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Einleitung

1. Einleitung

Eukaryoten besitzen von Membranen umschlossene funktionelle Einheiten, die Organellen,
wodurch eine Organisation in einzelne Kompartimente und somit eine Trennung
biochemischer Reaktionen voneinander gewihrleistet wird (Mellman und Warren, 2000). Das
groBte Membransystem in der Zelle ist das Endoplasmatische Retikulum (ER), das teilweise
mit Ribosomen (raues ER) besetzt ist. Hier werden neue Proteine gebildet, die wihrend der
Translation in das Lumen zuriicktransportiert werden, wo sie gefaltet, ggf. glykosyliert und
einer Qualitdtskontrolle unterzogen werden. So erfolgt eine Lipid-, Cholesterol- und Steroid-
Synthese, Detoxifikation, Calcium-Regulation und die Segregation von Kernkomponenten
aus dem Zytosol (Pahl, 1999; Pfeffer, 2003).

Die neu synthetisierten Proteine werden an Ribosomen-freien Arealen, auch als
Ubergangselemente (TE = ,transitional elements) oder ERES (,,ER export sires®)
bezeichnet, entlassen und gelangen auf dem sekretorischen Weg iiber die VTCs (,,vesicular
tubular clusters), auch ERGIC (,,ER-Golgi intermediate compartment®) genannt, wo ein
weiterer Sortierungsschritt geschieht, in den Golgi Apparat (Saraste und Svensson, 1991;
Bannykh et al., 1996; Presley et al., 1997; Martinez-Menarguez et al., 1999; Klumperman,
2000a; Klumperman, 2000b; Barlowe, 2002). So fungiert der Golgi Apparat als das zentrale
Sortierungselement in eukaryotischen Zellen, gelegen an dem Schnittpunkt des exo- und
endozytotischen  Transportweges (Jackson, 2003; Short et al., 2005). Eine
Subkompartimentisierung des Golgi Apparates, resultierend in polarisierten cis, medial und
trans angeordneten abgeflachten Zisternen, mit einem dem ER zugewandten cis-Golgi
Netzwerk (CGN) und dem gegeniiberliegenden trans-Golgi Netzwerk (TGN), ermoglicht
stufenweise effektive Glykosylierungen (Farquhar und Palade, 1981; Griffiths und Simons,
1986; Schweizer et al., 1988; Allan et al., 2002; Puthenveedu und Linstedt, 2005). Diese
posttranslationalen Modifikationen ermdéglichen eine exakte Sortierung im TGN und die
Proteine werden entsprechend ihrer Destination zum weiteren Transport verpackt. Hierfiir ist
die Aufrechterhaltung des ER und des Golgi Apparates sowie der Transport zwischen beiden
Organellen unerlésslich, um das Gleichgewicht in der Zelle zu erhalten (Ward et al., 2001).

1.1. Vesikularer Transport in eukaryotischen Zellen

Neu synthetisierte Proteine werden auf dem sekretorischen Weg, auch Exozytose genannt, bis
hin zu Lysosomen, bzw. der Plasmamembran gebracht, wobei die Endozytose, iiberwiegend
von Endosomen vermittelt, eine Aufnahme von Substanzen aus der Umgebung iiber die
Plasmamembran gewihrleistet (Burgoyne und Morgan, 2003). Dieser dynamische
konstitutive Transport bedarf keiner externer Stimuli, muss aber exakt reguliert werden, um
die zelluldre Organisation aufrechtzuerhalten. Hierzu gehoren die selektive Sortierung des
Cargomaterials in einzelne Vesikel und die Kontrolle der Transportrichtung, sowie die
Spezifitit der Anheftung und der Fusion an die entsprechende Membran (Palade, 1975). Die
Koordination einzelner sekretorischer Schritte trigt wesentlich zum Gleichgewicht, bzw. zu
einem stabilen Zustand der Morphologie der Zellkompartimente bei (Segev, 2001). Einer der
effektivsten Ansdtze war die Studie der Sekretion in Saccharomyces cerevisiae, indem
Proteine in genetischen ,,screens® auf Mutanten mit Defekten in der Sekretion untersucht
wurden. Entsprechend erhielten die Proteine die Bezeichnung Sec und wurden der
Reihenfolge nach durchnummeriert (Novick et al., 1981). Unser heutiges Verstindnis von
zellularen Membranen als hochdynamische Strukturen und von den einzelnen antero- und
retrograden Transportprozessen in eukaryotischen Zellen bedarf, trotz enormer Fortschritte
der Wissenschaft, weiterer Aufklarung (Pelham und Rothman, 2000; Tuvim et al., 2001).
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Einleitung

Die folgende Abbildung 1.1 verdeutlicht den vesikuldren Transport zwischen den einzelnen
Organellen in Abhédngigkeit der gebildeten Vesikel-Proteinhiillen.
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Abb. 1.1: Intrazellulirer Transport

In einer Zelle laufen geregelte Transportprozesse ab, die in den sekretorischen, lysosomal/vakuoldren und
endozytotischen Weg eingeteilt werden konnen. Die einzelnen Transportschritte, dargestellt durch Pfeile, werden
durch die Ausbildung einer Proteinhiille spezifiziert, welche die Bildung und selektive Aufnahme des
Transportguts dirigiert (Kirchhausen, 2000; Bonifacino und Lippincott-Schwartz, 2003). So befindet sich die
Clathrin-Hiille (gelb) an Vesikeln der Plasmamembran, des trans-Golgi ,,networks* (TGN) und der Endosomen.
COPII (blau) bedeckte Vesikel vermitteln den Transport vom ER zum ER-Golgi ,intermediate compartment®
(ERGIC) oder zum Golgi Apparat. Der Proteinhiillkomplex COPI (rot) ist in den intra-Golgi Transport und den
retrograden Transport involviert. (aus: Bonifacino und Glick, 2004).

Die Bewegung von Cargomolekiilen in Zellen geschieht grofitenteils in Transportvesikeln, die
von evolutiondr konservierten Hiillproteinen gebildet werden. Man unterscheidet zwischen
den COPI und II ,,coats*, Clathrin und Caveolin (Antonny und Schekman, 2001; Stephens
und Pepperkok, 2001; Lafer, 2002; Barlowe, 2003; Williams und Lisanti, 2004). Damit die
Vorginge akurat ablaufen, darf jeder ,,coat* nur an bestimmten Vesikeln akkumuliert werden
und diese werden dann, gesteuert durch Motorproteine und Anheftungsfaktoren, gezielt an die
entsprechende Membran geliefert (Munro, 2004). Entscheidend hierbei ist die Auflosung der
Proteinhiille (,,uncoating®), um folgend eine Membranfusion zu erméglichen (Bonifacino und
Glick, 2004). Zwei grofle Proteinfamilien nehmen bei der Regulierung des Vesikeltransports
eine wichtige Funktion ein, die Rab GTPasen und die SNAREs (,,soluble N-ethyl-maleimide-
sensitive factor attachment protein receptor®) (Seabra et al., 2002; Deneka et al., 2003; Hong,
2005). Da die Rab GTPasen einen Hauptaspekt dieser Arbeit darstellen, werden sie im
Kapitel 1.2. ,,Rab GTPasen‘ noch genauer beschrieben.

Der vesikuldre Transport beinhaltet 4 Schritte: Bildung eines Vesikels an der Donormembran
(,,budding*), Transport, die Anndherung und die Anheftung (,tethering* und ,,docking) an
die Zielmembran sowie die Verschmelzung (,,fusion*) (Tuvim et al., 2001; Zerial und
McBride, 2001; Bonifacino und Glick, 2004).
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Ein vereinfachtes Schema, welches die grundlegenden Schritte des vesikelvermittelten
Transportes verdeutlicht, ist der Abbildung 1.2 zu entnehmen.

('
Budding 7
~—
TN e —~ Abb. 1.2: Modell des vesikuliiren Membrantransports
""" e Im ersten Schritt der Vesikelbildung an der Donormembran
(,,budding*) wird eine kleine GTPase (*) an die Membran rekrutiert
Transport Cj" — und dirigiert Vesikel-assoziierte SNAREs (v-SNAREs;—) und
d Cargomolekiile an den sich formenden “coat”. Durch diese
~ = Aufkonzentrierung wird die Membran immer stirker gebeugt, bis
=) (& der Vesikel geformt und abgeschniirt wird. Nach der Abschniirung
dissoziiert der ,coat“ ab und das Vesikel wird durch das
Tethering Cj_%: Zytoplasma mittels Diffusion oder direkten Transport tlw. durch
rd Interaktion von Rab Effektorproteinen (2) mit Elementen des
L, & Zytoskeletts (--) weitergeleitet. Wiéhrend der Anndherung
- ~ (,,tethering®) heften sich groBe Komplexe elongierter Proteine
(<) unter Regulation von Rab GTPasen locker an die
) Zielmembran. In der Anheftungsreaktion (,,docking®) formen ein
Docking Q v- und drei t-SNARES ein paralleles 4-Helix Biindel und sorgen so
% fir die Anndherung und anschlieBende Fusion der Membranen
~ (,,fusion®). (aus: Tuvim et al., 2001)
-\
Fusion
~J

Im ersten Schritt, dem so genannten ,,budding®, wird ein ,,priming complex* aus einer kleinen
GTPase, Membranproteinen, wie z.B. den v-SNAREs und Untereinheiten der Vesikelhiille
geformt (Springer et al., 1999). Fiir einen Riicktransport der ER Proteine, gekennzeichnet
durch die KDEL Sequenz, und insbesondere der Transportmaschinerieproteine zum ER sind
Vesikel zustdndig, die eine andere Hiille tragen (Pelham, 1990). In diesem Zusammenhang
konnte eine Interaktion zwischen der zytoplasmatischen Domidne KKXX von
Membrancargoproteinen, welche ebenfalls ein Motiv fiir die Riickholung in das ER sind, und
der y-Untereinheit des COPI Komplexes beschrieben werden (Cosson und Letourneur, 1994;
Harter et al., 1996). COPI ist ein heptamerer Coatomer-Komplex, der mitunter aus der kleinen
GTPase Arfl besteht und der den retrograden Transport vermittelt, der selektiv Proteine vom
cis-Golgi zum ER recycelt (Waters et al., 1991; Orci et al., 1993; Rothman und Wieland,
1996; Gaynor et al., 1998). Zusitzlich iibernehmen die Arf Proteine eine Rolle im intra-Golgi
Transport und sind zustdndig fiir die Struktur des Golgi Apparates von Sidugetierzellen
(Duden, 2003).

Anhand einzelner Beispiele konnte gezeigt werden, dass der Golgi-ER Transport, vermittelt
durch kleine GTPasen, in Abhingigkeit vom Zytoskelett steht (Pfeffer, 1999; Chen und
Scheller, 2001; Zerial und McBride, 2001). So konnte z.B. eine Interaktion von Rabkinesin-6,
einem ,.kinesin-like protein®, bzw. der humanen Form RB6K/Rab6-KIFL und dem GTP-
gebundenen Rab6 Protein gezeigt werden (Martinez et al., 1997; Echard et al., 1998; Hill et
al., 2000; Fontijn et al., 2001). Unsere Arbeitsgruppe konnte neue Rabl spezifische
Interaktionspartner, MICAL 1-3 beschreiben (Weide et al., 2003; Fischer et al., 2005). Eine
Behandlung von Zellen mit Nocodazol, das die Depolarisation von Mikrotubuli bewirkt,
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fiihrte zur Dispersion des MICAL Signals, so dass zum ersten Mal ein Zusammenhang
zwischen Rab1 und dem Zytoskelett beschrieben werden konnte (Fischer et al., 2005).

Die initiale Erkennung von Vesikel- und Zielmembran wird durch Anheftungsfaktoren, wie
,coiled-coil*“ Proteinen, und groBen Proteinkomplexen vermittelt. Zu den ,,coiled-coil*
Anheftungsproteinen, die im ER zum Golgi und intra-Golgi Transport involviert sind,
gehoren Usolp/pl15, GM130, Giantin und Golgin-84 (Lupashin und Sztul, 2005). Da sie als
Rabl Interaktionspartner beschrieben werden konnten, wird im Kapitel 1.6. ,,Rabl
Effektoren* niher auf sie eingegangen. TRAPPI/II (,transport protein particle®) und COG
(,,conserve oligomeric Golgi complex) sind zwei Komplexe, bestehend aus zahlreichen
Untereinheiten, die ebenfalls beim ER-Golgi und intra-Golgi Transport eine Rolle spielen
(Sacher et al., 1998; Ungar et al., 2002; Oka und Krieger, 2005). Am Transport von den
Endosomen zum TGN ist Golgin97 beteiligt und EEA1 (,,early endosome antigen 1) am
endosomalen Weg (Christoforidis et al., 1999; Lu et al., 2004). Zusitzlich sind der HOPS
(,.,homotypic fusion and vacuole protein sorting) und der GARP (,,Golgi-associated
retrograde protein) Komplex in den TGN-endosomal-vakuoldren Transport in der Hefe und
der Exocyst Komplex in die Fusion mit der Plasmamembran involviert (Guo et al., 1999;
Conibear und Stevens, 2002; Hsu et al., 2004). Wihrend also die Vesikelbildung und die
Cargo-Auswahl von der Proteinhiille vermittelt werden, hingt die Vesikelanheftung und die
Verschmelzung der Membranen von den SNARE Proteinen ab (Bonifacino und Glick, 2004;
Ungermann und Langosch, 2005). SNARE Proteine wurden zuerst in neuronalen Zellen, wo
sie eine notwendige Komponente der Fusion synaptischer Vesikel mit der prasynaptischen
Membran darstellen, und parallel als Komponenten des sekretorischen Weges in Hefezellen
gefunden (Bennett und Scheller, 1994; Rothman, 1994). SNARE:s sind kleine integrale sowie
auch periphere Membranproteine mit einer hydrophoben ,,coiled-coil Domine und einem
evolutiondr konserviertem SNARE Motiv von ca. 60 Aminosaureresten (Sollner et al., 1993;
Weimbs et al., 1997). Die distinkte Lokalisation der verschiedenen SNAREs an bestimmte
Membrankompartimente  spezifiziert die Anheftungs- bzw. Fusionsreaktion des
ankommenden Vesikels mit der Zielmembran (Advani et al., 1998; Chao et al., 1999; Duman
und Forte, 2003). So werden SNARE Proteine funktionell in einem Modell in zwei Gruppen
eingeteilt, die v-SNARES (,,vesicular), die am ankommenden Vesikel prisentiert werden
und t-SNARE:s (,.target*), die an dem Zielkompartiment lokalisiert sind. Zum Teil kann dieses
Modell variieren, da v-SNAREs ebenso an der Zielmembran und t-SNAREs am Vesikel
existieren konnen (Kee et al., 1997). Die Bezeichnung ,,v-,, und ,t-,, bezieht sich auf
heterotypische Fusionsereignisse und trifft so nicht auf homotypische Fusionen zu.
Entsprechend wurden SNARESs in Abhingigkeit des Aminosaurerestes in der alpha-Helix, die
an der Fusion beteiligt ist, neu in Q- (Glutamin) und R- (Arginin) SNAREs klassifiziert
(Fasshauer et al., 1998; Tishgarten et al., 1999; Antonin et al., 2000; Ungar und Hughson,
2003). Basierend auf der Strukturhomologie und der Doménenstruktur wurden die bekannten
SNARE Proteine als Mitglieder der VAMP (V-SNARE), Syntaxin und SNAP-25 (zwei t-
SNARESs) Familie eingeteilt (Chen und Scheller, 2001).

Typischerweise wird ein energetisch giinstiger SNARE-Komplex aus vier SNAREs, drei Q
und ein R, gebildet (Sutton et al., 1998; Tuvim et al., 2001). Dadurch werden beide
Membranen reilverschlussartig zueinander gezogen und Energie fiir die Umformung des
Lipid-Bilayers wihrend der Fusion bereitgestellt (Puthenveedu und Linstedt, 2005). Nach der
Fusion beider Membranen entsteht der cis-SNARE Komplex in dem Zielkompartiment
(Hong, 2005). In vitro ist eine minimale Fusionsmaschinerie, der stabile SNAREpin Komplex
notwendig, der zwischen Q- und R-SNAREs geformt wird, wobei in vivo weitere Proteine
benotigt werden (Weber et al., 1998). Kiirzlich konnte eine neue Gruppe, die ,,inhibitory class
of SNAREs“ i-SNARE:s, beschrieben werden, die inkorrekte Fusionen verhindert (Antonin et
al., 2002; Short und Barr, 2004; Varlamov et al., 2004).
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Direkt nach der Fusion dissoziieren die SNARE Proteine, um fiir weitere Vorginge wieder
frei zu sein. Da der SNARE Komplex jedoch durch zahlreiche nicht-kovalente
intermolekulare Wechselwirkungen sehr stabil ist, werden weitere Proteine und eine Zufuhr
von Energie bendtigt, um diese Dissoziation zu bewiltigen. Fiir diese Regeneration der
SNARE Proteine werden der ATPase N-ethylmaleimid sensitive Faktor (NSF) und die
SNAPs (,,soluble NSF attachment proteins*) benotigt (Sollner et al., 1993; Acharya et al.,
1995; Nichols und Pelham, 1998). NSF assoziiert mit Hilfe von drei a-SNAPs an den SNARE
Komplex und es bildet sich ein so genannter 20 S Komplex (Hohl et al., 1998). NSF
hydrolysiert ATP, um so geniigend Energie bereitzustellen, wodurch sich sowohl der 20 S
sowie der cis-SNARE Komplex 16sen und die endgiiltige Verschmelzung beider Membranen
vollzogen wird (Malhotra et al., 1988; Clary et al., 1990; Sudhof et al., 1993).

Es konnte allerdings gezeigt werden, dass eine Neurotoxin bedingte Spaltung von SNAREs
an Synapsen keinen Effekt auf die Vesikel Anheftung hat, so dass postuliert wird, dass eher
Rabs sowie auch Anheftungsfaktoren den ersten Membrankontakt vermitteln und SNARE
Proteine die spéten Schritte der Membranfusion katalysieren (Hunt et al., 1994; Schiavo et al.,
2000).

Als eine weitere Komponente, welche die Spezifitit der spiten Schritte der Membranfusion
reguliert, kann die Secl/Muncl8 Familie (SM) angesehen werden, wovon die meisten
Proteine eine hohe Affinitit zu dem SNARE Protein Syntaxin aufweisen (Pevsner et al.,
1994; Toonen und Verhage, 2003; Weimer und Richmond, 2005). Bis dato konnte den SM
Proteinen keine genaue Rolle zugewiesen werden. Aus der Beobachtung jedoch, dass hoch
homologe Proteine des gleichen Transportweges durch die entsprechenden anderer Spezies
ersetzt werden konnen, nicht aber durch SM Proteine anderer Transportwege der gleichen
Spezies, wurde postuliert, dass sie in distinkten Transportvorgéingen eine entscheidende hoch
spezifische Rolle spielen (Gengyo-Ando et al., 1996).

1.2. Rab GTPasen

Rab Proteine bilden eine Unterfamilie der Superfamilie regulatorischer GTP-Hydrolasen (G
Proteine), welche in drei Gruppen kategorisiert werden konnen: kleine monomere G-Proteine,
die eine Homologie zu dem Ras Protein aufweisen, G Proteine, die eine Rolle in der
ribosomalen Proteinsynthese einnehmen, wie der Elongationsfaktor Tu, und die o-
Untereinheiten (G,) der heterotrimeren G Proteine (Bourne et al., 1991; Wennerberg et al.,
2005).

Die Richtlinien zur Einteilung der Ras-dhnlichen GTPasen wurden in der FASEB Konferenz
festgesetzt, so dass die Superfamilie in folgende fiinf Familien eingeteilt werden kann: Ras,
Rho/Rac, Rab, Arf und Ran, wobei die Rab/Ypt Proteine den grofiten Zweig darstellen (Kahn
et al., 1992; Lazar et al., 1997; Novick und Zerial, 1997; Olkkonen und Stenmark, 1997). In
den frithen 80er Jahren wurden Rab/Ypt GTPasen als Proteine identifiziert, die eine
Homologie von 30-40 % zu dem Ras Onkogen aufweisen. Das erste beschriebene Mitglied
der Rab Familie war das Hefeprotein Sec4, welches als Paradigma fiir die Funktion der Rab
GTPasen in Vesikelanheftungsvorgingen steht (Salminen und Novick, 1987; Zahraoui et al.,
1989). Im Allgemeinen kennzeichnet diese Proteinfamilie das niedrige Molekulargewicht von
ca. 20-40 kD und die Moglichkeit, als molekulare Schalter biochemische Vorgédnge in Zellen
zu steuern (Takai et al., 2001).

Die Anzahl der Mitglieder der Rab Familie korreliert mit der evolutionir bedingten, erhohten
Membran-Komplexizitit der Organismen, in denen sie vorkommen: Schizosaccharomyces
pombe (7 Mitglieder), Saccharomyces cerevisiae (11 Mitglieder), Caenorhabditis elegans (29
Mitglieder), Drosophila melanogaster (29 Mitglieder), Arabidopsis thaliana (57 Mitglieder)
und Homo sapiens (70 Mitglieder) (Pereira-Leal und Seabra, 2000 und 2001; Colicelli, 2004;
Gurkan et al., 2005). Rab Proteine dhneln sich zwar stark in ihrem Gesamtaufbau und ihrer
Struktur, teilen allerdings eine Aminosdureidentitit von 35-80 % und weisen feine
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Unterschiede auf, so dass sie von unterschiedlichen Bindungspartnern erkannt werden konnen
und entsprechend unterschiedliche Aufgaben iibernehmen (Tuvim et al., 2001; Pfeffer,
2005a). Rab Proteine, die eine Sequenzidhnlichkeit von iiber 75 % aufweisen, werden als
Isoformen mit A, B usw. bezeichnet und zeigen groBtenteils die gleiche zellulédre
Lokalisation, bzw. sind funktionell verwandt (Novick und Zerial, 1997; Schimmoller et al.,
1998; Tuvim et al., 2001).

Allgemein iibernehmen sie in Zellen folgende Aufgaben:

o sie vermitteln die Ansammlung des Transportguts an der Rezeptormembran wihrend
der Bildung des Transportvesikels

o sie befdhigen Motorproteine zur Interaktion mit Membranen, um so die
Vesikelbewegung anzutreiben

o sie interagieren mit zahlreichen Komponenten, um die komplexen Vorginge der
Anheftung und Verschmelzung der Transportvesikel zu unterstiitzen

o sie dienen als Beschleuniger der Transportprozesse und regulieren so zeitlich ihre Rate
(Tuvim et al., 2001; Zerial und McBride, 2001; Miaczynska und Zerial, 2002; Pfeffer,

2005a).

Fiir den endozytotischen Weg konnte gezeigt werden, dass sie die Organisation von
Mikrodominen iibernehmen, indem sie spezifisch Effektorproteine an distinkte Regionen
rekrutieren (Pfeffer, 2003).

Die folgende Abbildung soll schematisch die Wirkorte der Rab GTPasen, wie sie bis heute in
Saugetierzellen beschrieben werden konnten, darstellen.

plasma membrane
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Abb. 1.3: Intrazellulire Lokalisation unterschiedlicher Rab Proteine
Die Abbildung zeigt schematisch einen Uberblick iiber die Lokalisation und die Wirkorte von Rab GTPasen in

Saugetierzellen.
CCP: ,clathrin coated pits*; CCV: ,clathrin coated vesicle*; M: Melanosome; E: ,.epithelial cell type specific
expression*; NC: ,neuronal cell specific; VTC: ,vesiculo-tubular clusters*; MVB: , multivesicular body*;

MTOC: ,microtubule organizing center* (aus: Deneka et al., 2003).
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Die folgende Auflistung fasst einige Rab vermittelte Transportwege zusammen und gibt ihre
Funktionsweisen wieder.

So spielen Rabl und Rab2 in dem exozytotischen Weg im ER-Golgi Transport eine Rolle
(Tisdale et al., 1992; Tisdale und Balch, 1996). Es wird postuliert, dass Rab1 den vesikulidren
Transport zum cis-Golgi vermittelt, wihrend Rab2 den Anheftungsprozess an den medialen-
Golgi unterstiitzt, und in den Zusammenbau der Golgistapel involviert ist (Pfeffer, 2003).
Wihrend Rabl und sein Partner p115 in allen Eukaryoten prisent sind, ist die Expression von
Rab2 und Golgin-45 auf Vertebraten beschrinkt (Short et al., 2005). Da Rabl im zentralen
Interesse dieser Arbeit steht, wird es im folgenden Kapitel 1.5. ,,Rab1* niher beschrieben.
Wihrend die meisten Proteine ubiquitir im Gewebe vorkommen, sind Rab3A und 3C
hauptsichlich in Neuronen lokalisiert, iiberwiegend an synaptischen Vesikeln (Fischer von
Mollard et al., 1990). Mit Hilfe von Maus ,.knockout Experimenten konnte festgestellt
werden, dass sie die Regulation der Neurotransmitter-Freisetzung kontrollieren (Castillo et
al., 1997; Geppert et al., 1997).

Rab4 und Rab5 sind beide im Transport endozytotischer Vesikel zu frithen Endosomen
involviert, wobei Rab4 ebenso wie Rabl1 an ,,recycling® Endosomen zu finden ist und beide
am Recycling des Transferrin Rezeptors zuriick zur Plasmamembran beteiligt sind (van der
Sluijs et al., 1992b; Ullrich et al., 1996; Sonnichsen et al., 2000; de Renzis et al., 2002). Das
bis dato am besten untersuchte Rab Protein ist Rab5, so dass bislang bereits 30 verschiedene
Effektoren beschriecben werden konnten (Zerial und McBride, 2001; Pfeffer, 2005c).
Endosomen-assoziiertes, GTP-gebundenes Rab5 interagiert mit dem Anheftungsfaktor
Rabaptin-5 und dem GEF Rabex-5, wobei Rabaptin-5 iiber zwei Rab GTPase-
Bindungsstellen verfiigt, so dass der Kontakt von zwei Endosomen ermoglicht wird
(Stenmark et al., 1995; Horiuchi et al., 1997, Vitale et al., 1998). Eine Uberexpression von
daueraktivem Rab5 fiihrt zu vergroBerten Endosomen (Stenmark et al., 1994). Ebenso konnte
fiir Rab5 ein Zusammenwirken mit dem Zytosklelett nachgewiesen werden, indem Rab5 die
Assoziation von Endosomen mit Mikrotubuli stimuliert, so dass diese zum Minusende der
Mikrotubuli wandern konnen (Nielsen et al., 1999). Ein neu beschriebener Effektor,
Rabankyrin-5 konnte zusitzlich eine Verbindung zur Makropinozytose aufzeigen
(Schnatwinkel et al., 2004). Rab11 ist in BHK (,,baby hamster kidney*‘) Zellen mit dem Golgi
assoziiert, in CHO (,,Chinese hamster ovary*) Zellen am TGN und in PC12 Zellen am TGN
sowie an post-Golgi Kompartimenten lokalisiert (Urbé et al., 1993; Ullrich et al., 1996; de
Graaf et al., 2004). Unsere Arbeitsgruppe konnte einerseits zeigen, dass Rabl1 und sein
Hefehomolog Yptl1 in Zellen kolokalisieren und mit Hilfe von Transportassays andererseits,
dass Yptl1 im Membran-Recyclingsystem in Sdugetierzellen funktionell aktiv ist (Kail et al.,
2005).

Ein weiteres Rab Protein, das im Zentrum der Charakterisierung kleiner GTPasen steht, ist
das am retrograden Transport beteiligte Protein Rab6. Rab6 ist am Golgi Apparat und an den
Membranen des TGN lokalisiert und am infra-Golgi sowie dem Golgi-ER in Abhingigkeit
COPI bedeckter Vesikel beteiligt (Goud et al., 1990; Mayer et al., 1996; Martinez et al., 1997;
Girod et al.,, 1999; White et al., 1999). Wie bereits erwihnt, besteht eine Verbindung
zwischen dem Rab6 vermitteltem Transport und dem Zytoskelett. Als weiteres Beispiel kann
angefiihrt werden, dass Rab6 mit Bicaudal-D (BICD) interagiert, welches am Transport durch
Dynein beteiligt ist (Hoogenraad et al., 2001; Matanis et al., 2002). Des Weiteren kann Rab6
den Dynactinkomplex durch Bindung der p150glueul Untereinheit an Membranen rekrutieren
(Short et al., 2002; Young et al., 2005).

Teber et al. konnten kiirzlich einen Zusammenhang zwischen der Alzheimer Erkrankung,
bzw. APP (,,amyloid precursor protein‘), mint3 und Rab6A herstellen, wobei postuliert wird,
dass mint3 in den Transport von APP, der von kleinen GTPasen rekrutiert wird, involviert ist
(Dugan et al., 1995; McConlogue et al., 1996; Greenfield et al., 2002; Teber et al., 2005).
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Rab27 ist in Melanozyten fiir die Anbindung von Melanosomen an Myosin Va
verantwortlich, welches mit dem Zytoskelettprotein Aktin iiber das Adaptorprotein
Melanophilin wechselwirkt (Hammer und Wu, 2002; Seabra und Coudrier, 2004). Rab27 ist
ein sehr populdres Beispiel, das verdeutlicht, in wieweit eine Storung des vesikuldren
Transports zu Erkrankungen fithren kann. So fithren Defekte im Rab27A Gen zum Griscelli-
Syndrom (Ménasché et al., 2000; Bahadoran et al., 2003; Ménasché et al., 2003).

Eine Verbindung zwischen Rab GTPasen und autonomen Organellen konnte fiir Rab32
gezeigt werden, das es mit Mitochondrien assoziiert ist und dynamische mitochondriale
Membranprozesse reguliert (Alto et al., 2002).

1.3. Struktur der Rab Proteine

Rab Proteine sind eng mit anderen Ras GTPasen verwandt und zeichnen sich durch eine
dhnliche Struktur aus sechs hochkonservierten Doménen aus. Sie bestehen aus einem
sechskardeligem B-Faltblatt mit fiinf parallelen und einem anti-parallelen Strang, flankiert von
fiinf a-Helices (Pfeffer, 2005b). Die strukturelle Grundlage der Rab Proteine als molekulare
Schalter zu fungieren, ist die Moglichkeit, zwischen einem aktiven, GTP-gebundenen Status
und einem inaktiven, GDP-gebundenen Status zu zirkulieren (Vetter und Wittinghofer, 2001).
Diese gegenseitige Umkehrung wird von zahlreichen Enzymen reguliert, die entweder die
GDP-Ablosung oder die GTP-Hydrolyse stimulieren. Bedingt ist diese Anderung durch die so
genannten ,,switch“-Regionen der Rab Proteine. Analog zu Ras kommen zwei solcher Motive
in jedem Protein vor, ,,switch I* und ,,switch II*, wobei ihre Orientierung in Ras Proteinen im
Gegensatz zu Rab Proteinen umgekehrt sein kann (Stroupe und Brunger, 2000;
Constantinescu et al., 2002; Pasqualato et al., 2004). Diese Regionen veridndern ihre Form in
Abhingigkeit des gebundenen Nukleotids, wodurch es zu einer Konformationsidnderung des
gesamten Proteins kommt und somit zu verdnderten Affinititen zu den Interaktionspartnern
(Stroupe und Brunger, 2000). In der aktiven Form binden die Rab Proteine an spezifische
Rab-Effektorproteine, um so ihre entsprechenden Funktionen ausfiihren zu konnen (Pereira-
Leal und Seabra, 2001; Pfeffer, 2001; Zerial und McBride, 2001).

Da sich die Rab Proteine strukturell stark @hneln, miissen sich einzelne Sequenzen soweit
voneinander unterscheiden, dass sie die Spezifitit der einzelnen Proteine gewéhrleisten. Thnen
gemeinsam sind Regionen, die in Guanin und Phosphaltﬂ\/[g2+ Bindung involviert sind
(Barbacid, 1987; Bourne et al., 1991). So bindet Guanin an die Sequenzmotive G1, G2 und
G3 und Phosphalt/Mg2+ an die Regionen PM1, PM2 und PM3 (Valencia et al., 1991).
Pereira-Leal und Seabra konnten fiinf so genannte Rab Familie Sequenzen, F1 bis FS5,
beschreiben, wobei F1 Teil der ,,switch“~-Doméne I und F3 und F4 Teil der ,,switch*“~-Doméne
IT sind. Diese Sequenzen sind innerhalb der Rab Proteine, nicht aber bei den Ras und Rho
GTPasen konserviert. Weiterhin konnten sie vier konservierte Rab Subfamilie-Regionen
(RabSF) identifizieren, von denen postuliert wird, dass sie Effektor-Interaktions-Motive
enthalten (Pereira-Leal und Seabra, 2000). Drei der RabSF Motive (RabSF1, 3 und 4)
befinden sich nicht in einer der beiden ,,switch“-Regionen und stehen so frei fiir weitere
Bindungen, wie es im Fall von Rab3A und seinem Effektor Rabphilin gezeigt werden konnte
(Stahl et al., 1996). Da Effektoren aber mit GTP gebundenen Rab Proteinen interagieren,
miissen sie ebenso bestimmte Regionen in den ,,switch“-Regionen erkennen. So konnte
ebenfalls fiir Rab3A, bzw. allgemeingiiltig fiir alle Rab Proteine beschrieben werden, dass es
weitere drei Rab Untereinheiten gibt, die als CDRs (,,complementary-determining regions‘)
bezeichnet werden, und diese z.B. bei Rab3A wichtig fiir die Bindung mit Rabphilin sind. Sie
weisen eine dhnliche Verteilung wie die RabSF1, 3 und 4 Motive auf (Ostermeier und
Brunger, 1999).

Ein stark ausgeprédgter Unterschied innerhalb der Rab Proteine besteht in der hypervariablen
Region am C-Terminus (Chavrier et al., 1990). Der C-Terminus ist groftenteils unstrukturiert,
wobei sich die Sequenzvariabilitit von der letzten a-Helix bis zum C-Terminus erstreckt.
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Insbesondere die Linge der letzten a-Helix variiert stark innerhalb der Rab Familie, wodurch
die Diversitidt der Rab Proteine und ihre unterschiedliche Affinitit zu Effektorproteinen
erklart werden kann. Aufgrund der einzigartigen Zusammensetzung der C-Termini wurde
postuliert, dass dieser, bzw. die hypervariable Region mitunter zusitzlich fiir die Lokalisation
der einzelnen Proteine mit verantwortlich ist (Chavrier et al.,, 1991; Neu et al., 1997;
Ostermeier und Brunger, 1999). Es wird allerdings kontrovers diskutiert, dass dies nicht fiir
alle Proteine gilt, denn ein Austausch der hypervariablen Doméne von Rab5a gegen die von
RablA, Rab2a, Rab7 oder Rab27a hatte keinen Effekt auf die Lokalisation oder die Funktion
von Rab5a (Ali et al., 2004).

Rab Proteine werden als 10sliche Proteine neu synthetisiert und unterliegen einer
posttranslationalen ~ Modifikation am  C-Terminus, wodurch  eine  reversible
Membrananheftung erméglicht wird (Seabra, 1996a; Sonnichsen et al., 2000; Calero et al.,
2003). Die hypervariable Domine ermoglicht hierbei eine rdumliche Trennung von der
Prenylierungsstelle und der globuldren GTPase Domine (Pfeffer, 2005a). Zuerst werden sie
von dem Chaperon-dhnlichen Protein REP (,,Rab escort protein®) erkannt und gebunden, um
so der RGGTase (,,Rab geranylgeranyl transferase*) prisentiert zu werden (Alexandrov et al.,
1994; Casey und Seabra, 1996a; Thoma et al., 2001). REP, die RGGTase und ein
Geranylgeranylphosphat (GGpp) gehen einen Komplex ein, so dass eine bzw. zwei
Prenylgruppen (CXXX, CC, CXC, CCXX oder CCXXX; X stellt eine beliebige Aminoséure
dar) mittels kovalenter Thioether-Bindungen an Cystein-Reste angeheftet werden konnen
(Andres et al., 1993; Anant et al., 1998; Alexandrov et al., 1999). Es wird postuliert, dass REP
die prenylierten Rabs folgend an die Zielmembran fiihrt, wobei noch ungeklirt ist, ob die
Zielfindung der ,,richtigen” Membran von REP oder dem prenyliertem Rab aktiv gesteuert
wird (Alory und Balch, 2001; Ali und Seabra, 2005). Die Trennung des Komplexes wird von
einem Membran-gebundenen Rab Akzeptor unterstiitzt (Alexandrov et al., 1994). Die
Wichtigkeit der korrekten Funktion von REP wird verdeutlicht, indem eine ,,loss of function*
Mutation von REP-1 zu der Erkrankung Choroideremia fiihrt (Seabra, 1996b).

Rak und Mitarbeiter konnten mit Hilfe der kristallinen Struktur des monoprenylierten Rab7
Proteins, gebunden an ein REP Protein, nachweisen, dass sich der Rab C-Terminus iiber die
Oberfliche des REP Proteins erstreckt. Die gleiche Beobachtung konnte ebenfalls fiir Yptl
und GDI (,,GDP dissociation inhibitor*), das aufgrund einer sequenziellen und funktionellen
Verwandtschaft zu REP zur GDI/CHM Superfamilie gezdhlt wird, gemacht werden (Alory
und Balch, 2001). Neben zwei hydrophoben Resten innerhalb der C-terminalen hydrophoben
Region trigt ein erhohter Gehalt an Prolin- und Glycin-Resten, die zu einer ausgestreckten
Struktur fithren, zur bevorzugten GDI Bindung und Prenylierung bei (Rak et al., 2003; Rak et
al., 2004).
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1.4. Rab Zyklus

Prenylierte Rab Proteine befinden sich im Zytosol in ihrem inaktiven, GDP-gebundenen
Status an GDI, iiber die Rab Bindeplattform und eine Rezeptorinteraktions Region (,,mobile
effector loop*), gebunden (Pfeffer et al., 1995; Wu et al., 1996; Alory und Balch, 2001).
Zusatzlich tragt unterhalb dieser Bindeplattform eine Rille innerhalb einer hydrophoben
Oberfliche zur Erkennung und Bindung von prenylierten Proteinen bei (Pfeffer und Aivazian,
2004). Das humane Genom kodiert fiir zwei GDI Isoformen, GDIa und GDIf, wobei GDIa
im Gehirn und GDIP ubiquitédr exprimiert wird. GDI ist in der Lage, alle Rab Proteine iiber
ihre intrafamilidr stark konservierten ,,switch“-Regionen zu binden (Shisheva et al., 1994;
Alory und Balch, 2001; Rak et al., 2003). Der GDI-Rab Komplex beinhaltet alle
Informationen, um die Rab Proteine an das richtige Membran-Kompartiment zu bringen
(Soldati et al., 1994, Ullrich et al., 1994; Pfeffer und Aivazian, 2004).

Abb. 1.4: Rab Prenylierung und der

GTPase Zyklus
Synthesis Ein neu synthetisiertes Rab Protein
- -<— bedarf einer posttranslationalen

Modifikation, einer Isoprenylierung, um
anschliefend in den Rab Zyklus
eingeschleust zu werden. Hierfiir wird es
von REP (,,Rab escort protein®) erkannt
und der RGGTase (Rab
geranylgeranyltransferase; bestehend aus
der Untereinheit o und ) prisentiert.
Prenylierte Rabs werden an ein Donor-
Kompartiment eskortiert und mit Hilfe

& eines GEFs (,guanine nucleotide
\ exchange factor”) in den aktiven Status
versetzt. Durch eine Interaktion mit
spezifischen Effektoren konnen sie
folgend z.B. eine Vesikelbildung, deren
Transport und  Anheftungsprozessen
vermitteln. Nach der Membranfusion
wird die niedrige intrinsiche Rate der
GTP-Hydrolyse  durch ein  GAP
(,,GTPase activating protein)
iiberwunden. Das Rab Protein in seinem
inaktiven, GDP-gebundenem Status wird
mittels GDI (,GDP dissociation
Vesicle formation, docking, fusion, transport etc. inhibitor”) von der Membran extrahiert
und wartet im Zytosol auf einen neuen
Zyklus (aus: Goody et al., 2005).

CYTOSOL

inactive GTP

MEMBRANE

Ein aktuelles Modell beschreibt, dass Rab-GDI Komplexe durch membranassoziierte
Proteine, GDFs (,,GDI displacement factors‘), erkannt werden, welche die Rab Proteine vom
GDI 16st und an die entsprechende Membran liefert (Dirac-Svejstrup et al., 1997). So wird ein
membranlokalisierter Chaperon Komplex, bestehend aus hsp90, hsp70 und CSP (,,cystein
string protein®) als potentielles GDF fiir die Membrananheftung des zytoplasmatischen Rab-
RabGDI Komplexes diskutiert (Sakisaka et al., 2002). Bisher konnte nur ein GDF, das Yip3
(,,Ypt interacting protein®) identifiziert werden, welches spezifisch fiir die endosomalen Rab5
und Rab9 Proteine ist (Sivars et al., 2003). Das humane Analogon hierfiir ist PRA1 (Hutt et
al.,, 2000). An der Membran wird das Rab Protein durch ein GEF (,,guanine nucleotide
exchange factor®) aktiviert und durch Anbindung spezifischer Effektoren in seiner stationéren
Lokalisation stabilisiert. Sto3t das Rab Protein nicht auf das entsprechende GEF und die
verwandten Effektoren, wird es von einem unbesetzten GDI komplexiert und kann an eine
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neue Membran gebracht werden (Pfeffer und Aivazian, 2004; Pfeffer, 2005a). Da GEFs
allerdings Proteine sind, die aus dem Zytosol rekrutiert werden miissen, liegt es nahe, dass
weitere Faktoren die Verbindung von Rab Proteinen und ihren GEFs initiieren (Ali und
Seabra, 2005).

Somit ist neben der Anlieferung eines Rabs an eine Membran auch die Ablosung ein
entscheidender Schritt im vesikuldren Prozess. Damit die Rab Proteine also wieder fiir einen
neuen Zyklus bereit stehen, miissen sie wieder in den inaktiven, GDP-gebundenen Status
iibergehen. Rab Proteine haben eine sehr niedrige intrinsiche Aktivitit, so dass es weiterer
Enzyme bedarf, welche die GTP Hydrolyse katalysieren. Diese Rolle iibernehmen die GAPs
(,,GTPase activating proteins®) (Martinez und Goud, 1998). Thnen gemeinsam ist die
konservierte ,,TBC*“ (Tre-2/Bub2/CDC16) Domaéne, woriiber mit Hilfe von BLAST und
Sequenzhomologien insgesamt 51 verschiedene GAPs in humanen Zellen beschrieben werden
konnten (Strom et al., 1993; Albert et al., 1999; Bernards, 2003). Entscheidend hierbei ist eine
Insertion des Argininfingermotivs in die aktive Seite des Rabs, um so den Ubergangszustand
zu stabilisieren (Scheffzek et al., 1998; Rak et al., 2000). Ein gut beschriebenes GAP ist das
GapCenA (Gap und Zentrosom-assoziiertes Protein), welches spezifisch mit Rab6 interagiert
(Cuif et al., 1999). In ihrem inaktiven Status gehen die Rab Proteine im Zytosol wieder einen
Komplex mit einem GDI Protein ein (Ullrich et al., 1993). Die Wichtigkeit dieses Proteins
wird deutlich, wenn man bedenkt, dass eine Rab GDI Deletion in Hefezellen lethal ist und ein
Basenaustausch (192P) im humanen a-Rab GDI Gen zu der Erkrankung NSMR (,,X-linked
non-syndromic mental retardation®) fithrt (Garrett et al., 1994; D"Adamo et al., 1998).

Das folgende Beispiel verdeutlicht, dass ein Effektor keine Rab Spezifitit besitzen muss. So
konnte gezeigt werden, dass Rabphilin nicht nur mit den unterschiedlichen Rab3 Isoformen
A, B, C und D iiber Teile des N- und C-Terminus, sondern auch mit Rab8, Rabl5 und
Rab27A/B interagiert (Ostermeier und Brunger, 1999; Fukuda, 2003). Ein weiteres
Effektorprotein EEA1 (= ,,early endosome antigen 1*), welches sowohl mit Rab5SA, B und C,
sowie mit Rab22 interagiert, ist wichtig fiir eine Endosom-Endosom Fusion (Simonsen et al.,
1998; Christoforidis et al., 1999). Aufgrund der Diversitit der Rab Proteine, die von
denselben Effektoren gebunden werden, kann ausgeschlossen werden, dass eine Interaktion
iber die variable Region vermittelt wird, sondern eher iiber konservierte Motive (Merithew et
al., 2003).

Es wird postuliert, dass Mitglieder der Rab Familie iiber eine Interaktion mit ihren
spezifischen Effektoren zu Schliisselmolekiilen werden. Sie steuern zahlreiche
Signaltransduktionswege, wie Zell-Proliferation, Zell-Versorgung, die angeborene
Immunantwort und die Fragmentierung einzelner Kompartimente wihrend meiotischer und
apoptotischer Vorgédnge und nehmen so einen direkten Einfluss auf den Transport in den Kern
(Bucci und Chiariello, 2006). So konnen stetig weitere Effektoren beschrieben werden, die
spezifisch mit einem definierten Rab Protein oder einer kleinen Anzahl verschiedener Rabs
interagieren, die zwar unterschiedliche Gewebespezialitit aufweisen, aber eng miteinander
verwandt sind. Um jedoch vollstindig kldren zu konnen, wie diese Interaktionen vermittelt
werden und wie dadurch zelluldre Funktionen vermittelt werden, bedarf es noch viel Arbeit
(Ali und Seabra, 2005).

1.5. Rab1i

Im Zentrum meiner Arbeit steht die kleine GTPase Rab1 und sein direkter Interaktionspartner
Iporin, der im Kapitel 1.7. ndher beschrieben wird. In Séaugetierzellen kommen zwei
Isoformen, RablA und Rab1B vor, die eine Homologie von 92% zueinander aufweisen und
funktionell austauschbar sind (Touchot et al., 1987; Touchot et al., 1989; Vielh et al., 1989;
Nuoffer et al., 1994). Da RablA jedoch eine Konsensussequenz enthilt, die wéihrend
mitotischer Vorgédnge von der Kinase Cdc-p34 phosphoryliert wird, ist es moglich, dass beide
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Proteine wihrend der Zellteilung unterschiedliche Aufgaben haben (Bailly et al., 1991;
Saraste et al., 1995).

Bereits 1983 konnte das erste Rab Gen yptl beschrieben werden, wobei Yptlp und Rabl zu
71% homolog zueinander sind (Gallwitz et al., 1983; Schmitt et al., 1986; Haubruck et al.,
1987). RablA ist in der Lage, Yptlp in mutierten Hefezellen zu ersetzten, was auf einen
entwicklungsbedingten, konservierten Mechanismus schlieBen ldsst (Haubruck et al., 1989).
Unterschiede werden aber ersichtlich. So wurde Gyplp als Yptlp GAP beschrieben, bis heute
konnte aber noch kein Rabl GAP gefunden werden (Du und Novick, 2001; De Antoni et al.,
2002; Lafourcade et al., 2004). Eine Membrananheftung von Yptlp steht im Zusammenhang
mit Yipl (,,Ypt-interacting protein), denn die Expression einer generierten Temperatur-
sensitiven Mutante fiihrte bei einer nicht-permissiven Temperatur zum raschen Verlust einer
Membrananheftung (Calero et al., 2003).

Rab1A und B sind am ER und dem Golgi Apparat lokalisiert und regulieren den anterograden
ER-Golgi, sowie den intra-Golgi Transport z.B. des LDL-Rezeptors, von APP (,,f-amyloid
precursor protein®) und CFTR (,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator®)
(Plutner et al., 1991; Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al., 1994; Wilson et al., 1994; Castellano
et al., 1995; Dugan et al., 1995; Yoo et al.,, 2002). Ebenso konnte mit Hilfe von doppelt-
negativen Mutanten (Rab1B S25N und N124I) sowie siRNA und einer dadurch bedingten
Rabl Verarmung im zelluldren System gezeigt werden, dass Rabl fiir den Transport von
ATIR (,,angiotensin II type 1A receptor) vom ER iiber den Golgi Apparat notwendig ist (Wu
et al., 2003).

Rabl reguliert den COP II vermittelten Transport zwischen dem ER und dem Golgi Apparat
und rekrutiert hierbei wihrend des ,,budding* Vorgangs des Vesikels den Anheftungsfaktor
pl15, der widerrum mit einem Komplex aus den SNARE Proteinen Membrin, Rbetl und
Syntaxin5 interagiert (Allan et al., 2000; Deneka et al., 2003). Entsprechend konnte gezeigt
werden, dass Yptlp in spite Schritte des Vesikeltransportes vom ER zum Golgi Apparat
involviert ist (Cao und Barlowe, 2000). Alvarez et al. zeigten, dass Rab1 ebenfalls eine Rolle
im Arfl vermittelten Transportweg COPI bedeckter Vesikel iibernimmt, da die Nukleotid-
freie RablB Mutante N121I zu einer Dissoziation von B-COP von Membranen fiihrte
(Alvarez et al., 2003). Das ldsst den Schluss zu, dass Rabl Proteine mehrere Funktionen
wihrend des ER-Golgi Zyklusses iibernehmen, indem unterschiedliche Effektormolekiile an
Rab1 binden (Moyer at al., 2001).

Die Wichtigkeit dieser Interaktionen wird durch einige veroffentlichte Studien deutlich, die
einen Zusammenhang zwischen Gewebeerkrankungen und einer gestdrten Rabl Expression
beschreiben. So konnte in einem Mausmodell, in dem eine kongestive Kardiomyopathie
durch Uberexpression des p-adrenergen Rezeptors (AR) ausgelost wurde, ein deutlicher
Anstieg der Rab1B Expression detektiert werden (Liggett et al., 2000). Ein anderer Ansatz
zeigte, dass transgene Mdiuse, die Rabl iiberexprimieren, im Alter von 6 Wochen Herzfehler
sowie ein vergrofertes Herz mit erweiterten Herzkammern und verstopften Arterien
aufwiesen (Wu et al., 2001). Ebenso konnte eine Hochregulierung des RablA im
Zusammenhang mit dem Plattenepithelkarzinom der Zunge (TSSC = ,,tongue squamous cell
carcinoma®) beschrieben werden (Shimada et al., 2005). Inwieweit Rabl allerdings
Erkrankungen auszuldsen vermag, sollte in weiteren Experimenten gekldrt werden (Muslin,
2001).

1.6. Rab1 Effektoren

Die drei funktionell am besten untersuchten Golgine, die an Membranbindungsprozessen
beteiligt sind, sind p115, GM130 und Giantin. Allgemein weisen Golgine eine ausgepragte
,coiled-coil* Struktur auf und spielen eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der
Golgi Struktur. Viele Mitglieder dieser Familie interagieren mit Rab GTPasen (Jackson,
2003). Sie wurden ehemals identifiziert als Antigene, die von Autoantikdrpern in Seren von
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Patienten detektiert wurden, die an Autoimmunerkrankungen, wie z.B. dem Sjorgen Syndrom
litten (Kooy et al., 1992). Golgine sind unterschiedlich mit der Golgi Membran assoziiert, so
unterscheidet man z.B. Transmembran-Golgine (Giantin, Golgin-84), Adaptor-assoziierte
Golgine (GRASP65-GM130) und Rab-rekrutierte Golgine (p115 durch Rab1l, BICD1/2 durch
Rab6) (Short et al., 2005).

Da GM130 als direkter Interaktionspartner von Iporin beschrieben werden konnte, wird es im
folgenden Kapitel 1.8. ,,GM130* genauer beleuchtet (Bayer et al., 2005).

Der Anheftungsfaktor p115 wurde ehemals in einem von Rothman beschriebenen intra-Golgi
»assay* identifiziert und ist grof3tenteils als periphdres Membranprotein an den VTCs und am
cis-Golgi lokalisiert (Waters et al., 1992; Nelson et al., 1998). Es handelt sich hierbei um ein
Homodimer mit einer aminoterminalen, globuliren Kopfdomine, einem ,coiled-coil*
Schwanz (ccl-cc4) der Linge 45 nm und einem C-Terminus, an dem sich eine kurze saure
Sequenz von 28 Aminosduren befindet (Sapperstein et al., 1995). Das Hefehomolog Uso 1p
ist dhnlich in der Struktur, jedoch mit 150 nm gréBer (Yamakawa et al., 1996). Die Funktion
von pl15 und Usolp umfasst die Regulation der COPII umhiillten Vesikel an den Golgi
Apparat und die Initilerung der Bildung eines SNARE Komplexes im ER-Golgi Transport
(Sapperstein et al., 1996; Barlowe, 1997; Cao et al., 1998; Shorter und Warren, 2002; Hong,
2005). Zusitzlich wurde postuliert, dass pl115 wichtig fiir die Anheftung COPI bedeckter
Vesikel ist (Sonnichsen et al., 1998).

Das zytosolische Phosphoprotein p115 bindet iiber seine C-terminale Region, hauptsichlich
aber uiber die ,,coiled-coil* Domine 1, an die kleine GTPase Rab1 und wird so fiir den COPII
bedeckten vesikuldren ER-Golgi Transport bendotigt. Experimente mit einzelnen pll5
Verkiirzungsmutanten lieBen den Schluss zu, dass eine pl115/Rabl Bindung erst durch eine
gleichzeitige Anheftung von GM130 oder Giantin an den Schwanzbereich ermoglicht wird
und die pl115/Rab1 Interaktion zusitzlich durch eine Interaktion von GM130 oder Giantin mit
Rabl stimuliert wird. So wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem pl15 erst durch eine
Anheftung von GM130, bzw. Giantin aus einer geschlossenen Form in eine offene Form
tibergeht und erst dann mit Rab1 interagieren kann (Beard et al., 2005). Weiterhin spielt p115
eine Rolle im intra-Golgi Transport und im Wiederaufbau des Golgi Apparates nach
mitotischen Vorgédngen, wobei sogar vermutet wird, dass diese Funktion fiir pll5
entscheidender ist als die Funktion als Anheftungsfaktor. So fiihrte eine Mikroinjektion von
anti-p115 Antikorpern zu einem Kollaps der Golgi Struktur (Sohda et al., 1998; Alvarez et al.,
1999; Alvarez et al., 2001; Puthenveedu und Linstedt, 2004). Eine weitere positive Regulation
des vesikuldren Transportes wird durch die Posphorylierung der C-terminalen Doméne von
pl115 durch CKII (,,casein kinase II*) oder eines ,,CKII-like* Enzyms erreicht, wodurch p115
ins Zytosol abgegeben wird. Beim erneuten Zusammenschluss der Golgifragmente, z.B. nach
der Mitose, wird die Bindung an GM 130 bevorzugt (Sohda et al., 1998; Dirac-Svejstrup et al.,
2000). So interagiert in in vitro Versuchen p115 als multifunktionelle Plattform zuerst mit
Giantin an COPI umhiillten Vesikeln und folgend mit GM130 am cis-Golgi (S6nnichson et
al., 1998; Shorter und Warren, 2002). Giantin ist ein Sdugetier-spezifisches, Stab-dhnliches
(Typ II) integrales Membranprotein, das Homodimere bildet und iiber den C-Terminus mit
dem Golgi Apparat verbunden ist, wobei eine grofle, ,,coiled-coil“-reiche Domine ins
Zytoplasma hineinragt (Linstedt und Hauri, 1993; Misumi et al., 2001).

Ein weiteres Typ II integrales Transmembran-Golgin, das als Rabl Interaktionspartner
beschrieben werden konnte, ist das ,,coiled-coil*“ Protein Golgin-84, das ebenfalls in der Lage
ist, Homodimere auszubilden (Bascom et al., 1999). Golgin-84 ist am CGN lokalisiert und es
konnte gezeigt werden, dass es an Tubuli und den lateralen Enden der Golgistapel
angereichert ist, bzw. mit ihnen in Verbindung steht. So konnten Untersuchungen zeigen, dass
eine Uberexpression oder eine Reduzierung des Golgin-84 Proteins zur Fragmentierung des
Golgibandes fiihrt und Golgin-84 Antikorper eine Zusammenlagerung der zisternalen
Membranen in einem zellfreien Test verhindern. Eine Uberexpression der C-terminalen
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Domaine stimuliert dagegen die Zusammenlagerung und fiihrt so zu verldngerten Zisternen.
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass Golgin-84 an der Entwicklung und
Aufrechterhaltung des Golgi Apparates beteiligt ist (Diao et al., 2003; Satoh et al., 2003).
Golgi-84 interagiert weder mit p115 noch mit GM130 und seine exakte Funktion muss noch
bestimmt werden (Lupashin und Sztul, 2005).

Unserer Arbeitsgruppe ist es gelungen, eine neue Proteinfamilie von Rabl
Interaktionspartnern zu charakterisieren, die eine Verbindung zwischen dem Zytoskelett und
der kleinen GTPase Rabl aufzeigt. Die MICAL Proteine zeigen eine starke Interaktion mit
der GTP-gebundenen Form von RablB, weisen aber auch eine schwache Affinitit zu der
inaktiven, GDP-gebundenen Rabl Form (RablA N124]1 und RablB NI1211) auf. Die
Interaktion zwischen Rabl und MICAL 1 ist abhdngig von der N- und der C-terminalen
hypervariablen Doméne, wobei der C-Terminus nicht zu der Spezifitit der Bindung beitragt,
da Chimire, bestehend aus dem N-Terminus von Rabl und dem C-Terminus von Rab6
ebenfalls mit MICAL 1 interagierten (Weide et al., 2003; Fischer et al., 2005). MICAL
konnte ehemals als ein Bindungspartner von CasL und Vimentin beschrieben werden und
aufgrund einer Interaktion mit Plexin wurde eine Verbindung zur Axonwegfindung postuliert
(Suzuki et al., 2002; Terman et al., 2002). MICAL 1 zeigt iiberwiegend eine zytosolische
Verteilung und besteht aus einer Flavoprotein Monooxygenase Domine (FAD bd3), einer
Calponin Homologie Doméne (CH), einer LIM Domine, die von zwei Prolin reichen
Sequenzen und einer Glutamin reichen Sequenz flankiert wird, und zwei ,,coiled-coil*
Dominen am C-Terminus (Suzuki et al., 2002; Weide et al., 2003). MICAL 1-3 zeigen
insbesondere im C-terminalen Bereich, der als Rabl Bindedomine eingegrenzt werden
konnte, eine hohe Homologie auf, wihrend der N-terminale Bereich recht unterschiedlich
zwischen den einzelnen Proteinen ist (Fischer et al., 2005). Die genaue Rolle, welche MICAL
Proteine im sekretorischen Weg iibernehmen, muss in weiteren Experimenten noch erforscht
werden.

1.7. Neuer Rab1 Interaktionspartner: Iporin

Trotz intensiver Recherchen konnte die Rolle von Rabl im ER-Golgi Transport noch nicht
vollstandig geklart werden. Da die Funktionen von Rabl iiber zahlreiche Interaktionen mit
Effektoren vermittelt werden, ist es unerlédsslich, weitere Interaktionspartner nédher zu
identifizieren und zu charakterisieren. So ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, mit Hilfe
eines ,,yeast two-hybrid*“ Systems und der daueraktiven Mutante Rab1B Q67R als ,,bait* eine
humane Plazenta cDNA Bank nach moglichen interagierenden Proteinen zu iiberpriifen und
drei Interaktionspartner von Rabl aufzuspiiren: GM130, MICAL (siehe 1.6. ,Rabl
Effektoren und 1.8. ,,GM130%) und Iporin, abgeleitet von ,interacting protein of rab*
(Weide et al., 2001; Weide et al., 2003; Bayer et al., 2005). Details zu Iporin sind bereits
veroffentlicht und konnen der Publikation entnommen werden (Bayer et al., 2005, siehe
Anhang).

