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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 |D-Proteine als Mitglieder der Familie der
Helix-Loop-Helix-Proteine

Zahlreiche Proteine, diein zellulére Proliferation, Differenzierung und Onkogenese involviert
sind, enthalten eine Helix-Loop-Helix (HLH)-Doméne. Diese wurde zuerst as eine
hochgradig konservierte homologe Region im muskelspezifischen Transkriptionsfaktor
MyaoD, im Onkoprotein c-Myc und im Produkt des proneuralen Gens , achaete-scute” der
Drosophila identifiziert.? Die hochkonservierte HLH-Region bildet zwei amphipathische a-
Helices, jede ca. 15-20 Aminosauren lang, getrennt durch einen kurzen Loop, variabel in
Lange und Sequenz. Die HLH-Region ist fur die Dimerisierung verantwortlich und erlaubt
die Bildung von homodimeren oder heterodimeren Komplexen zwischen den verschiedenen
Mitgliedern der Familie der HLH-Proteine. Die HLH-Doméne ist einer Region mit vielen
basischen Aminoséuren (DNA-Bindung-Erkennungssegquenz) benachbart, die die Bindung an
eine spezifische Hexanukleotid-Sequenz der DNA (E-Box: CANNTG) ermoglicht. Die E-Box
ist ein Motiv, das in Promotoren zahlreicher Gene, deren Transkription von HLH-Proteinen
reguliert wird, vorhanden ist.*® Nach der Dimerisierung binden die HLH-Proteine mit ihren
basi schen Erkennungssequenzen an eine spezifische E-Box.

Basierend auf ihren Strukturen, Interaktionsei genschaften und Expressionsmustern sind HLH-
Proteine in vier Gruppen (Klasse A-D) klassifiziert.! Die positiv wirkenden HLH-
Transkriptionsfaktoren der Klassen A-C, die basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Proteine,
verfigen Uber eine N-terminale und eine zentrale Transkriptions-Aktivierungsdoméne (AD1
und AD2), eine Helix-Loop-Helix-Domane, die fur die Protein-Protein-Interaktionen
verantwortlich sind, und tber eine C-terminal e basische DNA -Bindungsdomane.

Die ubiquitdr exprimierten bHLH-Proteine der Klasse A, bekannt as E-Protein-
Transkriptionsfaktoren (E2A, E2-2, E2-5, E12), sind in der Lage zu homodimerisieren und
mit anderen bHLH-Proteinen der Klasse A oder mit gewebespezifisch exprimierten bHLH-
Proteinen der Klasse B [MYOD (in Muskeln) und NEUROD (in Nerven)] zu
heterodimerisieren, um die Transkription eines Gens zu aktivieren (s. Abb.1). Die bHLH-
Proteine der Klasse B kénnen keine Homodimere bilden. Sie ben6tigen zur Bildung eines
aktiven Heterodimers die Anwesenheit der bHLH-Proteine der Klasse A.*® Zu den bHLH-
Proteinen der Klasse C, die angrenzend an ihrer HLH-Domane Leucinzipper-Domanen
enthalten’, gehéren Proteine des MY C-Netzwerks™**, USF, TFE3 und TFEB .+
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Die Leucinzipper-Domane ist wie die HLH-Doméne an der Dimerisierung beteiligt. Die zu
den HLH-Proteinen der Klasse D gehdrenden ID-Proteine (ID: Inhibitor der DNA-
Bindung/Differenzierung) sind Inhibitoren der bHLH-Transkriptionsfaktoren, die die
Entwicklung und Differenzierung vieler Gewebe regulieren.

In Wirbeltieren gibt es vier bekannte ID-Proteine (ID1-4) mit einem Molekulargewicht
zwischen 13-18 kDa. ID-Proteine verfiigen Uber vergleichbare Bindungsaffinitéten zu den
verschiedenen bHLH-Transkriptionsaktivatoren. Sie enthalten innerhab ihrer HLH-Doméanen
hohe, auf3erhalb ihrer HLH-Doméanen jedoch nur geringe Sequenzhomologien und zeigen
unterschiedliche, zum Tell Uberlappende Expressionsmuster. Im Gegensatz zu den bHLH-
Proteinen besitzen die negativ wirkenden 1D-Proteine keine basische DNA-Bindungsdomane.
Sie bilden mit den bHLH-Proteinen der Klassen A und B DNA-bindungsinkompetente
Heterodimere und verhindern damit die Bildung transkriptionsaktiver Homo- oder
Heterodimere von DbHLH-Proteinen und deren Bindung an ihre Promotor-
Erkennungssequenzen CANNTG (E-Box).'™ Deshalb werden ID-Proteine auch als dominant
negative Regulatoren bezeichnet. Von den vielen mit 1D-Proteinen interagierenden Proteinen
sind die Interaktionen mit den ubiquitér exprimierten bHLH-Proteinen der Klasse A am
besten charakterisiert. So wird beispielsweise der funktionelle Verlust von bHLH-Proteinen
der Klasse A partiell durch den Verlust von ID1 kompensiert.® ID-Proteine kénnen weder mit

bHLH-Proteinen der Klasse C noch mit sich selbst dimerisieren.t”°

A) B)
Qp?ﬁ';-, e $ %_ﬁ E-Protein
% &) bHLH =y 4

g 1 &7 07
bHLH S EProtein “Lp G,
= v $ o
BANA

Abb. 1.1 Transkriptionelle Repression durch ID-Proteine

A) Die ubiquitér exprimierten basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-E-Protein-Transkriptionsfaktoren aktivieren
die Transkription durch die Bindung am Promotor E-Box als E-Protein-E-Protein-Homodimere (in Abb. nicht
gezeigt) oder as Heterodimere zwischen E-Proteinen und gewebespezifischen bHLH-Proteinen. B) Die Helix-
Loop-Helix (HLH)-ID-Proteine (ID: Inhibitor der DNA-Bindung), die keine basische DNA-Bindungsdomane
besitzen, inhibieren die Aktivierung der Transkription. Die Bildung der ID-Protein-E-Protein-Heterodimere
verhindert, dass die E-Proteine einen DNA-bindenden transkriptionsaktiven Komplex bilden. Um den Ubergang
von A zu B zu verhindern, ist die Inhibition oder verminderte Expression der 1D-Proteine notwendig. (Die
Abbildung ist modifiziert nach Perk, J. et al.%)

Als regulatorische Proteine spielen die ID-Proteine in mehreren Entwicklungs- und
Zellvorgangen eine wichtige Rolle. Sie inhibieren neben den bHLH-Proteinen auch andere
Transkriptionsfaktoren, die nicht zu den bHLH-Proteinen gehdren. Die Daten der genetischen
Experimente zeigen, dass ID-Proteine mit ETS-Transkriptionsfaktoren (ETS1, ETS2)

6
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assoziieren und deren Transkriptionsaktivitaten entgegenwirken kénnen.* Die Interaktion der
ID-Proteine mit den ETS-Proteinen fuhrt durch Inhibition der ETS-induzierten Expression des
Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitors INK4a (pl6/CDKN2A) zu ener erhShten
Phosphorylierung  des  Retinoblastoma-Tumorsuppressorproteins (pRB) und  zur
Zelproliferation.”* Die direkte Interaktion von ID2 mit pRB und die Daten der genetischen
Analyse zeigen, dass pRB die Aktivitét von ID2 inhibiert. Infolge dieser Interaktion wird 1D2
von der Wechselwirkung mit seinen Zielproteinen zurlickgehaten. Der Verlust von pRB
erhoht die Aktivitéten von ID2 und fuhrt damit zu einer ungeeigneten Zwangsverwaltung der
E-Proteine. Dies weist daraufhin, dass pRB ein moglicher Regulator von ID2 ist. Aul3erdem
kann der funktionelle Verlust von pRB partiell durch den Verlust von ID2 kompensiert
werden.”? Es wurde gezeigt, dass die embryonale Letalitit der RB-Knockout-Mause, die auf
Grund der massiven Proliferation, defekten Differenzierung und Apoptose in neuronalen
Zellen und in hamatopoetischen Vorlauferzellen sterben, durch einen ID2/RB-Doppel-
Knockout verhindert werden kann. Die Embryonen der |D2/RB-Doppel-Knockout-M &use
leben mit minimalem bzw. ohne Defekt in der Neurogenese und Hamatopoese. Nach der
Geburt sterben die ID2/RB-Doppel-K nockout-Mause jedoch auf Grund des massiven Verlusts
an Muskelgewebe.?

1.2 | D-Proteine und Tumorigenese

Der Zusammenhang zwischen ID-Proteinen und Tumorigenese zeigt sich durch die
Interaktionen der ID-Proteine mit verschiedenen regulatorischen Proteinen des Zellzyklus und
durch die Onkoprotein-vermittelte Induktion der 1D-Genexpression. ID-Proteine spielen in
der Tumorigenese eine wichtige Rolle as Inhibitoren der Zeldifferenzierung und

Stimulatoren der Zellproliferation, der Tumor-Neoangiogenese und der Tumorinvasion.

121 Zusammenhang zwischen |D-Proteinen und Tumorigenese

Die Interaktionen der ID-Proteine mit den E-Proteinen, pRB und ETS-Proteinen, die
Induktion der ID-Genexpression durch die klassischen Onkoproteine wie BMP, MY C und
RAS und die Expressionskontrolle des Tumorsuppressors INK4a durch die ID- und ETS
Proteine sind detaillierte Indizien, die die Wichtigkeit der ID-Proteine in der Tumorbiologie

beweisen. Deshalb wird noch nach neuen biologischen Daten gesucht, die die
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Schltsselfunktionen der 1D-Proteine in der Tumorigenese eindeutig belegen. Onkogene sind
Geng, die in der Lage sind, Wachstum von Tumoren im tierischen Organismus auszul 6sen.
Die Tumorentwicklung beruht in erster Linie auf einer Entartung des Zellwachstums, d.h. auf
einer Veranderung von Genen, die fur die Synthese bestimmter Proteine mit
Schlusselfunktionen bei der Wachstumskontrolle verantwortlich sind. Die bisherigen
Ergebnisse deuten daraufhin, dass ID-Gene keine gewohnlichen Onkogene sind. Die
Sequenzierung des Gens ID1 von 13 Patientenfamilien mit Melanomen und die
Sequenzierung von ID3 in einer Reihe von 94 Ovarialkarzinomen zeigten keine Mutation
dieser Gene.®?* Nur in einem Fall wurde eine Uberexpression von 1D4 auf Grund der
t(6;14)(p22;032)-chromosomalen Translokation in B-Zell-Leuk&mie gefunden.”® Dennoch
bedarf es noch weiterer Studien zur eindeutigen Beantwortung der Frage, ob ID-Gene

Onkogene sind. In enigen Fadllen vermitteln klassische Onkoproteine jedoch die

Uberexpression von ID-Genen und beeinflussen so  wichtige  onkogene
Signal Ubertragungswege (s. Tab.1.1).
Tab. 1.1 Onkoprotein-vermittelte Induktion der | D-Proteine
Onkoprotein  Zielgen Gewebe/Zelle Sgna!weg- Wirkung Referenz
Vermittler
Maus embryonale 26
BMP4 ID1, 3 Stammzellen SMAD Selbsterneuerung 57
neuronale Inhibition der
BMP2 ID1, 3 x SMAD neuralen 29
Vorléuferzellen ; .
Differenzierung
. 30
BMP2 D1 Muslfel- und Knochen- SMAD Regulation Qer Muskel- und 31
Vorlauferzellen Knochen-Differenzierung 2
BMP7 ID2, 3 Epithelzellen SMAD Proliferation 33
TGFp/ALK1/ Migration und
TGFB ID1 Endothelzellen SMAD Proliferation 34
Regulation der
TGFB ID3 Lymphozyten TGFp-Rezeptor Lymphozyten 35
VEGF ID1, 3 Knochenmark unbekannt Angiogenese 36
MYC ID2 Neuroblastom Tumorigenese 22
RAS Kaskade, Reifung der 37
TCR D3 Thymozyten EGFR1 Thymozyten 38
FSH ID2 Sertoli-Zellen CAMP REIE ek sy 39
Spermatogenese
B-Katenin ID2 Kolonkarzinom _/?(l;g/ﬁ-Katml w Tumorigenese 40
Maus embryonale
IGF1R ID1 - 41
32D Murine IRS1/P13K Inhibition der
IGFIR D2 hdmatopoetische Zellen  Signalweg Differenzierung 42

In den meisten normalen adulten Geweben werden ID-Proteine nur in geringen Mengen

exprimiert. Deregulationen von ID-Genen sind in unterschiedlichen Tumoren durch erhohte
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Expresson der ID-mRNA und ID-Proteine bestétigt (z.B erhdhte ID-Expression in
Karzinomen von Prostata, Brust, Ovarien, Kolon, Rektum, Pankreas, Leber, Endometrium,
Gebarmutterhals, Schilddrise und in  Melanomen, im Ewings-Sarkom, Magen-

44

Adenokarzinom™* und Leukamien®). In einigen dieser Fale korrdliert die Hohe der

Uberexpression mit der Schwere der Krankheit und einer ungiinstigen klinischen Prognose.
Obwohl ID-Gene keine gewohnlichen Onkogene sind, wird ihre Hochregulation durch die
klassischen Onkoproteine RAS, MYC und das Chiméren-Ewings-Sarkom-Protein (EWYS)
vermittelt. Die Aktivierung des RAS-Signalwegs fuhrt zur Aktivierung der Expression von
EGR1, wodurch die Expression von ID1* und ID3* induziert wird (s. Abb. 1.2). Die
Inhibition der ETS-Proteine durch ID-Proteine fuhrt zur verminderten Expression von INK4a

und damit zur Phosphorylierung von pRB durch Cyclin D-CDK 4% (s. Abb. 1.2)

(R;;\ 4—— | Wachstumsfaktoren
o VEGF? |
l Onkogene Aktivierung |
g TGF@
ETS /
EGR1 | €
L
VI ~_
BMP4

B-Katenin
MYC
EWS-FLI1

E-Proteine
/ ETS I

Abb. 1.2 Einfluss der ID-Proteine auf die Zellzyklus-Regulation

Die Inhibitoren der DNA-Bindung ID1, ID2 und ID3 behindern E-Proteine, ETS-Proteine und wahrscheinlich
auch andere Proteine bei der Forderung des Zellzyklus. ID1 und ID3 férdern indirekt durch Herabsetzung der
Konzentration des Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitors INK4a die Inaktivierung des Retinoblastoma-
Tumorsuppressors (pRB), was zur Phosphorylierung von pRB fuhrt. Da ID2 mit pRB direkt interagiert, fuhrt
diese Inhibition von pRB zur weiteren Konfiskation von |D-Zielproteinen: Cyclin-abhéngige Kinase
(CDK),Wachstumsantwort 1 (EGR1), Transformierender Wachstumsfaktor B (TGF-R),
Knochenmorphogeneseprotein (BMP4), vaskuldrer Endothel-Wachstumsfaktor 1 (VEGFL), Fried-Leukdmie-
Virusintegration 1 (FLI1), akutes Myeloid-Leukémiel-ETO (AMLI1-ETO), T-Zell-akute-lymphatische
Leukémie 1 (TAL1). (Die Abbildung ist modifiziert nach Perk, J. et al.%)

Dieser Signalweg zeigt, dass ID-Gene wichtige Vermittler der RAS-induzierten
Transformation sind. Allerdings gibt es in Mausmodellen noch keinen direkten Test zum
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Beweis dieser Hypothese. Es wurde gezeigt, dass MY C-Onkoproteine die Transkription von
ID2 durch die direkte Bindung an zwei konservierte E-Boxen des |D2-Promotors/Enhancers
induzieren. Diese ID2-Induktion befahigt MY C, den pRB-vermittelten Zellzyklus-Stillstand
zu Giberwinden und in Kooperation mit RAS Maus-Fibroblasten zu transformieren.?? Dariber
hinaus wurden vor Kurzem ID1 und ID3 as Zie von MYC identifiziert. In Zellkulturen
beeinflusst die durch MY C vermittelte Induktion von ID1 wahrscheinlich den Ubergang der
Brusttumorzellen von der G1- zur S-Phase des Zellzyklus*’” Bel der Entwicklung der
Neuraleiste im Embryo von Xenopus laevis erwies sich ein Zusammenhang zwischen MY C
und 1D3.* In diesem System ist MY C fiir die Erhaltung der Neuralleiste-Vorl&uferzellen im
unreifen Zustand wichtig. Durch die Uberexpression von ID3 kann der durch C-MYC-
Verminderung induzierte Phanotyp des Embryos riickgangig gemacht werden. Wie bei 1D2
beobachtet, bindet MYC direkt an die E-Box des 1D3-Promotors/Enhancers. Chiméren-
Proteine von EWS und ETS (EWS-ETS), die durch chromosomale Translokation im Ewings-
Sarkom entstehen, induzieren ID2 durch die direkte Aktivierung des ID2-Promotors. Die
retrovirale Transduktion von EWS-ETS in Fibrosarkomzellen fihrt zur transkriptionellen
Aktivierung von 1D2.%*° Die Deregulation von ID-Genen fordert die Aktivitdten des
onkogenen Fusionsproteins AML1-ETO, das auf Grund der chromosomalen Translokation
t(8;21) gebildet wird und in 15% der Fale der akuten myeloischen Leukdmie (AML) zu
finden ist. Dieses Protein induziert hé&matopoetische Zedlproliferation, fordert die
Selbsterneuerung der humanen hématopoetischen Stammzellen und inhibiert die Ausreifung
der multiplen lymphoh&matopoetischen , Lineage”. Es wurde gezeigt, dass AML1-ETO mit
E-Proteinen interagiert und deren Aktivitéten inhibiert.>" Dies deutet darauf hin, dass die
Uberexpression von ID-Proteinen die Aktivitdten von AML1-ETO fordert und damit bei der
Tumorigenese mitwirkt. Anhand der Mikroarray-Analyse wurde gezeigt, dass AML1-ETO
ID1 direkt induziert.”® Dieses zeigt den Beitrag von AML1-ETO zur Erhéhung eigener
onkogenischer Aktivitdt. Die genetischen Verénderungen (Deletion oder Translokation) des
Gens T-Zdl-akute-lymphatische Leukamie 1 (TALl) sind mit der T-Zell-akuten-
lymphoblastischen Leukémie (T-ALL) assoziiert und filhren zur Inhibition von E2A.>*
Daher kann die Uberexpression von ID-Proteinen die Interaktion zwischen TAL1 und E2A

hemmen und damit bei der Leukamieentstehung mitwirken.
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1.2.2 Phanotypische Veranderungen der Zelle durch ID-Proteine

ID-Proteine  wirken durch Inhibition der Zedldifferenzierung, Stimulierung der
Zélproliferation und Beglnstigung der Tumor-Neoangiogenese und der Tumorinvasion an
der Tumorigenese mit. Die durch die Uberexpression der ID-Proteine vermittelten
Phanotypen der neoplastischen Zellen zeigen sich in gestérter Differenzierung, erhohter
Proliferation und Tumorinvasion. Ektopische Expression von ID-Proteinen in vitro fuhrt zur
Inhibition der Differenzierung von mehreren Zelltypen wie Muskelzellen®®, myeloischen
Zellen® und murinen Erythroleukamiezellen®®. Die Uberexpression von ID-Proteinen kann
die Differenzierung von Zellen auch in vivo inhibieren. Die Expression von ID1 mittels
retrovirdlen Gentransfers in embryonales Mausgehirn beeintrchtigt die neuronale
Differenzierung wesentlich.®® Die Uberexpression von ID2 in Kiken dirigiert die
ektodermalen Vorlauferzellen in neuronale statt in epidermale Differenzierungsrichtung.®
Transgene Méause, die ID1 in lymphatischen Vorlauferzellen Uberexprimieren, zeigen eine
Hemmung der Pro-B-Zellentwicklung.®* Eine konstitutive Expression von D3 in bipotenten
T/NK-(natlrlichen Killer)-Vorlauferzellen leitet die Differenzierung nur in Richtung NK.
Daher ist anzunehmen, dass die Differenzierung der Zellen entscheidend durch die
Uberexpression der |D-Proteine beeinflusst wird.

Fur die Steuerung der Zellzyklus-Progression sind ID-Proteine von sehr grof3er Bedeutung.
Die Verminderung der durch den Mitogen-Signalweg induzierten ID1- und ID2-mRNA unter
Verwendung der ID1- und ID2-spezifischen Antisense-Oligonukleotide in Fibroblasten fuhrt
zum Arrest der G1-S-Phase des Zellzyklus.®*® Uberexpression von ID-Proteinen in humanen
Keratinozyten und Endothelzellen verzogert die replikative Seneszenz. Eine Uberexpression
von ID-Proteinen reicht jedoch nicht zur Immortalisierung der Zelle aus. Dazu ist eine
kombinierte Expression von antiapoptotischen Genen notwendig.**®” Durch Mitogen-
aktivierte RAS-Signal ibertragungswege inhibiert ID1 nicht nur die Expression von INK4a,
sondern auch die E2A-abhéngige Expression vom Cyclin-A und -E abhéngigen Kinase 2
(CDK2)-Inhibitor p21, was zur pRB-Phosphorylierung und -Inaktivierung fiihrt.?#% Vor
Kurzem wurde eine erhthte Expression von ID1 und ID3 in Zellen, die latentes
Membranprotein 1 (LMP1) vom Epstein-Barr-Virus exprimieren, bestétigt.”>"* Diese erhohte
Expression von ID1 ist mit der Herunterregulation vom CDK2-Inhibitor p27 und INK4a
assoziiert und korreliert mit der erhéhten Phosphorylierung von pRB.

