm, 5min, 4°C) und in 30MTPBS-Puffer resuspendiert.

Protein extrakte aus Bakterien (s. 0) wurden mit der equilibrierten Matrix fir 30min bei 4°C
rotiert. Wahrend dieser Inkubationszeit bindet GST bzw. das GST-Fusionsprotein an das, an
die Matrix gekoppelte, Glutathion. Die Matrix wurde anschlieend durch Zentrifugation
(2000Upm, 5min, 4°C) pelletiert und dreimal mit 1ml MTPBS-Puffer gewaschen (15min
Inkubation bei 4°C, Zentrifugation-2000Upm, 5min, 4°C, Verwerfen des Uberstands). Nach

dem letzten Waschschritt wurde die Matrix in iDMTPBS-Puffer resuspendiert.

4.5.8In vitro Protein-Protein-Interaktionstest (GST-,Pull-down’)

In diesem Test wurden die an die Matrix gekoppelten GST bzw. das GST-Fusionsprotein
(s.0.) mit Proteinen inkubiert, die mi]*>-S-Met markiert worden waren. Im Falle einer
Interaktion zwischen dem immobilisierten und dem markierten Protein sollte nach einer
Inkubation, mehrfachem Waschen der Matrix, SDS-PAGE, Trocknen des Gels und
Autoradiographie eine Bande, die dem markierten Protein entspricht, erkennbar sein.

Dabei wurden fil der in Kaninchen-Retikulocyten-Lysaten translatierten, m]t[S-Met
markierten Proteine in 2Q0 Bindungspuffer verdinnt, dem zusatzliclul3normales
Kaninchenserum zugesetzt wurden. Dazu wurdeml 3@r mit GST oder GST-Fusion
beladenen Glutathion-Sepharose-Matrix (s.0.) zugesetzt und UN bei 4°C unter langsamem
Rotieren inkubiert. AnschlieBend wurde die Matrix bei RT viermal mit 1ml eiskaltem RIPA-
Puffer gewaschen (Zentrifugation 2000Upm, 5min, RT, Verwerfen des Uberstands, 15min
Inkubation). Nach dem letzten Waschschritt wurde die Matrix ipl ZxLaemmli-
Auftragspuffer resuspendiert, 5min bei 95°C erhitzt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
einem SDS-Polyacrylamid Gel analysiert. Um die Menge und Reinheit der an der Matrix
immobilisierten Proteine (GST bzw GST-Fusion) zu testen, wurde das Gel mit Coomasie
gefarbt, wahrend die Bindung der]{>-S-Met-markierten Proteine an GST oder GST-Fusion

durch Trocknen des Gels und anschliel3ende Autoradiographie nachgewiesen wurde.

Bindungspuffer RIPA - Puffer

20mM HEPES/KOH pH7,9 10mM Tris/HCI pH7,5
50mM KCI 150mM NaCl

2,5mM MgCI2 1mM EDTA pHS8,0
10% (v/v) Glycerin 0,2% (v/v) NP-40
ImM DTT
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4.5.9 Herstellung eines polyklonalen anti-Mapl-1 Serums

Konstruktion einer Fusion mit einer Hexahistidin-Segquenz

Die Region des Mapl-1 Proteins zwischen den Aminosauren 1528-1634 wurde aufgrund
seines hydrophilen Charakters als Epitop ausgewahlt fur die Herstellung von polyklonalen
Antikérpern. Dazu wurde die entsprechende cDNA-Sequenz miitels PCR amplifiziert und in
den Vektor pRSETB (Invitrogen) alBlamHI/Hindlll-Fragment kloniert. Somit entsteht eine
Fusion von 6 Histidinresten am Aminoterminus des Peptids. Die Richtigkeit des Leserahmens
wurde durch Sequenzierung bestatigt.

Produktion des Peptids in Bakterien

Das hergestellte Fusionsprotein wurde in den coltStamm BL21 (DE3) pLysS
transformiert, der die induzierbare Produktion des Fusionsproteins von einem T7-Promotor
ermdglicht. Fur eine analytische Praparation des Fusionsproteins in Bakterien, um die
Effizienz der Produktion zu testen, wurden Transformanten in 3ml dYT mit zugesetztem
Ampicillin (50pg/ml) und Chloramphenicol (3&/ml) wurden bei 37C bis zu einer O,

von 0,4-0,6 kultiviert. Die Induktion der Proteinproduktion erfolgte durch die Zugabe von
IPTG-L6sung mit einer EK von 1mM. Die Kulturen wurden fur zwei weiteren Stunden bei
37°C unter Schutteln inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien durch Zentrifugation
geerntet (13000rpm, 1min), der Uberstand wurde verworfen und das PelleplireBB@altem

PBS resuspendiert. fiDder Bakteriensuspension wurde mid@Xlaemmli-Auftragspuffer
versetzt und einer SDS-PAGE unterworfen. Durch des Farbung des GelSauihgsié

konnte das produzierte Peptid sichtbar gemacht werden. Um eine fir die Immunisierung von
Kaninchen genligende Menge des Peptids zu erhalten wurde eine analytische Praparation
durchgefuhrt. Dazu wurde eine Ubernachtkultur zu eineg,@®n 0,2 in 200ml dYT
verdinnt und bis zu einer QR von 0,8 wachsen gelassen. Anschliel3end erfolgte die
Induktion der Proteinproduktion mit 1mM IPTG. Es wurde fur drei weiteren Stunden
kultiviert.

Aufreinigung des Peptids

Die Anwesenheit der Hexahistidin-Sequenz ermaglicht die Aufreinigung des Peptids tber
Affinitatschromatographie an immobilisierten Metallionen (IMAC). Fir die Aufreinigung des
Peptids (1528-1634) wurde eine mitNionen beladene Saule eingesetzt (ProB%REsin,
Invitrogen). Die Aufreinigung erfolgte bei denaturierenden Bedingungen. Die Bakterien