Die genomische Sequenz von Iporin umfasst ca. 14 kb des chromosomalen Abschnitts 9p13,
wobei die kodierende Sequenz von 4548 bp auf 11 Exons verteilt ist. Somit resultiert ein
Protein von 1516 Aminosiauren und einer berechneten Grofe von ca. 160 kDa, was im
Gegensatz zu der beobachteten GréBe von 220 kDa steht (siehe 5.1. ,,Endogene Detektion von
Iporin im Gewebe*; Bayer et al., 2005). Mit Hilfe von BLAST und Expasy konnte ein
murines Protein (Q80U22) mit einer Homologie von 86,9 % zum humanen Iporin (Q8N2Y8)
gefunden werden (Huang und Miiller, 1991). Das Maus Iporin besteht aus 1514 Aminosiduren
und kommt in zwei Isoformen vor, wobei der Isoform 2 die Aminosduren 1454-1514, d.h. ein
groBBer Teil der SH3 Doméne fehlen. Eine dhnliche ,,splice Variante konnte fiir das humane
Iporin nicht gefunden werden (Katoh und Katoh, 2004).

Strukturanalysen zeigten, dass der N-Terminus von Iporin lediglich einen Prolin reichen
Abschnitt an Position AS 429-442 besitzt und alle weiteren Motive bzw. Doménen im C-
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Terminus liegen. Zum besseren Verstidndnis ist der schematische Aufbau von Iporin in der
folgenden Abbildung 1.5 dargestellt.

RUN SH3
pP domain pE pP domain

—

Iporin (1516aa)

Abb. 1.5: Schematische Struktur von Iporin

Iporin besteht aus 1516 Aminosduren und kann in einen motivarmen N-Terminus und einen stark strukturierten
C-Terminus unterteilt werden. An Position AS 429-442 und AS 1311-1319 sind zwei poly P-,stretches” (pP)
und an Position AS 1236-1252 ein poly E-,stretch” (pE) lokalisiert. Das zentrale Element von Iporin ist die
RUN Domine (AS 1031-1175), welche als Rab1B Bindedoméne ermittelt werden konnte. Am C-Terminus
befindet sich eine SH3 Doméne, die weitere mogliche Protein/Proteininteraktionen vermitteln konnte (aus Bayer
et al., 2005)

Ein weiterer poly P-,stretch® ist an Position AS 1311-1319 und ein poly E-, stretch* bei AS
1236-1252. Es ist bekannt, dass Prolin reiche Sequenzen, durch Bindung an SH3 Doménen
oder WW Dominen, und poly E ,,stretches* Protein/Proteininteraktionen vermitteln, bzw. der
poly E-,stretch® zur Stabilisierung des Proteins aufgrund seiner starken negativen Ladung
fiihrt (Cicchetti et al., 1992; Ren et al., 2003; Yu et al., 1994; Sudol, 1996; Ermekova et al.,
1997; Kang et al., 2004). Zwei zentrale Motive des Iporinproteins sind die RUN Domine (AS
1031-1175) und eine SH3 Domine am Ende des C-Terminus (AS 1447-1500). Katoh und
Katoh konnten in virtuellen Analysen mit Hilfe von tBLAST neue Proteine identifizieren, die
SH3 Dominen enthalten. So beschrieben sie zwei ,,RUN and SH3 domain containing*
Proteine RUSC1 und RUSC2, die eine Homologie von 42% aufweisen, wobei RUSCI1
ebenfalls unter dem Namen Nesca bekannt ist und RUSC2 Iporin représentiert (Katoh und
Katoh, 2004).

Da die RUN Domine ein zentrales Motiv in Iporin darstellt und mogliche regulatorische
Funktionen in meiner Arbeit diskutiert werden, wird sie im Folgenden niher beschrieben.
Allgemein sind RUN Doménen in zahlreichen Proteinen vorhanden, die im Zusammenhang
mit den kleinen GTPasen der Rap und Rab Familien und so mit zelluldren
Proliferationsprozessen, Differentierung und Bewegung stehen. Thre Bezeichnung leitet sich
von RPIP8 (,,RaP2 interacting protein 8¢), UNC-14 und NESCA (,,new molecule containing
SH3 at the carboxyl-terminus®) ab (Ogura et al., 1997; Janoueix-Lerosey et al., 1998;
Matsuda et al., 2000; Sakamoto et al., 2005). Den RUN Doménen ist ein Kerngeriist einer
globulédren Struktur aus 6 konservierten Blocken mit einer Homologie von > 10% innerhalb
der unterschiedlichen Proteine gemeinsam (Callebaut et al., 2001). Mit Hilfe von
Verkiirzungsmutanten von Iporin (sieche Abbildung 5.4 ,Iporin und Verkiirzungsmutanten*)
konnte die RUN Domine als Rab1B Bindedomine eingegrenzt werden (Bayer et al., 2005).
Auf Seiten von Rab1B konnte mit Hilfe von Rab1/Rab6 Chimiren gezeigt werden, dass der
N-terminale Bereich von Rabl und insbesondere die hypervariable Domine sowie die Rab
Subfamilie-Regionen 1 und 2 fiir eine Bindung an Iporin notwendig sind und die
Prenylierungsstelle fiir die Interaktion nicht benotig wird (siehe 1.4. ,,Rab Zyklus*; Bayer et
al., 2005).

Interessant ist, dass alle bis heute bekannten Bindungspartner von Rabl eine Interaktion iiber
einen ,,coiled-coil*“ Bereich eingehen und Homodimere bilden. Iporin fehlt zwar ein ,,coiled-
coil* Bereich, jedoch konnte mit Hilfe von www.predictprotein.org und insbesondere des
Programms ,,PROF predicted secondary structure fiir einen Teilbereich der RUN Domine,
und zwar AS 1152-1173 eine helikale Struktur vorhergesagt werden (Rost und Liu, 2003;
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Rost et al., 2004). Zusitzlich beschrieben Katoh und Katoh mit Hilfe des Genetyx Programms
sowohl fiir RUSC1 als auch fiir RUSC2 in diesem Bereich ein mogliches Leucin-,,zipper
Motiv, das zwar im Zusammenhang mit Bildung von Homodimeren steht, dessen Relevanz
allerdings in weiteren Experimenten erforscht werden muss (Katoh und Katoh, 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Iporin mit einer weiteren Komponente
des vesikuldren Transports, dem cis-Golgi Matrixprotein GM130 interagiert, auf das im
folgenden Kapitel ndher eingegangen wird.

1.8. GM130

GM130 kommt in Sdugetierzellen vor und seine Expression ist limitiert auf hoher entwickelte
Organismen (Short et al., 2005). Es wurde ehemals in Antiseren autoimmunerkrankter
Patienten gefunden und als Golgin-95 beschrieben (Fritzler et al., 1993). GM130 ist ein
peripheres, Stab-dhnliches Membranprotein, bestehend aus 6 ,,coiled-coil“ Doménen und
kommt als Homodimer vor (Nakamura et al., 1995; Nakamura et al., 1997). Die distinkte
Lokalisation am cis-Golgi wird iiber eine Interaktion des C-Terminus von GM130 mit der
PDZ-Domine des myristoylierten membranverankerten Proteins GRASP65 (,,Golgi
reassembly stacking protein®) vermittelt (Barr et al., 1997; Barr et al., 1998).
Interessanterweise kann die Myristoylgruppe an jede beliebige Membran anheften, so dass es
noch einen weiteren spezifischen Rezeptor geben muss, der spezifisch GM130-GRASP65 an
die cis-Golgi Membran dirigiert (Yoshimura et al., 2001). Die Organisation und die
Sortierung der Enzyme bzw. Proteine innerhalb der Golgizisternen etabliert die cis/trans
Polarisation, so dass eine Anheftung der ,richtigen* Vesikel streng kontrolliert werden muss.
In vitro Studien konnten zeigen, dass GM130 in der Anheftung, bzw. Fusion COPII umhiillter
Vesikel im ER-Golgi Transport iiber die Interaktion mit Rabl eine Rolle spielt. Die
Anheftung wird zusétzlich durch eine Interaktion mit dem Anheftungsfaktor p115 vermittelt,
welche auf Seiten von GM130 auf den N-terminalen Bereich eingeschriankt werden konnte.
Interessanterweise ist die Rab1-GM130 Interaktion unabhingig von p115 (Nakamura et al.,
1995; Moyer et al., 2001; Weide et al., 2001). Fiir eine Interaktion zwischen GM130 und
Rabl wird die C-terminale, hypervariable Doméne der kleinen GTPase bendtigt, die
wiederum an die ,,coiled-coil“ Domine 3 von GM130 bindet (Weide et al., 2001). GM130
zahlt allerdings nicht zu den Rabl spezifischen Effektoren, denn es konnten ebenso
Interaktionen mit Rab2 und Rab33b beschrieben werden (Short et al., 2001; Valsdottir et al.,
2001).

1.9. Tesmin

Fiir eine detaillierte Charakterisierung des neuen Rabl spezifischen Interaktionspartners
Iporin ist es hilfreich, weitere interagierende Proteine zu identifizieren, um so Riickschliisse
auf die Funktion ziehen zu konnen und den Wirkort zu bestimmen. Im Hinblick auf die hohe
mRNA Expressionsrate von Iporin im Hodengewebe, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
Hilfe des ,yeast two-hybrid“ Systems eine humane Testis cDNA Genbank auf neue
Interaktionspartner hin iiberpriift. So konnte Tesmin isoliert und als neuer Bindungspartner
von Iporin experimentell bestitigt werden (sieche 5.6. ,Neuer Iporin spezifischer
Interaktionspartner: Tesmin®). Tesmin ist ein erst kiirzlich beschriebenes Protein, dessen
Name ,,testis-specific metallothionein like protein* sich aus einer strukturellen Ahnlichkeit zu
Metallothioneinen, begriindet in zwei Cystein-reichen Abschnitten, ableitet (Sugihara et al.,
1999). Metallothioneine (MTs) sind ubiquitir vorkommende, nieder-molekulare,
hochkonservierte und Cystein-reiche Proteine (Margoshes und Vallee, 1957). Sie besitzen
keinerlei enzymatische Aktivitdt, konnen aber Spurenelemente wie Zink oder Cadmium
binden, wodurch sie Zellwachstum und Differenzierungsvorginge steuern. Ebenso wird ihre
Bildung in Organismen durch Schwermetalle induziert, die sie anschlieend binden konnen,
um so eine toxische Wirkung auf zahlreiche Stoffwechselprozesse zu unterbinden (Ren et al.,
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2003). Im Mausgenom konnten bis jetzt 4 MT Gene auf Chromosom 8 und im humanen
Genom 16 Gene, auf Chromosom 16 verteilt, gefunden werden (West et al., 1990; Quaife et
al., 1994). Im Hodengewebe kommen vermehrt die Isoformen 1 und 2 vor, wobei die zeit-
und entwicklungsspezifische 10-fach erhohte Expression von Metallothioneinen, bzw. deren
mRNA in ménnlichen Keimzellen im Vergleich zu anderen Geweben auf eine Funktion
wihrend der Spermatogenese hindeutet (Hunziker und Kégi, 1985; De et al., 1991; Salehi-
Ashtiani et al., 1993; Suzuki et al., 1998). Es konnte jedoch keine Hochregulierung von MTs
in Testis nach Exposition mit Schwermetallen, bzw. mit Cadmiumchlorid detektiert werden,
so dass eine Existenz von weiteren, Metall bindenden Proteinen wie z.B. Tesmin postuliert
wurde (Durnham und Palmitter, 1981;Waalkes und Perantni, 1986; Abel et al., 1991;
McKenna et al.,, 1996). Ein entscheidender Unterschied ist, dass Tesmin ein fiir
Metallothioneine typisches Element, das MRE (,,metal-responsive element*) fehlt, so dass es
nicht in die Gruppe der Metallothioneine eingegliedert wird (Stuart et al., 1985; Sutou et al.,
2003). Wie bereits erwihnt, sind zwei Cystein-reiche Sequenzen charakterisitisch fiir Tesmin,
bzw. fiir Tesminhomologe wie das Arabidopsis thaliana Tsol und drei weitere
uncharakterisierte Proteine, das Glycine max CPP1 Protein, ein Protein in Drosophila
melanogaster (Acc. No.: AAF58365) und zwei bisher uncharakterisierte Caenorhabditis
elegans Proteinvarianten (Acc. No.: CAB05228 bzw. CAB05229), was auf eine konservierte
biologische Funktion schliefen ldsst (Cvitanich et al., 2000; Hauser et al., 2000; Song et al.,
2000). So werden sie aufgrund dieser ,,CXC-hinge-CXC* Abfolge zu der CHC Familie
gezdhlt (Sutou et al., 2003).

Alle bis heute erschienenen Verdffentlichungen beziehen sich auf das murine Tesmin, da
dieses allerdings eine Homologie von ca. 60 % zu dem humanen Tesmin aufweist, konnen die
Daten groBtenteils auf das humane Protein iibertragen werden. Mit Hilfe der ,,Northern Blot*
Analyse konnten zwei Maus spezifische Transkripte der Grofe 2,2 und 1,8 kb und ein
humanes Transkript von 2,1 kb detektiert werden (Sugihara et al., 1999). Die beiden
Maustranskripte enthalten zwar denselben ,,open reading frame®, entstehen aber aufgrund
unterschiedlicher Polyadenylierungs Signale. Das 1,8 kb groBe Haupttranskript hat eine
kiirzere 3°'UTR und enthélt ein nicht-kanonisches Signal (ATAAAA) im Gegensatz zu dem
kanonischen Signal (AATAAA) in dem groBeren Transkript, dessen Bedeutung bis heute
nicht gekliart werden konnte (Gautheret et al., 1998; Beaudoing et al., 2000; Paran et al., 2000;
Sutou et al., 2003). Das Maus Tesmin besteht aus 475 AS und weist eine Grofle von ca. 50
kDa auf, wobei durch posttranslationale Modifikationen ein Protein der GroBle 60 kDa
detektiert werden kann (vgl. Acc. No.: AB057423; Protein: Q8VIEl bzw. BAB64935.1;
Sutou et al., 2003). Die kodierende Sequenz des humanen Tesmins hat eine Linge von 1527
bp, verteilt auf 9 Exons, resultierend in einem 508 AS und ca. 55 kDa groflen Protein (vgl.
Acc. No.: NM_004923.2; Protein: Q6P2E2 bzw. NP_004914). Die Maussequenz ist auf
Chromosom 19B und die humane Sequenz auf Chromosom 11q13.2-q13.3 lokalisiert, wobei
es sich hierbei um homeologe Segmente handelt (Sugihara et al., 1999). Interessanterweise
konnte in sterilen Miusen eine reziproke Translokation des Genabschnitts von Chromosom
19 zu 11 beobachtet werden (Evans, 1977). Das humane Protein enthilt eine Cystein-reiche
Sequenz an Position AS 307-331 und die zweite, innerhalb der Proteine der CHC Familie
stark konservierte Sequenz an Position AS 365-406. So weist das zweite CXC-Motiv des
murinen Tesmins an Position AS 332-375 eine Homologie zu dem Motiv des humanen
Proteins von iiber 90 % auf.

Tesmin ist als Testis spezifisches Protein beschrieben worden und mit Hilfe der in situ
Hybridisierung in Gewebeschnitten erfolgte eine Zuordnung zu bestimmten Stadien der
Spermatogenese. Die Spermatogenese ist definiert als Differenzierung von Keimzellen zu
ménnlichen Geschlechtszellen, also Spermien. So entstehen nach der Pubertit in
Hodenkanélchen (Tubuli seminiferi) aus Spermatogonien durch eine mitotische Teilung
primédre Spermatozyten, welche im Prelidptotdn/Leptotin Stadium von der basalen Membran
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nach Uberquerung der Blut-Hoden-Schranke, die anatomisch von den Sertolizellen gebildet
wird, in den adluminalen Bereich migrieren (Bellvé et al., 1977; Byskov und Hoyer, 1994).
Hier entwickeln sich aus den Spermatozyten iiber zwei aufeinanderfolgende meiotische
Teilungen Spermatiden (Russell, 1977; de Kretser und Kerr, 1988; Santiemma et al., 1992;
Cheng und Mruk, 2002; Mruk und Cheng, 2004). Die Reifung der Spermien erfolgt in den
Epididymis (Nebenhoden).

So konnte eine schwache Tesminexpression in den runden Spermatozyten der Maus am Tag 8
nach der Geburt, d.h. zu einem Zeitpunkt, an dem die Keimzellen durch meiotische Vorginge
differenzieren, detektiert werden, die stetig wihrend der Prophase I bis zum Tag 42 nach der
Geburt, das entspricht dem mittleren bis spiten Pachytinstadium, ansteigt (Don et al., 1994).
Dieses konnte durch weitere Methoden, wie des ,,imprintings* und der Immunhistochemie
bestitigt werden. Es konnte kein Tesminsignal in fotalem Hodengewebe detektiert werden
(Olesen et al., 2004). Diese Beobachtung fiihrt zu der These, dass Tesmin als ein friiher
Marker der Keimzelldifferenzierung wihrend der Spermatogenese definiert werden kann
(Sugihara et al., 1999). Im spiten Pachytin bis zum Leptotdanstadium, d.h. dem Eintritt der
Zellen in die Meiose, wandert Tesmin in den vergroBerten Kern (Matsuura et al., 2002).
Tesmin ist allerdings keine Komponente der Chromosomen wéhrend der meiotischen
Teilung, da keine Kolokalisation mit kondensierenden Chromosomen stattfindet. Nach
Abschluss der Meiose kommt es zu einer Retranslokation von Tesmin und wihrend der
Spermiogenese konnte ein schwicheres Tesminsignal unterhalb des sich bildenden
akrosomalen Vesikels, welches an der Oberfldche der Kernmembran lokalisiert ist, detektiert
werden. Tesmin akkumuliert an der Kernoberfliche wihrend der Entwicklung der
Spermatiden und wandert in elongierten Spermatiden zu dem kaudalen Ende. Diese
Bewegung entlang der Kernmembran konnte ein Hinweis darauf sein, dass Tesmin ebenso
eine Rolle in der Spermienreifung sowie der Spermienmorphogenese spielt (Sutou et al.,
2003).

Olesen et al. konnten kiirzlich beschreiben, dass mit Hilfe der ,,Northern Blot*“ Analyse ein
Tesmintranskript der Grofle 2,4 kb in Maus Ovarien sowie Transkripte im fotalen und adulten
Herzen detektiert werden konnten. Wihrend der Oogenese differenzieren Oogonien zu
Oozyten 1. Ordnung und verbleiben bis zur Geburt in einem Ruhestadium zwischen der Pro-
und Metaphase, dem spiten Diplotdanstadium (Peters, 1970). So konnte ein schwaches
Tesminsignal in fotalen Ovarien zum Zeitpunkt der ersten meiotischen Teilung detektiert
werden, das sich verstirkte, als sich nahezu alle Keimzellen in der Prophase I befanden,
wobei es nicht moglich war, das Signal einem bestimmten Zelltyp zuzuordnen (McClellan et
al., 2003; Olesen et al., 2004). So postulierten Olesen et al., dass Tesmin sowohl wihrend der
Spermatogenese, d.h. in Hodenkanilchen adulter Miuse und wihrend der Oogenese in fotalen
Ovarien eine Rolle spielt, wobei der Entwicklungszeitpunkt sowie der Level der mRNA
Akkumulierung wéhrend der Meiose I auf zwei unterschiedliche Kontrollmechanismen der
Tesmin Transkription sowie zwei unterschiedliche Proteinfunktionen schlieen lédsst (Olesen
et al., 2004).

Ebenso konnte mit Hilfe des Maus Tesmin-GFP Fusionsproteins, exprimiert in Cosl Zellen,
eine zytoplasmatische Verteilung gezeigt werden. Diese Ergebnisse konnten durch eine
Zytosol-Membran-Fraktionierung von CHO Zellen, die Maus Tesmin iiberexprimieren,
bestétigt werden (Sutou et al., 2003). Fiir die Untersuchung, ob die CXC Regionen sensitiv
auf Schwermetallbehandlung reagieren, wurden die Zellen mit 100 uM Cadmiumchlorid
behandelt. Dies fiihrte nach 5 Stunden zu einer Translokation des Tesminsignals in den
Zellkern. Entsprechend wurde der Effekt von Cadmiumchlorid in vivo in Gewebeschnitten
des Mausstammes DBA/2J, anfillig fiir CdCl,, der mit 5 pg/kg CdClI, behandelt worden ist,
beobachtet (Matsuura et al., 2002). Diese Cadmiumchlorid Konzentration fiihrte bereits in
Rattenhoden zu einigen apoptotischen Zellen, um so durch der Apoptose nicht mehr
notwendige oder beschidigte Zellen zu eliminieren, um Entziindungsreaktionen zu verhindern
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und so die genetische Stabilitdt zu wahren (Zhou et al., 1999; Ferri und Kroemer, 2001; Reed
et al., 2004). So konnte eine Translokation etwa 6 Stunden nach Behandlung und eine
Lokalisation im Kern spitestens nach 12 Stunden beobachtet werden. Es konnten keine
histologischen Veridnderungen beobachtet werden, hochstwahrscheinlich aufgrund zahlreicher
Kontrollmechanismen der Spermatogenese, welche beschidigte Keimzellen entweder
reparieren oder mittels Apoptose eliminieren. Parallel wurden von Sutou et al. Versuche
durchgefiihrt, wobei Maiuse mit Kobaltchlorid, das einen #hnlichen Effekt wie
Cadmiumchlorid hat, behandelt wurden. Es konnten sporadisch apoptotische, vielkernige
Zellen beobachtet werden, wobei das Tesminsignal in den vergoBerten Zellen sowohl im
Zytoplasma und im Kern lokalisiert war (Sutou et al., 2003). So wird postuliert, dass Testis
als ein hochsensitives Organ iiber einen spezifischen Uberwachungsmechanismus verfiigt.
Tesmin und insbesondere die Cysteinreste konnten als in vivo Sensoren des Proteins dienen
(Matsuura et al., 2002).
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2. Zielsetzung

Es ist allgemein bekannt, dass Rab Proteine eine Schliisselposition im
Membrantransportprozessen eukaryotischer Zellen, insbesondere durch Interaktionen mit
spezifischen Effektoren, iibernehmen (Pfeffer, 2005b). So ist Rabl mitunter in die ersten
Schritte der Exozytose involviert und wird fiir den Proteintransport von ER zum cis-Golgi
und fiir den intra-Golgi Transport benétigt (Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al., 1994;
Martinez und Goud, 1998; Segev, 2001). In der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen
zu Iporin, dem neuen direkten Interaktionspartner der kleinen GTPase Rab1 im Mittelpunkt.
Die dominen- und motivreiche Struktur von Iporin impliziert, dass es unterschiedliche
Interaktionen mit verschiedenen Proteinen eingehen kann und hierbei die zentral gelegene
RUN Domine eine Schliisselrolle einnimmt (Callebaut et al., 2001; Bayer et al., 2005). Im
Zentrum meiner Arbeit stand die detaillierte Charakterisierung von Iporin und seiner weiteren
Interaktionspartner.

Wie bereits erldutert, konnte die hochste mRNA Expressionsrate von Iporin im Gehirn und
Hodengewebe detektiert werden. Diese Beobachtung sollte auf Proteinebene mit Hilfe der
»Western Blot*“ Analyse bestitigt werden und eine entwicklungsabhingige Expression im
Hoden- und Ovariengewebe untersucht werden. Die zelluldre Verteilung von Iporin ist
ubiquitér, wobei eine Akkumulierung des Signals am Zellkern detektiert werden kann. Da der
aminoterminale Bereich von Iporin im Gegensatz zu dem C-Terminus motiv- und
doménenarm ist, sollte neben der zellularen Lokalisation der entsprechenden Mutanten mit
Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse das Proteinmotiv ermittelt werden, welches hauptsédchlich
fiir die Lokalisation bzw. eine Kolokalisation mit RabIB verantwortlich ist. Kiirzlich
veroffentlichte Ergebnisse zeigten, dass Iporin ein Leucin-,zipper Motiv enthilt, durch
welches Proteine Homodimerisierungen eingehen konnen (Katoh und Katoh, 2004). So sollte
untersucht werden, ob Iporin, wie zahlreiche andere Rab1 Interaktionspartner, ebenfalls in der
Lage ist, iiber dieses Motiv eine Dimerisierung einzugehen.

Es konnte gezeigt werden, dass der COPII vermittelte vesikuldre ER-Golgi Transport durch
die Proteine Rab1B, p115 und GM130 reguliert wird (Allan et al., 2000; Weide et al., 2001).
In diesem Zusammenhang interessierte es mich, ob Iporin wihrend der Anheftungsreaktion zu
dieser Spezifitit beitrdgt und neben Rab1B auch mit dem Golgi Apparat-assoziierten Protein
GM130 interagiert. Mit Hilfe der Immunhistochemie sollten die drei Interaktionspartner
Rab1B, Iporin und GM130 in Gewebeschnitten der Hodenkanilchen (Tubuli seminiferi) und
der Nebenhodens (Epididymis) detektiert werden und ihre Rolle wihrend der Spermatogenese
sowie Spermiogenese untersucht werden.

Eine Suche mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid* Systems sollte spezifische Interaktionspartner in
der humanen Hoden cDNA Genbank hervorbringen, um so Riickschliisse auf die
Iporinfunktion ziehen zu konnen. So konnte zu ersten Mal das humane Tesmin, das
priaferenziell wihrend der Spermatogenese und Oogenese exprimiert wird, als neuer Iporin
Bindungspartner beschrieben werden. Bereits fiir das murine Tesmin konnte eine
Translokation aus dem Zytosol in den Zellkern als Folge einer Schwermetallinduktion gezeigt
werden. So sollte eine Signalverlagerung des humanen Tesmins und ggf. von Iporin nach
Cadmiumchloridbehandlung von Zellen, die Tesmin {iberexprimieren, untersucht werden
(Matsuura et al., 2002; Sutou et al., 2003). Eine subzellulidre Fraktionierung mit Hilfe des
Percoll Gradienten sollte anschlieBend analysiert werden, ausserdem welchen
Zellkompartimenten Tesmin zugeordnet werden kann und ob diese Lokalisation mit der von
Iporin iibereinstimmt. Zusitzlich sollten diese Ergebnisse und auch die Cadmiumchlorid
bedingte Translokation mit der Zellfraktionierungstechnik bestétigt werden.
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3. Material
3.1. Chemikalien

CHEMIKALIEN
Aceton p.A.

30 % Acrylamidstammlosung mit 0,8 %
Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5 : 1

Agar (Select)

Agarose

3-Amino-1,2,3-triazol (3AT)
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Bovines Serumalbumin (BSA) p.A.

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-
galaktopyranosid (X-Gal)
Bromphenolblau (BPB)

Brilliant Blau R 250
Cadmiumchlorid
Calciumchlorid

Herring testis carrier DNA

Complete®Mini  EDTA-frei,
Inhibitor Cocktail Tabletten

Dako Faramount Aqueous Mounting Medium

Proteinase

Desoxycholsdure (DOC)
4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Eisessig

Ethanol p.a.

HERSTELLER
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe

SeaKem LE Agarose, Cambrex iiber Biozym
Diagnostics, Hessisch Oldendorf

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt

Clontech Laboratories AG, Basel

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DakoCytomation GmbH, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Applied Biosystems, Darmstadt

Carl Roth GmBH&Co, Karlsruhe

ICN Biomedicals, Eschwege

Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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CHEMIKALIEN
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-
tetraessigsdaure (EGTA)

Fotales Kilberserum (FKS)
Gelatine

Glukose

Glutathione Sepharose 4 Fast Flow
Glyzerin

Hémalaun

Hefeextrakt (Select)

N-2-Hydroxyethypiperazin-N"-2-
ethansulfonsidure (HEPES)

Isopropanol

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid,
dioxanfrei (IPTG)

Kaliumchlorid
L-Adeninhemisulfat
L-Arginin HCI
L-Glutamin
L-Glycin
L-Histidin HCI
L-Isoleucin
L-Leucin
Lithiumacetat
L-Lysin HCI1
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Threonin

L-Tyrosin

HERSTELLER
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Pan Systems GmbH, Niirnberg

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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CHEMIKALIEN
L-Uracil
L-Valin
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Merckoglas

Methanol p.A.

3-Morpholinopropansulfonsiure (MPS)

Moviol (4-88)

Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid (NaOH)

NP-40, Igepal CA 630

Orange-G

Paraclear®

Paraformaldehyd

Pepton (Select)

Percoll™
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol 3350 (PEG)
Ponceau S

Protein G'™ Sepharose 4 Fast Flow
LiChrosolv-Wasser

Salzsdure (HCI)

HERSTELLER
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
De-Vau-Ge Gesundkostwerk, Liineburg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Aventis, Frankfurt am Main

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt

ProTagsClear, iiber Quartett, Berlin
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg
Merck KGaA, Darmstadt

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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CHEMIKALIEN
SD-Hefe-Basis-Medium

Sigma Fast'"' DAB (3,3’-Diaminobenzidine)
Peroxidase Substrate Tablet Sets

Saccharose
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
(Sodium) Orthovanadat
TBS

N, N, N,
(TEMED)

Trasylol

N’-Tetramethylethyldiamin

Trichloressigsdure (TCA)
Tris-hydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton-X-100

Tween 20

Yeast Extract (Hefeextrakt)

Ziegenserum

HERSTELLER
BD Biosciences DIFCOTM, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DakoCytomation GmbH, Hamburg
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3.2. Antibiotika

ANTIBIOTIKA
Ampicillin (100 mg/ml)

Kanamycin (50 mg/ml)

HERSTELLER
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

3.3. Reagenziensysteme und ,,Kits“

3.3.1. ,Kits“ zur Aufreinigung von DNA

, KIT*

Miniprep Express Matrix Bio 101

QIAprep Spin Miniprep Kit
HiSpeed Plasmid Midi Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
QIAfilterPlasmid Giga Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

3.3.2. Sequenzierung

, KIT*

Thermo Sequenase 11
Dye terminator cycle sequencing kit

DYEnamic ET Terminator Kit

BigDye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit

3.3.3. Transiente Expression

REAGENZ

PolyFect® Transfection Reagents

HERSTELLER

Bio 101, Rutherford Road, Carlsbad,
California; bezogen iiber: Dianova, Hamburg

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

HERSTELLER

GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg

GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg

Applied Biosystem; bezogen iiber: Applera
Deutschland GmbH, Darmstadt

HERSTELLER

Qiagen GmbH, Hilden
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3.3.4. Proteinbestimmung

REAGENZ HERSTELLER

BCA Protein Assay Reagent Perbio Science, Bonn; Vertrieb: KMF, Sankt
Augustin

3.3.5. ,,Western Blot“ Entwicklung

REAGENZ HERSTELLER
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent | Perbio Science, Bonn; Vertrieb: KMF, Sankt
Subtrat Augustin
Uptilight HRP Blot Substrat Uptima; Vertrieb: KMF, Sankt Augustin

3.3.6. Inmunhistochemie

REAGENZ HERSTELLER
DakoCytomation LSAB 2® System-HRP DakoCytomation GmbH, Hamburg
Dako EnVision®, Alkaline Phosphatase DakoCytomation GmbH, Hamburg

Dako® Fuchsin + Substrate — Chromogen | DakoCytomation GmbH, Hamburg
System For Immunohistochemistry And In
Situ Hybridisation
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3.4. Stammldésungen

STAMMLOSUNG KONZENTRATION (Molaritiit)
3-Amino-1,2,3-triazol (3AT) 1M
Ammoniumchlorid 0,05 M
Cadmiumchlorid IM
Calciumchlorid 0,1M, 1M
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 05M
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)- 0,1 M
tetraessigsdure (EGTA)

Hepes/KOH pH 7,4 0,1M,0,5M
Kaliumchlorid IM
Lithiumacetat IM
Magnesiumchlorid IM
3-Morpholinopropansulfonsiure (MPS) M
Natriumchlorid IM,5M
(Sodium) Orthovanadat 0,002 M
Tris/HCI pH 6,8 IM
Tris/HC1 pH 7,4 IM
Tris/HCI pH 8,0 IM
Tris/HCI pH 8,8 IM

STAMMLOSUNG KONZENTRATION (proz. Anteil)
Glukose 40 % (w/v)
Glyzerin 50 % (w/v)
PEG 50 % (wlv)
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 20 % (w/v)
Sucrose 50 % (w/v)
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MEHRFACH KONZENTRIERTE
STAMMLOSUNG

10 x TBS

2 x HBS pH 7,05

10x PBS pH 7,4

50 x TAE pH 8,0

100 x L-Leucin
100 x Histidin HC1

X-Gal

Z-Puffer pH 7,0

ZUSAMMENSETZUNG

50 mM Tris-hydroxymethylaminomethan
in 900 ml H,O 16sen

pH auf 7,6 einstellen

ad 1 1 mit HyOp;4es auffiillen
280 mM NaCl

10 mM KCl1

1,5 mM Na,HPO, ¢ 2 H,0O
12 mM Dextrose

50 mM Hepes

pH auf 7,05 einstellen

1370 mM NaCl

27 mM KCl1

100 mM Na,HPO, ¢ 2 H,O
20 mM KH2PO4

pH auf 7.4 einstellen

2 M Trisacetat

50 mM

pH auf 8,0 einstellen

1 g L-Leucin ad 100 ml H,Opjgest
200 mg L-Histidin HCI ad 100 ml HyOpjgest

20 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-
galaktopyranosid (X-Gal)

l6sen in Dimethylformamid (DMF)

Lagerung erfolgt lichtgeschiitzt bei -20°C

60 mM Na,HPO, ¢ 7 H,O
40 mM Na,HPO,4 ¢ H,O
10 mM KCl1

1 mM MgSO,4 e 7 H,O
pH auf 7,0 einstellen
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3.5. Kulturmedien

3.5.1. Kulturmedium fiir Bakterien

Fiir die Anzucht von Bakterien werden normalerweise reichhaltige Medien verwendet. In
dieser Arbeit wurde das 2YT-Medium, bzw. der 2YT-Agar eingesetzt. Fiir eine Selektion der
angezogenen Plasmide wurden entsprechend Antibiotika wie Ampicillin oder Kanamycin
nach Abkiihlung des Mediums, bzw. Agars auf etwa 50°C zugesetzt.

2YT-Medium / Agar

16 g Pepton (tryptisch verdaut)
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ggf. 15 g/l Agar
ad 11 HyOpigest
autoklavieren

Fiir die Re-Titrierung der ,human testis library*, Matchmaker-System, BD Biosciences
Clontech, Heidelberg, wurden die Bakterien auf Mangelmedium LB (Luria Broth)-
Agarplatten ausgestrichen.

LB-Medium / Agar

10 g Pepton (tryptisch verdaut)
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ggf. 15 g/l Agar
ad 11 HyOpigest
autoklavieren

3.5.2. Kulturmedium fiir Hefen

In dieser Arbeit wurde der Hefestamm Y190 eingesetzt (siehe 3.11.2. ,Hefestimme*). Die
Anzucht der Hefen erfolgte routineméfig im YPD-Medium, bzw. Agar, welchem nach dem
Autoklavieren Glukose (Endkonzentration 2%) zugesetzt wurde.

YPD-Medium / Agar

20 g Pepton (tryptisch verdaut)
10 g Hefeextrakt
ad 950 ml Hzobidest
pH auf 5,8 mit HCI einstellen
ggf. 20 g/l Agar
autoklavieren

Zur Selektion auf eine Aminosdureauxotrophie wurde SD (,,synthetic dropout*)-Medium
verwendet. Nach Komplettierung mit Glukose (Endkonzentration 2%) und ,,drop out*
(Endkonzentration 1-fach) wurden dem Medium, bzw. dem Agar individuell essentielle
Aminosduren wie Tryptophan, Histidin und Leucin als 100 x Stammlosung (siehe
3.4, Stammlosungen®), zugesetzt. Zur Uberpriifung der Transformationseffizienz wurde
entsprechend das Festmedium (Agarplatten) mit Histidin (SD-T-L+H) ergiinzt.
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SD-Medium / Agar

6,7 g DIFCO (Hefe-Basis-Medium)
ad 850 ml Hzobidest
pH auf 5,8
ggf. 20 g/l Agar
autoklavieren

10x ,,drop-out*¢

200 mg L-Adeninhemisulfat
200 mg L-Arginin HCI
300 mg L-Isoleucin
300 mg L-Lysin HCIl
200 mg L-Methionin
500 mg L-Phenylalanin

2000 mg L-Threonin
300 mg L-Tyrosin
200 mg L-Uracil

1500 mg L-Valin

ad 1000 ml  H,Opjgest
autoklavieren

Fiir das ,,yeast two-hybrid*“ System wurden zusitzlich Selektionsplatten benétigt, denen alle
drei Auxotrophiemarker fehlten. Um die natiirliche schwache His3p-Expression des Y190
Hefestammes zu unterdriicken, wurde 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT) als kompetitiver Inhibitor
des His3 Proteins in einer Endkonzentration von 50 mM nach Abkiihlung des Agars auf etwa
50°C eingesetzt. Die 3AT-Stammlosung wird lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt und ist so

etwa 4 Wochen haltbar.

3.5.3. Kulturmedium fiir eukaryotische Zellen
Alle verwendeten eukaryotischen Zelllinien (siehe 3.11.3. ,,Eukaryotische Zelllinien) wurden

im sterilen Standardmedium kultiviert.

DMEM Medium

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
37 g NaHCOs/1
ad 101 Hzobidest
pH auf 7.2 einstellen
sterilfiltrieren

Vor der Benutzung muss das Medium mit 1 % Glutamin (Endkonzentration 2 mM) und 10 %
fotalem Kilberserum (FKS) komplettiert werden. Das FKS muss vor der Benutzung bei 56°C
fiir 30 min im Wasserbad erwiarmt werden, wodurch das Komplementsystem inaktiviert wird.
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3.6. Enzyme und Marker

3.6.1. Restriktionsendonukleasen

RESTRIKTIONS- KONZENTRATION
ENDONUKLEASE
Bam HI 20 U/ul
Bgl Il 10 U/ul
Eco RI 20 U/ul
Hind III 20 U/ul
Nco I 10 U/ul
Nde I 20 U/ul
Not I 10 U/ul
Xho I 20 U/ul

3.6.2. Sonstige Enzyme

ENZYM KONZENTRATION
T4 DNA-Ligase 1 U/ul
Taq Polymerase 5 U/ul

3.6.3. DNA-Marker
MARKER

HERSTELLER

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England  Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main
New  England  Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

HERSTELLER
Fermentas GmbH,
Mannheim

New  England Biolabs,
Frankfurt am Main

HERSTELLER

O’GeneRuler™ 100 bp DNA ladder Fermentas GmbH, Mannheim

O’GeneRuler™ 100 bp DNA ladder plus Fermentas GmbH, Mannheim

O’GeneRuler™ DNA ladder mix Fermentas GmbH, Mannheim
1 kb DNA ladder Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe
A Eco RI/Hind 111 Marker Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe
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3.6.4. Protein-Marker

MARKER HERSTELLER
BenchMark ™ Proteinladder Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe
PageRulerTM Proteinladder Fermentas GmbH, Mannheim
3.7. Antikorper

Die in dieser Arbeit eingesetzten Antikorper wurden in ,Western Blot“- und
Immunfluoreszenz-Analysen sowie in der Immunhistochemie eingesetzt.

WB = ,,Western Blot* IF = Immunfluoreszenz IH = Immunhistochemie
PRIMAI}ER EINGESETZTE REFERENZ
ANTIKORPER VERDUNNUNG

anti-GM 130 WB 1:250 BD Biosciences

monoklonales  Maus-IgG, | IF  1:200 Pharmingen, Heidelberg

gegen den C-Terminus von| IH 1:100, bzw. 1:50

GM130 gerichtet

anti-HA (16B12) WB 1:1000 Tan et al., 1998;

monoklonales  Maus-IgG, | IF  1:1000 BABCO, Berkley Antibody

gegen  das HA-Epitop Company; bezogen iiber:

gerichtet HISS Diagnostics GmBH,
Freiburg 1.Br.

anti-Iporin Aip519 WB 1:100 Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.

polyklonales Kaninchen-IgG Barnekow

gegen die AS 848-991 des
humanen Iporins gerichtet,

Serum

anti-Iporin Aip519 WB 1:100 Bayer et al., 2005;
polyklonales Kaninchen-IgG Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
gegen die AS 848-991 des Barnekow

humanen Iporins gerichtet,
affinitdtsgereinigt (18.08.03)

anti-Iporin 1179 WB  1:4000 Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
polyklonales Kaninchen-IgG | IF 1:1000 Barnekow

gegen die AS 848-991 des| IH 1:25, bzw. 1:10

humanen Iporins gerichtet,

affinititsgereinigt (15.03.04)

anti-myc (9E10) IF 1:100 Evan et al., 1985;
monoklonales  Maus-IgG, Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
gegen das  myc-Epitop Barnekow

gerichtet, affinitdtsgereinigt

(18.03.01)
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PRIMARER
ANTIKORPER

anti-PDI

monoklonales Maus-IgG,
gerichtete gegen den C-
Terminus der Protein
Disulfidisomerase,
Hybridomaiiberstand

anti-Rab1B (1E7)
monoklonales  Maus-IgG,
gegen den C-Terminus von
Rab1B gerichtet,
Hybridomaiiberstand

anti-Rab1B (1E7)

monoklonales  Maus-IgG,
gegen den C-Terminus von
Rab1B gerichtet,
affinititsgereinigt (25.06.01)

SEKUNDARER
ANTIKORPER

anti-Maus IgG ,.horse radish
peroxidase HRP

anti-Kaninchen IgG ,horse
radish peroxidase* HRP

anti-Maus IgG-Alexa Flour
488 gekoppelt

anti-Maus IgG-Alexa Flour
568 gekoppelt

anti-Maus IgG-Alexa Flour
594 gekoppelt

anti-Kaninchen IgG Cy3

WB

WB

WB
IF
IH

WB

WB

IF

IF

IF

IF

EINGESETZTE
VERDUNNUNG

1:10

1:50

1:1000
1:250
1:100

EINGESETZTE

VERDUNNUNG
1:1000

1:1000
1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

REFERENZ

Dr. D. Vaux, Sir William
Dunn School of Pathology,
Oxford University

Elazar et al., 1994,
Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
Barnekow

Elazar et al., 1994;

Konczal, 2001
Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
Barnekow

REFERENZ
GE Healthcare Bio-
Sciences, Freiburg
GE Healthcare Bio-

Sciences, Freiburg
Molecular Probes, MoBiTec,
Gottingen

S. Bogdan,

Molecular Probes, MoBiTec,
Gottingen

Molecular Probes, MoBiTec,
Gottingen
Sigma-Aldrich
GmbH, Deisenhofen

Chemie
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3.8. ,,Primer*

Fir eine Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte mittels PCR (,,polymerase chain
reaction” = Polymerasekettenreaktion) werden Oligonukleotidprimer, sogenannte Amplimere
benotigt. Dabei handelt es sich um kurze, einzelstringige DNA-Molekiile, die komplementér
zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matritze (,,template*) sind.

Die jeweiligen Tesmin ,,primer* sind von der Firma Qiagen GmbH, Hilden synthetisiert
worden.

tes 1for ,,forward primer* zur Amplifikation von Tesmin A, bzw. B
5°-TTG AAT TCC ATA TGG TGA TAT GCC AAT TGA AAG G -3~ 34mer

tes Irev ,reverser primer* zur Amplifikation von Tesmin A, bzw. B
5°-TTG GAT CCC TAC TCC ATT TTC AAT CCC TTA G -3~ 31mer

tes f.l. ,,forward primer* zur Amplifikation von Tesmin ,,full length*
5°- TTG AAT TCC ATA TGG AGG AGG GCC CTC TGC C -3 31mer

tes xba ,,reverser primer* zur Amplifikation von Tesmin ,,full length*
5°-TAT CTG TTA AGA TCT TGT TCT CTT G -3~ 25mer

Die jeweiligen pAS, pACT, bzw. pGADT7 Sequenzierungsprimer sind von der Firma
Invitrogen®Life Technologies, Karlsruhe synthetisiert worden.

»fish primer” wurden fiir die Sequenzierung von pACT, bzw. pGADT7 Konstrukten
eingesetzt, wihrend ,,bait primer* fiir die Sequenzierung von pAS Plasmiden genutzt wurden
F =, forward“, R = ,,reverse*

fish 1IF 5°- ATA CCA CTA CAA TGG ATG -3° 18mer
fish 2R 5°- CAG TTG AAG TGA ACT TGC GGG G -3° 22mer
fish 3F 5°- CTA TTC GAT GAA GAT ACC CCA CCA AACCC -3~ 29mer
fish 4R 5°- GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG AT -3° 32mer
bait 1F 5°- TCA TCG GAA GAG AGT AG-3~ 17mer
bait 2R 5°- CGT TTT AAA ACC TAA GAGTCA C-3° 22mer
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3.9. Ausgangsvektoren

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Vektoren eingesetzt, entsprechend dem Organismus,
in dem sie vermehrt wurden bzw. der einklonierten DNA-Sequenz, die transkribiert wurde.

So wurden fiir die Expression von GST-Fusionsproteinen in Bakterien pGEX KG Vektoren
eingesetzt und fiir die Expression in Hefen und eukaryotischen Zellen ,,shuttle” Vektoren.
Alle in dieser Arbeit eingesetzten Gentechnisch verdnderten Organismen (GVO) sind in die
Sicherheitsstufe S1 einzuordnen; entsprechend ergibt sich die Risikogruppe RGI1.

3.9.1. Prokaryotische Klonierungsvektoren

VEKTOR

pGEX KG

pGEX KG 42

BESCHREIBUNG

GST-Gen-Fusionsvektor,
enthdlt das Glutathion S-
Transferase Gen aus
Schistosoma japonicum

modifizierter  pGEX KG
Vektor; Klonierung iiber Nde 1
und Bam HI moglich

3.9.2. ,yeast two-hybrid“ Klonierungsvektoren

VEKTOR

pAS 2-1

pACT 2

pGADT7

BESCHREIBUNG

Koder (,,bait“) Vektor des
Matchmaker II Systems, enthalt
die DNA-Bindungsdomine des
Hefe-Transkriptionsaktivators
Gal4

Beute (,,prey*) Vektor des
Matchmaker II Systems, enthalt
die DNA-Aktivierungsdoméne
des  Hefe-  Transkriptions-
aktivators Gal4

Beute (,,prey*) Vektor des
Matchmaker  III Systems,
enthalt die DNA-
Aktivierungsdoméne des Hefe-
Transkriptionsaktivators Gal4

REFERENZ

Guan und Dixon, 1991

AG  Barnekow; siche
Diplomarbeit Bilbilis, 2002

REFERENZ

Harper et al., 1993

Li und Fields, 1993

Chien et al., 1991
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3.9.3. Eukaryotische Klonierungsvektoren

VEKTOR

pSV Sport 1

pSV 42

pSV 42 HA

pSV 42 myc

pEGFP-1J-A4

BESCHREIBUNG

Expressionsvektor mit
integriertem SV 40 Promoter

Derivat des pSV  Sportl
Vektors, die Nde 1 Schnittstelle
(Position 629) und die Bam HI
Schnittstelle (Position 1013)

sind durch eine ,fill in
Ligation entfernt worden

Modifizierter pSV  Sportl
Vektor, welcher in der 57
“upstream‘* Region vor der

Nde 1 Schnittstelle ein HA-
»tag® besitzt. So enthalten alle
exprimierten  Proteine  eine
aminoterminale HA-
Markersequenz und konnen mit
Hilfe des spezifischen, gegen
das HA-,Taq“ gerichteten
Antikorpers  16B12  (siehe
3.7,,Antikorper*) detektiert
werden

(HA = Epitop des
Influenzavirus Himagglutinins)
Modifizierter pSV  Sportl
Vektor, der ein myc-,tag* vor
der Nde 1 Schnittstelle besitzt.
Die exprimierten  Proteine
konnen indirekt mit Hilfe des
myc-spezifischen  Antikorpers
9E10 (siehe 3.7, Antikorper®)
detektiert werden

Modifizierte Form des GFP-
(,,green fluorescence protein®)
C2 Vektors. Durch eine ,fill
in“ Reaktion wurde die interne
Nde 1 Schnittstelle zerstort,
dann wurde der Vektor Bgl
[I/Bam HI geschnitten, um die
urspriingliche ,,MCS* zZu
entfernen. AnschlieBend wurde
eine neue ,,MCS* iiber Bgl 11
aus pACT-X11L2A4 (~1 kb)
eingefiigt. Vor der Nde 1
Schnittstelle befindet sich nun
eine HA-kodierende Sequenz

REFERENZ

Crouse, 1993

AG  Barnekow; siche

Dissertation Bode, 2000

AG Prof. Dr. A. Barnekow

AG Prof. Dr. A. Barnekow

BD Biosciences Clontech,

Heidelberg;
AG Barnekow

48



Material

3.10. Plasmidkonstrukte

3.10.1. Plasmidkonstrukte fiir die bakterielle Expression

PLASMID BESCHREIBUNG REFERENZ

pGEX KG AN847AC1239 | Es wird ein GST-Fusionsprotein | AG Barnekow
(A3) gebildet, bestehend aus einem
GST-,tag* am N-Terminus und
dem C-Terminus von ,(full
length® Iporin ohne polyE-,
polyP-,stretch und ohne SH3
Domine

pGEX KG AN1430 (A9) Es wird ein GST-Fusionsprotein | Bayer et al., 2005
gebildet, bestehend aus einem
GST-,tag* am N-Terminus und
am C-Terminus der SH3
Domine von Iporin und
flankierenden AS
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3.10.2. Plasmidkonstrkte fiir das ,,yeast two-hybrid“ System

»bait* PLASMID

pAS Iporin AN847 (A1)

pAS Iporin
AN847AC1450 (A2)

pAS Iporin
AN847AC1239 (A3)

pAS Iporin AN847AC992
(A4)

pAS Iporin
AN991ACI1177 (AS)
pAS Iporin
AN991AC1239 (A6)
pAS Iporin
AN991AC1450 (A7)

pAS Iporin AN1122 (A8)

pAS Iporin AN1430 (A9)
pAS GM130 AC213

pAS GM130 AN370
(Golgin-95)

pAS GM130 AN433

pAS GM130 AN679

pAS GM130 AN761

BESCHREIBUNG

enthilt den C-Terminalen
Bereich von , full length* Iporin

enthilt den C-Terminalen
Bereich von ,,full length* Iporin
ohne SH3 Domaine

enthilt den C-Terminalen
Bereich von ,,full length* Iporin
ohne polyE-, polyP-,,stretch*
und ohne SH3 Domiine

enthilt die 443 AS lange
Sequenz ,,upstream‘ der RUN
Domaine

enthilt die RUN Domine von
Iporin

enthilt neben der RUN Doméne
von Iporin 61 AS ,,downstream*

enthilt die RUN Domine von
Iporin, den polyE- und den
polyP-, stretch*

entilt den C-Terminus der RUN
Domine, den polyE- und polyP-
,,stretch® und die SH3 Domaine
enthilt die SH3 Domine von
Iporin und flankierende AS
GM130 Mutante, bestehend aus
der p115 ,,binding site* und ccl
GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc2, cc3 bis cco
und der GRASP65 ,.binding
site‘’; entspricht dem humanem
Golgin-95

GM130 Mutante, bestehend aus
cc3 bis cc6 und der GRASP65
,,binding site*

GM130 Mutante, bestehend aus
cc4 bis cc6 und der GRASP65
,,binding site*

GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc3, cc4 bis cco
und der GRASP65 ,.,binding
site*

REFERENZ

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow

AG Barnekow
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»bait* PLASMID

pAS GM130 AN830

pAS RablA Q70L
pAS Rab1B wt

pAS Rab1B S22N
pAS Rab1B Q67R
pAS Rab1B Q67L

pAS Tesmin A

pAS Tesmin B

BESCHREIBUNG

GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc5, der cc6 und
der GRASP65 ,.binding site*

daueraktive Mutante von RablA
(human)

»full length* Sequenz des
Wildtyps von Rab1B (Ratte)

dauerinaktive Mutante von
Rab1B (Ratte)

daueraktive Mutante von Rab1B
(Ratte)

daueraktive Mutante von Rab1B
(Ratte)

C-Terminus der humanen
Tesmin Sequenz BC064579 ab
Base 735-1634 (insgesamt 900
bp)

C-Terminus der humanen
Tesmin Sequenz BC064579 ab
Base 735-1634 mit einer
Deletion von Base 1266 bis
1322 (insgesamt 9843 bp). Das
Insert weist einen
Basenaustausch an Stelle 849
auf

REFERENZ

AG Barnekow

AG Barnekow

Weide et al., 2001
Weide et al., 2001
Weide et al., 2001
Weide et al., 2003

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit
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»prey‘“ PLASMID

pGADTY7 Iporin ,,full
length*

pGADT7 Iporin AN847
(Al)

pGADT7 Iporin
ANB4TAC1450 (A2)

pGADT7 Iporin
AN847AC1239 (A3)

pGADT?7 Iporin
AN847ACI992 (A4)

pGADT7 Iporin
AN99TACI177 (AS)

pGADT7 Iporin
AN991AC1239 (A6)

pGADT?7 Iporin
AN991AC1450 (A7)

pGADT?7 Iporin AN1122
(A3)

pGADT?7 Iporin AN1430
(A9)

pGADT?7 Iporin AC853
(A10)

pGADT7 GM130 AC213

pGADT7 GM130 AN370
(Golgin-95)

pGADT7 GM130 AN433
(hinge)

BESCHREIBUNG

enthilt den ,,orf* des KIAA0375
Klons bestehend aus 4548 bp

enthilt den C-Terminalen
Bereich von , full length* Iporin

enthilt den C-Terminalen
Bereich von , full length* Iporin
ohne SH3 Doméine

enthilt den C-Terminalen
Bereich von , full length* Iporin
ohne polyE-, polyP-,,stretch*
und ohne SH3 Domiine

enthilt die 443 AS lange

Sequenz ,,upstream‘ der RUN
Domine

enthilt die RUN Domine von
Iporin

enthilt neben der RUN Doméne
von Iporin 61 AS ,,downstream*

enthilt die RUN Domiine von
Iporin, den polyE- und den
polyP-, stretch*

entilt den C-Terminus der RUN
Domine, den polyE- und polyP-
,,stretch® und die SH3 Domaine
enthilt die SH3 Domine von
Iporin und flankierende AS

enthilt den N-Terminus von
Iporin

GM130 Mutante, bestehend aus
der p115 ,,binding site* und ccl

GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc2, cc3 bis ccod
und der GRASP65 ,,binding
site*; entspricht dem humanene
Golgin-95

GM130 Mutante, bestehend aus
cc3 bis cc6 und der GRASP65
,,binding site*

REFERENZ

AG Barnekow

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005
Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

Weide et al., 2001

Weide et al., 2001

Weide et al., 2001
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»prey* PLASMID

pGADT7 GM130
AN370AC887

pGADT7 GM130 AN679

pGADT7 GM130 AN761

pGADT7 GM130 AN830

pGADT7 Tesmin A

pGADT7 Tesmin , full
length*

pACT Klon 56

pACT Tesmin ,,full

length*

pACT GM130 AN224
(K18)

BESCHREIBUNG

GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc2, cc3 bis cc6,
GRASP65 ,,binding site* fehlt

GM130 Mutante, bestehend aus
cc4 bis cc6 und der GRASP65
,,binding site*

GM130 Mutante, bestehend aus

einem Teil der cc3, cc4 bis cco
und der GRASP65 ,.binding site*

GM130 Mutante, bestehend aus
einem Teil der cc5, der cc6 und
der GRASP65 ,.binding site*

C-Terminus der humanen Tesmin
Sequenz BC064579 ab Base 735-
1634 (insgesamt 900 bp); siehe
Anhang ,,Plasmidkarten‘

Enthilt die ,,full length* cDNA
des humanen Tesmins,
BC064579 ab Base 106 bis 2434;
siche Anhang ,,Plasmidkarten*

Dieser Klon wurde als
potentieller Interaktionspartner
von pAS Iporin AN847 in einem
,,screen’ mit der ,,human testis
library* (Matchmaker-System,
BD Biosciences Clontech,
Heidelberg) gefunden. Es handelt
sich um den C-terminalen
Bereich der humanen Tesmin
Sequenz BC064579 Base 1224
bis 1843

Enthilt die ,,full length* cDNA
des humanen Tesmins,
BC064579 ab Base 106 bis 2434.
Das Insert wurde iiber Nco I/Eco
RI aus dem Klon pCMV
SPORT6 IMAGp998E1812764Q
in pACT einkloniert

GM130 Mutante, bestehend aus
cc2 bis cc6 und der GRASP65
,,binding site*

REFERENZ

Weide et al., 2001

Weide et al., 2001

Weide et al., 2001

Weide et al., 2001

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit

AG Barnekow; gefunden
im Rahmen dieser Arbeit

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit

AG Barnekow; siche
Diplomarbeit Bayer, 1999;
Weide et al., 2001
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3.10.3. Plasmdikonstrukte fiir die Expression in Saugetierzellen

PLASMID

pSV HA Iporin “full
length”

pSV HA Iporin AN847
(AD)

pSV myc Iporin
ANB4TACI1239 (A3)

pSV HA Iporin AC853
(A10)

pEGFP-1J-Tesmin A

pCMYV SPORT6
IMAGpP998E1812764Q

pEGFP-1J-Tesmin “full
length”

BESCHREIBUNG

enthilt den ,,orf* des KIAAQ375
Klons bestehend aus 4548 bp

enthélt den C-Terminalen
Bereich von ,,full length* Iporin
mit einem N-terminalen HA-
Htag

enthilt den C-Terminalen
Bereich von , full length* Iporin
ohne polyE-, polyP-,stretch* und
ohne SH3 Doméne mit einem N-
terminalen myc-,,tag*

enthilt den N-Terminus von ,,full
length* Iporin mit einem N-
teminalen HA-, tag*

C-Terminus der humanen testis
Sequenz BC064579 ab Base
735-1634 (insgesamt 900 bp);
sieche Anhang ,,Plasmidkarten
Clone-ID = 5743865

Das Konstrukt enthilt die
einklonierte Sequenz BC064579
(humanes Tesmin)

Enthilt die ,,full length* cDNA
des humanen Tesmins,
BC064579 ab Base 106 bis 2434;
siche Anhang ,,Plasmidkarten

REFERENZ

Bayer et al., 2005

Bayer et al., 2005

AG Barnekow

Bayer et al., 2005

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit

RZPD, Berlin

AG Barnekow; hergestellt
im Rahmen dieser Arbeit
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3.11. Organismen

3.11.1. Bakterienstamme

Alle verwendeten Bakterienstimme sind Escherichia coli K-12 Derivate. Sie wurden zur
Klonierung, Amplifikation von DNA und zur Herstellung von rekombinanten Proteinen

verwendet.

STAMM

DH5a

BL21

DHI10B

BNN132 = JM107/IKC

3.11.2. Hefestamme

GENOTYP REFERENZ

F’ Tn10 pro A'B* lacI? Hanahan, 1983
A(lacZ)M15/recAl endAl

gyrA96 (Nal,) thi hsdR17(r¢”

mg ") supE44 relAl lac

F-ompT hsdSg (rB- mB-) gal Studier und Moffat, 1986
dcm (DE3)

F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) Grant et al., 1990
80dlacZ M15 lacX74 deoR

recAl araD139 (ara leu)7697

galU galK rpsL endA1 nupG].

F' traD36 proA+ proB+ laclq Elledge et al., 1991
lacZ.M15/endA1 gyrA96 (Nalr)

thi hsdR17 supE44 relA1 .(lac-

proAB) mcrA Cre+

Der in dieser Arbeit verwendete Hefestamm ist ein Derivat der Bicker- und Brauhefe

Saccharomyces cerevisiae (Saccharomyces; wortlich = ,Zuckerpilz; cerevisia, lat. = das
Bier).