Der Zusammenhang zwischen ID-Proteinen und Tumorinvasion in humanen Epithelzellen ist
gut beschrieben.””™ Die Uberexpression von ID1 in Kulturen der humanen Epithelzellen
SCp2 macht die Zellen partiell gegen Differenzierungssignal e widerstandsfahig und induziert
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rasche Proliferation. Die Reduktion der 1D1-Uberexpression mittels Antisense-RNA
verlangsamt die Proliferation, fordert die Differenzierung’® und inhibiert die Invasion und
Metastasierung.” SCp2-Zellen, die ID1 tiberexprimieren, sind durch Sekretion von Gelatinase
in der Lage, Basallamine anzugreifen.”* Es ist davon auszugehen, dass die Uberexpression
von ID1 in humanem Brustkrebs zur Metastasierung beitrégt, da bei Mausen die Injektion mit
ID1 tiberexprimierenden Brustkrebs-Zelllinien zu Metastasen fiihrt.”

Dariiber  hinaus induziet die Uberexpression von ID1 eine abnormale
Zentrosomenduplikation, die durch genomische Instabilité malignes Wachstum férdern kann.
Ektopische Expression von ID1 in Primérzellen und Tumor-Zelllinien resultiert in der
Akkumulation von Zelen mit abnormalen Zentrosomenzahlen.® ID1 induziert
Zentrosomenabnormalitédten durch Interferenz mit einer Untereinheit des 26S-Proteasoms
S5A (Rpn10) [Hasskarl J. et al., unverdffentlichte Daten].

Das Zentrosom ist ein Mikrotubuli-organisierendes Zentrum, das in den meisten tierischen
Zellen ein Zentriolenpaar enthélt. Es liegt normalerweise in der N&he des Zellkerns und dient
der Verankerung der Minus-Enden der Mikrotubuli; die Plus-Enden sind in der Regel zur
Zellmembran hin orientiert. Das Zentrosom teilt sich wahrend der S-Phase des Zellzyklus.
Die beiden Tochter-Zentrosomen wandern in der Prophase der Mitose as Spindelpole zu den
gegeniiberliegenden Polen der sich teilenden Zelle. Sie organisieren die Teilungsspindel und
sorgen damit fUr eine geordnete Trennung der Chromosomen. Abnormale Zentrosomen
koénnen schon in frihen Stadien der Tumorigenese nachgewiesen werden und zur Generierung
atypischer Mitosen fuhren, was in einer ungleichen Verteilung des Erbmaterials resultieren
kann. Diese Aneuploidie ist Ausdruck der genomischen Instabilitdt und Kennzeichen von

malignen Tumorerkrankungen.3>*%

1.2.3 Effekte der transgenen Expression von ID-Proteinen in Mausen

Zum direkten Nachweis der ID-Beteiligung in der Tumorigenese wurden in Mausmodellen
transgene Uberexpressionen von |D-Proteinen durchgefiihrt. Drei von siebzehn Mé&usen, bei
denen ID1 in Epithelzellen des Dinndarms dberexprimiert wurde, entwickelten
Darmadenome.”” Dadies aber das einzige Beispiel ist, in dem die direkte Assoziation von I1D-
Proteinen mit der epithelidlen Karzinogenese beschrieben ist, sind Versuche an weiteren
Modellen von grofRRer Wichtigkeit. In anderen transgenen Modellen fihrte die gezielte
Uberexpression von ID-Proteinen in Lymphozyten zur Deregulation der Ausreifung und zur
Entwicklung von Lymphomen.” Die transgene Uberexpression von D1 bzw. ID2 fiihrt zur

12



EINLEITUNG

gestorten Entwicklung der B-Zellen® In T-Zell-Defekt-Mausen fihrte die transgene

Uberexpression von ID1 zur massiven Apoptose von Thymozyten.’

124 Gezielte Inaktivierung der ID-Genein Mausen

Die genetischen Anaysen der 1D-Knockout-Méause weisen darauf hin, dass die gezielte
gleichzeitige Inaktivierung von ID1 und ID3 fir die Initiierung und Progression von einigen

Tumoren entbehrlich ist.8%8

ID1/ID3-defekte Méause, denen ein bis drei Kopien der vier
Allele von 1D1 und 1D3 fehlten, wurden mit drei tumoranfalligen Stammen gekreuzt: Pten™ -
Mause, die multiple Tumoren entwickelten®, transgene Mause, die auf Grund der
konstitutiven Expression von aktiviertem ERBB2 (Tyrosin-Kinase-Rezeptor) Brusttumore
entwickelten®® und transgene Mause, die auf Grund der Uberexpression von SV40TAG in
Prostata-Epithelzellen Prostatatumore entwickelten.®? In diesen Modellen hatte der partielle
Verlust von ID1 und ID3 keinen starken Effekt auf die Tumor-Initiierung. Dieser Verlust der
ID1/ID3-Gene hatte jedoch eine negative Wirkung auf die Tumorvaskularisation, was zu
einem deutlichen Fortschritt in der Tumorbiologie fuhrt. Es besteht die Hoffnung, hier einen
Ansatzpunkt fur die Krebstherapie zu finden.

Die Ursachenstudien der embryonaen Letditd der ID1/ID3-Doppel-Knockout-Mause
zeigten, dass alle Embryonen unter Hamorrhagie im Vorderhirn litten.2® AuRerhalb dieser
Region waren die Vaskularisation und Angiogenese normal. Dies war der erste Hinwel's, dass
ID-Proteine in die Angiogenese involviert sind. Auf Grund der Kompensation durch ID2 in
den BlutgeféaRen aulRerhalb des Gehirns trat dieser Effekt bei 1D1/1D3-Doppel-Knockout-
Mausen nur im Gehirn auf, da ID1/ID2/ID3-Dreifach-Knockout-M&use unter weit
ausgedehnter Hamorrhagie im gesamten Embryo litten.®

Im Laufe der Immunitétstests mit drel verschiedenen Tumor-Xenotransplantaten in ID1/ID3-
Knockout-Méausen zeigten die Tumore einen starken Verlust der vaskularen Integritét, wobei
der Effekt dieses Anti-Angiogenesestresses von der Tumorart und dem Tumorgrad abhing.

Bel der Angiogenese ist der vaskuldre Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) ein wichtiger
Kontrollpunkt der ID-Regulation, da VEGF im Blutkreislauf zur starken Hochregulation von
ID1 und ID3 im Knochenmark (vermutlich in zirkulierenden endothelialen Vorl&uferzellen)
fahrt (s. Abb. 1.3). Die durch die Stimulation des vaskularen Endothel-Wachstumsfaktor
(VEGF)-Rezeptors vermittelte Aktivierung des Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK)-
Signalwegs kann sich, wie in anderen Zelltypen gezeigt®®®, auf die Endothel-
Wachstumsantwort 1-Site der Promotoren von ID1 und ID3 auswirken. 1D1/ID3-Doppel-
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Knockout in Méusen fuhrt zur Inhibition der Mobilitdt von Endothel-Vorlauferzellen (EPC)
des Knochenmarks und Inhibition der Etablierung eines funktionsfahigen vaskuldren
Netzwerks. Dieser Defekt konnte durch Transplantation von [ID-Wildtyp-Kochenmark
behoben werden.®* Die Mikroarray-Expressionsanalyse von Endothelzellen der 1D1-
Knockout-Mause zeigte eine verminderte Expresson von funf am Integrin-
SignalUbertragungsweg  beteiligten Proteinen: a6- und PB4-Integrin, Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF)-Rezeptor 1, Matrix-Metalloprotease 2 (MMP2) und Laminin 5 (s.
Abb. 1.3). In einigen Zdlltypen flhrt die Bindung von Fibroblasten-Wachstumsfaktorresponse
1 (FGFR1) an Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2) zur erhthten Expression von Matrix-
Metalloprotease 2. MMP2 spaltet Laminin 5 in promigratorische proteolytische Fragmente,
die an a6p4-Integrin binden.® Es wird vermutet, dass die verminderte Expression der fiinf
Komponenten durch den Verlust der ID-Proteine die normale Migration der Endothelzellen
inhibiert. Die genetischen Analysen zeigten, dass hypomorphische Mutationen in p4-Integrin
die Angiogenese inhibieren.®® Im Knochenmark werden ID-Proteine fiir die Migration und
Proliferation der Endothel-Vorlauferzellen (EPC) benttigt. Als zirkulierende Endothel-
Vorlauferzellen (CEP) dringen die EPC in Blutgefél3e ein und migrieren zu Tumorzellen (s.
Abb. 1.3). Der Chemokin-Stromazell-derivierte Faktor 1 (SDF1) wird als Antwort auf
Ischamie durch Endothel zellen hochreguliert, was zur Mobilisierung von EPC fiihrt.*

Lief3e sich die Regulation des SDF1-Rezeptors CXCR4 durch ID1 in T-Zellen auch fur EPC
im Knochenmark anwenden, konnte die VEGF-vermittelte Induktion des Gens ID1 die EPC
zum Empfang eines SDF1-Signals von der Peripherie kompetent machen. Eine grindliche
Expressionsanalyse von CXCR4 in EPC ware der nachste wichtige Schritt zur Bestétigung

dieser interessanten Mdglichkeit.
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Abb. 1.3 Die Rolle der ID-Proteine in peripheren und in von Knochenmark abgel eiteten Endothelzellen

An der Peripherie werden |D-Proteine zur Aufrechterhaltung der Expression von Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(FGF)-Rezeptor 1, Matrix-Metalloprotease 2 (MMP2), Laminin 5 und a6p4-Integrin, die ein promigratorisches
Netzwerk bilden, bendtigt. Dieses Netzwerk héngt von der Bindung der a6p4-Integrine an das MMP2-
Spaltprodukt von Laminin 5 ab. Im Knochenmark werden 1D-Proteine zur Mobilisierung und Proliferation der
Endothel-Vorlauferzellen (EPC) bendtigt. Als zirkulierende Endothel-Vorlauferzellen (CEP) dringen EPC in
Blutgeféfle ein und migrieren zu Tumorzellen. ID1 und ID3 sind im Knochenmark als Antwort auf VEGF
hochreguliert, was wahrscheinlich zur Hochregulation von CXCR4 fihrt. Diese Zellen kénnen dann am
Chemokin-Stromazell-derivierten Faktor 1 (SDF1) des Tumors bzw. der Tumor-assoziierten Stromazellen
binden, wodurch deren Mobilisierung erleichtert wird.” (Die Abbildung ist modifiziert nach Perk, J. et al.®)

Aul3er bei ID2 fuhrt der Knockout der einzelnen ID-Gene nur zu geméal3igten phanotypischen
Veranderungen (s. Tab. 1.2).

Tab. 1.2 ID-Knockout-M&use

Genotyp Phénotyp Referenzen

ID1” normales Wachstum; Rettung von E2A™-Mé&usen; Defekt in Migration der T-Zellen 6,91
25% perinatale Mortalitat; Mangel an Lymphknoten und Peyerschen Plaques; 22 92 93

D2 weniger natiirliche Killerzellen, Langerhans-Zellen und Milz-dendritische Zellen; 9 4’ 95’ 96’
Hydronephrose; Darmgeschwulst; Rettung der Neurogenese und Hamatopoese in T 97’
Rb”"Mausen; Defekt in Brustzellproliferation

D3 normales Wachstum; Defekt in humoraler Immunitét; Defekt in Proliferation der 98. 99
B-Zellen; Defekt in Ausreifung der Thymozyten ’

ID4" Defekt in neuraer Proliferation; verfriihte Differenzierung 100, 101

D17/ 1D3 embryonale Letalitét (13,5 Tage); vaskuldre Missbildung und Gehirnblutung; 83
verfriihte neural e Differenzierung; Entwicklungsabnormalitét des Herzens,

ID1"/1D2" /1D3"  zusitzlicher Verlust von ID-Allelen verursacht einen fritheren Phanotyp 84
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1.3 |D-Proteine als attraktives Ziel fur die Krebstherapie

Der Effekt der ID-Proteine auf die Vaskularisation von Tumoren hangt vom Tumortyp,
Entwicklungsgrad des Tumors und von den Tumorzellen selbst ab. Eine kontrollierte
Inaktivierung von ID-Proteinen in Tumoren und Tumorstroma verschiedener Zelltypen
konnte zu grofden Fortschritten in der Tumorbiologie und Krebstherapie fihren.
Bekanntermal3en sind Protein-Protein-Interaktionen, bei denen nukledre Proteine beteiligt
sind, schwer zu inhibieren; bisher ist noch keine komplette Inhibition der Protein-Protein-
Interaktion in vivo gelungen. Dennoch zeigen die genetischen Anaysen von ID-Knockout-
Mausen, dass ein partieller Verlust der ID-Funktionen fir eine therapeutische Wirkung
ausreichen konnte. In den letzten Jahren wurden ermutigende Fortschritte zur Inhibition der
Protein-Protein-Interaktionen mittels kleiner Molekille wie Peptid-Aptamere gemacht.'® So
wurde zum Beispiel mittels Peptid-Aptamere die Interaktion zwischen dem Onkoprotein
MY C und dem MY C-assoziierten Faktor X (MAX) effektiv inhibiert'® und durch Inhibition
der Interaktion zwischen dem Onkoprotein -Katenin und dem cyclischen AMP-Response-
Element-Bindungsprotein (CREB) die p-Katenin/TCF-vermittelte Transkription effektiv
antagonisiert.%
Zellzyklusregulator Cdk2 oder dem Zdlzyklusregulator E2F fuhrt zum Anhalten des

Die gpezifische Interaktion von Peptid-Aptameren mit dem

Zellzyklus in der G1-Phase.'®'® Die spezifische Inhibition der Signaltransduktionsproteine
wie RAS, Trio und EGFR durch Peptid-Aptamere resultiert in der Unterbrechung der

Signaltransduktionen. %1%

Peptid-Aptamere, die virde Proteine wie humane Papilloviren
(HPV) und Hepatitis-B-Viren (HBV) inhibieren, bewirken die apoptotische Eliminierung von
HPV 16-positiven Tumorzellen bzw. die Inhibition der virden Kapsidbildung und HBV-

Replikation. 02

131 Inhibition der 1D-Proteine mittels Peptid-Aptamere

Peptid-Aptamere sind Peptid-Agenzien, die auf Grund ihrer spezifischen Bindung an ein
bestimmtes Zielprotein unter intrazelluléren Bedingungen selektiert werden. Peptid-Aptamere
bestehen aus kurzen Peptid-Domanen, die von einem Gerlstprotein prasentiert werden.
Dementsprechend haben Peptid-Aptamere prinzipiell eine Ahnlichkeit mit Antikorpern, die
aus kurzen, Antigen-bindenden Doménen bestehen und von einem starren Gerlstprotein
prasentiert werden. In verschiedenen molekularbiologischen Experimenten wurde gezeigt,

dass Peptid-Aptamere an ihre Ziel-Proteine in vitro und in vivo mit hoher Affinité und
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Spezifitat binden'®™? und die intrazellul&ren Funktionen ihrer Zielproteine blockieren
koénnen. Weder die Struktur noch die natirlichen Interaktionspartner des Ziel proteins miissen
bekannt sein, um inhibitorische Peptid-Aptamere zu generieren. Wahrend des Screenings
werden Peptid-Aptamere zusammen mit ihren kodierenden Sequenzen isoliert; dadurch sind
diese Bindungsmolekile unmittelbar in unbegrenzter Menge verfugbar. Auf Grund dieser
Eigenschaften verfligen Peptid-Aptamere Uber ein signifikantes Potenzia in Hinsicht auf
verschiedene Aspekte der Molekularmedizin: von der funktionalen Analyse eines bestimmten

Zielproteins bis zur Entwicklung eines spezifischen therapeutischen Agens.

1.31.1 Screening von | D-spezifischen Peptid-Aptameren mittels des Y east-
Two-Hybrid-Systems

Peptid-Aptamere werden in der Regel aus kombinatorischen Expressionsbibliotheken mittels
der Screeningsysteme, die auf Yeast-Two-Hybrid-Methoden basieren, isoliert.”**'® Das
Peptid-A ptamer-Screeningsystem besteht im Grunde aus drei Komponenten (s. Abb. 1.4):

0 Ein Vektor, der das Zielprotein (Bait), fusioniert mit einer DNA-Bindungsdomane
(BD) eines Transkriptionsfaktors [z. B. die DNA-Bindungsdomédne des Hefe-
Transkriptionsfaktors GAL4 (GAL4BD)], exprimiert;

0 ein Vektor, der die Expressionsbibliothek der verschiedenen Peptid-Aptamere (Prey),
fusioniert mit einer Transkription-Aktivierungsdomane  (AD) eines
Transkriptionsfaktors [z. B. die Transkriptions-Aktivierungsdoméne des Hefe-
Transkriptionsfaktors GAL4 (GAL4AD)], exprimiert;

0 en oder mehrere Reportergene, die unter der Transkriptionskontrolle der

Erkennungssequenzen (BS) der DNA-Bindungsdoméne (BD) des Baits stehen.
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Abb. 1.4 Das Peptid-Aptamer-Screeningsystem

Das System besteht aus drei Komponenten: (1) Ein Expressionsvektor fir das Zielprotein X, das mit der DNA-
Bindungsdomane (GAL4BD) des GAL4-Transkriptionsvektors fusioniert ist. (2) Ein Expressionsvektor fir
randomisierte Peptide (z. B. 20-mer), die in konstringierter Konformation von einem GerUstprotein (z. B. TrxA)
prasentiert werden. Das GerUstprotein ist mit der Transkriptions-Aktivierungsdoméne (z. B. GAL4AD) mit
einem nukleéren Lokalisationssignal (NLS) und einer Tag-Sequenz (z. B. HA-Tag) gekoppelt. (3) Ein genetisch
modifiziertes Hefe-System, das ein oder mehrere Selektionsmarker (ADE2, HIS3, URA3 oder lacZ) besitzt, die
unter der Transkriptionskontrolle der DNA-Bindungsstellen von BD (z. B. GAL4BD) stehen. Nur wenn ein
Peptid-Aptamer an das Zielprotein bindet, wird ein Transkriptionsfaktor gebildet, in dem die BD und die AD in
unmittelbare Nahe gebracht werden. Dies fuhrt zur Aktivierung der Reportergene.

Wenn Bait und Prey interagieren, werden die GAL4BD und GAL4AD in unmittelbare Nahe
zueinander gebracht. Dadurch wird ein synthetischer Transkriptionsfaktor gebildet, der die
Transkription der Reportergene aktiviert (s. Abb. 1.4). Bei der Hefe sind diese Reportergene
in der Regel autotrophe Marker wie ADE2, HIS3 oder URA3, die durch das Wachstum der
Hefe-Transformanten auf Medien ohne die entsprechenden Nahrstoffe selektiert werden
konnen. Zusdtzlich werden im Yeast-Two-Hybrid-System Reportergene wie lacZ als
enzymatische Marker, deren Aktivitét quantifiziert werden kann, verwendet.
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Wahrend des Y east-Two-Hybrid-Screenings kénnen falsch positive Klone isoliert werden,
d.h. Hefeklone, in denen das Reportergen ohne Interaktion zwischen Bait und Prey aktiviert
wird. Diesem konnen verschiedene Ursachen zu Grunde liegen. Ein Peptid-Aptamer kann
ohne Interaktion mit dem Bait beispielsweise zur Transkriptionsaktivierung des Promotors
vom Reportergen fuhren, indem es z.B. die Hefe-Transkriptionsfaktoren moduliert. Ebenso
kann ein Peptid-Aptamer, das das Produkt des Reportergens stabilisiert, eigene Aktivitéten
Uber die phanotypische Schwelle erhéhen. Um solche falsch positiven Klone zu vermeiden,
besitzen die Hefestdmme, die fir das Aptamer-Screening verwendet werden, in der Regel
mehrere Reportergene, die unter der Kontrolle verschiedener Promotorseguenzen stehen.

Die cDNA-Bank der Peptid-Aptamere wird durch die Einfihrung von doppelstrangigen
synthetischen Oligonukleotiden mit randomisierten Sequenzen in das fUr das Gertstprotein
kodierende Gen konstruiert. Auf Grund seiner relativ kleinen Grofde (12 kDa), Stabilitét,
Loslichkeit und bekannten dreidimensionalen Struktur wird das Protein Thioredoxin A
(TrxA) von E. coli in der Regel as Gerlistprotein fiir Peptid-Aptamere verwendet.'™ % Im
Ideafall muss das Gerlstprotein selbst funktionell inert sein. Im Fal von TrxA sind die
Peptid-Aptamere in das biologisch aktive Zentrum von TrxA eingefihrt, wodurch seine
katalytische Aktivitét zerstort wird. Alternativ zu TrxA werden das griine Fluoreszenzprotein
(GFP)'*° und das katalytisch inaktivierte Derivat der Staphylokokken-Nuklease (SNase)™® als
Gerustprotein verwendet.