wurden durch Zentrifugation (4000rpm, 10min) geerntet, in 10ml Guanidinium-Lysispuffer
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resuspendiert, in ein 15ml Falcon-Gefal3 tberfiihrt und unter langsamen Schitteln fir 10min
bei RT inkubiert. Durch Sonifizieren (2x5sec und 1x10sec, Branson Cell Disruptor) auf Eis
wurden die Bakterien aufgeschlossen. Zelltrimer sowie unlysierte Bakterien wurden durch
Zentrifugation (4000rpm, 15min/@) entfernt und der Uberstand auf eine praparierte Saule
bei #C aufgetragen. (Eine Kunststoffsdule wurde mit 1ml der Matrix (ProBbRésin,
Invitrogen) gefullt, mit 5ml Wasser gewaschen und mit 5ml Bindungspuffer aquilibriert). Die
gesamte Prozedur erfolgte bé&iC4 Nach dem Durchlauf wurde die Matrix 2x mit 5ml
Bindungspuffer gewaschen, anschlieRend mit 5ml Waschpuffer A und 5ml Waschpuffer B.
Die Elution erfolgte durch die Zugabe von 5ml Elutionspuffer in 1ml Schritten wobei das
Eluat jeweils gesammelt wurde. |dl5von jeder Fraktion wurden mit b 2xLaemmli-
Auftragspuffer versetzt und mittels analytischer SDS-PAGE und FarbungQoamasié

wurde untersucht in welcher Fraktion das aufgereinigte Protein enthalten ist. Die restliche
Proteinmenge aus der entsprechenden Fraktion wurde einer SDS-PAGE unterzogen, das Gel
wurde mit ,Coomasié gefarbt und die Proteinbande aus dem Gel ausgeschnitten und in drei
vergleichbaren Stiicken aufgeteilt. Die Polyacrylamid-Sticken wurden zur Immunisierung

von Kaninchen eingesetzt.

Guanidinium Lysispuffer Bindungspuffer

6M Guanidiniumhydrochlorid 8M Harnstoff

20mM Na-Phosphatpuffer pH7,8 20mM Na-Phosphatpuffer pH7,8

500mM NaCl 500mM NacCl
Waschpuffer A Waschpuffer B Elutionspuffer
20mM Na-Phosphatpuffer pH6,0 20mM Na-Phosphatpuffer pH5,3  20mM Na-Phosphatpuffer pH4,0
500mM NaCl 500mM NaCl 500mM NacCl

8M Harnstoff
Die Immunisierung von Kaninchen und die Blutabnahme wurde von der Firma

EUROGENTEC (Herstal, Belgien) durchgefuhrt.

4.5.10. Affinitatsreinigung des polyklonalen Antiserums

Um die Mapl-1 spezifischen Antikdrper zu konzentrieren und aufzureinigen wurde das Serum
aus der letzten Immunisierung einer Affinitatsreinigung unterzogen. Als Substrat wurde die
Proteinregion (1528-1634) verwendet. Um eventuell gegen die Hexahistidin-Sequenz
produzierte Antikdrper zu entfernen wurde das Peptid 1528-1634 in den Vektor pGEX4T-2
kloniert und als Fusion mit GST in Bakterien produziert. Die Produktion, und Aufreinigung

des Fusionsproteins erfolgte wie in Abschnitt 4.5.7. Das aufgereigte Proteiny(gawdfde

105



Material und Methoden

einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend auf eine Kunststoffmembran (Immobilon P,
Millipore) transferiert (s. Abschnitt 4.5.2). Nach dem Farben der Membran mit Ponceau-Rot-
Losung wurde der Teil der Membran der die Proteinbande enthalt ausgeschnitten und in
Blockierungslésung fir 30min bei RT geschwenkt. Das Membranstiick wurde mit 5ml des
Rohserums UN bei°€ unter leichtem Schiitteln inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde
die Membran 3x fur 5min bei RT in TBS gewaschen. Die Elution der gebundenen Antikorper
erfolgte durch die Zugabe von 30@iskaltem und frisch eingesetztem Elutionspuffer auf die
Membran und eine Inkubation von 5min bei RT. Die L6ésung wurde vorsichtig von der
Membran entfernt und mit 3Q0 eiskaltem 1M Tris/HCI| pH8,0 in ein Eppendorf-Gefal
gemischt. Der Elutionsschritt wurde einmal wiederholt. Die antikorperhaltige Losung wurde

aliquotiert und bei -2UC gelagert.

Blockierungslésung Elutionspuffer
5% (w/v) Magermilchpulver 0,2M Glycin/HCI pH2,5
in TBS

4.5.11 Mikrotubuli-Kosedimentationsassay

Das Experiment wurde mit defMicrotubule Associated protein (MAP) Spin-Down Assay
Kit“, (Cytoskeleton, Denver) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurde
Tubulin in Anwesenheit von Taxol nach den Angaben des Herstellgitso zu Mikrotubuli
polymerisiert. Mapl-1 als Fusion mit einem Aminoterminalen Myc-Epitop wurde vom Vektor
pCS2+MTin vitro produziert und in einer 2% Reaktion mit**S-Met markiert (s. 4.5.6). Um
Proteinpréazipitate zu entfernen wurde das hergestellte Protein zentrifugiert (100000g, 30min,
4°C, Beckman Ultrazentrifuge). Jeweils l0des Uberstands wurden mit bzw. ohne
Mikrotubuli mit einer EK von 2nM in Bindungspuffer fir 20min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (100000g, 40min, RT) wurde der Uberstand entfernt und die Pellet-Fraktion

nach den Angaben des Herstellers gewaschen und mittels SDS-PAGE analysiert.

4.5.12 Elektrophoretisches Gelretardationsexperiment §and shift’)

Durch dieses Experiment wird die Bindung von Proteinen an doppelstrangige Oligonukleotide
Uber eine Veranderung der elektrophoretischen Mobilitdt der Oligonukleotide in einem
nativen Polyacrylamidgel nachgewiesen.

Herstellung des Proteins
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Das verwendete Protein (Pax-6) wurde mitielsitro Translation vom Plasmid pSP64Pax-6
in Abwesenheit von radioaktivem Met hergestellt (s. 4.5.6).
Annealing und Markierung der Oligonukleotide fyi**P-dATP

Zur Bildung des doppelstrangigen Oligonukleotids wurden jeweils 5pmol®=ssg und
»Antisensé Oligolukleotids in 5QuI Annealingpuffer in kochendes Wasser zugegeben und
langsam abkuhlen lassen.

Annealingpuffer
10mM Tris/HCI

50mM NacCl
0,1mM EDTA

Das doppelstrangige Oligonukleotid wurde wie folgt mit Polynukleotidkinase (PNK) mit
[y]**P-dATP endmarkiert:

4ul doppelstrangiges Oligonukleotj@iuM]
2ul 10xPNK-Puffer (Roche)

4ul [y]*P-dATP

1ul (1u) PNK (Roche)

ul Wasser

Die Reaktion wurde bei 3T fir 3h inkubiert.