STAMM GENOTYP REFERENZ
Y190 MATa, ura3-52, his3-200, lys2- | Flick und Johnston, 1990;

801, ade2-101, trp1-901, leu2-3, | Harper et al., 1993
112, gal4., met-, gal80., cyh:2

LYS2:: GAL1uas-HIS3TATA-

HIS3 URA3:: GALluas-

GALl1tAta-lacZ
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3.11.3. Eukaryotische Zelllinien

ZELLLINIE

Cos7

Hela SS6

SKI11

3.12. DNA-Genbank

BESCHREIBUNG

Urspriingliche Zelllinie: CV1
Zellen, Affennierenfibroblasten
aus der grilnen Meerkatze.
Transformiert durch den SV40
Virus mit defektem ,,origin of
replication*

Epithel-artige Zelllinie, deren

Ursprung ein humanes Cervix-
Karzinom ist

Maus Sertoli Zelllinie,
modifiziert durch das SV40 T-
Antigen

REFERENZ

Gluzman, 1981

zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. V. Gerke, Med.
Biochemie, ZMBE,
Miinster

Gey et al., 1952

zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. V. Gerke, Med.
Biochemie, ZMBE,
Miinster

Walther et al., 1996

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Genbank ,,human testis library* des Matchmaker-
System wurde iiber BD Biosciences Clontech, Heidelberg bezogen. Es handelt sich hierbei
um cDNA Fragmente von DNA-Sequenzen Testis-spezifischer Gene, die in den ,,prey*
Vektor pACT einkloniert sind.
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4. Methoden

4.1. Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien, Hefen und
eukaryotischen Zellen

Eine der Grundvoraussetzungen fiir die Reproduzierbarkeit von biologischen Experimenten
ist eine sorgfiltige Anzucht, Kultivierung und Stammbhaltung der zu verwendenden
Organismen. So sollten gleichbleibende Bedingungen geschaffen werden, die ein optimales
Wachstum gewiéhrleisten.

4.1.1. Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien

Es wurden die Stimme DHS5o, BL21 und DHI10B der Bakterienart Escherichia coli
verwendet (siehe 3.11.1. ,Bakterienstimme‘), wobei die Anzucht und Kultivierung in
Fliissig- oder Festmedien, d.h. in Schiittelkulturen oder auf Agarplatten, erfolgte. Hierfiir
werden 5 ml 2YT-Medium mit Bakterienmaterial aus einer Glyzerinkultur oder mit einer
Einzelkolonie, die von einer bewachsenen Agarplatte ,,gepickt* wird, angeimpft und bei 37°C
bei 250 rpm auf einem Rundschiittler inkubiert (siehe 3.5.1. ,, Kulturmedium fiir Bakterien®).
Die Anzucht einer Reinkultur eines transformierten Bakterienstammes erfordert die Zugabe
von Selektiosmarkern, fiir welche das eingebrachte Plasmid Resistenzgene trigt. Als
Selektionsmarker wurden Ampicillin (Endkonzentration 100 upg/ml) oder Kanamycin
(Endkonzentration 35 pg/ml) eingesetzt (siehe 3.2. ,,Antibiotika“).

Fir die Anzucht von Klonen, z.B. fiir eine Selektion nach einer Transformation mit
rekombinanter Plasmid DNA, oder fiir eine kurzfristige Lagerung von etwa 3 Monaten bei
4°C, werden Plattenkulturen, ebenso mit entsprechendem Antibiotikum versetzt, angelegt.
Die Inkubation erfolgt bei 37°C im Brutschrank fiir etwa 12 Stunden.

Zur dauerhaften Lagerung werden Glyzerinkulturen von Ubernachtkulturen angelegt und bei
-20°C bzw. -70°C gelagert.

Anlegen einer Glycerinkultur

700 pl einer frischen, dichten Schiittelkultur
300 ul 50%-iges steriles Glyzerin
(Endkonzentration 15% Glyzerin)

—> griindlich in einem autoklaviertem
Glasrohrchen mischen
- einfrieren

4.1.2. Kultivierung und Stammhaltung von Hefen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Hefestamm Y190 im YPD-Vollmedium, komplettiert mit
2% Glukose, angezogen (siehe 3.5.2. ,Kulturmedium fiir Hefen*). Die Anzucht kann
entweder von einer Agarplatte, aus einer Glyzerinkultur oder aus einer Hefesuspension, die
bei 4°C mehrere Wochen gelagert wird, erfolgen. Die inokulierte Schiittelkultur wird bei
30°C bei 250 rpm auf einem Rundschiittler iiber Nacht inkubiert. Das Wachstum der Hefen
kann einerseits durch die Messung der optischen Dichte (ODggg) erfolgen, die nach etwa 12
Stunden 1,3 bis 1,5 betragen sollte. Andererseits kann der Zustand der Hefen mikroskopisch
beurteilt werden. In der Wachstumsphase, auch logarithmische Phase genannt, weisen die
Zellen eine deutliche Knospung auf.

Die Anzucht von Hefen, die fiir den Einsatz im ,,yeast two-hybrid large scale screen® mit
einem ,bait“ Plasmid transformiert worden sind, und entsprechend isolierte potentielle

57



Methoden

Interaktionspartner, die ,,prey* Plasmide tragen, erfolgte im SD-Medium, bzw. Agarplatten,
denen die Aminoséduren Leucin und Histidin zugesetzt worden sind. Sie werden mit SD-T-L
bezeichnet. Die Anzucht erfolgte fiir etwa 36-48 Stunden bei 30°C und bei 250 rpm.

Beimpfte Agarplatten wurden im Brutschrank bei 30°C fiir 2-4 Tage inkubiert.

Eine kurzfristige Lagerung erfolgte auf Agarplatten bei 4°C fiir etwa 3 Monate, wéhrend fiir
eine langfristige Lagerung Glyzerinkulturen, dhnlich wie bei Bakterien, angelegt wurden. Die
Endkonzentration des Glyzerins betridgt in den Dauerkulturen 25 %. Die Kulturen kénnen bei
-80°C mehrere Jahre gelagert werden.

4.1.3. Kultivierung und Stammbhaltung von eukaryotischen Zellen

Die in dieser Arbeit eingesetzten Zellen Cos7, HeLa SS6 und SK11 werden als adhérente
Zelllinien bezeichnet, d.h. sie wachsen in einem ,,monolayer mit stetem Kontakt zum
Untergrund. Die Zellen werden in DMEM (,,Dulbeccos Modified Eagle Medium®),
komplettiert mit fotalem Kélberserum (FKS) und Glutamin, in Gewebekulturschalen
gehalten, die mit einer spezifischen Matrix benetzt sind (siehe 3.5.3. , Kulturmedium fiir
eukaryotische Zellen*). Die Temperatur im Brutschrank ist entsprechend dem
Ursprungsgewebe der Zellen gewihlt, d.h. Cos7 und HeLLa SS6 werden bei 37°C gehalten,
wihrend SK11 Zellen, die aus Maushoden kultiviert wurden, bei 33°C gehalten werden.

Da Zellen essentielle Bestandteile des Mediums verbrauchen, wird das Medium arm an
Nihrstoffen und reich an Sekundirmetaboliten, die das Medium ansduern. Um dem Prozess
entgegenzuwirken, werden die Zellen bei 5% CO, inkubiert und das Medium enthilt
zusitzlich HCO;™ als Puffersystem. Um eine Austrocknung im Brutschrank zu vermeiden, ist
zusitzlich eine gleichméBig hohe Luftfeuchtigkeit erforderlich.

Man bezeichnet eine Zellkultur als konfluent, wenn zwischen den Zellen keine freie
Substratoberfliche mehr zu erkennen ist und sie sich gegenseitig beriihren. Normalerweise
unterliegen sie einer Kontaktinhibition und stellen das Wachstum ein, sobald sie die
Konfluenz erreicht haben. Im Regelfall sollten die Zellen subkultiviert werden, bevor die
Kultur vollstiandig konfluent ist. Durch wiederholtes Passagieren verdndern sich die Zellen
morphologisch und physiologisch, so dass man darauf achten sollte, eine entsprechende
Anzahl an Alliquots von Zellen mit gleichen niedrigen Passagenummern einzufrieren.

Passagieren der Zellen

Fiir die Passagierung, d.h. Ablosung von der Kulturschale und eine erneute, verdiinnte
Aussaat, werden die Zellen zunidchst griindlich in PBS (,,phosphat buffered saline®)
gewaschen, um abgestorbene Zellen und Mediumreste zu entfernen. Um die Zellen vom
Untergrund zu l6sen, werden sie kurz mit einer 0,05% (w/v) Trypsin und, nach Bedarf, 2 mM
EDTA Losung benetzt und zur Unterstiitzung der enzymatischen Reaktion fiir 30 sec im
Brutschrank inkubiert. Trypsin ist eine Protease, die Proteine des Zytoskeletts an der C-
termianlen Seite von Lysin- und Argininresten spaltet. Zusétzlich komplexiert EDTA Ca*
und Mg** Tonen, die Teil der von Zellen ausgebildeten Adhisionsplaques sind. Durch leichtes
Klopfen an der Zellkulturschale werden die Zellen gelost und anschlieend in frischem
Medium aufgenommen, wodurch die enzymatische Reaktion gestoppt wird. Um EDTA Reste
zu entfernen, werden die Zellen bei 5min/37°C/1000 x g abzentrifugiert, das Zell-Pellet in
frischem Medium resuspendiert und in entsprechender Verdiinnung auf neue
Gewebekulturschalen tiberfiihrt.

Zihlen der Zellen

Fiir eine genaue Planung der Versuche ist es notwendig, mit einer definierten Zellzahl zu
arbeiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir diese Bestimmung ein ,,Coulter Counter* der
Firma Coulter eingesetzt. Hierfiir wurden die Zellen von der Gewebekulturschale abgelost
und mit PBS in einem Verhiltnis von 1/100 verdiinnt, wovon jeweils die Zellzahl in 1 ml
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berechnet werden konnte. Durch eine Hochrechnung konnte so die exakte Zahl der Zellen pro
ml Zellsuspension ermittelt werden.

Lagerung der Zellen

Zur Sicherung der Zelllinien und Aufbewahrung von Zellen einer niedrigen Passagezahl ist es
moglich, diese bei -196°C im fliissigen Stickstoff einzufrieren. Eine konfluent bewachsene
Gewebekulturschale wird entsprechend, wie unter ,Passagieren der Zellen® bis zum
Zentrifugartionsschritt beschrieben, behandelt. Das Pellet wird in 90% (v/v) FKS
aufgenommen, um so eine Stabilisierung der Zellproteine gewdihrleisten zu konnen und
Tropfen-weise Dimethylsulfoxid (DMSO) (Endkonzentration 10%) zugefiigt. Das DMSO
bewirkt eine Porositit der Zellmembran und somit einen Wasseraustritt aus der Zelle, um so
eine Kristallisierung wihrend des Einfriervorgangs zu vermeiden. 1,8 ml dieser Suspension
werden in ein Kryorohrchen iiberfiihrt, langsam innerhalb von etwa 24 Stunden auf -70°C
abgekiihlt und in einen Stickstofftank iiberfiihrt.

4.2. Arbeiten mit DNA

Die Gentechnik erlaubt das Klonieren von DNA Fragmenten, indem DNA Sequenzen in
einen Vektor integriert werden. Das Plasmid mit der zu untersuchenden DNA wird
anschliefend in einen Wirt transformiert. Ziel einer Klonierung ist, die DNA Sequenz zu
vermehren, entweder um diese nidher zu untersuchen oder um das entsprechende Protein
rekombinant in grolen Mengen herzustellen.

4.2.1. Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli

Das Prinzip der Plasmidisolierung beruht auf der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim
und Doly, 1979). Nach Aufschluss der Bakterienzellen mit Hilfe von Natriumdodecylsulfat
(SDS) werden durch Zugabe von NaOH sdmtliche Proteine und DNA unter stark alkalischen
Bedingungen denaturiert. Die folgende Neutralisationsreaktion fiihrt zur Renaturierung der
DNA, wodurch eine Trennung der Plasmid DNA von der genomischen/chromosomalen DNA
erfolgen kann, da diese groBer ist, einzelstringig bleibt und ausfillt. Im folgenden Schritt
kann die Plasmid DNA entweder durch Zentrifugation oder durch Filtration abgetrennt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sind ,,ready-to-use kits* eingesetzt worden, wie unter 3.3.1. ,,Kits
zur Aufreinigung von DNA" aufgelistet. Entsprechend der aufzureinigenden Plasmid DNA
wurden Mini- und Midipriparationen durchgefiihrt. Nach der Amplifikation der ,,human testis
library* der Firma BD Biosciences Clontech, Heidelberg (siehe 3.12. ,,DNA-Genbinke*)
wurde die Plasmid DNA mittels der Gigapridparation aufgereinigt. Die Durchfiihrungen aller
hier genannten DNA-Priparationen erfolgte laut Angaben des Herstellers, die dem
,,QIAGEN® Plasmi Purification Handbook* zu entnehmen sind.

4.2.2. Isolierung von Plasmid DNA aus S.cerevisiae

Die Isolierung von Plasmid DNA erfolgte aus Hefen, die im SD-Selektionsmedium
angezogen worden sind (siehe 4.1.2. ,,Kultivierung und Stammhaltung von Hefen*) mit Hilfe
des ,,QIAprep Spin Miniprep Kits* und ebenfalls nach der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979). Hierfiir wurden 4 ml der Kultur fiir 3 min bei RT und 15000 rpm
abzentrifugiert, in 250 pl Pufferl resuspendiert und anschlieBend in 250ul Puffer2
aufgeschlossen. Der Aufschluss wurde nach der Zugabe von Glasperlen und 2 min ,,vortexen*
unterstiitzt. Anschliefend erfolgte die Neutralisation durch Zugabe von 350 ul Puffer N3 und
eine Trennung der Plasmid DNA von der genomischen/chromosomalen DNA durch
Zentrifugation. Die weitere Durchfithrung ist dem ,,QIAprep® Miniprep Handbook* zu
entnehmen.
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4.2.3. Amplifikation von DNA mittels PCR

Die PCR (,,polymerase chain reaction” = Polymerase-Kettenreaktion) ist eine ,,in vitro*
Technik, mit der man gezielt Desoxyribonukleinsdure- (DNA-) Abschnitte, die von zwei
bekannten DNA Sequenzen eingerahmt werden, vervielfiltigen kann (Newton und Graham,
1994).  Hierfir ~werden zwei spezifische, zueinander antiparallel gerichtete
Oligonukleotidprimer eingesetzt, die sich nach der Denaturierung bei 94°C an die
komplementire, nun einzelstringige DNA Matritze (,,template*) anlagern konnen. Die DNA-
Polymerase verlangert unter den richtigen Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von
Desoxynucleosidtriphosphaten (ANTPs) die ,,primer* entlang der Matritze und synthetisiert so
neue DNA Stringe. Jede zusitzliche Strangsynthese bedeutet eine neue Vermehrungsrunde,
wobei auch die neu synthetisierten DNA Stringe als Matritze genutzt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Tag-Polymerase, ein hitzestabiles Enzym aus Thermus aquaticus fiir
die Amplifikation von Tesmin A/B aus der ,.,human testis library* BD Biosciences Clontech,
Heidelberg, eingesetzt (Saiki et al., 1998). Im Folgenden ist das Pipettierschema und das
Programm der hier eingesetzten PCR aufgelistet.

PCR Ansatz Programm
5 ul Thermo Pol Puffer (10x) 94°C/2 min
4 ul Nukleotid-Mix (2,5 mM je Nukleotid) 94°C/1 min
50 pmol ,,primer forward* 60°C/1min 35 Zyklen
50 pmol ,,primer reverse* 72°C/2 min
3,0 ul ,,template* DNA 72°C/5 min
1 ul Tag-Polymerase o0 4°C

ad 50 ul PCR-H,0O

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte durch Auftrennung auf einem Agarosegel (siehe
4.2.6. , Elektrophoretische Auftrennung von DNA"), eine anschlieBende Isolierung aus dem
Gel und Reinigung mit Hilfe des ,,QIAquick Extraction Kits* (siehe 4.2.7. ,Isolierung von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen").

4.2.4. Konzentrationsbestimmung von DNA

Fiir die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der gereinigten Plasmid DNA bzw.
einer RNA Probe wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Photometer der Firma Eppendorf,
Hamburg verwendet. Die zu messende Probe wurde 1/30 im EB-Puffer verdiinnt und in einer
Einmalkiivette in das Photometer gestellt. Nach Messung der Grundabsorption bei 230 nm
Wellenldnge wurde anschlieend die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen, da hier das
Absorptionsmaximum von Proteinen liegt. Das Verhiltnis beider Werte zueinander gibt die
Proteinkontaminationen in der Losung an und sollte bei einer reinen Probe bei 1,8 liegen.

4.2.5. Restriktion von DNA

Fiir die Klonierung neuer Plasmidkonstrukte ist es notwendig, sowohl Vektor- und ,,insert*-
Fragmente herzustellen, um sie anschlieBend wieder fest miteinander zu verbinden. Das
Aufschneiden der DNA geschieht mit Hilfe von Restriktionsenzymen. Diese gehoren zu der
Gruppe der Endonukleasen und spalten Dopplestrang-Desoxyribonukleinsduren (dsDNA)
durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindung bestimmter Erkennungssequenzen, meistens 4-8
bp lange Palindrome. Die hier eingesetzten Restriktionsendonukleasen der Klasse II kénnen
entweder glatte (,,blunt*) oder klebrige (,,sticky*“) Enden erzeugen. In den meisten Fillen sind
DNA-Sequenzen gleichzeitig mit zwei Enzymen geschnitten worden.
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Fiir eine optimale enzymatische Reaktion werden dem Restriktionsansatz die vom Hersteller
der Endonukleasen mitgelieferten Puffer eingesetzt und der Gesamtansatz fiir 1-2 Stunden bei
37°C inkubiert. Im Rahmen dieser Arbeit betrug das Endvolumen 30 pl.

Restriktionsansatz

1-5 pg Plasmid DNA
1U/1 ng DNA Restriktionsendonuklease
3,0 ul 10 x Puffer
ad 30 pl HoOvpidest

4.2.6. Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Mit Hilfe der Gelelektrophorese ist es moglich, DNA Fragmente anhand ihrer GroBe
aufzutrennen (Reisfeld et al., 1962; Ornstein, 1964). Hierfiir wird Agarose mit TAE Puffer
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer) gemischt und durch Erhitzen gelost. Das Gel wird in einen
Gelschlitten gegossen, wodurch sich nach Erkalten ein fldchiges groporiges Maschenwerk in
Abhingigkeit der Agarosekonzentration, in der Regel 1%, bildet. Folgend werden die DNA
bzw. die einzelnen Fragmente aufgetrennt, indem die negativ geladene DNA aufgrund des
Molekulargewichts unterschiedlich schnell vom Plus- zum Minuspol wandert. Um die
Lauffront sichtbar machen zu konnen, wird dem Agarosegel ein Markierungsfarbstoff, hier
Orange G, zugesetzt.

Orange G

(6-fach konzentriert)
0,25 % Orange-G (w/v)
30 % Glycerin (v/v)

Um die DNA Fragmente im UV Licht sichtbar machen zu konnen, wurde das Agarosegel mit
Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid ist eine aromatische organische Verbindung, die in
den DNA Strang interkaliert. Regt man diese Verbindung mit UV Strahlung der Wellenlidnge
312 nm an, kommt es zur Emission von orangefarbenem Licht.

Die GroBe und die Konzentration der einzelnen Fragmente konnen anhand eines
Molekularstandards abgeschitzt werden, da die aufgetrennten Banden des Standards ein
definiertes Molekulargewicht besitzen (siehe 3.6.3. und Anhang ,DNA Marker*). Eine
Dokumentation erfolgte mit Hilfe der elektronischen Bildverarbeitung (Intas, Géttingen).

4.2.7. Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Wiedergewinnung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurde das ,,QIAquick Gel
Extraction Kit* laut Herstellerangaben angewendet. Prinzipiell werden bei der Gelextraktion
Wasserstoffbriickenbindungen der Agarosepolymere durch Erwidrmen und unter Einfluss
chaotroper Salze gelost, wobei die DNA aus der Losung verdringt und im Folgenden iiber ein
Séulchen gereinigt wird.

Die so gereinigte DNA kann fiir weitere Versuche, wie z.B. die Ligation, eingesetzt werden.
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4.2.8. Ligation von DNA

Mit Hilfe von DNA-Ligase und unter ATP-Verbrauch werden DNA Fragmente durch
Verkniipfung von 37, 5°-Phosphodiesterbindungen katalysiert (Crouise et al., 1983). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zur Konstruktion neuer Plasmide ein Vektor und ein ,,gene of
interest, die mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen linearisiert worden sind, miteinander
verbunden.

Ligationsansatz

50 ng Vektor DNA
3-fach molarer Uberschuss ,,Insert“-DNA
2 ul 10x Ligasepuffer
1 pl T4-Ligase
ad 20 pl HoOvidest

Neben dem Ligationsansatz mit Vektor- und “Insert”-DNA sollte stets ein Ansatz ohne
“insert” DNA zur Kontrolle des prozentualen Anteils einer Re-Ligation des Vektors
mitgefiihrt werden. Diese Ansétze werden als lig+ bezeichnet.

Die Ligasereaktion erfolgt tiber Nacht bei 16 °C.

4.2.9. Transformation von Bakterien

Transformation bedeutet im Sinne der Gentechnologie die Aufnahme von Genen, d.h.
,hackter DNA in einen Wirtsorganismus, hier Bakterien. So eingefiihrte Plasmid DNA
repliziert sich unabhédngig von der chromosomalen/genomischen DNA. Um die natiirliche
Transformationseffizienz der Bakterien zu steigern, miissen sie mit chemischen oder
physikalischen Methoden behandelt werden, d.h. kompetent gemacht werden. Im Rahmen
dieser Arbeit ist der E.coli Stamm DH5a mit Hilfe der Calciumchlorid-Methode und der
BL21 Stamm mittels Elektroporation kompetent gemacht worden.

4.2.9.1. Calciumchlorid-Methode

Mit Hilfe von CaCl, wird die eingebrachte Plasmid DNA an die Bakterienzelle angeheftet und
die eigentliche Aufnahme erfolgt durch eine kurzzeitige Temperaturerhohung auf 42°C
(Dagert und Ehrlich, 1979; Brown, 1999).

o Ansetzen einer 2YT-UN Kultur, angeimpft mit DH50ar; Inkubation bei 37°C und 250
rpm auf einem Rundschiittler

o 50 ml 2YT-Medium mit 1/100 der UN-Kultur animpfen, Inkubation bei 37°C und 250
rpm auf einem Rundschiittler bis zu einer ODgg von 0,4-0,6

o Abzentrifugieren der Bakteriensuspension 15 min/4°C/2000 x g

o Uberstand verwerfen

o Pellet in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung aufnehmen, Inkubation fiir 30 min auf
Eis

o Abzentrifugieren der Bakterienlosung 15 min/4°C/2000 x g

o Uberstand verwerfen

o Pellet in 1 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung aufnehmen, Inkubation fiir 1-2 Stunden
auf Eis zur Erh6hung der Kompetenz

Die so hergestellten CaCl,-kompetenten Bakterien konnen maximal UN gekiihlt aufbewahrt
werden, wobei sich ihre Kompetenz innerhalb von 24 Stunden erhoht.

Ein weiterer Ansatz ermoglicht, sich einen Vorrat an eingefrorenen CaCl,-kompetenten
DHS5a anzulegen, die bei einer Temperatur von -70°C ca. 1 Monat ihre erlangte Kompetenz
nicht verlieren.
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Ansetzen einer 2YT-UN Kultur, angeimpft mit DH5at; Inkubation bei 37°C und 250
rpm auf einem Rundschiittler

500 ml 2YT-Medium mit 1/100 der UN-Kultur animpfen, Inkubation bei 37°C und
250 rpm auf einem Rundschiittler bis zu einer ODgyy von 0,4

die Bakteriensuspension wird auf 50 ml Falcon-,tubes* verteilt und 10 min auf Eis
ruhen lassen

Abzentrifugieren der Bakteriensuspension 7 min/4°C/2000 x g

Uberstand verwerfen

Pellet in 10 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung aufnehmen, Inkubation fiir 30 min auf
Eis

Abzentrifugieren der Bakterienlosung 5 min/4°C/1500 x g

Uberstand verwerfen

Pellet in 2 ml 0,1 M CaCl,-Losung aufnehmen, Glyzerin als Gefrierschutzmittel
beifiigen (Endkonzentration 10%)

Losung a 100 pl alliquotieren und bei -70°C lagern

Transformation

Fiir die Transformation der CaCl,-kompetenten Bakterien wird aufgereinigte oder Plasmid
DNA bendétigt.

©)

@)
)
@)

@)
©)

1-5 ng Plasmid DNA bzw. 10 ul des Ligationsansatzes werden zu 100 ul kompetenten
DH5a hinzugefiigt, Inkubation fiir 30 min auf Eis

Hitzeschock 5 min bei 37°C oder 1 min bei 42°C

Kilteschock fiir 5 min auf Eis

Zugabe von 150 pl 2YT-Medium, Inkubation fiir 45 min bei 37°C und 250 rpm;
ermoglicht die Ausbildung der Antibiotikaresistenz

Ausplattieren auf 2YT-Agarplatten mit entsprechender Antibiotikaresistenz
Inkubation UN bei 37°C im Brutschrank

4.2.9.2. Elektroporation

Eine weitere effiziente Methode zum Transfer von DNA ist die Elektroporation, die im
Rahmen dieser Arbeit zur Transformation von pGEX KG-Konstrukten in BL21 mit Hilfe
eines Elektroporators der Firma BIO-RAD genutzt wurde. Durch kurze Hochspannungspulse
werden ,,Locher in der Zellhiille verursacht, durch die exogene DNA in die Zellen
aufgenommen werde kann. Um einen elektrischen Durchschlag der zu transformierenden
DNA zu vermeiden, sollte sich diese in einer niedrigen Konzentration von 1-10 ng und in
einer weitgehend Ionen-freien Losung befinden.

©)

O

O O O O O O O O

Ansetzen einer 2YT-UN Kultur, angeimpft mit BL21; Inkubation bei 37°C und 250
rpm auf einem Rundschiittler

500 ml 2YT-Medium mit 1/100 der UN-Kultur animpfen, Inkubation bei 37°C und
250 rpm auf einem Rundschiittler bis zu einer ODgy von 0,5-0,7

Abzentrifugieren der Bakteriensuspension 10 min/4°C/2000 x g

Uberstand verwerfen

Pellet in sterilem, eisgekiihltem H;Op;gess Wwaschen

Abzentrifugieren der Bakterienlosung 10 min/4°C/2000 x g

Uberstand verwerfen

Vorgang wiederholen

Pellet in 10 ml 10% (v/v) Glyzerin suspendieren

Losung a 100 pl alliquotieren und bei -70°C lagern
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Transformation
o 100 ul elektrokompetente BL21 auf Eis auftauen und mit DNA mischen
o 1in sterile Kiivette iiberfithren
o Elektroporation bei 1,8 kV fiir 5 ms
o sofort in 400 pl vorgewidrmtes 2YT-Medium, angereichert mit 1% Glukose,

iiberfithren

Inkubation bei 37°C fiir 60 min auf einem Rundschiittler

Ausplattieren auf 2YT-Agarplatten mit entsprechender Antibiotikaresistenz
o Inkubation UN bei 37°C im Brutschrank

o O

4.2.10. Uberpriifung einer Klonierung

Die Effizienz der Transformation kann etwa 12 Stunden nach Ausplattieren anhand der
gewachsenen Kolonien bestimmt werden. Es wird jeweils eine Einzelkolonie in 3 ml 2YT-
Medium, inklusive dem entsprechenden Antibiotikum, iiberfiihrt und UN bei 37°C auf einem
Rundschiittler inkubiert. AnschlieBend wird die Plasmid DNA isoliert (siche 4.2.1.
,Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli*), restringiert (siehe 4.2.5. , Restriktion von DNA")
und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 4.2.6. ,,Elektrophoretische Auftrennung von DNA").
Nach einer positiven Uberpriifung wird eine Glyzerinkultur angelegt (siche 4.1.1.
,Kultivierung und Stammbhaltung von Bakterien®).

4.2.11. Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der Bestimmung der Nukleotidabfolge einer bestimmten DNA-
Sequenz. Hierfiir wurde die ,,Kettenabbruch-Synthese*“ nach Sanger durchgefiihrt (Sanger et
al., 1977). Es werden fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide im Verlauf des ,.cycle-
sequencing‘ genutzt, wobei in dem Gemisch auch Analoga ohne Hydroxygruppe vorhanden
sind. So wird die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verhindert und die Verlangerung
durch eine DNA-Polymerase ist nicht mehr moglich, es kommt zum Kettenabbruch. Da die
dNTPs zufillig eingebaut werden, bricht die DNA Synthese an verschiedenen Stellen ab. Im
Rahmen dieser Arbeit sind das ,,Thermo Sequenase II Dye terminator cycle sequencing kit*
und das ,,DYEnamic ET Terminator Kit*“ der Firma GE Healthcare Bio-Sciences, Freiburg
eingesetzt worden. Die Proben wurden nach einem Standardprogramm im ,,Thermo Cycler*
amplifiziert und anschlieBend gefillt. Folgende Ansitze sind je nach verwendetem ,kit* fiir
eine Sequenzierungsreaktion wie folgt zusammenpipettiert und gefillt worden:

Sequenzierung mit dem ,,Thermo Sequenase II Dye terminator cycle sequencing kit
Ansatz 2,5 pl “primer” (1 pmol/ul)
2 ul Mix A+B
100-400 ng DNA
ad 10 ul PCR-Wasser

Programm (49 Zyklen) 96 °C = 30 sec

50 °C = 15 sec

60 °C 2 1 min
Fillung nach Sequenzierung 10 pl Ansatz + 1 ul Na-Acetat-EDTA-Puffer + 34 ul
mit dem ,,Thermo Ethanol (100 % p.a.)
Sequenase II Dye —> Inkubation 15 min auf Eis
terminator cycle sequencing —> Zentrifugation 20 min/4°C/10000 x g
kit —> Pellet in 250 ul Ethanol (70 %) waschen

—> Zentrifugation 5 min/4°C/10000 x g
- Pellet 1 min/95°C trocknen
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Sequenzierung mit dem ,,DYEnamic ET Terminator Kit*

Ansatz 5-10 pmol ,,primer*
4 ul ET-Mix
400 ng DNA
ad 10 ul PCR-Wasser
Programm (49 Zyklen) 95 °C = 20 sec
50 °C = 15 sec
40 °C - 1 min
Fillung nach Sequenzierung 10 pl Ansatz + 1 ul Na-Acetat-EDTA-Puffer + 40 ul
mit dem ,,DYEnamic ET Ethanol (100 % p.a.)
Terminator Kit* —> Inkubation 15 min/RT

= Zentrifugation 15 min/RT/10000 x g
—> Pellet in 250 ul Ethanol (70 %) waschen
—> Zentrifugation 5 min/4°C/10000 x g
—> Pellet 1 min/95°C trocknen

Sequenzierung mit dem ,,BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit*

Ansatz 1,5 uM ,,primer*
2 ul BigDye
2 ul 5 x Sequenzierungspuffer
150-400 ng DNA
ad 10 ul PCR-Wasser

Programm (26 Zyklen) 96 °C = 15 sec

50 °C = 15 sec

60 °C =2 4 min
Fillung nach Sequenzierung 10 pl Ansatz + 2,5 pul 125 mM EDTA
mit dem ,,BigDye® + 25 pl Ethanol (100 % p.a.)
Terminator v3.1 Cycle —> Inkubation 15 min/RT
Sequencing Kit* —> Zentrifugation 15 min/RT/10000 x g

—> Pellet in 30 ul Ethanol (70 %) waschen
—> Zentrifugation 5 min/4°C/10000 x g
—> Pellet lichtgeschiitzt trocknen
—> Pellet in 15-20 pl Hy0pigest aufnehmen, bei -20 °C lagern

Die Analyse erfolgte je nach eingesetztem ,kit“ in einem ABI PRISM®310 (Perkin Elmer
ABI, Weiterstedt), MegaBACE 500 DNA Analysis System, GE Healthcare Bio-Sciences,
Freiburg oder in dem Applied Biosystems 3730x] DNA Analyzer.
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4.3. Das ,,yeast two-hybrid“ System

Interaktionen zwischen Proteinen bilden im Wesentlichen die Grundlage fiir das
Funktionieren von zelluldren Mechanismen, so sind Proteinkomplexe wichtig fiir die DNA-
Synthese, Aktivierung der Transkription, Proteinlokalisation und Signaltransduktion (Gietz et
al., 1997).

Die ,,yeast two-hybrid*“ Methode, auch ,,interaction trap* genannt, représentiert ein elegantes
»in vivo* System zum Nachweis von Protein/Proteininteraktionen. Es wurde von Fields und
Song entwickelt und bietet folgende Anwendungsmoglichkeiten (Fields und Song, 1989):

o Identifizierung neuer Bindungspartner

o Verifizierung, bzw. Charakterisierung bereits bekannter Interaktionen

o Manipulation von Interaktionen, d.h. Charakterisierung von spezifischen Domiénen,
die fiir die Bindung verantwortlich sind, durch Anwendung spezifischer Mutanten
(Fields und Sternglanz, 1994).

Der Vorteil des ,,yeast two-hybrid* Systems im Gegensatz zu ,,in vitro* Experimenten und
Systemen, die auf prokaryotischen Expressionssystemen basieren, ist, dass Hefe als
Organismus in der Entwicklung den hoheren Eukaryoten niher steht. Ein weiterer Vorteil
gegeniiber bakteriellen Systemen ist, dass posttranslationale Modifikationen in Hefen
stattfinden, die gegebenenfalls fiir eine Interaktion notwendig sind.

Die zentrale Komponente des Matchmaker Gal4 ,, Two-Hybrid“-Systems der Firma Clontech
ist das Transaktivatorprotein, der Hefe-Faktor Gal4, der definierte UAS (,,upsteam activating
sequences‘‘) erkennt und die damit assoziierten Gene, in diesem Fall His3- und das lacZ-Gen,
aktiviert . Er besteht aus 2 Doménen, der DNA-Bindungsdomine (BD), die wichtig ist fiir die
Bindung des Faktors an die Ziel-DNA in der Promoterregion und der Aktivierungsdoméne
(AD), die benotigt wird, um die RNA-Polymerase an der Zielregion zu aktivieren und somit
die Transkription des Zielgens vermittelt. Bindungsdoméne und Aktivierungsdoméne miissen
nicht kovalent gebunden sein, eine Transkription kann induziert werden, wenn sich beide
Dominen in rdumlicher Nidhe zueinander befinden (Keegan et al., 1986). Um so eine
mogliche Interaktion von zwei Proteinen zu untersuchen, stellt man Fusionsproteine her, die
einerseits Protein A und die Gal4-BD enthalten und andererseits Protein B und die Gal4-AD.
,Bait“ Plasmide, wie pAS 2-1, enthalten die Gal4-BD, ein ,gene of interest“ und als
Selektionsmarker ein Enzym zur Tryptophan-Synthese. ,,Prey Plasmide, wie pACT 2 oder
pGADT7, beinhalten die Gal4-AD, ein weiteres ,,gene of interest und ein Enzym zur
Leucinsynthese.

Die Transformationseffizienz beider Vektoren in Hefe kann dadurch iiberpriift werden, indem
die Hefen ohne Tryptophan und ohne Leucin im Medium kultiviert werden. Der in dieser
Arbeit verwendete Saccharomyces cerevisiae Stamm Y190 des Matchmaker II Systems der
Firma BD Biosciences Clontech, Heidelberg, weist eine Mutation im Gen His3 auf, so dass
nur geringe Mengen Histidin synthetisiert werden konnen. Fiir eine stringentere Selektion auf
tatsdchliche Interaktion wird die Histidin-Synthese durch Zugabe ins Medium von 3-Amino-
1,2,4-triazol (3AT) komplett unterdriickt.

Interagieren beide Fusionsproteine miteinander, so entsteht ein funktionsfihiger GAL4-
Transkriptionsfaktor und die nachgeschalteten Gene, His3- und das lacZ, konnen nun
abgelesen werden. Die Reporter-Gen-Aktivitit kann zum einen durch Wachstumskontrolle
auf Platten, denen Histidin als essentielle Aminosiure fehlt, und zum anderen durch Tests auf
Galaktosidaseaktivitit iiberpriift werden.

Eine wichtige Voraussetzung der Funktionalitdt des ,,yeast two-hybrid*“ Systems ist, dass
keines der beiden eingesetzten Fusionsproteine autoaktiv ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid* Systems Interaktionen
zweier Proteine, Iporin und GM130, direkt untersucht werden und ein neuer
Interaktionspartner von Iporin, das humane Tesmin, durch einen ,,yeast two-hybrid screen*
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mit einer humanen Testis-Expressionsbank des Matchmaker II Systems der Firma BD
Biosciences Clontech, Heidelberg, gefunden werden.

4.3.1. Herstellung kompetenter Hefen

Die Voraussetzung einer Untersuchung von Protein/Proteininteraktionen in Hefen, ist das
Einbringen von Fremd-DNA (Plasmid DNA) in die Hefen. Um die Transformationseffizienz
zu erhohen, wurden die kultivierten Hefen mit Hilfe von Chemikalien kompetent gemacht.
Eine weit verbreitete und im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Methode ist die von Gietz et
al. beschriebene Permeabiliesierung der Hefezellwand mit Hilfe von Lithiumacetat (Gietz et
al., 1997).

Fiir ein optimales Wachstum der Hefen wurden 10 ml YPD-Medium, komplettiert mit 2%
Glukose und mit 1/100 Hefesuspension des Stammes Y190 (siehe 3.11.2. ,,Hefestimme*) in
einem Schikanekolben bei 30°C unter gleichmiBigem Schiitteln UN angezogen. Je nach
Anzahl der benétigten kompetenten Hefeansitze (10-30) wurden 50-150 ml YPD-Medium,
komplettiert mit 2% Glukose, mit der Ubernachtkultur inokuliert, so dass die ODggo 0,1 bis
0,2 betrug. Die Hefen wurden fiir etwa 4 Stunden bei 30°C in einem Rundschiittler inkubiert,
bis sich die ODgpy mindestens 2-mal verdoppelt hat. Zur Trennung des Anzuchtmediums von
den Hefen wurde die Kultur fiir 5 min/1500 x g/RT abzentrifugiert und das Pellet
anschlieBend mit 25 ml H;0Opigess gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (5
min/1500 x g/RT) wurden die Hefen fiir die Aufnahme der DNA vorbereitet, indem sie in 100
mM Lithiumacetat (3 ml pro 10 Ansdtze) fir 15 min bei 30°C inkubiert wurden.
Entsprechend der Anzahl der einzelnen Ansitze wird ein Mix der einzelnen Komponenten
hergestellt und davon jeweils 345 pl zu dem abzentrifugierte Pellet (5 min/1500 x g/RT)
hinzu gegeben:

REAGENZ Anzahl der Ansiitze

10 20 30
50 % PEG 2,4 ml 4,8 ml 7,2 ml
1M Lithiumacetat | 0,36 ml 0,72 ml 1,08 ml
Carrier DNA 0,05 ml 0,1 ml 0,15 ml
H;Opidest 0,69 ml 1,38 ml 2,07 ml

4.3.2. Kotransformation von Hefen

Zu den Ansitzen werden 0,5-1 pg ,bait* Plasmid und 0,5-1 mg ,,prey* Plasmid oder, als
Vorbereitung fiir den ,,yeast two-hybrid screen* (siehe 4.3.5. ,,large scale Transformation*),
ein Plasmid pipettiert. Die Ansdtze werden fiir 30 min bei 30°C auf einem Rundschiittler
inkubiert und anschlieend ein Hitzeschock bei 42°C fiir 30 min durchgefiihrt, um so die
Aufnahme der DNA durch die Hefen zu unterstiitzen. Die Hefesuspension wird fiir etwa 30
sec in einer Picofuge abzentrifugiert und das gesamte Pellet in 200 pl H,Opigess aufgenommen.
Ein halber Ansatz wird auf einer Kontrollplatte, gekennzeichnet als SD-T-L, und die andere
Hilfte auf der SD-T-L-H + 3AT Platte ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgt bei
30°C fiir etwa 3-7 Tage im Brutschrank.

4.3.3. B-Galaktosidasetest

Die transformierten Hefen besitzen das bakterielle lacZ Gen (siehe 4.3. ,,Das yeast two-hybrid
System*), welches fiir die B-Galaktosidase kodiert und so eine indirekte Detektion einer
Protein/Proteininteraktion ermoglicht. Die Aktivitit des Enzyms kann in dem eingesetzten
Hefestamm Y190 im Fall einer positiven Interaktion kolorimetrisch iiberpriift werden.
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Fiir den B-Galaktosidasetest wird ein Filterpapier in einer Petrischale mit ca. 5 ml einer Xgal-
Losung (siehe 3.4,,Stammlosungen®‘) benetzt, so dass das Papier gut durchtrinkt ist.

Xgal-Losung

10 ml Z-Puffer
167 pl Xgal-Stammldsung
27 ul B-Mercaptoethanol
- Losung jeweils frisch vor Gebrauch ansetzen

Um die Hefezellen aufzuschlieBen, iibertrdgt man die auf SD-T-H-L + 3AT gewachsenen
Kolonien auf ein Filterpapier und taucht sie fiir etwa 20 sec in fliissigen Stickstoff. Das
Filterpapier wird kurz bei Raumtemperatur aufgetaut und mit der Kolonien-Seite nach oben
auf das Xgal-getriankte Filterpapier luftblasenfrei gelegt. Eine Umwandlung von Xgal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galaktopyranosid), katalysiert durch B-Galaktosidase, fithrt zur
Blaufarbung der Hefekolonien. Die Intensitit der Blaufirbung sowie die Inkubationszeit
erlauben subjektive Aussagen iliber die Stdrke der Interaktion.

4.3.4. Amplifikation einer cDNA Genbank

Im Rahmen dieser Arbeit ist das ,,yeast two-hybrid*“ System ebenfalls zum Aufspiiren neuer
Interaktionspartner des humanen Iporin Proteins herangezogen worden. Als Genbank wurde
die ,human testis library”, Matchmaker-System, BD Biosciences Clontech, Heidelberg
gewihlt. Die cDNA Abschnitte einzelner Hoden-spezifischer Gene sind in den Matchmaker
»prey* Vektor pACT einkloniert und liegen in dem Bakterienstamm E.coli BNN132 vor. Vor
der Amplifikation ist es notwendig, den Titer der einzusetzenden Genbank zu bestimmen.

4.3.4.1. Re-Tritrierung der Genbank

I ul der zu testenden Genbank wird griindlich in 1 ml LB-Medium (siehe
3.5.1, Kulturmedium fiir Bakterien) resuspendiert und in zwei unterschiedlichen
Verdiinnungsstufen von 1x10° und 1x10° auf LB-Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation
erfolgt bei 30°C fiir 26-48 Stunden im Brutschrank. Durch eine Hochrechnung der
ausgezdhlten Einzelkolonien kann die Anzahl der unabhingigen Klone pro ml berechnet
werden. Daraus kann ermittelt werden, wieviel pl Genbank-Bakterienkultur fiir eine
Amplifikation ausplattiert werden miissen. In der Regel liegt die Anzahl der unabhéngigen
Klone fiir Matchmaker Genbinke >10° cfu/ml. Um einen erfolgreichen ,,yeast two-hybrid
screen® durchfiihren zu konnen, sollte mindestens die doppelte Anzahl der unabhingigen
Klone, die sich hier auf 3,5)(106 belduft, auf potentielle Interaktionspartner ,,durchgescreent*
werden.

4.3.4.2. Amplifikation

Im Rahmen dieser Arbeit sind aufgrund der besseren Handhabung 10 Bleche (1457 cm?” pro
Blech) mit insgesamt 2,5 x 10° unabhingigen Klonen, beimpft worden. Hierfiir wurde 1 pl
der ,human testis library* Bakterienkolonien in 500 ul 2YT-Medium mit Amp-Resistenz
griindlich resuspendiert und anschliefend in 30 ml 2YT-Amp-Medium aufgenommen. Pro
Blech wurden 3 ml der Bakteriensuspension ausplattiert. Die Inkubation erfolgte fiir 24
Stunden bei 30°C im Brutschrank. Die Inkubationstemperatur ist entscheidend, da bei 30°C
ein heterogeneres Gemisch der unterschiedlich grofSen Klone entsteht.

Die abgeernteten Bakterien wurden in insgesamt 2 Litern 2YT-Amp-Medium resuspendiert,
fiir 2-3 Stunden bei 37°C und 190 rpm auf einem Rundschiittler inkubiert und anschlieend
20 min bei 4°C und 5000 x g abzentrigugiert. Die Bakterienpellets konnen entweder bei -
70°C eingefroren werden oder es kann direkt eine Plasmidisolierung erfolgen. Die
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Aufreinigung der Plasmid DNA wurde mit Hilfe des ,,QIAfilter Plasmid Giga Kits*
entsprechend der Angaben des ,,QIAGEN® Plasmid Purification Handbook* durchgefiihrt
(siehe 4.2.4. , . Konzentrationsbestimmung von DNA").

4.3.5. ,large scale” Transformation

Die “large scale” Transformation wurde mit dem Koder Plasmid pAS Iporin AN847 (Al)
durchgefiihrt. Die Plasmid DNA wurde in den Hefestamm Y190 transformiert (siehe 4.3.1.
,Herstellung kompetenter Hefen*) und bei 30°C auf SD-T Platten im Brutschrank inkubiert.

o 50 ml SD-T Medium mit einer Einzelkolonie pAS Iporin AN847 (Al) animpfen, UN
bei 30°C auf einem Rundschiittler bei 200 rpm inkubieren

o 150 ml SD-T Medium mit 1/50 SD-T pAS Iporin AN847 (Al) Hefesuspension
animpfen, UN bei 30°C auf einem Rundschiittler bei 200 rpm inkubieren

o 11 Hauptkultur SD-T Medium mit SD-T pAS Iporin AN847 (A1) Hefesuspension auf
eine ODgg 0,2-0,3 einstellen

o Inkubation bei 30°C in einem Rundschiittler bei 200 rpm bis zu einer ODggo von 0,8-
1,2

o Abzentrifugieren der Hefesuspension 3 min/25°C/1500 x g

o Pellet in 50 ml H,Opigess waschen, 4 min bei 25°C und 2000 x g abzentrifugieren

o Hefepellet in 10-20 ml 0,1 M Lithiumacetat fiir 15 min bei 30°C und 90 rpm
inkubieren

o Abzentrifugieren der Hefelosung 4 min/25°C/2000 xg

o 7,2 ml 50 % PEG , 1,08 ml 1 M Lithiumacetat, 1 ml aufgereinigte ,,human testis
library* und zur Erhohung der Transformationseffizienz 300 upl ,,Hering Testes
Carrier-DNA" dazugeben, gut mischen und das Hefe-Pellet darin resuspendieren

o Inkubation fiir 30 min bei 30°C und 250 rpm im Rundschiittler

o Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 min

o Abzentrifugieren der transformierten Hefen 4 min/25°C/2000 x g

o Pellet in 24 ml H,Op;gest resuspendieren

o jeweils 5 ml der Hefesuspension auf SD-T-L-H + 30 mM 3AT Blechen (1457 cm? pro

Blech) ausplattieren
o Inkubation fiir 1-3 Wochen bei 30°C 1im Brutschrank

Zur Ermittlung der Transformationseffizienz werden folgenden Kontrollansitze auf SD-T-L
Agarplatten: 3 x 0,1 pl, 2 x 1 pl, 1 x 5 pul der Hefesuspension.

Die Kontrollplatten werden 3-5 Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert und anschliefend
werden die Einzelkolonien ausgezihlt und hochgerechnet.

4.3.6. Isolierung potentieller Interaktionspartner

Die Isolierung potentieller Interaktionspartner erfolgt etwa 1-3 Wochen nach dem
Ausplattieren. Hierfiir werden die hochgewachsenen Hefekolonien von den Blechen ,,gepickt*
und auf SD-T-L-H + 50 mM 3AT Selektionsplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgt fiir
etwa 5-7 Tage bei 30°C im Brutschrank. Zur Verifizierung der Interaktion gewachsener
Klone wird ein B-Gal Test durchgefiihrt (siehe 4.3.3. ,,3-Galaktosidase-Test*). Positive Klone
werden zur weitern Verifizierung isoliert und die Plasmid DNA aufgereinigt (siehe
4.2.2, Isolierung von Plasmid DNA aus S.cerevisiae*).

4.3.7. Uberpriifung potentieller Interaktionspartner

Zur Uberpriifung potentieller Interaktionspartner wird die aufgereinigte DNA zur
Abschitzung der ,,insert“-Groe mit Hind III kontrollrestringiert (siehe 4.2.5. , Restriktion
von DNA"), da diese Schnittstelle im pACT Vektor vor und nach der einklonierten Sequenz
enthalten ist. Danach wurde die aufgereinigte Plasmid DNA der isolierten Klone mit
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unterschiedlichen Iporin-Mutanten in Hefen kotransformiert (siehe 4.3.1. ,Herstellung
kompetenter Hefen* und 4.3.2. ,Kotransformation von Hefen*) und ein B-Gal Test der
gewachsenen Hefekolonien durchgefiihrt.

4.3.8. Charakterisierung potentieller Interaktionspartner

Potentielle positive Interaktionspartner werden mit Hilfe der pACT spezifischen ,,primer* fish
3F und 4R (siehe 3.8. ,,Primer*) sequenziert (siche 4.2.11. ,,Sequenzierung®). Das Leseraster
kann durch virtuelle Translation der ,,forward“ sequenzierten Plasmid DNA mit Hilfe von
expasy.ch festgestellt werden. Alle cDNA Sequenzen der ,,human testis library sind in den
pACT Vektor am 57iiber Eco RI einkloniert. Die Aminosiduresequenz der Eco RI Schnittstelle
lautet ,,GRVD®. Die Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner erfolgt mit Hilfe von
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, indem die c¢DNA Sequenz mit Abschnitten bekannter
Gensequenzen verglichen wird.

4.4. Proteinexpression in eukaryotischen Zellen

Die Analyse von endogenen oder iiberexprimierten Proteinen in Sdugetierzellen hat den
Vorteil, dass die zu untersuchenden Proteine korrekt gefaltet und posttranslational modifiziert
werden, so dass ein Vergleich mit der in vivo Situation moglich wird. So kann die Expression
endogener Proteine mit Hilfe von direkt gegen diese Proteine gerichteter Antikorper erfolgen.
Ist jedoch kein geeigneter AntikOrper vorhanden, kann das zu untersuchende Protein,
rekombinant mit einem ,,tag* gekoppelt, iiberexprimiert werden und die Detektion erfolgt mit
Hilfe eines gegen das ,,tag* gerichteten Antikorpers.

Hierfiir werden die Zellen transient transfiziert, d.h. Fremd-DNA eingebracht, die im
Zytoplasma verbleibt und im Gegensatz zu einer stabilen Transfektion nicht in das Genom
eingebaut wird. Das eingebrachte Gen unterliegt der Kontrolle eines starken viralen
Promoters, so dass es zur erhohten Expression des Fremd-Proteins kommt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die modifizierten pSV 42 HA, pSV 42 myc und pEGFP-1J Vektoren eingesetzt
(siehe 3.9.3. ,,Eukaryotische Klonierungsvektoren*).

Es gibt unterschiedliche chemische und physikalische Verfahren der Transfektion wie z.B.
Mikroinjektion und Liposomen-, bzw. Virosomen-vermittelte Transfektionen (Scangos et al.,
1981). Eine der weit verbreiteten Methoden ist die Calcium-Phosphat-Prizipitation, im
Rahmen dieser Arbeit zeigte sich aber, dass die Transfektion mit dem Reagenz PolyFect®
effizienter war (Graham und van der Elb, 1973).

4.4.1. Transfektion eukaryotischer Zellen mit PolyFect®

Die Durchfiihrung der Transfektion mit PolyFect® erfolgte nach den Angaben der optimierten
Protokolle fiir Cos7 und HelLLa SS6 Zellen anhand des ,,PolyFect® Transfection Reagent
Handbooks“, Qiagen GmbH, Hilden. PolyFect® ist ein aktiviertes dendrimeres
Transfektionsreagenz, das mit Plasmid DNA eine komplexe Struktur eingeht. Diese
Komplexe besitzen eine Netto-Positivladung und binden so effektiv an negativ geladene
Rezeptoren, die auBen an der Plasmamembran prisentiert werden. Nach endosomaler
Aufnahme der DNA in die Zellen verhindert PolyFect® als Puffersystem, dass lysosomale
Nukleasen gebildet werden, so dass die Stabilitit der DNA bis zum Transport in den Zellkern
gesichert wird.

4.4.2. Herstellung von Zellextrakten

Fiir die Analyse der zu untersuchenden endogenen oder iiberexprimierten Proteine miissen
diese aus den Zellen isoliert werden. Fiir eine hohe Ausbeute der Proteinmenge, ist es
unerlisslich, den optimalen Zeitpunkt zu wihlen, an dem annihernd die groBte Menge an
Protein in den Zellen akkumuliert ist. In der Regel wurden die Zellen 24 Stunden nach der
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Aussaat bzw. nach der Transfektion extrahiert. Einen Unterschied bildete das tiberexprimierte
humane Tesmin A Protein, hier erfolgte die Aufarbeitung 30-36 Stunden nach Transfektion.
Es wurden einerseits Gesamtzellextrakte hergestellt fiir in vitro Bindungsanalysen (siehe
4.4.2.1. ,Herstellung von Gesamtextrakten) und andererseits ,,post nuclear supernatant®
(PNS) Zellextrakte fiir die Zytosol-Membran-Fraktionierung (siehe 4.4.3. ,,Zytosol-Membran-
Fraktionierung) und die Dichtegradientenzentrifugation (siehe 4.4.4. ,,Percoll-Gradient®).
Die einzelnen Methoden werden folgend nédher beschrieben.

4.4.2.1. Herstellung von Gesamtzellextrakten

Die Herstellung der Zellextrakte erfolgt auf FEis, um den Stoffwechsel der Zellen
herabzusetzen und moglichen Abbau zu verhindern. Um detergenzlosliche Proteine aus der
Zellstruktur herauszulosen, wird ein entsprechend angereicherter Puffer eingesetzt. Als
Proteasehemmer wird Trasylol in einer Endkonzentration von 5 % zugesetzt.

Hierfiir wird zuerst das Medium von den transient transfizierten Zellen in der
Gewebekulturschale entnommen, die Zellen griindlich zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen
und letzte Fliissigkeitsreste abgesaugt. Die Zellen werden nun komplett mit ,,pull down*
Puffer benetzt und mit einem ,,rubber policeman griindlich von der Gewebekulturschale
abgeschabt.

,»pull down*‘ Puffer

10 mM Tris pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM MgCl,
1 mM CaCl,
0,2 % Triton X-100
5 % Trasylol
100 pl a 6 cm & Gewebekulturschale
300 ul a 10 cm & Gewebekulturschale

Die Zellsuspension wird 1 Stunde bei 4°C und 16000 x g abzentrifugiert, um so den
Uber_stand, in dem sich die gelosten Proteine befinden, von den Zellriickstdnden zu trennen.
Der Uberstand kann mehrere Monate bei -70°C zwischengelagert werden.

4.4.3. Zytosol-Membran-Fraktionierung

Die Zytosol-Membran-Fraktionierung wird zur Trennung von zytosolischen und
Membranproteinen durchgefiihrt, so dass sich Aussagen iiber die Lokalisation des zu
untersuchenden Proteins machen lassen. Zuerst werden die Zellen zweier konfluent
bewachsener Gewebekulturschalen mit 10 cm & griindlich zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und insgesamt in 1,5 ml CMF-Puffer (,,cytosol-membrane-fractionation* Puffer)
homogenisiert.

CMPF-Puffer

250 mM Sucrose
10 mM Hepes/KOH pH 7,4
1 mM EDTA
CompleteTM EDTA-frei
ad 10 ml ml Hzobidest
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Um mogliche Proteasen zu inhibieren sind dem Puffer Complete™gpra fiei, Protease Inhibitor
Cocktail Tabletten, zugesetzt worden.

Die Zellsuspension wird in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieend zehnmal
durch eine 27G-Nadel gezogen, um so die Zellen aufzuschlieBen. Das Lysat wird 2 min bei
4°C und 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand, auch als ,,post nuclear supernatant* (PNS)
bezeichnet, wird mit 75 pul 50%-iger Sucrose unterschichtet. Im folgenden
Zentrifugationsschritt von 15 min bei 4°C und 14000 x g werden gro3e Membranen, bzw.
Membranteile vom Uberstand abgetrennt. Das Pellet wird in insgesamt 1 ml CMF-Puffer
gewaschen, 15 min bei 4°C und 14000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
schlieBlich in 2x HKT resuspendiert. Anschlieend wird die gleiche Menge HyOpigest Wie 2X
HKT hinzugefiigt.

2x HKT

20 mM Hepes/KOH pH 7.4
200 mM KCl
2 mM EDTA
2mM DTT
1 % Triton X-100
CompleteTM EDTA-frei

Nach einem Zentrifugationsschritt von 1 Stunde bei 4°C und 16000 x g befinden sich die
Proteine der groBen Membranen im Uberstand (P14), der bei -70°C fiir weitere Analysen
eingefroren wird.

Der Uberstand, wird in ein Polycarbonatrohrchen iiberfithrt und 1 Stunde bei 4°C und
100.000 x g in der Beckmann optima L-60 Ultrazentrifuge zentrifugiert. Im Uberstand, als
»supernatant 100, kurz S100, bezeichnet, befinden sich alle zytosolischen Proteine. Er kann
bei -70°C gelagert werden. Das entstandene Pellet, welches kleine Membranen enthilt, wird
in 1,5 ml CMF-Puffer gewaschen und fiir 15 min bei 4°C und 100.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet in 2x HKT aufgenommen, wodurch alle Detergenz-
loslichen Membranproteine herausgetrennt werden. AnschlieBend wird die gleiche Menge
H,Opigest Wie 2x HKT hinzugefiigt.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 1 Stunde bei 4°C und 16000 x g wird das
Pellet verworfen und der Uberstand mit herausgeldsten Membranproteinen, als ,,supernatant
P100* (P100) bezeichnet, bei -70°C gelagert.

Somit hat man drei relevante Fraktionen erhalten, die Proteine der groBen (P14) und kleinen
(P100) Membranen und die 16slichen (S100) Proteine enthalten. Die Verteilung der Proteine
zwischen der Membranfraktion und dem Zytosol kann mit Hilfe der ,,Western Blot*“ Analyse
(siehe 4.5.3. ,,Western Blot*) detektiert werden.

4.4.4. Percoll-Gradient

Eine Dichtegradientenzentrifugation ist ein Verfahren der Ultrazentrifugation, bei dem sich
aufgrund der Zentrifugalkraft und des Percoll-Gradienten Proteine unterschiedlicher
spezifischer Dichte, entgegengesetzt zu ihrer Tendenz, zu sedimentieren, entlang dieses
Gradienten einordnen. Diese Methode ist insbesondere geeignet zur Trennung einzelner
Bestandteile mit nur geringem Dichteunterschied. Zur Charakterisierung der einzelnen
Fraktionen werden parallel Proteine bekannter Lokalisation detektiert. Die Fraktionierung mit
Hilfe des Percoll-Gradienten wurde mit kleinen Abweichungen, wie von Czekay et al.
beschrieben, durchgefiihrt (Czekay et al., 1997).

Fiir eine erfolgreiche Durchfithrung wird Zellmaterial von mindestens zwei konfluenten 10
cm & Gewebekulturschalen benotigt. Nach dem griindlichen Waschen der Zellen mit
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eiskaltem PBS werden die Zellen in 2 ml PBS von der Kulturschale mit Hilfe eines ,,rubber
policeman‘* abgeschabt, aufgenommen und fiir 10 min bei 4°C und 1200 x g zentrifugiert. Das
Pellet wird anschlieend in 2 ml Homogenisierungspuffer (HB) aufgenommen.

Homogenisierungspuffer (HB)

20 mM Hepes pH 7,4
150 mM NaCl
2 mM CaC12
1 mM PMSF
5 % Trasylol®

Nach Abzentrifugation bei 1200 x g und 4°C fiir 10 min wird das Pellet in 200 ul HB
aufgenommen und zehnmal durch eine 27G-Nadel zur mechanischen Homogenisierung
gezogen. Das Gemisch wird zweimal bei 1000 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und der so
hergestellte ,,post nuclear supernatant” (PNS) auf die Percoll-Gradientenmischung
aufgetragen.