Ein randomisiertes 60-Basenpaare-Oligonukleotid, das in die einzige Rstll-Schnittstelle des
Gens TrxA von E. coli eingefhrt ist, wird - vorausgesetzt, dass keine Stopp-Codons innerhalb
dieser Sequenzen existieren - als randomisiertes Peptid (20-mer) exprimiert und auf der
Oberflache des TrxA-Proteins prasentiert.’®
wiederholenden Drillingen mit der Sequenz NNK bestehen. N steht fir A, T, C oder G und K
fur G oder T. Diese Codons kodieren fur alle 20 Aminosauren, resultieren aber in nur einem

Stopp-Codon. Die in der Mehrzahl der Studien benutzten Peptid-Aptamer-Doménen bestehen

Gut geeignet sind Oligonukleotide, die aus sich

jeweils aus 16-20 Aminosauren, da die variablen Domanen einerseits lang genug sein missen,
um verschiedene Konformationen annehmen zu kénnen, andererseits kurz genug sein missen,

um mehrere Stopp-Codons zu verhindern.'®

Peptide, die mit ihren beiden Enden an einem
Gertistprotein verankert sind, zeigen haufig konstringierte Konformationen.**’ Im Vergleich
zu linearen und flexiblen Peptid-Aptameren, die nicht an einem GerUstprotein verankert sind,
haben die konstringierten Peptid-Aptamere folgenden Vortell:

Sie besitzen hohere Bindungsaffinitéten zu ihren Ziel proteinen, da die Peptid-Aptamere durch

das Gertstprotein nach auf3en présentiert werden. Es ist davon auszugehen, dass dieser
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Anderung der Bindungsaffinitat die reduzierte Konformationsentropie des konstringierten
Peptides im ungebundenen Zustand zu Grunde liegt. Tatsachlich geht die Affinitét der Peptid-
Aptamere zu ihren Zielproteinen um das 10- bis 1000fache verloren, wenn die Peptid-
Aptamere von ihrem Stitzprotein (TrxA) entfernt und als lineare Peptid-Aptamere getestet
werden.® 8 Zudem zeigen Peptide mit gefalteten Strukturen haufig eine hohere
proteolytische Stabilitét als lineare Peptide.™'® Dies ist eine wichtige Voraussetzung, um die
Peptid-Aptamere in vivo zur Inhibition der intrazellularen Funktionen des Zielproteins zu
verwenden. Die reduzierte Konformationsflexibilitdt der konstringierten Peptid-Aptamere ist
zur Aufklarung ihrer biologisch aktiven Strukturen hilfreich.**’ Die biologisch aktive

Konformation kann as Grundstruktur zur Entwicklung von therapeutischen Agenzien dienen.

1.3.1.2 Charakterisierung von Peptid-Aptameren mittels des Mammalian-
Two-Hybrid-Systems

Alle Interaktionen, die im Y east-Two-Hybrid-System detektiert werden konnen, lassen sich
nicht unbedingt auf humane Zellen Ubertragen. Problematisch beim Y east-Two-Hybrid-
System ist, dass die Interaktion der zu untersuchenden Proteine im Zellkern der Hefe
stattfinden muss, da die Transkription nur dort ablaufen kann. Es ist moglich, dass sich
Proteine in diesem Milieu anders falten als in dem Bereich der Zelle, in dem sie Ublicherweise
auftreten. Auch die Modifikationen der Hefe unterscheiden sich teilweise von denen anderer
eukaryotischer Organismen. Diese veranderte Faltung beeinflusst Struktur und
Oberflachene genschaften der Proteine.

Zur Verifizierung der Interaktion zwischen dem Zielprotein und dem Peptid-Aptamer in
humanen Zellen kann das Mammalian-Two-Hybrid-System verwendet werden. Hier kdnnen
Mammalian-Expressionsvektoren fir Bait und Prey, die entsprechend mit einer DNA-
Bindungsdoméane (BD) und mit einer Transkriptions-Aktivierungsdomane (AD) fusioniert
sind, zur Transkriptionsaktivierung des kotransfizierten Reportergen-Plasmids fuhren. Das
Reportergen-Plasmid enthélt z.B. das Photinus pyralis (Firefly)-Luciferasegen, das unter der
Transkriptionskontrolle einer BD-Erkennungsdomane steht (s. Abb. 1.5).

Im CheckMate™-Mammalian-Two-Hybrid-System enthdlt der pBIND-Vektor die GAL4-
DNA-Bindungsdomane (BD) der Hefe, mit der das Zielgen as Fusionsprotein exprimiert
wird, und der pACT-Vektor enthdlt die VP16-Transkriptions-Aktivierungsdoméne (AD) des
Herpes-Simplex-Virus, mit der das Peptid-Aptamer as Fusionsprotein exprimiert wird. Der
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pPG5luc-Vektor enthalt vor dem Firefly-Luciferasegen (luc’) funf GAL4-Bindungsstellen (BS)
und eine TATA-Box. Nur wenn ein Peptid-Aptamer an das Zielprotein bindet, wird ein
Transkriptionsfaktor gebildet, in dem die BD und die AD in unmittelbare Néhe gebracht
werden. Dies fuhrt zur Aktivierung der Reportergene (s. Abb. 1.5).

Saugetierzelle

~

neo
AL % @
/ Rekonstitution eines

« aktiven Transkriptionsfaktor‘s/ @_
J \

@—

GALABD
/ Zytoplasma
IS oo |
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Expression
pG51uc ~ T L=} T T 5 5 +
Voktor —] GALA [GALA [ GALA | GALA] GALA ——TATA Firefly Luciferase
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pGbluc —J GAL4 TGALA | GALA| GAIA! GALA ——TATA Firefly Luciferase +
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@ﬁz :
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Abb. 1.5 Schematische Darstellung des Mammalian-Two-Hybrid-Systems

Die Interaktion zwischen dem Zielprotein und dem Peptid-Aptamer, die as Fusionsproteine GAL4-X bzw.
VP16-Y exprimiert werden, erhoht die Expression der Luciferase tUber die negativen Kontrollen. In negativen
Kontrollen wird die Hintergrundexpression der Luciferase bei Vorhandensein von GAL4 (von pBIND) und
VP16 (von pACT) gemessen. Das Reportergen-Plasmid enthdlt vor dem Firefly-Luciferasegen funf GALA4-
Bindungsstellen (BS) und eine TATA-Box.

Ein grol3er Vortell der Peptid-Aptamer-Technologie ist, dass das Screeningverfahren im
Inneren eines eukaryotischen Organismus stattfindet. Daher ist diese Methode fir die
Selektion von Molekilen, die stabil sind und unter intrazelluléren Bedingungen an ihre
Zielproteine binden kénnen, sehr gut geeignet. Dies ist ein wichtiger Gesichtspunkt, da viele
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Peptid-Molekile, die durch Bindungsuntersuchungen in vitro selektiert werden (z.B. Phagen-
Display), nicht an ihre Zielproteine in vivo binden. Griinde dafir sind z.B. ein veréndertes
Faltungsmuster oder eine Instabilitdt der Peptid-Molekile unter intrazellularen
Bedingungen.’** Ein weiterer Vorteil der Peptid-Aptamer-Technologie gegeniiber der RNA-
Interferenz oder Knockout-Technik liegt darin, dass einzelne Proteindoménen spezifisch

inhibiert werden kdnnen.

1.3.2 SIRNA als spezifischer Inhibitor der |D-Genexpression

Um die Expression bestimmter Gene gezielt auszuschalten und neue Therapiekonzepte zu
entwickeln, wird zunehmend die SIRNA-Technologie verwendet. RNA-vermittelte Interferenz
(RNAI) ist ein Mechanismus, der bei den meisten Eukaryoten zum Schutz der Zelle gegen
eindringende virale Genome oder zur Beseitigung von anomalen Transkriptionsprodukten der
Zelle verwendet wird.****% Obwohl der Mechanismus zur RNAi-vermittelten Unterdriickung
der Genexpression noch nicht vollstandig aufgeklart ist, hat sich diese Methode a's wichtiges
Mittel fir die Analyse der Genfunktionen und Zielvalidierung durchgesetzt. Erst im Jahr 2001
wurde gezeigt, dass kurze RNA-Duplexe (21-23 Basenpaare), die in Kulturen von
Saugetierzellen eingeftihrt wurden, sequenzspezifische Inhibitionen der Ziel-mRNA
verursachten, ohne Interferonantwort zu induzieren.?* Diese kurze doppelstrangige RNA
(dsRNA) wurde as ,,small interfering RNA“ (SsSRNA) bezeichnet. SSRNA, die komplementar
zur funktionellen Ziel-mRNA ist und deren Funktion durch Basenpaarung blockiert, wirkt in
niedriger Konzentration katalytisch und kann bis zu 95% der Ziel-mRNA spalten.*** Es wurde
gezeigt, dass der durch siRNA vermittelte Effekt relativ stabil ist und die Unterdriickung der
Genexpression (ber mehrere Zellgenerationen beobachtet werden kann.'** Diese
Eigenschaften machen die SsSRNA zur Inhibition der Zielgen-Expression deutlich effektiver
as die Antisense-Technologie.

RNA-Interferenz wurde zuerst in niederen Eukaryoten as zellulére Antwort auf die
Einfilhrung von langer dsRNA charakterisiert.”®*! |n Abb. 1.6 ist dies as ,Natural
Pathway“ gekennzeichnet. Das Enzym Dicer erkennt die lange dsRNA und verarbeitet sie zu
21-23 Nukleotid-Duplexen. In Sdugetierzellen aktiviert die Einfihrung langer dsRNA eine
Interferonantwort, die zur Stilllegung der Proteintrandation der Zellen fihrt. Diese
Interferonantwort kann umgangen werden, wenn sSsIRNA oder ,, short hairpin RNA“ (shRNA)
in die Saugetierzellen eingefuhrt wird. Es wird vermutet, dass das Enzym Dicer die Schleife
von der shRNA entfernt und sSiRNA erzeugt. Synthetische SSRNA bendtigt jedoch keine
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weitere Verarbeitung. Die SSRNA assoziiert mit verschiedenen Proteinen, um den RNA-
induzierten Silencing-Komplex (RISC) zu bilden. Die doppelstrangige SRNA wird durch
RISC unter ATP-Verbrauch entwunden; dadurch steuert der Antisense-Strang den aktivierten
RISC-siRNA-Komplex zur Ziel-mRNA zur Hybridisierung und endglltigen Degradierung
der mRNA (s. Abb. 1.6).

Natural Pathway
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Abb. 1.6 Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAI)

Das Enzym Dicer erkennt lange doppelstrangige (ds) RNA und bearbeitet sie zu 21-23 Nukleotid-Duplexen, die
as ,smal interfering RNA“ (SIRNA) bezeichnet werden. Synthetische sIRNA bendtigt keine welitere
Verarbeitung; die ,short hairpin RNA“ (shRNA) wird zu sSiRNA verarbeitet, indem das Enzym Dicer die
Schleife der shRNA entfernt. Durch Assoziation der SRNA mit verschiedenen Proteinen wird der RNA-
induzierte Silencing-Komplex (RISC) gebildet, der unter ATP-Verbrauch die ds-siRNA entwindet.
Anschlielend steuert der Antisense-Strang den aktivierten RISC-siRNA-Komplex zur Ziel-mRNA zur
Hybridisierung und endgiiltigen Degradierung.*

Es gibt mehrere Methoden zur Erzeugung von siRNA: chemische Synthese, in-vitro-
Transkription, SIRNA-Expressionsvektoren und PCR-Expressionskassetten. Unabhangig
davon, welche Methode verwendet wird, ist der erste Schritt zum siRNA-Design die Selektion
der SSIRNA-Ziel-Sequenz. Zum siRNA-Design sind mehrere Programme, die den siRNA-
Design-Algorithmus verwenden, online verfugbar.
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1.4 Aufgabenstellung

In vielen Tumoren werden ID-Proteine, vor allem I1D1, Uberexprimiert. In einigen dieser Falle
korreliert die ID-Uberexpression mit der Schwere der Krankheit und der schlechten
klinischen Prognose, '3 1%

Auf Grund ihrer vielfaltigen biologischen Effekte und ihrer Uberexpression in Tumoren sind
ID-Proteine mogliche Ziele der Tumortherapie. Untersuchungen der Auswirkungen der
funktionellen Inhibition der ID-Proteine kénnen wichtige Informationen Uber die Rolle der
ID-Proteine in Tumoren ergeben. Dabel kann eine zeitlich kontrollierte Inhibition der 1D-
Proteine bzw. ene konditionelle Inaktivierung der ID-Expressionen in verschiedenen
Tumoren zu niitzlichen Informationen fur die Tumortherapie fihren.

Die Uberexpression von ID1 in Primarzellen und Tumor-Zellinien resultiert in der
Akkumulation von Zellen mit abnormalen Zentrosomenzahlen.” Abnormale Zentrosomen
konnen schon in frihen Stadien der Tumorigenese nachgewiesen werden und zur Generierung
atypischer Mitosen fihren, was in einer ungleichen Verteilung des Erbmaterials resultieren
kann. Diese Aneuploidie ist Ausdruck der genomischen Instabilitdt und Kennzeichen von
malignen Tumorerkrankungen.**>*%

Im Rahmen dieser Arbeit werden ID1-spezifische Peptid-Aptamere aus randomisierten
Peptid-Expressionsbanken mittels des Yeast-Two-Hybrid-Systems identifiziert und die
isolierten Peptid-Aptamere auf ihre Interaktion mit ID1 in humanen Zellen charakterisiert.
AuRerdem werden siRNAS, die die ID1-Expression spezifisch inaktivieren kbnnen, generiert.

Eine gezielte Peptid-Aptamer- oder si/shRNA-vermittelte Storung der intrazelluldren 1D1-

Interaktion bzw. ID1-Expression kénnte in Zukunft therapeutisch zur Reduzierung der 1D1-

induzierten Zentrosomenabnormalitéten genutzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.1 Zussmmenstellung der verwendeten Chemikalien mit Angabe der Bezugsquelle

Produkt Firma
3-Amino-1,2,4-Triazol Sigma, Deisenhofen
Acrylamid/bis-Acrylamid 37,5:1 Serva, Heidelberg
Agarose Serva, Heidelberg
Aminosiuren Sigma, Deisenhofen
Ammoniumsulfat Sigma, Deisenhofen
Ampicillin Serva, Heidelberg

APS Serva, Heidelberg

ATP Serva, Heidelberg
Bacto-Agar Difco Lab., Detroit, Michigan (USA)
Bacto-Trypton Difco Lab., Detroit, Michigan (USA)
Bradford Reagenz Bio-Rad, Miinchen
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Caliumchloid Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Coomassie R250-Féarbel 6sung Serva, Heidelberg

DAPI Serva, Heidelberg

DCTA Serva, Heidelberg
Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
DMEM GibcoBRL, Eggenstein
DMF Merck, Darmstadt
DMSO Merck, Darmstadt
dNTPs (Desoxynucl eotidtriphosphate) MBI Fermentas, St.Leon-Rot
DTT Serva, Heidelberg

EDTA Merck, Darmstadt
Entwicklungsreagenzien Adefo Chemie, NUrnberg
Essigsaure 100% Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Formal dehydl 6sung Merck, Darmstadt
Fotales Kaberserum (FCS) GibcoBRL, Eggenstein
FUGENE 6 Roche, Basel
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Geneticin (G-418 Sulfat)

Sigma, Deisenhofen

Glucose-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Glutamin GibcoBRL, Eggenstein

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycerophosphat Sigma, Deisenhofen

Glycin Merck, Darmstadt

Glycylglycin Merck, Darmstadt

Hefeextrakt Difco Lab., Detroit, Michigan (USA)

Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren

Difco Lab. Detroit, Michigan (USA)

HEPES

Sigma, Deisenhofen

Heringssperma-DNA

Sigma, Deisenhofen

IPTG peQLab, Erlangen
| sopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Kanamycin Sigma, Deisenhofen
Lipofectamin™ 2000 Invitrogen, Karlsruhe
Lithiumacetat Sigma, Deisenhofen
Luciferin Serva, Heidelberg

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat

Merck, Darmstadt

Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumazid Sigma, Deisenhofen

Natriumcarbonat

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Natriumorthovanadat

Merck, Darmstadt

ONPG Merck, Darmstadt
Opti-MEM GIBCO/BRL, Eggenstein
PEG (Polyethylenglycol) Serva, Heidelberg

Penicillin/Streptomycin

GIBCO/BRL, Eggenstein

Pepton aus Casein

Merck, Darmstadt

Phenol Merck, Darmstadt
Phosphorsdure Merck, Darmstadt
Salzsdure Merck, Darmstadt
SDS Serva, Heidelberg
TCA Merck, Darmstadt

TEMED (N, N, N, N’-Tetramethylethylendiamin)

Serva, Heidelberg

Tris

Merck, Darmstadt
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Triton X-100 Merck, Darmstadt
Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin/EDTA GibcoBRL, Eggenstein

Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat)

Serva, Heidelberg

X-Gdl

Serva, Heidelberg

2.2 Gerdte

Die verwendeten Geréte wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.2 Zussmmenstellung der verwendeten Geréte mit Angabe der Bezugsquelle

Gerat Firma
Analysenwaage TE 214S Sartorius, Gottingen
Autoklav Vakulab S3000 Medizin Mechanik, Miinchen

BioCapt Photo-Documentation, PeglLab

peQLab, Erlangen

BlueBlot WET/1000

Serva, Heidelberg

Brutschrank Heraeus, Stuttgart
Brutschrank Typ 2771 Heraeus, Stuttgart
CO2 Brutschrank Heraeus, Stuttgart

Elektrophoresekammern flr Agarosegele

Bio-Rad, Minchen

Elektrophoresekammern fur Polyacrylamidgele

Hoefer Scientific Instruments, (USA)

Elektroporator, Gene Pulser

Bio-Rad, Miinchen

ELISA-MeRgerét

Autoimmun Diagnostika, Stral3burg (Frankreich)

FastPrep® Instrument

Qbiogene, Carlshad (USA)

Fluoreszenz-Mikroskop, Modell Axiovert 135

Zeiss, Oberkochen

Gefrierschrank -80 °C, Modell UF606

Heraeus, Stuttgart

Geltrockner, Modell 583 GEL DRYER

Biorad, Hercules, (USA)

GeneQuant

Amersham, Braunschweig

Inkubationsschiittler, Modell G25

New Brunswick Sc., Edison (USA)

Lichtmikroskop, Modell OLY MPUS Ck2

MICR-OPTIK NOSCH, Freiburg

Luminometer Lumat LB 9501

Boehringer, Mannheim

Magnetrihrer Ika-Combimag Ret Janke & Kunkel, Staufen
Megafuge 1.0R Heraeus, Stuttgart
Megafuge 3.0R Heraeus, Stuttgart

Mikrowelle AEG MICROMAT

Berlin Elektro Kiiche & Haushalt, Berlin

Mini Rocker MR-1

peQLab, Erlangen

Optimax X-Ray Film Processor

PROTEC Medizintechnik, Oberstenfeld

pH-Meter HI 9017 MICROPROCESSOR

HANNA Instruments, Lissabon (Portugal)

Reagenzschittler Reax top/Reax

Heidolph Instruments, Buddeberg
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Schittelwasserbad, Typ 1083

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel

SDS-Elektrophoresesysteme SE-250

Hoefer Scientific Instruments, (USA)

Spannungsgerét, CONSORT E831

peQLab, Erlangen

Spektral photometer DU 640

Beckman, Miinchen

Sterilbank, HB 2448

Heraeus, Stuttgart

Stickstoff-Einfriertank, Typ Arpege 140

KGW ISOTHERM, Karlsruhe

Thermocycler gradient

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

SONOPULUS Ultraschall-Homogeni sator

Bandelin, Berlin

Ultrazentrifuge L 7-65

Beckman, Miinchen

Waagen, Typ DA Al 600

Sartorius, Gottingen

Wéarmeschrank

Heraeus, Stuttgart

Wasserbad, Typ julabo 8A

Heidolph Instruments, Buddeberg

2.3 V erbrauchsmaterialien

Die verwendeten V erbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.3 Zussmmenstellung der verwendeten V erbrauchsmaterialien mit Angabe der Bezugsquelle

Verbrauchsmaterial

Firma

96-Loch-Mikrotiterplatten

Greiner Bio-One, Frickenhausen

ART® Aerosol Resistant Tips

Molecular BioProducts, Inc., San Diego (USA)

Combitips plus 5, 10, 25, 50 ml

Eppendorf, Hamburg

Cronex Film-Folien-K assetten

CRONEX™ | Mortsel (Belgien)

Cryoboxen

NALGENE® , Salt Lake City (USA)

Elektroporationskiivetten

Bio-Rad, Minchen

Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm?