Bindungsreaktion

Die Bindung des Proteins an das markierte Oligonukleotid erfolgte in einem Volumen von
20ul im Bindungspuffer dem zusatzliclud Poly dI-dC (Roche),|ig Lachssperma DNA, als
unspezifische Kompetitor-DNA. Es wurden 0,4pmol des markierten Oligonukleotidguund 1
des hergestellten Proteins eingesetzt. Zur Bindung wurden die Ansatze auf Eis fur 15min
inkubiert. AnschlieRend wurden die Bindungsreaktionen auf ein 6%iges Polyacrylamidgel
ohne mit Auftragpuffer versetzt zu werden aufgetragen.

Bindungspuffer

25mM Hepes/KOH, pH7,9
100mM KClI

12,5mM MgC},

20% (v/v) Glycerol

0,1% (v/v) NP-40

ImM DTT

6% natives Polyacrylamidgel
15ml Acrylamid-L&sung
1,875ml 10xTBE

in 75ml Wasser
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Die Polymerisierung des Gels wurde durch die Zugabe von 1I8Z086APS-L6sung und
120ul TEMED begonnen. Als Laufpuffer diente 0,5xTBE. Elektrophoresiert wurde bei 150V
fur ca. 3h.

Trocknen und Exponierung des Gels

Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel mit einem Whatmanpapier abgezogen und

getrocknet. Die Exponierung eines Rontgenfiims erfolgte UN.

4.6 Zellbiologische und embryologische Methoden

4.6.1 Kultivierung von Séugerzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellinien wurden bet@5% CQ im Brutschrank
kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt und
die Zellen mit 10ml PBS (10cm-Schale) gewaschen. Durch die Zugabe von 3ml (10cm-
Schale) einer Trypsin/EDTA-LOsung (GIBCO, BRL) und ca. 3-minitige Inkubation B& 37
wurden die Zellen vom Untergrund abgeldst. Zu den Zellen wurden 7ml Medium zugegeben,
die Zellsuspension wurde in ein Falcon-Gefal3 uberfihrt und die Zellen durch Zentrifugation
(1000rpm, 5min) pelletiert. Die Zellen wurden anschlief3end in Medium aufgenommen und

mit einer geeigneten Dichte wieder ausgesét.

4.6.2 Lagerung von Saugerzellen

Zur dauerhaften Lagerung von S&augerzellen wurden die Zellen nach Ablésung vom
Untergrund und Zentrifugation (s. 4.6.1) in Medium resuspendiert. Die Zellsuspension ca.
4x1C Zellen/ml wurden 1:1 in 2x Einfriermedium verdinnt und in 1ml Kryoréhrchen
abgefllt. Nach UN Inkubation bei -80 wurden die Zellen in flussigen Stickstoff gelagert.

2XEinfriermedium (12ml)
2ml DMSO

2ml FCS

8ml Medium

4.6.3 Transfektion von Séugerzellen

Zellen wurden in einer Dichte von 2X¥1 2ml Medium in 35mm Schalen ausgesat. Am
darauffolgenden Tag erfolgte die Transfektion der Zellen. Dazu wurde das Lipofectamin-

Reagenz (GIBCO, BRL) verwendet.fdQipofectamin wurden in 10d serumfreies Medium
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verdunnt, ebenfalls in 100 wurden 1-21g Plasmid-DNA verdunnt. Die DNA und das
Transfektionsreagenz wurden miteinander vermischt und zur Bildung von Komplexen 30min
bei RT inkubiert. Zellen wurden einmal mit PBS und einmal mit serumfreiem Medium
gewaschen. Zu den DNA-Lipofectamin-Komplexen wurden 0,8ml serumfreies Medium
gegeben und der Ansatz auf die Zellen aufgetropft. 5-6 Stunden nach der Transfektion wurde

das Medium mit serumhaltigen Medium ersetzt.

4.6.4 Immunfarbung von Saugerzellen

Fur Immunfluoreszenz-Applikationen wurden die Zellen in 35mm Schalen auf sterilen
Deckglaschen (Durchmesser, 13mm) kultiviert. Um eine effiziente Haftung der Zellen zu
ermoglichen wurden die Deckglaschen zuvor fir mindestens 2h mit Poly-L-Lysin Lésung mit
einer EK von 0,1mg/ml behandelt. AnschlieRend wurde die Losung entfernt, zweimal mit
Wasser gewaschen und kurz luftgetrocknet. Die Transfektion der Zellen erfolgte wie in 4.6.3
beschrieben. 36-48h nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
mit 4% PFA/PBS fir 10min bei RT fixiert. Anschlie3end wurden die Zellen 3x fir 5min mit
0,05% Tween-20 in PBS (PBST) gewaschen. Die Zellen wurden durch eine Inkubation mit
0,1% Triton X-100 in PBS fur 10min permeabilisiert. Die Deckglaschen mit den kultivierten
Zellen wurden aus den Schalen entnommen und in einer feuchten Plastikschale auf Parafilm
aufgelegt. Es folgte eine Inkubation mit Blockierungslosung fur 30min-1h und anschliel3end
die Inkubation mit den Primarantikbrpern in der jeweils angegebenen Verdinnung in
Blockierungsldsung (s. 4.3.9) UN beiGt Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen 3x fiir
5min mit PBST gewaschen und es folgte die Zugabe der Sekundarantikdrpern. Nach einer 30-
minutiger Inkubation bei RT wurden die Deckglaschen wie zuvor 3x fur 5min mit PBST
gewaschen und in Mowiol eingebettet.

Bei der Verwendung des Mapl-1 polyklonalen Antiserums wurden die Zellen fir 5min bei -
20°C in MeOH fixiert. Es folgte anschlielend die Inkubation mit der Blockierungslésung und
die Zugabe des Primarantikorpers. Die Detektion des Mapl-1-Proteins in transfizierten Zellen
erfolgte wie oben beschrieben. Fir die Detektion des endogenen Mapl-1 wurde nach der
Inkubation mit dem Primarantikdrper zur Verstarkung des Signals ein Amplifizierungssystem
verwendet. Dazu wurde ein biotinilierter anti-Kaninchen-Antikdrper (Vektor) in
Blockierungslésung zugegeben und fir 30min Inkubiert. Es folgte die Zugabe von Avidin-

Peroxidase (Vectastain ABC-Kit, nach Angaben des Herstellers) und eine Inkubation fur
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20min. Schlief3lich wurde das Substrat Tyramid gegeben, das durch die Aktivitat der
Peroxidase zu einem Fluoreszenz-emittierenden Produkt umgesetZt 8#tiHluorescence
SystemsNEN, nach Angaben des Herstellers). Zwischen den oben aufgefihrten Inkubationen
wurde jeweils fur 5min bei RT mit PBST gewaschen. Eingebettet wurde in Mowiol.