20 % Percoll-Gradient

20 % Percoll
10 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl

Die aufgetragene PNS-Losung hat eine groBere Dichte als das Percoll™ Medium, welches
aus gallertartigen Kieselgelkiigelchen, die mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) beschichtet sind,
besteht. Im folgenden Zentrifugationsschritt fiir 2 Stunden bei 4°C und 20000 x g in einer
TL100 Beckmann Zentrifuge mit einem TLA Festwinkelrotor wandern die Partikel
entsprechend ihrer Dichte und ihrem Sedimentationskoeffizienten wegen der Zentrifugalkraft,
und bilden Zonen im Gradienten aus. Einzelne Fraktionen von 200 ul werden von oben nach
unten entnommen und bei -70°C gelagert. Die Analyse der Verteilung bestimmter Proteine
erfolgt mit Hilfe der ,,Western Blot* Technik (siehe 4.5.3. ,,Western Blot*).

4.4.5. Immunprazipitation

Mit Hilfe der Immunprizipitation ist es moglich, durch Bildung von Immunkomplexen aus
spezifischen Antigenen und den korrespondierenden Ioslichen Antikorpern spezifische
Proteine aus einem Proteingemisch zu isolieren. Im Rahmen dieser Arbeit ist die Methode zur
Detektion von Rab1B aus Maushodengewebe angewandt worden.

Hierfiir wurden zuerst Extrakte aus Maus-Hodengewebe in LP-E Puffer hergestellt (siehe
4.6.1. ,Herstellung von Gewebeextrakten*). Der Gewebeextrakt wird mit dem entsprechenden
Antikorper in einem Gesamtvolumen von 300 pl, aufgefiillt mit LP-E Puffer, fiir 2,5 Stunden
auf Eis inkubiert. Folgend werden 5 pl ,,Protein G™ Sepharose beads* zugesetzt und UN bei
4°C auf einem Uberkopf-Schiittler inkubiert. Protein G aus S.aureus bindet Antikorper
reversibel iiber die Fc-Doméne in einem Verhéltnis von 1 Mol Protein G zu 2 Mol IgG. Die
Bindung von Protein G an die Sepharose-,,beads* lisst eine immobilisierte Matrix entstehen,
wodurch die Aufreinigung des Antigen-Antikorper-Protein G-Komplexes moglich wird. Nach
der UN Inkubation wird das Gemisch zweimal in 500 ul LP-E Puffer und einmal in 500 ul 20
mM Tris-Puffer, pH 7,4, gewaschen. Nach jedem Waschschritt wird die Losung 1 min bei
4°C und 1000 x g zentrifugiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wird das Pellet in 2x
Probenpuffer aufgenommen, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Hilfe der ,,Western
Blot“ Analyse mit demselben eingesetzten Antikorper detektiert. Im Falle der RablB
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Immunprézipitation wurde unter nicht-denaturierenden Bedingungen gearbeitet, da Rab1B ein
Molekulargewicht von etwa 23 kDa hat und so die Banden der leichten Ketten des
Antikorpers, detektiert vom Sekundirantikorper, die spezifische Rab1B Bande iiberdecken
wiirden.

4.4.6. Bestimmung der Proteinkonzentration

Um jeweils definierte Proteinmengen in Experimenten einsetzten zu konnen, muss eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt werden. Es wird jeweils die Gesamtproteinmenge eines
Extraktes bestimmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Pierce BCA Test eingesetzt, der
darauf basiert, dass Proteine mit Cu”*-Ionen in einem alkalischen Milieu einen Komplex in
der so genannten Biuret-Reaktion eingehen und diese zu Cu'* reduziert werden (Smith et al.,
1985; Wiechelmann et al., 1988). Jeweils ein einwertiges Kupfer-lon bindet an zwei
Bicinchonininsidure (BCA)-Molekiile und es kommt zu einem Farbumschlag von griin nach
violett. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.5. Analyse exprimierter Proteine

4.5.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Trennverfahren, bei dem Proteine im elektrischen
Gleichspannungsfeld und in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) in Polyacrylamid-
Gelen in einem diskontinuierlichen Puffersystem getrennt werden (Laemmli, 1970). SDS
bindet an Untereinheiten eines Proteins, wodurch die meisten Proteine in ihre Untereinheiten
dissoziieren. In die denaturierten, durch Zufall geknédulten und gefalteten Polypeptidketten
wird durch die SDS-Bindung eine starke negative Ladung eingefiihrt, die die vorhandenen
Ladungen tiberdeckt.

Im Rahmen dieser Arbeit sind Minigelapparaturen der Firma Biorad eingesetzt worden, wobei
das Flachbettgel aus einem 5 %-igem Sammelgel (5,5 x 8,5 cm) und einem Trenngel (3 x 8,5
cm) unterschielicher Konzentration besteht. Die Gele entstehen durch Polymerisation von
SDS-Polyacrylamid (30% Acrylamid und 0,8% Bisacrylamid), wobei Ammoniumpersulfat
(APS) und TEMED (N, N, N, N’-Tetramethylethylendiamin) als Reaktionsbeschleuniger
eingesetzt wurden. Die Konzentration an Acrylamid entscheidet tiber den Trennbereich des
Gels, d.h. je hoher die Konzentration ist, desto engmaschiger ist die ausgebildete netzartige
Struktur. Hochprozentige Gele, z.B. 12%, eignen sich zur Auftrennung von Proteinbanden
von 10-60 kDa, wihrend niederprozentige Gele, wie z.B. 7%, zur Separierung von Proteinen
mit einem Molekulargewicht von 70-220 kDa genutzt werden.

Die genaue Durchfiihrung kann meiner Diplomarbeit entnommen werden (Konczal, 2001).

4.5.2. Coomassie-Farbung

Um einzelne Proteinbanden im Gel sichtbar zu machen, wird dieses nach der
Gelelektrophorese mit Coomassie Brilliant Blue R250 gefirbt.

Coomassie-Firbelosung

2,5 g Brillant Blue R250
100 ml Essigsédure
450 ml Methanol

ad 1 1 HyOpigest

Die Férbelosung bindet irreversibel an Proteine. Um die Farbung sichtbar zu machen, wird die
Hintergrundfirbung zuerst etwa 1 Stunde im Entfirber I, dann im Entfirber II fiir %2 h
ausgewaschen.
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Entfarber 1 Entfirber I1
100 ml Essigséure 50 ml Essigsdure
450 ml Methanol 50 ml Methanol

ad 1 1 HyOpigest ad 1 1 HoOpigest

4.5.3. “Western Blot”

Das “Western Blotting” beschreibt eine Methode zum Transfer von Proteinen aus Gelen auf
eine Tragermembran in einem elektrischen Feld. Im Rahmen dieser Arbeit ist
Polyvinylidendifluorid (PVDF) als Membran eingesetzt worden und der ,,blot“ wurde als
»semi-dry* Methode durchgefiihrt (Towbin et al., 1979; Kyshe und Anderson, 1984; Giiltekin
und Heermann, 1988).

Hierfiir wird das SDS-Polyacrylamidgel auf die Membran und zwischen ,,Blot“-Filterpapieren
(W-P) gelegt, die in entsprechendem Puffer dquilibriert und in einer bestimmten Reihenfolge
geschichtet werden.

o Puffer 1 (6 x W-P): 0,3 M Tris; 20 % Methanol

o Puffer 2 (3 x W-P): 25 mM Tris; 20% Methanol

o PVDF-Folie (30 sec in Methanol befeuchtet), SDS-Polyacrylamidgel

o Puffer 3 (3 x W-P): 25 mM Tris; 40 mM 6-Amino-n-hexanoicsdure; 20 % Methanol
Dieser Stapel wird zwischen zwei befeuchteten Graphitelektroden eingespannt und mit einer
konstanten Stromstirke von 1 mA/cm” werden die Proteine vom Trenngel auf die Membran
transferiert.

Das Methanol in den Puffern bewirkt die Ablosung von SDS aus den Proteinkomplexen, so
dass die Affinitidt zwischen der Trigermembran und den Proteinen erhoht wird. Allerdings
kann Methanol die Gelporengroe reduzieren, do dass der Transfer grofler Proteine gestort
sein kann. So sollte getestet werden, welche Pufferkombination fiir die Ubertragung geeignet
1st.

Der ,blot“ Vorgang wird iiberpriift, indem die Proteinbanden mit Ponceau S reversibel
eingefarbt werden.

Ponceau S

0,2 % Ponceau S
in 3 % (w/v) TCA

Um freie Bindungsstellen auf der Membran abzusittigen, wird die Membran 0,5 Stunden bei
37°C in 5 % Milchpulver, gelost in PBS/0,1 % Tween, inkubiert. AnschlieBend werden
endogene oder rekombinante Proteine, die entsprechend Teil des aufgetragenen und
aufgespalteten Proteinextraktes sind, mit spezifischen Antikorpern detektiert (siehe 3.7.
»Antikorper). Hierfiir wird die Membran unter leichtem Schiitteln bei RT 1 Stunde mit dem
Primérantikorper, gelost in der Milchpulverlosung, inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wird
in PBS/0,1 % Tween abgewaschen, wobei die Losung mehrfach gewechselt wird. Dann
erfolgt die Inkubation mit dem Sekundirantikérper, der gegen ein Epitop des primiren
Antikorpers gerichtet ist und an den Peroxidase (,,horse radish peroxidase* HRP) gekoppelt
ist. AnschlieBend wird wieder griindlich mit PBS/0,1 % Tween gewaschen.

Die Detektion des Proteins erfolgt iiber eine Chemilumineszenz-Reaktion mit Hilfe des
,,SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Subtrat”, bzw. des ,,Uptilight HRP Blot
Substrat® (siehe 3.3.5. ,,Western Blot Entwicklung*®).
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4.5.4. Immunfluoreszenz

Fluoreszenz definiert sich als Lichtemission von Molekiilen oder Atomen, die dafiir
notwendige Energie erhalten sie durch Absorption von Lichtquanten. Sie ldsst sich als
lichtmikroskopische Technik in der Naturwissenschaft einsetzen, in der Licht von einzelnen
Zellen bzw. Zellkompartimenten und Organellen, durch vorherige Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht, emittiert wird.

Die Immunfluoreszenz wurde 1941 von Coons entwickelt und dient dem immunologischen
Nachweis zur Lokalisation von endogenen und iiberexprimierten rekombinanten Proteinen.
Bei der indirekten Form, die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt woren ist, wird nach
erfolgter  Antigen-Antikorper-Reaktion mit einem  Fluorochrom-markiertem  Anti-
Immunglobulin iiberschichtet und dies im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

Eine andere Moglichkeit ist die Expression von EGFP-Fusionsproteinen, in dem das
Fluorochrom direkt an das gebildete Protein gekoppelt ist und bei Anregung griines Licht
sichtbar wird.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Analyse der Priparate mit Hilfe des Leitz Diaplan
Fluoreszenzmikroskops und dem Konfokalen Leica DM RXE ,,Laser-Scanning* Mikroskops.
Der Vorteil der konfokalen ,,Laser-Scanning* Mikroskopie liegt in der Betrachtung optischer
Schnitte eines Priparates, so dass eine exaktere Lokalisation moglich ist.

Vorbereitung der Deckglischen

Fiir eine bessere Anheftung der Zellen an die Deckglédschen ist es sinnvoll, diese chemisch so
zu behandeln, dass die Oberfliche angerauht wird. Hierfiir werden die Deckgldschen 3
Stunden in Aceton leicht geschiittelt, um eventuelle Verunreinigungen durch Fette zu
entfernen. Danach werden sie griindlich in H;Opigesr gespiilt und UN in 3 %
Natriumhydrogencarbonat (Na,COs;) gelegt. Zur Entfernung der chemischen Losung werden
die Deckglischen wiederholt mit HyOpigest gewaschen und einzeln auf einem saugfihigen
Papier ausgelegt. Eine Sterilisierung erfolgt fiir etwa 3 Stunden unter UV-Licht in einer
sterilen Werkbank.

Immunfluoreszenz-Analyse

Vorbereitend wird eine bestimmte Anzahl Deckglidschen in eine Gewebekulturschale gelegt
und eine definierte Zellzahl ausgesit. Die Zellen werden 24 Stunden nach Aussat entweder
transfiziert (siehe 4.4.1. ,, Transfektion eukaryotischer Zellen mit PolyFect®“) oder fiir eine
Detektion endogener Proteine aufgearbeitet.

Hierfiir werden die Deckgldschen in einem geeigneten Behéltnis auf Eis gestellt, um so die
Stoffwechselvorginge anzuhalten und moglichen Abbau zu verhindern. Danach werden die
bewachsenen Deckgldschen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Fixierung der
Proteine und zelluldren Strukturen erfolgt in zwei Schritten auf Eis. Im ersten Schritt werden
die Zellen 15 min mit 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA) behandelt und folgend mit 8 %-igem
PFA fiir 30 min. Hier kann die Versuchsdurchfithrung unterbrochen werden, indem die
Deckgldschen einige Tage in PBS bei 4°C aufbewahrt werden.

Alle weiteren Schritte erfolgen bei RT. Zur Absittigung reaktiver Aldehydgruppen werden
die Zellen mindestens 10 min in 50 mM Ammoniumchlorid (NH4Cl) inkubiert, d.h.
»gequencht“. Die Behandlung wird durch dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS
unterbrochen und die Zellen fiir die Behandlung mit der Antikorperlosung vorbereitet. Um
eine Aufnahme zu ermoglichen, wird die Zellmembran permeabilisiert. Hierfiir werden die
Zellen 5 min in 0,2 % Triton X-100, gelost in PBS, inkubiert und anschlieend unspezifische
Bindungsstellen in einem dreimaligen Waschschritt mit 0,2 % Gelatine/PBS gesittigt. Der
erste Antikorper, der direkt gegen das zu detektierende Protein gerichtet ist, wird in 0,2 %
Gelatine/PBS gelost (siehe 3.7. , Antikorper”). Die Inkubationszeit ist abhingig vom
eingesetzten Antikorper und betrdgt 20-45 min. Der {iiberschiissige Antikorper wird dann
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dreimal mit 0,2 % Gelatine/PBS abgewaschen und die Zellen mit dem zweiten Antikorper fiir
20 min inkubiert. Zum Abschluss werden die Zellen dreimal in 0,2 % Gelatine/PBS und
dreimal mit PBS gewaschen. Bevor die Deckglédschen in 25 ul Mowiol eingebettet werden,
werden sie etwa 20 sec in H;Opigess €ingetaucht, um so Salze abzuwaschen. Das Mowiol,
welches zusitzlich DAPI zur Anfarbung des Zellkerns in einer Konzentration von 10 ng/ml
enthalten kann, muss UN bei RT aushirten, bevor eine Auswertung mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops erfolgen kann.

4.6. Proteinexpression in Geweben

Fiir eine Analyse der Proteinexpression in einzelnen Gewebetypen ist es notwendig, aus dem
frisch isolierten Gewebe eines Organismus, hier Maus, eine homogene Mischung
herzustellen. Das Gewebe wird nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und kann entweder bei -70°C gelagert werden oder wird zerkleinert und im entsprechenden
Puffer homogenisiert. Im Rahmen dieser Arbeit ist Gehirn- und Hodengewebe in einem Potter
aufgearbeitet worden.

4.6.1. Herstellung von Gewebeextrakten

Hierfiir wurde das Gewebestiick in einem Morser, unter Zufithrung von fliissigem Stickstoff,
zerkleinert. Etwa fiinf Spatelspitzen werden in ein Dounce-Gefdl iiberfiihrt, welches in ein
Glasgefall montiert wird, in dem sich ein Eis-Wasser-Gemisch zur Kiihlung befindet. Zu dem
gemorserten Gewebe wurden im Rahmen dieser Arbeit 2,5 ml LP-E Puffer hinzugefiigt.

Lysis-Puffer E

50 mM Tris/HCI pH 7,4
150 mM NaCl
2 mM Natriumfluorid (NaF)
200 uM Natriumorthovanadat

1 % NP-40 (Igepal CA-630)
0,1 % SDS
0,1 % DOC

Complete™ Epra-frei

Das Gewebe-Puffer-Gemisch wird homogenisiert, indem ein rotierender St68el in das
Dounce-Gefdl eingefiihrt wird und etwa 15-mal auf- und abbewegt wird. Das Lysat wird in 2
ml Eppendorf-Gefille tiberfiihrt und 1 Stunde bei 4°C und 16000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wird vorsichtig abgenommen, wobei die Fettschicht, die sich auf der Suspension
befindet, nicht mitgefiihrt wird. Er kann einige Monate bei -70°C zwischengelagert werden.

4.6.2. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dazu, mit Hilfe spezifischer Antikorper die Verteilung
bestimmter Antigene in einem Gewebeschnitt sichtbar zu machen. Die Detektion erfolgt iiber
spezifische  Antikorper  (sieche  3.7. LAntikorper),  dhnlich  wie fiir die
Immunfluoreszenzmethode beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit sind die Streptavidin-
Biotin-Methode und das 2-Schritt-Polymerdetektionssystem EnVision™ System eingesetzt
worden, wobei in beiden Fillen Meerettichperoxidase (,,horse radish peroxidase* HRP) als
Enzym dient. Die Durchfithrung beider Methoden wird folgend genauer beschrieben,
Hintergrundinformationen ~ kénnen der  Broschiire ,,Handbuch  Immunchemische
Farbemethoden®, Thomas Boenisch, DakoCytomation GmbH, Hamburg, entnommen werden.
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In Bezug auf die ,Northern Blot*“ Ergebnisse ist die hochste mRNA Expressionsrate von
Iporin in Hoden- und Gehirngewebe zu verzeichnen (Bayer et al., 2005). So sind im Rahmen
dieser Arbeit Immunohistochemische Analysen zur Lokalisation von Iporin und seinen
Interaktionspartnern Rab1B und GM130 in Hodenschnitten adulter Miduse und Menschen
durchgefiihrt worden. Die hierfiir eingesetzten Schnitte sind vom Institut fiir
Reproduktionsmedizin, Universititsklinikum Miinster gestellt worden. Sie weisen eine Dicke
von 3-4 pm auf und sind zur Konservierung der Gewebe- und Zellmorphologie Paraffin-
fixiert worden.

LSAB (,,Labelled StreptAvidin-Biotin‘‘)-Methode

Die Durchfithrung erfolgte mit Hilfe des DakoCytomation LSAB 2® System-HRP (siche
3.3.6. ,,Immunhistochemie*).

Die einzelnen Schritte laufen wie folgt ab: 1. Maus- oder Kaninchen-Primérantikorper, 2.
Anti-Maus oder Anti-Kaninchen Immunglobuline, biotinyliert, 3. Streptavidin-Enzym-
Konjugat, d.h. Streptavidin mit HRP gekoppelt. Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen fiir
Biotin, so dass es zur Verstarkung des Signals kommt. Diese Methode ist somit vier- bis
achtmal sensitiver als zuvor beschriebene Methoden (Giorno, 1984). Als Substrat fiir HRP
wird 3-37-Diaminobenzidin (DAB), Sigma Fast ™ DAB (3,3”-Diaminobenzidine) Peroxidase
Substrate Tablet Sets (siehe 3.1. ,,Chemikalien) eingesetzt, was zu einer Braunfarbung der
markierten Strukturen fiihrt.

Durchfiihrung:

o Entparaffinisieren: jeweils 10 min in ,,Paraclear I* und ,,Paraclear II*

o Absteigende Ethanol-Reihe: 10 min 100 % EtOH; 5 min 100 % EtOH; 5 min 96 %
EtOH; 5 min 80 % EtOH; 5 min 70 % EtOH

o 10 min flieBend in H,O wissern

o 3 min in HyOpigesr Waschen

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitit: Schnitte mit Losung 1, ,,Peroxidase
Block“ 3 % H,0,, benetzen und 5 min in feuchter Kammer inkubieren

o Losung abklopfen, 3 min in HyOpjgest Waschen

o Blocken: Schnitte mit 5 % Ziegenserum, gelost in TBS (,,Tris-buffered saline*)/0,1 %

BSA (bovines Serumalbumin), benetzen, 20-30 min in feuchter Kammer inkubieren

o Waschen: 3mal jeweils 3 min in TBS

Objekttriger und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o Primirantikorper: Der primdre Antikorper wird in TBS/0,1 % BSA gelost; pro Schnitt
werden jeweils 50 ul der Antikorper-Losung pipettiert und 60 min in einer feuchten
Kammer inkubiert; je nach Antikorper kann sich die Inkubationsdauer um weiter 30
min verlidngern; als Negativkontrolle werden die Schnitte mit einer TBS Losung/0,1 %
BSA ohne Zugabe des Primérantikorpers benetzt

o Waschen: 3mal jeweils 3 min in TBS

o Sekundirantikorper: Schnitte mit Losung 2, ,,Biotinylated Link®, die ein Gemisch aus
anti-Maus und anti-Kaninchen Antikorpern, gekoppelt an Biotin enthilt, 15 min in
einer feuchten Kammer inkubieren

o Waschen: 3mal jeweils 3 min in TBS

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o HRP-Streptavidin: Schnitte mit Losung 3, HRP-Streptavidin, 15 min in einer feuchten
Kammer inkubieren

o Waschen: 3mal jeweils 3 min in TBS

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

(©]
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o Substrat: die Substratlosung wird wie folgt vorbereitet: 1 Tablette Urease wird in 1 ml
H;Opigest Vollstdandig gelost und 1 Tablette DAB dazugegeben; Schnitte mit der
Substratlosung benetzen und in einer feuchten Kammer fiir max. 30 min inkubieren,
zwischendurch anhand der entstehenden Braunfirbung iiberpriifen, ob die Reaktion
vorzeitig abgebrochen werden soll

o Reaktion stoppen durch Uberfiihren der Proben in HyOpigest

o Gegenfirbung: um einen Kontrasteffekt zur DAB-Firbung zu erzeugen, werden die
Proben 20 sec in Himalaun unter Schiitteln inkubiert

o 5 min flieBend wissern

o Aufsteigende Ethanolreihe: 3 min 70 % EtOH; 3 min 80 % EtOH; 3 min 96 % EtOH;
3 min 100 % EtOH; 5 min 100 % EtOH

o Ethanol-Entfernung: damit das Einbettungsmedium Merckoglas an die Schnitte haftet,
sollten die Proben jeweils 5 min in ,,Paraclear II* und ,,Paraclear I* inkubiert werden

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

Deckglidschen mit Merckoglas benetzen und die Proben darin einbetten

o Merckoglas UN bei RT aushirten lassen

(@]

EnVision™ System, HRP

Die Durchfiihrung erfolgte mit dem Dako® Fuchsin + Substrate — Chromogen System For
Immunohistochemistry And In Situ Hybridisation , kit (siehe 3.3.6. ,,Immunhistochemie*).
Das EnVision™ HRP-System ist eine Zwei-Schritt Technik, basierend auf der Inkubation mit
einem Primdrantikérper und einem HRP-gekoppelten Polymer, das an den
Sekundérantikorper konjugiert ist. Hierbei handelt es sich um ein Gemisch aus anti-Maus und
anti-Kaninchen Antikorpern, ein sog. ,,Dual-Link-Reagenz®, was den Nachweis mono- und
polyklonaler Primérantikorper aus Maus- und Kaninchen mit einer Losung ermoglicht.

Das Konjugat-,,Riickgrat® besteht aus einem inerten Dextranmolekiil, das durchschnittlich 70
Enzymmolekiile und 10 Molekiile Sekundérantikorper enthélt. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass so, unabhidngig von einer Wechselwirkung zwischen Streptavidin und Biotin,
unspezifische Fiarbungen als Folge endogenen Biotins ausgeschlossen werden konnen. Als
Substrat wird Neufuchsin umgesetzt, was zu einem rosaroten Reaktionsprodukt fiihrt.

Durch eine Paraffin-Fixierung kann die Immunreaktivitdt vieler Antigene durch eine
Konformationsidnderung herabgesetzt werden. Das kann zu einem vollstindigem oder
partiellem Verlust der Immunreaktivitit fithren, was als ,,Maskierung* des Epitops bezeichnet
wird. Einer Verbesserung der Immunreaktivitit, d.h eine ,,Epitopdemaskierung®, kann durch
Erhitzen in einer definierten Pufferlosung mit Mikrowellen erreicht werden. Dieser Vorgang
wird entsprechend hitzeinduziertes ,,Epitop-Retrieval* (HIER) genannt. Im Rahmen dieser
Arbeit sind parallel Préiparate erhitzt bzw. kein Antigen-,,Retrieval® durchgefiihrt worden. Es
konnten keine Unterschiede bei der Detektion spezifischer Proteine, bzw. der Anfirbung
bestimmter Strukturen beobachtet werden.

Durchfiihrung:

o Entparaffinisieren: jeweils 10 min in ,,Paraclear I* und ,,Paraclear II*

o Absteigende Ethanol-Reihe: 10 min 100 % EtOH; 5 min 100 % EtOH; 5 min 96 %
EtOH; 5 min 80 % EtOH; 5 min 70 % EtOH

o 10 min flieBend in H,O wissern

3 min in HyOpigest Waschen

o Antigen-,.Retrieval® (optional): Proben in einem geeigneten Gefal in 0,05M L-Glycin
Puffer tauchen, in der Mikrowelle bei 80°C fiir 12 min erwédrmen, folgend 20 min
abkiihlen

o Waschen: 3mal jeweils 5 min in TBS

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o
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o Blocken: Schnitte mit 5 % Ziegenserum, geldst in TBS (,,Tris-buffered saline*)/0,1 %
BSA (bovines Serumalbumin), benetzen, 20-30 min in feuchter Kammer inkubieren

o Objekttrager und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o Primirantikorper: Der primdre Antikorper wird in TBS/0,1 % BSA gelost; pro Schnitt
werden jeweils 50 ul der Antikorper-Losung pipettiert und 60 min in einer feuchten
Kammer inkubiert; als Negativkontrolle werden die Schnitte mit einer TBS
Losung/0,1 % BSA ohne Zugabe des Primérantikorpers benetzt

o Waschen: 3mal jeweils 3 min in TBS

Objekttriger und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

o Sekundirantikorper: Schnitte mit der Losung ,,Dako EnVision HRP* benetzen und 30
min in einer feuchten Kammer inkubieren

o Substrat: Farbsubstrat ansetzten: 1 Tropfen ,,Fuchsin + Chromagen* mit 1 Tropfen
»Activating Agent mischen und 1 min bei RT inkubieren, 586,66 ul ,,Fuchsin
Buffered Substrate: Naphthol Phosphate in Tris Buffer* hinzufiigen; Schnitte mit der
Substratlosung benetzen und in einer feuchten Kammer fiir max. 30 min inkubieren,
zwischendurch anhand der entstehenden Rotfarbung {iiberpriifen, ob die Reaktion
vorzeitig abgebrochen werden soll

o Reaktion stoppen durch iiberfithren der Proben in H,Opjigest

Gegenfirbung: um einen Kontrasteffekt zur Neufuchsin-Firbung zu erzeugen, wurden

die Proben 20 sec in Himalaun unter Schiitteln inkubiert

5 min flieBend wissern

3 min in HyOp;qest Waschen

Objekttriger und Probe mit einem saugfihigen Papier trocknen

Deckglidschen mit Dako Faramount benetzen und die Proben darin einbetten

Dako Faramount UN bei RT aushirten lassen und das Deckglischen mit klarem

Nagellack abdichten

o

o

o O O O O

Die Sichtanalyse der einzelnen Proben erfolgte mit dem Mikroskop Axiovert 200 der Firma
Zeiss, Jena. Ein Vergleich beider Methoden zeigte, dass die LSAB-Methode eine distinktere
Farbung und groBere Sensitivitit bei der Detektion von Iporin, Rab1B und GM130 erbrachte.

4.7. Protein-Interaktionsstudien ,,GST-pull down* Test

Eine weitere Methode zum Nachweis von Protein/Proteininteraktionen ist die in vitro
Methode ,,GST-pull down*. Hierbei werden bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine an
immobilisierte Glutathion-Sepharose ,,beads* gekoppelt und mit einem Zellextrakt behandelt,
der den moglichen Interaktionspartner als {iberexprimiertes oder endogenes Protein enthilt
(Guan und Diao, 1991). Eine Induktion der GST-Fusionsproteine kann mit Hilfe der SDS-
Gelelektrophorese und anschlieBender Coomassie-Firbung (siehe 4.5.1. ,,SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und 4.5.2. ,,Coomassie-Fiarbung®) {iiberpriift werden, wobei eine
Interaktion mir Hilfe der ,,Western Blot“ Analyse nachgewiesen werden kann (siehe 4.5.3.
,,Western Blot®).

4.7.1. Expression von GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine wurden konstruiert, indem das ,,gene of interest” in die MCS des
pGEX-Vektors einkloniert wurde (sieche 3.10.1. ,Plasmidkonstrukte fiir die bakterielle
Expression®). Vor der MCS liegt das ,tag* GST, das Glutahion-S-Transferase Gen aus
Schistosoma japonicum, was einen N-terminalen Anteil von 26 kDa des iliberexprimierten
Proteins ausmacht. Die Expression ist unter die Kontrolle des tac Promoters gestellt und kann
durch das Laktose-Analogon Isopropyl-8-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert werden.
Alle pGEX Vektoren enthalten ebenfalls ein laclq Gen, so dass ein Repressor-Protein gebildet
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wird, was sich in Abwesenheit von IPTG an den fac Promoter heftet und so die Expression
auf einem Basallevel hiilt.

Als Wirt wird der E.coli Stamm BL21 eingesetzt, da der Stamm OmpT und Lon defizient ist,
so dass die liberexprimierten Proteine nicht proteolytisch abgebaut werden konnen (Studier
und Moffat, 1986).

Fiir die Expression werden die pGEX-Konstrukte mittels Elektroporation in BL21 Bakterien
transformiert (siche 4.2.9.2. , Elektroporation®).

Durchfiihrung;

o Ansetzen einer 2YT-Amp-UN Kultur, angeimpft mit dem jeweiligen pGEX-
Konstrukt, Inkubation bei 37°C und 250 rpm auf einem Rundschiittler

o 50 ml 2YT-Medium mit 0,5 ml der UN-Kultur animpfen, Inkubation bei 37°C und
250 rpm auf einem Rundschiittler bis zu einer ODg(o von etwa 0,8

o die Bakteriensuspension auf RT abkiihlen

o Induktion der GST-Fusionsproteine mit 0,1mM IPTG fiir 3 Stunden bei 30°C

o Negativkontrolle: zur Kontrolle werden 5 ml Bakteriensuspension ohne Zugabe von
IPTG bei der entsprechenden Temperatur mitgeschiittelt

o Abzentrifugieren der Bakteriensuspension 5 min/4°C/3700 x g

o Uberstand verwerfen; Pellet bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C lagern

Zur Uberpriifung der Expression wird das Pellet von 1 ml Bakterienkultur in ca. 50ul
Probenpuffer resuspendiert, 10 min bei 95°C aufgekocht und 1/5 auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Im Gegensatz zu der Negativkontrolle sollte in der Spur der
induzierten Probe ein deutliches Signal auf Hohe des errechneten Molekulargewichts des
GST-Fusionsproteins erscheinen.

4.7.2. Herstellung des Bakterienlysats

Das bei -20°C gelagerte Pellet von 50 ml Bakteriensuspension wird in 2,5 ml eiskaltem PBS
resuspendiert, 5 % Trasylol zugegeben und zur Unterstiitzung des Zellaufschlusses in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen der Losung erfolgt die Lyse mittels
Ultraschall, viermal fiir jeweils 10 sec. AnschlieBend wird 1 % Triton X-100 zugesetzt und
die Losung 30 min auf Eis inkubiert. Zur Abtrennung der festen Bestandteile von den
loslichen Proteinen erfolgt eine Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C fiir 60 min. Der
Uberstand, in dem sich zusitzlich zu den bakteriellen auch die induzierten Proteine befinden,
kann bei -70°C zwischengelagert werden.

4.7.3. Kopplung der GST-Fusionsproteine an ,,Glutathion-Sepharose beads*

Die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine erfolgt mit Hilfe von ,,Glutathione Sepharose 4
Fast Flow*, GE Healthcare Bio-Sciences. Fiir die Kopplung der GST-Fusionsproteine werden
jeweils 10 ul der ,,beads‘ mit unterschiedlichen Volumina des isolierten Uberstandes (siehe
4.7.2. , Herstellung des Bakterienlysats*) und PBS/1 % Triton X-100 auf 500 ul Endvolumen
aufgefiillt und fiir 1,5 Stunden in einem Uberkopf-Schiittler bei 4°C inkubiert. AnschlieBend
werden die Ansitze bei 4°C und 1000 x g fiir I min abzentrifugiert und die ,,beads* zweimal
mit eiskaltem PBS/1 % Triton X-100 und einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach jedem
Waschschritt wird die Lésung 1 min bei 4°C und 1000 x g zentrifugiert.

Zur Konzentrationsbestimmung der GST-Fusionsproteine in dem Bakterienlysat werden die
»beads* in 50 ul 2x Probenpuffer aufgenommen, bei 95°C fiir 10 min aufgekocht und 1/5 auf
ein  SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Zum Vergleich werden unterschiedliche
Konzentrationen von 400-1600 ng BSA mitaufgetrennt. So kann abgeschitzt werden, welches
Volumen des Bakterienlysats 10 ug Fusionsprotein entspricht.
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4.7.4. Inkubation mit Zellextrakten

Fiir die Analyse der Interaktion von zwei Proteinen werden 10 ug des bakteriell exprimierten
GST-Fusionsproteins mit 10 ul der ,,beads* fiir 2-4 Stunden in einem Uberkopf—Schﬁttler bei
4°C inkubiert und anschlieBend griindlich gewaschen. Zu den ,,beads* wird Zellextrakt, der
den moglichen Interaktionspartner enthilt, dazugegeben und das Volumen mit ,,pull down*
Puffer auf 500 pl aufgefiillt (sieche 4.4.2.1. ,Herstellung von Gesamtzellextrakten®). Die
Inkubation erfolgt bei 4°C in einem Uberkopf—Schﬁttler fiir mehrere Stunden, bzw. iiber
Nacht. Die ,,beads* werden griindlich mit ,,pull down* Puffer gewaschen, um iiberschiissige
Proteine aus der Losung zu entfernen. Nach jedem Waschschritt wird die Losung 1 min bei
4°C und 1000 x g zentrifugiert und das Pellet anschlieBend in 15 pul 2x Probenpuffer
aufgenommen. Die Denaturierung erfolgt fiir 10 min bei 95°C und das Gemisch wird fiir 1
min bei 16000 x g abzentrifugiert, wodurch sich die ,beads® am Boden absetzen. Der
Uberstand wird auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Hilfe der ,,Western
Blot*“ Analyse und spezifischen Antikorpern, die gegen den Interaktionspartner gerichtet sind,
detektiert.
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5. Ergebnisse

Eukaryotische Zellen zeichnen sich durch eine Vielzahl von Kompartimenten und Organellen
aus, die Lipide und Proteine tragen und miteinander iiber membranumbhiillte Vesikel
kommunizieren. Eine Proteingruppe, welche die Schritte des vesikuldren Transports reguliert,
ist die Gruppe der Rab Proteine (Zerial und McBride, 2001). Die kleine GTPase Rabl
tibernimmt eine zentrale Rolle im COPII-abhidngigen anterograden Transport vom
Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi Apparat, spielt aber auch eine Rolle im intra-Golgi
Transport und beeinflusst die COPI Rekrutierung (Plutner et al., 1991; Alvarez et al., 2003;
Deneka et al., 2003). Fiir die korrekte Funktionalitit von Rab1B sind spezifische Faktoren
zustidndig, von denen einige in den letzten Jahren charakterisiert werden konnten. Hierzu
gehoren der Anheftungsfaktor pl15, das cis-Golgi Matrixprotein GM130, das Golgi-
Membran Protein Giantin, das integrale Membranprotein Golgin-84, MICAL 1 und 3 und das
erst kiirzlich beschriebene Iporin (Allan et al., 2000; Moyer et al., 2001; Weide et al., 2001;
Diao et al., 2003; Satoh et al., 2003; Weide et al., 2003; Bayer et al., 2005; Beard et al., 2005;
Fischer et al., 2005). Im Zentrum dieser Arbeit stand die detallierte Charakterisierung des
neuen Interaktionspartners von Rabl, Iporin (,interacting protein of rab“). Neben
biochemischen und molekularbiologischen Ansitzen sollte die Funktion von Iporin durch das
Auffinden und die Beschreibung neuer interagierenden Proteine analysiert werden. Hierfiir
wurde die endogene Verteilung des humanenen Iporin Proteins in Gehirn- und
Hodengewebelysaten untersucht, da Northern Blot Analysen auf die hoéchste mRNA
Expressionsrate in diesen Geweben hindeuten (Bayer et al., 2005). Eine exakte Zuordnung der
Proteinexpression zu bestimmten Differenzierungsstadien bzw. Zelltypen konnte mit Hilfe der
Immunhistochemie-Methode in Schnitten der Samenkanédlchen (Tubuli seminiferi) und des
Nebenhodens (Epididymis) gezeigt werden. Es handelt sich bei Iporin um ein Protein gro3en
Molekulargewichts, welches schematisch in den motiv- und doménenarmen N-Terminus und
den C-Terminus, der fast alle bekannten Motive und Doménen enthélt, unterteilt werden kann.
Interessanterweise zeigen entsprechende Verkiirzungsmutanten unterschiedliche zellulédre
Lokalisationen in HelLa SS6 Zellen. Wie bereits fiir andere Interaktionspartner von Rabl
pl15, GM130 und Golgin-84 beschrieben, konnte ebenso eine Dimerisierung von Iporin
gezeigt werden (Sapperstein et al., 1995; Nakamura et al., 1997; Bascom et al., 1999).

Ein wichtiger Ansatz zur Beschreibung eines neuen Proteins ist, direkte Interaktionspartner
niher zu charakterisieren, um sowohl Aussagen iiber die genaue Position, bzw. den exakten
Wirkort machen zu konnen sowie iiber die funktionelle Eingliederung in den zellulidren
Mechanismus der Signalweiterleitung. Die Zielfindung eines Transportvesikels zu der
»richtigen® Membran beinhaltet vier wichtige Schritte, die Formung eines Vesikels, sein
Transport und die Anndherung und Anheftung an die Zielmembran (Zerial und McBride,
2001). Rab GTPasen sind ubiquitédr verteilte Proteine, die neben SNARE Proteinen eine
Schliisselposition in der Vermittlung dieser Prozesse spielen (Tuvim et al., 2001).
Insbesondere die Anheftung ist ein essentieller Schritt, der zur Aufrechterhaltung der
funktionellen und strukturellen Integritit der einzelnen Kompartimente wesentlich beitragt. Er
wird durch eine Ansammlung diverser Proteine vermittelt, insbesondere aber durch pl15,
GM130 und Rabl (Barr und Short, 2003). GM130 ist ein ,,coiled-coil* Golgi-Matrixprotein,
welches am C-Terminus eine GRASP65-Bindungsstelle aufweist, woriiber eine Anheftung an
den cis-Golgi erfolgt (Barr et al., 1998; Yoshimura et al., 2001). Rabl1 dirigiert p115 an COPII
Vesikel und die Anheftung dieser Vesikel wird durch eine Interaktion von p115 und GM130
vermittelt (Nakamura et al., 1997). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
auch Iporin an GM130 bindet und beide Proteine in der Zelle teilweise eine iiberlappende
Lokalisation aufweisen (Bayer et al., 2005).

Aufgrund der hohen Expressionsrate von Iporin im Hoden wurde ein neuer
Interaktionspartner in einer humanen Hoden Genbank gesucht, da insbesondere im Hoden
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wihrend der Spermatogenese und Spermiogenese zahlreiche komplexe
Umstrukturierungsprozesse ablaufen, bei denen der Golgi Apparat eine wichtige Rolle
einnimmt (Moreno et al., 2000a; Ramalho-Santos und Moreno, 2001). Mit Hilfe des ,,yeast
two-hybrid screens* konnte ein neuer, Hoden-spezifischer Interaktionspartner, das humane
Tesmin (,.testis-specific metallothionein-like protein®) gefunden werden. Tesmin ist ein erst
kiirzlich beschriebenes Protein, welches spezifisch wihrend der Spermatogenese und auch
Oogenese eine entscheidende Rolle spielt (Sugihara et al., 1999; Olesen et al., 2004).
Immunohistochemische Analysen zeigten, dass Tesmin eine zytoplasmatische Verteilung in
pachytinen Spermatozyten aufweist und wihrend des G2/M Uberganges in den Kern wandert
(Matsuura et al., 2002). Nach einer Differenzierung der Spermatozyten zu Spermatiden
wandert Tesmin wieder zuriick in das Zytoplasma (Sutou et al., 2003). Bislang wurden keine
funktionellen Daten iiber Tesmin veroffentlicht.

Hoden-spezifische Proteine reagieren sehr sensitiv auf Stress-auslosende Faktoren wie Hitze,
oxidativen Stress und Schwermetalle (Mieusset und Bujan, 1995; Fisher und Aitken, 1997).
Analysen mit Hilfe des Blast-Programms konnten fiir Tesmin zwei Cystein-reiche Bereiche
charakterisieren, wodurch sich eine Ahnlichkeit in der Sequenz zu Metallothioneinen
begriindet (Hamer, 1986; Sugihara et al., 1999). Fusionsproteine aus GFP und dem murinen
Tesminprotein zeigten unter normalen Bedingungen in Cosl Zellen eine zytoplasmatische
Verteilung. Nach Behandlung der Zellen mit der Schwermetallverbindung Cadmuimchlorid
konnte eine Translokation von Tesmin in den Zellkern detektiert werden. So konnten die
Cystein-reichen Regionen von Tesmin als Metall-Chelat-Motiv oder als Sensor fiir
Stressfaktoren dienen (Matsuura et al., 2002).

In diesem Zusammenhang ist es mir gelungen, die Lokalisation des humanen Tesmins im
Zytoplasma eukaryotischer Zellen zu bestitigen und eine Cadmiumchlorid bedingte
Translokation zu induzieren. Hierbei interessierte es mich malgeblich, welchen Einfluf} die
Behandlung der Zellen mit Cadmiumchlorid und insbesondere die Translokation von Tesmin
auf das endogene Iporin hat. Zusitzlich zu Lokalisationsstudien in eukaryotischen Zellen mit
Hilfe der Immunfluoreszenztechnik konnte mittels der Zytosol-Membran-Fraktionierung eine
Verlagerung des Tesmin Signals aus dem Zytoplasma in Membran-umhiillte Kompartimente
nachgewiesen werden. Da der biochemische Weg der Translokation noch nicht beschrieben
werden konnte, wurde ein Percoll-Gradient mit Cos7 Zellen durchgefiihrt, die ohne bzw. unter
Beeinflussung von Cadmiumchlorid standen. Zur genauen Charakterisierung wurden
zahlreiche Proteine in den einzelnen Fraktionen detektiert, die eine distinkte zelluldre
Lokalisation besitzen und wichtige Aufgaben im interzelluldren Transport iibernehmen und so
Hinweise geben konnten, in welchen Kompartimenten Tesmin wéhrend der Wanderung in
den Zellkern lokalisiert ist.

Mit Hilfe dieser Experimente konnte bestétigt werden, dass Iporin eine wichtige Rolle im
vesikulidren Transport iibernimmt und einzelne Schritte durch die Interaktionen mit Rab1B
und GM 130 maBgeblich spezifiziert werden. Ebenso konnte bestitigt werden, dass Iporin in
einzelne Schritte der Spermatogenese und der Spermiogenese involviert ist und deren Ablauf
mit reguliert.
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5.1. Detektion von Iporin in Gewebelysaten

,Northern Blot*“ und RT-PCR Ergebnisse fiir den KIAA0375 Klon, die vom Kazuza DNA
Research Institute, Japan, veroffentlicht worden sind, belegten, dass Iporin ubiquitér
exprimiert wird, die hochste mRNA Expressionsrate jedoch in Gehirn, Niere, Hoden und in
den Ovarien detektiert werden kann (Bayer et al., 2005). Um sowohl die Verteilung in
unterschiedlichen Geweben und zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten ermitteln zu
konnen, wurden gewebespezifische Analysen mit Hilfe der ,,Western Blot*“ Methode (siehe
4.5.3. ,,Westen Blot*“) und dem affinititsgereinigten polyklonalem Iporin Antikoérper 1179
durchgefiihrt. Hierfiir wurde Maus Hoden-, Gehirn- und Ovariengewebe jung-adulter (3
Monate), bzw. junger vorpubertirer (3 Tage) Tiere des Stammes C57 BL/6, gestellt vom
Institut fiir Reproduktionsmedizin, Universitdtsklinikum Miinster, steril entnommen und
anschlieBend in Lysis-Puffer E aufgearbeitet (sieche 4.6.1. ,Herstellung von
Gewebeextrakten). Parallel wurde die Expression des Iporin Proteins in humanem
Hodengewebe und Gehirngewebe, das bereits lysiert vorlag, untersucht. Um vergleichbare
Mengen an Protein auf dem SDS-Gel aufzutrennen (siehe 4.5.1. ,,.SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese®), wurde ein BCA-Test zur Ermittlung des Proteingehalts durchgefiihrt
(siehe 4.4.6. ,.Bestimmung der Proteinkonzentration®).

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden die ,,Western Blot*“ Analysen, dargestellt in den
Abbildungen 5.1, 5.2 und 5.3, mehrfach wiederholt und konnten so bestétigt werden.

1

L

220 kDa

——  220kDa

160 kDa —— 160 kDa

-

Expositionszeit: 5 min 25 min

Abb. 5.1: Expression von Iporin in murinem und humanem Hodengewebe

Auf einem 7 %-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden 40 pg Maus- und 80 pg humanes Hodengewebe aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde der polyklonale Iporin Antikorper 1179
(1:4000) und als Sekundirantikérper HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG (1:1000) eingesetzt. Die
Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: Maus-Hodengewebelysat; Spur 2: humanes Hodengewebelysat

Wie der Abbildung 5.1 zu entnehmen ist, konnten jeweils in dem Maus- (Spur 1) sowie
humanen Hodengewebelysat (Spur 2) Signale der Gréfe ca. 160 und 220 kDa detektiert
werden. Das errechnete Molekulargewicht, abgeglichen mit der Datenbank-Vorhersage
www.expasy.org, des humanen Iporin Proteins betrdgt ca. 160 kDa. Ein zweites Signal
erscheint auf Hohe von 220 kDa, das ganz spezifisch fiir Iporin zu sein scheint, da es
ebenfalls in lysierten HelLa SS6 Zellen (Daten nicht gezeigt) und in lysierten HelLa SS6
Zellen, die HA Iporin ,full length* iiberexprimieren (siehe Abbildung 5.7) neben dem 160
kDa Signal detektiert werden kann.
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Abb. 5.2: Expression von Iporin in murinem und humanem Gehirngewebe

Auf einem 7 %-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 40 ug Maus- und 40 pg humanes Gehirngewebe
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde der polyklonale Iporin Antikorper
1179, (1:4000) und als Sekundarantikérper HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG (1:1000) eingesetzt. Die
Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: Maus-Gehirngewebelysat; Spur 2: humanes Gehirngewebelysat

Bereits nach einer Expositionszeit von 5 min konnte ein schwaches 220 kDa Signal in der
Spur detektiert werden, in welcher das murine Gehirngewebelysat aufgetrennt worden ist
(Abbildung nicht gezeigt). Nach einer ldngeren Belichtungszeit von 30 min zeigte sich ein
weiteres Signal bei ca. 120 kDa (siehe Abbildung 5.2 Spur 1). In der Spur 2, in der humanes
Gehirngewebelysat aufgetrennt wurde, konnte nach lidngerer Expositionszeit nur ein sehr
schwaches Signal auf der Hohe von ca. 120 kDa detektiert werden. Weder in der Spur 1 noch
in der Spur 2 konnte ein Signal auf der Hohe von 160 kDa detektiert werden. So kann aus den
Ergebnissen geschlossen werden kann, dass ein Protein der GroBe 160 kDa priferenziell in
Hodengewebe und ein Protein der GroB3e 120 kDa in Gehirngewebe vorhanden ist. Das 220
kDa Signal konnte sowohl in humanem Hodengewebe und in murinem Hoden- und
Gehirngewebe detektiert werden, nicht aber in humanem Gehirngewebe.

Iporin scheint aber nicht nur eine Rolle wihrend der Spermatogenese und Neurogenese,
sondern auch wihrend der Oogenese zu spielen. Um die RT-PCR Ergebnisse des Kazuza
DNA Research Institute, Japan, zu bestdtigen, wurde murines Ovariengewebe aufgearbeitet
und Iporin mit Hilfe des affinitdtsgereinigten Antikorpers 1179 detektiert. Zur Bestimmung
einer entwicklungsspezifischen Expression von Iporin, wurde Gewebe junger, 3 Tage alter,
d.h. vorpubertirer Miuse und Gewebe jung-adulter, 3 Monate alter Miuse, die sich in der
Pubertit befanden, aufgearbeitet.
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220 kDa

160 kDa
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Abb. 5.3: Entwicklungsabhiingige Expression von Iporin in murinem Ovariengewebe

Auf einem 7 %-igen SDS Polyacrylamidgel wurden jeweils 35 ul Ovariengewebe einer jungen, 3 Tage alten,
und einer adulten 3 Monate alten Maus, lysiert in LP-E Puffer mit SDS und DOC, aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde der polyklonale Iporin Antikorper 1179,¢; (1:4000) und als
Sekundérantikorper HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG (1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion
erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: Ovariengewebelysat, 3 Tage alte Maus; Spur 2: Ovariengewebelysat, 3 Monate alte Maus

Vergleichbar mit den Ergebnissen des murinen Hodengewebes wird in den murinen Ovarien
ein Signal der GroBe 160 kDa und ein Signal von 220 kDa mit Hilfe des Iporin Antikorpers
1179 detektiert, wobei jeweils ein stirkeres Signal, dargestellt in der Abbildung 5.3 Spur 1, in
dem Ovariengewebelysat neu geborener, 3 Tage alter Miuse detektiert werden kann.

Unserer Arbeitsgruppe liegt ein zweiter polyklonaler Iporin Antikdrper Aip519 vor, der gegen
das gleiche Epitop wie der 1179 Antikorper in Kaninchen generiert wurde und bereits in der
Veroffentlichung von Bayer et al. beschrieben worden ist (Bayer et al., 2005).

Alle dargestellten ,,Western Blot* Ergebnisse (siche Abbildung 5.1 bis 5.3) wurden ebenfalls
mit dem Aip519 durchgefiihrt und konnten so bestiitigt werden. Anderungen in der Intensitit
der detektierten Expressionssignale konnen auf die Charakteristika der vorhandenen
polyklonalen Antikorper zuriickgefiihrt werden.
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5.2. Inmunfluoreszenzanalysen zur intrazellularen Lokalisation
transfizierter Iporin Mutanten

Iporin ist ein Protein, welches zahlreiche Motive und Doménen aufweist, die allerdings nicht
gleichmifig verteilt sind, sondern, bei Betrachtung der linearen Struktur im C-Terminus
konzentriert sind. Zentral liegt eine RUN Domine, welche als Bindungsdomine fiir Rab1B
beschrieben werden konnte (Bayer et al., 2005). Diese Doménen sind in zahlreichen weiteren
Proteinen vorhandenen, wie z.B. in MAP (,,merlin-associated protein*), welches ebenfalls
iiber seine RUN Domine eine Interaktion fiir Merlin, einen Tumor Suppressor, eingeht
(Callebaut et al., 2001; Lee et al., 2004). Wie bereits von Bayer et al. und Katoh und Katoh
beschrieben, zeigt Iporin eine Homologie von etwa 42 % zu Nesca (Katoh und Katoh, 2004;
Bayer et al., 2005). Beide Proteine besitze im C-terminalen Bereich eine RUN Doméne und
eine SH3 Domine. Nesca weist eine ubiquitédre zytosolische Lokalisation auf und MacDonald
et al. konnten zeigen, dass die RUN Domine des Nesca Proteins entscheidend fiir eine
Translokation des Proteins an die Kernmembran ist, z.B. nach ,,nerve growth factor (NGF)
Induktion in Nnr5 Zellen, die den direkten Interaktionspartner trkA (“NGF receptor tyrosine
kinase) iiberexprimieren (MacDonald et al., 2004). In diesem Zusammenhang war es
interessant zu untersuchen, ob die RUN Domine von Iporin ebenfalls eine Rolle in der
Lokalisation des Iporinproteins spielt. So sollte geklidrt werden, welcher Teil des Proteins
seine zellulidre Lokalisation bestimmt und ob sich durch die Uberexpression bestimmter
Mutanten, die entweder den N- oder C-Terminus bzw. Teile davon repridsentieren, ein
verdandertes Expressionsmuster ergibt. Zum besseren Verstidndnis sind in der nachstehenden
Abbildung das ,.full length* Protein und alle generierten Verkiirzungsmutanten schematisch
dargestellt.

pP RUN  pE pP SH3

|:| |:| |:| |:| Iporin (1516 aa)

ANS47 (A1)
ANS47AC1450 (A2)
ANS47AC1239 (A3)
ANS47AC992 (A4)
AN99TAC1177 (A5)
AN991AC1239 (A6)
AN991AC1450 (A7)
AN1122 (A8)
AN1430 (A9)
AC853 (A10)

Abb. 5.4: Iporin und Verkiirzungsmutanten

Iporin besteht aus 1516 Aminosiduren, wobei der N-terminale Bereich durch einen Poly P ,stretch® (pP)
gekennzeichnet ist und der C-Terminus neben der RUN Domiine (RUN) noch einen weiteren Poly P ,stretch*
(pP), einen Poly E ,stretch” (pE) und eine SH3 Domine enthilt. Die Bezeichnungen der Iporin
Verkiirzungsmutanten beziehen sich auf den ersten (AN), bzw. den letzten (AC) Aminosédurerest des ,.full
length* Iporin. In Klammern dahinter ist das jeweilige Synonym der Mutante aufgelistet.

Fiir die Analysen mussten die Mutanten in Sdugerzellen exprimiert werden. Daher wurden
HeLa SS6 Zellen mit der Deletionsmutante AN847 (Al), die aus dem C-terminalen Bereich
mit RUN-Domaéne, Poly P- und Poly E-,stretch” und SH3-Domine besteht, und Iporin
AC853 (A10), die dem N-terminalen Bereich mit Poly P-, stretch* entspricht, mittels Polyfect
transient transfiziert (siehe 4.4.1. , Transfektion eukaryotischer Zellen mit Polyfect®“). Um
die iiberexprimierten verkiirzten Proteine deutlich von der zelluldren Lokalisation des
endogenen Iporin Proteins trennen zu konnen, wurden die Mutanten in den eukaryotischen
Expressionsvektor pSV einkloniert, der zusitzlich ein HA-, tag* (siehe 3.9.3. ,,Eukaryotische
Klonierungsvektoren®), bestehend aus der Aminosaureabfolge —Y-P-Y-D-V-P-D-Y-A-, am
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N-Terminus besitzt. So konnen die iiberexprimierten Mutanten mit Hilfe des 16B12
Antikorpers (siehe 3.7,,Antikorper*) detektiert werden.

Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion fixiert, aufgearbeitet und mittels des
Konfokalen Leica DM RXE ,,Laser-Scanning* Mikroskops analysiert, um so sicherzugehen,
dass die detektierten Signale von einer Ebene kommen und keine Artefakte durch
ibereinander gelagerte Ebenen entstehen. In der folgenden Abbildung 5.5 A ist Iporin
ANS847 (A1) griin dargestellt. Da der polyklonale Iporin Antikorper gegen das Epitop AS 848
bis 991 gerichtet ist, ist es moglich, in der Zelle sowohl Iporin AC853 (A10), in Abbildung
5.5 B griin dargestellt, sowie das endogene Iporin, rot dargestellt, zu detektieren. Das
soverlay* zeigt durch eine gelb-gefirbte Darstellung Bereiche, in denen eine Uberlagerung
beider Signale deutlich wird.

Abb. 5.5: Intrazelluliire Expression der Iporin AN847 und AC853 Mutanten in HeLa SS6 Zellen

HeLa SS6 Zellen wurden mittels Polyfect mit pSV HA Iporin AN847 (Al) und pSV HA Iporin AC853 (A10)
transient transfiziert und 24 h danach fixiert. Die rekombinanten Proteine wurden mit dem monoklonalen HA-
Antikorper 16B12 (1:1000) nachgewiesen und als sekundédrer Antikdrper das Alexa 488 gekoppelte anti-Maus
IgG (1:1000) eingesetzt. Die Detektion des endogenen Iporin-Proteins erfolgte mit dem polyklonalem Iporin
Antikorper 1179, (1:1000) und dem Cy3-gekoppelten Sekundirantikorper anti-Kaninchen IgG (1:1000). Der
Balken entspricht 10 um.

A: HA Iporin AN847 (A1); B: HA Iporin AC853 (A10); C: endogenes Iporin; D: “overlay” von B und C

Die dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass die iiberexprimierte Mutante Iporin AN847
(A1) groBtenteils im Zellkern lokalisiert ist und nur geringe Mengen im Zytosol detektiert
werden konnen. Im Gegensatz hierzu weist der N-terminale Teil von Iporin eine ubiquitére
zytosolische Verteilung mit stirkerer Akkumulierung am Zellkern auf (siehe Abbildung 5.5
B), wobei kaum Signal im Zellkern detektiert werden konnte. Das Signal des endogenen
Iporins (siehe Abbildung 5.5 C) ist diffus im Zytosol verteilt und am Zellkern stirker
konzentriert, es sind aber auch deutliche Signale im Zellkern sichtbar. Eine Uberlagerung
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beider Bilder (siche Abbildung 5.5 D) zeigt, dass eine Ubereinstimmung beider Signale
besonders in Kernnahen Regionen zu finden ist.

Die Mutante Iporin AN847 (A1) reprisentiert den C-terminalen Bereich von Iporin, der neben
der RUN-Domine auch einen Poly P- und Poly E-,stretch® und eine SH3-Doméne enthilt.
Um die eingangs gestellte Frage kldren zu konnen, ob die RUN-Doméne fiir eine nukleére
Lokalisation verantwortlich ist, ist es notwendig gewesen, eine Mutante in Zellen
tiberzuexprimieren, die hauptsichlich die RUN-Domine im Bereich AS 1031-1175
reprasentiert. Hierfiir wurden HelLa SS6 Zellen mittels Polyfect mit dem Konstrukt pSV myc
Iporin AN847AC1239 (A3) transient transfiziert. Durch die aminoterminale Insertion des
myc-Epitops mit der Aminosdureabfolge —M-E-E-K-L-I-S-E-D-L- ist es moglich, die
rekombinanten Proteine mit Hilfe des monoklonalen myc-spezifischen Antikdrpers 9E10
nachzuweisen. Eine Kennzeichnung des Zellkerns erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmarkers
4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI), der an DNA im Nukleus bindet (siehe 3.1.
,»Chemikalien*; 3.7. ,,Antikorper).

Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion fixiert, aufgearbeitet und mittels des
Leitz Diaplan Fluoreszenzmikroskops analysiert. In der folgenden Abbildung ist Iporin
AN847 (A1) griin und der Zellkern blau dargestellt.

Abb. 5.6: Intrazelluliire Expression der Iporin AN8§47AC1239 Mutante in HeLa SS6 Zellen

HeLa SS6 Zellen wurden mittels Polyfect mit pSV HA Iporin AN847AC1239 (A3) transient transfiziert und 24 h
danach fixiert. Die rekombinanten Proteine wurden mit dem monoklonalen HA-Antikérper 9E10, (1:100)
nachgewiesen und als sekundérer Antikorper das Alexa 488 gekoppelte anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Der
Zellkern wurde mittels DAPI (1:10000) sichtbar gemacht. Der Balken entspricht 10 um.

A: HA Iporin AN847AC1239 (A3); B: “overlay” von A und DAPI-markierten Zellkernen

Wie der Abbildung 5.6 A zu entnehmen ist, zeigt das rekombinante myc-,,getagte® Iporin
AN847AC1239 (A3) ebenso eine nukledre Lokalisation und eine schwache diffuse Verteilung
in der Zelle wie das iiberexprimierte HA Iporin AN847 (Al) (siehe Abbildung 5.5 A und B).
So kann gezeigt werden, dass die RUN-Domine fiir die Kernlokalisation des Iporin Proteins
verantwortlich ist. Ebenso kann ausgeschlossen werden, dass der Poly P-, Poly E-, stretch*
und die SH3-Domine verantwortlich fiir die Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation,
insbesondere im Zellkern, sind.