Nunclone™ DELTA Surface, Nunc (Danemark)

Gewebekulturschalen 36, 60 und 100 mm &

Corning Inc., New York (USA)

GILSON Pipetten P2, P10, P20, P200, P1000

Gilson International B.V., Bad Camberg

Glaskolben 100 ml, 250 ml, 1000 ml

Schott, Mainz

Glasperlen (& = 425 - 600 um), (& = 3,0 mm)

Sigma, Deisenhofen

Immersionsdl 518 C

Zeiss, Oberkochen

Konische Zentrifugenréhrchen 225 ml

Dickison Laborware, Franklin Lake (USA)

Multipette® plus,

Eppendorf, Hamburg

Neubauer-Zahlkammer und Deckglas

SUPERIOR Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Nitrozellulose Blotting Membranen 0,45 pm

Amersham, Braunschweig

Objekttréager und Deckgléaser

Menzel Gléser, Braunschweig

Parafilm®

American National Can™, Neenah (USA)
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PIPETBOY acu

INTEGRA Biosciences, Fernbald

Plastik-Petrischalen @ 92 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Polycarbonat-Zentrifugenréhrchen SW-40

Beckman, Minchen

Sterile Einmal -Pipetten 2, 5, 10, 25 ml

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefélde:

0,2ml Perkin Elmer Cetus, Norwalk (USA)
0,5ml peQLab, Erlangen

1,5ml und 2,0 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sterile Plastikrohrchen 10 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sterile Plastikréhrchen 15 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sterile Plastikréhrchen 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sterilfilter

Sartorius, Gottingen

Whatman GB002-Papier

Schleicher & Schiill, Dassel

2.4 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.4 Zussmmenstellung der verwendeten Enzyme mit Angabe der Bezugsguelle

Enzym

Firma

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)

Ambion, Austin (USA)

Pfu-DNA-Polymerase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs (NEB), Beverly (USA)

RNase A

Qiagen, Hilden

T4-DNA-Ligase

Promega, Madison (USA)

T4-Polynukleotid-Kinase

Ambion, Austin (USA)

Tag-DNA-Polymerase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.5 Kits zur Bearbeitung von DNA und Protein

Die verwendeten Kits wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.5 Zusammenstellung der verwendeten Kits mit Angabe der Bezugsquelle

Kits

Firma

Blunt TOPO PCR Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

ECL-Western-Blotting-Detection Kit

Amersham, Braunschweig

Gateway™ LR Clonase™ Enzyme Mix

Invitrogen, Karlsruhe
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KinaseMax Kit

Ambion, Austin (USA)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QlAplasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QlAplasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

2.6

Proteine, Proteasei nhibitoren und Protel nstandards

Proteine, Proteasel nhibitoren und Proteinstandards wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2.6 Zussmmenstellung der verwendeten Proteine, Proteaseinhibitoren und Proteinstandards

Produkt Firma

Aprotinin Boehringer, Mannheim
Benzamidin Sigma, Deisenhofen

BSA Sigma, Deisenhofen
Leupeptin Boehringer, Mannheim
Pepstatin A Sigma, Deisenhofen
Rainbow™-coloured protein M G-Standard Amersham, Braunschweig

2.7

2.7.1

Mikroorganismen

Escherichia coli

Folgende E. coli-Stémme wurden verwendet:

Tab. 2.7 Zusasmmenstellung der verwendeten E. coli-Stdmme mit Angabe der Bezugsquelle

Stamm Genotyp Quelle
F-, ®80dlacZAM15, endAl, recAl, hsdR17 (r,,m), supE44, thi-1, .

DH5a gyrA96, relAL, A(lacZYA-argF)U169, i Stratagene, San Diego (USA)
F mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZAM15  AlacX74 recAl .

TOP10 araD139A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG Invitrogen, Karlsruhe
recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,,mc"), supE44, A(lac-proAB), .

JIM109 relAL, [F’, traD36, proAB+, laclgZAM15] ). Promega, Madison (USA)

JM63 F ara A(lac-proAB) rpsL (Str') [@80dlacA (lacZ)M15] Promega, Madison (USA)
F traD36 lacl?A(lacZ)M15 proA"B*/supEA (hsdM-mcrB) )

TG1 5 (rsm McrB) thi A(lac-proAB) Promega, Madison (USA)
F gyrA462 endA1A (sr1-recA) merB mrr hsdS20(rg-, mg-) SUpE44 ara- .

DB3.1 14 galK2 lacY 1 proA2 rpsL 20(Sm%) xyl-52. - leu mtl1 Invitrogen, Karlsruhe

BL21(DE3) | F ompT hsdS; (rs'mg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam®) Invitrogen, Karlsruhe
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2.7.2 Saccharomyces cerevisiae

Folgende S. cerevisiae-Stamme wurden verwendet:

Tab. 2.8 Zusammenstellung der verwendeten S. cerevisiae-Stdmme mit Angabe der Bezugsguelle

Stamm | Genotyp Quelle
KE1 MATaq; trpl-901; leu2-3,112; his3 A 200 gal4A; gal80A; LYS2::GAL1-HIS3 | Prof. Dr. rer. nat. K. Butz,
GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ SPAL10-URA3 DKFZ, Heidelberg
MATa; leu2-3,112; trpl-901; his3A200; ade2-101; cyh2R; canlR; galdA; .
MaV203 | 2180A; GAL1::lacZ; HISSUASGAL 1::HIS3@LYS2; SPAL10::URA3 Invitrogen, Karlsruhe
2.7.3 Zdllinien

Folgende Zdlllinien wurden verwendet:

Tab. 2.9 Zusammenstellung der verwendeten Zelllinien

Zelllinie | Beschreibung Quelle

American Type

HeLa menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Gebarmutterhal skrebs) Culture Coliection

American Type

U20Ss menschliche Epithelzellen eines Osteosarkomas .
Culture Collection

293FT Durch Simian Virus 40 (SV40) immortalizierte embryonale menschliche | Invitrogen;

Nierenzellen Karlsruhe
2.8 Oligonukleotide
2.8.1 Primer

Die Klonierungsprimer wurden von Hermann GbR-Synthetische Biomolekiile, Denzlingen
bzw. Biomers.net GmbH, Ulm erworben. Die Sequenzierungsprimer wurden von der DNA-
Sequenzierungsfirma GATC Biotech AG, Konstanz hergestelit.

Tab. 2.10 Verwendete Klonierungsprimer mit Angabe der Annealing-Temperatur (T) und Enzyme der
eingebauten Schnittstellen

Primer Nukleotidsequenz (5'-3) T,(°C) | Enzym
ID1-Y2HF GACGCGT CGACTTAAAAGT CGCCAGT GGCAG 66.0°C Sl
ID1-Y2HR GTAAAGCGGECCGECTCAGCGACACAAGATEC ’ Notl
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ID2-Y 2HF CGGACTAGT ACAAAGCCT TCAGT CCOGTGAGGTCC S
ID2-Y2HR GTCOCCGOGGT CAGCCACACAGTGCTTTGCTGTC : Sacll
ID3-Y 2HF GGACT AGTACAAGGOGCT GAGCCCGGTG e | e
ID3-Y2HR GTCOCCGOGGT CAGT GGCAAAAGCTCC , Sacll
ID4-Y 2HF GGACT AGT ACAAGGOGGT GAGCCCGGTG s3poc | el
ID4-Y2HR GGACGTCTCAGOGGCACAGAATGCTGTC , Aatll
ID1-M2HF GACGCGTCGACTTAAAAGT CGCCAGT GGCAG soocc | S
ID1-M2HR GT AAAGCGGCOGCT CAGCGACACAAGATGC ’ Notl
ID2-M2HF GACGCGTCGACT TAAAGCCT TCAGTCCCGTGAGGTCC e | S
ID2-M2HR GTAAAGCGGCOGCT CAGCCACACAGTGCTTTGCTGTC : Notl
ID3-M2HF GACGCGTCGACT TAAGGCGCT GAGCCOGGTG e | S
ID3-M2HR GTAAAGOGGCCOGCT CAGT GGCAAAAGCTCCTTTTG : Notl
ID4-M2HF GACGCGTCGACT TAAGGCGGT GAGCCOGGTG g3 | S
ID4-M2HR GTAAAGCGGCOGCT CAGCGGCACAGAATGCTGTC : Notl
VP22/NES-TRX-Apt.5F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22/NES-TRX-Apt.5R TCCAGAAT CGGGGCGATCATTTTGCACGGACCC ’
VP22/NES-TRX-Apt.7F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22/NES-TRX-Apt.7R AAAAT CACATCCAGCCT CACATAAACTCCAAAGCTG ’
VP22/NES-TRX-Apt.10F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22/NES-TRX-Apt.10R CCTCOOCGCAAAAT TAGCAATAACCCCACGACG ’

VP22/NES- TRX-Apt.-13F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22/NES-TRX-Apt.-13R GGOCAGGT TAGOGTCGAGGAACTCTTTCAACTG ’
VP22/NES-TRX-Apt.-17F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581G
VP22/NES- TRX-Apt.-17R ATTCAGAATCCACGTAAAAT TCGAACCCAAACGCAG ’
VP22/NES-TRXF CGATGAGOGATAAAATTATTCACCT GACTGACGAC 581G
VP22INES-TRXR GGOCAGGT TAGOGTCGAGGAACTCTTTCAACTG ’
VP22-2-Apt.-TRX5F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581G
VP22-2-Apt.-TRX5R TCCAGAAT CGGGGCGATCATTTTGCACGGACCC ,
VP22-2-Apt.-TRX-7F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581G
VP22-2-Apt.-TRX-7R AAAAT CACATCCAGCOCT CACATAAACTCCAAAGCTG ’
VP22-2-Apt.-TRX-10F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22-2-Apt.-TRX-10R CCTCOOCGCAAAAT TAGCAATAACCCCACGACG ’
VP22-2-Apt.-TRX-13F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22-2-Apt.-TRX-13R GGOCAGGT TAGOGTCGAGGAACTCTTTCAACTG ’
VP22-2-Apt.-TRX-17F CGATGAGOGATAAAATTATTCACCTGACTGACGAC 581°C
VP22-2-Apt.-TRX-17F ATTCAGAATCCACGTAAAAT TCGAACCCAAACGCAG ’
VP22-2-TRXF CGATGAGCGATAAAATTATTCACCT GACTGACGAC 58 1°C
VP22-2-TRXR GGOCAGGTTAGOGTCGAGGAACTCTTTCAACTG ’
PCMV/mycinuc-cyto-Apt.5F | GOOGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | (o os | S
pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.5R | GTAAAGCGGCCGCT CCAGAATCGGGGOGATCATTTTG : Notl
PCMV/mycinuc- cyto-Apt.7F | GOOGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | o on | Sl
pCMV/myc/nuc- cyto-Apt.7R | GTAAAGCGGCCGCAAAAT CACATCCAGCCTCACATAAAC ’ Notl
PCMV/mycinuc-cyto-Apt.10F | GOOGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | o os | S
pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.10R | GTAAAGCGGECCGOCCTCCOOGCAAAATTAGCAATAAC : Notl
PCMV/mycinuc-cyto-Apt.13F | GOOGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | o os | S
pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.13R | GTAAAGOGGOCGOGGCCAGGT TAGCGT CGAGGAAC ’ Notl
PCMV/myc/nuc-cyto-Apt.17F | GOCGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | oo | Sall
pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.17R | GTAAAGOGGOCGCATTCAGAAT CCACGTAAAATTCGAAC ’ Notl
PCMV/myc/nuc-cyto-TRXF | GOCGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC | o per | Sl
pCMV/myc/nuc-cyto-TRXR | GTAAAGOGGOCGOGGCCAGGT TAGCGT CGAGGAAC ’ Notl
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Lumio-DEST-Apt.5F CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 555°C
Lumio-DEST-Apt.5R TCCAGAATCGGGGCGATCATTTTGCACGGACCC ’
Lumio-DEST-Apt.7F CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 555°C
Lumio-DEST-Apt.7R AAAATCACATCCAGCCTCACATAAACTCCAAAGCTG ’
Lumio-DEST-Apt.10F CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 555°C
Lumio-DEST-Apt.10R CCTCCCCGCAAAATTAGCAATAACCCCACGACG ’
Lumio-DEST-Apt.13F CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 55.5°C
Lumio-DEST-Apt.13R GGCCAGGT TAGCGT CGAGGAACTCTTTCAACTG ’
Lumio-DEST-Apt.17F CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 55.5°C
Lumio-DEST-Apt.17R ATTCAGAATCCACGT AAAATTCGAACCCAAACGCAG ’
Lumio-DEST-TRXF CACCATGGGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC 55 5°C
Lumio-DEST-TRXR GGCCAGGT TAGCGTCGAGGAACTCTTTCAACTG ’

Tab. 2.11 Verwendete Sequenzierungsprimer

Primer Nukleotidsequenz (5'-3")

M 13 Forward GTAAAACGACGCGCCAG

M13 Revers CAGGAAACAGCTATGAC

pPC97 Forward GAATAAGTGCGACATCATCATC

pPC97 Revers CATTTAAAGACCGITCCATCTG

pPC86 Forward TATAACGCGT TTGGAATCACT

pPC86 Revers CATTTAAAGACCGITCCATCTG

T7 Promoter Primer TAATACGACTCACTATAGGG

GATC T7-981079 (T7 EEV) TAATACGACTCACTATAG

GATC 1-79620 TGACGCAAATGGGCGGTAGG
2.8.2 SIRNA- und shRNA-Oligonukleotide

Die siRNA- und shRNA-Oligonukleotide fur die Inaktivierung der 1D-Genexpression wurden
von Hermann GbR-Synthetische Biomolekile, Denzlingen bzw. Biomers.net GmbH, Ulm

erworben.

Tab. 2.12 Verwendete sIRNA- und shRNA-Oligonukleotide fir die Inaktivierung der ID1-Genexpression

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5'-3")

ID1-sRNA-1 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.

DLSRNA | CCGGOCACUGCGCOCUUAALL
UUAAGGGOGCAGUGGCOGCUU

. GOUCCUCUCUGCACACCUAUU
ID1-SRNA-3 | A GEUGUGCAGAGAGGAGCUU
. GAACUCGGAAUCCGAAGUUUU
IDI-SRNA-4 | A ACUUCGEAUUCCGAGUUCUU
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. AACUCGGAAUCCGAAGUUGEEUU
ID1-SIRNA-A CCCAACUUCGGAUUCCGAGUUUU
. AAGAGGAAUUACGUGCUCUGUUU
ID1-SRNA-B | ACcAGAGCACGUAAUUCCUCUULU
. AACUCGGAAUCCGAAGUUGGAUU
ID1-SiRNA-C UCCAACUUCGGAUUCCGAGUUUU
ID1-shRNA-1 GATCCCCGCGCGCTGAAGGCCGGECAATTCAAGAGATTGCCGGECCTTCAGCGCCCTTTTTGGAAA
3 - AGCTTTTCCAAAAAGCGCGCT GAAGGCCGGCAATCTCTTGAAT TGCCGGECCT TCAGCGECECEEG
ID1-shRNA-2 GATCCCCGCGGCCACTGCGCCCTTAATTCAAGAGAT TAAGGGCGCAGIGGCCCCTTTTTGGAAA
3 - AGCTTTTCCAAAAAGCGGCCACTGCGCCCTTAATCTCTTGAAT TAAGGGCGCAGT GECCECGEG
ID1-shRNA-3 GATCCCCGCTCCTCTCTGCACACCTATTCAAGAGATAGGT GTGCAGAGAGGACGCTTTTTGGAAA
i - AGCTTTTCCAAAAAGCTCCTCTCTGCACACCTATCTCTTGAATAGGT GT GCAGAGAGGAGCGEGEG
ID1-shRNA-4 GATCCCCAAGAGGAATTACGTGCTCTTTCAAGAGAAGAGCACGTAATTCCTCTTTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAAAGAGGAATTACGTGCTCTTCTCTTGAAAGAGCACGTAATTCCTCTTGGG
ID1-shRNA-A GATCCCCAACT CGGAATCCGAAGT TGGGT TCAAGAGACCCAACTTCGGATTCCGAGTTTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAAACT CGGAATCCGAAGT TGGEGTCTCTTGAACCCAACTTCGGATTCCGAGT TGGEG
ID1-shRNA-B GATCCCCAAGAGGAATTACGTGCTCTGT TTCAAGAGAACAGAGCACGTAATTCCTCTTTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAAAGAGGAATTACGTGCTCTGT TCTCTTGAAACAGAGCACGTAATTCCTCTTGGEG
ID1-shRNA-C Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.
GATCCCCCATCTTACCGAGCATGACGT TCAAGAGACGTCATGCTCGGTAAGATGT TTTTGGAA
ID1-shRNA-Scr | AGCTTTTCCAAAAACATCTTACCGAGCATGACGTCTCTTGAACGT CATGCTCGGTAAGAT GGG

2.9 V ektoren und Plasmidkonstrukte

29.1 Vektoren und DNA-Standards

Folgende vorhandene V ektoren wurden verwendet:

Tab. 2.13 Vorhandene Vektoren

Vektoren Quédlle Vektorgroéfie
pCMV-ID1 (p1121) Israel Laboratory, Dartmouth Medical School, USA 7,3 kb
pCMV-1D2 (p1122) Israel Laboratory, Dartmouth Medical School, USA 7.2kb
pCMV-1D3 (p1123) Israel Laboratory, Dartmouth Medical School, USA 7.2kb
pcDNA3-ID4 (p1124) Israel Laboratory, Dartmouth Medical School, USA 5,9 kb
PCR®2.1 Topo® Invitrogen, Karlsruhe 3,9kb
pPC97 Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 8,3kb
pPC86 Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 7,0 kb
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pPADTRX-Peptid-Aptamere Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 7,4 kb
pADpep2-Peptid-Aptamere Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 7,1 kb
pBIND Promega, Madison (USA) 6,4 kb
pPACT Promega, Madison (USA) 55kb
pPACT2 Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 55kb
PACTTRX Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 59kb
PRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® Invitrogen, Karlsruhe 4,9 kb
pRC®T7/VP22-2-TOPO® Invitrogen, Karlsruhe 4,9kb
pRC/CMV-VP22-2-TRX Prof. Dr. rer. nat. K. Butz, DKFZ, Heidelberg 6,5 kb
pCMV/myc/nuc Invitrogen, Karlsruhe 5,0kb
pCMV/myc/cyto Invitrogen, Karlsruhe 49kb
pCMV/myc/nuc-GFP Invitrogen, Karlsruhe 5,7 kb
pCMV/myc/cyto-GFP Invitrogen, Karlsruhe 5,6 kb
pENTR/D-TOPO® Invitrogen, Karlsruhe 2,6 kb
pcDNA™6.2/cLumio™-DEST Invitrogen, Karlsruhe 6,8 kb
pcDNA™6.2/nLumio™-DEST Invitrogen, Karlsruhe 6,8 kb
pSUPER.retro. OligoEngine, Sesattle (USA) 6,3 kb
pcDNA3-ID1-FLAG Dr. J. Hasskarl, Universitétsklinikum, Freiburg 5,9 kb
pcDNA3-S5A-HA Dr. J. Hasskarl, Universitétsklinikum, Freiburg 6,5 kb

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Tracklt. ™ 100 bp DNA Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

Tracklt. ™ 1 Kb DNA Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

29.2 Plasmidkonstrukte

Die im Folgenden aufgelisteten Plasmidkonstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit

hergestellt:

Tab. 2.14 Im Rahmen dieser Arbeit erstellte Plasmidkonstrukte

Name des Subklons Name des Zielvektor s sense | antisense | InsertgroRRe
PCR®2.1 Topo®-ID1 PCR®2.1 Topo® Sall Not| 468 bp
PCR®2.1 Topo®-1D2 PCR®2.1 Topo® Spel Sacll 405 bp
PCR®2.1 Topo®-ID3 PCR®2.1 Topo® Spel Sacll 360 bp
PCR®2.1 Topo®-ID4 PCR®2.1 Topo® Spel Aatl 485 bp
pPC97-1D1 pPC97 Sall Notl 468 bp
pPC97-1D2 pPC97 Spel Sacl 405 bp
pPC97-1D3 pPC97 Spel Sacl 360 bp
pPC97-1D4 pPC97 Spel Aatll 485 bp
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pPC86-1D1 pPC86 Sall Notl 468 bp
pBIND-ID1 pBIND Sall Notl 468 bp
pBIND-ID2 pBIND Sall Notl 405 bp
pBIND-ID3 pBIND Sall Notl 360 bp
pBIND-ID4 pBIND Sall Notl 485 bp
pBIND-S5A pBIND Sall Notl 1,1 kb
pACT-S5A PACT Sall Notl 1,1 kb
pPACT2-Peptid-Aptamere 1 bis 4 pACT2 EcoRI | BamHI 60 bp
PACTTRX- Peptid-Aptamer 5 PACTTRX Ndel Xbal 520 bp
PACTTRX- Peptid-Aptamere 6 bis 9 PACTTRX Ndel Xbal 460 bp
PACTTRX- Peptid-Aptamere 10 bis 30 PACTTRX Ndel Xbal 400 bp
pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®-TRX-Apt.-5 PRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 201 bp
pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®-TRX-Apt.-7 PRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 144 bp
pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®-TRX-Apt.-10 | pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 159 bp
pRC®T7/VP22/INES-2-TOPO®-TRX-Apt.-13 | pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 390 bp
pRC®T7/VP22/INES-2-TOPO®-TRX-Apt.-17 | pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 159 bp
pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®-TRX pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® 330 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX-Apt.-5 pRC®T7/VP22-2-TOPO® 201 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX-Apt.-7 PRC®T7/VP22-2-TOPO® 144 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX-Apt.-10 pRC®T7/VP22-2-TOPO® 159 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX-Apt.-13 pRC®T7/VP22-2-TOPO® 390 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX-Apt.-17 pRC®T7/VP22-2-TOPO® 159 bp
pRC®T7/VP22-2-TOPO®-TRX pRC®T7/VP22-2-TOPO® 330 bp
pRC/CMV-VP22-2-TRXApt.-5 pRC/CMV-VP22-2-TRX Ndel | Xbal 201 bp
pRC/CMV-VP22-2-TRXApt.-7 PRC/CMV-VP22-2-TRX Ndel | Xbal 144 bp
pRC/ICMV-VP22-2-TRXApt.-10 PRC/CMV-VP22-2-TRX Ndel | Xbal 159 bp
pRC/ICMV-VP22-2-TRXApt.-13 PRC/CMV-VP22-2-TRX Ndel | Xbal 390 bp
pRC/ICMV-VP22-2-TRXApt.-17 PRC/CMV-VP22-2-TRX Ndel | Xbal 159 bp
pCMV/myc/nuc-Apt.-5 pCMV/myc/nuc Sall Not! 201 bp
pCMV/myc/nuc-Apt.-7 pCMV/myc/nuc Sall Not! 144 bp
pCMV/myc/nuc-Apt.-10 pCMV/myc/nuc Sall Not! 159 bp
pCMV/myc/nuc-Apt.-13 pCMV/myc/nuc Sall Not! 390 bp
pCMV/myc/nuc-Apt.-17 pCMV/myc/nuc Sall Not! 159 bp
pCMV/myc/nuc-TRX pCMV/myc/nuc Sall Not!l 330 bp
pCMV/myc/cyto-Apt.-5 pCMV/myc/cyto Sall Not! 201 bp
pCMV/myc/cyto-Apt.-7 pCMV/myc/cyto Sall Not! 144 bp
pCMV/myc/cyto-Apt.-10 pCMV/myc/cyto Sall Not! 159 bp
pCMV/myc/cyto-Apt.-13 pCMV/myc/cyto Sall Not! 390 bp
pCMV/myc/cyto-Apt.-17 pCMV/myc/cyto Sall Not! 159 bp
pCMV/myc/cyto-TRX pCMV/myc/cyto Sall Not! 330 bp
pENTR/D-TOPO®-Apt-5 pPENTR/D-TOPO® 201 bp
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pENTR/D-TOPO®-Apt-7 PENTR/D-TOPO® 144 bp
pENTR/D-TOPO®-Apt-10 PENTR/D-TOPO® 159 bp
PENTR/D-TOPO®-Apt-13 PENTR/D-TOPO® 390 bp
PENTR/D-TOPO®-Apt-17 PENTR/D-TOPO® 159 bp
PENTR/D-TOPO®-TRX PENTR/D-TOPO® 330 bp
pcDNA™6.2/cLumio™-DEST-Apt.-5 pcDNA™6.2/cLumio™-DEST 201 bp
pcDNA™6.2/cLumio™-DEST-Apt.-7 pcDNA™6.2/cLumio™-DEST 144 bp
pcDNA™6.2/cLumio™-DEST-Apt.-10 pcDNA™6.2/cLumio™-DEST 159 bp
PcDNA™6.2/cLumio™-DEST-Apt.-13 pPcDNA™6.2/cLumio™-DEST 390 bp
PcDNA™6.2/cLumio™-DEST-Apt.-17 pPcDNA™6.2/cLumio™-DEST 159 bp
PcDNA™6.2/cLumio™-DEST-TRX pPcDNA™6.2/cLumio™-DEST 330bp
PcDNA™6.2/nLumio™-DEST-Apt.-5 pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 201 bp
PcDNA™6.2/nLumio™-DEST-Apt.-7 pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 144 bp
pcDNA™6.2/nLumio™-DEST-Apt.-10 pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 159 bp
PcDNA™6.2/nLumio™-DEST-Apt.-13 pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 390 bp
PcDNA™6.2/nLumio™-DEST-Apt.-17 pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 159 bp
PcDNA™6.2/nLumio™-DEST-TRX pcDNA™6.2/nLumio™-DEST 330 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-1 pSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-2 pSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-3 pSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-4 PSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-A PSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-B PSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-C pSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp
pSUPER:.retro.- ID1-shRNA-Scr. pSUPER:.retro. Balll Hindlll 60 bp

2.10 Antiseren

Dieim Folgenden aufgelisteten Antikorper wurden verwendet:

Tab. 2.15 Verwendete Primérantikorper
Priméarantikor per Katalog Nr. | Isotyp Verdinnung | Quelle
ID1 (C-20) SC-488 Kaninchen IgG, | 1:200 Santacruz, Heidelberg
ID2 (C-20) SC-489 Kaninchen 1gG 1:200 Santacruz, Heidelberg
ID3 (H-70) SC-13046 Kaninchen 1gG 1:200 Santacruz, Heidelberg
ID4 (H-70) SC-13047 Kaninchen 1gG 1:200 Santacruz, Heidelberg
Anti-Rpn10 (S5a) PW9250 Maus 1gG 1:1000 Biomol, Hamburg
Anti-a-Tubulin T9026 Maus I1gG 1:1000 Sigma, Deisenhofen
Anti-VP22 R999-25 Maus I1gG 1:5000 Invitrogen, Karlsruhe
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Anti-myc R950-25 Maus 1gG 1:5000 Invitrogen, Karlsruhe
Anti-myc-HRP R951-25 Maus 1gG 1:5000 Invitrogen, Karlsruhe
Anti-His (C-term) R930-25 Maus 1gG 1:5000 Invitrogen, Karlsruhe
Anti-His (C-term)-HRP R931-25 Maus 1gG 1:5000 Invitrogen, Karlsruhe

Tab. 2.16 Verwendete Sekundérantikorper

Sekundar antikor per Quelle
Ziege anti Kaninchen 1gG, Meerettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelt Santa Cruz, Heidelberg
Ziege anti Maus 1gG, M eerettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelt Santa Cruz, Heidelberg

2.11 Mol ekul arbiol ogische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, nach

Standardprotokollen durchgefiihrt.**®

2111 Kultivierung von Escherichia coli-Stdmmen

Die E. coli-Stémme wurden in LB-Vollmedium mit dem jeweils notwendigen Antibiotikum
auf einem Schittler bei 37°C kultiviert. Sowohl die Anzucht in Flissigkulturen als auch auf
Festagarplatten erfolgte Uber Nacht. Zur Herstellung von Festagarplatten wurde 1,5% (w/v)
Agar zugefgt. LB-Vollmedium und Festagarplatten enthielten Ampicillin (Endkonzentration
150 pg/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration 50 pg/ml).

LB-Medium, pH 7,0

Bacto-Trypton 109
Hefe-Extrakt 5¢g
NaCl 10g

ad 1 Liter Bidest.; die L6sung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

Um E. coli-Stamme Uber einen léngeren Zeitraum zu lagern, wurden Glycerinkulturen
angelegt. Hierzu wurden Zellen aus einer stationar gewachsenen Flussigkultur im Verhdltnis

1:1 mit 40%igem Glycerin versetzt und bei -80°C gel agert.
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2112 Préparation e ektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach Standardprotokoll (Bio-Rad,
MUnchen). 50 ml LB-Medium wurden mit einer einzelnen E. coli-Kolonie beimpft (300 rpm,
U.N., 37°C). 500 ml LB-Medium wurden mit 1/100 Volumen der Ubernachtkultur angeimpft
und bis zu einer ODgoonm VON 0,5-0,6 kultiviert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis.
Die Zellen wurden fur 20 min auf Eis inkubiert, anschlief3end in ein kaltes Zentrifugengefal?
Uberfuhrt und sedimentiert (4000 x g, 15 min, 4°C). Das Pdllet wurde zun&chst in 500 ml,
dann in 250 ml und anschlief3end in 20 ml eiskaltem, 10%igem Glycerin resuspendiert und
wiederholt sedimentiert. Abschlief3end wurde das Pellet in 2 ml eiskaltem, 10%igem Glycerin
resuspendiert, in 50ul Aliquots unterteilt und bei -80°C gelagert.

2113 Préparation CaCl,-kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen wurden 5 ml LB Medium mit einer
einzelnen E. coli-Kolonie beimpft (300 rpm, 0.N., 37°C). 50 ml LB Medium wurden mit
1/100 Volumen der Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgyonm VOn 0,5-0,6
kultiviert. Alle weiteren Arbeitschritte erfolgten bei 4°C. Nach 10 min Inkubation auf Eis
wurden die Zellen sedimentiert (4000 x g, 15 min, 4°C), anschlief3end in 4 ml 100 mM CaCl -
Losung resuspendiert und fur 2,5 h auf Eis inkubiert. Die 4 ml Zellsuspension wurden mit 1

ml 100%igem Glycerin gemischt, in 50 ul Aliquots unterteilt und bei -80°C gelagert.

2114 Transformation el ektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte wie oben beschrieben (s. 2.11.2). 50 ul Aliquots
wurden auf Eis aufgetaut, mit 10-50 ng Plasmid-DNA versetzt und in ene eiskate
Elektroporationskivette (0,2 cm) transferiert. Die Elektroporation erfolgte bei 200 Q, 25 uF
und 2,5 kV (Micropulser, Bio-Rad, Munchen). Nach erfolgter Elektroporation wurden die
Zellen sofort in 1 ml eiskaltem SOC-Medium resuspendiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3
transferiert und 1 h bei 37°C und 3000 rpm inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen
sedimentiert (13000 rpm, 1 min), das Pellet in 100-150 pl SOC-Medium resuspendiert und
auf LB-Platten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation fand Gber Nacht bei
37°C tatt.
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SOC Medium, pH 7,0

Bacto-Trypton 209
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 0,589
KCl 0,199
MgSO, * 7H,0 24649

ad 1 Liter Bidest.; die Lésung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.
ad 18 ml 1 M Glucose (steril filtriert)

2.115 Transformation von CaCl,-kompetenten Escherichia coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte wie oben beschrieben (s. 2.11.3). 50 ul Aliquots
wurden auf Eis aufgetaut, mit 10-50 ng Plasmid-DNA versetzt und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Anschlief3end erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fir 45 s. Die Zellen wurden in 250
ul SOC-Medium aufgenommen, fur 60 min bel 37°C inkubiert und danach auf
Selektivagarplatten ausplattiert. Um eine blau/weiss-Selektion durchfihren zu kénnen, wurde
den Platten je 40 ul 0,1 M IPTG und 1% X-Gal (in DMF) zugesetzt. Die Inkubation fand Gber
Nacht bei 37°C statt.

2116 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

5 ml LB-Medium wurden mit einer E. coli-Kolonie mit dem entsprechenden Plasmid
angeimpft und unter Schitteln bel 37°C Uber Nacht in Anwesenheit des entsprechenden
Antibiotikums inkubiert. Die Plasmidprdparation erfolgte mit dem Miniprédp Kit (Qiagen,
Hilden). Um grofRere Mengen an Plasmid-DNA zu gewinnen, wurden 5 ml LB-Medium mit
einer Kolonie mit dem entsprechenden Plasmid angeimpft und in Anwesenheit des
entsprechenden Antibiotikums ca. 8 h inkubiert. 1 ml der 5-ml-Kultur wurde enthommen und
zu 150 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben. Diese Kultur wurde
unter Schitteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die Plasmidpréparation erfolgte mit dem
Maxiprap Kit (Qiagen, Hilden).
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2117 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Reaktionsansatz

0,5-2 ug DNA

2 ul geeigneter 10x Puffer (nach Herstellerangabe)
1-5 U Restriktionsendonuklease

ad 20 pl Bidest. (steril)

Der Ansatz wurde unter den vom Hersteller [New England Biolabs (NEB), Beverly,USA]
angegebenen Bedingungen inkubiert und anschlieffend im Agarosegel anadysiert. Als
Reaktionspuffer wurde das NEB-Puffer-System verwendet. Diese Puffer werden vom

Hersteller als 10x Konzentrate zusammen mit den Enzymen geliefert.

2118 Agarose-Gel el ektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung von DNA wurden horizontale Agarosegele mit
Agarose-Konzentrationen zwischen 0,5% und 2% (w/v) in 1x TAE-Puffer gelost verwendet.
Die zu analysierende DNA wurde mit 1/5 Volumen 6x konzentriertem DNA-Probenpuffer
versetzt. Die Elektrophorese fand bei 100-150 V fir 1-2 h bel RT statt. Die Agarose wurde in
0,5 pg/ml Ethidiumbromid-Ldsung 10-20 min inkubiert. Nach Anregung mit UV-Licht (254
nm) wurde der Ethidiumbromid-DNA-Komplex im sichtbaren Bereich (500-590 nm) al's rot-

orange leuchtende Bande sichtbar gemacht und dokumentiert.

50x TAE-Puffer 6x DNA Probenpuffer
0,5M EDTA pH 8 100 ml 0,25% (w/v) Bromphenolblau
Essigsaure 57,1 ml 5mM EDTA

Trig/Base 242 g 30% (v/v) Glycerin

ad 1 Liter Bidest.

2119 I solierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die DNA-Fragmente wurden zunéchst elektrophoretisch

aufgetrennt und unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die weiteren Schritte
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erfolgten nach Angaben des Herstellers. Die Elution der DNA erfolgte mit 30 pl
autoklaviertem Bidest. oder TE-Puffer. Die Eluate wurden bei -20°C gelagert.

TE-Puffer

10 mM Tris/HCI, pH 7,5

1 mM EDTA

Die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

2.11.10 Alkalische Phosphatase-Behandlung

Vektor-DNA wurde nach der Restriktion fir 30 min bei 37°C mit alkalischer Phosphatase
(Caf Intestine Phosphatase, CIAP) behandelt. Dabei wurden die 5’ -Phosphat-Reste beseitigt,
un die Reigation des linearisierten Vektors zu vermeiden. Die 5'-
Dephosphorylierungsansétze enthielten in einem Endvolumen von 10 pl 50 ng Vektor-DNA,
0,1 U CIAP und 1 pl 10x Dephosphorylierungspuffer.

2.11.11 Kinase-Reaktion

DNA-Oligonukleotide wurden fir 30 min bel 37°C mit T4-Polynukleotid-Kinase behandelt.
Dabel wurden die 5-Enden phosphoryliert, um die Ligation der Oligonukleotide in den
entsprechenden Vektoren zu erleichtern. Die Kinase-Reaktionsansdtze enthielten in einem
Endvolumen von 10 pl 20-100 ng Oligonukleotide, 10 U T4-Polynukleotid-Kinase, 1 pl
10mM ATPund 1 pl 10x Kinase-Puffer.

21112 Annealing von Oligonukleotiden (si/shRNA)

Je 1 pl der beiden komplementdren DNA-Oligonukleotide [3 pg/ul], die zur Synthese der
shRNA entwickelt wurden, wurden mit 48 pl 5x Annealing-Puffer gemischt und im
Hitzeblock auf 90°C fur 4 min erwarmt; dann wurde die Reaktionsmischung auf dem
Labortisch 45-60 min auf RT abgeklhlt.

Zum Annealing von siRNA-Oligonukleotiden wurden je 30 pl der beiden komplementéren
SIRNA-Oligonukleotide [50 uM] mit 15 pl 5% Annealing-Puffer gemischt und im Hitzeblock
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auf 90°C fir 1-2 min erwdrmt; dann wurde die Reaktionsmischung auf dem Labortisch 45-60
min auf RT abgekuhlt.

5% Annealing-Puffer

50 mM TrigHCI, pH 7,5-8,0

100 mM NaCl

Die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

2.11.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligationsansétze enthielten in einem Endvolumen von 20 pl 50 ng Vektor-DNA, die 3-
5fache Menge einzuklonierendes Fragment, 2 pl 10x Ligase-Puffer und 1 U T4-DNA-Ligase.
Die Ligation erfolgte 2 h bei RT oder Uber Nacht bei 16°C.

2.11.14 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Standard-PCR wurde fur die zu amplifizierenden Sequenzen verwendet. Die Reaktion
erfolgte in elnem Endvolumen von 25 ul in eéinem Gradienten-Thermocycler (Eppendorf,

Hamburg) nach folgender Zusammensetzung:

Zusammensetzung der PCR-Reaktion

10x PCR-Puffer der jeweiligen DNA-Polymerase 25ul
10 mM dNTP 25ul
10 mM MgCl, 25ul
10x Q-Solution 25ul
10 uM spezifisches Oligonukleotid (sense) 25ul
10 uM spezifisches Oligonukleotid (antisense) 25ul
40 ng DNA-Matrize 25ul
2,5 U/ul Tag/Pfu-Polymerase 0,5ul

ad 25 pl Bidest. (autoklaviert)

PCR-Programm

Reaktion Temperatur Zeit

1 initiale Denaturierung 94°C 5min
2 Denaturierung 94°C 1min
3 Primerhybridisierung Primer-abhéngig 1min
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4  Amplifikation 72°C groRRenabhangig
Wiederholung der Schritte 2-4: 29-mal

5 anschlief3ende Amplifikation 72°C 10 min

6 Ende 4°C unendlich

Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-Gel el ektrophorese und Isolierung aus dem Agarose-
Gel gereinigt und zur TOPO TA PCR-Klonierung oder Blunt TOPO PCR-Klonierung
eingesetzt.

2.11.15 TOPO TA PCR-Klonierung und Blunt TOPO PCR-Klonierung

Die Amplifikate der Tag-Polymerase wurden mit Hilfe des TOPO TA PCR Cloning Kits und
die Amplifikate der Pfu-Polymerase mit Hilfe des Blunt TOPO PCR Cloning Kits in die
entsprechenden PCR-TOPO-TA-Vektoren oder PCR-Blunt-TOPO-V ektoren nach Anleitung
des TOPO® Cloning Manua (Invitrogen, Karlsruhe ) kloniert. Die weitere Klonierung der
Amplifikate erfolgte mit Hilfe der angegebenen Restriktionsendonukleasen in die
vorgesehenen Zielvektoren.

2.11.16 Photometrische K onzentrationsbestimmung von DNA

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer Glaskapillare gegen TE
bzw. H,O. Eine OD2s von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstréngiger
DNA und 31 ug/ml Oligonukleotiden.

211.17 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde bel der DNA-Sequenzierungsfirma GATC
Biotech AG (Konstanz) mit dem DNA-Sequenzierungsgerdt (Modell 373A, ABI)
durchgefiihrt. Es wurde die Tag-Cycle-Sequencing-Methode, die auf der Methode nach
Sanger et a. (1977) aufbaut, verwendet. Zum Kettenabbruch wurden Fluorochrom-gekoppelte
Didesoxynukleotide eingesetzt. Dazu wurde der ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Mix verwendet, der neben dem Puffer far die
Sequenzierungsreaktion und der AmpliTag-DNA-Polymerase auch den dNTP-Mix und
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Fluorochrom-gekoppelte Terminatoren im richtigen Verhdtnis enthét. Die computergestitzt
ausgewerteten Sequenzen wurden elektronisch geliefert.

2.12 Y east-Two-Hybrid-Methoden

2121 Medien und Wachstumsbedingungen von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae (Stamm-KF1 und Stamm-MaV 203) auf Agarplatten und in
Submerskulturen erfolgte bei 30°C. Aminosaurezusammensetzungen variierten je nach
Fragestellung. Der pH-Wert wurde immer auf 6,0 eingestellt. Festagarplatten wurden durch
Hinzufligen von 2% (w/v) Agar zu den Medien hergestellt. Die Medien wurden bel 121°C fir
25 min autoklaviert. Die Herstellung der Medien fir Two-Hybrid-Stdmme erfolgte nach
Angaben des PROQUEST ™ Two-Hybrid System (GibcoBRL, Eggenstein).

Y PD-Medium

Hefeextrakt 109
Pepton 2049
Glucose 209

ad 1 Liter Bidest.; die Lésung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

Aminosaure-Mix (ohne L-Leucin, L-Tryptophan und L-Histidin)

L-Alanin L-Glutaminsaure L-Prolin
L-Arginin L-Glutamin L-Serin
L-Asparaginsaure L-Isoleucin L-Threonin
L-Asparagin L-Lysin L-Tyrosin
L-Cystein L-Methionin

L-Glycin L-Phenylalanin

je 10 g in 500-ml-Flasche gut mischen

SC-Medium

Hefe-Stickstoff-Basis (ohne Aminosauren) 5¢g
Ammoniumsulfat 15¢g
Aminosaure-Mix 49

ad 1 Liter Bidest., pH 6,0 mit NaOH; die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.
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SC-Agar-Medium

Hefe-Stickstoff-Basis (ohne Aminosauren) 5¢g
Ammoniumsulfat 159
Aminosaure-Mix 49

ad 500 ml Bidest., pH 6,0 mit NaOH; die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert. Zur Herstellung von
Festagarplatten wurde 20 g Agar in 500 ml Bidest. autoklaviert und zu 500 ml SC-Medium gegeben.

Markerldsungen fur Yeast-Two-Hybrid-M edien

Marker Konzentration der Stammldsung Antell in 1 L SC-Medium
100 mM L-Leucin 2,6 g/200 ml 8ml
100 mM L-Tryptophan 2,6 g/200 ml 8ml
100 mM L-Higtidin 2,6 g/200 ml 8ml
20 mM Uracil 2,6 g/200 ml 8ml
0,5% Adenin 1,0 ¢/200 ml 20 ml

Die Stamml6sungen wurden steril filtriert. Zur Herstellung der Selektionsmedien wurde 1 Liter SC-Medium

mit den jeweils entsprechenden Markerl6sungen vermischt.

Um Hefestamme Uber einen langeren Zeitraum zu lagern, wurden Glycerinkulturen angel egt.
Hierzu wurden Zellen aus einer stationar gewachsenen Flussigkultur im Verhdltnis 1:1 mit

40%igem Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert.