Zur Farbung der Zellkerne wurde DAPI mit einer EK vonu@/ml in PBST mit dem ersten

Waschschritt zugegeben.

Blockierungslésung
5% (v/v) Normales Ziegenserum
in PBST

Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Olympus BX-60 Fluoreszenzmikroskop/digitalen

Kamerasystem (Colorview 12) dokumentiert und mit dem Programm AnalySIS bearbeitet.

4.6.5 Quantitative Messung von Enzymaktivitaten in transfizierten Zellen

COS7-Zellen wurden mit Oy des Plasmids pGAL4(5X)-Luc und steigender Menge des
Plasmids pSG424 bzw. pSG424(1528-1634) transfiziert. Eine konstante Mengepgdds?2
Plasmids pCMV-LacZ wurden bei allen Ansatzen transfiziert und diente als interne Kontrolle
zur Berechnung der Transfektionseffizienz. Bei allen Ansétzen wurde die Gesamtmenge an
transfizierte DNA mit pBSKSI auf 2ug konstant gehalten. Die Transfektion erfolgte mit
Lipofectamin wie in 4.6.3 beschrieben.

48h nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mpiit 100
Lysispuffer Galacto-Light Plu§", TropiX) versetzt. Inkubiert wurde auf Eis fiir 20min. Die
Zellen wurden aus der Platte abgeldst und in Eppendorf-Gefal3e tberfuhrt. Zur vollstandigen
Lyse der Zellen wurde 4-5mal mit der Pipette auf und ab pipettiert. Zelltrimer wurden durch
Zentrifugation (5min, 3000rpm/&) entfernt und der Uberstand aufbewahrt.

20ul des Uberstands wurden fiir die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat mit dem
,Luciferase Assay Systémach den Angaben des Herstellers (Promega) eingesetzt. Die
guantitative Messung defi-Galaktosidase Aktivitat erfolgte mit dem Galacto-Light
Plus’™“-System nach den Angaben des Herstellers (Tropix). Dazu wurdgh des

Zellextrakts eingesetzt.

110



Material und Methoden

4.6.6 Erzeugung transgener Mause (Hogaet al, 1986)

Drei Wochen alte FVB-Weibchen wurden superovuliert durch intraperitoneale Injektion von
4u Gonadotropin (PMS) (Sigma) gefolgt von 4u humanes chorionisches Gonadotropin (HCG)
nach 48h. Fertilisiert wurde durch Verpaarung mit FVB-Mannchen. Am folgenden Tag
wurden Einzell-Embryonen entnommen und mit Hyaluronidase (300mg/ml) von Cumulus-
Zellen befreit. Der mannliche Vorkern wurde mit ca. 2pl DNA/O,1XTE (2ng/ml)
mikroinjiziert. Injizierte Oocyten wurden in scheinschwangere NMRI-Rezipientenmause
retransferiert. Die Rezipientenm&use wurden durch intraperitoneale Injektion von 3u PMS
und nach 48h von 2u HCG synchronisiert und mit vasektomierten NMRI-M&nnchen verpaart.
Der Tag des Retransfers wurde als EO,5 definiert.

Die Identifizierung von transgenen Mausen erfolgte durch Schwanzbiopsie und Southern-
Blot-Analyse (s. 4.4.18). Mapl!t*-Embryonen konnten mit dem Leica MZ-FLIII-
Fluoreszenzbinokular identifiziert und mit dem Kappa-PS30C Digitalkamerasystem

dokumentiert werden.

4.6.71n vivo-Elektroporation von Mausembryonen

NMRI-Weibchen wurden durch zervikale Dislokation getotet und die Embryonen am Tag
E8,0-8,5 in M2-Medium (Sigma), dem FCS mit einer EK von 10% zugesetzt wurde aus den
Uteri isoliert unter Beibehaltung der extraembryonalen Membranen und der Ektoplacenta. Die
Embryonen wurden in einer Plastikschale zwischen zwei Platin-Elektroden und in einem
Tropfen PBS mit konzentrierter DNA-LOsungu@ul in PBS) mit Hilfe einer Glaskapillare
injiziert (Eppendorf Microinjector 5242). Injiziert wurde an verschiedenen Stelen des
Embryos. Die Elektroporation erfolgte unter den folgenden Bedingungen: 3 Pulse, 34Volt,
50msec Pulslange, (BTX, Electro square porator T820). Die elektroporierten Embryonen
wurden in FCS mit 10mM Glukose bei°€75% CQ fur 4h kultiviert. Anschlie3end wurden

die Embryonen in PBS aus den extraembryonalen Membranen befreit, fir 40min in

4%PFA/PBS bei 4C fixiert und zur Herstellung von Gefrierschnitten bearbeitet.

4.6.8 Anfertigung von Gefrierschnitten und Immunfarbung

Elektroporierte Embryonen wurden nach PFA-Fixierung 3x fur jeweils 10 min in eiskaltem
PBS gewaschen, in eiskalten 30%Sukrose/PBS iiberfiihrt und UN ®&nKubiert. Die
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Embryonen wurden in Kryomatrix (Shandon) tberfuhrt und positioniert. Die Blocke wurden
auf Trockeneis abgekuhlt bis die Kryomatrix fest wurde. Gelagert wurden die Blocke bei -
20°C.

Gefrierschnitte wurden mit Hilfe eines Kryostats (Leica) mit einer Dicke vagumlO
angefertigt, auBuperfrostObjekttragern (Menzel) gesammelt und bei RT fur 1h getrocknet.
Die angefertigten Schnitte wurden nach zweimaligem Waschen mit PBST direkt fur die

Immunfarbung eingesetzt wie in (4.6.4) beschrieben.