5.3. Iporin Homodimerisierung

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei Iporin um ein Protein mit einer
Multi-Doménenstruktur, die impliziert, dass es sich um ein Adaptorprotein handeln konnte.
Katoh und Katoh postulierten, dass Iporin ein Leucin-,zipper* (=Reillverschluss) Motiv
enthilt, dessen Position ab AS 1152 bis 1173 mit Hilfe des Internet-Programms
www.predictprotein.org bestitigt und bestimmt werden konnte (Rost und Liu, 2003; Katoh
und Katoh, 2004; Rost et al., 2004). Leucin-,,zipper* sind Dimerisierungsdoménen mit einer
linkshidndigen helikalen Struktur, die umeinander gewunden sind und so regulatorische
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Funktionen, iiberwiegend Transkriptionsereignisse, im Zellkern tibernehmen konnen (Busch
und Sassone-Corsi, 1990). Die Sequenzabschnitte konnen entweder als Superhelix oder
,coiled-coil* Struktur vorliegen und weisen charakteristischerweise an jeder siebten Position
die Aminosaure Leucin auf, wobei die Anzahl der Wiederholungen zwischen 3 bis 6 variiert.
Am hiufigsten kommt die Variante mit vier Wiederholungen vor, was auch auf die
Sequenzabfolge in Iporin zutrifft: —L-F-E-E-L-L-L-L-L-Q-P-L-A-L-L-P-F-S-L-D-L-L-; die
entsprechenden Leucin-Reste sind fett hervorgehoben (Bornberg-Bauer et al., 1998).

Eine Suche nach einer ,,coiled-coil* Struktur im Bereich des Leucin-,,zipper* Motivs konnte
kein Ergebnis hervorbringen, aber mit Hilfe von www.predictprotein.org und insbesondere
des Programms ,,PROF predicted secondary structure* wurde fiir den Bereich AS 1152-1173
eine helikale Struktur vorhergesagt (Rost und Liu, 2003; Rost et al., 2004).

Bereits fiir andere Proteine, die Leucin-,,zipper enthalten, konnte eine Homodimerisierung
beschrieben werden, wie z.B. fiir c-Cbl oder die Arf GAP Proteine p95-APP1 und PKL/p95-
APP2, Vogel-Homologe zu den humanen Proteinen GIT1 und GIT2, die involviert sind in die
Organisation der Adhésion und des Aktin-Zytoskeletts wihrend der Migration (Bartkiewicz et
al., 1999; Paris et al., 2003).

Obwohl die Sequenz des Iporin Proteins nur zum Teil die Bedingungen erfiillt, ein echtes
Leucin-,,zipper Motiv zu sein, kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses Motiv
ausreichend ist, eine Homodimerisierung einzugehen. Hierfiir wurden Kotransformationen
des Hefestammes Y190 durchgefiihrt. Es wurden jeweils einzelne Iporin Mutanten (siehe
Abbildung 5.4. ,Iporin und Verkiirzungsmutanten®), in den pAS Vektor einkloniert,
eingesetzt. Zur Untersuchung, welcher Teil von Iporin fiir eine Interaktion notwendig ist,
wurden diese Mutanten jeweils mit pGADT7 Iporin ,,full length* als ,,bait“-Konstrukte in die
Hefe kotransformiert. Weiterhin sollte iiberpriift werden, ob zwei gleiche Motive oder
Doménen fiir eine Homodimerisierung verantwortlich sind, so dass einzelne pAS Iporin-
Mutanten mit entsprechenden pGADT?7 Iporin-Mutanten getestet wurden. In der folgenden
Tabelle 5.1 werden diese in der Titelzeile als ,,pGADT7 Homodimerisierung* bezeichnet und
entsprechen jeweils der eingesetzten ,,prey” Mutante. Ein weiterer Versuch sollte kldren, in
wieweit der C-terminale Bereich von Iporin, der neben einem Poly P-,,stretch keine weiteren
Dominen oder Motive enthélt, fiir eine Dimerisierung notwendig ist. Jeweils pAS Iporin
AC853 und pAS Iporin ,full length* konnten in den Ko-Transformationsversuchen nicht
eingesetzt werden, da sie allein zu einer Aktivierung des lacZ und His3 Gens fiihrten und sich
somit als autoaktiv herausstellten.

Die Kotransformationen wurden, wie bereits im Methoden-Kapitel beschrieben, durchgefiihrt
(siehe 4.3.1. ,,Herstellung kompetenter Hefen* und 4.3.2. ,,Kotransformation von Hefen*).
Die Ergebnisse sind der nachstehenden Tabelle 5.1 zu entnehmen. Eine Grundvoraussetzung
fiir einen erfolgreich durchgefiihrten ,,yeast two-hybrid* Test ist das gute Wachstum beider
eingebrachter Plasmidkonstrukte auf den Kontrollplatten, jeweils im ,bait“ bzw. ,prey*
Vektor. Da diese Voraussetzung erfiillt worden ist, wurde das Wachstum der Hefekolonien
auf SD-T-L Platten nicht im Einzelnen aufgefiihrt.

Eine Blaufirbung innerhalb der ersten 6 Stunden gilt als signifikant.
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Tab. 5.1: Uberpriifung der Homodimerisierung des humanen Iporin Proteins mittels eines in vivo ,,yeast
two-hybrid assays*

Die Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden mit den pAS Iporin-Mutanten und unterschiedlichen
pGADT7-Konstrukten durchgefiihrt. Das Wachstum der Hefekolonien wird wie folgt bewertet: +++: sehr gutes
Wachstum; ++: gutes Wachstum; +: mittelméBiges Wachstum; +/-: Hintergrundwachstum; n.b.: nicht bestimmt.
Entsprechend wird die Aktivitit der -Galaktosidase eingestuft: +++: schnelle und starke Blaufdrbung (innerhalb
von 2 Stunden); ++: gute Blaufirbung (innerhalb von 6 Stunden); +: schwache Blaufdarbung (innerhalb 12
Stunden); +/-: sehr schwache Blaufiarbung (iiber Nacht); -: keine Blaufarbung; n.b.: nicht bestimmt

,»prey* Plasmid

pGADT7 Iporin pGADT7 pGADT?7 Iporin
»bait™ ,full length* Homodimerisierung AC853
Plasmid -His3 lacZ -His3 lacZ -His3 lacZ
pAS 2-1 +/- - n.b. n.b. +/- -
pAS Iporin ++ +++ +++ +++ +++ ++
AN847
PAS Iporin +++ +++ +++ +++ +++ +
AN847AC1450
pAS Iporin ++ +++ +++ +++ + -
AN847AC1239
pPAS Iporin +/- - +/- - +/- -
AN847AC992
pAS Iporin ++ +++ +/- - +/- -
AN991AC1177
pPAS Iporin + ++ +/- - +/- -
A991AC1239
pPAS Iporin +++ ++ +++ ++ ++ +
AN991AC1450
pPAS Iporin +/- - + +/- +/- -
AN1122
pPAS Iporin +/- - +/- - +/- -
AN1430

Die Kotransformationsergebnisse der einzelnen Iporin-Mutanten im “bait” Vektor mit
pGADT7 Iporin “full length” zeigen, dass alle Mutanten, welche die RUN Domine (AS
1031-1175) enthalten, gut interagieren und im Gegensatz dazu die Mutanten ohne RUN
Domine keine Interaktion zeigen. Ebenso scheint die vollstindige RUN Domédne mit
flankierenden Aminoséduren fiir eine Homodimerisierung vonndten zu sein. Die Iporin
Mutante AN991AC1177, die fast ausschlieBlich die RUN Doméne reprisentiert, interagiert
nicht mit sich selbst, was aber aufgrund der Faltung der einzelnen verkiirzten Proteine in den
Hefezellen erklart werden kann. Die Mutante Iporin AN1122 zeigte eine schwache Interaktion
mit sich selbst, allerdings kann die Interaktion nicht als signifikant angesehen werden, da eine
Blaufarbung der Hefekolonien erst iiber Nacht eintrat.

Uberraschenderweise interagierten die Mutanten pAS Iporin AN847, pAS Iporin
AN847AC1450 und pAS Iporin AN99AC1450 mit Iporin AC853, der Mutante, die den N-
terminalen Teil von Iporin reprisentiert. Dieser Mutante fehlen bis auf den Poly P-, stretch*
alle Merkmale des C-Terminus, so dass eine Interaktion aufgrund Strukturgleicher Merkmale
ausgeschlossen werden kann. Ebenso fehlt dieser Verkiirzungsmutante die RUN-Doméne und
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insbesondere das Leucin-,,zipper* Motiv, dass charakteristischerweise an Dimerisierungen
beteiligt ist.

Um die Ergebnisse des ,,yeast two-hybrid assays* zu bestitigen, wurde ein ,,GST-pull down*
(siehe 4.7. ,Protein-Interaktionsstudien GST-pull down assay*) durchgefiihrt. Fiir den
zelluldren Extrakt wurden HeLa SS6 Zellen transient mit pSV HA Iporin ,,full length* (siehe
3.10.3. ,Plasmidkonstrukte fiir die Expression in Sidugetierzellen®) mittels Polyfect
transfiziert (siche 4.4.1. , Transfektion eukyryotischer Zellen mit PolyFect®*) und 24 Stunden
danach im ,,pull down*“-Puffer lysiert (siehe 4.4.2.1. , Herstellung von Gesamtzellextrakten®).
Fir die bakterielle Proteinexpression wurden die pGEX KG Konstrukte Iporin
AN847AC1239, das eine RUN Doméne enthélt und Iporin AN1430, bestehtend aus einer SH3
Domine, in den Stamm BL21 transformiert (sieche 3.11.1. ,Bakterienstimme® und 4.2.9.
,» Transformation von Bakterien®) und angezogen. Die Induktion erfolgte fiir 4 Stunden bei
30°C und einer IPTG Endkonzentration von 0,1 mM (siehe 4.7.1. ,Expression von GST-
Fusionsproteinen*). Nach der Aufreinigung der rekombinanten Proteine (siehe 4.7.2.
,Herstellung des Bakterienlysats®) wurden 10 ug GST-Fusionsprotein an ,,Glutathion-
Sepharose beads* fiir 1,5 Stunden gekoppelt und anschlieBend mit 100 ul HeLa SS6 HA
Iporin ,full length* Zelllysat 4 Stunden inkubiert (siche 4.7.3. ,Kopplung der GST-
Fusionsproteine an  Glutathion-Sepharose  beads). Nach mehreren griindlichen
Waschschritten wurde das Pellet in 15 pl 2-fach Probenpuffer aufgenommen und die
gebundenen Proteine 5 min bei 95°C von den ,,beads* geldst. Der Uberstand wurde komplett
auf einem 12 %-igem SDS-Gel aufgetrennt (sieche 4.5.1. ,,SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese*) und einer ,,Western Blot*“ Analyse unterzogen (siehe 4.5.3. “Western
Blot®).

Als Positivkontrolle dienten 5 ul des HelLa SS6 HA Iporin ,.full length* Zellextraktes, d.h.
1/20-stel der Menge, die im ,,pull down assay* eingesetzt worden ist. Die Detektion erfolgte
mit dem HA-spezifischen Antikorper 16B12 (siehe 3.7. ,,Antikorper). Der ,,GST-pull down*
wurde insgesamt dreimal mit gleichem Ergebnis wiederholt und so bestitigt. Die Ergebnisse
des ,,GST-pull downs* sind in der folgenden Abbildung dargestellt.

1 2 3

220 kDa

220 kDa
160 kDa

160 kDa

Expositionszeit: 30 sec

Abb. 5.7: Bestiitigung einer Iporin Homodimerisierung mittels eines in vitro ,,GST pull down* Tests

Auf einem 12%-igem SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 15 ul der ,,GST-pull down* Ansitze aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Positivkontrolle wurden 5 pl des HeLa SS6 HA Iporin ,.full
length* Zelllysates eingesetzt. Zur Detektion wurde der monoklonale anti-HA-Antikorper 16B12 (1:1000) und
als Sekundirantikorper HRP-gekoppeltes anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion
erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: GST-Iporin AN847AC1239/HA Iporin ,full length*; Spur 2: GST-Iporin AN1430/HA Iporin ,,full
length®; Spur 3: Positivkontrolle HA Iporin ,.full length*
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In dem in vitro ,,GST pull down* Test lieB sich die Bindung der Iporin-Mutante
AN847AC1239, die aus der RUN-Domine und flankierenden Aminosiuren besteht, an HA
Iporin ,full length* nachweisen, so dass die ,,yeast two-hybrid*“ Ergebnisse bestitigt werden
konnten. Im Gegensatz hierzu konnte keine Bindung von HA Iporin ,.full length® an die
Mutante Iporin AN1430, die aus der SH3 Domine besteht, nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die RUN-Domaéne fiir die Iporin Homodimerisierung
eine entscheidende Rolle spielt und die SH3 Doméne hierbei unbeteiligt ist.

Wie bereits im Kapitel 5.1. ,,Detektion von Iporin in Gewebelysaten beschrieben, ist das
berechnete Molekulargewicht fiir das humane Iporin-Protein ca. 160 kDa, was im Gegensatz
zu dem detektierten Molekulargewicht des endogenen Proteins steht (sieche Abbildungen 5.1-
5.3). Ebenso wird mit Hilfe des HA-spezifischen Antikorpers 16B12 ein Hauptsignal der
Grofle 220 kDa detektiert und ein schwécheres bei 160 kDa (siehe Abbildung 5.7 Spur 3). Es
bindet hauptsédchlich ein Protein der GroBe 220 kDa an die Iporin-Mutante AN847AC1239
(siehe Abbildung 5.7 Spur 1). Des Weiteren ist auch eine 160 kDa Bande zu erkennen, jedoch
viel schwicher als die 220 kDa Hauptbande. Da keine Anheftung von HA Iporin ,.full length*
an das Fusionsprotein Iporin AN1430 (sieche Abbildung 5.7 Spur 2) stattfindet, kann eine
Homodimerisierung iiber die SH3 Doméne ausgeschlossen werden.

Eine Homodimerisierung von Iporin konnte sowohl mit Hilfe des in vivo ,,yeast two-hybrid*
Systems sowie in einem in vitro ,,GST-pull down* Ansatz gezeigt werden, und so die
Hypothese, dass die RUN-Domine eine entscheidende Rolle darin spielen konnte, bestétigt
werden.

5.4. Neuer Interaktionspartner von Iporin: GM130

Das humane Iporin Protein konnte bereits als ein direkter und spezifischer Rabl
Interaktionspartner beschrieben werden, da es mit keiner anderen kleinen GTPase der Rab
Familie eine Verbindung eingeht (Bayer et al., 2005). Es ist bekannt, dass kleine GTPasen
und ,,coiled coil* Proteine der Golgin-Familie entscheidend im vesikuldren Transport zum
Golgi Apparat zusammenwirken (Barr und Short, 2003). So interagiert Rabl mit pl15,
GM130 und, wie erst kiirzlich veroffentlicht wurde, Giantin (Beard et al., 2005). Wihrend der
COP 1II Vesikelbildung wird p115 an das neu entstehende Vesikel mit Hilfe von RablB
rekrutiert und die Anheftung am cis-Golgi wird durch eine Bindung von p115 und GM130
vermittelt (Allan et al., 2000; Moyer et al., 2001; Weide et al., 2001). Bei GM130 handelt es
sich um ein 130 kDa grofles, Golgi Matrixprotein, welches aus 6 ,,coiled coil*“ Regionen
besteht und iiber GRASP65 an der cis-Golgi Membran verankert ist (Nakamura et al., 1995;
Barr et al.,, 1997). Allerdings sind neben pl15 und RablB auch Rab2 und Rab33b
Interaktionspartner von GM130 und die Vielfalt der einzelnen Interaktionen zwischen den
zahlreichen Komponenten der Membran-Transportmaschinerie lassen darauf schlielen, dass
noch weitere Proteine an GM130 binden und dadurch die Vesikel-Membrananheftung
spezifizieren konnten (Weide et al., 2001; Short und Barr, 2003).

Da die GM130-Iporin Interaktion bereits publiziert werden konnte (siehe Anhang), konnen
die Daten aus der Veroffentlichung entnommen werden (Bayer et al., 2005). Im folgenden
Abschnitt werden noch nicht verdffentlichte Ergebnisse prisentiert, welche die bereits
vorliegenden Daten ergénzen sollen.

Die Iporinbindedomine von GM130 konnte auf die ,.coiled-coil“ Domine 6 eingegrenzt
werden, wihrend das Bindungsmotiv auf Seiten von Iporin noch unbekannt war. Hierfiir
erfolgten Kotransformationen des Hefestammes Y190 (siehe 4.3.1. ,,Herstellung kompetenter
Hefen* und 4.3.2. Kotransformation von Hefen) mit Iporin-Mutanten (sieche Abbildung 5.4
s»Iporin und Verkiirzungsmutanten*), einkloniert in den ,,bait“-Vektor pAS, und dem ,,prey*
Konstrukt pACT GM130 AN224 (K18), welches aus der ,,coiled coil* Doméne cc2 bis cc6
und der GRASP65 Bindungsstelle besteht (Weide et al., 2001; Bayer et al., 2005). Eine
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Interaktion beider ,,full length* Proteine konnte in der Hefe nicht untersucht werden, da beide
als pAS Konstrukt autoaktiv sind.

Die inokulierten SD-T-L und SD-T-L-H + 3AT Platten wurden 5 Tage im Brutschrank bei
30°C inkubiert und die Interaktion mit Hilfe des B-Galaktisodase-Tests analysiert (siche 4.3.3.
,»p-Galaktosidase-Test™).

Die Ergebnisse des in vivo Ansatzes zur Charakterisierung der Iporin Bindungsstelle fiir
GM130 sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Als Negativkontrolle diente der pAS 2-1 Leervektor und als Positivkontrolle die daueraktive
Form des Rab1B Proteins pAS Rab1B Q67R.

Tab. 5.2: Bestimmung der Iporin Bindungsdoméne fiir GM130 mittels eines in vivo ,,yeast two-hybrid
assays*

Die Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden mit den pAS Iporin-Mutanten und pACT AN224 (K18)
durchgefiihrt. Das Wachstum der Hefekolonien wird wie folgt bewertet: +++: sehr gutes Wachstum; ++: gutes
Wachstum; +: mittelmédBiges Wachstum; +/-: Hintergrundwachstum. Entsprechend wird die Aktivitidt der -
Galaktosidase eingestuft: +++: schnelle und starke Blaufidrbung (innerhalb von 2 Stunden); ++: gute Blaufirbung
(innerhalb von 6 Stunden); +: schwache Blaufirbung (innerhalb 12 Stunden); +/-: sehr schwache Blaufirbung
(tiber Nacht); -: keine Blaufarbung

,,bait* Plasmid ,»prey* Plasmid pACT AN224 (K18)
-His3 lacZ
pAS 2-1 +/- -
pAS Iporin AN847 +++ ++
pAS Iporin AN847AC1450 +++ +++
pAS Iporin AN847AC1239 +++ +++
pAS Iporin AN847AC992 + -
pAS Iporin AN991AC1177 ++ +
pAS Iporin AN991AC1239 ++ +
pAS Iporin AN991AC1450 +++ +++
pAS Iporin AN1122 +/- -
pAS Iporin AN1430 +/- -
pAS Rab1B Q67R +++ T+

Die “yeast two-hybrid” Experimente zeigten, dass alle Iporin-Mutanten mit pACT GM130
AN224 (K18) interagierten, dessen Teil die vollstindige RUN-Doméne ist. Da die RUN-
Domine ebenso fiir Rab1B als Interaktionsmotiv bestitigt werden konnte, muss in weiteren
Experimenten erfasst werden, ob GMI130 und Iporin um eine Bindung zu RablB
konkurrieren.

Iporin ist in der Zelle ubiquitédr verteilt, weist jedoch eine Akkumulierung am Zellkern auf
(Bayer et al., 2005). Entsprechende Lokalisationsstudien wurden mit unterschiedlichen, gegen
GM130 gerichteten Antikorpern durchgefiihrt, wobei GM130 als cis-Golgi Matrixprotein eine
perinukldare Verteilung in den Zellen aufweist (Nakamura et al., 1995; Weide et al., 2001;
Yoshimura et al., 2001). So sollten Lokalisationsstudien in Sdugetierzellen eine mogliche
Kolokalisation beider Proteine demonstrieren.

Hierfiir wurden HeLa SS6 Zellen auf Deckgldschen ausgesit, 24 Stunden spiter fixiert und
aufgearbeitet. Mit Hilfe des polyklonalen Iporin 1179, Antikorpers konnte das endogene
Iporin und mittels des monoklonalen anti-GM130 Antikorpers das endogene GM130
detektiert werden (siehe 3.7. ,,Antikorper®).
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Das Iporin-Signal ist in der folgenden Abbildung rot dargestellt und das in den Zellen
endogen detektierte GM130 Protein griin. Die Analyse der Immunfluoreszenzpriparate
erfolgte mit Hilfe des Konfokalen Leica DM RXE ,,Laser-Scanning* Mikroskops.

Abb. 5.8: Intrazellulire Kolokalisationsstudien der neuen Interaktionspartner Iporin und GM130 in
HeLa SS6 Zellen

HeLa SS6 Zellen wurden 24 h nach Aussaat auf Deckgldschen fixiert. Das endogene Iporin wurde mit dem
polyklonalen 1179,¢; (1:1000) nachgewiesen und als sekundédrer Antikorper das Cy3 gekoppelte anti-Kaninchen
IgG (1:1000) eingesetzt. Das endogene GM130 Protein wurde mit dem monoklonalen Antikorper anti-GM130
(1:250) und dem Alexa 488 gekoppelten anti-Maus IgG (1:1000) nachgewiesen. Der Balken entspricht 10 pm.
A: endogenes Iporin; B: endogenes GM130; C: “overlay” von A und B

Die Kolokalisationsstudien beider endogen nachgewiesenen Proteine Iporin und GM130
konnten die bereits publizierte Interaktion bestdtigen (Bayer et al., 2005). Das endogene
Iporinprotein ist ubiquitir in der Zelle verteilt und weist eine Akkumulierung in Zellkernnihe
auf (siehe Abbildung 5.8 A), wihrend GM130 eine distinkte perinukldare Verteilung zeigt
(siehe Abbildung 5.8 B; Nakamura et al., 1995; Nakamura et al., 1997). In diesem begrenzten
Raum um den Zellkern kolokalisieren beide Proteine miteinander, besonders hervorgehoben
in der Abbildung 5.8 C durch eine Uberlagerung der Abbildung A und B. Es wird aber auch
deutlich, dass Iporin eine weitaus dispersere Lokalisation in den Zellen aufweist, was darauf
schlieBen ldsst, dass Iporin nicht nur eine wichtige Rolle im vesikuldren Transport und
insbesondere am cis-Golgi Apparat iibernimmt, sondern auch andere wichtige Aufgaben in
der Zelle iibernimmt.

96



Ergebnisse

5.5. Zellulare Lokalisation von Iporin, Rab1B und GM130 in murinem
und humanem Hodengewebe

Wie bereits beschrieben, ist die hochste Iporin mRNA Expressionsrate im Gehirn und in
Testis bzw. in Ovarien zu verzeichnen (Bayer et al., 2005). Im Kapitel 5.1. ,,Detektion von
Iporin in Gewebelysaten* konnte beschrieben werden, dass die Proteinexpression mit der
mRNA Expression korreliert. In diesem Zusammenhang war Testis von besonderem
Interesse, da sich wihrend der Spermatogenese durch vielféltige, genau gesteuerte Schritte
Spermien entwickeln und reifen (dann Spermiogenese). Die Spermatogenense ist ein
komplexer zyklischer Prozess, der neben dem Umbau des Zellkerns auch zytoplasmatische
Bewegungen und die Bildung neuer Organellen beinhaltet; so umfasst die Spermatogenese,
z.B. in der Maus, 12 Stadien (I-XII) (Burgos und Fawcett, 1955; Russell et al., 1990; de
Rooij, 2001).

Hierbei interessierte uns, in welchen Zelltypen bzw. Stadien der Spermatogenese die von
unserer Arbeitsgruppe beschriebenen Interaktionspartner Rabl1B, GMI130 und Iporin
lokalisiert sind, um so moglicherweise ihr funktionelles Zusammenwirken wéhrend der
Spermienentwicklung beschreiben zu kénnen. Unreife Spermien und zahlreiche sezernierte
Proteine werden aus den Tubuli seminiferi (Samenkandlchen) in die Epididimys
(Nebenhoden) weitergeleitet. So sollte ebenso untersucht werden, welche der Proteine, die im
Zentrum unseres Interesses standen, in den Nebenhoden einer Maus weitergeleitet werden
und welche ggf. von den spezifischen Zelltypen des Epithels synthetisiert werden.

Hierfiir wurde, wie bereits im Kapitel 5.1. ,Detektion von Iporin in Gewebelysaten*
beschrieben, murines und humanes Hodengewebe aufgearbeitet (sieche 4.4.2.1. ,,Herstellung
von Gewebeextrakten) und die spezifische Proteinexpression mit Hilfe der ,,Western Blot*
Technik (siehe 4.5.3. ,,Western Blot*) analysiert. Die Detektion der jeweiligen Proteine
erfolgte mit Hilfe der spezifischen Antikorper. Die Detektion von Iporin mittels des
Antikorpers 1179 (siehe 3.7. ,,Antikorper) wurde bereits ausfiihrlich im Kapitel 5.1 behandelt.
Das Ergebnis der Expressionsanalyse kann der Abbildung 5.1 entnommen werden.

Der direkte Interaktionspartner von Iporin, RablB wurde mit Hilfe des monoklonalen
Antikorpers 1E7 detektiert. Der Antikorper detektierte im murinen und humanen
Hodengewebelysat aber neben dem spezifischen Rab1B Signal auf Hohe von etwa 23 kDa
noch weitere Signale bei etwa 25 kDa und 50 kDa (Daten nicht gezeigt). Da das
aufgearbeitete Hodengewebe ebenfalls neben spezifischen gelosten Proteinen noch
Serumbestandteile, aufgrund der starken Durchblutung des Hodens, und Geweberiickstiande
enthilt, konnten unspezifische Kreuzreaktionen des Antikorpers mit einzelnen Komponenten
des Lysats nicht ausgeschlossen werden. Um diese Frage zu kldren und Rab1B spezifisch aus
dem Hodenlysat zu fdllen, wurde eine Immunprézipitation (siche 4.4.5.
LImmunprizipitation) durchgefiihrt. Der Versuch wurde mit Maushodenextrakt
durchgefiihrt, da dort ein stidrkeres Rab1B-spezifisches Signal detektiert wurde.

Der RablB-spezifische 1E7 Hybridomaiiberstand wurde etwa 2,5 Stunden mit
Maushodenextrakt inkubiert und UN an ,Protein G™ Sepharose 4 Fast Flow slurry*
gekoppelt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mitgefiihrt, in dem nur der Maus-
Hodengewebeextrakt mit den ,,beads* inkubiert wurde. Die Detektion erfolgte mit dem 1E7
Hybridomaiiberstand, da sowohl der Uberstand sowie der affinititsgereinigte Antikorper in
der ,,Western Blot*“ Analyse zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrten (Konczal, 2001).

Die Analyse erfolgte unter semi-denaturierenden Bedingungen, d.h. ohne Zugabe von [3-
Mercaptoethanol, um eine Aufspaltung des Antikorpers und somit eine Uberlagerung des
Rab1B Signals weitgehend zu unterbinden.
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- —__ RabIB

Expositionszeit: 5 min

Abb. 5.9: Immunprizipitation von Rab1B aus murinem Hodengewebe

20 pl des 1E7-Hybridomaiiberstandes wurden mit 200 ug Maus-Hodenextrakt 2,5 h inkubiert und UN an die
,Protein G™ Sepharose 4 Fast Flow* gekoppelt. Als Negativkontrolle wurde parallel ein Ansatz mitgefiihrt, der
keinen Antikorper enthielt. Die jeweiligen Pellets wurden griindlich gewaschen, in 2 x PP ohne f-
Mercaptoethanol aufgenommen, auf einem 12 %-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend auf
eine PVDF-Folie transferiert. Zur Detektion wurde der 1E7-Hybridomaiiberstand (1:50) und als
Sekundérantikorper HRP-gekoppeltes anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion
erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: 1E7 + Maus-Hodengewebelysat; Spur 2: Negativkontrolle

Mit Hilfe der Immunprizipitationsanalyse konnte gezeigt werden, dass Rab1B spezifisch aus
dem Hodengewebelysat gefillt werden kann (siehe Abbildung 5.9, Spur 1) und somit eine
Rolle, die bisher noch nicht charakteisiert werden konnte, in Testis spielt. Dieses spezifische
Signal fehlt in Spur 2, in welcher die Negativkontrolle aufgetrennt worden ist. In beiden
Spuren wurden zusidtzliche Banden im hochmolekularen Bereich detektiert, die auf
unspezifische Kreuzreaktionen des Antikorpers, ggf. mit Serumriickstinden des
Hodengewebes, zuriickzufiihren sind und hier nicht weiter diskutiert werden sollen (Daten
nicht gezeigt).

Parallel dazu erfolgte eine Detektion des GM130 Proteins im murinen und humanen
Hodenextrakt, wie in der folgenden Abbildung dargestellt.

1 2

— GM130

Expositionszeit: 5 min

Abb. 5.10: Expression von GM130 in murinem und humanem Hodengewebeextrakt

Auf einem 7,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 40 ug Maus- und 40 ug humanes Hodengewebe,
lysiert in LP-E Puffer aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde der
monoklonale anti-GM130 Antikorper (1:250) und als Sekundérantikdrper HRP-gekoppeltes anti-Maus IgG
(1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: Maus-Hodengewebelysat; Spur 2: humanes Hodengewebelysat

Mit Hilfe der ,,Western Blot* Analyse konnte gezeigt werden, dass GM130 sowohl im
murinen und im humanen Hodengewebe exprimiert wird (siche Abbildung 5.10), wobei das
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Signal in der Spur 1, in der lysiertes Maushodengewebe aufgetrennt worden ist, stirker ist als
in Spur 2, in der das humane Gewebe aufgetrennt worden ist. Dieser Unterschied kann
einerseits auf die Proteinexpression zuriickzufiihren sein, d.h. dass GM130 stirker im murinen
als im humanen Hodengewebe exprimiert wird, oder andererseits, dass der Antikdrper eine
hohere Affinitit zu dem testikuldren Maus GM 130 als zu dem humanen aufweist.

Durch die ,,Western Blot*“ Analyse konnte gezeigt werden, dass sowohl Rab1B, GM130 und
Iporin in Maus- und humanem Hodengewebe exprimiert wird. Mit dieser Voraussetzung
wurden immunhistochemische Analysen an murinen und humanen Schnitten der
Samenkanilchen (Tubuli seminiferi) und murinen Schnitten der Nebenhoden (Epididymis)
wie im Kapitel 4.6.2. ,Immunhistochemie* beschrieben, durchgefiihrt. Die Miuse des
Stammes C57BJ/6 waren 31 Tagen alt, d.h. pubertierend, da die Pubertit in Médusen 7 Tage
»post-partum‘* beginnt, wenn die ersten Spermatogonien in die Meiose gehen (Bellvé et al.,
1977). Die humanen Schnitte der Samenkanidlchen (Tubuli seminiferi) wurden mir vom
Institut fiir Reproduktionsmedizin, Universitidtsklinikum Miinster gestellt.

Zur Absicherung der Ergebnisse der Anfidrbungen in den Samenkanilchen wurden parallel
Ansitze nach der LSAB (,,Labelled StreptAvidin-Biotin‘) -Methode und dem EnVision™
System, HRP, durchgefiihrt. Da beide Methoden gleiche Ergebnisse hervorbrachten, werden
fiir Rab1B und GM130 die Ergebnisse der spezifischen DAB-Firbungen dargestellt und fiir
Iporin, welches im Zentrum meiner Untersuchungen steht, sowohl die DAB- sowie die
Neufuchsin-Féarbung.

In der folgenden Abbildung 5.11 werden jeweils fiir das RablB und GM130 Protein die
Anfiarbungen in Schnitten menschlicher und muriner Gewebe zusammen dargestellt. Als
Negativkontrolle wurde der Schnitt wihrend der Antikorperbehandlung nur mit der
entsprechenden Losung, die fiir die Antikorperverdiinnung eingesetzt worden ist, inkubiert.
So kann unterschieden werden, ob ein Signal spezifisch durch die Antigen-Antikorper
Reaktion, oder durch eine unspezifische Reaktion mit dem Farbereagenz entsteht.
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Abb. 5.11: Spezifische Detektion von Rab1B und GM130 in Tubuli seminiferi (Samenkanélchen)

3-4 um dicke Schnitte von humanen und Maus Samenkanilchenschnitten wurden mit dem monoklonalen Rab1B
Antikorper 1E7,¢, bzw. Maus-Samenkanélchenschnitten mit dem monoklonalen anti-GM 130 Antikorper 60 min
inkubiert und als Sekundérantikorper ein Gemisch aus anti-Maus und anti-Kaninchen IgG’s eingesetzt. Als
Substrat fir HRP wurde 3-3"-Diaminobenzidin (DAB) umgesetzt. Als Beispiel wurden einzelne Zellen, die
Rab1B exprimieren, mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet und Zellen, die GM130 exprimieren, mit einem
Pfeil (=) markiert. Der Balken entspricht 10 pm.

A: RablB im humanen Gewebe (1E7.; 1:100; DAB-Firbedauer 30 min); B: RablB im murinen Gewebe
(1E74 1:100; DAB-Firbedauer 15 min); C: GM130 im murinen Gewebe (anti-GM130 1:100; DAB-Farbedauer
20 min); D: Negativkontrolle humanes Gewebe (DAB-Firbedauer 30 min); E: Negativkontrolle murines
Gewebe (DAB-Firbedauer 15 min)
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Mit Hilfe des Rab1B spezifischen Antikorpers konnten einzelne distinkte Zelltypen in den
Samenkanilchen angefirbt werden. Sowohl in den humanen als auch murinen Schnitten zeigt
sich eine dhnliche Verteilung des Signals, das beispielhaft mit einem Sternchen (*; siehe
Abbildung 5.11 A, B) in einzelnen Zellen markiert ist. Wie eingangs erldutert, laufen wihrend
der Keimzelldifferenzierung viele Transport- und Umorganisierungsvorginge ab, denen
zahlreiche vesikuldare Transportprozesse zugrunde liegen. Rab1B reguliert spezifisch den
Transport zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi Apparat, so dass die
beobachtete Anfirbung kernnaher Strukturen mit der Lokalisation von RablB in Zellen
korreliert (Plutner et al., 1991). Neben einer deutlichen Anfirbung der Spermatozyten konnte
das Rab1B Signal ebenfalls in runden Spermatiden beobachtet werden. Bis dato ist Rab1B im
Zusammenhang mit der Spermatogenese noch nicht diskutiert worden, so dass diese
Ergebnisse zum ersten Mal eine Expression dieser kleinen GTPase im Hodengewebe zeigen.
Ahnlich dem Rab1B Signal verteilt sich das GM130 Signal, beispielhaft mit einem Pfeil (=;
sieche Abbildung S5.11 C) markiert, in den murinen Hodenkanzlchen hauptsichlich in
Spermatozyten, charakteristischerweise in Kernnihe. In humanen Schnitten konnte nur eine
sehr schwache DAB-Fiarbung detektiert werden, die jedoch keinem bestimmten Zelltyp
zugeordnet werden konnte und auf die Unspezifitit des Antikorpers fiir immunhistochemische
Analysen zuriickzufiihren ist (Daten nicht gezeigt).

Es konnte keine Anfédrbung einzelner Strukturen in den jeweiligen Negativkontrollen
detektiert werden, so dass die Markierungen der einzelnen Strukturen mittels des Rab1B-
spezifischen 1E7 Antikorpers und des anti-GM 130 Antikorpers spezifisch sind.

Entsprechend den immunhistochemischen Analysen der beiden direkten Interaktionspartner
von Iporin, Rabl1B und GM130, wurden Untersuchungen beziiglich der Zellspezifitit von
Iporin in humanen und murinen Schnitten der Samenkanilchen durchgefiihrt. Zur
Verifizierung der Ergebnisse der spezifischen DAB-Fidrbung in humanen Schnitten wurden in
einem parallelen EnVision™ System Iporin-markierte Strukturen mit Hilfe von Neufuchsin
detektiert. In der folgenden Abbildung 5.12 sind die DAB-Féarbungen von Iporin in murinen
Schnitten sowie Neufuchsin-Fiarbungen des Iporin Proteins in humanen Schnitten dargestellt.
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Abb. 5.12: Spezifische Detektion von Iporin in Tubuli seminiferi (Samenkanilchen)

3-4 um dicke Schnitte von humanen und Maus Samenkanélchenschnitten wurden mit dem polyklonalen Iporin
Antikorper 1179, 60 min inkubiert und als Sekundérantikdrper ein Gemisch aus anti-Maus und anti-Kaninchen
IgG’s eingesetzt. Als Substrat fiir HRP wurde 3-3°-Diaminobenzidin (DAB) bzw. Neufuchsin umgesetzt. Einige
Sertolizellen, die Iporin exprimieren, sind beispielhaft mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet und
Spermatozyten mit einem Pfeil (=). Der Balken entspricht 10 um.

A: Iporin im murinen Gewebe (1179, 1:10; DAB-Féarbedauer 22 min); B: Negativkontrolle murines Gewebe
(DAB-Firbedauer 22 min); C: Iporin im humanen Gewebe (1179, 1:25; DAB-Fiarbedauer 30 min); D:
Negativkontrolle humanes Gewebe (DAB-Firbedauer 30 min); E: Iporin im humanen Gewebe (1179, 1:25;
Neufuchsin-Fiarbedauer 20 min); F: Negativkontrolle humanes Gewebe (Neufuchsin-Fiarbedauer 20 min)
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In den humanen Schnitten zeigen die Sertolizellen eine positive Iporinfirbung auf, einige
Zellen sind beispielhaft mit einem Sternchen (*; siche Abbildung 5.12 C und E) markiert. Im
Gegensatz hierzu konnte nur vereinzelt ein schwaches Signal in einigen Spermatozyten, bzw.
im Kern lokalisiert werden, beispielhaft mit einem Pfeil (=; siehe Abbildung 5.12 C)
markiert. Beide Methoden lieferten vergleichbare Ergebnisse, so dass das detektierte Signal
spezifisch fiir das Iporin-Protein ist.

Das Iporinsignal ist in den murinen Schnitten schwécher, bzw. nicht eindeutig Sertolizellen
zuzuordnen. Der Iporin Antikorper 1179 ist gegen das Epitop AS 848-991 generiert. Trotz der
allgemeinen sehr hohen Homologie der Maus- und humanen Iporin Basensequenz befinden
sich im Bereich dieses Epitops einige Unterschiede, welche die unterschiedliche Reaktivitét
des polyklonalen Antikorpers mit den Gewebeschnitten erkldren konnte.

In den jeweiligen Negativkontrollen konnten keine distinkten Signale detektiert werden, so
dass unspezifische Markierungen ausgeschlossen werden kdnnen.

Zur Unterstiitzung dieser Beobachtung wurden SKI11 Zellen, eine Maus Sertoli Zelllinie
(siehe 3.11.3. ,Eukaryotische Zelllinien*), 24 Stunden nach Aussaat in LP-E Puffer lysiert
und 15 ul des Uberstandes auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die Detektion des endogenen
Iporin Proteins erfolgte mit Hilfe der ,,Western Blot* Analyse (siehe 4.5.3. ,,Western Blot*)
und dem Iporin Antikorper 1179,¢. Das Ergebnis ist der folgenden Abbildung zu entnehmen.

220 kDa

]

-

160 kDa

Expositionszeit: 1 min

Abb. 5.13: Expression von Iporin in SK11 Zellen

Auf einem 7,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 15 ul SK11 Uberstandes, lysiert in LP-E Puffer
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde der polyklonale Iporin Antikorper
1179, (1:4000) und als Sekundirantikdrper HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG (1:1000) eingesetzt. Die
Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Das Ergebnis der ,,Western Blot* Analyse bestitigt, dass SK11 Zellen, d.h. Sertolizellen als
angelegte Zellkultur, stark endogenes Iporin stark exprimieren (siche Abbildung 5.13), wobei
das 220 kDa Signal, dhnlich wie im aufgearbeiteten Hodengewebe (siehe Abbildung 5.1),
starker ist.

Die Reifung der Spermien erfolgt in den Nebenhoden, indem die elongierten Spermatiden aus
den Samenkanidlchen in die Epididymis transportiert werden. In diesem Zusammenhang
erfolgte eine immunhistochemische Analyse von Iporin, RablB und GM130 in murinen
Nebenhodenschnitten. Da alle Schnitte aus dem gleichen Abschnitt eines Nebenhodens
stammen, wird in der folgenden Abbildung nur eine Negativkontrolle gezeigt, die
gleichermal3en fiir alle gilt.
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Abb. 5.14: Spezifische Detektion von Rab1B, GM130 und Iporin in Epididymis (Nebenhoden)

3-4 um dicke Schnitte von murinen Nebenhodenschnitten wurden mit dem monoklonalen Rab1B Antikorper
1E7,¢, dem monoklonalem anti-GM130 Antikorper, bzw. dem polyklonalen Iporin Antikdrper 1179, 60 min
inkubiert und als Sekundérantikorper ein Gemisch aus anti-Maus und anti-Kaninchen IgG’s eingesetzt. Als
Substrat fir HRP wurde 3-3°-Diaminobenzidin (DAB) umgesetzt. Der Balken entspricht 10 um.

A: RablB (1E7,y 1:100; DAB-Firbedauer 15 min); B: GM130 (anti-GM130 1:50; DAB-Firbedauer 30 min);
C: Iporin (1179, 1:10; DAB-Firbedauer 30 min); D: Negativkontrolle (DAB-Firbedauer 30 min)

Mit Hilfe der immunhistochemischen Analyse konnte eindeutig gezeigt werden, dass Rab1B,
GM130 und Iporin neben einer Lokalisation in den Samenkanélchen auch eine Lokalisation in
den Nebenhoden aufweisen. Das Rab1B Signal ist ubiquitdr in den ,,principal cells* verteilt
(siche Abbildung 5.14 A), wobei sowohl das GM130 und auch das Iporinsignal (siehe
Abbildung 5.14 B und C) auf die ,,clear cells* beschrinkt sind.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse konnten die ,,Western Blot*“ Analysen
zur spezifischen Expression von Rab1B, GM130 und Iporin (sieche Abbildung 5.1, 5.9 und
5.10) in murinem und humanem Hodengewebe, sowie in SK11 Zellen (sieche Abbildung
5.13), bestdtigen und ihre Lokalisation in Gewebeschnitten darstellen. Um die exakte
Funktion dieser Proteine, insbesondere von RablB und Iporin, zu kldren, sind weitere
Untersuchungen notwendig.

104



Ergebnisse

5.6. Neuer Iporin spezifischer Interaktionspartner: Tesmin

Um ein neues Protein besser zu charakterisieren, ist es sinnvoll, seine direkten
Interaktionspartner zu ermitteln, um dariiber gegebenenfalls eine funktionelle Eingliederung
in den zelluldren Mechanismus vornehmen zu kdnnen. Zahlreiche strukturelle Anordnungen
werden durch Protein/Proteininteraktionen vermittelt und transiente Interaktionen
kontrollieren und regulieren viele zelluldre Prozesse (Van Criekinge und Beyaert, 1999). So
ist es moglich, iiber die bekannte Funktion des einen Interaktionspartners auf die mogliche
Funktion des zweiten bindenden Proteins zu schlieen (Uetz und Hughes, 2000).

Wie bereits beschrieben und mit Hilfe der ,Western Blot“ und immunhistochemischen
Analyse gezeigt (siehe S5.1. ,,Detektion von Iporin in Gewebelysaten* und S5.5. ,,Zellulédre
Lokalisation von Iporin, Rab1B und GM130 in murinem und humanem Hodengewebe*), wird
Iporin im Hodengewebe exprimiert (Bayer et al., 2005). So sollten mit Hilfe des ,,yeast two-
hybrid“ Systems und der ,human testis library®, einkloniert in den pACT Vektor, neue
Interaktionspartner aufgespiirt werden. Hierfiir wurde die Genbank zuerst wie beschrieben
amplifiziert und aufgereinigt (siehe 4.3.4. ,,Amplifikation einer cDNA Genbank*) und fiir die
Interaktionsstudien mit Iporin in den Hefestamm Y190 transfiziert.

Mit Iporin AN847 als Koder konnten wir einige interessante Proteine identifizieren, mitunter
das humane Tesmin, welches zum Hauptuntersuchungsobjekt dieser Arbeit wurde. Anfangs
wurde der isolierte Klon aufgrund der numerischen Abfolge der Isolierung der Klone als
»PACT 56 bezeichnet. Nach Isolierung der DNA aus den Hefezellen (siehe 4.2.2. ,,Isolierung
von Plasmid DNA aus S.cerevisiae*) wurde diese in Bakterienzellen transformiert und so
vervielfiltigt (siehe 4.2.9.1. ,,Calciumchlorid-Methode*), um ausreichende Mengen fiir einen
Restriktionsverdau mit Hilfe von HindIIll zu bekommen. Dieser belegte, dass die ungefihre
Grole des ,inserts ca. 0,7 kb betrdagt (sieche 4.3.7. ,,Uberpriifung potentieller
Interaktionspartner®). Zur Verifizierung der Interaktion von pACT56 und Iporin wurden
Kotransformationen mit den unterschiedlichen, uns vorliegenden Iporin-Mutanten (siehe
Abbildung 5.4 ,.Iporin und Verkiirzungsmutanten*) durchgefiihrt (siehe 4.3.1. ,,Herstellung
kompetenter Hefen“ und 4.3.2. ,Kotransformation von Hefen*). Fiir die Analyse der
Spezifitit der Interaktion, bzw. ob Tesmin, ebenso wie Iporin, an Rab1B binden kann, wurden
Analysen mit Rab1B Wildtyp und mit Rab1B-Mutanten (siehe 3.10.3. ,,Plasmidkonstrukte fiir
die Expression in Sdugetierzellen®) gemacht. Als Negativkontrolle wurde ein leerer ,,bait*-
Vektor, pAS 2-1, eingesetzt.

Die Auswertung der Ergebnisse ist in der folgenden Tabelle 5.3 dargestellt.
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Tab. 5.3: Kotransformation zur Verifizierung der pACT 56-Iporin Interaktion mittels eines in vivo ,,yeast
two-hybrid assays*

Die Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden mit den pAS Iporin-Mutanten, bzw. mit pAS Rab1B
Konstrukten und dem isolierten Klon pACT 56 durchgefiihrt. Das Wachstum der Hefekolonien wird wie folgt
bewertet: +++: sehr gutes Wachstum; ++: gutes Wachstum; +: mittelmidBiges Wachstum; +/-:
Hintergrundwachstum. Entsprechend wird die Aktivitit der f-Galaktosidase eingestuft: +++: schnelle und starke
Blaufirbung (innerhalb von 2 Stunden); ++: gute Blaufirbung (innerhalb von 6 Stunden); +: schwache
Blaufirbung (innerhalb 12 Stunden); +/-: sehr schwache Blaufirbung (iiber Nacht); -: keine Blaufidrbung

,,bait* Plasmid ,»prey* Plasmid pACT 56
-His3 lacZ
pAS 2-1 +/- -
pAS Iporin AN847 +++ +++
pAS Iporin AN847AC1450 +++ +++
pAS Iporin AN847AC1239 +++ ++
pAS Iporin AN847AC992 +/- -
pAS Iporin AN99I1AC1177 - -
pAS Iporin AN991AC1239 + +/-
pAS Iporin AN99T1AC1450 +++ ++
pAS Iporin AN1122 + +/-
pAS Iporin AN1430 +/- -

pAS Rab1B wt - -
pAS Rab1B S22N - -
pAS Rab1B Q67R - -
pAS Rab1B Q67L - -

Die in Tabelle 5.3 aufgelisteten Ergebnisse belegen, dass der isolierte Klon pACT 56 nicht
nur mit dem Koderplasmid pAS Iporin AN847 gut interagiert, sondern auch mit einigen
weiteren Iporin-Mutanten. So interagiert pACT 56 ebenso gut mit pAS Iporin AN847AC1450,
d.h. der Deletionsmuatnte ohne SH3-Doméne, und pAS Iporin AN847AC1239, der neben der
SH3-Domine auch der poly P und poly E-, stretch® fehlen. Die Mutante pAS Iporin AC1430,
die nur die SH3-Doméne umfasst, interagierte nicht mit pACT 56, so dass die SH3-Doméne
demnach nicht an einer Interaktion beteiligt, bzw. fiir die Bindung nicht nétig ist. Ebenso
haben der poly P und der poly E-,stretch® keine Bedeutung fiir eine Interaktion. Alle oben
tabellarisch aufgefiihrten Mutanten, die interagieren, beinhalten die gesamte RUN-Domine,
bzw. Teile davon. Einzig die Mutante Iporin AN991AC1177, die nur aus der RUN-Doméne
besteht, interagiert nicht mit pACT 56, da sich die Faltung einzelner Verkiirzungsmutanten
ungiinstig auf die Bindungsfahigkeit auswirken kann (Van Criekinge und Beyaert, 1999). Die
Interaktionen mit den Iporin Mutanten AC1122 und AN991 AC1239, wobei AN991 AC1239
dhnlich zu Iporin AN847AC1239 aufgebaut ist und ihr lediglich einige Aminosiduren
,upstream in der RUN-Domiéne fehlen, konnten nicht eindeutig gezeigt werden, da die
Hefekolonien sich erst iiber Nacht blau fiarbten und so nicht mehr als signifikant angesehen
werden konnen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass weder die Wildtyp-, noch die
inaktive oder die daueraktive Rabl1B-Mutante mit dem isolierten Klon 56 interagieren, so dass
die Interaktion von Iporin und Klon 56 spezifisch ist.

So konnte eine Interaktion des isolierten Klons mit einzelnen Iporin Mutanten mit Hilfe des
,yeast two-hybrid assays® bestitigt werden. Zur Identifikation des Klons wurde eine
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Sequenzierung (siche 4.2.11. ,,Sequenzierung®) mit dem ,prey“ spezifischen ,,forward
primer ,fish 3F“ (siehe 3.8. ,,Primer) durchgefiihrt. Die Auswertung der gelesenen
Basenabfolge des Klons 56 erfolgte mit Hilfe von ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. So ergab die
Analyse, dass der Klon 56 die C-terminale Region des Hoden spezifischen Proteins Tesmin
enthilt, wovon 409 bp der kodierenden Sequenz entsprechen (vgl. hierzu die veroffentlichte
Sequenz Acc.: NM_004923, aktuell ersetzt durch BC064579). Der Datenbankeintrag
beschrieb fiir das humane Tesmin einen ,,open reading frame* von 900 bp, resultierend in
einer 300 Aminosdure-langen Proteinsequenz. Erstmals wurde Tesmin in murinem
Hodengewebe beschrieben, wobei sich die Bezeichnung ,.Metallothionein-like 5, testis-
specific von der strukturellen Ahnlichkeit zu Metallothioneinen durch zwei
aufeinanderfolgende Cystein-reiche Bereiche und der Gewebeexpression des Proteins ableitet
(Sugihara et al., 1999).

Im Laufe der experimentellen Phase stellte sich heraus, dass die 900 bp der humanen Tesmin
Sequenz nur einen Teil der tatsdchlichen ,full length® Sequenz reprédsentieren. Bereits
Matsuura et al. konnten zeigen, dass fiir das murine Tesmin aufgrund eines sehr hohen GC-
Gehaltes in der 5°-Region ein kiirzerer ,,open reading frame‘ angenommen wurde, so dass der
Datenbankeintrag aktualisiert wurde (Matsuura et al., 2002). Ein Antikérper gegen das murine
Tesmin detektierte im Hodengewebe ein Protein der Grofle 60 kDa. Das berechnete
Molekulargewicht betrdgt ca. 50 kDa, allerdings kommt es durch posttranslationale
Modifikationen zu einer Erhohung des detektierten Molekulargewichtes (Sutou et al., 2003).
Im Folgenden wird die 900 bp lange humane Sequenz, bzw. das daraus resultierende Protein
Tesmin A und die aktuelle, 1527 bp lange Sequenz, bzw. das ,,full length* Protein als Tesmin
»full length* bezeichnet. Zum besseren Verstidndnis ist in der folgenden Abbildung ein
Schema der beiden Tesmin-Verkiirzungsmutanten sowie das ,,full length* Protein dargestellt.

Tesmin A

Klon 56

CXC CXC

Tesmin ,,full length*

Abb. 5.15: Schematische Darstellung des Klons 56, Tesmin A und Tesmin ,,full length*.

In der Abbildung ist das humane Tesmin ,full length®, welches sich durch zwei Cystein-reiche Motive
auszeichnet, schemtaisch dargestellt. Es besteht aus 508 Aminoséduren, resultierend in einem Protein der Grofle
von ca. 55 kDa. Tesmin A besteht aus 300 Aminoséuren und ist ca. 33 kDa gro8.

Fiir eine Bestitigung der Interaktion zwischen Tesmin A und Iporin, wurde die 900 bp lange
Sequenz mit Tesmin spezifischen ,,primern* ,,tes1for und ,teslrev* (siehe 3.8. ,,Primer*) aus
der ,.,human testis library* amplifiziert (siche 4.2.3. ,,Amplifikation von DNA mittels PCR®).
Um eine Klonierung in zahlreiche Vektoren zu erleichtern, wurden die ,,primer® mit
tiberhiingenden Eco RI, bzw. Nde I und Bam HI Schnittstellen konstruiert. Das gesamte PCR
Produkt wurde anschlieBend auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt (sieche 4.2.6.
»Elektrophoretische Auftrennung von DNA"; Daten nicht gezeigt), aus dem Gel
herausgeschnitten und die DNA aufgereinigt (siehe 4.2.7. ,.,Isolierung von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen®). Mittels Nde I und Bam HI wurden die aufgereinigte DNA und der Vektor
restringiert und miteinander ligiert (siche 4.2.8. ,Ligation von DNA"). Die Uberpriifung
mehrerer Klone erfolgte mittels einer Kontrollrestriktion des rekombinanten Konstruktes.
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Nach Auftrennung auf einem 1%-igen Agarosegel, dargestellt in Abbildung 5.16, konnte
neben ,,inserts* der GroB3e von 900 bp ein Klon mit einem ,,insert der Groe ca. 850 bp
isoliert werden.

1 2

Abb. 5.16: Amplifizierte cDNA-Fragmente mittels Tesmin spezifischer ,,primer

Auf einem 1%-igen Agarosegel wurden die cDNA-Fragmente, die Tesmin A entsprechen (Acc.: NM_004923) ,
aufgetrennt.

Spur 1: Insert von Klon 1, 900 bp; Spur 2: Insert von Klon 2, 853 bp

900 bp

ca. 850 bp _—

Zur Uberpriifung des vervielfiltigten Tesmin PCR Produktes wurde das Insert des Klons 1
und des Klons 2, der ein verkiirztes ,insert” enthilt, mit Tesmin-spezifischen ,,primern*
sequenziert. Die cDNA des ,,inserts* von Klon 1, die eine Grofle von 900 bp enthilt (siehe
Abbildung 5.16, Spur 1) entspricht liickenlos dem ,,open reading frame* der Tesmin A cDNA
Sequenz von Tesmin, Acc.: NM_004923. Die Basen des ,,inserts* von Klon 2 sind ebenfalls
homolog zu der Tesmin Sequenz, allerdings fehlen 57 bp, d.h. 19 Aminosduren, in dem
zweiten Cystein-reichen Motiv (siehe Abbildung 5.16, Spur 2). Die Basenabfolge ist in der
folgenden Abbildung dargestellt.

1->atggtgatatgccaattgaaagggggcacacaaatgctatgtatagacaattctagaacaagagaac
taaaagcactccatttggttcctcagtatcaagatcaaaataattatctacagtcagatgtccctaaaccaatg
actgctttagtagggagatttttgccagcatcaacaaaattaaatctcattacacaacaacttgagggagcect
taccatcggtagtcaacgggtctgctttcccctcgggatcaactcttccaggaccaccaaaaataactttgg
ctgggtactgtgactgctttgccagtggggacttitgcaacaactgcaattgtaataattgttgcaacaacttg
catcatgatattgaacggtttaaagccattaaggcatgtcttggtagaaatccagaagctttccagccaaaa

attgggaagggccaattgggcaatgtcaagccccagcacaacaaagggtgcaactgcaggaggatcagg
ctgcctgaagaattactgcgagtoctatgaggcccaaattargtgtictictatitgcaaatgeattggrigce
aaaaattatgaagaaagcccagaacgaaagacactaatgagcatgccaaactacatgcagactggag

gtttggaaggcagccattacctgeccaccaacgaaattttcaggacttccaagattcagtcacgataggcgg
ccttectcatgeatctectgggaggtggtggaggccacatgegectgectgettgetcagggagaagagg
ccgagaaagaacactgctccaagtgectggcagagcagatgatcctggaggaatttggaaggtgcttate
acagattctccacactgagtttaaatctaagggattgaaaatggagtag = 900

Abb. 5.17: Ehemaliger ,,open reading frame‘ der humanen Tesmin A ¢cDNA Sequenz (900 bp; Acc.:
NM_004923)

Dargestellt ist der ehemals bekannte ,,open reading frame* der cDNA der humanen Tesmin A Sequenz von
insgesamt 900 bp. Das Codon ,,atg* kodiert fiir das Start-Methionin und ist ebenso wie das Basentriplett ,,tag*,
das die Termination der Transkription bedeutet, hervorgehoben. In blau dargestellt ist der im ,,yeast two-hybrid
screen® isolierte Klon 56. Die beiden Cystein-reichen Motive sind unterstrichen, wobei das zweite Motiv,
welches grofitenteils ebenfalls zum Klon 56 gehort, zwischen Tesmin Homologen unterschiedlicher Spezies
konservierter ist. Die Deletion von 57 bp ist in kursiven Buchstaben dargestellt. Der Basenaustausch (a = t) in
der Sequenz dieser Deletionsmutante ist rot markiert.
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Entsprechend erhielten die Klone 1 und 2 die Bezeichnungen Tesmin A, bzw. Tesmin B,
wobei durch die Amplifikation mittels PCR Tesmin B an Position 105 (siehe Abbildung 5.17,
rot dargestellt) einen Basenaustausch von a nach t trigt, so dass das Basentriplett nun fiir ein
Histidin anstatt fiir Glutamin steht.

Die Interaktion zwischen Iporin, bzw. den einzelnen vorliegenden Mutanten und Tesmin A
wurde in einem ,,yeast two-hybrid assay* getestet, die Ergebnisse sind der folgenden Tabelle
zu entnehmen. Entsprechend dem Ansatz mit pACT 56 und Iporin wurden hier ebenso die
unterschiedlichen Rab1B Konstrukte eingesetzt.