2122 Préparation LiAc-kompetenter Hefe und Plasmidtransformation

Zur Herstellung kompetenter S, cerevisiae-Zellen (KF1 und Mav203) wurde die Lithium-
Acetat-Methode nach Gietz eingesetzt (Gietz et al., 1992). 5 ml YPD-Medium bzw. selektives
SC-Medium wurden mit einer einzelnen S. cerevisiae-Kolonie beimpft (300 rpm, G.N., 30°C).
300 ml YPD- bzw. entsprechendes SC-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur des
entsprechenden Stammes so angeimpft, dass sich eéine ODgoonm VON 0,3 ergab. Die Kultur
wurde bel 30°C bis zu einer ODgoonm VON 0,6 geschittelt und die Zellen anschlief3end durch
Zentrifugation (4000 rpm, 10 min, 4°C) geerntet. Nach einem Waschschritt in sterilem
Wasser wurde das Zellpellet in 1,5 ml eiskater LiAc-TE-Ldsung auf Eis resuspendiert,
anschlief3end wurden die Zellen sofort zur Transformation verwendet.

Fur eine Hefetransformation wurde zunédchst gescherte Heringssperma-DNA (10 mg/ml)
durch 5-minutiges Kochen denaturiert und anschlief3end auf Eis gestellt. 50 pg dieser DNA-
L6sung wurden dann zu 100 pl kompetenten Hefezellen gegeben. Anschlief3end wurden 1 pg
Plasmid-DNA und 600 pl LiAc-TE-PEG-LOsung hinzugefugt. Der Transformationsansatz
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wurde dann 30 min bei 30°C geschiittelt. Danach erfolgte ein 15-mindtiger Hitzeschock bel
42°C. Die Zdlen wurden dann ca. 10 s bei 13000 rpm und RT pelletiert, in 100 pl sterilem

H,O aufgenommen und auf entsprechenden SC-Agar-Platten ausplattiert.

10x TE 10x LiAc LiAc-TE-L6sung LiAc-TE-PEG-L6sung
100 mM TrissHCI, pH 8,0 1M Li-Acetat, pH 8,0 1 ml 10x LiAc 1ml 10x LiAc
10 mM EDTA 1ml 10x TE 1ml 10x TE

8 ml Bidest. 8 ml 50 % (w/v) PEG4000

Die Losungen wurden 25 min bel 121°C autoklaviert.

2123 Transformation der Peptid-Aptamer-Library in S. cerevisiae

Zum Screening von ID1-spezifischen Peptid-Aptameren wurde die Hefe, die das Bait-Protein
ID1 exprimiert, mit den Peptid-Aptamer-Expressionsbanken (Prof. Dr. rer. nat. K. Butz,
DKFZ, Heidelberg) transformiert. 5 ml YPD-Medium wurden mit einer einzelnen S
cerevisae-Kolonie einer Selektionsplatte (SC-Leu-Agar-Platte) beimpft (300 rpm, G.N.,
30°C). 2 x 500 ml YPD-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur so angeimpft, dass sich
eine ODgoonm VON 0,2 ergab. Die Kultur wurde bel 30°C bis zu ener ODgyonm VOn 0,8
geschittelt und die Zellen anschlief3end in 4 x 250-ml- Portionen durch Zentrifugation (3500
rpm, 10 min, RT) geerntet. Nach zwei Waschschritten in 4 x 50-ml-Falkonréhrchen (2000
rpm, 5 min, RT) in je 50 ml Bidest. wurde das Zellpellet in je 10 ml LiAc-TE-Ldsung
resuspendiert und zentrifugiert (2000 rpm, 5 min, RT). Die Zdlpellets wurden in einem 15-
ml-Falkonréhrchen vereint und anschlief3end mit gleichem Volumen einer LiAc-TE-LAsung
versetzt (Endvolumen mindestens 4 ml).

Fur die Hefetransformation mit der linearen bzw. der konstringierten Peptid-Aptamer-Library
wurde gescherte Heringssperma-DNA (10 mg/ml) durch 5-minitiges Kochen denaturiert und
anschliefiend auf Eis gestellt. Jeweils 180 ul dieser DNA-L6sung wurden dann zu je 20 pl
Library-DNA [1ug/ul] gegeben. Die jeweilligen Master-Mixe wurden in 20-pl-Portionen in 2-
ml-Eppendorf-Reaktionsgefalen verteilt und jeweils mit 200 pl kompetenten Hefezellen und
1,2 ml LiAc-TE-PEG-L6sung gemischt. Der Transformationsansatz wurde dann 30 min bel
30°C geschuittelt. Danach erfolgte ein 15-mindtiger Hitzeschock bel 42°C. Die Zellen wurden
dann kurz auf Eis inkubiert, ca. 10 s bel 15000 rpm (Tischzentrifuge) pelletiert und in je 500
ul  sterilem Wasser aufgenommen. Das Zellpellet des jeweiligen Library-
Transformationsansatzes wurde in je einem 50-ml-Falkonrohrchen vereint (Endvolumen 5
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ml). Je 250 pl wurden auf einer Selektionsplatte, die kein Leucin, Tryptophan und Histidin
enthielten (SC-Leu-Trp-His-Agar-Platten), auspl attiert.

2.12.4 Wachstumstest der Two-Hybrid-Transformanten

Fir den Wachstumstest der Two-Hybrid-Transformanten wurden die Hefekolonien auf
entsprechende Selektivplatten gestempelt und 3 Tage bel 30°C inkubiert.

Zur Untersuchung der Hefekolonien auf physiologische Merkmale wurde die ,, Mutterpl atte”
(master plate) aus SC-Agar-Medium, das kein Leucin und Tryptophan enthielt, hergestelit.
Die Hefekolonien wurden mittels der Stempeltechnik nach Lederberg auf Selektivndhrboden,
» Tochterplatten” (replica plates), die weder Leucin und Tryptophan noch einen der
Selektionsmarker Histidin, Adenin oder Uracil enthielten, Ubertragen. Entsprechend der
verwendeten Selektivmedien wurden nach der Inkubation der Agarplatten Aussagen Uber
physiologische Merkmale der einzelnen Kolonien gemacht.

2125 X-Gal-Assay der Two-Hybrid-Transformanten

Der B-Galaktosidase-Filtertest erfolgte nach PROQUEST ™ Two-Hybrid-System (GibcoBRL,
Eggenstein). Mit Filterpapier wurden Filterabziige von frischen Hefekolonien hergestellt. Die
Filter wurden mit den Kolonien nach oben in fllissigen Stickstoff gelegt und nach ca. 10 s bei
RT aufgetaut. Anschliefend wurden die Filter mit den Kolonien nach oben auf
Whatmanpapier gelegt, das mit Z-Puffer/X-Gal-Losung getrénkt wurde. Die Inkubation der
Filter erfolgte bei 37°C bis zu 8 Stunden.

Z-Puffer pH 7,0

NaHPO, * 7H20 16,10 g/l
NaH,PO, « H20 5,50 g/l
KCl 0,75 gl
MgSO,  7TH,0 0,246 g/l

Die Losung wurde 25 min bel 121°C autoklaviert.

X-Gal Stockldsung
10 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-1ndolyl-p-D-Galactopyranosid in 100 pl DMF 18sen; dunkle Lagerung bei -20°C.
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Z-Puffer/X-Gal-L 6sung fir eine M embran

Z-Puffer 10 ml
B-Mercaptoethanol 60 ul
X-Gal-Stocklésung 100 pl

2.12.6 Zellaufschluss nach Y affe und Schatz

Um denaturierte Hefe-Rohlysate zu erhalten, wurden diese nach Yaffe und Schatz**
aufgeschlossen. Nach der Anzucht der Zellen wurden 30 mg Zellmaterial mit 148 pul 2 M
NaOH und 12 pl B-Mercaptoethanol versetzt und auf 1 ml mit Bidest. aufgefullt. Nach einer
10-mindtigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz mit 160 ul einer 50%igen
Trichloressigséure (TCA) versetzt, fir weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschlief3end
sedimentiert (2 min, 13.000 rpm, 4°C). Das Sediment wurde mit 1 M Tris-Base gewaschen,
erneut sedimentiert und in SDS Probenpuffer resuspendiert, fir 5 min bei 95°C erhitzt und
anschliefiend fir die SDS-Gelelektrophorese (s. 2.14.2) verwendet.

SDS-Probenpuffer

1M Tris-Basein 12,5% SDS 140 pl

50% (v/v) Glycerin 160 pl

IMDTT 90 wl

0,1% (w/v) Bromphenolblau 10 pl

2127 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Hefekulturen (15 ml) wurden Uber Nacht (300 rpm, 30°C) im Selektionsmedium (SC-Leu'-
Trp) zu einer hohen Zelldichte angezogen. Die Kulturen wurden durch Zentrifugation (2 min,
2000 rpm, RT) pelletiert. Nach vollstandiger Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in
50 pl Puffer | resuspendiert und zentrifugiert ( 2 min, 2000 rpm, RT). Das Pellet wurde in 200
ul Puffer 11 resuspendiert und in ein Schraubdeckel gefald mit vorgelegten, sauregewaschenen
Glass-Beads (425-600 um) Uberfihrt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Rittelgerédtes
(FastPrep® Instrument der Firma Qbiogene, USA) lysiert (20 s, Geschw. 4,5 m/s). Der
lysierte Ansatz wurde kurz auf Eis gestellt und zentrifugiert (5 min, 1500 rpm, RT), der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Resktionsgefal Gberfiinrt und mit dem gleichen
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Volumen Phenol versetzt und fir 15 s gevortext. Nach anschlief3ender Zentrifugation (15 s
1500 rpm, RT) wurden 2 pl Uberstand fur die Transformation in E. coli TG2 verwendet.

Puffer | Puffer |1

100 mM Tris-HCI pH 7,4 2 % Triton X-100

100 mM EDTA 1% SDS
100 mM NaCl
10 mM TrissHCI pH 7,4
1 mM EDTA

Die Losungen wurden 25 min bel 121°C autoklaviert.

2.13 Z€ellbiologische Methoden

2.13.1 Medien und Wachstumsbedingungen

Das fur die Kultivierung von adhérent wachsenden Zelllinien verwendete Zellkulturmedium
DMEM [Dulbecco’'s Modified Essential Medium, GibcoBRL, Eggenstein] wurde mit 1%
Penicillin/Streptomycin, 2 mM Glutamin und 10% fétalem Kaberserum (FCS) angesetzt. Die
Kultivierung erfolgte bei 37°C im CO,-Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart)
bei 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO2. Je nach Tellungsrate und Dichte der Zellen
wurden die Zellverbénde alle 3-4 Tage mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA gel6st und die

vereinzelten Zellen wurden auf neue Gewebekulturflaschen im Verhdtnis 1.5 ausplattiert.

Zelkultur-PBS pH 7,2 Trypsin/EDTA-L 6sung

8 mM Na,HPO, 0,05% (w/v) Trypsin

1,5 mM KH,PO, 0,02% (w/v) EDTA in modifizierter Puck’s Salzlésung
140 mM NaCl

3mM KCl

2.13.2 Zellzéhlung mit dem Trypanblau-Ausschlusstest

Die Z€llzahlbestimmung erfolgte durch Farbung mit Trypanblau. Die Zellsuspension wurde
mit Trypanblau (0,5%) 1:2 verdinnt. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde die mit
Trypanblau verdiinnte Zellsuspension 5-10 min bel RT inkubiert. Ein Aliquot wurde unter ein
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Deckglas auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Auszahlung von vier Quadraten (je
16 Einzelquadrate) erfolgte lichtmikroskopisch. Ein Quadrat enthélt 0,1 ul Zellsuspension.
Wahrend vitale Zellen in der Lage sind den Farbstoff auszuschlief3en und im mikroskopischen
Bild hell erscheinen, nehmen tote Zellen Trypanblau auf und sind tiefblau gefarbt.

2.13.3 Gefrierkonservierung und Revitalisierung von Zellen

Zur Konservierung wurden konfluent wachsende Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert, in
Medium aufgenommen und fir 5 min bei 1000 x g sedimentiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in 3 ml Einfriermedium aufgenommen (3 x 10° Zellen/ml)
und auf drei Cryordhrchen verteilt. Die Zellen wurden zundchst bel -80°C Uber Nacht
eingefroren und anschlief3end in flissigem Stickstoff gelagert. Zur Revitalisierung wurde das
Cryorohrchen aus dem Stickstofftank genommen, zunéchst fir ca. 1 min bei RT angewarmt
und anschlieffend im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Eiskern zu sehen
war. Die Zellsuspension wurde entnommen und in eine Zellkulturflasche mit 14 ml Medium
ohne Selektionsantibiotika Uberfiihrt. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt, um
DMSO-Reste, tote Zellen und Zeltrimmer zu entfernen sowie gegebenenfalls
Sel ektionsanti biotika einzufthren.

Einfriermedium

3 ml DMSO

6 ml FCS

11 ml DMEM mit 1% Pen/Strep, 2 mM Glutamin und 10% FCS

2134 Transfektion von Plasmid-DNA oder SSRNA in Eukaryoten-Zellen

Das Einschleusen von Plasmid-DNA oder ssiRNA in Zellen wurde entweder mit der
Lipofektamin-Methode (Invitrogen, Karlsruhe) oder mit der Calcium-Phosphat-Methode
(Chen und Okayama, 1987)'*° durchgefihrt.
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2.13.41  Transfektion von Zelllinien nach der Lipofektamin-Methode

Bel der Lipofektamin-Methode bindet die DNA an kationische Lipide in Liposomen. Diese
Komplexe werden von der Zellmembran aufgenommen. Zur Transfektion der Zelle mit
Plasmid-DNA wurden 1,5 x 10° HeLa, U20S- oder 293FT-Zellen auf einer 60-mm-
Gewebeschale in Medium ohne Antibiotikum ausplattiert und kultiviert, bis 90% Konfluenz
erreicht war. Zur Transfektion wurden 20 ul Lipofectamine™ 2000 und 8 pg DNA in jeweils
500 ul Opti-MEM-Medium (GibcoBRL) gel6st und getrennt fir 5 min bei RT inkubiert. Dann
wurden beide Ansétze gemischt und fir 20 min zur Bildung der DNA-Lipid-Komplexe
inkubiert. Der Mix wurde dann direkt auf die Zellen gegeben. Nach 5 h wurden die Zellen
gewaschen und das Medium gewechselt. Die Zellen wurden 24-96 h kultiviert und die
Proteinexpression mittels Immunobl ot-Anal yse Gberpriift.

Die Klonierung der transfizierten Zellen erfolgte durch limitierte Verdinnung in 96-Loch-
Mikrotiterplatten. Die Zellen wurden soweit verdinnt, dass sich rein statistisch je eine Zelle
in 200 pl bzw. in 400 pl Selektionsmedium befand. Aus der Zellsuspension wurden 200 pl
pro Loch ausplattiert. Die Zellen wuchsen im Zeitraum von einigen Tagen zu einer Population
heran, wurden in grofere Kulturschalen Uberfuhrt und die Proteinexpression mittels
Immunobl ot-Analyse Uberprift.

Zur Transfektion der Zellen mit SRNA wurden 1,5 x 10° HelLa-, U20S- oder 293FT-Zellen
auf einer 60-mm-Gewebeschale in Medium ohne Antibiotikum ausplattiert und kultiviert, bis
30-50% Konfluenz erreicht war. Zur Transfektion wurden 10 pl Lipofectamine™ 2000 und
200 pmol siRNA in jeweils 500 ul Opti-MEM-Medium gel6st und getrennt fur 5 min bei RT
inkubiert. Dann wurden beide Ansétze gemischt und fir 20 min zur Bildung der DNA-Lipid-
Komplexe inkubiert. Der Mix wurde dann direkt auf die Zellen gegeben. Nach 5 h wurden die
Zellen gewaschen und das Medium wurde gewechselt. Die Zellen wurden 24-96 h kultiviert

und die Proteinexpression mittels Immunobl ot-Analyse tberpruft.

2.13.4.2  Transfektion von Zelllinien nach der Cal cium-Phosphat-M ethode

Fur die Transfektionen nach der Calcium-Phosphat-Methode (Chen & Okayama, 1987)
wurden die HeL.a-Zellen am Vortag in einer Dichte von 1,5 x 10° Zellen auf einer 60-mm-
Gewebeschale ausplattiert. Vier Stunden vor Zugabe der DNA wurde das Medium
gewechselt. Zur Herstellung des Prézipitats wurden 6 pg der zu transfizierenden Plasmide

(Qiagen-Préparation) sowie 25 ul 2,5 M CaCl, in einem Eppendorf-Reaktionsgefald vorgelegt,
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mit Bidest. auf 250 ul aufgefullt und gemischt. Diese DNA-Mischung wurde in 250 ul HBS
eingetropft. Das dabel entstandene Prézipitat blieb 15 min erschitterungsfrel bei RT stehen,
um anschlief3end auf die Zellen gegeben zu werden. Nach 16- bis 18-stindiger Kultivierung
(35 °C, 3 % CO,) wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und in 3
ml Medium 24 h kultiviert (37°C, 5% CO,). Anschlief3end wurden die Zellen lysiert und fur
[3-Gal- und Luciferase-Assay verwendet.

2x HBS-L6sung

2,5M CaCl,

50 mM HEPES, pH 7,1

1,5 mM Na;HPO,

0,28 M NaCl

Die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

2.135 Fluoreszenz-Mikroskopie

Zur Optimierung der Transfektionseffizienzen wurden die Zellen mit dem Reporter-Plasmid
kotransfiziert. Als Reportergen wurde das griin-fluoreszierende Protein (GFP) verwendet.

Bei erfolgreicher Transfektion und Expression des Plasmids wird das stark fluoreszierende
GFP gebildet, das bel einer Anregung von 460 nm Licht im Bereich Uber 500 nm emittiert.
Zur Fixierung wurden die auf Deckglésern kultivierten Zellen 3 x mit PBS gewaschen und
mit 1ml 4%igem Formaldehyd (verdinnt in PBS) fur 10-30 min bei RT Uberschichtet. Nach
5-maligem Waschen mit PBS wurden die Deckglaser luftgetrocknet und auf Objekttrager
aufgeklebt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie (Modell Axiovert 135

Zeiss, Oberkochen).

2.13.6 Herstellung von Zdllextrakten fur Western-Blot

Nach der Lipofektamin-Methode transfizierte Zellen wurden in Gewebekulturschalen mit 60
mm Durchmesser fir 24-96 h kultiviert und danach 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach
der sorgfdtigen Entfernung von PBS wurden die Zellen fur 30 min auf Eis in 200 pl
Proteinextraktionspuffer inkubiert. Nach dem Abschaben der Zellen mit zuvor in Ethanol und
PBS gespllten und getrockneten Schabern wurden die Zell-Lysate in Eppendorf-
Reaktionsgefdlle (auf Eis) Uberfihrt. Membran- und DNA-Reste wurden danach durch
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Zentrifugation (14000 x g, 10 min, 4°C) entfernt. Die Uberstande wurden in neue Eppendorf-
Reaktionsgefdle (auf Eis) dberfihrt. Der Gesamtproteingehalt wurde mit der
Proteinbestimmung nach Bradford (2.14.1) ermittelt und die Menge zum Auftragen auf ein
12,5%iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurde auf 20 pg berechnet. Der Proteinextrakt wurde am
gleichen Tag fur die SDS-PAGE und die anschlieffende Western-Blot-Analyse verwendet

bzw. bei -80°C eingefroren.

Proteinextraktionspuffer

0,5% Triton X-100 10 mM p-Nitrophenyl phosphat
25 mM HEPESpH 7,6 0,3 mM Natriumorthovanadat
300 mM NaCl 10 mM Benzamidin

10% Glycerin 2mM DTT

0,2mM EDTA 20 pg/ml Aprotinin

1,5mM MgCl, 2,5 pg/ml Leupeptin

20 mM B-Glycerophosphat 1,7 pg/ml Pepstatin

2.13.7 Herstellung von Zellextrakten fr 3-Gal- und Luciferase-Assay

Nach der Cal cium-Phosphat-M ethode transfizierte Zellen wurden in Gewebekulturschalen mit
60 mm Durchmesser fur 36-42 h kultiviert und danach 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen.
Nach der sorgféltigen Entfernung von PBS wurden die Zellen fir 30 min auf Eisin 200 pl
Tris-Phosphat-Lysepuffer inkubiert. Nach dem Abschaben der Zellen mit zuvor in Ethanol
und PBS gespllten und getrockneten Schabern wurden die Zell-Lysate in Eppendorf-
Reaktionsgefdl3e (auf Eis) Uberfiihrt. Membran- und DNA-Reste wurden danach durch
Zentrifugation (12000 x g, 5 min, 4°C) entfernt. Die Uberstande wurden in neue Eppendorf-
Reaktionsgefdl3e (auf Eis) Uberfuhrt. Der Proteinextrakt wurde am gleichen Tag fur die
Messung der [-Galaktosidase- und Luciferase-Aktivitdt verwendet bzw. bei -80°C

eingefroren.

Tris-Phosphat-Lyse-Puffer
25 mM Tris-H3PO,4 pH 7,8
2mM DTT

2mM DCTA

10% Glycerin

1% Triton X-100
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2.14 Protei nbiochemische M ethoden

2141 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 5 pl Proteinextrakt mit 795 pl Bidest.
verdinnt und mit 200 ul Bradford-Reagenz vermischt. Die Mischung wurde 10 min bel RT
inkubiert. FUr den leeren Wert wurden statt 5 pl Proteinextrakt 5 pl Proteinextraktionspuffer
verwendet. Nach der Messung der Absorption bel 595 nm in Kivetten im Spektral photometer
DU 640 wurde die Proteinkonzentration mittels einer Eichgerade bestimmt.