4.6.9 mRNAIn situ-Hybridisierung

4.6.9.1In situ-Hybridisierung von Ganzpréparaten (,whole—mount)
Das Protokoll wurde nach den Vorgaben in (Wilkinson, 1992), durchgefihrt.
Herstellung der RNA-Sonde

Praparation der Matrizen-DNA

Als DNA-Matrizen fur die Herstellung von RNA-Sonden wurden Plasmide verwendet in
denen cDNA Sequenzen flankiert von Bakteriophagen Promotoren (T3, T7 oder SP6) kloniert
waren. Die Plasmide wurden jeweils stromabwarts des klonierten Inserts linearisiert und mit
der entsprechenden RNA-Polymerase furidigitro Transkription des klonierten Fragments
inkubiert. Somit ist die Herstellung von zwei Sonden fur eine bestimmte DNA-Matrize
moglich. Je nachdem an welcher Stelle das Plasmid linearisiert wird und in welcher
Orientierung die DNA-Matrize transkribiert wird, kann einerseits dartisensé& und
andererseits dersgns&RNA-Strang produziert werden. Deaptisensé&Strang ist in der

Lage mit den endogenen Transkripten zu hybridisieren, wahrendseesé Strang nicht
hybridisierien sollte und als Kontrolle zur Einschéatzung des unspezifischen Hintergrundes
verwendet wurde.

Linearisierung der DNA-Matrize
25ug Plasmid-DNA wurden mit ca. 60u eines geeigneten Restriktionsenzyms in einem

Gesamtvolumen von 2@0 verdaut. Das Plasmid sollte komplett linearisiert werden. Aus
diesem Grund erfolgte die Inkubation mit dem Enzym 4h bis UN. Ein Aliquot wurde auf
kompletten Verdau hin tberpruft; war das nicht der Fall wurde frisches Enzym und Puffer
zugesetzt und das Volumen wurde auf |256rh6ht. Nach vollstandiger Linearisierung
wurden 6,251 0,5M EDTA pH8,0 (EK= 12,5mM) zugegeben und die DNA mit 30BCI

und 30Qul CI extrahiert. Die DNA wurde aus der wassrigen Phase mit Natriumacetat (EK=
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0,3M) und 96% (v/v) EtOH geféllt, durch Zentrifugation prazipitiert, mit 70% (v/v) EtOH
gewaschen, luftgetrocknet und inj@ONVasser resuspendiert. Flr dievitro Transkription
wurde Jul der somit praparierten Matrizen-DNA (entspricht qag)leingesetzt.

In vitro Transkription

Zur Herstellung von Digoxigenin markierten RNA-Sonden wurde der folgende

Transkriptionsansatz auf Eis zusammenpipetiert und fir 2h bei 37°C inkubiert.

1ul linearisierte Matrizen-DNA (fig/ul)

2ul 10x Transkriptionspuffer (Roche)

2ul 10xDIG RNA Labeling Mix (Roche)

0,541 RNasin 40U/ml (Promega)

1ul T3- oder T7-RNA-Polymerase 20W/(Roche)
13,5ul Wasser

Verdau der DNA-Matrize und Aufreinigung der RNA-Sonden

Nach derin vitro Transkription wurde die DNA-Matrize mitp2 RNase freier DNase
(20u/ ) (Promega) verdaut, fur 15min bei “®7. AnschlieRend wurde das Volumen mit
Wasser auf 501 erhoht und die synthetisierte Sonde Uber eiReoheQuant'G-50
Microclumr® (Pharmacia) nach den Angaben des Herstellers von nicht eingebauten
Nukleotiden aufgereinigt. Die Synthese der RNA-Sonde wurde auf ein 1%iges Agarosegel
kontrolliert.

Praparation und Behandlung von Embryonen

NMRI Weibchen wurden UN verpaart und der Tag des Vaginalpropfes wurde als Tag 0,5 der
Embryonalentwicklung angesehen. Embryonen wurden nach dem Toten der Weibchen durch
zervikale Dislokation in kaltem PBS aus den Uteri prapariert und UN in 4%
PFA/PBS—L6sung bei°€ fixiert. Am nachsten Tag wurden die Embryonen grindlich (3x
10min) mit PBT bei 4C gewaschen um die Fixierungslosung vollstandig zu entfernen und
wie folgt Uber eine aufsteigende MeOH Reihe dehydriert:

25% MeOH/PBT, 50% MeOH/PBT, 75% MeOH/PBT, 3x100% MeOH jeweils fur 5min bei
RT. Wenn nicht unmittelbar danach fortgefahren wurde wurden die Embryonen in 100%
MeOH bei -20C gelagert. Zuvor wurden bei E10,5 Embryonen mit einer Insektennadel
Offnungen in den Ventrikel des Telenzephalons und im vierten Ventrikel eingestochen.
Dadurch wird verhindert, dal3 die RNA-Sonde oder die zu deren Nachweis verwendeten

Antikorper in den Ventrikeln eingeschlossen bleiben.
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Die oben aufgefiihrte MeOH Reihe, jetzt in umgekehrter Reihenfolge, wurde im Anschluf3 zur
Rehydrierung der Embryonen verwendet. Dabei wurden die gleichen Zeiten wie bei der
Entwasserung eingehalten. Zum Schlu3 wurden die Embryonen 2x fir 5min in PBT
gewaschen.

Durch eine darauffolgende Behandlung mit 6%igegHutr 30min bei RT wurden die
Embryonen gebleicht. Dabei erhdht sich die Transparenz des Gewebes, etwas das vorteilhaft
ist bei die Dokumentation des Ergebnisses des Experiments. Au3erdem werden,@4rch H
reaktive Gruppen zerstort die unspezifisch mit der RNA-Sonde hybridisieren kénnten. Das
H,O, wurde im Anschluss 3x mit PBT fur jeweils 10min bei RT ausgewaschen.

Um die Permeabilitdt des Gewebes fur die RNA-Sonde zu erh6hen wurde mit Proteinase
K-L6sung behandelt. Die Dauer der Behandlung hangte vom Alter der Embryonen ab. Sehr
junge Embryonen, E8,5 wurden fur 5min, altere, E9,5-E10,5 fur 10min behandelt. Der
Proteinase K Verdau wurde durch eine Inkubation mit frisch angsetztem 0,2% Glycin/PBT
gestoppt. Dabei wurde kurz in PBT gewaschen und zweimal fir 5min in der Glycin—Ldsung
inkubiert.