Tab. 5.4: Kotransformation zur Verifizierung der pGADT7 Tesmin A-Iporin Interaktion mittels eines in
vivo ,,yeast two-hybrid assays*

Die Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden mit den pAS Iporin-Mutanten, bzw. mit pAS Rab1B
Konstrukten und dem amplifizierten Klon Tesmin A, einkloniert in den ,,prey” Vektor pPGADT7, durchgefiihrt.
Das Wachstum der Hefekolonien wird wie folgt bewertet: +++: sehr gutes Wachstum; ++: gutes Wachstum; +:
mittelmédBiges Wachstum; +/-: Hintergrundwachstum. Entsprechend wird die Aktivitdt der P-Galaktosidase
eingestuft: +++: schnelle und starke Blaufarbung (innerhalb von 2 Stunden); ++: gute Blaufdrbung (innerhalb
von 6 Stunden); +: schwache Blaufdarbung (innerhalb 12 Stunden); +/-: sehr schwache Blaufiarbung (iiber Nacht);
-: keine Blaufirbung

,,bait* Plasmid ,»prey* Plasmid pGADT7 Tesmin A
-His3 lacZ
pAS 2-1 +/- -
pAS Iporin AN847 +++ +++
pAS Iporin AN847AC1450 +++ +++
pAS Iporin AN847AC1239 +++ ++
pAS Iporin AN847AC992 +/- -
pAS Iporin AN991AC1177 +/- -
pAS Iporin AN991AC1239 +/- -
pAS Iporin AN991AC1450 ++ ++
pAS Iporin AN1122 + +/-
pAS Iporin AN1430 +/- -

pAS Rab1B wt - -
pAS Rab1B S22N - -
pAS Rab1B Q67R - -
pAS Rab1B Q67L - -

Die Ergebnisse der ,,yeast two-hybrid*“ Kotransformationen im Hefestamm Y190 fiir Tesmin
A und die einzelnen Iporin-Mutanten entsprechen den Ergebnissen fiir den isolierten Klon 56
und Iporin. Tesmin A zeigt ebenfalls keine Interaktion mit RablB Wildtyp, bzw. den
einzelnen Mutanten, so dass auch dieser Ansatz bestitigt, dass die Interaktion zwischen
Tesmin A und Iporin spezifisch ist.

Zur Bestidtigung der Interaktion zwischen Tesmin A und Iporin sollte ein ,,GST-pull down*
durchgefiihrt werden (siehe 4.7. ,,Protein-Interaktionsstudien GST-pull down assay‘). Hierfiir
wurden, entsprechend wie im Kapitel 5.3. ,Iporin Homodimerisierung* beschrieben, die
GST-Fusionsproteine Iporin AN847AC1239 und Iporin ANI1430 hergestellt und an
,»Glutathion-Sepharose beads* fiir 1,5 Stunden gekoppelt. Tesmin A wurde in den Vektor
pEGFP-1J einkloniert (sieche 3.9.3. ,Eukaryotische Klonierungsvektoren*). Teil dieses
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Vektors ist eine aminoterminal inserierte Sequenz, welche fiir das HA-Epitop kodiert, so dass
eine anschlieBende Detektion des Proteins in der ,,Western Blot*“ Analyse mit dem HA-
spezifischen Antikorper 16B12 moglich war. Zur Bestimmung der optimalen Expressionsrate,
in Abhéngigkeit von der Zeitdauer nach Transfektion, wurde vierfach die gleiche Anzahl
HeLa SS6 Zellen ausgesit, die mit pEGFP-1J-Tesmin A mittels Polyfect transient transfiziert
(siehe 4.4.1. , Transfektion eukaryotischer Zellen mit Polyfect®“) und jeweils nach 24, 30, 35
und 48 Stunden in PD-Puffer lysiert worden sind (sieche 4.4.2.1. ,Herstellung von
Gesamtzellextrakten*). Jeweils 1/10-tel des Zelllysats wurde fiir eine Analyse der
Proteinexpression eingesetzt. Die Ergebnisse sind der folgenden Abbildung 5.18, A zu
entnehmen.

Die hochste Proteinmenge konnte 35 Stunden nach Transfektion detektiert werden.
Entsprechend wurde die Transfektion in einem groferen Ansatz in Cos7 Zellen, die eine
hohere Proteinexpressionsrate aufwiesen, wiederholt, um geniigend Zellmaterial fiir den
,»GST-pull down* Test zu bekommen. Die Zellen wurden im PD-Puffer aufgenommen, dem
der Proteasehemmer Complete™ zugesetz war.

Tesmin A weist eine GroBe von ca. 33 kDa auf, das GFP-Protein ca. 27 kDa und das
zusitzliche HA-, tag* ca. 2 kDa, so dass sich eine Gesamtgrofle von ca. 62 kDa ergibt.

Die Iporin-Mutanten, gebunden an die ,,Glutathion-Sepharose beads*, wurden iiber Nacht bei
4°C mit 200 pl des HeLa SS6 EGFP-1J-Tesmin A Zelllysats inkubiert. Nach mehreren
griindlichen Waschschritten wurde das Pellet in 15 ul 2-fach Probenpuffer aufgenommen und
die gebundenen Proteine 5 min bei 95°C von den ,beads® gelost. Der Uberstand wurde
komplett auf einem 12 %-igem SDS-Gel aufgetrennt (siehe 4.5.1. ,,SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese®) und einer ,,Western Blot“ Analyse unterzogen (siehe 4.5.3. ,,Western
Blot*).

Als Positivkontrolle dienten 10 pl des Cos7 EGFP-1J-Tesmin A Zellextraktes, d.h. 1/20-stel
der Menge, die im ,,pull down assay‘ eingesetzt worden ist. Die Detektion erfolgte mit dem
HA-spezifischen Antikorper 16B12 (siehe 3.7. , Antikorper). Die Ergebnisse der
Proteinexpression in Abhéngigkeit von der Zeitdauer nach der Transfektion (A) und des
,GST pull downs* (B) sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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A 1 2 3 4
™= & + <«— EGFP-IJ-Tesmin A

Expositionszeit: 30 min

<«— EGFP-IJ-Tesmin A

Expositionszeit: 2 min

Abb. 5.18: Expression von EGFP-1J-Tesmin A und der ,,GST-pull down* Test zur Bestitigung der
Interaktion zwischen Tesmin A und Iporin

A: Auf einem 12 %-igem SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 10 ul (1/10-tel) des HeLa SS6 EGFP-1J-
Tesmin A Zelllysats aufgetragen und die Proteinexpression mit Hilfe der ,,Western Blot* Methode und dem HA-
spezifischen Antikérper 16B12 (1:1000), sowie dem HRP-gekoppelten Sekundirantikorper anti-Maus IgG
(1:1000) analysiert.

Die Aufarbeitung der transfizierten Zellen erfolgte nach 24 h (A1), 30 h (A2), 35 h (A3) und 48 h (A4).

B: Auf einem 12 %-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 15 pl der ,,GST-pull down* Ansitze aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Positivkontrolle wurden 10 pl Cos7 EGFP-1J-Tesmin A
Zelllysates eingesetzt. Zur Detektion wurde der monoklonale anti-HA-Antikorper 16B12 (1:1000) und als
Sekundérantikorper HRP-gekoppeltes anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion
erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Spur 1: Positivkontrolle Cos7 EGFP-1J-Tesmin A; Spur 2: GST-Iporin AN847AC1239/Cos7 EGFP-1J-Tesmin
A; Spur 3: GST-IPorin AN1430/Cos7 EGFP-1J-Tesmin A

Wie in der Abbildung 5.18 A dargestellt, konnte das rekombinante EGFP-1J-Tesmin A
Protein in HeLLa SS6 Zellen exprimiert werden, wobei die hochste Expressionsrate 35 Stunden
nach der Transfektion detektiert werden konnte (siehe Abbildung 5.18, A3).

In der ,,Western Blot*“ Analyse des ,,GST-pull downs*, der insgesamt drei mal mit gleichem
Ergebnis wiederholt worden ist, konnte eine Bindung von Tesmin A und Iporin, bzw. der
Verkiirzungsmutante Iporin AN847AC1239 nachgewiesen werden und somit die Ergebnisse
der Kotransformation (siehe Tabelle 5.4) bestétigt werden.

Hierbei fillt jedoch auf, dass das EGFP-1J-Tesmin A Signal in der Spur B2 etwas tiefer liuft,
als das der Positivkontrolle. Da das rekombinante GST-Protein Iporin AN847AC1239 die
GroBe von ca. 60 kDa aufweist, werden die Proteine auf Hohe des Molekulargewichts ca. 60
kDa von der groBen Menge des Fusionsproteins zusammengedriangt. Ebenso konnte neben der
Hauptbande ein schwicheres Signal, welches etwas tiefer liduft, detektiert werden. Es kann
sich um eine unspezifische Bande handeln, die bei Expressionen von GFP-Konstrukten
auftaucht, um Proteinabbau, oder um eine mogliche Spleivariante, die bis heute nicht
beschrieben werden konnte. In Spur B3 konnte kein EGFP-1J-Tesmin A Signal detektiert
werde, so dass gezeigt werden konnte, dass die Iporin Mutante AN1430, die groBtenteils aus
der SH3 Domine besteht, nicht an Tesmin A bindet.

Wie bereits beschrieben, reprisentiert die humane Tesmin A Sequenz nicht den vollstindigen
,open reading frame*. Versuche, die fehlenden aminoterminal gelegenen Basen mit Hilfe der
PCR-Technik mit spezifischen ,,primern* ,.tes f.1.“ und ,,tes xba* (siehe 3.8. ,,Primer*) aus der
,human testis library* zu amplifizieren, schlugen fehl. Es konnte ein Klon mit der ID:
IMAGp998E1812764Q, der die ,,full length* Tesmin Sequenz enthilt, vom RZPD bezogen
werden (siehe 3.10.3. ,Plasmidkonstrukte fiir die Expression in Sdugetierzellen®).
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Restiktionsanalysen unter Nutzung interner Schnittstellen konnten belegen, dass die in den
pCMYV SPORTS6 einklonierte Sequenz von der GroBe her der verdffentlichten Sequenz unter
der ,,Accession-Nr.*“: BC064579 entspricht. Die ,.full length® cDNA konnte mit Hilfe der
internen Restriktionsschnittstellen Nco 1 an der Startsequenz und Eco RI in der nicht-
translatierten mRNA 37-Region aus dem Konstrukt herausgeschnitten werden und in den pAS
Vektor, der ebenfalls Nco I/Eco RI aufgeschnitten worden ist, einkloniert werden. So besteht
die aktuelle ,.full length* Sequenz, mit welcher die folgenden Versuche durchgefiihrt wurden,
insgesamt aus 2326 bp, wovon 1527 bp der kodierenden Sequenz entsprechen.

Die Interaktion zwischen Tesmin ,,full length* und Iporin sollte, wie bereits fiir den Klon 56
und Tesmin A erfolgt, in einem ,,yeast two-hybrid assay‘* untersucht werden. Die Ergebnisse
sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab. 5.5: Kotransformation zur Verifizierung der pGADT7 Tesmin ,,full length*“-Iporin Interaktion
mittels eines ,,yeast two-hybrid assays*

Die Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden mit den pAS Iporin-Mutanten, und dem Tesmin ,,full
length* Konstrukt, einkloniert in den ,,prey* Vektor pGADT7 durchgefiihrt. Das Wachstum der Hefekolonien
wird wie folgt bewertet: +++: sehr gutes Wachstum; ++: gutes Wachstum; +: mittelméBiges Wachstum; +/-:
Hintergrundwachstum. Entsprechend wird die Aktivitit der f-Galaktosidase eingestuft: +++: schnelle und starke
Blaufirbung (innerhalb von 2 Stunden); ++: gute Blaufirbung (innerhalb von 6 Stunden); +: schwache
Blaufirbung (innerhalb 12 Stunden); +/-: sehr schwache Blaufirbung (iiber Nacht); -: keine Blaufiarbung

,»,bait* Plasmid ,»prey* Plasmid pGADT7 Tesmin “full length”
-His3 lacZ
pAS 2-1 +/- -
pAS Iporin AN847 +++ ++
pAS Iporin AN847AC1450 +++ ++
pAS Iporin AN847AC1239 ++ +
pAS Iporin AN847AC992 +/- -
pAS Iporin AN99IAC1177 +/- -
pAS Iporin AN991AC1239 +/- -
pAS Iporin AN99T1AC1450 ++ ++
pAS Iporin AN1122 +/- -
pAS Iporin AN1430 +/- -

Die Interaktion zwischen Iporin und Tesmin ,full length®“ konnte in dem Ko-
Transformationsansatz des Hefestammes Y190 eindeutig gezeigt werden. Ahnlich wie die
verkiirzten Tesmin Proteine interagiert das ,,full length® Protein sehr gut mit den Iporin
Mutanten AN847, AN847AC1450, AN847AC1239 und AN991AC1450. Eine Interaktion
zwischen Tesmin ,,full length* und den Iporin-Mutanten, die grofitenteils nur aus der RUN-
Domiine bzw. Teilen davon bestehen, konnte nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lésst sich jedoch sagen, dass die RUN Domine als zentrales Motiv fiir eine
Vermittlung der Interaktion entscheidend ist.

Matsuura et al. konnten bereits die zytoplasmatische Lokalisation fiir das murine Tesmin in
Cosl Zellen zeigen (Matsuura et al., 2002). Entsprechend wurden HeLLa SS6 Zellen, da sie
sich besonders gut fiir die Bestimmung der zelluldren Lokalisation eignen, mittels Polyfect
mit pEGFP-1J-Tesmin A bzw. Tesmin ,full length transfiziert und 30 Stunden, bzw. 24
Stunden danach aufgearbeitet. Die optimale Tesmin ,,full length* Proteinexpression wurde in
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Abhingigkeit von der Zeit mit Hilfe der ,,Western Blot*“ Analyse bestimmt (Daten nicht
gezeigt), und der Zeitpunkt 24 Stunden nach Transfektion gewihlt.

In der folgenden Abbildung 5.19 ist die Lokalisation der N-terminalen Verkiirzungsmutante
und des Tesmin ,,full length* Proteins dargestellt. Um eine Kolokalisation von Tesmin ,,full
length* und Iporin im zelluldren System zu bestitigen, wurde entsprechend das endogene
Iporin mittels des polyklonalen 1179, Antikorpers detektiert. Das Iporinsignal ist in der
folgenden Abbildung rot dargestellt, der Zellkern blau und die GFP-Fusionsproteine griin.

Die Lokalisationsstudien wurden ebenfalls in Cos7 Zellen mit gleichem Ergebnis wiederholt
(Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Immunfluoreszenz-Analyse erfolgte mit dem Leitz Diaplan Fluoreszenz-
mikroskop.

Abb. 5.19: Intrazellulire Lokalisation des Fusionsproteins EGFP-1J-Tesmin A bzw. EGFP-1J-Tesmin
,»full length* in HeLLa SS6 Zellen

HeLa SS6 Zellen wurden mittels Polyfect mit pEGFP-1J-Tesmin A bzw. pEGFP-1J-Tesmin ,full length*
transient mit Polyfect transfiziert und 30 h, bzw. 24 h danach fixiert. Das endogene Iporin wurden mit dem
polyklonalen 1179,¢; (1:1000) nachgewiesen und als sekundédrer Antikorper das Cy3 gekoppelte anti-Kaninchen
IgG (1:1000) eingesetzt. Die Zellkerne wurde mittels DAPI (1:10000) sichtbar gemacht. Der Balken entspricht
10 pm.

A: EGFP-1J-Tesmin A; B: endogenes Iporin; C: EGFP-1J-Tesmin “full length”; D: Zellkerne; E: “overlay” von
B,Cund D
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Sowohl die Verkiirzungsmutante Tesmin A und das ,full length Protein weisen eine
zytoplasmatische Verteilung auf, wobei eine Konzentrierung in Zellkernndhe beobachtet
werden kann. Im Zellkern wird kaum Signal detektiert (siche Abbildung 5.19, A und C).
Zellen, die Tesmin ,,full length* {iberexprimieren und 36 bzw. 48 Stunden nach Transfektion
fixiert worden sind, zeigen eine unverdnderte zytoplasmatische Lokalisation des
rekombinanten Proteins auf (Daten nicht gezeigt).

HelLa SS6 Zellen, die Tesmin ,.full length® iiberexprimieren, weisen eine unveridnderte
Lokalisation des endogenen Iporins auf. Eine Ubereinanderlagerung der einzelnen
Aufnahmen des endogenen Iporins, des iiberexprimierten Tesmin ,,full length* Proteins und
der Zellkernfarbung (siehe Abbildung 5.19 B-E) verdeutlicht, dass eine Kolokalisation beider
Proteine, insbesondere im perinukldaren Bereich, sichtbar wird und der Zellkern grofBtenteils
frei vom Tesminsignal ist. So weisen beide Proteine grofitenteils eine ubiquitidre zytosolische
Verteilung auf, wobei vermehrt Protein am Zellkern akkumuliert wird.

5.7. Tesmin-Translokation nach Behandlung mit Cadmiumchlorid

Das Tesmin Protein besitzt kaum charakterisierte Bereiche, bis auf zwei Cystein-reiche
Motive, die in allen Homologen der unterschiedlichen Spezies vorkommen und ebenfalls in
Metallothioneinen vorkommen. Wie bereits in der Einleitung beschrieben (siehe 1.9.
., Tesmin‘‘), konnen diese als Detoxofikanten Schwermetalle binden (Ren et al., 2003).

So konnte bereits fiir das Maus EGFP-Tesmin Konstrukt, iiberexprimiert in Cosl Zellen,
beschrieben werden, dass es nach Induktion mit Cadmiumchlorid (100 uM) in den Zellkern
wandert und diese Translokation mittels der Cystein-reichen Motive, die als Sensor dienen
konnten, vermittelt wird (Matsuura et al., 2002). Um eine mogliche Translokation des
humanen Tesmins zu zeigen, sollten Sdugetierzellen, die pEGFP-1J-Tesmin A, bzw. ,full
length* tiberexprimieren mit 100 uM Cadmiumchlorid behandelt und anschlieBend analysiert
werden. In diesem Zusammenhang war es interessant, ob einerseits das humane Tesmin
ebenfalls nach Schwermetall-Induktion in den Zellkern wandert und ob sich andererseits die
Iporin Lokalisation verdndert. Da die Verkiirzungsmutante Tesmin A den C-terminalen
Bereich des ,full length® Proteins reprisentiert, der beide Cystein-reichen Motive enthilt,
sollte iiberpriift werden, in wieweit der N-terminale Bereich eine mogliche Translokation
beeinflusst bzw. fiir diese notwendig ist.

Der erste Ansatz sollte klidren, in wieweit die zytosolische Lokalisation des endogenen Iporins
nach Behandlung mit Cadmiumchlorid beeinflusst wird. Hierfiir wurden HeLLa SS6 Zellen auf
Deckglédschen ausgesidt und 20 Stunden spéter mit 100 uM Cadmiumchlorid behandelt. Sie
wurden zu unterschiedlichen Zeiten nach der Induktion (2, 5, 10 und 24 Stunden)
aufgearbeitet. In der folgenden Abbildung 5.20 ist der Zeitwert 5 Stunden dargestellt, da die
Aufarbeitung der Cadmiumchlorid-behandelten Cosl Zellen, die das transfizierte Maus
Tesmin {iberexprimieren, ebenfalls 5 Stunden nach Induktion erfolgte (Matsuura et al., 2002).
Parallel wurde der Zustand der Zellen mikroskopisch begutachtet, um zu iiberpriifen, wann sie
apoptotisch werden und wann sie durch den zytotoxischen Effekt von Cadmiumchlorid
zerstort werden. Bereits nach 5-7 Stunden zeigten sich erste apoptotische Merkmale, z.B. ein
leichtes Abrunden der Zellen, und zu spiteren Zeitpunkten konnte fiir die Apoptose typisches
,blebbing“ sowie eine Zerstorung der Zellen beobachtet werden, die als sekundéare Nekrose
gedeutet wurde (Daten nicht gezeigt; Maag et al., 2003). So sollte gewihrleistet sein, dass
eine mogliche Verdanderung der Iporin Lokalisation auf apoptotische und nicht nekrotische
Veridnderungen in den Zellen zuriickzufiihren ist. Das endogene Iporin wurde mittels des
polyklonalen 1179,s Antikorpers detektiert und ist in der folgenden Abbildung rot dargestellt.
Die Analyse der Immunfluoreszenzpriparate erfolgte mit Hilfe des Konfokalen Leica DM
RXE ,,Laser-Scanning* Mikroskops.

114



Ergebnisse

Abb. 5.20: Lokalisation des endogenen Iporins in HeLa SS6 Zellen nach Induktion mit Cadmiumchlorid
HeLa SS6 Zellen wurden 20 Stunden nach Aussaat mit 100 uM Cadmiumchlorid fiir 5 Stunden behandelt,
anschliefend fixiert und aufgearbeitet. Das endogene Iporin wurden mit dem polyklonalen 1179, (1:1000)
nachgewiesen und als sekundirer Antikdrper das Cy3 gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1:1000) eingesetzt. Der
Balken entspricht 10 um.

Wie der Abbildung 5.20 zu entnehmen ist, hat sich die Morphologie der HeLLa SS6 Zellen
leicht verdndert. Die Zellen begannen sich vom Untergrund zu 16sen und rundeten sich in
Folge dessen leicht ab. Das Iporinsignal ist ubiquitédr in der Zelle und schwach im Zellkern
verteilt und ist im perinukledren Bereich verstirkt. So konnte keine signifikante Veridnderung
der Lokalisation zu der bereits von Bayer et al. publizierten subzelluliren Lokalisation
beobachtet werden (Bayer et al., 2005). Zellen, die 10, bzw. 24 Stunden mit Cadmiumchlorid
behandelt worden sind, rundeten sich vollig ab und intrazellulire Organellen waren
vakuolisiert, so dass die Apoptose hochstwahrscheinlich weit fortgeschritten war und die
Zellen abstarben. Das Iporinsignal war zu diesem Zeitpunkt ubiquitédr verteilt, wobei eine
Bildung von Artefakten nicht ausgeschlossen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Wie bereits eingangs erlédutert, sollte die Translokation der Deletionsmutante Tesmin A nach
Induktion mit Cadmiumchlorid gezeigt werden. Hierfiir wurden HeLLa SS6 Zellen transient
mit pEGFP-1J-Tesmin A transfiziert, 30 Stunden spiater mit 100 uM Cadmiumchlorid
behandelt und nach 4 Stunden der Induktion fixiert und aufgearbeitet. Zur Uberpriifung der
Iporin Lokalisation wurde das endogene Iporin mittels des polyklonalen 1179,¢ Antikorpers
detektiert und ist in der folgenden Abbildung rot dargestellt. Tesmin A ist griin dargestellt und
die Zellkerne blau. Die Lokalisationsstudien wurden ebenfalls in Cos7 Zellen mit gleichem
Ergebnis wiederholt (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Immunfluoreszenz-Analyse erfolgte mit dem Leitz Diaplan
Fluoreszenzmikroskop.
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Abb. 5.21: Translokation von EGFP-1J-Tesmin A in den Zellkern nach Induktion mit Cadmiumchlorid
HeLa SS6 Zellen wurden mittels Polyfect mit pEGFP-1J-Tesmin A transient transfiziert, 30 h danach 100 pM
Cadmiumchlorid dazugegeben und 4 Stunden spiter fixiert. Das endogene Iporin wurden mit dem polyklonalen
1179, (1:1000) nachgewiesen und als sekundérer Antikorper das Cy3 gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1:1000)
eingesetzt. Die Zellkerne wurde mittels DAPI (1:10000) sichtbar gemacht. Der Balken entspricht 10 um.

A: endogenes Iporin; B: EGFP-1J-Tesmin A; C: Zellkerne; D:“overlay” von A, B und C

Wie der Abbildung 5.21 B und D zu entnehmen ist, verlagert sich das EGFP-1J-Tesmin A
Signal aus dem Zytoplasma (siche Abbildung 5.19 A) groBtenteils in den Zellkern, so dass
ausgeschlossen werden kann, dass der fehlende N-terminale Bereich eine entscheidende Rolle
fiir die Translokation spielt. Das Iporinsignal ist, wie bereits gezeigt, ubiquitir im Zytosol
verteilt (siehe Abbildung 5.20 und 5.21 A), wobei ebenso ein schwaches Signal im Zellkern
detektiert wird. Das ,,overlay* (siche Abbildung 5.21, D) verdeutlicht, dass Iporin und Tesmin
A im Bereich um den Zellkern kolokalisieren, wie es bereits fiir das zytoplasmatische Tesmin
»full length® und Iporin beschrieben werden konnte (sieche Abbildung 5.19). Entsprechend
wurde der Ansatz mit dem pEGFP-1J-Tesmin ,,full length* Konstrukt wiederholt. 20 Stunden
nach der Transfektion mittels Polyfect wurden die HelLa SS6 Zellen mit 100 uM
Cadmiumchlorid bahandelt und 5 bzw. 7 Stunden spiter fixiert. Zellen, die 5, bzw. 7 Stunden
nach Cadmiumchlorid-Zugabe fixiert worden sind, zeigten die gleiche Lokalisation von
Tesmin ,.full length® und Iporin. Zur Uberpriifung der Iporin Lokalisation wurde das
endogene Iporin mittels des polyklonalen 1179, Antikorpers detektiert und ist in der
folgenden Abbildung rot dargestellt. Tesmin ,full length* ist griin dargestellt und die
Zellkerne blau. Die Lokalisationsstudien wurden ebenfalls in Cos 7 Zellen mit gleichem
Ergebnis wiederholt (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Immunfluoreszenz-Analyse erfolgte mit dem Leitz Diaplan
Fluoreszenzmikroskop.
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Abb. 5.22: Translokation von EGFP-1J-Tesmin ,full length® in den Zellkern nach Induktion mit
Cadmiumchlorid

HeLa SS6 Zellen wurden mittels Polyfect mit pEGFP-1J-Tesmin ,,full length* transient transfiziert, 20 h danach
100 uM Cadmiumchlorid dazugegeben und 7 Stunden spiter fixiert. Das endogene Iporin wurde mit dem
polyklonalen 1179, (1:1000) nachgewiesen und als sekundirer Antikorper der Cy3 gekoppelte anti-Kaninchen
IgG (1:1000) eingesetzt. Die Zellkerne wurde mittels DAPI (1:10000) sichtbar gemacht. Der Balken entspricht
10 pm.

A: endogenes Iporin; B: EGFP-1J-Tesmin ,.full length*; C: Zellkerne D:“overlay” von A, B und C

Entsprechend der Verkiirzungsmutante Tesmin A verlagert sich auch das Tesmin ,,full length*
Signal zum bzw. in den Zellkern (siehe Abbildung 5.22, B) und kolokalisiert mit dem
Iporinsignal im Zellkern nahen Bereich (siehe Abbildung 5.22 D). Das Iporinsignal ist
ubiquitdr in der Zelle verteilt, akkumuliert stirker am Zellkern und ein schwaches Signal
konnte im Zellkern detektiert werden (siehe Abbildung 5.22, A).

Es kann so zusammengefasst werden, dass sowohl die Verkiirzungsmutante Tesmin A sowie
das ,.full length* Protein gleich dem Maus-Homolog zytosolisch ubiquitédr verteilt sind und
nach einer Induktion mit Cadmiumchlorid, wie postuliert, in den Zellkern wandern (Matsuura
et al., 2002). Iporin zeigt eine zytosolische Verteilung, mit einer stirkeren Akkumulation um
den Zellkern und einem schwachen Signal im Kern, wobei weder die Zugabe von
Cadmiumchlorid, d.h. eine Induktion von Apoptose, noch eine dadurch bedingte
Translokation von Tesmin eine signifikante Verianderung des Signals bewirken.

5.8. Subzellulare Verteilung von Iporin und Tesmin

Mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid assays* konnte eine Interaktion zwischen Iporin und Tesmin
nachgewiesen werden und mittels des ,,GST-pull downs* und Lokalisatiosstudien mit Hilfe
der Immunfluoreszenztechnik bestitigt werden (siehe 5.6. ,Neuer Iporin spezifischer
Interaktionspartner: Tesmin‘). Zur Bestimmung der subzelluldren Verteilung beider Proteine
in einzelnen Kompartimenten wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe des
Percoll-Gradienten, wie von Czekay et al. beschrieben und Press et al. modifiziert,
durchgefiihrt (Czekay et al., 1997; Press et al., 1998). Hierfiir wurden Cos7 Zellen mittels
Polyfect mit dem Konstrukt pEGFP-1J-Tesmin ,.full length® transient transfiziert und 24
Stunden danach aufgearbeitet. Fiir die Darstellung der subzelluldren Lokalisationsdnderung
von Tesmin, bedingt durch die Schwermetall-Induktion, wurden die Zellen 20 Stunden nach
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Transfektion fiir 5 Stunden mit Cadmiumchlorid behandelt und folgend aufgearbeitet. Jeweils
zwel konfluent bewachsene Zellkulturschalen, Durchmesser 10 cm, wurden fur eine
Dichtegradientenzentrifugation eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter 4.4.4.
,Percoll-Gradient™ beschrieben. Ebenso wurde iiberpriift, ob Iporin und Tesmin in gleichen
Fraktionen vorkommen. Da das endogene GM 130 und das Iporinsignal in den aufgearbeiteten
transfizierten Cos7 Zellen aufgrund einer zu geringen Proteinkonzentration sehr schwach war,
wurde eine konfluent mit HeLa SS6 Zellen bewachsene Schale (& 25 cm) aufgearbeitet.
Neben der Detektion von Iporin mit dem polyklonalen 1179, Antikorper wurde ebenfalls
GM130 detektiert, um so mit Hilfe eines bereits charakterisierten Proteins Aussagen iiber die
Lokalisation treffen zu konnen. Weiterhin wurde PDI, d.h. ,,protein disulfide isomerase®, als
Markerprotein fiir das Endoplasmatische Retikulum eingesetzt (Freedman et al., 1994;
Pfeffer, 2003).

Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Protein- bzw. ,,Tag*“-spezifischen Antikorper und der
»Western Blot“ Methode (siehe 4.5.3. ,,Western Blot*). Die Ergebnisse sind der folgenden
Abbildung zu entnehmen.

Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

—— - -

P ——

Abb. 5.23: Dichtegradienten-Zentrifugation

EGFP-1J-Tesmin ,,full length* iiberexprimierende Cos7 Zellen (ohne und mit Zugabe von Cadmiumchlorid) und
HeLa SS6 Zellen wurden aufgearbeitet und der PNS in einem 20 %-igen Percoll-Gradienten aufgetrennt. Nach
einer Zentrifugation von 2 Stunden bei 20 000 x g wurden jeweils 10ul der Fraktionen 1-16 auf 7,5 %-igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetragen. Zur Detektion wurden folgende Antikorper eingesetzt: HA-spezifischer 16B12
Antikorper, eingesetzt zur Detektion des EGFP-1J-Tesmin ,,full length* Proteins (1:1000); der polyklonale Iporin
Antikorper 1179, (1:4000); anti-GM130 (1:250) und anti-PDIyypridomaiberstand (1:10). Als Sekundérantikdrper
wurden das HRP-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1:1000) und das anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Die
Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

A: Cos7 EGFP-1J-Tesmin ,,full length* (MG = 83 kDa; Expositionszeit: 15 min); B: Cos7 EGFP-1J-Tesmin ,,full
length* , 20 h nach Transfektion Zugabe von 100 pM Cadmiumchlorid fiir 5 h (MG = 83 kDa; Expositionszeit: 5
min); C: HeLa SS6 Iporingngegen (MG = 220 kDa; Expositionszeit: 15 min); D: HeLa SS6 GM130cqgogen (MG =
130 kDa; Expositionszeit: 5 min); E: Cos7 EGFP-IJ-Tesmin ,full length® PDlepgoeen (MG = 57 kDa;
Expositionszeit: 10 min)

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse konnte die subzelluldre Lokalisation von Tesmin
»full length® in unbehandelten Zellen und Cadmiumchlorid behandelten Zellen bestimmt
werden (siehe Abbildung 5.19 und 5.22). Die Dichtegradienten-Zentrifugation bestitigte, dass
Tesmin in den nicht behandelten Zellen in den vorderen Fraktionen 1-4, aber auch in den
Fraktionen 11-16 exprimiert wird (sieche Abbildung 5.23 A). Charakterisiert durch PDI (siehe
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Abbildung 5.23 E) konnen die ersten Fraktionen als l6sliches Protein charakterisiert werden
und die hinteren Fraktionen mittels GM130 (siehe Abbildung 5.23 D) als membrangebundene
Kompartimente. In Cadmiumchlorid behandelten Zellen konnte ein Tesminsignal nur in den
Fraktionen 12-16 detektiert werden, wobei eine besonders hohe Proteinansammlung in der
Fraktion 15 detektiert werden konnte (sieche Abbildung 5.23 B). Die zelluldren Bestandteile
werden bei der Homogenisierung mit einer 27G Nadel (siehe 4.4.4. ,Percoll Gradient®)
groBtenteils zerstort, jedoch verbleiben z.T. noch einige intakte Nuclei an Memranbestandteile
gebunden, die das starke Signal in der Fraktion 15 erkldren konnten. Diese Ergebnisse stiitzen
die Immunfluoreszenzanalysen, da das Tesminsignal nach Induktion nur noch in den
Fraktionen, die als membrangebundene Kompartimente charakterisiert werden konnten,
detektiert werden kann. Uberraschenderweise konnte das Iporinsignal nur in den Fraktionen
12-15 detektiert werden. Die Verteilung korreliert zwar mit der Verteilung seines
Interaktionspartners GM130 (siehe 5.4. ,,Neuer Interaktionspartner von Iporin: GM130%),
steht aber im Widerspruch mit der hauptsidchlichen zytoplasmatischen Lokalisation von Iporin
(Bayer et al., 2005).

5.9. Analyse der Membranassoziation von Tesmin ,full length®

Die Immunfluoreszenzanalysen verdeutlichten, dass Tesmin in unbehandelten Zellen
groftenteils im Zytoplasma verteilt ist, jedoch am Zellkern bzw. in Bereichen des Golgi
Apparates stiarker akkumuliert ist (siehe Abbildung 5.19). Mit Hilfe der Zytosol-Membran-
Fraktionierung sollte, unterstiitzend zu der Analyse der Dichtegradienten-Zentrifugation,
geklart werden, in wieweit Tesmin membranassoziiert ist bzw. zytosolisch verteilt ist und ob
sich das Signal nach Behandlung der Zellen mit Cadmiumchlorid verlagert.

Hierfiir wurden jeweils 2 konfluent bewachsene Cos7 Zellkulturschalen (& 10 cm) mittels
Polyfect mit pEGFP-1J-Tesmin ,,full length* transfiziert, 24 Stunden danach aufgearbeitet,
bzw. mit 100 uM Cadmiumchlorid versetzt und weiter 5 Stunden inkubiert. Der hergestellte
PNS wurde durch aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte in eine Zytosolfraktion (S100)
und zwei Membranfraktionen, P14 (groBe Membranen; hier nicht gezeigt) und P100 (kleine
Membranen) getrennt (sieche 4.4.3. ,,Zytosol-Membran-Fraktionierung*). Das rekombinante
Protein EGFP-1J-Tesmin ,full length® der Groéfe ca. 83 kDa konnte in der folgenden
»Western Blot* Analyse nachgewiesen werden.
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S100 P100

EGFP-1J-Tesmin ,.full length*

EGFP-1J-Tesmin ,.full length*
in Cadmiumchlorid behandelten
Zellen

Iporinendo gen
ohne Cadmiumchlorid

Expositionszeit: 10 sec

Abb. 5.24: Zytosol-Membran-Fraktionierung des rekombinanten Tesmin ,,full length‘ Proteins ohne bzw.
nach Cadmiumchloridbehandlung und des endogenen Iporins

EGFP-1J-Tesmin ,,full length* iiberexprimierende Cos7 Zellen (ohne und mit Zugabe von Cadmiumchlorid) und
unbehandelte Cos7 Zellen wurden aufgearbeitet und mit dem PNS eine Zytosol-Membran-Fraktionierung
durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden auf einem 7,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und zur
Detektion des EGFP-1J-Tesmin ,.full length Proteins der 16B12-Antikorper (1:1000) und des endogenen Iporins
der Antikorper 1179, (1:4000) eingesetzt. Als Sekundérantikdrper wurden das HRP-gekoppeltes anti-
Kaninchen IgG (1:1000) und das anti-Maus IgG (1:1000) eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte
mit dem ,,Uptilight HRP Blot Substrat®.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse (siehe Abbildung 5.19 C) und der
Dichtegradienten-Zentrifugation (siche Abbildung 5.23 A) konnten bereits zeigen, dass
Tesmin ,,full length® in Zellen, die nicht mit Cadmiumchlorid behandelt worden sind, im
Zytosol ubiquitdr verteilt ist und z.T. in Zellkernnihe angereichert ist. Entsprechend
verdeutlichen die Ergebnisse der Zytosol-Membran-Fraktionierung, dass Tesmin in der
l6slichen Fraktion (S100) stirker vertreten ist als in der Pelletfraktion (P100) und sich dieses
Verhiltnis in Zellen, die mit Cadmiumchlorid behandelt worden sind, dndert (siehe Abbildung
5.24). Zum Vergleich ist die Verteilung des endogegen Iporins in nicht transfizierten Cos7
Zellen gezeigt. Wie bereits publiziert wurde, ist Iporin in beiden Fraktionen vertreten, jedoch
verstédrkt in der Pelletfraktion (P100) (siehe Abbildung 5.24; Bayer et al., 2005).

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten ,Western Blot*; Immunfluoreszenz und
immunhistochemischen Analysen sowie Kotransformationen des Hefestammes Y190 wurden
mindestens zweimal wiederholt, um die hier aufgefiihrten Ergebnisse zu bestétigen.
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6. Diskussion

Das Verstindnis der molekularen Basis fiir die Organisation der exo- und endozytotisch
Membrantransportvorgédnge in eukaryotischen Zellen birgt trotz hervorragender Fortschritte
noch zahlreiche ungeklédrte Fragen. So trennen Membranen subzellulire Kompartimente
voneinander, welche ihre Charakteristika erst durch die Phospholipid Zusammensetzung und
integrale sowie periphere Proteine erhalten. Diese Kompartimente sind keine starren Gebilde
sondern dynamische Strukturen, die miteinander mittels kontinuierlicher und spezifischer
Kommunikation in Form von Vesikeln in Verbindung stehen. Um diesen steten Austausch zu
gewihrleisten, miissen zahlreiche Protein/Proteininteraktionen stattfinden. Zwei grofle
Proteinfamilien tragen entscheidend zu der Signifikanz des vesikuldren Transportes bei: das
sind zum einen die Rab GTPasen und zum andern SNARE Proteine (Deneka et al., 2003;
Hong, 2005).

Rab Proteine fungieren in Zellen als molekulare Schalter, indem sie in der aktiven, GTP
gebundenen oder der inaktiven, GDP gebundenen Form vorliegen, und konnen so einzelne
Prozesse sowohl zeitlich und auch rdumlich trennen, indem sie mit unterschiedlichen
Effektoren Komplexe eingehen (Miaczynska und Zerial, 2002). Gurkan et al. haben im
Gegensatz zu den herkdmmlichen molekularbiologischen Methoden das Membrome-Projekt
vorgestellt, wobei eine Klassifizierung einzelner Transportkomponenten durch
Untersuchungen ihrer mRNA Expression in unterschiedlichen Geweben vorgenommen
wurde. Erste Ergebnisse fiihrten zu der Erkenntnis, dass in fast allen Prozessen Rab Proteine
den Mittelpunkt bildeten (Gurkan et al., 2005). Im Zentrum meiner Arbeit stand die
molekulare und biochemische Charakterisierung von Iporin, einem neu beschriebenen
Interaktionspartner der kleine GTPase Rabl.

6.1. Detektion von Iporin in Gewebelysaten

Die Expression des neuen Interaktionspartners von Rabl, Iporin, konnte mit Hilfe der
,,Northern Blot* Technik und RT-PCR (Daten hieriiber konnen fiir den Klon KIAA0375 vom
Kazuza DNA Research Institute, Japan bezogen werden) grofltenteils auf Gehirn, Niere,
Hoden und Ovarien eingeschrinkt werden (Bayer et al., 2005). Wie bereits in der Einleitung
(siehe 1.7. ,,Neuer Rabl Interaktionspartner: Iporin*) und von Katoh und Katoh beschrieben,
zeigt das Maus Iporin eine hohe sequenzielle sowie strukturelle Homologie zu dem humanen
Protein (Katoh und Katoh, 2004). So war es moglich, zur Bestitigung der Gewebeexpression
von Iporin mittels der ,,Western Blot* Analyse und des polyklonalen Iporin Antikorpers 1179
die Verteilung des Iporin Proteins sowohl in humanem und murinem Gehirn- und
Hodengewebe, sowie in murinem Ovariengewebe zu untersuchen. Bereits in der
Veroffentlichung von Bayer et al. wurde die Diskrepanz des berechneten Molekulargewichts
von Iporin von ca. 160 kDa und des beobachteten Molekulargewichts von ca. 220 kDa
diskutiert, dass posttranslationale Modifikationen, ggf. im N-terminalen Bereich zu der
Erhohung des Molekulargewichts fiithren konnten (Bayer et al., 2005). So detektieren der
affinitidtsgereinigte Iporin Antikorper 1179 in lysierten HeLLa SS6 Zellen (Daten nicht gezeigt)
sowie der 16B12 Antikorper, der gegen das HA-Epitop gerichtet ist, in Zelllysaten, die HA
Iporin ,,full length* iiberexprimieren, neben einem 160 kDa Signal auch ein 220 kDa Signal
(vgl. Abbildung 5.7 Spur 3).

Wie der Abbildung 5.1 zu entnehmen ist, konnte in lysiertem murinen und humanen
Hodengewebe ein stirkeres Signal auf der Hohe von 220 kDa und ein schwicheres auf der
Hohe von 160 kDa detektiert werden. Im Gegensatz hierzu konnte in lysiertem murinen und
humanen Gehirngewebe (siehe Abbildung 5.2) ein sehr schwaches 120 kDa Signal detektiert
werden und ein starkes 220 kDa Signal nur im Mausgehirn. Intensive Recherchen konnten bis
heute keine Hinweise auf eine mogliche ,,splice Variante liefern, so dass die Detektion einer
120 kDa Proteins mittels des 1179 Antikorpers noch weiterer Untersuchungen bedarf (Katoh
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und Katoh, 2004). Ebenso kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass das Signal der Grofle
120 kDa unspezifisch ist.

Ein Ansatz, den Unterschied der Signalstirken zwischen dem murinen und dem humanen
Gewebe zu erkldren konnte sein, dass das murine Hoden- und Gehirngewebe bereits in Lysis-
Puffer E ohne SDS und DOC aufgearbeitet vorlag und bei -70 °C gelagert worden ist, so dass
ein Proteinabbau aufgrund der Lagerungszeit und des wiederholten Ein- bzw. Auftauvorgangs
moglich ist. Das murine Gewebe wurde frisch aufgearbeitet (siche 4.6.1. ,Herstellung von
Gewebeextrakten*) und folgend der ,,Western Blot* Analyse unterzogen. So ist ein direkter
Vergleich der Expressionstirke nicht moglich, denn hierfiir hitten die murinen und humanen
Gewebe parallel entnommen, aufgearbeitet und analysiert werden miissen. Eine weitere
Uberlegung ist, dass der polyklonale affinititsgereinigte Iporin Antikorper 1179 eine hohere
Affinitdt zu dem Maus Iporin aufweist als zu dem humanen Protein.

Der Vergleich der Expressionsstirke des 220 kDa Iporinsignals in Maushodengewebe zu
Mausgehirngewebe zeigt eine etwas stiarkere Proteinexpression im adulten Maushoden.
Dieses Ergebnis geht einher mit den ,,Northern Blot*“ Ergebnissen zur Analyse der Iporin
mRNA, die ebenfalls die hochste Expressionsrate im Hodengewebe vorhersagen (Bayer et al.,
2005).

In einem weiteren Ansatz wurde die Iporin Expression in murinem Ovariengewebe
untersucht. So konnte nach einer Expositionszeit von 15 min im Gewebe der 3 Tage alten
Maus ein Signal bei 160 kDa und ein etwa gleich starkes Signal bei 220 kDa detektiert
werden (siehe Abbildung 5.3 Spur 1), wihrend im Gewebe der 3 Monate alten Maus ein
deutlich abgeschwichtes 220 kDa Signal und ein sehr schwaches 160 kDa detektiert wurde
(vgl. Spur 2). Erwidhnenswert ist, dass die Expression von Iporin mit der Expression von
Tesmin, dem von mir beschriebenen neuen Testis-spezifischen Interaktionspartner von Iporin
(siehe 1.9. ,,Tesmin*), wihrend der frithen Stadien der Prophase I in der Oogenese korreliert
(Olesen et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Ansitze unternommen, die
Iporin Expression im fotalen Hodengewebe =zu analysieren, um ggf. eine
entwicklungsspezifische Iporin Expression wihrend der Spermatogenese zu untersuchen. Im
Gegensatz zu der Oogenese vermehrn sich die Spermatozyten in Folge mitotischer Teilung
und erreichen die Meiose, d.h. das Prophase I Stadium erst wihrend der Pubertit (Bellvé et
al., 1977). So konnten erste Ergebnisse zeigen, dass die Iporin Expression in fotalem
Hodengewebe sehr niedrig war. Allerdings lag mir nicht geniigend Gewebe vor, so dass eine
Wiederholung notwendig wire, um diese Beobachtung zu bestitigen. Fiir eine genaue
Zuordnung der Iporin Expression wihrend der meiotischen Vorgédnge der Oogenese, bzw. der
Spermatogenese wire es allerdings notwendig, parallel ein Protein zu detektieren, das
spezifisch wihrend dieser Phase exprimiert wird. Ein Beispiel hierfiir wire Nekl, eine
Kinase, die sowohl in Oozyten und auch in Spermatozyten wéhrend der Prophase exprimiert
wird (Letwin et al., 1992).

In einer erst kiirzlich erschienenen Dissertation von Bucko-Justyna wurde gezeigt, dass
Iporin, auch als RUSC2 bezeichnet, mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid*“ Systems als ein neuer
Interaktionspartner der Testis-spezifischen Serin-Threonin Kinase 3 (TSSK3), die spezifisch
im Hoden, bzw. den Leydig Zellen exprimiert wird, identifiziert werden konnte (Zuercher et
al., 2000; Katoh und Katoh, 2004). Die mRNA Expressionsrate von TSSK3 ist wihrend der
Geburt sehr niedrig und steigt wihrend der Pubertit bis ein Maxium im Erwachsenenalter
erreicht ist, wobel bisher keine biologische Funktion des Proteins beschrieben werden konnte.
Die Interaktion zu TSSK3 wird iiber den C-terminalen Teil von Iporin vermittelt und ist
unabhiéngig von der Kinase Aktivitdt von TSSK3, so dass Iporin nicht als Substrat dient.
Interessanterweise konnte eine signifikante Erhohung der Bindungsrate zwischen den beiden
Proteinen als Folge von oxidativem Stress, hier ausgelost durch H,O,, erreicht werden. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die c-Jun N-terminale Kinase (JNK)
nach H,O, Exposition durch die MAP Kinase Kinase (MKK4) phosphoryliert und so aktiviert
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wird, folgend Iporin/RUSC?2 an mehreren, bisher nicht charakterisierten Positionen sowohl im
N- und im C-Terminus phosphoryliert und recht schnell wieder aus dem Stress-induzierten
Komplex, in den auch TSSK3 involviert ist, dissoziiert (Lawler et al., 1998; Davis, 2000;
Karin und Gallagher, 2005). So wurde postuliert, dass TSSK3 eine ,,downstream‘
Komponente der JNK Signalkaskade wihrend einer zelluldren Stressantwort darstellt und die
TSSK3-Iporin/RUSC2 Interaktion zur Spezifitiat der TSSK3 Signalweiterleitung beitrigt. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Insulininduktion in Zellen, die H-Ras
iberexprimieren zu einer leichten Erhohung der Iporin/RUSC2 Proteinexpression fiihrt und
mit Hilfe der Immunoprézipitation konnte eine Interaktion zwischen der GTP-gebundenen
Form von H-Ras mit der Deletionsmutante, welche die SH3 Domine von Iporin/RUSC2
enthilt, in der SDS ,,page*, ebenfalls begleitet durch einen leichten Mobilitits-,,shift* dieser
Deletionsmutante, bestitigt werden (Shih et al., 1978; Medema et al., 1993). Es ist jedoch
wahrscheinlich, dass diese Ras-Iporin/RUSC2 Interaktion indirekt ist, denn SH3 Dominen
interagieren mit Prolin-reichen Doménen, die im Ras Protein nicht priasent sind (Sudol, 1996).
Eine Uberexpression der inaktiven H-Ras Mutante fiihrte in H,O, behandelten Zellen zu einer
reduzierten Interaktion zwischen JNK und Iporin/RUSC2. Interessanterweise konnte aber eine
starke Interaktion zwischen dem H-Ras Wiltyp Protein und Iporin/RUSC2 in H,O,
behandelten Zellen beobachtet werden, die durch Uberexpression einer dominant negativen
MKK4 Mutante unterbunden werden konnte. So wird daraus geschlossen, dass H-Ras
,wupstream® von JNK in der Signalkaskade agiert, die zur Aktivierung von JNK fiihrt und
»downstream* von JNK eine Bindung mit RUSC2 eingeht (Bucko-Justyna, 2005). In diesem
Zusammenhang wurde allerdings nur ein schwacher Mobilitits-,,shift von Iporin/RUSC?2 als
Folge der JNK abhiéngigen Phosphorylierung angesprochen, so dass erst weitere Experimente
zur Kldrung beitragen konnen, was sich hinter dem 220 kDa Signal verbirgt.

So wire es moglich, dass Iporin als Folge einer Stessinduktion phosphoryliert und dadurch
eine Interaktion zu Rabl inhibiert wird, was Auswirkung auf den vesikuldren Transport hétte.

6.2. Lokalisation von transfizierten Iporin Verkiirzungsmutanten

Wie von Bayer et al. beschrieben, ist die RUN Doméne von Iporin das zentrale Motiv und
vermittelt die Anheftung an Rabl (Bayer et al., 2005). Es konnten bereits zahlreiche andere
Proteine beschrieben werden, die eine Run Doméne enthalten, wie z.B. Rabip4, ein Rab4
Effektor, RPIPS, ein Rap2 Effektor, MAP (,,merlin-associated protein‘‘) und CIP85 (,,Cx43-
interacting protein of 85-kDa*), die unterschiedliche Funktionen aufweisen (Janoueix-Lerosey
et al., 1998; Callebaut et al., 2001; Mari et al., 2001; Lee et al., 2004; Lan et al., 2005).
Interessanterweise konnte fiir Nesca, das ebenfalls neben einer SH3 Domine eine RUN
Domine enthilt, eine zeitlich geregelte Translokation in Nnr5 Zellen, die seinen direkten
Interaktionspartner trkA iiberexprimieren, aus dem Zytosol an die Kernmembran in
Abhingigkeit des ,,nerve growth factors* beschrieben werden, wobei die RUN Domine fiir
die Translokation entscheidend ist. Zusitzlich ergab eine Zellfraktionierung, dass geringe
Mengen des Nesca Proteins auch in der Kernfraktion detektiert werden konnten. Es konnte
jedoch keine Translokation ohne vorherige Induktion oder von {iberexprimierten
Deletionsmutanten beobachtet werden (MacDonald et al., 2004).

In diesem Zusammenhang habe ich Deletionsmutanten, einkloniert in den Expressionsvektor
pSV HA bzw. pSV myc, in HeLa SS6 Zellen iiberexprimiert. Im Vergleich zu der Iporin
Mutante, welcher der N-Terminus fehlt und die iiberwiegend im Zellkern lokalisiert ist (siehe
Abbildung 5.5 A), findet sich die Deletionsmutante, welcher der C-Terminus fehlt, im Zytosol
(siehe Abbildung 5.5 B). Diese unterschiedliche Lokalisation wurde bereits von Bayer et al.
beschrieben. Zellen, welche die Iporin Deletionsmutante HA AN847 bzw. HA AC853
iberexprimierten, wurden einer Zytosol-Membran-Fraktionierung unterzogen. Die Mutante
HA AN847 war stirker in der Membranfraktion (P100) vertreten und die Mutante HA AC853
verstirkt in der zytosolischen Fraktion (S100) (Bayer et al., 2005).
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So kann die eingangs gestellte Frage, welcher Bereich von Iporin fiir die zellulére
Lokalisation des Proteins verantwortlich ist, damit beantwortet werden, dass sowohl der N-
sowie der C-Terminus wichtig sind. Uberwiegend deckt sich das endogene Iporinsignal mit
dem Signal der tiberexprimierten AC853 (A10) Mutante, die allerdings nicht im Kern, wie das
der Fall fiir A847 (A1) war, detektiert werden konnte. Da die AN847 (A1) Mutante neben der
RUN Domine einen poly E und einen poly P-,stretch® sowie eine SH3 Doméine aufweist
(siche Abbildung 5.4), wurde eine weitere Mutante, Iporin AN847AC1239 (A3) eingesetzt,
welche aus der RUN Doméne (AS 1031-1175) und einigen flankierenden Aminosédureresten
besteht. Entsprechend der beobachteten Iporin HA AN847 (Al) Verteilung im Nukleus,
konnte in HeLLa SS6 Zellen, die myc Iporin AN847AC1239 (A3) iiberexprimieren, ebenfalls
ein deutliches Signal im Zellkern und ein schwaches Signal im Zytoplasma (sieche Abbildung
5.6 A und B) detektiert werden. So konnte gezeigt werden, dass die RUN Domine die
Kernlokalisation von Iporin, dhnlich wie es fiir Nesca beschrieben wird, dirigiert und die
weiteren Strukturmotive, wie z.B. die SH3 Domine, die im C-terminalen Bereich von Iporin
liegen, dafiir nicht notwendig sind (MacDonald et al., 2004). Bis heute konnten weder
»splice“-Varianten noch verkiirzte Proteine gefunden und beschrieben werden, die den N-
oder C-Terminus des humanen Iporin-Proteins reprisentieren oder Induktoren, dhnlich zu
NGF und Nesca, die eine Translokation des Proteins bewirken wiirden (Katoh und Katoh,
2004; MacDonald et al., 2004). Ein weiteres Beispiel, dass die RUN Domine fiir die zellulidre
Lokalisation eines Proteins mitverantwortlich ist, konnte fiir Rabip4, einen direkten
Interaktionspartner der kleinen GTPase Rab4 beschrieben werden, wobei die Interaktion
zwischen den beiden Proteinen nicht iiber die RUN Domine vermittelt wird. Es konnte in
CHO Zellen gezeigt werden, dass Rabip4 mit dem ,early endosome antigen 1“ (EEA1)
kolokalisiert und somit mit frithen Endosomen assoziiert ist (Mills et al., 1998). Die
Koexpression von Rab4 und Rabip4 fiihrt zu vergroflerten Endosomen (Cormont et al., 2001).
Rabip4 enthilt eine N-terminal gelegene RUN Domaéne, zwei ,,coiled-coil* Bereiche und ein
C-terminal  lokalisiertes FYVE  Fingermotiv. Das FYVE Fingermotiv  bindet
charakteristischerweise Phosphatidylinositol 3-Phosphat (PtdIns(3)P) und begriindet somit die
Funktion des Proteins. Eine Uberexpression der Mutante, die aus dem FYVE Fingermotiv
besteht, konnte in der zytosolischen Fraktion detektiert werden, wihrend eine Mutante, die
aus der RUN Domiine besteht, iiberwiegend im Pellet detektiert wurde, wie es auch fiir das
Gesamtprotein gezeigt werden konnte (Burd und Emr, 1998; Gaullier et al., 1998; Mari et al.,
2001).

Ein wichtiger Aspekt ist, dass viele Proteine, die in den Kern transportiert werden, ein
Kernlokalisationssignal (NLS = ,nuclear localization signal®) besitzen (Mattaj und
Englmeier, 1998). Strukturelle Analysen mit Hilfe von cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS/
konnten fiir Iporin kein NLS finden, so dass Iporin entweder unabhéngig von einer NLS in
den Nukleus translokalisiert oder ein ungewohnliches NLS besitzt, dessen Sequenz noch
entschliisselt werden muss. Ebenso besitzt Nesca kein NLS, in diesem Fall wurde postuliert,
dass die RUN Doméne die nuklire Lokalisation dirigiert (MacDonald et al., 2004).

Ein weiterer Denkansatz ist, dass Iporin aufgrund eines Signals gespalten werden konnte und
dass nur der C-Terminale Bereich in den Kern translokalisiert. Ein Beispiel fiir solche
Regulationen stellt p115 dar. Wihrend apoptotischer Vorginge wird der Golgi Apparat
fragmentiert, um einen unregulierten exozytotischen Proteintransport zu verhindern (Maag et
al., 2003). So wird mitunter p115 von Caspase 3 und 8 in zwei Teile gespalten, wobei der C-
terminale Bereich in den Zellkern translokalisiert und hier einen pro-apoptotischen Effekt
ausiibt. Ebenso wie Iporin und Nesca besitzt p115 kein NLS (Chiu et al., 2002). Zellen,
welche die Iporinmutante AN847 (Al) iiberexprimierten, zeigten jedoch keine verdnderte
Morphologie auf, die auf einen pro-apoptotischen Effekt dieser Deletionsmutante schlieen
lassen wiirde. Da die Zellen allerdings 24 Stunden nach der Transfektion aufgearbeitet
wurden, wire es sinnvoll, die Zellen zu unterschiedlichen Zeiten aufzuarbeiten, wie z.B. nach
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30, 36 und 48 Stunden und dann die Morphologie zu iiberpriifen. Parallel sollten Zellen mit
dem entsprechenden Leervektor transfiziert werden, um mogliche Verdnderungen der
Zellmorphologie auf den EinfluB der Uberexpression bzw. Migration der AN847 (Al)
Mutante zu iiberpriifen. So wurden im Zusammenhang mit der Schwermetall induzierten
Translokation von Tesmin HelLa SS6 Zellen mit Cadmiumchlorid behandelt (siehe Abbildung
5.20), wobei aber 5 Stunden nach der Induktion keine Verinderung des Iporinsignals
beobachtet werden konnte. In wieweit eine Spaltung des Iporin Proteins in vivo erfolgt, bzw.
Caspasen hierbei eine Rolle spielen konnten, miisste in weiteren Ansétzen erforscht werden.
Obwohl Cadmium als ein Ausloser der Apoptose bekannt ist, der in C6 Zellen mitunter zur
Aktivierung der Caspase 9, einer Initiatorcaspase fiihrt, konnte keine Verdnderung des
Iporinsignals beobachtet werden (Shi, 2002; Watjen et al., 2002). So konnten einerseits
andere Induktoren der Apoptose eingesetzt werden, wie z.B. Staurosporin oder Etoposid oder
andererseits Caspasen in Zellen liberexprimiert werden, um so ggf. eine Spaltung von Iporin
oder eine Translokation in der Zelle zu detektieren.

6.3. Dimerisierung von Iporin

Es konnte bereits fiir andere Interaktionspartner von Rab1B, wie p115, GM130, Golgin-84
und Giantin, die in den vesikulidren Transport involviert sind, beschrieben werden, dass sie
Homodimere bilden, um so ihre Funktionen besser ausiiben zu konnen (Sapperstein et al.,
1995; Nakamura et al., 1997; Bascom et al., 1999; Lupashin und Sztul, 2005). So konnten
Beard et al. experimentell nachweisen, dass eine Rabl-pl15 Bindung {iiber die
Schwanzdomine von pll5 vermittelt wird, wobei die ,coiled-coil“ Domine 1 zwar
notwendig, aber nicht ausreichend fiir eine Bindung ist. Sie postulierten, dass moglicherweise,
neben einer gleichzeitigen Anheftung von GM130 oder Giantin, die homodimere Struktur von
p115 entscheidend fiir eine Bindung mit Rab1 wire (Beard et al., 2005).