Vorher wurde fir das Gerédt eine Standardkurve erstellt. Ausgehend von einer BSA-L6sung
(200 pg/ml) wurde nach obigem Schema eine Konzentrationsreihe (O ug, 1 ug, 2 ug, 5 pg, 10
ug, 12 ug, 15 pg, 20 pug in 800 pl Bidest.) erstellt und mit 200 pl Brandford-Reagenz versetzt.
Die gemessenen OD-Werte wurden in einem Diagramm gegen die jeweilige Proteinmenge
aufgetragen und es wurde eine Eichgerade erstellt, mit der die Proteinkonzentration der

Proben berechnet wurde.

2.14.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Lammli (1970)
modifiziert. Mit dieser Methode wurden Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse unter
denaturierenden Bedingungen in SDS-Gelen aufgetrennt. Zur Herstellung eines 12,5%igen
SDS-Polyacrylamidgels wurde zundchst das Trenngel aus 10 ml Bidest., 12,5 ml
Acrylamid/bis-Acrylamid 37,5:1 Mix, 7,5 ml 4x Trenngelpuffer, 600 pl APS und 10 pl
TEMED vorbereitet. Dieses wurde zwischen zwel Glasplatten, die in einem Gief3gestell
fixiert waren, bis zur Markierung gegossen und mit 2-3 ml Bidest. Uberschichtet. Das
Sammelgel wurde aus 6,1 ml Bidest., 1,3 ml Acrylamid/bis-Acrylamid 37,5:1 Mix, 2,5 ml 4x
Sammelgelpuffer, 150 pl APS und 20 ul TEMED vorbereitet. Nach der Aushértung des
Trenngels wurde das Bidest. entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der
Kamm zwischen die beiden Glasplatten gesteckt. Die Proben wurden im Verhdtnis 5:1 mit
5fach konzentriertem Probenpuffer gemischt, 5 min bei 95°C gekocht und auf das Gel
aufgetragen. Der Gellauf erfolgtein 1x Laemmli-Puffer bei 120V fur 1-2,5 h.
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Acrylamidldsung 4x Trenngelpuffer

30 % Acrylamid (w/v) 1,5M Tris-HCI pH 8,8

0,8 % Bisacrylamid (w/v) 0,4 % SDS (w/v)

in Bidest. ad 1 Liter Bidest.

1x Probenpuffer 4x Sammelgelpuffer

10 ml Glycerin 0,5M Tris-HCl pH 6,8

10 ml 10% SDS 0,4 % SDS (w/v)

12,5 ml 4x Sammel gel puffer 0,001 % Bromphenolblau

5 ml 3-Mercaptoethanol

1,25 mg Bromphenolblau

ad 50 ml Bidest.

10x Laemmli-Puffer APS

150 g Tris-HCI 10 % Ammoniumperoxodisulfat in Bidest. (w/v)
720 g Glycin

500 ml 10% SDS

ad 5 Liter Bidest.

2.14.3 Anfarbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Blue

Nach Auftrennung der Proteine Uber SDS-PAGE wurden nicht genutzte Spuren des Gels
abgeschnitten, das Gel 10 min bel RT in 20%iger TCA-Ldsung fixiert, 10 min mit 7,5%iger
Essigsaure zwischengewassert und anschlieRend in 50 ml Férbelésung unter leichtem
Schitteln 45 min bei RT inkubiert. Nach dem Abgief3en der Farbeldsung wurde das blau
eingefarbte Gel mit Entfarbelésung bis zur gewilnschten Verringerung des Hintergrundes
entfarbt; die Entfarbel6sung wurde dabei mehrmals gewechselt. Anschlief3end wurde das Gel

fur 20 min gewassert und getrocknet.

Fixierungsldsung
20% (v/v) Trichloressigsaure (TCA); 7,5% (v/v) Essigsaure

Farbeldsung
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250
45.5% (v/v) Methanol

9,2% (v/v) Essigsdure
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Entfarbel6sung
30% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsdure

2.14.4 Western-Blot-Anayse

Nach der Auftrennung der Proteine Uber SDS-PAGE wurden nicht genutzte Spuren des Gels
abgeschnitten und das Gel in 1x Blotting-Puffer fir ca. 30 min &guilibriert. Anschlief3end
wurde die Nitrozellulose Blotting Membran 0,45 um und 6 Lagen Whatman-GBO002-Papier
auf GelgrofRe geschnitten. Die Membran wurde fir 2 s in Methanol, dann fir 2 min unter
Bidest. und danach fur ca. 15 min in 1x Blotting-Puffer aquilibriert. Das Whatman-Papier
wurde in 1x Blotting-Puffer angefeuchtet. Der Transfer erfolgte in einer BlueBlot WET/1000-
Transfer-Kammer nach folgendem Schema: Das Gel wurde auf drei Lagen Whatman-Papier
gelegt, darauf folgte die Membran. Das wurde wiederum mit drei Lagen Whatman-Papier
Uberschichtet. Der Aufbau erfolgte moglichst luftblasenfrel. Geblottet wurde bei 50-100 V
und 200-400 mA fir 1 h. Nach dem Blotten wurde die Membran 1-2 h in Blocking-Puffer
inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran kurz mit TNET gespilt und danach mit dem
Primerantikorper in TNET Uber Nacht bel 4°C schaukelnd inkubiert. Nach der Inkubation mit
dem Primerantikorper wurde die Membran dreimal fur ca. 20 min mit TNET gewaschen und
fur 1-2 h mit dem an Meerettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikdrper in TNET
bei RT rollend inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal je fir 20 min und zweimal je
far 5 min mit TNET gewaschen. Die Detektion der Signale erfolgte mit dem ECL-Western-
Blotting-Detektionssystem.

10x Transferpuffer pH 8,3—-8,7 10x TNE

250 mM Tris 100 mM Tris-HCI

1,25 M Glycin 25mM EDTA

10 % Methanol 500 mM NaCl

Blocking-Puffer Ix TNET

5% (wiv) entfettete Trockenmilchin TNET 1ml Tween20in 1 Liter 1x TNE
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2.14.5 » Strippen” von Nitrocellulosemembranen

Das Strippen der Membran dient dazu, bereits gebundene Antikorper zu entfernen, so dass ein
Nachweis mit einem anderen priméren Antikorper moglich wird. Die Membran wurde 30 min
bei 60°C mit Stripping-Puffer inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran in Bidest.
gewaschen bis kein B-Mercaptoethanol-Geruch mehr wahrnehmbar war. Die Membran wurde
in Bidest. und TNET fur jeweils 30 min gewaschen, anschlief3end geblockt und eine erneute
Immunodetektion durchgefuhrt.

Stripping-Puffer

2% SDS

62,5 mM Tris-HCI pH 6,7
100 mM B-Mercaptoethanol

2.14.6 Bestimmung der 3-Galactosidase-Aktivitét in Zellextrakten

Die Messung der R-Galactosidase-Aktivitét in Zellextrakten wurde zum Erfassen und
Abgleichen von Schwankungen der Transfektionseffizienzen verwendet. Zur Bestimmung der
[3-Galactosidase-Aktivitat wurden Zellextrakte aus transfizierten HeLa-Zellen hergestellt (s.
29.4). Fur die Messung wurden 30 pl Extrakt in eine auf Eis stehende 96-Loch-
Mikrotiterplatte pipettiert; dabei wurde die erste Kolonne mit Lysepuffer (s. 2.9.4) als
Referenzwert beschickt. Nach der Zugabe von je 200 ul 3-Gal-Reaktionspuffer wurde der
Ansatz bei RT bzw. 37°C 30-60 min bis zum Eintritt einer leichten Gelbfarbung inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 130 pl 1 M Na,COs-L6sung gestoppt und die 3
Galactosidase-Aktivitdt im ELISA-Mef3gerdt (Autoimmun Diagnostika, Stral3burg) bei einer

Wellenlange von 405 nm gemessen.

3-Gal-Reaktionspuffer

ONPG-Stammlésung 125ml
Puffer A 125 ml
Bidest. 25,0 ml
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Puffer A pH 7,0

0,5 M NaHPO, * 2H,0 60 ml
0,5 M NaH,PO, * H,O 40 ml
2,5M KCI 2ml
1M MgSO, e« 7H,0O 0,5ml
ad 500 ml Bidest.; die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.
[3-Mercaptoethanol 1,53 ml

ONPG-Stammlésung pH 7,5
4 mg ONPG pro ml in 100 mM Natriumphosphat-Puffer
Losung bei -20°C lagern

100 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,5

0,2 M NgHPO, * 2H,0 82 ml
0,2 M NaH,PO, * 2H,0 18 ml
mit 100 ml Bidest. mischen

Die Losung wurde 25 min bei 121°C autoklaviert.

2.14.7 Bestimmung der Luciferase-Aktivitét in Zellextrakten

Die Luciferase wandelt das Substrat Luciferin in Gegenwart von molekularem O,, ATP und
Mg® in Oxylluziferin und CO, um. Das dabei emittierte Licht (562 nm) wird in einem
Luminometer detektiert und die enzymatische Aktivitat in relativer Lichteinheit (rlu x s7)
ausgedriickt. Zur Bestimmung der Luziferaseaktivitéat wurden Zellextrakte aus transfizierten
HelLa-Zellen hergestellt (s. 2.9.4). Fur die Messung im Luminometer Lumat LB 9501 wurden
100 ul Extrakt zu 360 pl Luciferase-Reaktionspuffer in Plastik-Messrohrchen pipettiert und
kurz luftblasenfrei gemischt. Nach der automatischen Injektion von 100 pl Luciferin-Losung

wurde die Messung tber den Zeitraum von 20 s durchgefiihrt.

L ucifer ase-Reaktionspuffer 2x Glycylglycin Luciferin-Ldsung
1x Glycylglycin 50 mM Glycylglycin pH 7,8 0,5mM Luziferin
5mM ATP 30 mM MgSO,

Die gemessenen Luciferase-Aktivitdten wurden durch Erfassen und Abgleichen von
Schwankungen der Transfektionseffizienz mittels der 3-Galactosidase-Aktivitét als interner

Kontrolle normalisiert. Die Luciferase-Aktivitdt wurde als relative Einheit in % ausgedriickt.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening von mit D1 interagierenden Peptid-A ptameren
mittels des Y east-Two-Hybrid-Systems

Das Yeast-Two-Hybrid-System wurde angewendet, um nach ID1-spezifischen Peptid-
Aptameren zu screenen. Da die zu den HLH-Proteinen der Klasse D gehtrenden ID-Proteine
(ID1-4) Uber vergleichbare Bindungsaffinitdten zu den bHLH-Transkriptionsaktivatoren der
Klasse A und B verfiigen und innerhalb ihrer HLH-Doméanen hohe Sequenzhomologien
zeigen, wurden im Rahmen dieser Arbeit auch 1D2, ID3 und ID4 anaysert. Als
Voraussetzung fur die Isolierung der Peptide aus den Peptid-Aptamer-Expressionsbanken

mussten die cDNAs von ID1-4 in Hefeexpressionsvektoren kloniert werden.

311 Klonierung der cDNAsvon ID1-4 in Hefe-Expressionsvektoren

Die cDNAs von ID1-4 wurden aus den Vektoren pl1121, p1122, p1123 und pl124 mit den
Primern ID1-Y2HF/R, ID2-Y2HF/R, ID3-Y2HF/R und ID4-Y2HF/R mittels PCR
amplifiziet (s. Abb. 3.1). Be der Amplifizieung wurden gleichzeitig
Restriktionsschnittstellen (s. 2.8.1) eingefiigt, so dass die cDNA nach dem Restriktionsverdau
im richtigen Leserahmen in den Hefe-Expressionsvektor pPC97 kloniert werden konnte und
as Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdoméne des GAL4-Transkriptionsfaktors
exprimiert wurde (Bait). Um zu prifen, ob ID1 mit sich selbst interagiert, wurde die cDNA
von ID1 im richtigen Leserahmen in den Hefe-Expressionsvektor pPC86 kloniert, so dass ID1
as Fusionsprotein mit der  Transkriptions-Aktivierungsdomane des  GAL4-

Transkriptionsfaktors exprimiert werden konnte (Prey).

M ID1 M ID2 M ID3 M D4

_ s00bp _ 500bp _ 500bp 485b
468 bp . 485bp
o i o i B ;?)2 :E i B wonp

Abb. 3.1 PCR-Produkte der cDNAs von ID1-4 fir Y east-Two-Hybrid-Experimente. Die cDNAs von 1D1-4
wurden aus den Vektoren p1121, p1122, p1123 und p1124 mit den Primern ID1-Y2HF/R, ID2-Y 2HF/R, ID3-
Y 2HF/R und 1D4-Y 2HF/R amplifiziert.
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Die cDNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des TOPO-TA PCR Cloning Kits in den Vektor
PCR®2.1 Topo® kloniert. Nach der Blau-WeiR-Selektion auf LB-Agarplatten mit X-Gal und
Kanamycin wurden die positiven Klone durch Restriktionsverdau und Sequenzanayse auf
ihre Grof3e, Orientierung und korrekte Sequenz hin Uberpriift. Anschlief3end wurden die
cDNAs im richtigen Leserahmen in den Hefe-Expressionsvektor pPC97 bzw. pPC86 kloniert
und die richtige GroRe, Orientierung und der Vektor/Insert-Ubergang durch
Restriktionsverdau und Sequenzanal yse Uberprift (s. Abb. 3.2).

pPC97-ID1 pPCY7-1D2 pPC97-1D3 pPCY7-1D4 pPC86-1D1

M D1 M D2 M ID3 M ID4 M ID1
o

8 kb 8.3 kb 8 kb 83 kb 8 kb 8.3 kb akb 8.3 kb 6 kb . Tkb
405bp —200bP 360 bp 500 bp 4850p _500bp 468 bp
-— —

Abb. 3.2 Restriktionsanalyse der Fusionsplasmide pPC97-ID1-4 und pPC86-ID1. Zur Uberprifung der
Insertgrofe wurden pPC97-1D1 und pPC86-1D1 mit Sall/Notl, pPC97-1D2 und pPC97-ID3 mit Spel/Sacll und
pPC97-1D4 mit Spel/Aatll verdaut.

500 bp agsbp  _2000P

3.1.2 Transformation der Fusionsplasmide und Untersuchung der
autonomen Aktivierung der Reportergene

Die Fusionsplasmide wurden in den S cerevisiae-Stamm MaVv203 transformiert und die
Klone auf SC-Selektionsmedien (s. Tab. 3.1) selektiert.

Tab. 3.1 Transformation der Fusionsplasmide in Mav203 und Selektion der Klone auf SC-Selektionsmedien
(SC-Leu, SC-Trp und SC-Leu-Trp).

Transformation | Plasmid 1 Plasmid 2 Selektion Zweck

1 pPC97 - SC-Leu Transformationskontrolle

2 - pPC86 SC-Trp Transformationskontrolle

3 - - SC-Leu Transformationskontrolle

4 pPC97 pPC86 SC-Leu-Trp | autonome Aktivierungskontrolle

5 pPC97-1D1 - SC-Leu Screening der Peptid-Aptamer-Library
6 pPC97-1D2 - SC-Leu Screening der Peptid-Aptamer-Library
7 pPC97-D3 - SC-Leu Screening der Peptid-Aptamer-Library
8 pPC97-1D4 - SC-Leu Screening der Peptid-Aptamer-Library
9 pPC97-1D1 pPC86 SC-Leu-Trp | autonome Aktivierungskontrolle

10 pPC97-1D2 pPC86 SC-Leu-Trp | autonome Aktivierungskontrolle
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11 pPC97-1D3 pPC86 SC-Leu-Trp | autonome Aktivierungskontrolle
12 pPC97 pPC86-1D1 SC-Leu-Trp | autonome Aktivierungskontrolle
13 pPC97-ID1 pPC86-ID1 | SC-Leu-Trp | Selbst-Interaktionstest

Die Expression der Fusionsproteine wurde durch Herstellung von Proteinextrakten und
anschlieffendem Western-Blot mit den entsprechenden Antikoérpern gegen die einzelnen ID-
Proteine Uberpriift. Die Expression von 1D1-3 wurde nachgewiesen (s. Abb. 3.3). Da D4 in
MaV203 nicht exprimiert werden konnte, wurde ID4 in den nachfolgenden Y east-Two-

Hybrid-Experimenten nicht verwendet.

+ - + - + - = -
ID1 - ID2 - D3 == ID4

P

Abb. 3.3 Expression der Fusionsproteine GAL4-IDs in S. cerevisiae MaVv203. Die Expression von 1D1-3 wurde
in S. cerevisae MaV 203 durch Western-Blot-Analysen mittels der anti-1D1-3-Antikorper (ID1 C-20, ID2 C-20
und ID3 H-70) nachgewiesen. 1D4 konnte in MaV 203 nicht exprimiert werden. Fir die negative Kontrolle wurde
das Expressionplasmid pPC97 ohne I Ds verwendet.

Diese Klone wurden auf die autonome Aktivierung der Reportergene untersucht, indem die
Kolonien auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen wurden. Keiner der Klone
zeigte Wachstum unter diesen Selektionsbedingungen. Der Selbst-Interaktionstest von ID1

resultierte ebenso in keiner Aktivierung der Reportergene (s. Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Untersuchung der autonomen Aktivierung der Reportergene auf Selektionsplatten (SC-Leu-Trp-His +
3AT, SC-Leu-Trp-Ura und YPD + X-Gal). Die Klone zeigten keine autonome Aktivierung und der Selbst-
Interaktionstest von ID1 resultierte in keiner Aktivierung der Reportergene. Jede Untersuchung wurde in drei
unabhangigen Ansdtzen wiederholt.

autonome Aktivierung
Fusonsplasrnldem MaV203 SC-Leu'-Trp'-His' + 3AT [0 mM, 10 mM
25 mM, 50 mM, 75 mM and 100 mM]

pPC97-1D1 - - -
pPC97-1D2 - - -
pPC97-1D3 - - -
pPC86-1D1 - - -
pPC97-1D1 und pPC86 - - -
pPC97- D2 und pPC86 - - -
pPC97- D3 und pPC86 - - -
pPC86—- D1 und pPC97 - - -
pPC97-1D1 und pPC86-1D1 - - -

SC-Leu-Trp-Ura | YPD + X-Ga

62



ERGEBNISSE

3.1.3 Transformation der Peptid-A ptamer-Expressionsbanken und
| solierung von positiven Klonen

Zwel cDNA-Banken aus randomisierten Peptid-Aptameren lagen in den Vektoren pADTRX
(konstringierte Form) und pADpep2 (lineare Form) kloniert vor und die einzelnen Klone
wurden somit als Fusionsproteine mit der Transkriptions-Aktivierungsdoméane des GAL4-
Transkriptionsfaktors exprimiert (Prey). Bait-Plasmid pPC97-1D1, das ID1 as Fusionsprotein
mit der DNA-Bindungsdoméne des GAL4-Transkriptionsfaktors exprimiert, und Prey-
Plasmide wurden in den Hefestamm MaV 203 kotransformiert.

Insgesamt wurden mit den jeweiligen Peptid-A ptamer-Expressionsbanken ca. 1,5 x 10° Klone
gescreent. Eine Peptid-Aptamer-Expressionsbank besitzt eine theoretische Diversitét von ca
5x10° exprimierten Aptameren. Damit wurde nicht die gesamte Library mit dem
durchgefuhrten Screening erfasst. Es ist jedoch sehr schwierig, eine derart hohe
Transformationseffizienz mit Hefezellen zu erreichen. ErfahrungsgemaR wird mit 10°
gescreenten Klonen eine ausreichende Menge an verschiedenen Klonen erfasst, so dass sich
Peptid-Aptamere mit hoher Spezifitét und Affinitéat als Bindungspartner ableiten lassen.

Die Transformationseffizienz mit dem zuerst verwendeten Hefestamm KF1 war trotz
mehrfach gednderter Transformationsprotokolle sehr gering und variierte erheblich. Erst mit
dem kommerziell erhdtlichen Hefestamm Mav203 (Invitrogen) wurde eine hohe und
reproduzierbare Transformationseffizienz erreicht. Der Hefestamm MaVv 203 besitzt mehrere
Reportergene unter dem Einfluss des GAL-4-Promotors. Basierend auf der Interaktion
zwischen ID1 und der Peptid-Aptamer-Expressionsbank erlauben die Reportergene eine
Selektion von Hefeklonen. Zur Selektion dienen drei Reportergene: HIS3 ermdglicht der Hefe
ein Uberleben auf Histidin-Mangelmedium; URA3 ermoglicht der Hefe ein Uberleben auf
Uracil-Mangelmedium. Besonders die Aktivierung des Uracil-Markers weist auf eine
hochaffine Bindung zwischen Aptamer und Bait hin, da der vor dem Uracil-Sel ektionsmarker
inserierte SPO1-Promotor ein negatives Regulationselement enthélt, so dass dieser Promotor
nur durch einen sehr stabilen Gal4-Transkriptionsfaktor aktiviert werden kann; lacZ kodiert
fur R-Galaktosidase, die in Tests mittels des Umsatzes des Substrats X-Gal nachgewiesen
werden kann.

In Tab. 3.3 sind die einzelnen Selektionsschritte zur Ermittlung von positiven Klonen gezeigt.
Die durch die Kotransformation erhaltenen Klone, die auf dem Histidin-Mangelmedium
wuchsen, wurden auf das Uracil-Mangelmedium Ubertragen. Die Klone, die auf dem Uracil-

Mangelmedium wuchsen, wurden mit 3-Galactosidase-Assays Uberprift. 17 Klone aus der
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Kotransformation mit der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank und vier Klone
aus der Transformation mit der linearen Peptid-Aptamer-Expressionsbank, die die starkste
Blaufarbung in [-Galactosidase-Assays zeigten und somit die stérksten Interaktionen
aufwiesen, wurden selektiert und weiter charakterisiert.