Glycin wurde durch dreimaliges Waschen in PBT fur 5min entfernt. Da bei diesem Schritt das
Gewebe nach der Proteinase K Behandlung sehr zerbrechlich ist, wurden die Embryonen fur
20min in 4%PFA/PBT, 0,2% Glutaraldehyd refixiert. Gewaschen wurde im Anschlufd 3x mit
PBT flr 5min.

Pré—und Hybridisierung

Zur Prahybridisierung wurden die Embryonen in auf°CO0vorgewarmte
Prahybridisierungslosung tberfuhrt und fur mindestens 1h im Wasserbad®enkobiert.

Zur Hybridisierung wurde die RNA-Sonde (s.0) bef@Gur 10min denaturiert in frische
vorgewarmte Prahybridisierungslosung auf ¢ag/nl verdinnt und mit den Embryonen bei
70°C UN inkubiert.

Waschschritte

Die unten aufgefuhrten Waschschritte dienten dem Ablésen von unspezifischen Hybriden mit
der RNA-Sonde. Dabei wurden die Embryonen zuerst fur 2x30min in Waschpuffer A bei
70°C inkubiert, und fur 10min bei 7C in Waschpuffer A/ Waschpuffer B (1:1 (v/v))
gewaschen. Beide LOsungen wurden zuvor afC70orgewarmt. Nach zweimaligem
Waschen in Waschpuffer B bei RT fur 5min wurden die Embryonen B&i f2if 30min mit
RnaseA (10Qg/ml) in Waschpuffer B inkubiert. Wé&hrend dieses Waschschritts wird
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einzelstrangige RNA und dementsprechend nichthybridisierte RNA-Molekule durch die
Aktivitat der RNaseA abgebaut. RNA-RNA-Hybride bleiben vor der Wirkung der
Ribonuklease geschitzt. RnaseA wurde durch Waschen in zuerst in Losung B fir 5min bei
RT und anschlieRend in Waschpuffer C fir 30min béCeéntfernt.

Antikdrper—Inkubation

Die hybridisierte RNA-Sonde wurde mittels mit alkalischer Phosphatase gekoppelten
anti—-Digoxigenin Antikorpern sichtbar gemacht. Zuvor wurden unspezifische Bindungsstellen
fur die Antikorper abgeblockt. Dies erfolgte durch zweimaliges Waschen in MAB fir 15min
bei RT, Inkubation in 2% BMB (,Blocking Reagent®) von Roche in MAB fur 1h und
schlie8lich in 2% BMB, 20% FCS in MAB ebenfalls fur 1h. Die Inkubation mit den
Antikorpern in einer Verdiinnung von 1:2000 in 2% BMB, 20% FCS in MAB erfolgte UN bei
4°C.

Auswaschen der nicht spezifisch gebundenen Antikérpern

Zu diesem Zweck wurden die Embryonen durch folgende Lésungen nacheinander Uberfuhrt

und bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert.

5min in MAB
5min in MAB
5min in MAB
1hin MAB
1hin MAB
1hin MAB
1hin MAB

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Embryonen kurz mit NTMT gewaschen und UN
in NTMT bei £C inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wird einerseites der pH-Wert fur die
anschlielende Farbereaktion eingestellt, andereseits werden durch die Wirkung von
Levamisol endogene phosphatase Aktivitaten inhibiert.

Farben der Embryonen

Die Farbreaktion erfolgte durch Inkubation der Embryonen in NBT/BCIP Losung (Roche)
wobei durch die Aktivitat der an die Antikorper gekoppelten alkalischen phospatase zur
Bildung eines blauen Niederschlags kommt. Zuvor wurden die Embryonen dreimal fir
jeweils 10min in NTMT inkubiert und anschlieend in die Farbelésung (NBT/BBCIP 1:50
verdunnt in NTMT) tberfuhrt. Die Farbereaktion erfolgte im Dunkeln und ihr Fortschreiten
wurde nach regelméfigen Zeitabstanden kontrolliert. Sobald, sich die Expressionsdoménen

des zu untersuchenden Gens im Embryo intensiv angefarbt wurden, wurde die Reaktion
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abgebrochen und die Embryonen in PBT Uberfuhrt. Die Dauer der Farbereaktion war von der

jeweils verwendeten Sonde abhangig und variierte zwischen 30min und 5h.

Fotographieren

Zur Fotographischen Dokumentation des Ergebnisses dstu Hybridisierung wurden die

Embryonen zuerst in 30% Glycerin/PBT Uberfuhrt fur mehrere Stunden inkubiert und

anschlie3end in 50% Glycerin/PBT. Fotographiert wurde in 80% Glycerin/PBT mit einem

SV11 Binokular von Zeiss.

PBT
in PBS
(Lésung wurde autoklaviert)

Prahybridisierungslésung

50% (v/v) deionisiertes Formamid
5xSSC pH4,5 (aus 20x Stock)

50ug/ml Heparin (aus 50mg/ml Stock)
1% (w/v) SDS

100pg/ml Hefe tRNA (aud0mg/mIStock

50mg/ml Heparin

in Wasser gelost

(L6sung wurde in Aliquots
bei -20°C gelagert)

Waschpuffer A
50% (v/v) Formamid

5xSSC pH 4,5
1% SDS

Waschpuffer C
50% Formamid

2xSSC pH 4,5

10% (w/v) ,Blocking Reagent* (BMB)
BMB (Roche) mit EK von 10% (v/v)

in MAB geldst. Zum vollstandigen Lésen
wurde die Lésung autoklaviert. In Aliquots
bei -20°C gelagert.

Proteinase K-Lésung
aus Proteinase K Stock j(@ul)
mit EK von @@/ml in PBT

20xSSC pH 4,5
3M NacCl

0,3M Naitrat

(pH wurde mit
Zitronensaure auf 4,5 eingestellt)
(Lésung wurde autoklaviert)

_Hefe tRNA

Hefe tRNA (Roche)

mit EK von

10mg/ml in Wasser gel6st und
bei -20°Cgelagert

Waschpuffer B
0,5M NacCl

10mM Tris/HCI, pH7,5
0,1% (v/v) Tween-20

_MAB
100mM Maleinséure
150mM NaCl

pH wurde mit NaOH

auf 7,0 eingestellt

Lésung wurde sterilfiltriert

NTMT
100mM NaCl
100mM Tris/HCI, pH 9,5
50mM MgCl
1% (v/v) Tween-20
2mM Levamisol (frisch zugesetzt)
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4.6.9.2In situ—Hybridisierung auf Paraffinschnitten (Hogan et al, 1986)

Herstellung der RNA-Sonde

Die Praparation der Matrizen DNA fir die vitro—Transkription ist in Abscnitt 6.2.9.1
beschrieben.