Interessanterweise konnten Matsuda et al. fiir Nesca/RUSC1 und Katoh und Katoh fiir
Iporin/RUSC2 ein Leucin-,,zipper” Motiv beschreiben (Matsuda et al., 2000; Katoh und
Katoh, 2004). Leucin-,,zipper* Motive sind generell als Motive bekannt, die eine ,,coiled-coil*
oder superhelikale Struktur aufweisen und mitunter Dimerisierungen von Proteinen
vermitteln, wodurch den Proteinen spezifische Funktionen verliehen werden.
Charakteristischerweise weist die Sequenz an jeder siebten Position die Aminosédure Leucin
auf, wobei die Anzahl der Wiederholungen zwischen 3 und 6 variiert (siehe 5.3. ,.Iporin
Homodimerisierung®; Lupas, 1996; Bornberg-Bauer et al., 1998). Das Leucin-,,zipper* Motiv
von Iporin umfasst 22 Aminosédurereste mit 4 Leucinresten an der jeweiligen siebten Position
und erstreckt sich von AS 1152-1173, d.h. es ist Teil der RUN Domine (AS 1031-11759). Im
Vergleich hierzu umfasst das Leucin-,,zipper* Motiv von Nesca 31 Aminosédurereste (AS 174-
204) und ist ebenfalls Teil der RUN Domine (AS 53-197) (Matsuda et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte iiberpriift werden, ob es sich bei dem Motiv von Iporin um
einen funktionellen Leucin-,,zipper* handelt, bzw. ob Iporin in der Lage ist, Homodimere zu
bilden. Mit Hilfe der EMBnet Software (www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html)
konnte keine eindeutige ,,coiled-coil Region fiir Iporin gefunden werden, das Programm
,PROF predict secondary structure* sagte aber, wie bereits fiir Nesca beschrieben, eine a-
helikale Struktur vorher (Matsuda et al., 2000; Rost und Liu, 2003; Rost et al., 2004).

Um die Bildung von Homodimeren zu iiberpriifen, habe ich das ,,yeast two-hybrid*“ System
eingesetzt (vgl. Tabelle 5.1). In einem ersten Ansatz wurden Kotransformationen von Iporin
,»full length* und einzelnen Iporin Deletionsmutanten (siche Abbildung 5.4) durchgefiihrt. Bis
auf die Mutanten AN847AC992 (A4), AN1122 (A8) und AN1430 (A9) interagierten alle
weiteren Mutanten, welche die vollstindige RUN Doméne besallen stark mit Iporin ,,full
length. Eine besonders gute Interaktion konnte mit Iporin AN991AC1177 (AS) gezeigt
werden, d.h. einer Mutante, die hauptsidchlich aus der RUN Domine besteht. So kann
postuliert werden, dass Iporin in der Lage ist, mit sich selbst zu interagieren und hierfiir die
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RUN Domiine benétigt wird. Uberraschend interagierte die Mutante AN1122 (A8), die zwar
nur den C-terminalen Bereich der RUN Domine enthilt, jedoch das a-helikale Sequenzmotiv
(AS 1152-1173) beinhaltet, nicht mit Iporin ,,full length®. Es ist allgemein bekannt, dass ein
Nachteil des ,,yeast two-hybrid*“ Systems ist, dass einige Mutanten nicht korrekt gefaltet bzw.
nicht in den Kern transportiert werden und es so zu keiner Interaktion kommen kann (Van
Criekinge und Beyaert, 1999). Entweder trifft das auf die A8 Mutante zu oder es wird eine
vollstindige RUN Domdine fiir die Interaktion benotigt.

Eine Interaktion zwischen zwei ,full length® Proteinen konnte mit Hilfe des ,,yeast two-
hybrid*“ Systems nicht iiberpriift werden, da pAS Iporin ,,full length* autoaktiv ist.

Ein zweiter Ansatz sollte kldren, inwieweit zwei gleiche Motive von Iporin fiir die
Homodimerisierung notwendig sind und ob ein oder mehrere Motive an dieser Interaktion
beteiligt sind. Die durchgefiihrten Kotransformationen ergaben, dass alle Iporin Mutanten,
d.h. AN 847 (A1), AN847AC1450 (A2), AN847AC1239 (A3) und AN991AC1450 (A7) mit
sich selbst interagieren, die sowohl aus der RUN Doméine und einigen flankierenden
Aminosdureresten bestehen. So konnte in der Hefe keine Interaktion zwischen Iporin
AN9I91ACI1177 (AS) bzw. AN991AC1239 (A6) detektiert werden, die zwar die vollstindige
RUN Domine besitzen, aber kaum flankierende Aminosdurereste. Diese Ergebnisse der
,yeast two-hybrid“ Analyse bestitigen, dass die RUN Doméne essentiell fiir eine
Homodimerisierung ist, allerdings, ggf. nur in der Hefe, nicht ausreicht. Ein dritter Ansatz
sollte zeigen, ob der N-Terminus eine Rolle fiir die Homodimerisierung spielt. So interagieren
A1, A2 und A7 mit AC853 (A10), die neben der RUN Domine den C-terminal gelegenen poly
E und poly P-,,stretch* enthalten. Da die A10 Mutante einen weiteren poly P-,,stretch® enthilt,
konnte es sein, dass der Poly P-,stretch* zusitzlich an einer Dimerisierung beteiligt ist und
ggf. eine stabilisierende Wirkung iibernimmt. Diese Hypothese sollte allerdings noch mit
einer weiteren Methode iiberpriift werden.

Um die Ergebnisse des ,,yeast two-hybrid“ Systems zu bestitigen wurde eine ,,GST pull
down‘ Analyse durchgefiihrt (siche Abbilung 5.7). Hierfiir wurde HA Iporin ,,full length* in
HelLa SS6 Zellen iiberexprimiert (siche Abbildung 5.7 Spur 3) und die Deletionsmutanten
Iporin AN847AC1239 (A3) und AN1430 (A9) als GST-Fusionsproteine eingesetzt. Bereits
nach einer kurzen Expositionszeit konnte ein Iporin Signal bei 220 kDa und ein schwicheres
bei 160 kDa detektiert werden, entsprechend der mitgefiihrten Positivkontrolle (siehe
Abbildung 5.7 Spur 1). In Spur 2 konnte auch nach einer lingeren Expositionszeit kein Signal
detektiert werden. So bestitigt das ,,GST pull down* Experiment, dass HA Iporin ,,full
length* an die Iporin Mutante AN847AC1239, welche die RUN Domine beinhaltet, binden
kann und keine Bindung an die SH3 Domine von Iporin, reprisentiert durch die Mutante
AN1430, stattfindet.

Interessanterweise konnten fiir die meisten Rab1 Effektoren Bereiche als Rabl Bindedoméne
eingegrenzt werden, die ,,coiled-coil Dominen enthalten. So konnte fiir GM130 die cc3 als
interagierendes Motiv beschrieben werden, fiir MICAL 1-3 ein Bereich, der die beiden
,coiled-coil” Dominen 1 und 2 enthilt, p115 bindet iiber die ccl an Rabl, fiir Golgin-84
konnte der gesamte ,,coiled-coil*“ Bereich als interagierender Bereich beschrieben werden und
die Rab1-Giantin Bindung beschrinkt sich auf einen Bereich zwischen AS 181-301 (Weide et
al., 2001; Satoh et al., 2003; Weide et al., 2003; Beard et al., 2005; Fischer et al., 2005). Wie
eingangs erwihnt, enthilt Iporin keine ,,coiled-coil* Bereiche, allerdings weist die RUN
Domiine, die als Rabl Bindedomine eingegrenzt werden konnte, eine ausgeprégte o-helikale
Struktur, die bereits fiir Nesca und fiir Rabip4 beschrieben wurde (Matsuda et al., 2000). So
wird postuliert, dass dadurch eine konservierte dreidimensionale Struktur eingenommen wird,
welche die Funktion der RUN Doméne dirigiert (Mari et al., 2001). Zusammenfassend kann
postuliert werden, dass eine gewundene Struktur, ob ,coiled-coil* oder eine o-Helix
charakteristisch fiir ein Bindemotiv mit Rab1 interagierender Partner ist.
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Die prisentierten Ergebnisse zeigen, dass Iporin in der Lage ist, Homodimere zu bilden und
dass die RUN Domaéne hierbei eine zentrale Rolle einnimmt. Da die RUN Doméne allerdings
auch als Rabl Bindedomine beschrieben wurde, stellt sich hier die Frage, ob Rab1B und ein
weiteres Iporinprotein um die Bindung konkurrieren. Um dies beantworten zu konnen, wére
es notwendig, den exakten Bereich der Anheftung des Rabl Proteins und des Iporinproteins
im Fall der Homodimerisierung noch stirker einzugrenzen. Da die RUN Doméne aus 6
konservierten Blocken besteht, konnte es sein, dass Rab1 an einen spezifischen Block bindet
und Iporin an einen anderen (Callebaut et al., 2001). Bereits fiir p115 wurde beschrieben, dass
eine Interaktion zwischen p115 und Rabl iiber die C-terminale Doméne 1 von p115 vermittelt
wird, pl115 aber eine Homodimerisierung durch Interaktion der C-terminalen Doméne mit
dem Schwanzbereich eingeht (Sapperstein et al., 1995). Um zu {iberpriifen, ob der
Schwanzbereich und Rabl um die Anheftung an die C-terminale Doméne konkurrieren,
wurde die daueraktive RablA Form als GST-Fusionsprotein exprimiert und die pl15
Mutante, die aus dem C-terminalen Bereich besteht als His-Fusionsprotein. Mit einer
steigenden Konzentration des zugegebenen pl115 Peptids, das der Schwanzregion entspricht
konnte eine zunehmende Inhibierung der Rabl A Q70L-p115 Bindung beobachtet werden und
somit eine Konkurrenz der Schwanzregion von p115 und Rabl um die Bindung an die C-
terminale Doméne nachgewiesen werden (Beard et al., 2005). Analog hierzu konnten das
daueraktive Rabl als GST-Fusionsprotein und Iporin als His-Fusionsprotein iiberexprimiert
werden und kontinuierlich hohere Mengen eines Peptids, das grofitenteils aus der RUN
Domine von Iporin besteht, wie z.B. die Mutante AN847AC1239 (A3) dazugegeben werden,
um so eine Konkurrenz zwischen Rab1 und Iporin um die Bindung an die RUN Doméne zu
tiberpriifen.

In diesem Zusammenhang konnte ich in Zellen, welche die Iporin Mutante AN847, d.h. den
C-terminalen Bereich iiberexprimieren beobachten, dass es zu einer Akkumulierung des
endogenen Iporinsignals im kernnahen Bereich kommt und dieses Signal mit dem endogenen
Rab1B Signal deutlich kolokalisiert (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung wiirde darauf
hindeuten, dass der C-terminale Bereich inklusive der RUN Domine verstirkt Iporin an den
cis-Golgi Apparat dirigiert, der bereits als Hauptlokalisationsbereich fiir Rabl beschrieben
wurde (Saraste et al., 1995).

Aufgrund des Fehlens einer ,,coiled coil* Struktur im Bereich des Leucin-,,zipper Motivs,
das zwar im Bereich eines helikalen Abschnittes liegt aber als funktioneller Leucin-,,zipper*
mit Hilfe des Internet-Programms ,,2Z1P* nicht bestétigt werden konnte, muss die These, dass
das Leucin-,,zipper* Motiv fiir die Homodimerisierung entscheidend ist, noch eindeutig mit
experimentellen Ansidtzen geklart werden (Wolf et al., 1997; Bornberg-Bauer et al., 1998).

6.4. Iporin interagiert mit GM130

Da die Iporin/GM130 Interaktion bereits in der Verdffentlichung von Bayer et al. beschrieben
und diskutiert wurde (siehe Anhang), wird in diesem Kapitel nur auf die zusétzlich erlangten
Daten eingegangen.

Die ,coiled-coil“ Domine 6 von GMI130 konnte bereits als Bindedoméne fiir Iporin
beschrieben werden, jedoch wurde noch keine Eingrenzung von Seiten Iporins vorgenommen.
Hierfiir wurden Kotransformationen mit der GM130 AN224 (K18) Mutante, die aus den
»coiled-coil“ Doménen 2-6 und der GRASP65 Anheftungsstelle besteht und den Iporin
Deletionsmutanten (sieche Abbildung 5.4 ,Iporin und Verkiirzungsmutanten*) durchgefiihrt.
Als Positivkontrolle wurde die daueraktive Form von RablB eingesetzt (Rabl1B Q67R),
dessen Interaktion mit GM130 bereits publiziert ist (Weide et al., 2001). Interessanterweise
konnte eine Interaktion zwischen der GM130 Mutante und den Iporin Mutanten detektiert
werden, deren Teil die gesamte RUN Domine ist (siehe Tabelle 5.2). So interagierten AN847
(A1), AN847AC1450 (A2), ANB4TACI1239 (A3) und AN991AC1450 (A7) sehr gut mit
GM130 AN224 (K18). Ebenso konnte eine Interaktion zwischen AN991AC1177 (A5) und
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AN991AC1239 (A6), den Iporin Mutanten, die groBtenteils aus der RUN Doméne und einigen
flankierenden Aminosduren bestehen und der GM130 Mutante beobachtet werden. Diese
Interaktionen waren aber deutlich schwicher, so dass die RUN Domine zwar als
Bindungsmotiv fiir GM130 eindeutig eingegrenzt werden konnte, in der Hefe jedoch lingere
Iporin Mutanten besser mit GM130 AN224 (K18) interagierten. Da Iporin A2, A3 und A7,
denen die SH3 Domine fehlt, eine starke Interaktion mit GM130 AN224 (K18) zeigten und
Mutanten wie AN1122 (A8) und AN1430 (A9) keine, kann so ausgeschlossen werden, dass
die SH3 an der Interaktion beteiligt ist. Ebenso kann ein Einfluss des poly E und poly P-
»stretches®, die der interagierenden Mutante A3 fehlen, ausgeschlossen werden.

Die Interaktion zwischen Iporin und GM 130 konnte mit Hilfe des ,,GST pull downs* bestitigt
werden, so interagiert die Iporin Mutante AN847AC1239, als GST-Fusionsprotein exprimiert
mit endogenem GM 130 (sieche Anhang Bayer et al., 2005).

Uberraschenderweise konnte sowohl fiir Rab1B sowie fiir GM130 ein Bereich, der die RUN
Domine enthilt, als Bindedoméne eingegrenzt werden. Es stellt sich nun die Frage, ob diese
Interaktion simultan verlaufen kann oder beide Proteine um die Anheftung an die RUN
Domine von Iporin konkurrieren. Ein gut beschriebenes Beispiel stellt die Interaktion
zwischen GM130-p115-Giantin dar, die alle mitunter eine Role im COPI umhiillten
vesikuldren Transport einnehmen. Es wurde gezeigt, dass sowohl GM130 und Giantin an die
Schwanzregion von pll15, die eine kurze saure Sequenz enthilt, binden und somit eine
Interaktion zwischen p115 und Rabl stimulieren und folgend selbst eine Bindung mit Rab1B
eingehen (Linstedt et al., 2000; Beard et al., 2005). In vitro Versuche dokumentierten, dass
Giantin an COPI Vesikeln von pl15 erkannt wird und anschlieBend GM130 an der
Zielmembran bindet, was aber im Gegensatz zu der Eingrenzung der Bindedomine steht
(Sonnichsen et al., 1998). Es konnte allerdings ausgeschlossen werden, dass eine gleichzeitige
Interaktion aller drei Partner simultan verlduft, denn Giantin ist nicht in der Lage, GM130
komplexiertes p115 zu binden (Linstedt et al., 2000). So ist es moglich, dass Giantin in vivo
eine weitere, COPI unabhingige Rolle einnimmt (Lupashin und Sztul, 2005). Eine weitere
Beobachtung, dass p115, Giantin und GM130 ebenso mit Rab1 interagieren, bzw. Giantin und
GM130 die Bindung zwischen p115 und Rab1 positiv beeinflussen, ldsst den Schluss zu, dass
Giantin und GM130 eher die p115 Rekrutierung steuern, als dass sie nur als Membrananker
eine Rolle im vesikulidren Transport iibernehmen (Beard et al., 2005). Linstedt et al. schlugen
vor, dass eine Oligomerisierung von pl15 eine gleichzeitige Bindung von Giantin und
GM130 ermoglichen konnte (Linstedt et al., 2000). Entsprechend konnte die Rolle von Iporin
im vesikuldren Transport diskutiert werden. So konnte die Konformation von Rabl, das sich
auf COPII bedeckten Vesikeln befindet, die vom ER zum Golgi transportiert werden, durch
eine Interaktion mit Iporin positiv fiir eine weitere Interaktion mit GM130 veridndert werden
und die Spezifitit der Anheftung an den cis-Golgi durch eine weitere Interaktion zwischen
Iporin und GM130 vermittelt wird. Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass
Iporin Homodimere bilden kann, kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass eine
Oligomerisierung von Iporin zu einer gleichzeitigen Bindung von GM130 und Rab1 fiihren
konnte.

Suzanne Pfeffer beschrieb einen solchen Zwei-Komponenten ,,Adressierungsmechanismus
am Beispiel von TIP47, einem 16slichen Protein, welches fiir die Anlieferung von Mannose 6-
Phosphat von den spiten Endosomen zum Golgi notwendig ist und ebenfalls mit Rab9 an
spiaten Endosomen interagiert (Diaz und Pfeffer, 1998; Pfeffer, 2003). Die Bindung von
TIP47 und Rab9 fiihrt zu einer Konformationsinderung in TIP47, wodurch die Affinitéit zu
Mannose 6-Phosphat und Rab9 erhoht wird (Carroll et al., 2001). In wieweit Iporin und Rab1
sich gegenseitig beeinflussen, sollte in weiteren Experimenten geklirt werden.

Ein Hinweis darauf, dass Rab1B und GM130 um die Bindung an Iporin konkurrieren, wurde
bereits in der Arbeit von Bayer et al. publiziert. HeLa SS6 Zellen, welche das daueraktive
Rabl Protein (RablB Q67L) {iiberexprimierten, wurden einer Membran-Zytosol-
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Fraktionierung unterzogen und die Verteilung von Iporin, GM130 und pl15 iiberpriift. So
sind sowohl Iporin sowie GMI130 stirker in der membrangebundenen Fraktion (P100)
vertreten und pl15 in der 16slichen Fraktion (S100). Es konnte fiir alle drei Proteine keine
signifikante Anderung der Lokalisation festgestellt werden. Bei genauer Betrachtung fillt
jedoch auf, dass das GM130 Signal in der Membranfraktion der Zellen, die Rab1B Q67L
iberexprimieren etwas schwicher ist und das Iporinsignal leicht verstirkt ist (Bayer et al.,
2005). So konnte postuliert werden, dass vermehrt Iporin an aktives Rab1B bindet und die
Anlieferung der Vesikel an die Golgi Membran verzogert ist. In diesem Zusammenhang wére
es interessant, den Iporin Antikorper 1179 in Zellen zu mikroinjizieren und zu beobachten,
welche Auswirkungen das auf den vesikuldren Transport zwischen dem ER und dem Golgi
Apparat hat.

Wie bereits erwihnt, konnte in der Publikation von Bayer et al. die gleiche Verteilung von
Iporin und GM130 in der membrangebundenen Fraktion nachgewiesen werden und von mir
mittels subzelluldrer Fraktionierung mit Hilfe des Percoll-Gradienten bestétigt werden (siehe
Abbildung 5.23; Bayer et al., 2005). Wihrend Iporin in Immunfluoreszenzanalysen eine
iberwiegend zytosolische Verteilung, mit Akkumulierung am Kern und leichten Signalen im
Kern aufweist, konnte GM130 iiberwiegend am cis-Golgi lokalisiert werden (Nakamura et al.,
1995; Weide et al., 2001; Yoshimura et al., 2001). So konnte ich mit Hilfe der
Immunfluoreszenzanalyse eine Kolokalisation beider endogener Proteine in der perinukledren
Region nachweisen (siehe Abbildung 5.8).

Die neu beschriebene Interaktion zwischen GM130 und Iporin unterstiitzt die These, dass
Iporin, als ein wichtiger Interaktionspartner von RablB, eine entscheidende Rolle im
vesikuldren, COP II-vermitteltem Transport zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und
dem Golgi Apparat einnimmt, wobei die exakte Funktion noch gekléart werden muss (Barlowe
et al., 1994; Bayer et al., 2005).

6.5. Zellulare Lokalisation von Iporin, Rab1B und GM130 in murinem
und humanem Hodengewebe

Wie bereits gezeigt, wird Iporin sowohl im Hoden- sowie im Ovariengewebe exprimiert
(siehe Abbildung 5.1 und 5.3) und interessanterweise konnte in der Oogenese und in der
Spermatogenense eine Rolle fiir GM130 gezeigt werden (Moreno et al., 2000a; Payne und
Schatten, 2003). Erst kiirzlich veroffentlichte Daten von Gurkan et al., benannt als das
Membrome-Projekt, trugen dazu bei, diverse Rab Proteine sowohl einzelnen
Transportprozessen zuzuordnen, sowie eine Gewebespezifitit fiir die einzelnen Proteine zu
bestimmen. So konnte eine erhohte Expressionsrate von RablA und Rabl1B in der Lunge,
Leber, Niere, Darm, Hoden und Zellen des Immunsystems beschrieben werden, entsprechend
der Tatsache, dass in diesen Geweben extensive Transportprozesse zwischen dem ER und
dem Golgi Apparat stattfinden (Gurkan et al., 2005).

So sollte im nichsten Versuch die Verteilung der drei Proteine Iporin, Rab1B und GM130 in
Hodengewebeschnitten analysiert und ihre mogliche Rolle wéihrend der Spermienentwicklung
und Reifung charakterisiert werden. Entsprechend der Detektion von Iporin im Hodengewebe,
sollte die Expression von Rabl1B und GM130 im Hodengewebelysat nachgewiesen werden.
Die Detektion von Rab1B im Hodengewebelysat brachte einige Schwierigkeiten mit sich, da
der Antikorper 1E7 mit zahlreichen anderen Proteinen, die im Gesamtgewebelysat vorhanden
waren, kreuzreagierte. Um dieses Problem elegant zu l6sen und eine eindeutige RablB
Expression im Hodengewebe nachweisen zu konnen, habe ich eine Immunprézipitation
durchgefiihrt. So konnte ich zeigen, dass der Antikorper zwar auch andere Proteine in der
»Western Blot* Analyse erkennt, jedoch spezifisch Rab1B aus dem Mausgewebe fillen kann
(siche Abbildung 5.9 Spur 1). Parallel dazu wurde als Negativkontrolle ein Ansatz mitgefiihrt,
wo nur Protein G Sepharose mit murinem Hodengewebeextrakt ohne Antikorper inkubiert
worden ist. In diesem aufgetrennten Ansatz (siche Abbildung 5.9 Spur 2) konnte kein Rab1B
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Signal detektiert werden. Da leider nicht geniigend humanes Hodengewebe zur Verfiigung
stand, konnte die Immunprizipitation nicht mit humanem Gewebe wiederholt werden. Da der
1E7 Antikorper aber in der ,,Western Blot*“ Analyse mit dem humanen Hodengewebe neben
unspezifischen Banden eine Rab1B spezifische Bande bei ca. 23 kDa detektieren konnte,
sollte angenommen werden, dass eine Fillung des humanen RablB Proteins zu einem
vergleichbaren Ergebnis, wie fiir das murine Rab1B Protein, fithren wiirde. Parallel wurde
GM130 mit Hilfe der ,,Western Blot*“ Analyse in murinem und humanem Hodengewebelysat
detektiert, wobei das detektierte Signal fiir das murine GM130 wesentlich stirker war als fiir
das humane GM130 (siehe Abbildung 5.10, Spur 1 und 2). Das fiihrt zu der Annahme, dass
entweder viel weniger GM 130 Protein im humanen Gewebe exprimiert wird, oder, wie bereits
diskutiert (sieche 6.1. ,Detektion von Iporin in Gewebelysaten®), die Lagerung des
Hodengewebelysats bei -70°C zum Proteinabbau gefiihrt hat.

Im nichsten Schritt sollte die Verteilung von Iporin, RablB und GM130 in humanen und
murinen Gewebeschnitten der Hodenkanilchen gezeigt werden. In den Hodenkanélchen
entstehen unreife Spermien aus Keimzellen, den sogenannten Spermatogonien. Diese
differenzieren sich wihrend meiotischer Vorgidnge zu Spermatozyten im Preldptotdan/Leptotin
Stadium und migrieren von der basalen Membran nach Uberquerung der Blut-Hoden-
Schranke, die anatomisch von den Sertolizellen gebildet wird, in den adluminalen Bereich
(Russell, 1977; de Kretser und Kerr, 1988; Santiemma et al., 1992; Cheng und Mruk, 2002;
Mruk und Cheng, 2004). Die immunhistochemische Analyse erfolgte mit Hilfe der
DakoCytomation LSAB 2® und des EnVision™ Systeme (siche 3.3.6. und 4.6.2.
,Immunhistochemie*). Da beide Methoden fiir Rab1B und auch fiir GM130 vergleichbare
Ergebnisse hervorbrachten, werden nur die DAB Férbungen gezeigt (siche Abbildung 5.11)
und sollen nun diskutiert werden. Mit Hilfe des 1E7 Antikorpers konnte Rab1B in den
humanen sowie murinen Schnitten an kernnahen Strukturen in den Spermatozyten und
vereinzelt in den Spermatiden markiert werden. Beispielhaft sind einige Zellen mit einem
Sternchen markiert (sieche Abbildung 5.11 A und B). Entsprechend hierzu konnte in den
murinen Hodenschnitten ein GM130 Signal in Kernndhe in den Spermatozyten detektiert
werden (siehe Abbildung 5.11 C). In einem zelluldren System konnte bereits mit Hilfe der
Immunfluoreszenztechnik eine Kolokalisation der beiden Interaktionspartner Rab1B und dem
cis-Golgi Matrixprotein GM130 am Golgi Apparat gezeigt werden (Weide et al., 2001). Die
Negativkontrollen zeigten keine unspezifischen DAB Fiarbungen auf, so dass davon
ausgegangen werden darf, dass die detektierten Rab1B und GM130 Signale spezifisch sind.
Wie bereits in der ,,Western Blot“ Analyse gezeigt (siche Abbildung 5.10), detektierte der
GM130 Antikorper nur ein sehr schwaches Signal im humanen Hodengewebelysat. In den
humanen Hodenschnitten konnte kein distinktes GM130 Signal detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Parallel wurde die zellulidre Lokalisation von Iporin in humanen und murinen
Hodenschnitten mit Hilfe des affinitdtsgereinigten Antikorpers 1179 und der DakoCytomation
LSAB 2° und EnVision™ Systeme bestimmt. Mit beiden Methoden konnte ein eindeutiges
Iporinsignal in den Sertolizellen detektiert werden und vereinzelt ein schwaches Signal in
einigen Spermatozyten (siehe Abbildung 5.12 C und E). In den murinen Hodenschnitten
wurde ein schwicheres Iporinsignal detektiert (siche Abbildung 5.12 A). Bestitigend hierzu
konnte mit Hilfe der ,,Western Blot* Analyse gezeigt werden, dass Iporin in SK11 Zellen,
einer Maus Sertoli Zelllinie, stark exprimiert wird (sieche Abbildung 5.13). Die
Negativkontrollen zeigten keine unspezifischen DAB sowie Neufuchsin Firbungen auf, so
dass davon ausgegangen werden darf, dass das detektierte Iporinsignal spezifisch ist.

Wie eingangs erkldrt, bilden Sertolizellen die Blut-Hoden-Schranke und durch einen
intensiven Kontakt mit den sich entwickelnden Keimzellen, iiber ,,adherent junctions®,
konnen diese reifen und sich differenzieren (Dym und Fawcett, 1970; Byers et al., 1993;
Russell, 1993; Cheng und Mruk, 2002; Mruk und Cheng, 2004). So ist jede Sertolizelle mit
etwa 30-50 Keimzellen assoziiert und erst durch diesen Kontakt regulieren die einzelnen
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Zelltypen gegenseitig ihre Funktionen (Weber et al., 1983; Aravindan et al., 1996). Damit
diese Prozesse geregelt ablaufen konnen, sind zahlreiche Protein/Proteininteraktionen, ein
geregelter Membrantransport und Vesikelfusionen notwendig, so dass ggf. auch die
Interaktionen zwischen Iporin, Rab1B und GM130 hierbei eine entscheidende Rolle spielen
konnten. Da jedoch beide Iporin-spezifischen Interaktionspartner RablB und GM130
iiberwiegend in Spermatozyten lokalisiert sind, konnte entweder eine Interaktion in
Spermatozyten stattfinden oder durch einen intensiven Kontakt der Sertolizellen mit den
Spermatozyten. Weitere Experimente sollen klidren, ob und wie Iporin, Rab1B und GM130 in
den Samenkanilchen miteinander interagieren.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass GM 130 wihrend der Spermatogenese eine Rolle spielt
und in pachytinen Spermatozyten, runden und elongierten Spermatiden von Rhesus-Affen
entlang des akrosomalen Vesikels detektiert wird (Moreno et al., 2000a). So ist der Golgi
Apparat an der VergroBerung und Differenzierung des Akrosoms beteiligt, eines
sekretorischen Vesikel, welcher eine Vielzahl hydrolytischer Enzyme enthdlt, um eine
Penetration der Schutzhiille der Eizelle durch das reife Spermium zu erméglichen (Susi et al.,
1971; Tang et al., 1982). Hierbei spielen neben COPI und Clathrin-bedeckten Vesikeln und
Golgi-Proteinen, wie Giantin, B-COP, Golgin-97 und Golgin-95/GM130, in runden
Spermatiden auch zahlreiche Komponenten des vesikuldren Transportes eine grofle Rolle
(Martinez-Menarguez et al., 1996; Moreno et al., 2000a). Experimente, in welchen
Transportwege mit Hilfe von Brefeldin A, das zur Vesikulierung und Dispersion des Golgi
Apparates fiihrt, gestort worden sind, erbrachten die Erkenntnis, dass ein aktiver Transport
vom ER zum Golgi Apparat stattfindet (Moreno et al., 2000a). So wird deutlich, dass das
Akrosom, neben einer distinkten strukturellen und biochemischen Regulation, fiir sein
Wachstum und seine Formung abhingig ist vom Membrantransport, in dem neben SNAREs,
COPI und Clathrin-bedeckten Vesikeln auch Rab GTPasen als zentrale Regulatoren des
vesikuldren Transports eine entscheidende Rolle spielen (Lippincott-Schwartz et al., 1998;
Moreno et al., 2000a).

Es konnte ebenso gezeigt werden, dass kleine GTPasen in die Vorgénge der Spermatogenese
involviert sind. Neben Rho GTPasen, die als Regulatoren des Aktinzytoskeletts die
Bewegungen der Keimzellen regulieren, konnten auch zahlreiche GAPs wie a 2-chimaerin, [3-
chimaerin und MgcRacGAP in Hoden nachgewiesen werden und es konnte gezeigt werden,
dass Rho GDI -/- Miuse infertil sind (Hall et al., 1993; Hinsch et al., 1993; Leung et al., 1993;
Toure et al., 1998; Tagawa et al., 1999). Bis heute konnten zwar zahlreiche Rab GTPasen, wie
z.B. Rab3A, Rab8B, Rab11, Rab27A und B und hRab28L in Hodengewebe detektiert werden,
allerdings konnten nur wenige funktionelle Daten gesammelt werden (Lai et al., 1994;
Armstrong et al., 1996; Brauers et al., 1996; lida et al., 1999; Kierszenbaum et al., 2003). Eine
beschriebene wichtige Funktion von Rab GTPasen wihrend der Spermatogenese,
insbesondere wihrend des Zusammenbaus und der Disassemblierung von ,,junctions®, ist die
Lieferung von Proteinen an Sertoli-Sertoli und Sertoli-Keimzell adherenten ,,junctions®.
Aufgrund der raschen Aktivierung bzw. Inaktivierung durch die GTP-Hydrolyse sind sie in
der Lage, als molekulare Schalter den Auf- bzw. Abbau schnell zu regulieren (Mruk und
Cheng, 2004). Ebenso konnte gezeigt werden, dass Rab5 und Rab7 mit dem Akrosom
wihrend frither Stadien der Spermatogenese assoziiert sind und somit eine Rolle in der
Akrosom-Biogenese spielen (Ramalho-Santos und Moreno, 2001).

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass sowohl Iporin, Rab1B und
GM130 in den Schnitten der Hodenkanilchen detektiert werden konnen und somit eine,
bisher fiir Iporin und Rab1B noch nicht beschriebene, Rolle in der Spermatogenese spielen
konnen. Die Entwicklung der unreifen Spermien (Spermiogenese) wird erst in den
Nebenhoden (Epididymis) abgeschlossen. Hierfiir werden die Spermatiden iiber die Ductuli
efferentes testis des Hodens in die Samenleiter (Ductus deferens) weitergeleitet. Die Aufgabe
des Nebenhodens ist Erndhrung, Schutz, Transport, Reifung und Lagerung der reifenden
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Spermien, die jeweils nacheinander im Caput (Kopf), Corpus (Korper) und Cauda (Schwanz)
erfolgen. So interessierte es mich, ob Iporin, Rab1B und GM130 ebenfalls in der Reifung der
Spermien eine Rolle spielen, weswegen ihre Lokalisation in murinen Schnitten des
Nebenhodens untersucht wurde. Die immunhistochemische Analyse erfolgte mit Hilfe der
DakoCytomation LSAB 2® Systems. Die Ergebnisse sind der Abbildung 5.14 A-C zu
entnehmen. Allgemein besteht das Epithel aus drei Zelltypen: ,,principal cells®, ,,basal cells*
und ,,clear cells“, wobei die basalen Zellen ein Netzwerk unter den ,,principal cells* bilden
und durch die Expression von Makrophagen-Antigenen Phagozytose betreiben konnen, um so
die Spermien zu schiitzen. Ebenso wird ihnen durch die Synthese von Apolipoprotein E die
Aufgabe des Lipid-Recyclings und durch die hohe Expressionsrate an Glutathion S-
transferase und Superoxid Dismutase eine Entgiftung zugesprochen. ,,Clear cells* zeichnen
sich durch grofle Vakuolen aus und iibernehmen die Aufnahme des abgesonderten Materials
aus dem Lumen und teilweise von den ,principal cells“, deren Aufgabe ebenfalls die
Sekretion und Absorption von Ionen, Wasser und organischen Verbindungen ist. Dies wird
teilweise ermoglicht durch ,tight junctions* zu den epithelialen Zellen, wodurch grof3e
Molekiile aus dem Blut frei beweglich sind. Diese Verbindung wird als die Blut-Nebenhoden-
Barriere bezeichnet (Cooper, 1999). Das Rab1B Signal ist groBtenteils in den ,,principal cells*
verteilt, ggf. sind einige ,,clear cells* markiert, jedoch erheblich schwicher (siehe Abbildung
5.14 A). Im Gegensatz hierzu beschridnken sich sowohl das GM130 Signale sowie das
Iporinsignal auf die ,.clear cells“. So ist es moglich, dass Rab1B in den ,,principle cells*
synthetisiert wird und in diesen Zellen, als wichtiger Regulator des vesikuldren Transportes,
Aufgaben tibernimmt. GM 130 und Iporin werden hochstwahrscheinlich als Komponenten der
Spermatiden in die Nebenhoden transportiert, hier als freie Proteine in das epidydimale
Lumen ausgeschieden und von den ,clear cells aufgenommen. So wurde fiir GM130
beschrieben, dass es, ggf. assoziiert an Teilen der Golgimembranen, im letzten
Differenzierungsstadium in das ,,cytoplasmic droplet ausgeschieden und dann in den
Nebenhoden weitergeleitet wird und in einem GroBteil der Zellen wiederzufinden ist (Moreno
et al., 2000b; Cooper und Yueng, 2003; Cooper, 2005).

So sollte in weiteren Experimenten gekldrt werden, wie z.B. die Aufnahme von GM130 bzw.
Iporin aus den Spermatiden von den ,.clear cells* erfolgt und ob sie moglicherweise iiber
Rezeptoren, die sich an der Zellmembran befinden, vermittelt wird. Die Frage, ob sie als
Komponente der Spermatiden in die Epididymis weitergeleitet werden, konnte beantwortet
werden, indem immunhistochemische Analysen der Nebenhoden von Miusen, die eine
gestorte Spermatogenese aufweisen bzw. steril sind, analysiert werden. In diesem
Zusammenhang konnten ,knock-out“ Maiuse hergestellt werden und der Einflul des
fehlenden Proteins auf die Spermatogenese und die Spermiogenese untersucht werden.

Um allerdings die Funktion von Iporin in der Spermatogenese, bzw. den Sertolizellen
beschreiben zu konnen, ist es notwendig, weitere Interaktionspartner von Iporin zu finden, die
eine Rolle in der Spermienentstehung und Entwicklung einnehmen.

6.6. Neuer Iporin Interaktionspartner: Tesmin

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das humane Iporin, das als ein neuer Interaktionspartner von
Rabl bereits beschrieben werden konnte, charakterisiert werden und hierfiir ein neuer
Interaktionspartner mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid* Systems detektiert werden. So ist es mir
gelungen, mit Hilfe der Iporin Deletionsmutante AN847 (Al) (siehe Abbildung 5.4) und einer
Hoden cDNA Genbank einen neuen Interaktionspartner, das humane Tesmin, das in der
Einleitung bereits ausfiirlich beschrieben wurde, zu isolieren (siehe 1.9. ,, Tesmin*).

Der isolierte Klon, als Klon 56 bezeichnet, entsprach 409 bp der kodierenden C-terminalen
Sequenz des humanen Tesmins, das bisher nicht weiter charakterisiert werden konnte. In
einem ersten Ansatz wurde die Spezifitit der Interaktion zwischen dem Klon pACT 56 und
den Deletionsmutanten von Iporin (sieche Abbildung 5.4) mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid*
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Systems {iiberpriift. Wie der Tabelle 5.3 zu entnehmen ist, interagiert pACT 56 mit allen
Iporinmutanten, deren Teil die vollstindige RUN Domine ist, so dass postuliert werden kann,
dass dieser Bereich, sowie einige flankierende Aminosdurereste, fiir diese Interaktion
notwendig sind. Da der Klon 56 nur den C-terminalen Bereich von Tesmin darstellt, wurde
mit Hilfe der PCR Technik und spezifischen ,,primern“ die vollstindige Tesmin Sequenz aus
der humanen cDNA Genbank amplifiziert. Eine Analyse der amplifizierten Sequenz ergab,
dass sowohl eine 900 bp lange Sequenz vervielfiltigt worden ist, die liickenlos dem ,,open
reading frame* entspricht (bezeichnet als Tesmin A; sieche Abbildung 5.16 Spur 1) sowie eine
853 bp lange Sequenz, der somit 57 bp, d.h. 19 Aminosiurereste fehlen (siehe Abbildung 5.16
Spur 2). Die Deletion erfolgte in dem zweiten, zwischen den Mitgliedern der CHC Familie
stark konservierten Cystein-reichen Motiv (Abbildung 5.17). Bereits Olesen et al. konnten mit
Maus Tesmin spezifischen ,,primern unterschiedliche Transkripte, die sich in der Linge
sowie in den einzelnen Nukleotiden von der veroffentlichten Tesmin Sequenz unterschieden,
isolieren (Sugihara et al., 1999; Matsuura et al., 2002). Die Unterschiede tauchten aber
groftenteils in dem 5° untranslatierten Bereich auf, so dass sie postulierten, dass
unterschiedliche Tesmin Varianten alternative RNA ,,splice* Formen reprédsentieren konnten,
die spezifisch in einzelnen Geweben vorkommen (Olesen et al., 2004). Ob jedoch ein
deletiertes humanes Tesminprotein in vivo vorkommt und falls ja, welche Bedeutung eine
Deletion fiir die Funktionalitit von tesmin hat, sollte in weiteren Experimenten {iberpriift
werden. Ebenso ist es aber auch moglich, dass die Polymerase wihrend der Amplifikation,
z.B. infolge eines ,loops® in der sekunddren DNA-Struktur, diesen Bereich von 57 bp
ibersprungen hat und diese Mutante das Ergebnis einer fehlerhaften PCR ist. Da diese
Deletionsmutante allerdings einen Basenaustausch an Position AS 105 trdgt, wurde nicht
weiter auf sie eingegangen.

Um die Interaktion zwischen Tesmin A und Iporin zu testen, wurden, wie bereits fiir den Klon
56, Interaktionsstudien mit Hilfe des ,yeast two-hybrid“ Systems und den Iporin
Deletionsmutanten durchgefiihrt. Die Ergebnisse, zusammengefasst in der Tabelle 5.4 zeigen,
dass ebenso alle Iporin Deletionsmutanten, die alle die vollstindige RUN Doméne enthalten,
mit Tesmin A interagieren und bestitigten so die erlangten Ergebnisse fiir den Klon 56. Um
die Interaktion zu bestdtigen, wurde ein ,,GST pull down®, wie bereits fiir die Iporin
Dimerisierung beschrieben (siehe 5.3. ,,Iporin Homodimerisierung*), durchgefiihrt. So konnte
eine Bindung des GST-Fusionsproteins Iporin AN847AC1239 (A3) an das HA-,getaggte*
GFP-Tesmin A (sieche Abbildung 5.18 B Spur 2) nachgewiesen und somit bestitigt werden.
Gleichzeitig konnte durch die fehlende Interaktion zwischen der Mutante AN1430 (A9) und
GFP-Tesmin A (siehe Abbildung 5.18 B Spur 3) ausgeschlossen werden, dass die SH3
Domaine wichtig fiir eine Interaktion ist.

Wie bereits Matsuura et al. fiir das murine Tesmin beschreiben konnten, ist die
Anfangssequenz von Tesmin sehr GC-reich, so dass eine Amplifikation mittels PCR
erschwert wird und zunidchst ein kiirzerer ,,open reading frame* angenommen wurde
(Matsuura et al., 2002). Im Laufe meiner experimentellen Phase wurde ein neuer ,,open
reading frame* beschrieben, der im 3" Bereich um 627 bp lidnger ist, resultierend in einer 1527
bp langen Sequenz und einem Protein der GroBe ca. 55 kDa (vgl. Acc.-No. NM_004923.2;
Tesmin ,full length®). Es konnte ein Klon vom RZPD bezogen werden, der die neue
vollstdndige Sequenz enthilt, die umkloniert und mit Hilfe von Restriktionsanalysen iiberpriift
wurde. Eine Interaktion zwischen Tesmin ,.full length* und Iporin konnte mit Hilfe des ,,yeast
two-hybrid“ Systems, wie bereits fiir den Klon 56 und Tesmin A, durchgefiihrt und mit
gleichem Ergebnis bestdtigt werden (sieche Tabelle 35.5). Im Gegensatz zu den
vorangegangenen Analysen war die Interaktion zwischen Iporin und Tesmin ,,full length*
zeitlich etwas verzogert, was ggf. auf die Faltung des Tesmin ,,full length® Proteins in der
Hefe zuriickzufiihren ist.
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So kann zusammengefasst werden, dass das humane Tesmin als neuer Interaktionspartner von
Iporin gefunden und bestitigt werden konnte. Mit Hilfe des ,,yeast two hybrid* Systems und
der ,,GST pull down* Analyse konnte die RUN Domine bzw. flankierende Aminosiurereste
als Bindedoméne eingegrenzt werden, wobei die genaue Bindungsstelle noch ermittelt werden
sollte. Da alle drei Tesminkonstrukte, d.h. der Klon 56, Tesmin A und Tesmin ,,full length*
mit Iporin interagierten, kann daraus geschlossen werden, dass der C-terminale Bereich von
Tesmin, der das zweite, konservierte Cystein-reiche Motiv an Position AS 365-406 enthilt,
fiir die Bindung mit Iporin mitverantwortlich ist und somit das erste Cystein-reiche Motiv
hierfiir nicht benotigt wird.

Matsuura et al. haben fiir das murine Tesmin, iiberexprimiert in Cosl Zellen, eine
tiberwiegende zytoplasmatische Lokalisation beschrieben (Matsuura et al., 2002). Mit Hilfe
von Lokalisationsstudien in HeLLa SS6 Zellen konnte ich zeigen, dass die humanen Proteine
Tesmin A und Tesmin ,full length®, gleich dem Mausprotein, eine ubiquitire zytosolische
Verteilung aufweisen (siehe Abbildung 5.19 A und C). Eine Kolokalisation von Tesmin ,,full
length* und Iporin konnte im perinukledren Bereich detektiert werden (sieche Abbildung 5.19
E).

6.7. Translokation von  Tesmin nach Behandlung mit
Cadmiumchlorid

Hoden reagieren hoch sensitiv auf Stressfaktoren wie Hitze, oxidative Reagenzien und
Schwermetalle. So ist schon seit langem bekannt, dass der Hoden der Sdugetiere besonders
anféllig auf die Exposition gegeniiber Cadmium reagiert und bereits minimale Mengen
schwere Blutungen im Hoden auslosen, wodurch es zur Degeneration und schlieBlich zur
Nekrose von Zellen der Hodenkanidlchen (Tubuli seminiferi) kommt. Fiir Cadmium ist
auBBerdem ein kanzerogener Effekt in Rattenhoden wund Prostata beschrieben
(Samarawickrama, 1979; Nolan und Shaikh, 1986; Suzuki et al., 1998). Allgemein ist
Cadmium als toxisches Metall in der Lage, die Immunantwort zu dndern, indem die
Antikorperproduktion modifiziert und die Aktivierung von B-Zellen inhibiert wird, und so die
Zellen in die Apoptose geleitet werden (Koller et al., 1976; Mieusset und Bujan, 1995; Fisher
und Aitken, 1997; Fujimaki et al., 2000). In Abhingigkeit von der Menge, dem Gewebe bzw.
dem Organ und dem Entwicklungszeitpunkt kann Cadmium Apoptose induzieren oder
verhindern, indem es als Inhibitor der Caspase-3 fungiert (Habeebu et al., 1998; Hart et al.,
1999; Achanzar et al., 2000; Yuan et al., 2000).

Eine gut charakterisierte Gruppe von Stressproteinen sind Metallothioneine, die ubiquitér in
zahlreichen tierischen und pflanzlichen Spezies vorkommen. Es handelt sich hierbei um
Proteine, die ein niedriges Molekulargewicht aufweisen und bis zu einem Drittel aus
Cysteinresten bestehen, wodurch sich ihre Rolle als Detoxifikanten von Schwermetallen
begriindet (Kigi und Kojima, 1987). Es konnte beschrieben werden, dass Metallothioneine
wihrend der mitotischen G¢/G; Phase zytoplasmatisch verteilt sind und wihrend der S-Phase
in den Zellkern wandern (Apostolova und Cherian, 2000). Insbesondere die zytoplasmatische
Lokalisation ist wichtig fiir den Schutz gegen die zytotoxische Wirkung von Cadmium,
jedoch konnte nie nachgewiesen werden, dass Metallothioneine die Detoxyfikation von
Cadmium in Hoden iibernehmen konnen, so dass vermutlich andere, bisher nicht
charakterisierte Proteine, wie z.B. Tesmin hierfiir verantwortlich sein konnten (Woo und
Lazo, 1997; Ren et al., 2003; Takahashi et al., 2004). Es konnte mit Hilfe des Tesmin
spezifischen Antikorpers gezeigt werden, dass Tesmin im Zytoplasma der Spermatozyten
lokalisiert ist und wihrend des Ubergangs von der G2 Phase in die Meiose in den Kern
wandert. Die Translokation in den Kern konnte, unabhingig vom Zellzyklus, ebenso durch
Cadmiumchloridexposition ausgeldst werden. So konnte Tesmin als eines der wenigen
Proteine beschrieben werden, die eine Verdnderung der Lokalisation wéhrend der Meiose und
nicht, wie die meisten Proteine, wihrend der Mitose aufweisen. Cadmiumchlorid fiihrt zu
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einem Verlust dieser Regulierung, so dass weiterhin postuliert wird, dass Tesmin in die
Zellzyklus-spezifische Regulation, in Folge von stressauslosenden Faktoren, wie
Schwermetallen, involviert ist (Matsuura et al., 2002). In diesem Zusammenhang habe ich
untersucht, ob einerseits die beschriebene Translokation des murinen Tesmins ebenfalls auf
das humane Protein zutrifft und andererseits, ob auch Iporin seine Lokalisation nach
Cadmiumchloridexposition @ndert. Hierfiir wurde der Versuchsaufbau, wie von Matsuura et
al. beschrieben, iibernommen. Ich konnte zeigen, dass sowohl die Deletionsmutante GFP-
Tesmin A sowie GFP-Tesmin ,,full length® nach Cadmiumchloridexposition in den Zellkern
wandern (sieche Abbildung 5.21 B und 5.22 B), das Iporinsignal jedoch keine Veridnderung
aufweist (siehe Abbildung 5.21 A und 5.22 A). In beiden Fillen konnte eine Kolokalisation
zwischen Tesmin A bzw. Tesmin ,,full length* und Iporin im kernnahen Bereich beobachtet
werden (siehe Abbildung 5.21 D und 5.22 D). Eine Translokation von Iporin nach
Behandlung von nicht-transfizierten HeLLa SS6 Zellen mit Cadmiumchlorid kann ebenfalls
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 5.20).

So kann postuliert werden, dass das humane Tesmin, wie sein Maus Homolog, durch eine
Schwermetallbehandlung in den Zellkern migriert. Es konnte kein Unterschied zwischen dem
translokalisierten Signal der Deletionsmutante und Tesmin ,,full length* beobachtet werden,
so dass daraus geschlossen werden kann, dass der N-terminale Bereich nicht als Sensor fiir
Cadmiumchlorid gilt, und dass er auch nicht fiir die Verlagerung des Proteins notwendig ist.
Da keine Verdnderung des Iporinsignals beobachtet werden konnte, kann einerseits
ausgeschlossen werden, dass Iporin als Sensor fiir Cadmiumchlorid fungieren kann und
andererseits, dass es Tesmin verhilft, in den Zellkern zu migrieren. Aufgrund der zeitlichen
Beschrinkung der experimentellen Phase konnte ich keine funktionellen Daten zu der Iporin-
Tesmininteraktion sammeln. Weitere Experimente sind notwendig, um zu ergriinden, welche
Bedeutung diese Interaktion hat und ob sie limitiert auf die Spermatogenese ist. Alle
Arbeitsgruppen, die Tesmin untersucht haben, konnten eine Tesminexpression in
Sertolizellen, Spermatogonien und Leydig Zellen ausschlieBen (Sugihara et al., 1999; Olesen
et al.,, 2004). Diese Ergebnisse widersprechen der Tatsache, dass der Interaktionspartner
Iporin iiberwiegend in Sertolizellen detektiert wurde (sieche Abbildung 5.12 C). Da Tesmin
allerdings gleichbleibend von den frithen bis zu den spiten Stadien der Spermatogenese
exprimiert und dieser Mechanismus von den Sertolizellen unterstiitzt wird, wére es moglich,
dass die Tesmin Funktion durch eine direkte oder indirekte Interaktion mit den Sertolizellen
gewihrleistet wird und Iporin hierbei eine Rolle einnimmt (Jegou, 1993; Cheng und Mruk,
2002; Mruk und Cheng, 2004). In diesem Fall konnte eine Unterbrechung der
Zell/Zellkontakte wihrend der Meiose und somit eine Unterbrechung der Iporin-
Tesmininteraktion zu der Translokation von Tesmin in den Zellkern fiihren und die
Bewegung des Tesminsignals in den elongierten Spermatiden regulieren (Matsuura et al.,
2002). In diesem Zusammenhang sollte erforscht werden, ob noch weitere Komponenten eine
wichtige Rolle spielen. So konnte z.B. mit Hilfe der ,,yeast two-hybrid*“ Analyse Testin, ein
sekretorisches Protein, das in Sertolizellen lokalisiert ist und einen Schliisselfaktor der Sertoli-
Keimzellen Verbindungen darstellt, als einen Interaktionspartner von Tesmin detektiert
werden (Grima et al., 1997; Grima et al., 1998). Weitere Experimente sollten die Interaktion
von Testin und Tesmin bestétigen und eine mogliche Funktion von Tesmin in der Ausbildung
und Aufrechterhaltung dieser Zellverbindung aufdecken und es sollte iiberpriift werden, ob
Iporin ggf. auch mit Testin interagiert und dadurch der Kontakt und Austausch zwischen
Sertolizellen und Keimzellen spezifiziert wird.

Bis heute konnten keine funktionellen Daten fiir Tesmin beschrieben werden. Moglicherweise
ist Tesmin ein Teil eines Uberwachungsmechanismus, der beschidigte Zellen, wie z.B. die
Keimzellen, repariert oder mittels Apoptose eliminiert. Es konnte gezeigt werden, dass p53
stark in Spermatozyten angereichert ist und nach Hitze oder oxidativem Stress in den Kern
wandert (Schwartz et al., 1993; Yin et al., 1997). Ein Indiz dafiir, dass dieser Mechanismus
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aus mehreren Untereinheiten besteht, liefert die Tatsache, dass die Hitze-induzierte Apoptose
sowohl iiber einen p53 abhingigen sowie einen unabhingigen Weg verlaufen kann (Yin et al.,
1998). So verlduft eine apoptotische Zerstorung durch Strahlung beschidigter Zellen mittels
eines p53 vermittelten Weges und eine Zerstorung von Spermatozyten mit synaptischen
Fehlern unabhingig von p53 (Odorisio et al., 1998). Es wire interessant zu untersuchen, ob
Tesmin eine Rolle in der Regulation des p53 unabhidngigen Weges einnimmt und ob eine
Translokation in den Kern durch Hitze oder weitere Stressfaktoren, wie z.B. UV-Licht,
induziert werden kann und in wieweit Iporin in diese Regulierung involviert ist. Da mit Hilfe
der immunhistochemischen Analyse gezeigt werden konnte, dass ein geringer Teil von Iporin
auch in den Spermatozyten lokalisiert ist (siehe Abbildung 5.12 C), wire es ebenso moglich,
dass Iporin und Tesmin in den Spermatozyten miteinander interagieren. So bestiinde die
Moglichkeit, dass Iporin die zelluldre Lokalisation von Tesmin dirigiert, da mit Hilfe der
Immunfluoreszenzanalysen gezeigt werden konnte, dass beide Proteine im Zytosol und
insbesondere im kernnahen Bereich miteinander kolokalisieren (sieche Abbildung 5.19 E). Da
der Teil von Tesmin, der das zweite konservierte Cysteinreiche Motiv enthilt, als
Bindedoméne fiir Iporin eingegrenzt werden konnte, aber ebenso als Sensor fiir
Schwermetalle diskutiert wird, wire es moglich, dass eine Stressinduktion zu einer
Unterbrechung der Iporin-Tesmininteraktion fiihrt und folgend Tesmin in den Zellkern
wandert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass Iporin in Zellen des Nebenhodens detektiert
werden kann (siehe 5.5. ,,Zelluldre Lokalisation von Iporin, Rab1B und GM130 in murinem
und humanem Hodengewebe*), jedoch wurden bis heute keine Untersuchungen durchgefiihrt,
ob Tesmin in den Nebenhoden exprimiert wird. Da Sutou et al. ein Tesminsignal in den
reifenden Spermatiden entlang der Kernmembran detektierten, postulierten sie, dass Tesmin
eine Rolle in der Spermienreifung einnehmen konnte. So wire es sehr interessant zu
untersuchen, ob und in welchen Zellen der Epididymis Tesmin exprimiert wird. Da jedoch
noch kein spezifischer Tesmin Antikorper im Handel angeboten wird, wire es notwendig,
einen polyklonalen Antikorper herzustellen, um ihn dann in imunhistochemischen Analysen
einsetzen zu konnen.

Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die Iporin-Tesmin Interaktion auch eine Rolle
in anderen Gewebe- und Zelltypen spielt. Ebenso gibt es Diskrepanzen in der fiir Tesmin
beschriebenen Gewebespezifitiat. Sugihara et al. zeigen zusitzlich zur Expression in Testis
eine Tesmin mRNA Expression in der Leber, die von Olesen et al. nicht beobachtet werden
konnte. Sie postulieren, dass Tesmin im fotalen und adulten Herzen eine Rolle spielen konnte.
Die unterschiedlichen Ergebnisse sind womdglich auf die Sensitivitit der durchgefiihrten
Tests zuriickzufithren und &dhnliche Unstimmigkeiten beziiglich Genexpressionen wurden
bereits zuvor beschrieben (Hacker et al., 1995). So konnten der polyklonale Tesmin
Antikorper sowie der bereits vorliegende Iporin Antikorper 1179 in ,,Western Blot* und
immunhistochemischen Analysen unterschiedlicher Gewebelysate bzw. Gewebeschnitte
eingesetzt werden, um zu zeigen, ob beide Proteine auch in weiteren Geweben exprimiert
werden. Diese Gewebezuordnung der Proteinexpression konnte vielleicht auch Riickschliisse
auf die Funktion von Iporin sowie Tesmin erlauben.

6.8. Subzellulare Verteilung von Iporin und Tesmin

Die subzelluldre Lokalisation von Tesmin konnte mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse
beschrieben und mit Hilfe des Percoll-Gradienten bestitigt werden. Das HA-,,getaggte* GFP-
Tesmin ,,full length* Signal konnte in den Fraktionen der unbehandelten Zellen 1-4 (16slich)
und 12-16 (membrangebunden) (sieche Abbildung 5.23 A) detektiert werden. Nach
Behandlung der Zellen mit Cadmiumchlorid konnte das GFP-Tesmin ,,full length* Signal nur
noch in den hinteren Fraktionen 12-16 detektiert werden (siehe Abbildung 5.23 B).
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Wie der Abbildung 5.23 C zu entnehmen ist, wurde ein Iporinsignal in unbehandelten Zellen
in den Fraktionen 12-15 detektiert. Diese Beobachtung stimmt nur zum Teil mit der
Lokalisation von Iporin in Zellen iiberein, die mittels Immunfluoreszenzanalysen detektiert
werden konnte. In den Séaugetierzellen ist Iporin ubiquitdr im Zytosol verteilt und akkumuliert
am Zellkern bzw. ist schwach im Zellkern verteilt. So wurde mit Hilfe zahlreicher
Datenbanken ein Hinweis fiir mogliche transmembrane Regionen gesucht. Intensive
Recherchen mit dem HMMTOP Programm ergaben, dass Iporin zwei mogliche
Transmembranregionen besitzt und zwar an Position AS 1107-1125 und an Position AS 1156-
1172 (Tusnady und Simon, 1998 und 2001). Ein weiteres Programm PRED-TMR bestitigte
eine transmembrane Region an Position AS 1156-1174 (Pasquier et al., 1999). Parallel
wurden Daten mit Hilfe des TMpred Programms gesammelt, die zwar den gleichen Bereich
eingrenzen konnten, jedoch war die hier angegebene Wahrscheinlichkeit, dass es sich
tatsidchlich um transmembrane Regionen handelt, sehr gering (Hofman und Stoffel, 1993).
Die Ergebnisse des Percoll-Gradienten konnten durch eine Zytosol-Membran-Fraktionierung
untermauert werden. In unbehandelten Zellen kann ein starkes Signal in der 16slichen Fraktion
(S100) und ein schwicheres in der membrangebundenen Fraktion (P100) detektiert werden,
deren Verhiltnis sich in Cadmiumchlorid behandelten Zellen #dndert. Entsprechend hierzu
wurde das endogene Iporinsignal in unbehandelten Zellen detektiert. Wie bereits fiir die
Ergebnisse des Percoll-Gradienten diskutiert, konnte ein stidrkeres Signal in der
membrangebundenen Fraktion detektiert werden und ein schwaches in der zytosolischen
Fraktion (siehe Abbildung 5.24). Bereits Bayer et al. konnten diese Verteilung beschreiben
(Bayer et al., 2005). Wahrscheinlich ist, dass es sich bei Iporin um kein integrales
Membranprotein handelt, sondern um ein Protein, das zum Teil an kleine membranumhiillte
Vesikel gebunden und zum Teil 16slich im Zytoplasma vorliegt. Sonst hitte ein Signal
ebenfalls in den ersten Fraktionen, die mit Hilfe der Zellfraktionierungsmethode getrennt
wurden und den l6slichen Komponenten entsprechen, detektiert werden miissen. Vielleicht
wurde zu wenig Zellmaterial zur Fraktionierung eingesetzt, so dass das Iporinsignal zu
schwach war, um es deutlich in den 16slichen Fraktionen detektieren zu konnen.

In wieweit Iporin jedoch in der Zelle an membranumbhiillten Kompartimenten oder Vesikeln
lokalisiert ist, sollte in weiteren Experimenten geklart werden.