In vitro Transkription

Fur diein situ-Hybridisierung auf Paraffinschnitten wurden RNA-Sonden hergestellt in
denen[0]*°S-UTP eingebaut wurde. Der Reaktionsansatz wurde wie folgt auf Eis
zusammenpipetiert und bei 37°C fur 1h inkubiert.

1ul linearisierte Matrizen-DNA (fig/ul)

1ul 10xTranskriptionspuffer (Roche)

1ul ATP / GTP / CTP — Mix (10mM)

2ul [0]3°S-UTP (40mCi/ml) (Amersham)

4ul Wasser

0,511 Rnasin 40Ul (Promega)

0,51l T3- oder T7-RNA—Polymerase 2QU/{Roche)

Verdau der DNA—Matrize und Aufreinigung der RNA — Sonden

Zum Verdau der DNA—Matrize nach Ablauf der Reaktion wurde zum Transkriptionsansatz
1ul Hefe—tRNA (10mg/ml) und |8 RNase freie DNase (2Qu/ Promega) zugegeben und fir
10min bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung der Sonde erfolgte wie im Abschnitt 6.2.9.1
beschrieben Uber eine ,ProbeQuUd@-50 Microclumn®, (Pharmacia). Die aufgereinigte
Sonde wurde zum Schluf3 in 300Wasser verdunnt, dazu wurdenp@5eionisiertes
Formamid und 28 1M DTT gegeben. il der Sonde wurde in 5ml Szintillationslésung
verdiunnt und im Szintillationszahler (Beckman LS 1701) gemessen.

Praparation der Embryonen und Herstellung von Schnitten

Die Praparation der Embryonen erfolgte wie im Abschnitt 6.2.9.1 beschrieben. Sie wurden
UN in 4% PFA/PBS-L6sung fixiert. Am nachsten Tag wurden die Embryonen in einem

Einbettautomat (Chandon) nach folgendem Programm dehydriert:

1h PBS
1h 0,86% NaCl
1h 70% Ethanol

1h 80% Ethanol

1h 90% Ethanol

1h 95% Ethanol

1h 100% Ethanol

2h 100% Isopropanol
1h Toluen
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2h Paraplast Plus (60°C)
10h Paraplast Plus (60°C)

Nach der Dehydrierung wurden die Embryonen in der gewlnschten Orientierung in Paraffin
(Paraplast Plus) eingebettet und bis zur Herstellung der Schnitte bei 4°C gelagert.

Zur Herstellung von Schnitten wurde der in Paraffin eingebettete Embryo in ein Mikrotom
(Reichert-Jung, Biocut, 2035, Leica) eingespannt und geschnitten. Es wurden 8mm dicke
Schnitte angefertigt die anschlieBend auf die Wasseroberflache eines ca. 40°C warmen
Wasserbads gelegt wurden und von dort auf einen Objekttrager aufgenommen wurden. Bis
zur Anfertigung aller Schnitten wurden die Schnitte-tragenden Objekttrager auf eine 37°C
Warmeplatte gelegt. Die Schnitte wurden UN bei 37°C getrocknet, den darauffolgenden Tag
bei RT und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Hybridisierung
Vor der Hybridisierung muf3ten die Objekttrager mit den Parafinschnitten entparaffiniert und

die Schnitte fur die Hybridisierung vorbereitet werden. Dazu wurden die Schnitte auf den

Objekttragern folgender Prozedur unterzogen:

Xylol 10 min
Xylol 10 min
100% EtOH 2 min
95% EtOH 2 min
90% EtOH 2 min
80% EtOH 2 min
70% EtOH 2 min
50% EtOH 2 min
30% EtOH 2 min
Saline (0,86% w/v NaCl) 5 min
PFA/PBS 20 min
PBS 2 min
PBS 2 min
Proteinase K-Mix 7 min
PBS 5 min
Acetylierungs-Mix 10 min
PBS 5 min
Saline (0,86% w/v NaCl) 5 min
30% EtOH 2 min
50% EtOH 2 min
70% EtOH 2 min
80% EtOH 2 min
90% EtOH 2 min
95% EtOH 2 min
100% EtOH 2 min

Anschlie3end wurden die Schnitte fur ca. 1h bei RT vor dem Auftragen der markierten RNA-

Sonde luftgetrocknet.
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Die RNA-Sonde wurde mit dem Hybridisierungspuffer auf 5x104 ppr@rdinnt. Vor dem
Auftragen wurde die verdiinnte Sonde 2min bei 80°C erhitzt. Auf jedem Schnitt wurden ca.
4ul der verdunnten Sonde aufgetragen und mit einem Deckglaschen (15x20 mm)
luftblasenfrei abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte UN bei 50°C in einem dicht
abgeschlossen Plastikkasten, der durch zwei auf dem Boden des Kastens liegende Lagen
Filterpapier feucht gehalten wurde. Das Filterpapier war zuvor mit einer Losung aus 50%(v/v)

deionisiertem Formamid und 2xSSC getrankt worden.

10xHybrisierungssalz Hybridiserungspuffer
0,2% (w/v) PVP 1xHybridisierungssalz
0,2% (w/v) Ficoll 50% (v/v) Formamid
0,1M Tris/HCI, pH8,0 0,AM DTT
50mM EDTA, pH8,0 10% Dextransulfat
0,1M Natrium-Phosphatpuffer, pH6,8
3M NacCl

Waschen

Die Objekttrager wurden in einem Halter einsortiert und zunachst in einer Losung aus 5xSSC,
50% (v/v) deionisiertem Formamid, 0,14% (vBMercaptoethanol bei 50°C fir 20min und

dann in 2xSSC, 50% (v/v) deionisiertes Formamid, 0,14% @#Mercaptoethanol bei 60°C

fur 20min unter leichtem Schutteln gewaschen.

Wahrend dieser Waschschritte sollten die Deckglaschen abfallen. AnschlieRend wurden die
Objekttrager bei 37°C zuerst zweimal fir 5min in NTE-Puffer, dann fir 30min in NTE-Puffer
dem zusatzlich RNaseA zu einer EK vornug0nl zugesetzt wurde, und fir 30min wieder in
NTE-Puffer gewaschen.

AnschlieBend wurde erneut 20min bei 60°C in 2xSSC, 50% (v/v) deionisiertem Formamid,
0,14% (v/v) b-Mercaptoethanol gewaschen, dann 30min bei 60°C in 2xSSC und 30min bei
60°C in 0,1xSSC.

Wahrend dieser stringenten Waschschritte werden einerseits durch die hohe Temperatur und
andereseits durch die absinkende Salzkonzentration unspezifische Hybride abgeltst, so dal3
schlie3lich nur die spezifischen RNA-RNA-Hybride zwischen der Sonde und der endogenen
MRNA erhalten bleiben.

Die Schnitte wurden anschlie3end in einer Reihe steigender EtOH-Konzentrationen (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%) dehydriert. Um die Starke des Signals und den Ausmalf}

des unspezifischen Hintergrunds beurteilen zu kénnen, sowie um einen ersten Eindruck tber
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das Expressionsmuster des untersuchten Gens zu bekommen, wurde ein Film auf die Schnitte
aufgelegegt und UN exponiert.

Exponieren, Entwickeln und Farben

Die Objekttrager wurden in volliger Dunkelheit nacheinander in 10ml einer 1:1 Losung aus
Kodak NTB-2 Flussigfilm und Wasser getaucht, die zuvor in einem 42°C-Wasserbad
vorgewarmt und in einer ebenfalls vorgewarmten ,dipping”-Kuvette dberfihrt wurden. Sie
wurden dann in eine dunkle Kammer gestellt und getrocknet. Anschlie3end wurden sie
wieder in volliger Dunkelheit aus der Kammer entnommen, in eine Plastikbox tbertragen die
mit Klebeband versiegelt und mit Alufolie eingehllt wurde. Die Objekttrager wurden so bei
4°C im Dunkeln ca.7-12, in der Regel 10 Tage exponiert.

Entwicklung

Die verwendeten Losungen wurden zuvor auf eine Temperatur von 18°C abgekihlt und es
wurde in volliger Dunkelheit gearbeitet. Die Objekttrager wurden zun&chst 3min in einer
16%ige (w/v) Kodak D-19 Entwickler-Losung entwickelt, in einer 1%igen (v/v)
Essigsaurelosung fur 1min inkubiert, in einer 30%igen (w/v) Natriumthiosulfat-Losung fir
3min fixiert und mehrmals, nun bei Licht, mit H20O gewaschen.

Farben

Um Gewebe- und Zellstrukturen auf dem Schnitt erkennbar zu machen, wurden die
Obijekttrager im AnschluR 30min lang in Giemsa-Farbelosung inkubiert. Uberfliissige
Farbelosung wurde durch Spilen mit Leitungswasser entfernt. Die Objekttrager wurden dann
luftgetrocknet und mit einem, mit EinschluBmittel (Eukitt) beschichteten, Deckglaschen
luftblasenfrei eingedekkelt. Photographien wurden mit einem Zeiss Axiophot im Hell- und

Dunkelfeld gemacht.

4.6.10 Chromosomale Kartierung mittels Fluoreszenm situ-Hybridisierung (FISH)
(Henget al, 1992, Heng and Tsui, 1993)

Die Methode der FISH wurde von der Firma ,SeeDNA* (Ontario) angewandt um die
chromosomale Lokalisation desapl-:-Gens zu ermitteln. Dazu, diente ein 14kb langes
genomisches Fragment das das erste Exon des Gens umfasst als Sonde verwendet. Die Sonde
wurde mit biotiniliertem dATP markiert und zur Hybridisierung mit Mauschromosomen

inkubiert. Das Hybridisierungssignal wurde anhand von emitierter Fluoreszenz detektiert. Die
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Identifizierung der Chromosomen erfolgte anhand der Banderung die nach der Farbung des
Chromatins mit DAPI entsteht. Um das Gen genauer auf das Chromosom zu lokalisieren

wurde das Mittel aus 10 Aufnahmen bericksichtigt.
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5. Zusammenfassung

Pax-Proteine spielen eine Schlisselrolle bei der Spezifizierung und Differenzierung von
Zelltypen wéhrend der Embryonalentwicklung. Trotz der ahnlichen Struktur und DNA-
Bindungsmodus der fir alle Pax-Proteine charakteristische Paired-Domé&ne sind sie in der
Lage, verschiedene genetische Programme wahrend der Entwicklung zu steuern. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Protein charakterisveAR;like I' (Mapl-1), das

als Interaktionspartner von Pax-6, demaster control protethder Augenentwicklung,
identifiziert wurde. Die Analyse des Expressionsmustersmapl-1ergab einen hohen
Grad an Uberlappung mit détax-6-Expression, insbesondere wahrend der friihen
Entwicklungsstadien. Ahnlich wiBax-6ist mapl-1auch bei anderen Spezies konserviert
und stellt das erste Mitglied einer neuen Protein-Familie dar. Bei der Wechselwirkung
zwischen Pax-6 und Mapl-1 konnte zum ersten Mal die aminoterminale (PAI) Untereinheit
der Pax-6-Paired-Doméne als Protein-Protein-Interaktionsmotiv identifiziert werden. Eine
zweite in dieser Arbeit untersuchte Eigenschaft von Mapl-1 ist seine Fahigkeit spezifisch
mit den zellularen Mikrotubuli zu interagieren und entscheidend ihren dynamischen
Polymerisationszustand zu beeinflussen. Diese Fahigkeit von Mapl-1 sowie die
Anwesenheit einerbona fidé Mikrotubuli-bindenden Domane im Carboxyterminus des
Proteins etablieren Mapl-1 als ein neues Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP). Es
konnte gezeigt werden, dal? Mapl-1 in der Lage ist eine partielle Retention von Pax-6
aul3erhalb des Zellkerns an den Mikrotubuli hervorzurufen. Weiterhin kann Mapl-1 in den
Zellkern transportiert werden und besitzt zusatzlich transkriptionsaktivierende
Eigenschaften. Diese Eigenschften des Proteins in Verbindung mit seiner potentiellen
Rolle als Pax-6-Inhibitor auf der Ebene der DNA-Sequenzerkennung durch die Paired-
Domaéne, liefern neue Einblicke in der Regulation der Funktion oder/und der Dosis von
Pax-Proteinen. Die vorliegende Arbeit stellt zum ersten Mal eine Verbindung zwischen

dem Cytoskelett und der Regulation der Aktivitat der Pax-Proteinen her.
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