6.9. Ausblick

In Rahmen dieser Arbeit wurde der neue Interaktionspartner der kleinen GTPase Rab1B, das
humane Iporin, analysiert, das ebenfalls mit GM130 interagiert (Bayer et al., 2005). Bisher
konnten keine funktionelle Daten fiir diese Interaktion gesammelt werden, so dass es
interessant wére, zu erforschen, in wieweit Iporin an der Ausbildung bzw. Anheftung und
Fusion von Vesikeln im ER-Golgi Transport eine Rolle spielt. Im Folgenden sollen einige
experimentelle Ansidtze diskutiert werden, die die Rolle von Iporin im vesikuldren Transport
kldren konnten.

Die Bildung von Transportvesikeln wird mitunter von Arf und Sar Proteinen induziert, einer
weiteren gut beschriebene Familie der Ras Superfamilie (Pasqualato et al., 2002). Die kleine
GTPase Sarl wird bei der Ausbildung von COPII bedeckten Vesikeln am ER an ,,ER export
sites* rekrutiert, an welchen das Membranprotein Secl2, ein Sarl ,nucleotide exchange
factor* (GEF), lokalisiert ist (Nakano und Muramatsu, 1989; Weissman et al., 2001). Durch
einen Austausch von GDP durch GTP wird Sarl aktiviert, an die ER Membran gebunden und
COPII Proteine zur Bildung von Transportvesikeln rekrutiert (Pfeffer, 2003). Weiterhin heftet
sich der heteromere Proteinkomplex Sec23/Sec24, der eine Rekrutierung des Cargomaterials
nach sich zieht, und folgend der heterotetramere Sec13/31 Komplex an (Barlowe et al., 1994;
Barlowe, 1998; Kuehn et al., 1998; Matsuoka et al., 1998; Lederkremer et al., 2001;
Schekman, 2002). Sec23 vermittelt hierbei als GAP (,,GTPase activating protein) fiir Sarl
die GTP-Hydrolyse und somit die Dissoziation des ,,coats* (Hicke et al., 1992). Es konnte
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gezeigt werden, dass in Sdugetierzellen, die mit einem Sarl Antikorper behandelt wurden,
eine Inhibierung von Sarl in den Zellen dazu fiihrte, dass zwar Vesikel gebildet worden sind,
diese aber keine spezifische COPII Hiille trugen und nicht in der Lage waren, mit dem Golgi
Apparat zu fusionieren (Siddiqi et al., 2002). So konnte, z.B. in HeLa SS6 Zellen, in denen
Sarl durch Zugabe des Sarl Antikorpers inhibiert wird, tiberpriift werden, ob Iporin an der
Ausbildung der Transportvesikel in Wechselwirkung mit Rabl beteiligt ist und durch einen
Transport mit den COPII Vesikeln an die Golgimembran gelangt, um folgend mit GM130
eine Interaktion eingehen zu konnen, oder ob Iporin, unabhingig von Rabl1B, mit GM130
interagieren kann.

Eine weitere Moglichkeit, die Funktion von Iporin in vesikuldren Transportprozessen zu
untersuchen, bietet das virale Glykoprotein ts045 VSVG, ,.getagged” mit dem ,green
fluorescent protein“. So kann sowohl die Bildung sowie der Weg der einzelnen
Transportintermediate in lebenden Zellen beobachtet werden (Presley et al., 1997). Friiher
wurde die temperatursensitive  Mutante des  Glykoproteins  eingesetzt, um
Membrantransportprozesse zu untersuchen. Bei 40°C kehrt das inaktive Protein in das ER
zuriick und gelangt in den Golgi Komplex bei Reduktion der Temperatur auf 32°C (Kreis und
Lodish, 1986; Beckers et al., 1987; Bergmann, 1989). So konnte die Lokalisation von Iporin,
zeitabhingig nach Reduktion der Temperatur, in den Zellen beobachtet werden, um so daraus
schlieBen zu konnen, ob Iporin mit COPIl umhiillten Vesikeln vom ER zum Golgi
transportiert wird, oder ob es ubiquitir in der Zelle verteilt ist und so noch andere Prozesse
steuert. Hierbei wiére es ebenfalls interessant, einzelne Iporinmutanten zu iiberexprimieren,
um deren Transport in den Zellen nachvollziehen zu kénnen.

Es konnte mehrfach beschrieben werden, dass die Anndherung eines Vesikels an die
Zielmembran mit der spezifischen Erkennung von Proteinen und Komplexen, die aus
mehreren Untereinheiten bestehen, einhergeht (Lupashin und Sztul, 2005). So wird der
Transport vom ER zum Golgi mitunter vom TRAPPI Komplex vermittelt. Dieser besteht
sowohl in der Hefe sowie in Sédugetierzellen aus sieben Untereinheiten, welche stabil an die
Golgi Membranen verankert werden (Sacher et al., 1998; Sacher et al., 2000). Der TRAPPI
Komplex, der in Hefezellen aktiv ist, dient als ein GEF und vermittelt so den GDP/GTP
Austausch der kleinen GTPase Yptlp am cis-Golgi (Wang et al., 2000). Ebenso konnte eine
GEF Funktion fiir das Sdugetier-Homolog und Rab1 beschrieben werden (Sacher et al., 2001).
Mit Hilfe eines Transport-,,assays® mit semi-intakten Zellen konnte gezeigt werden, dass
COPII zuerst an Bet3, welches ein Teil des Multikomplexes TRAPPI ist, bindet und folgend
eine Interaktion zwischen Bet3 und Rabl stattfindet (Loh et al., 2005). So wird postuliert,
dass der TRAPPI Komplex als Markierung fiir ankommenden COPII, bzw. COPI umbhiillte
Vesikel fungieren konnte (Sacher et al., 2001). In diesem Zusammenhang wire es interessant,
z.B. mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid* Systems zu untersuchen, ob eine Interaktion zwischen
Iporin und einer TRAPPI Untereinheit stattfindet und so zur weiteren Spezialisierung der
COPII umbhiillten Vesikel fiihrt.

Da Iporin, dhnlich wie MAP, ein direkter Interaktionspartner des Tumor-Supressorgens
Merlin, eine Multidoméinen-Struktur aufweist, wird vermutet, dass es sich bei beiden
Proteinen um Adaptorproteine handelt, die in zahlreiche Protein/Proteininteraktionen der
Signaltransduktionswege involviert sind, wie es bereits fiir ein weiteres Protein, das eine RUN
und SH3 Domiine enthilt, Nesca, beschrieben werden konnte (Lee et al., 2004; MacDonald;
2004). So konnte bereits ein Konsensusmotiv mit Hilfe des ,,phage displays* als mogliches
Interaktionsmotiv der SH3 Domine von Iporin beschrieben werden: PPYX,M, wobei ¥ fiir
eine aliphatische Aminosdure steht (A, I, L, V) und X fiir eine beliebige Aminosdure (Bayer
et al., 2005). Wie bereits von Bucko-Justyna gezeigt, konnte die SH3 Doméne als mogliches
Interaktionsmotiv fiir das GTP-gebundene H-Ras Protein identifiziert werden, wobei die
Funktion dieser Interaktion noch nicht weiter charakterisiert werden konnte (Buc¢ko-Justyna,
2005). So wire es interessant, weitere Interaktionspartner von Iporin zu finden, die eine
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direkte Interaktion mit der SH3 Domine eingehen. Hierzu gibe es zwei Moglichkeiten,
erstens die Suche neuer Bindungspartner mit Hilfe des ,,yeast two-hybrid* Systems und
zweitens spezifische Proteine mit Hilfe des BLAST Programms zu identifizieren, die das
Konsensusmotiv  PPYX,;M tragen und diese folgend Interaktionsstudien mit Iporin zu
unterziehen.

Bereits 20 Jahre zuvor konnte gezeigt werden, dass der Transport durch den Golgi in
Abhingigkeit vom Zell-Zyklus steht (Featherstone et al., 1985). So unterliegen eukaryotische
Zellen wihrend mitotischer Vorgidnge einem Kontrollmechanismus, um eine gleichméfige
Verteilung der Chromosomen (Karyokinese), aber auch der intrazelluliren Organellen
(Zytokinese) an die Tochterzellen zu gewihrleisten (Puthenveedu und Linstedt, 2001
Cleveland et al., 2003; Bucci und Chiariello, 2006). Ist dieser defekt, verharren die Zellen in
der Metaphase. So wurde postuliert, dass Checkpoint-Kontrollmechanismen in Organellen
vorkommen, die kritisch fiir die Zellfunktion sind, wie z.B. der Golgi Apparat (Warren, 1993;
Warren und Wickner, 1996; Siitterlin et al., 2002). Presinger et al. konnte nun einen
Zusammenhang zwischen der Golgi Morphologie und der Kontrolle des Zell-Zyklus
beschreiben (Preisinger et al., 2005). So ist in tierischen Zellen die Fragmentierung und
Verteilung des Golgi Apparates aus der pericentriolaren Region zum ER in so genannte
MGFs (mitotische Golgi Fragmente) notwendig, damit die Zellen in die Mitose gehen konnen
(Lucocq et al., 1987). Wihrend mitotischer Vorginge wird neben zahlreichen Proteinen auch
GM130 mittels Cdk1 (,,Cyclin-dependent kinase*; auch p34““? genannt) /Cyclin B am Serin
der Position 25 phosphoryliert, so dass eine pl115 Anheftung nicht mehr moglich wird
(Nakamura et al.,, 1997; Lowe et al., 1998; Lowe et al., 2000). Die fehlende
Bindungsmoglichkeit zwischen GM130 und pl15 korreliert mit der in vivo und in vitro
gezeigten Inhibition der Anbindung von pl115 an Golgi Membranen (Levine et al., 1996;
Shima et al., 1997). Das jedoch die groBen Verdnderungen des Golgi Apparates wihrend
mitotischer Vorgédnge nicht allein durch die Phosphorylierung eines Proteins erklidrt werden
konnen, konnte gezeigt werden, da GRASP65 als das hauptsichliche Phosphoprotein hierbei
eine ebenso entscheidende Rolle einnimmt. So dient GRASP65 ebenfalls als Substrat fiir die
Cdc2-Cyclin B mitotische Kinase und folgend fiir Plk1 (,,polo-like kinase*), welche eine
Rolle als Checkpoint fiir den Zusammenbruch des Golgi Apparates einnimmt (Lin et al.,
2000; Siitterlin et al., 2001; Lane et al., 2002; Preisinger et al., 2005). Die mitotische
Phosphorylierung beeinflusst die Selbst-Oligomerisierung von GRASP65 und fiihrt so zum
Zusammenbruch der Golgi Struktur (Wang et al., 2003; Wang et al., 2005). Am Ende der
Telophase kommt es zum Wiederaufbau des Golgis und entsprechend wird GM 130 durch die
Protein Phosphatase 2A dephosphoryliert (Lowe et al., 2000). Interessanterweise konnten
auch kleine GTPasen als Substrat fiir Cdk1 beschrieben werden. So werden sowohl Rab1 und
Rab4 phosphoryliert und translokalisieren in das Zytosol (van der Sluijs, 1992a; Bailly et al.,
1991). In diesem Zusammenhang wire es interessant zu untersuchen, ob Iporin ebenfalls in
der Zellyklus abhingigen Phosphorylierung eine Rolle spielt und z.B. als eine wichtige
Komponente den vesikuldren Transport zwischen dem ER und Golgi reguliert, insbesondere,
da Bucko-Justyna eine Phosphorylierung von Iporin zeigen konnte.
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7. Zusammenfassung

Individuelle Transportereignisse bendtigen distinkte, aus zahlreichen Untereinheiten
bestehende Anheftungsfaktoren, Rab GTPasen und schlieBlich SNARE Proteine, so dass
ersichtlich wird, dass diese Prozesse durch viele verschiedene Molekiille sowie
Protein/Proteininteraktionen gesteuert werden. Dadurch wird erméglicht, dass zeitlich und
raumlich regulierte, selektiv eingeteilte Membrananheftungsschritte in eukaryotischen Zellen
stattfinden konnen (Pfeffer, 1999). Einige Rab Effektoren sind miteinander verwandt, die
meisten zeigen jedoch keine Sequenzhomologien zueinander und konnen so distinkte
biologische Prozesse kontrollieren (Deneka et al., 2003). Im Zentrum meiner Arbeit stand die
molekulare und biochemische Charakterisierung des neuen Rabl Interaktionspartners, Iporin
(Bayer et al., 2005).

Das zentrale Motiv des Iporinproteins ist die RUN Domine, die von Bayer et al. als Rabl
Bindedomine eingegrenzt werden konnte. Stiitzend auf Datenbankvorhersagen konnte ein
mogliches Leucin-,,zipper* Motiv beschrieben und eine Homodimerisierung des Proteins, die
ggf. iiber dieses Motiv vermittelt wird, gezeigt werden. Zusitzlich zu den bereits publizierten
Daten beziiglich der Iporin-GM130 Interaktion konnte die RUN Domine ebenfalls als
interagierendes Motiv fiir GM130 analysiert und die Kolokalisation beider Proteine in
Saugetierzellen detektiert werden.

Eine priferentielle mRNA Expression von Iporin konnte im Gehirn- und Hoden gezeigt
werden, die durch ,,Western Blot“ Analysen in murinem und humanem Gehirn- und
Hodengewebe sowie in murinem Ovariengewebe bestitigt werden konnten und eine
entwicklungsspezifische Expression von Iporin vermuten lassen. In diesem Zusammenhang
ist es mir gelungen, die Lokalisation von Iporin und seinen beiden Interaktionspartnern
Rab1B und GM130 sowohl in den Tubuli seminiferi und in der Epididymis zu zeigen, wobei
eine Rolle der drei Proteine in der Spermatogenese und der Spermiogenese noch bestimmt
werden muss.

Mit Hilfe des ,yeast two-hybrid“ Systems konnte das humane Tesmin als neuer
Interaktionspartner von Iporin gefunden und bestitigt werden. Das Testis- und Ovarien-
spezifische Protein zeichnet sich durch zwei Cystein-reiche Bereiche aus, wodurch eine
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zu Metallothioneinen begriindet ist. So migriert das
zytosolische Tesminprotein nach Behandlung der Zellen mit der Schwermetallverbindung
Cadmiumchlorid in den Zellkern, wobei diese Translokation keinen Einflul auf die
Lokalisation von Iporin hat. Analysen mit Hilfe des Percoll-Gradienten und der Zytosol-
Membran-Fraktionierung konnten die subzelluldre Lokalisation von Iporin und Tesmin, hier
in Cadmiumchlorid unbehandelten und behandelten Zellen, bestétigen.

Da bis heute nur sehr wenige funktionelle Daten fiir Iporin beschrieben werden konnten,

sollten weitere Untersuchungen zur Kldrung seiner Funktion, insbesondere in vesikulidren
Transportprozessen, erfolgen.
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Abstract

Background: The small GTPase rabla and its isoform rab | b are essential regulating components
in the vesicle transport between the ER and the Golgi apparatus. Rabl is thought to act as a
molecular switch and can change between an active GTP-bound and an inactive GDP-bound
conformation. To elucidate the function of rabl, several approaches have been established to
isolate effector proteins, which interact with the activated conformation of rabl. To date pl15,
GMI30, golgin-84 and MICAL have been identified as direct interacting partners. Together with
rabl, these molecules are components of a protein complex, which mediates and regulates
intracellular vesicle transport.

Results: Here, we report the characterization of Iporin, which is similar to KIAA0375 as a novel
rab | -interacting protein. It was initially identified by yeast two-hybrid screening experiments with
the active mutant of rab b (rabIb Q67R) as bait. Iporin contains a SH3 domain and two polyproline
stretches, which are known to play a role in protein/protein interactions. In addition, Iporin
encloses a RUN domain, which seems to be a major part of the rablbinding domain (RIBD). Iporin
is ubiquitously expressed and immunofluorescence staining displays a cytosolic punctual
distribution. Interestingly, we also show that Iporin interacts with another rabl interacting partner,
the GM130 protein.

Conclusion: Our results demonstrate that Iporin is a potential new interacting partner of rabl.
Iporin is different from already identified rabl interacting proteins concerning protein structure
and cellular localization. We conclude that Iporin might function as a link between the targeting of
ER derived vesicles, triggered by the rabl GTPase and a signaling pathway regulated by molecules
containing SH3 and/or poly-proline regions. The characterization of this novel intermolecular
relation could help to elucidate how vesicles find their way from ER to the Golgi apparatus.
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Background

The rab/Ypt proteins represent a large family of small
GTPases involved in several transport steps of the cellular
trafficking pathway. At present 11 members have been
identified in yeast and more than 60 human rab proteins
are supposed [1,2]. Small GTPases are known to function
as molecular switches and can cycle between an active
GTIP-bound and an inactive GDP-bound conformation
[3,4]. In the active conformation, the rab GTPases are
localized on membranes, where they recruit specific effec-
tor molecules to mediate vesicle attachment [5]. The sub-
sequent fusion step is initiated, when the membranes are
forced into close proximity by the interaction of SNARES
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor) presented on both membranes in con-
cert with SM proteins (Secl/Muncl18-like proteins),
thought to act as controlling elements in SNARE interac-
tion [6].

The two isoforms of the small GTPase rab1 (rabla/b) are
localized on ER-Golgi membranes and regulate the exocy-
totic transport from the ER to the Golgi apparatus [7-9].
Although the function of rab1 is still not fully understood,
several lines of evidence describe rabl and its yeast
homolog Yptlp GTPase as a major component in a pro-
tein complex responsible for directing vesicular traffic
between the ER and the Golgi apparatus [7-13]. In the
past, several approaches have been established to identify
effector molecules that bind specifically to the active GTP-
bound form of rabl [14-17]. At present, four specific
effector proteins and several additional putative effector
molecules are known [14]. The first characterized rabl
interacting protein was p115, which also binds to the
Golgi-associated proteins GM130 and Giantin [14,18,19].
p115 is the mammalian homologue of the yeast protein
Usolp, which was found to be an essential component
necessary for the tethering of ER-derived COP II vesicles to
the Golgi compartment, a process that depends on Yptlp,
but is independent of SNARE proteins [20]. In addition,
p115 plays a key role in coordinating sequential tethering
and docking of COPI vesicles to Golgi membranes. Thus,
it is thought to function as a linker protein between Gian-
tin and GM130 [19,21,22]. Second, the cis-Golgi matrix
protein GM130 was identified as a direct rab1 effector,
which also binds to a complex containing GRASPG5, a
lipid-anchored GM130-binding protein, that regulates
Golgi stack reformation following mitosis, as well as so far
uncharacterized proteins [15,17,23,24]. A third interact-
ing molecule of activated rab1, golgin-84, is supposed to
act as a novel mitotic target [ 16]. Overexpression or deple-
tion of golgin-84 results in fragmentation of the Golgi rib-
bon and the protein is thought to be required for the
incorporation of membranes into the Golgi apparatus
[16,25]. Golgin-84 is a type II C-terminally anchored cis-
Golgi protein with an extensive cytoplasmic coiled-coil
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domain, which shows structural and sequence similarity
to Giantin [26]. However, golgin-84 does not appear to
physically interact with other cis-Golgi matrix proteins
such as GM130, p115 or GRASP65 and therefore it is
likely, that additional potential golgin84-binding mole-
cules exist [16]. Recently, we identified MICAL as a fourth
rab1 interacting partner and suggested a link between the
Golgi apparatus associated rab1 and the intermediate fil-
ament cytoskeleton [27].

Here, we describe Iporin as a novel interacting molecule
for the active GIP-bound conformation of rab1. Iporin
(Interacting protein of rab1) was identified in a yeast two-
hybrid screen with rab1b Q67R as bait and sequence anal-
yses revealed, that the encoded protein is similar to the C-
terminal half of the KIAA0375 polypeptide. The rab1b-
Iporin interaction is nucleotide-dependent and rab1-spe-
cific. Interestingly, the rab1 binding motif of Iporin was
mapped to a region containing a RUN domain, a protein
motif, which is known to be involved in the function of
small GTPases. Furthermore we examined the intracellu-
lar localization and tissue-specific expression of Iporin
and give insight into its domain structure. Interestingly
our results also showed an interaction with the rab1 effec-
tor GM130 via its coiled-coil region 6 [15].

Results

Identification of a novel rabl interacting protein

With the rablb Q67R mutant as bait and a human pla-
centa cDNA library as prey we performed yeast two-hybrid
screening assays to identify novel interacting partners for
the active GTP-bound conformation of the small GTPase
rab1b. One of the isolated clones could be identified as
the human Golgi matrix protein GM130 and a second
clone encoded for a fragment of MICAL1b [15,27].
Another interesting clone was K17, which displayed a
strong and specific interaction with rablb Q67R in the
yeast two-hybrid system (Table 1). Nucleotide sequence
analysis revealed that K17 represents the cDNA sequence
encoding the C-terminus of KIAAO375 (GenBank Acces-
sion number: AB002373.2). We named the identified pro-
tein Iporin (for Interacting protein of rabl) and the
deleted K17 clone Iporin AN847. Since the rab1 effector
GM130 has been shown to interact with various rab pro-
teins (rabl, rab2, rab33b), we wanted to investigate the
rab1 specificity of the Iporin interaction [16,23,28]. Thus,
we used an assortment of rab cDNA molecules as bait con-
structs in yeast co-transformation assays (Table 1). Iporin
ANB847 (K17) induced strong growth and B-galactosidase
activity only, when co-transformed with the permanent
active mutants of rab1b (rab1bQ67R/L) and rabla (rabla
Q70L).

Interestingly, an interaction between Iporin AN847 and

the wild type as well as the permanently active mutant of
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Table I: Interaction of Iporin AN847 with different rab proteins/
isoforms

prey Iporin AN847

bait control his3 lacZ
pAS2-1 ++ 5 5
rabla wt +++ + +/-
rabla S25N ++H+ - -
rabla Q70L +++ +++ +++
rablb wt +H+ +- -
rablb S22N +++ - -
rablb Q67R +++ ++ ++
rablb Q67L +++ ++ ++
rab2 wt +H+ - _
rab2 S20N ++H+ - -
rab2 Q65L ++H+ - -
rabé wt +H+ - -
rabé T27N ++H+ - -
rab6 Q72R +++ = -
Yptl wt +++ ++ ++
Yptl S22N +++ - -
Yptl Q67L +++ +++ +++

Results obtained from co-transformation assays in yeast. Clones were
cultivated on selection plates lacking tryptophan and leucine (control)
or lacking additionally histidine and were supplemented with 50 mM
3-aminotriazol (his3). The P-galactosidase activity was determined
using X-gal as substrate on filter lift assays (lacZ). - = no growth on
selection plates or no P-galactosidase activity; +/- = background
growth or B-galactosidase activity appears overnight; + = slow
growth; ++ = strong growth or B-galactosidase activity appears after a
few hours; +++ = very fast growth or high -galactosidase activity.

the yeast counterpart of mammalian rab1l, Yptlp, was
observed pointing to a conserved interaction of these two
molecules [5]. The empty pAS2-1 vector, the wildtypes of
the rabl isoforms (rabla/b), permanently inactive
mutants of the rabla/b (rabla S25N, rab1b S22N) and
Yptlp (Yptl S22N) proteins were not able to significantly
activate reporter gene expression (Table 1). There were
also no interactions of IporinAN847 with the small
GTPases rab6 and rab2 (Table 1). These results indicate,
that the interaction with Iporin AN847 is rabl-specific
and requires the GTP-bound, active conformation of rab1.

Mapping the Iporin binding site of rablb

Next, we wanted to analyze, which structural elements of
rab1b are necessary or sufficient for the interaction with
Iporin. Since we already demonstrated that the hypervari-
able regions of rab1 are necessary for an interaction with
GM130, we created rab1lb mutants as well as rab1/rab6
chimeras (Figure 1A) [15,29]. The mutants and the chime-
ras enabled us to restrict specific regions for the interac-

http://www.biomedcentral.com/1471-2121/6/15

tion to the C- or N-terminal half of rabl. Co-
transformation experiments in yeast revealed that only the
rablb deletion mutant rablb Q67R AC197 lacking the
prenylation site of rab1b showed a strong interaction with
Iporin AN847, suggesting that the prenylation site is not
necessary for the interaction with Iporin AN847 (Figure
1B). The deletion mutants rablb Q67R AN9, rab1b Q67R
AC163 andrab1b Q67R AC163-196 failed to interact with
Iporin AN847 (Figure 1B). These mutants were con-
structed based on the model previously proposed by
Bourne et al. and Valencia et al.. G1-G3 and PM1-PM3 are
conserved regions in all members of the ras superfamily of
GTPases, that are involved in guanine (G) and phosphate/
Mg?+ (PM) binding, respectively [3,4,30]. According to the
proposed model suggested by Seabra and coworkers,
which defined rab conserved sequences as rab family
motifs (RabF1-5) and other regions as subfamily motifs
(RabSF1-4), the generated mutants lack the RabSF1 or
RabSF4 region (Figure 1A) [31]. Co-transformation with
the two rabl/rab6 chimeras displayed an interaction
between the C1- and C2-rablb Q67R-rab6a chimera and
Iporin/Iporin AN847, but not between the rab6a Q72L-
rab1b chimera and Iporin AN847 (Figure 1B).

Full-length cloning and characterization of Iporin
Sequence analysis of the clone K17 cDNA revealed an
open reading frame of 669 amino acids, which was iden-
tical to the C-terminal half of the protein encoded by the
KIAA0375 ¢DNA (aa 848-1516). To obtain the full-
length Tporin sequence, we used the KIAA0375 cDNA for
the amplification of the sequence encoding the missing
N-terminal fragment by PCR.

Information about the genomic structure of Iporin pro-
tein was obtained from the human genome database. The
Iporin gene consists of ~14 kb of genomic sequence and
contains eleven exons (Figure 2A). The gene is located on
the short arm of chromosome 9 (9p13.1) and comprises
4548 bp of coding DNA. Deduced from the cDNA
sequence, Iporin comprises 1516 amino acids with a cal-
culated molecular mass of 161.195 kDa and an acidic pl
of 6.17. Further structure analysis revealed functional
domains and motifs in the Iporin sequence (Figure 2B).
Iporin contains some low complexity regions, which
include polyproline (pP) and polyglutamic acid (pE)
stretches. The first polyproline stretch is localized between
aa 429 and aa 442 with the sequence PPPGPGPDPGPSQP
and a second region between aa 1311 and aa 1319 with
the sequence PPQAPPP. Proline-rich stretches are known
to interact with SH3 or WW domains and could mediate
further protein/protein interactions [32]. The poly-
glutamic acid stretch, spanning aa 1236 - 1252 with the
sequence EGGEEEEEEEETEEVAE is flanked by the two
proline-rich regions. This motif is highly negatively
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A

G1 G2 G3 ps
hpr PM1 PM2 PM3 hpr
rab1b wt
=] = = Rab sub-family region
SF1 SF2 SF3 SF4
rab1b Q67R AC197
T rab1b Q67R AC163
Eeesssssssssssssssmmm ¥ rabib Q67R AC163-196
rab1b Q67R AN9
| C1-rab1b Q67L-rab6A

] C2-rab1b Q67L-rab6A
s rab6A Q72L-rab1b

W

prey
Iporin AN847/Iporin

bait control his3 lacZ
rab1b Q67R AC197 +++ ++ +++
rab1b Q67R AC163 +++ - -
rab1b Q67R AC163-196 +++ +/- -
rab1b Q67R AN9 +++ - =
C1-rab1bQ67L-rab6a +++ +++ +++
C2-rab1bQ67L-rab6a +++ +++ +++
rab6aQ72L-rab1b +++ = -

Figure |

Determination of the Iporin interacting domain. (A) Schematic overview of the domain structure of rablb with the
conserved G1-G3 boxes, PMI-3 motifs, N-terminal and C-terminal hypervariable regions (hpr) and the C-terminal prenylation
site (ps). SFI-4 indicate the rab subfamily regions. The rablb regions of the chimeras are shaded dark and the rabé regions are
light-shaded. (B) All constructs were co-transformed in yeast and cells were cultivated on selection plates as described above
(Table ). Rablb deletion mutants were co-transformed with Iporin AN847, whereas chimeras were co-transformed with full-
length Iporin. - = no growth on selection plates or no 3-galactosidase activity; +/- = background growth or [-galactosidase
activity appears overnight; ++ = strong growth; +++ = very fast growth or high -galactosidase activity
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charged and may play a role in stabilizing the protein or
function as further interaction domain.

Using the Motif Scan Software http://www.expasy.org we
also detected a RUN (RPIP8, UINC-14 and NESCA)
domain in the Iporin sequence (aa 1031-1175; Figure
2B). This domain was shown to be involved in the func-
tion of small GTPases and can also be found in proteins
which play a role in proliferation, differentiation and
motility [33,34]. The RUN domain is organized in six con-
served blocks (Figure 2C; A-F), which are predicted to con-
stitute the "core" of a globular structure. Figure 2C shows
an alignment of different RUN domains containing pro-
teins related to small GTPases like RPIP8, Rabip4, Rufyl,
NESCA or Iporin [34-36]. RUN domain containing pro-
teins enclose hydrophobic amino acids in conserved posi-
tions as shown by shaded or boxed regions (Figure 2C).
The secondary structure of the RUN domain core was pre-
dicted to consist of predominantly o-helices and the con-
served three dimensional structure is probably of
importance. However, the exact function of this motif is
still unclear [33].

Interestingly, NESCA (new molecule containing SH3 at
the carboxy-terminus) and Iporin share 42% of sequence
homology and contain both a SH3 domain at the C-termi-
nus. The function of NESCA is not known, but it is
thought to be involved in signal transduction pathways
and was recently described as a signaling adaptor which
shuttles from the cytosol to the nuclear envelope [37,38].
We used NESCA as a prey for yeast two-hybrid assays to
investigate, whether NESCA might be a further interacting
partner of the small GTPase rabl. However, we were not
able to show an interaction between NESCA and rabl
(data not shown).

BLAST searches revealed a mouse homolog of Iporin, EST
clone AI840675, which shows 84% similarity to the
human protein. This clone encodes 736 amino acids,
which are homologous to Iporin aa 723 to 1455. The
truncated mouse Iporin protein contains only a RUN
domain and we suppose that it might function in a differ-
ent, but related manner, to human Iporin. The C-terminus
of Iporin contains a SH3 domain (aa 1447-1500), which
is found in a variety of proteins (Figure 2B) [39]. This
domain is known to interact with polyproline domains in
target molecules and is involved in transmembrane sign-
aling and cytoskeletal rearrangements [40]. To identify the
interacting motif of the SH3 domain of Iporin we per-
formed a phage displayed analysis. For this purpose we
screened a fUSE5/15-mer M13 phage displayed random
peptide library using purified GST-Iporin SH3 (Iporin
AN1430) as a target. Sequencing of the cDNA from phages
with a high and specific affinity towards GST-Iporin SH3
identified a new consensus motif (Figure 2D). This motif
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contains two prolines followed by an aliphatic amino acid
(A, I, L, V), two further amino acids and a conserved
methionine (PPYX,M).

Mapping the rabl binding domain of Iporin

To investigate, which part of the Iporin sequence acts as a
rab1 binding domain (R1BD), we generated several dele-
tion mutants of Iporin (Figure 3A) and tested them in
yeast two-hybrid assays (Figure 3B). As expected, the N-
terminus of the protein (Iporin AC853), which is not
present in the original prey clone as well as the SH3
domain (Iporin AN1430) are not necessary for the inter-
action with rab1b and failed to activate the reporter genes
(Figure 3B). Only the RUN domain-containing mutants
(Iporin  AN847, AN847AC1450, AN847AC1239,
AN991AC1177, AN991AC1239 and AN991AC1450)
showed growth and B-galactosidase activity on selection
plates (Figure 3B). Interestingly, the interaction of rab1b
with the shortest RUN domain containing mutants
(AN991AC1177, AN991AC1239, respectively) was
weaker compared to fragments containing longer flanking
sequences, which could result from protein misfolding.

To confirm the yeast two-hybrid mapping results, we per-
formed GST-pulldown assays. Bacterially expressed GST-
Iporin AN847AC1239, GST-Iporin AN847AC992 and
GST were coupled to glutathione-Sepharose and incu-
bated with extract from BHK cells overexpressing HA-
tagged rablb Q67R (Figure 3C). In this assay, the GST-
Iporin AN847AC1239 was able to bind to the active form
of rablb, whereas GST and GST-Iporin AN847AC992
failed to interact (Figure 3C). These findings confirmed
the yeast data (Figure 3B) and indicate that the rab1 bind-
ing domain of Iporin needs the whole RUN motif.

Tissue-specific expression and cellular localization of
Iporin

Northern blot analysis of various human tissues indi-
cated, that Iporin is ubiquitously expressed. The Iporin
mRNA was identified as a prominent band of approxi-
mately 5.5 kb. Highest amounts of Iporin transcripts were
observed in brain and testis (Figure 4). These findings are
consistent with the RT-PCR results, published by the
Kazusa institute, Japan.

The cellular distribution of Iporin was examined by
cytosol/membrane fractionation and
immunofluorescence.

Although the calculated mass of Iporin (deduced from the
cDNA sequence) is 161,195 kDa, the endogenous protein
is detected at about 220 kDa in Western blot analyses (Fig.
5Ac first row). We assume that the molecular weight shift
observed in the Western blot analyses could result from
posttranslational modifications within the
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Figure 2

2 Genomic structure and functional elements of Iporin. (A) Schematic representation of the human Iporin gene
located on chromosome 9. The protein coding exons of Iporin are shown as shaded boxes numbered one to eleven, non-cod-
ing sequences are white. The gene (~14 kb) encodes a protein of 1516 amino acids. (B) Domains and structural motifs of
Iporin. The most interesting domains within Iporin are the SH3 (aa 1447—1500) and the RUN domain (aa 1031-1175). The
proline-rich motifs (pP, aa 429—442; aa 1311-1319) are possible interaction motifs for SH3 or WW domain containing pro-
teins. The glutamic acid-rich region (pE, aa 1236—1252) is negatively charged with possibly stabilizing function. (C) Alignment of
RUN domains from related proteins. The sequence corresponding to the RUN domain of Iporin (aa 1031-1175, human) was
aligned to the RUN domains present in Al840675 (aa 309—453, mouse), NESCA (aa 53—197, human), RPIP8 (aa 52-189,
human), Rabip4 (aa 3 1-163, mouse) and Rufy| (aa 31-163, human) (GenBank accession numbers, XP_[31380.2, BAA77507.2,
NP_006686.1, CACI17732.1 and AAK50771.1, respectively). RUN domains were detected using the Motif Scan software http:/
Iwww .expasy.org. Hydrophobic residues (V, L, I, F, Y, W, M, C) are show as boxes, conserved positions are shaded. A-F are
the six conserved blocks, and distances between these blocks are indicated by the numbers of residues in parentheses. (D)
Alignment of sequenced clones identified by phage display using the Iporin SH3 domain. Four different clones were isolated,
whereby the number of independent clones, which contained the same sequence, are in brackets. The conserved consensus
motif is shaded. W = aliphatic amino acid; X, = two individual amino acids.
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Figure 3

Mapping the rabl binding domain (RIBD) of Iporin. (A) Overview of deletion mutants used for yeast co-transforma-
tion assays. The deletion mutants ANx or ACx do not contain the N-terminus or the C-terminus, respectively. We were able
to map the rab| binding domain (RI1BD) to a RUN domain containing region. (B) Results obtained from yeast co-transforma-
tions. The bait construct rablb Q67R was cloned into the pAS2-1 vector and the prey constructs into pGADT?. Clones were
cultivated on selection plates as described previously (see Table 1). (C) GST-pulldown with coupled GST-Iporin
ANB847AC1239 indicated an interaction with Iporin, whereas GST-Iporin AN847AC992 and GST were negative. The lower
panel shows the Coomassie blue stained blot membrane with equal amounts of GST fusion protein. - = no growth on selection
plates or no B-galactosidase activity; +/- = 3-galactosidase activity appears overnight; + = slow growth or B-galactosidase activ-
ity appears after several hours; ++ = strong growth; +++ = very fast growth or high -galactosidase activity; pP = polyproline;
pE = polyglutamic acid.
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Figure 4

Tissue-specific expression of Iporin mRNA. A 12-lane
multiple-tissue Northern blot was hybridized with a specific
32P-labeled cDNA probe for Iporin. Each lane contains
approximately 2 ig of poly A* from various tissues. The blot
was exposed to an X-ray film for 17 h at -80°C with an
amplifying screen. To confirm equal loading, the membrane
was re-hybridized with a radiolabeled probe specific for f3-
actin mRNA.

aminoterminal part of the Iporin molecule, because tran-
sient transfections in HeLa cells with aminoterminal con-
structs showed the highest difference between measured
and calculated weight (data not shown). However, in
lysates from transfected Hela cells expressing HA-tagged
full length Iporin, the affinity-purified antibody Aip519
detected a 220 kDa protein as did the 16B12 antibody,
which is directed against the HA epitop (Figure 5Aa).

To obtain information about the membrane association
of Iporin, we performed cytosol/membrane fractionation
and therefore we transiently transfected HeLa cells with
vectors encoding full-length Iporin, an aminoterminal
fragment (Iporin AC853) or the C-terminal fragment
(Iporin AN847), respectively (Figure 5Ab). Transfected
cells were lysed and extracts were separated by differential
centrifugation steps into cytosol ($100) and membrane
(P100) fractions. Equal amounts of protein were analyzed
by Western blotting. Calnexin distribution was used as a
marker for integral membrane proteins to verify the purity
of the fractions (not shown). Our data demonstrate that
full-length HA-Iporin and HA-Iporin AN847 seem to
associate with cellular membranes or insoluble parts of
cells, because major part of the proteins was detected in
the P100 fractions (Figure 5Ab). Interestingly, the HA-
Iporin AC853 mutant, which lacks the C-terminus was
highly enriched in the cytosolic fraction, indicating that
parts of the C-terminus play an important role in the cel-
lular localization of Iporin (Figure 5Ab). To address the
question, whether the overexpression of permanently
active rab1b influences the cellular distribution of Iporin,
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we transiently transfected HeLa cells with vectors encod-
ing for HA-tagged rab1b QG67L and performed further frac-
tionations (Figure 5Ac). The comparison between non-
transfected and transfected Hela cells showed, that the
overexpression of HA-rablb QG67L had no remarkable
effect on the distribution of Iporin. GM130, p115 and
Calnexin were used as control proteins and showed as
well no significant changes.

Hence our Aip519 polyclonal antibody was inapplicable
for immunohistochemistry we transiently transfected
Hela cells with HA tagged Iporin and used the anti HA-
antibody 16b12 for staining. The immunofluorescence
shows a cytosolic pattern of HA-Iporin, enriched in small,
brighter spots. However, most of the cells showed a faint
perinuclear enriched fluorescence where usually the
Golgi/ER structures are localized (Figure 5B).

Iporin interacts with the Golgi matrix protein GM130
Surprisingly, yeast two hybrid co-transformation experi-
ments showed an additional interaction between the two
rab1 binding proteins Iporin and GM130. Mapping of the
binding site of GM130 revealed, that the coiled-coil
domain 6 is responsible for the interaction with Iporin,
whereas GM130 coiled-coil domain 3 mediates the
interaction with rab1b (Figure 6A) [15]. To confirm the
yeast data, we performed in vitro binding assays. Recom-
binant GST-Iporin AN847AC1239 as well as GST-Iporin
AN1430 proteins were coupled to glutathione Sepharose
beads and then incubated with Hela SS6 cell extracts,
which expressed the GM130 protein in considerable
amounts. After washing steps, the bound proteins were
separated by SDS-page and analyzed by Western blotting
analysis using GM130 antibodies. As shown in figure 6B,
only GST-Iporin AN847AC1239 is able to bind to endog-
enous GM130, whereas the GST-IporinAN1430 was una-
ble to interact (Figure 6B).

Discussion and conclusions

The cellular function of the small GTPase rab1 is not fully
understood, thus the identification of novel rab1 interact-
ing molecules may help to elucidate its role in vesicular
transport. Using the yeast two-hybrid system, we were
able to isolate Iporin as a new protein, which specifically
interacts with the activated, GTP-bound conformation of
rab1. Interestingly, Iporin also showed an interaction with
the rab1 homolog from yeast Yptlp, indicating that for-
mation of this protein/protein complex is conserved dur-
ing evolution.

Northern blot analysis of Iporin mRNA revealed an ubig-
uitous expression pattern (Figure 4). Highest amounts of
Iporin mRNA were observed in brain and testis,
suggesting that Iporin might have a distinctive role in
these tissues. Neurogenesis as well as spermatogenesis are

Page 8 of 15
(page number not for citation purposes)

173



Anhang

BMC Cell Biology 2005, 6:15 http://www.biomedcentral.com/1471-2121/6/15

A

S O
QY O
) o
N
)
i

43& HA-Ipori
i - -lporin
T L R

-«m» HA-IporinAN847
- ~ -~220kDa

@ HA-IporinAC853

HA-Iporin
transfected
Cc
S O O O
Q° O S O
PalS PadP
-— ‘ w== |porin
- ‘ ~—~ GM130

- \- p115

-_— ‘ w= Calnexin

- HA-rab1bQ67L
“rab1b

-

non HA-rab1bQ67L
transfected transfected

Figure 5

Cellular distribution of Iporin. (Aa) To test specificity of the polyclonal anti Iporin antibody Aip519, Hela cells were tran-
siently transfected with HA-tagged Iporin. After lysis, cell extracts were blotted and incubated with the Aip519 and the mono-
clonal 16B12 anti HA antibody, respectively. The Western blot displays a signal of about 220 kDa for both antibodies. (Ab)
Cytosol/membrane fractionation with extracts from transiently transfected Hela cells. Recombinant HA-Iporin was detected
with anti HA (16B12) antibody. Fractionation of full-length HA-Iporin and HA-Iporin AN847 revealed that most of the recom-
binant proteins were present in the membrane fraction (P100) with small amounts in the cytosolic (S100) fraction. In contrast,
the transiently expressed HA-Iporin AC853 was present in a high concentration in the cytosolic (S100) fraction. (Ac) Compar-
ison between untransfected and HA-rab IbQ67L transfected Hela cells. Blots were analyzed using the Aip519 (Iporin), anti-
GMI30 (GMI30), anti-p1 15 (pl 15), anti-calnexin and |E7 (anti-rab Ib) antibodies. (B) Immunofluorescence staining of recom-
binant HA-Iporin expressed in Hela cells shows a cytosolic distribution with a perinuclear enrichment in spotted structures.
Bar 10 um.
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Figure 6

Interaction of Iporin with GM130. (A) Yeast co-transformations revealed an interaction between Iporin and GMI30.
Using different GM130 deletion mutants, we were able to map the binding site to the coiled-coil region 6 (Figure 6A). The bait
construct IporinAN847AC1239 was cloned into the pAS2-1 vector and the prey constructs into pGADT7. Clones were culti-
vated on selection plates as described previously (see Table I). = no growth on selection plates or no B-galactosidase activity;
++ = strong growth or B-galactosidase activity appears after a few hours; +++ = very fast growth or high -galactosidase activ-
ity (B) GST-pulldown of endogenous GMI130 with GST-IporinAN847AC1239 or GST-Iporin AN1430. After incubation with
Hela cell extracts, GST-lporinAN847AC1239 showed an interaction with GMI30, whereas GST-lporin AN 1430 did not bind
to GMI30. The lower panel shows the Coomassie blue stained blot membrane with equal amounts of GST fusion protein.
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processes that result in the production of highly polarized
cells and we speculate that Iporin might act as a regulator
in these cellular systems [41].

Applying a set of deletion mutants and chimeras of rab1,
we demonstrated that the Iporin binding domain is local-
ized within the N-terminal half of rab1 and that the rab1
N-terminal hypervariable region is essential for the inter-
action (Figure 1). In contrast to PRA1, another known
rabl effector protein, our results show that the
prenylation site of the rab1 GTPase is not necessary for the
binding to Iporin [42]. A well characterized interaction
between a rab GTPase and an effector molecule is the
rab3a/rabphillin-3a interacting complex [43]. The specific
interaction of rab3a with rabphillin-3a is mediated
through a rab3a "pocket” contributed by three rab com-
plementary-determining regions (RabCDR), which are
localized at the N- and C-terminus. The RabCDRs are pro-
posed to form regions of variable sequences among the
rab family within a structural conserved framework and
act as a structural element for protein/protein interactions
[43]. This model was supported by the work of Seabra and
co-workers. They defined a model of conserved regions
within the rab family (RabF) and regions only conserved
among the rab isoforms (RabSF) [31]. Projected on a three
dimensional model of rab3a, the previously described
RabCDR regions are represented by the RabSF1, 3 and 4
regions. They form one interaction surface and the RabSF2
region forms another surface, almost on the opposite side
[31]. The data presented here about the interaction of the
rablb Q67R deletion mutants and the permanently active
rablb/rab6a chimeras with Iporin and Iporin A847,
respectively, revealed that the N-terminal half of rab1b,
including RabSF1 and RabSF2, is essential for the interac-
tion with Iporin (Figure 1B). The C-terminal elements,
comprising RabSF3 and RabSF4, do not play a role in the
formation of the complex and may be necessary for struc-
tural reasons only. Surprisingly, this is in contrast to the
results received from the rab3a/rabphillin-3a complex.
Our data suggest that Iporin is able to interact with parts
of both interaction surfaces. Thus, these results support
the theory of a multi-protein interaction interface, where
molecules can interact with different parts of both
surfaces.

To date, four proteins (p115, GM130, golgin-84 and
MICAL) have been identified which interact specifically
with the activated conformation of rabl [14-
17,25,27,28]. GM130 is a cis-Golgi-localized coiled-coil
protein, targeted to membranes via the peripheral mem-
brane protein GRASP65 [44]. Additionally, GM130 inter-
acts with activated rabl, rab2, rab33b, the vesicle
tethering-protein p115 and as we recently observed with
Iporin [15,45]. p115 has been identified to play a pivotal
role in docking of COPI vesicles to the Golgi membranes
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by recruiting GM130 and Giantin in a long tethering com-
plex [21,22]. Giantin is a transmembrane protein, located
on COPI vesicles and shares similarities with the recently
identified golgin-84 and CASP [16,46,47]. It is worth to
note, that rab1l was also shown to recruit p115 during
budding to the ER-compartment to program COPII vesi-
cles for fusion [14]. Another aspect, which has been dis-
cussed to be required for tethering events at the ER-Golgi
stage are large multisubunit complexes like TRAPPI
(transport protein particle). TRAPPI has been identified in
yeast to function as tethering factor with GEF activity (gua-
nosine exchange factor) for Yptlp [48,49]. The impor-
tance of this complex for mammalian transport steps
between ER and Golgi remains to be clarified, but the
increasing number of rab1 interacting molecules raises the
theory of a huge protein complex with rab1 in a central
position. Another possibility might be that activated rab1
only mediate interactions between other proteins, e.g.
Iporin and GM130, in a time or place dependent manner.

Iporin displays some features that are quite different from
the known rabl interacting molecules. First GM130 as
well as golgin-84 contain coiled-coil regions that are
essential structural elements for the interaction with rab1
[15-17,28,50]. However, the rablb binding domain of
p115 has not been characterized so far [14,51]. Iporin
contains no coiled-coil regions, but interacts via a RUN
domain with rab1 (see below). Second the known rab1
effector proteins are membrane-associated proteins,
which are involved in tethering processes between donor
and acceptor membranes at ER-Golgi compartments
[14,17,22,46]. Iporin displays a distribution (Figure 5Ab-
¢, 5B), which is also different from known proteins
belonging to the tethering complex at Golgi membranes.
Similar to MICAL, the localization of Iporin is not
restricted to the ER-Golgi compartment leading to the
conclusion that, in contrast to GM130 or GRASP65,
Iporin is not a member of the Golgi matrix protein family
[15,24,27]. The cytosol/membrane fractionation of HeLa
cell extracts revealed a mainly membranous association
(P100) of transiently transfected and endogenous Iporin,
which is an evidence for a high and stable membranous
association through its function (Figure 5Ab-c). At this
step, Iporin might recruit further proteins to form a com-
plex needed for a regulative purpose.

Interestingly, the deletion mutants Iporin AN847 and
Iporin AC853 show a different distribution in the S100
fraction. Iporin AC853 exhibits a cytosolic accumulation,
which is a hint for a much weaker accessibility to mem-
branes (Figure 5Ab). This accumulation seems to be due
to the missing carboxyterminal part of the protein and not
the result of overexpression effects (Figure 5Ab). To test
the influence of overexpressed permanently active rab1b,
we transiently transfected HeLa cells with HA-tagged
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rab1bQ67L and compared transfected to non-transfected
cells. The obtained data showed no significant effect on
Iporin membrane association (Figure 5Ac). One could
argue that the membrane association is not necessarily
coupled to the interaction with rab1. Like GM130, which
is linked via the GRASP65 protein to membranes, another
protein, not yet identified, might be responsible for the
attachment of Iporin to membranes. In addition, the over-
expression of HA-rab1bQ67L had also no effect on the
GM130 distribution, which interaction with rab1 is well
characterized. Another reason could be, that for the inter-
action with rab1 only a limited amount of Iporin is suffi-
cient and that the HA-rab1b QG67L compete with the GTP-
bound endogenous rab1b.

As mentioned before, Iporin contains a RUN and a SH3
domain as well as proline- and glutamic acid-rich regions.
These motifs have been described to function as targets for
protein/protein interactions [35,52,53]. The RUN domain
was previously shown to be part of the rap2 binding
region and is supposed to mediate the interaction
between the small GTPase rap2 and the effector protein
RPIP8 [35]. In contrast, the RUN domain of Rabip4, an
effector protein of the small GTPase rab4, has no influ-
ence on the interaction, but was supposed to be responsi-
ble for an association with a filamentous network [36].
We were able to map the rabl interacting domain to a
RUN domain-containing region and we suggest a rab1-
specific interacting function for the RUN domain of
Iporin (Figure 3).

Using the phage display method we identified PPWX,M as
a new SH3 binding motif, which is different from the orig-
inally known PXXP motif [52]. The Iporin SH3 domain
together with the polyproline regions may act as regula-
tive targets for not yet identified interacting proteins. Such
a link was recently described for the small GTPase rab5s.
RN-tre, a rab5-specific GTPase-activating protein (GAP)
interacts with Grb2. This association is mediated via the
SH3 domains of Grb2 and the proline-rich regions of RN-
tre [54].

Our recent discovery of an additional not yet identified
interaction partner of Iporin, the GM130, is a very inter-
esting piece of the "Golgi puzzle" (Figure 6). As has been
shown in this and previous manuscripts, both proteins,
the Iporin and GM130 interact with rab1 [15,17]. As men-
tioned above, GM130 is important for vesicle docking
processes at the cis-Golgi, where it interacts with p115.
GM130 itself is recruited to ER-derived vesicles and vesic-
ular-tubular clusters by the rabl GTPase [50]. One could
speculate, that Iporin, while interacting with rab1b, spec-
ifies the recruitment of the incoming vesicle to the cis-
Golgi by displaying a high affinity to GM130 by finally
binding to this protein. The presented data showed that
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the binding site of Iporin is different from other GM130
interacting proteins. p115 binds to the N-terminus, rab1lb
to the coiled-coiled region 3 and GRASP65 to the C-termi-
nus of GM130 [15,18,44]. Iporin binds to the coiled-
coiled region 6 which means that they could bind in sev-
eral ways e.g. at the same time, one after another, two at
the same time, etc.

The multi-domain structure of Iporin and the cellular dis-
tribution suggest that this protein might act as an adapter
or scaffold protein, which links GTPases to certain intrac-
ellular signal transduction pathways. Noteworthy, [porin
displays several features different from known rab1 effec-
tor proteins. Our data about the Iporin-rab1-GM130 asso-
ciation demonstrate once more, that the increasing
number of protein/protein interactions at different stages
of ER to Golgi transport implies a more complex regulated
network as originally thought.

Methods

Yeast two-hybrid assay

For the yeast two-hybrid screen we cloned human rab1b
QG67R cDNA into the pAS2-1 bait vector and transformed
Y190 as recommended by the Matchmaker 1™ manual
(BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Germany). The
bait yeast strain was then transformed with a human pla-
centa cDNA library (BD Biosciences Clontech, Heidel-
berg, Germany) as prey. In order to test the specificity of
the interaction between rab1b Q67R and putative binding
partners, Y190 yeast cells were co-transformed with vari-
ous bait and prey constructs and incubated on selection
plates at 30° C for 5-7 days as described by manufacturer's
instructions (BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Ger-
many). A protein/protein interaction was confirmed by 8-
galactosidase filter lift assays using X-gal as substrate. The
cDNAs of selected yeast clones were purified, transformed
into E. coli strain DH50 and sequenced.

Cloning of the full-length Iporin sequence and generation
of deletion mutants

To clone the full-length Iporin sequence, we amplified the
cDNA encoding the N-terminal region of Iporin (which is
represented by the Iporin AC853 deletion mutant) using
the KIAA 0375 cDNA (generous gift from Takahiro
Nagase, Kazusa Institute, Japan) as template. We gener-
ated a primer with a 5' Ndel overhang containing the pre-
dicted start codon and a primer with a 3' EcoRI overhang
beyond a single endogenous Hindlll restriction site, which
was also found in the original prey cone. The PCR prod-
uct, representing the N-terminal part, was digested with
Ndel/HindlII and was inserted into the eukaryotic expres-
sion vector pSV-HA [55]. In a second step, the initially iso-
lated prey cDNA encoding the C-terminal part of Iporin,
was digested with HindIIl and was inserted into the pSV-
HA-N-terminal vector. To generate deletion mutants,
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fragments of Iporin cDNA were amplified with specific
primers containing 5' Ndel and 3" EcoRI sites and were
cloned into the pAS2-1 or pGADT?7 vectors. Generation of
rablb/rab6a chimeras was described previously [29]. All
resulting constructs were verified by sequencing. Details
are available from A. Barnekow.

Northern blot analysis

Multiple tissue Northern Blot (OriGene, Rockville, USA)
of poly (A*) RNA from various human tissues was hybrid-
ized with 3?P-labeled Iporin AN847 cDNA using the
RediPrime Nick Translation Kit (Amersham Biosciences,
Freiburg, Germany) according to the manufacturer's
instructions. The X-ray film was exposed for 17 h at-80°C
with an amplifying screen.

Antibodies

The polyclonal antibody Aip519 against Iporin was raised
in a rabbit immunized with GST-Iporin aa 848-991
(Eurogentech, Seraing, Belgium). The antibody was affin-
ity purified using the antigen coupled to NHS-Sepharose
(Amersham Biosciences, Freiburg, Germany). The mouse
monoclonal antibody 1E7 against rablb has been
described earlier [55]. Mouse monoclonal antibodies
against Calnexin (anti-Calnexin), GM130 (anti-GM130),
p115 (anti-p115) and the HA-tag (16B12) were pur-
chased from BD Biosciences (Heidelberg, Germany) and
BAbCO (Berkely, USA), respectively. Secondary antibod-
ies coupled to peroxidase were purchased from Amer-
sham Biosciences (Freiburg, Germany).

Expression and purification of recombinant proteins
GST-Iporin AN847AC992 fusion protein, used for immu-
nization and GST-Iporin AN1430 (encoding the SH3
domain) used for the phage display method (see below)
were expressed in E. coli strain BL21 induced with 1 mM
IPTG for 3 h at 30°C. The pelleted bacteria were washed,
resuspended in PBS containing protease inhibitors (com-
plete™, EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many) and sonicated 10x for 10 sec. Triton X-100 was
added to 1% final concentration and the lysate was incu-
bated on ice for 30 min. After centrifugation at 16000 x g
the cleared supernatant was incubated with glutathione-
Sepharose beads for 30 min at 4°C. The beads were
washed twice with chilled PBS and the fusion protein was
eluted with 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, containing 10 mM
reduced glutathione. Samples were dialyzed against PBS
overnight. The recombinant proteins used for GST-pull-
down experiments were treated as described above with-
out the elution and dialyzation step. Cleared supernatants
were stored at -80°C until use.

In vitro binding assay
GST-pulldown assays were performed using bacterially
expressed GST fusion proteins containing the deletion

http://www.biomedcentral.com/1471-2121/6/15

mutants Iporin AN847AC1239, AN847AC992 and
AN1430. Equal amounts of the GST fusion proteins or
GST were immobilized on 10 pl packed glutathione-
Sepharose beads and incubated overnight at 4°C. After
the beads were washed three times with LB buffer (10 mM
Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,,
0.2% Triton X-100, complete™ EDTA-free, Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany), they were incubated with
cytosolic extract from BHK cells, transiently transfected
with pSV-HA-rab1b QG67R using the Ca-phosphate/DNA
precipitation method [56]. To prepare the cytosolic
extract, BHK or Hela cells were washed three times with
chilled PBS and scraped in a volume of 300 ul LB buffer.
After homogenization by 15 passes through a 25 gauge
needle, lysates were centrifuged at 14000 x g, 4°Cfor 1 h.
The beads containing tubes were incubated for 3 h at 4°C
on a rocking platform, supplemented with 50 pl goat
serum and were adjusted with LB to a total volume of 300
ul. Beads were recovered by centrifugation, washed three
times with 500 pl LB. Proteins were eluted by boiling the
beads in SDS sample buffer analyzed by SDS/PAGE and
Western blotting. The GM130-pulldown was performed
as above with untransfected HeLa cell extracts and with-
out the supplementation of goat serum.

Cell lines

BHK and HelLa cells were grown in Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
calf serum and 1% glutamine at 37°C in a humidified 5%
CO, incubator.

Cytosolimembrane fractionation

Hela cells were grown on 10 cm tissue culture plates and
transiently transfected with different pSV-HA-Iporin con-
structs or pSV-HA-rab1bQ67L using the Ca-phosphate/
DNA precipitation method. After 20 hrs, cells were
washed three times with chilled PBS, freezed at -80°C,
thawed and scraped into 300 pul CMF buffer (250 mM
sucrose, 10 mM Hepes/KOH pH 7.4, 1 mM EDTA, com-
plete™ EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many). Cells were homogenized by 15 passes through a
25 gauge needle and centrifuged at 1000 x g, 4°C for 2
min. The resulting PNS (postnuclear supernatant) was
underlayered with 10 ul of 50% sucrose and centrifuged at
14000 x g and 4°C for 15 min. The supernatant was cen-
trifuged for a second time at 100000 x gand 4°C for 1 h,
which provided the S100 supernatant and the P100 pellet
fraction. The P100 pellet was washed with 200 pl of CMF
and centrifuged once more. Samples were analyzed by
SDS/PAGE and Western blotting.

Immunofluorescence analysis

Hela cells were grown at 40-60% confluency on cover-
slips and transiently transfected using the Polyfect trans-
fection reagent (Qiagen, Hilden, Germany) according to

Page 13 of 15
(page number not for citation purposes)

178



Anhang

BMC Cell Biology 2005, 6:15

manufacturer's instructions. After 24 hrs, the cells were
washed with chilled PBS and fixed for 5 min. in 100%
methanol at -20°C. The fixed cells were washed in PBS
and blocked for 20 min. in PBS supplemented with 10%
(v/v) goat serum. Monoclonal anti-HA tag antibodies
(16B12) were diluted in PBS containing 2% (v/v) goat
serum and incubated with the cells for 30 min. at RT. After
washing with PBS, Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-
mouse IgGs were applied for 30 min. The cells were
washed again with PBS, rinsed in water and mounted in
Mowiol 4-88 (Calbiochem, Bad Soden, Germany).

Phage display

The fUSE5/15-mer M13 phage displayed random peptide
library was screened with purified GST-Iporin AN1430
fusion protein containing the SH3 domain of Iporin. The
used library consists of 2 x 108 primary clones and con-
tains a foreign 15-mer oligopeptide on all 5 copies of plII.
The method was performed as described previously [57].
Briefly, 2 ug of purified GST-Iporin AN1430 fusion pro-
tein was immobilized on the surface of a 96 well plate and
incubated with ~1013 plaque forming units of the phage
displayed random peptide library. The bound phages
were washed, eluted, amplified and incubated again with
newly immobilized GST-Iporin AN1430 fusion protein
for a second and third round to purify the bound phages.
The isolated phages were tested with GST as negative and
GST-Iporin AN1430 fusion protein as positive controls by
the Detection Module Recombinant Phage Antibody Sys-
tem (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)
according to the manufacturer's instructions. The DNA
from positive clones was isolated and sequenced.
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