Tab. 3.3 Library-Screening von mit ID1 interagierenden Peptid-Aptameren. Es wurden 21 Klone aus der
Kotransformationen mit Peptid-Aptamer-Expressionsbanken, bei denen ale Reportergene induziert waren,
isoliert: 17 Klone aus der Kotransformation mit der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank und vier
Klone aus der Kotransformation mit der linearen Peptid-A ptamer-Expressionsbank.

Bait- und Prey-Plasmidein MaVv203 Selektion Anzahl der positiven Klone
SC-Leu-Trp 1,5x 10°
. SC-Leu-Trp-His 2,1x10°
pPC97-1D1 und pADTRX-Peptid-Aptamer
SC-Leu-Trp-Ura 210
YPD mit X-Gal 17
SC-Leu-Trp 1,5x10°
_ SC-Leu-Trp-His 3,4x 10°
pPC97-1D1 und pADpep2-Peptid-Aptamer
SC-Leu-Trp-Ura 418
YPD mit X-Gal 4

Zur weiteren Charakterisierung der 21 selektierten Klone wurden die Plasmide aus der Hefe
isoliert und in E. coli (Stamm TG2) amplifiziert. Hier wurde die Tatsache genutzt, dass es
sich bei den Prey-Vektoren (Library-Vektoren), im Gegensatz zu den Bait-Vektoren, um
»high copy“-Plasmide handelt, so dass sich diese wahrend der Amplifikation in Bakterien
anreichern. Bakterielle Kolonien wurden gepickt und durch Restriktionsverdau und
Sequenzanalyse Uberpriift. Die Restriktionsanalyse durch Hindlll zeigte, dass von den 17
isolierten pADTRX-Peptid-Aptameren 14 Monomere, eins Dimer und zwei Trimere waren.
Dies zeigt, dass zwei oder mehr Peptid-Aptamere bei der Herstellung der Peptid-Aptamer-
Expressionsbank in das GerUstprotein TRX integriert waren. Die vier linearen pADpep2-
Peptid-Aptamere waren Monomere (s. Abb. 3.4).
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pADTRX-Monomere pADpep2-Monomere

M12 3456 7 8 91011121314

pADTRX-Dimer und -Trimere

M 15 16 17

M1 23 4

S5kb 4,5 kb

4 kb 4 kb 3,6 kb

-------
2,5kb
BRI L o o e 0 e —=— 23kb

1,5 kb 1,5 kb

1.2 kb

1 kb 1,1 kb 1kb

750 bp 800 bp

——————————————

500 bp
500 bp 500 bp 400 bp
—_— 400 bp —_— 350 bp

250 bp

Abb. 3.4 Restriktionsanalyse der aus dem Hefestamm MaV 203 isolierten Library-Plasmide. Zur Uberpriifung
der Insertgréfie wurden die 21 isolierten Library-Plasmide durch Hindll1-Verdau untersucht. Von 17 isolierten
pPADTRX-Peptid-Aptameren waren 14 Monomere (Spur 1-14), eins Dimer (Spur 15) und zwei Trimere (Spur
16-17). Vier lineare pADpep2-Peptid-Aptamere waren Monomere.

Zur Sequenzanayse wurden insgesamt 105 Kolonien, d.h. je Hefe-Klon funf bakterielle
Kolonien, gepickt und durch Sequenzanalyse Uberpruft. Die Sequenzanalyse ergab 35
verschiedene Sequenzen von Peptid-Aptameren. Zwel Hefeklonpaare enthielten jeweils
identische Peptid-Aptamere, d.h. insgesamt 37 Peptid-Aptamere. Dies zeigt, dass eine
Hefezelle bel der Library-Transformation mehr as ein Prey-Plasmid aufgenommen hat und

dassel be Prey-Plasmid von mehreren Hefezellen aufgenommen wurde.

3.14 Verifizierung der Interaktion der Peptid-Aptamere mit ID1

Mehrere unterschiedliche falsch positive Klone kénnen Phanotypen verursachen, die den
Phénotypen der , echt* positiven Klone &hnlich sind. Beispielsweise kann eine Mutation des
Bait- oder Prey-Plasmids in der Hefe das Plasmid zum Selbst-Aktivator umwandeln, so dass
ein fasch positiver Klon autonom ohne eine ID1/Aptamer-Interaktion auf Selektivmedien
wachsen kann. Mehrere Hefezellen haben mehr as ein Library-Plasmid aufgenommen, das
falsch oder echt sein konnte. Aus diesen Grinden wurden ale 37 isolierten Peptid-Aptamere
auf ihre echte Interaktion mit ID1 untersucht. Hierfir wurden Bait- und Prey-Plasmide in

MaV 203 retransformiert, um die Phanotypen der Reportergene zu priifen (s. Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Retransformation der 37 isolierten Peptid-Aptamere in MaV203 und Selektion der Klone auf dem SC-
Selektionsmedium SC-Leu™-Trp™ zur Verifikation ihrer echten Interaktion mit ID1.

Transformation | Plasmid 1 Plasmid 2 | Selektion Zweck
1 pPC86 pPC97 SC-Leu-Trp~ | positive Transformationskontrolle
2 - SC-Leu-Trp” | negative Transformationskontrolle
3-6 pADpep2-Peptid-Aptamer;., pPC97 SC-Leu-Trp~ | autonome Aktivierungskontrolle
7-10 pADpep2-Peptid-Aptamer;., pPC97-ID1 | SC-Leu-Trp~ | Phanotyp-Verifikation
11-43 pADTRX-Peptid-Aptamerss; | pPC97 SC-Leu-Trp~ | autonome Aktivierungskontrolle
44-76 PADTRX-Peptid-Aptamers.a; pPC97-ID1 | SC-Leu-Trp~ | Phanotyp-Verifikation
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Zur Verifikation der echten Interaktion der isolierten Peptid-Aptamere mit 1D1 wurden
insgesamt 148 Kolonien, d.h. je Hefeklon vier Kolonien, auf SC-Leu-Trp-Platten
ausplattiert. Hefekolonien wurden mittels der Stempeltechnik nach Lederberg auf Histidin-
Mangelndhrboden Ubertragen. Klone, die auf Histidin-Mangelndhrbdden wuchsen, wurden
auf Uracil-Mangelnahrbdden Ubertragen. Die Klone, die auf Uracil-Mangelnahrbdden
wuchsen, wurden mit 3-Gal actosidase-Assays Uberprift.

Die Untersuchung der autonomen Aktivierung der Reportergene zeigte keine autonome
Aktivierung der Reportergene (s. Tab. 3.5). Bel 26 der 33 Klone aus der konstringierten
Peptid-Aptamer-Expressionsbank (pADTRX-Peptid-Aptamer) wurden die Phanotypen aller
Reportergene verifiziert. Bei alen vier Klonen aus der linearen Peptid-Aptamer-
Expressionsbank (pADpep2-Peptid-Aptamer) wurde ebenfalls die echte Aptamer/ID1-
Interaktion bestétigt (s. Tab. 3.6). Da zwei Hefeklonpaare jewells identische Peptid-Aptamere
enthielten, wurden insgesamt 28 Peptid-Aptamere mit unterschiedlichen Sequenzen in 30
Hefeklonen identifiziert.

Tab. 3.5 Untersuchung der autonomen Reportergen-Aktivierung der retransformierten Peptid-Aptamere auf
Selektionsplatten (SC-Leu-Trp-His, SC-Leu-Trp-Ura und YPD + X-Gal). Die Klone zeigten keine autonome
Aktivierung der Reportergene. Jede Untersuchung wurde in drei unabhéngigen Ansétzen wiederholt.

Prey- und Bait-Plasmidein MaVv203 Selektion autonome Aktivierung
SC-Leu-Trp-His
pADpep2-Peptid-Aptamer,., und pPC97 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp-His
pADTRX-Peptid-Aptamers 3; und pPC97 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal

Tab. 3.6 Verifikation der Aptamer/ID1-Interaktion nach der Retransformation der isolierten Peptid-Aptamere in
MaV203. Bei 26 der 33 Klone aus der konstringierten und den vier Klonen aus der linearen Peptid-Aptamer-
Expressionsbank wurden die echten Aptamer/ID1-Interaktionen durch die Phanotypen aller Reportergene
verifiziert.

Prey- und Bait-Plasmidein MaVv203 Selektion Phanotyp-Verifikation
SC-Leu-Trp-His

pADpep2—Peptid-Aptamer,_4 und pPC97-ID1 SC-Leu-Trp-Ura positiv: 4 Klone
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp-His
PADTRX—Peptid-Aptamers.s; und pPC97-ID1 | SC-Leu-Trp-Ura
Y PD mit X-Gal

positiv: 26 Klone
negativ: 7 Klone
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Bel 30 Hefeklonen war die Transkription aler Reportergene durch die echte Interaktion
zwischen ID1 und Peptid-Aptameren aktiviert und die Phanotypen der Reportergene wurden
verifiziert (s. Abb. 3.5).

Abb. 3.5 Durch Peptid-Aptamer/ID1-Interaktion isolierte MaV203-Hefeklone. Bei 30 Hefeklonen wurden die
Transkriptionen aller Reportergene durch die echte Interaktion zwischen ID1 und Peptid-Aptameren induziert
und die Phanotypen der Reportergene verifiziert (His', Ura” and R-Gal").

Die Aminosauresequenzen der Peptid-Aptamere, die aus , echt® positiven Klonen isoliert
wurden, sind in Tab. 3.7 aufgeftihrt. Neun pADTRX-Monomere, ein pADTRX-Dimer und
zwel pADTRX-Trimere enthalten Stoppcodons innerhalb der Peptid-Aptamere. Zwei
Hefeklonpaare, die Klone 5 und 11 und die Klone 13 und 30, enthalten jewells identische
Peptid-Aptamere. Keine der Peptid-Aptamersequenzen zeigen Homologien mit bekannten
Proteinen oder Proteindomanen. Dies lasst sich damit erkléren, dass es sich bei Peptid-
Aptameren nicht um aus der Evolution abgeleitete Motive handelt, sondern um artifizielle,
randomisierte Sequenzen, die aufgrund ihrer Aminosdurezusammensetzung eine

Konformation einnehmen, die esihnen ermdglicht, mit ID1 zu interagieren.

Tab.3.7 Aminosduresequenzen der mit ID1 interagierenden Peptid-Aptamere, die mittels des Y east-Two-
Hybrid-Systems isoliert wurden. Die Peptid-Aptamere 1-4 wurden aus der linearen Peptid-Aptamer-
Expressionshank (pADpep2-Peptid-Aptamer) und die Peptid-Aptamere 5-30 aus der konstringierten Peptid-
Aptamer-Expressionsbank (pADTRX-Peptid-Aptamer) gescreent.

Klon-Nr. | Sequenzen der pADpep2-Peptid-Aptamere

1 GWSLGI NDSRAPASWCGSSC
2 SRYI GLVI MLDDDKWFDARW
3 TRRPTPRRRRTRVI NTQRPT
4 LLFELVDYSSFHPYCALSNS

Klon-Nr. | Sequenzen der pADTRX-Peptid-Aptamere
5 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.
RLAYGLVPRRYYRCRNVTLR

6
7 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsi chten nur den Gutachtern vor.
8 CFLI TCWWLTRYGFENTLRLR
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9 FMCRLVLRLPFFCLVRS

10 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.

11 PRFI PWRGI SRCPSNSMSI W

12 GLWVLMTRVRLRRGVGRR

13 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsi chten nur den Gutachtern vor.

14 SI ALLRVTSLRRTPFRRFFL

15 VI CLGVLRKAVVR

16 SHSCMQPFGVLWRGWGWFVM

17 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.

18 PLDFVAYGLRYVSWRWWGWS

19 RLPAVDLFSPLSAVVVFVFLVRAK

20 Il FRGWLVTRVN

21 QLWSLCEAGCDF

22 I LVPMSPFLLPTVSGLVGRM

23 SHSCMQPFGVL

24 I FAVPYRLVGFCRFVLVGFG

25 CFFLSPENLAAGFLRFDGALGPGWFHWANRADVHTG

26 AVSVASGYYAFSLGLCGGFYV

27 HDDPHHDAGARESLI PKDQM

28 GKLLRQVTAAEHCTLR

29 WGML WRRRGVI ANFAGR

30 Die Sequenz liegt wegen Patentierungsabsichten nur den Gutachtern vor.
3.15 Interaktionsanalyse der isolierten Peptid-Aptamere mit ID2 und ID3

Zur Interaktionsanalyse der 30 isolierten Peptid-Aptamere mit ID2 und ID3 wurden Bait-
Plasmide (pPC97-1D2 und pPC97-1D3), die ID2 bzw. ID3 as Fusionsprotein mit der DNA-

Bindungsdoméne des GAL4-Transkriptionsfaktors exprimieren, und die isolierten Prey-

Plasmide, die die Peptid-Aptamere as Fusionsproteine mit der Transkriptions-

Aktivierungsdomane des GALA4-Transkriptionsfaktors exprimieren, in den Hefestamm
MaV 203 kotransformiert (s. Tab. 3.8 und Abb. 3.3).
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Tab. 3.8 Retransformation der 30 isolierten Peptid-Aptamere in Mav203 und Selektion der Klone auf dem SC-
Selektionsmedium (SC-Leu-Trp) zur Verifikation ihrer echten Interaktion mit ID2 und 1D3.

Transformation | Plasmid 1 Plasmid 2 Selektion Zweck
1 pPC86 pPC97 SC-Leu-Trp” | positive Transformationskontrolle
2 - - SC-Leu-Trp” | negative Transformationskontrolle
3-6 pADpep2—Peptid-Aptamery 4, | pPC97 SC-Leu-Trp~ | autonome Aktivierungskontrolle
7-10 pADpep2—Peptid-Aptamer; 4 pPCI7-ID2 | SC-Leu-Trp" | Interaktionsscreening
11-36 PADTRX—Peptid-Aptamers 3, | pPC97 SC-Leu-Trp” | autonome Aktivierungskontrolle
37-72 PADTRX—Peptid-Aptamers.zy | pPC97-ID2 | SC-Leu-Trp~ | Interaktionsscreening
73-76 PADpep2—Peptid-Aptamer, 4 pPC97-1D3 | SC-Leu-Trp~ | Interaktionsscreening
77-112 PADTRX—Peptid-Aptamers.zy | pPC97-ID3 | SC-Leu-Trp~ | Interaktionsscreening

Zur Verifikation der Interaktion der isolierten Peptid-Aptamere mit ID2 und ID3 wurden
insgesamt 240 Kolonien, je Hefeklon vier Kolonien, auf SC-Leu-Trp-Platten ausplattiert.
Die Hefekolonien wurden mittels der Stempeltechnik nach Lederberg auf Histidin-
Mangelndhrbdden Ubertragen. Klone, die auf Histidin-Mangelndhrbéden wuchsen, wurden
auf Uracil-Mangelndhrbdden Ubertragen. Die Klone, die auf Uracil-Mangelndhrboden

wuchsen, wurden mit [3-Gal actosidase-Assays tUberpriift.

Die Untersuchung der autonomen Aktivierung der Reportergene ergab keine autonome
Aktivierung der Reportergene (s. Tab. 3.9). In diesen Experimenten konnte die Interaktion der
Peptid-Aptamere 6, 7, 8, 9, 10 und 13 bzw. 30 mit ID3 und des Peptid-Aptamers 13 bzw. 30
mit ID2 und ID3 nachgewiesen werden (s. Tab. 3.10). Bei keinem der vier Klone der linearen
Peptid-Aptamer-Expressionsbank (pADpep2—Peptid-Aptamer) konnte eine Interaktion mit
ID2 oder D3 nachgewiesen werden.

Tab. 3.9 Untersuchung der autonomen Reportergen-Aktivierung der 30 retransformierten Peptid-Aptamere auf
Selektionsplatten (SC-Leu-Trp-His, SC-Leu-Trp-Ura und YPD + X-Gal). Die Klone zeigten keine autonome
Aktivierung der Reportergene. Jede Untersuchung wurde in drei unabhéngigen Experimenten wiederholt.

Prey- und Bait-Plasmidein MaVv203 Selektion autonome Aktivierung
SC-Leu-Trp-His
pADpep2—Peptid-Aptamer,_, und pPC97 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp-His
PADTRX—Peptid-Aptamers s, und pPC97 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal
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Tab. 3.10 Verifikation der Aptamer/ID3- bzw. Aptamer/ID2-Interaktionen nach der Retransformation der
isolierten Peptid-Aptamere in Mav203. Bei sechs der 26 Klone aus der konstringierten Peptid-Aptamer-
Expressionsbank wurden die echten Aptamer/ID3-Interaktionen durch die Phénotypen aller Reportergene
verifiziert; einer der sechs Klone interagierte zusétzlich mit ID2. Keiner der vier Klone der linearen Peptid-
Aptamer-Expressionsbank interagierte mit ID2 oder 1D3.

Prey- und Bait-Plasmidein Mav203 Selektion Interaktion
SC-Leu-Trp™-His
PADpep2-Peptid-Aptamer;., und pPC97-1D3 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp-His
pPADTRX-Peptid-Aptamers 3, und pPC97-1D3 SC-Leu-Trp-Ura 6 Klone
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp-His
pADpep2-Peptid-Aptamer; 4 und pPC97-1D2 SC-Leu-Trp-Ura keine
YPD mit X-Gal

SC-Leu-Trp™-His
PADTRX-Peptid-Aptamers.ao und pPC97-1D2 SC-Leu-Trp-Ura 1Klon
YPD mit X-Gal

Bel sieben Hefeklonen wurde die Transkription der Reportergene durch die Interaktion
zwischen ID3 und den Peptid-Aptameren 6, 7, 8, 9, 10 und 13 bzw. 30 aktiviert; bei einem der
sechs Klone wurde die Transkription der Reportergene durch die Interaktion zwischen 1D2
und dem Peptid-Aptamer 13 bzw.30 aktiviert. Die Aktivierung aler Reportergene wurde
verifiziert (s. Abb. 3.6).

Abb. 3.6 Durch Aptamer/ID3- bzw. Aptamer/ID2-Interaktionen isolierte MaV203-Hefeklone. A) Bel sechs der
26 Klone aus der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank wurden die echten Aptamer/ID3-
Interaktionen verifiziert (Peptid-Aptamere 6, 7, 8, 9, 10 und 13 bzw. 30). B) Bei einem der sechs Klone wurde
zusétzlich die Aptamer/ID2-Interaktion verifiziert (Peptid-Aptamer 13 bzw. 30).
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3.16 Zusammenfassung des Y east-Two-Hybrid-Library-Screenings

Die Selektionsstufen und die Ergebnisse des Y east-Two-Hybrid-Screenings mit der linearen
Peptid-Aptamer-Expressionsbank (pADpep2-Peptid-Aptamer) und der konstringierten Peptid-
Aptamer-Expressionsbank (pADTRX-Peptid-Aptamer) sind in Abb. 3.7 und Tab. 3.11
schematisch dargestellt.

ID4 wurde in Y east-Two-Hybrid-Experimenten nicht untersucht, da es in Mav203 nicht

exprimiert wurde.

A) Linear e Peptid-Aptamer -Expressionsbank

B) Konstringierte Peptid-Aptamer -Expressionsbank

Hefe-Pool transformiert mit 5 x 10’ randomisierten
pADpep2-Peptid-Aptameren und ID1
l Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und

Histidin-Mangelmedium

3400 Klone
Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Uracil-Mangelmedium

418 Klone

Expression von 3-Galactosidase

4 Klone
Sequenzierung

4 Klone

Verifikation der Interaktion der Peptid-

Aptamere und ID1:

= Retransformation der Peptid-Aptamere und ID1

e Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Histidin-Mangelmedium

e Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Uracil-Mangelmedium

e Expression von 3-Galactosidase

4 Klone

Interaktion Interaktion
mit IDZ/\mit ID3

Keine Keine

Verifikation und Charakterisierung
der Bindung in humanen Zellen

Hefe-Pool transformiert mit 5 x 107 randomisierten
pADTRX- Peptid-Aptameren und ID1

Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Histidin-Mangelmedium
2100 Klone

Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Uracil-Mangelmedium

210 Klone

Expression von B-Galactosidase

17 Klone

Sequenzierung

33 Klone

Verifikation der Interaktion der Peptid-

Aptamere und ID1:

» Retransformation der Peptid-Aptamere und ID1

o Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Histidin-Mangelmedium

o Uberleben auf Leucin-, Tryptophan- und
Uracil-Mangelmedium

e Expression von R-Galactosidase

26 Klone

Interaktion Interaktion
mit ID2 mit ID3
1 Klon 6 Klone

Verifikation und Charakterisierung
der Bindung in humanen Zellen

Abb. 3.7 Schematische Darstellung von Selektionsstufen und Ergebnissen des im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Y east-Two-Hybrid-Screenings. A) Yeast-Two-Hybrid-Screening mit der linearen Peptid-
Aptamer-Expressionsbank (pADpep2-Peptid-Aptamer): Vier mit ID1 interagierende Peptid-Aptamere wurden
isoliert. B) Y east-Two-Hybrid-Screening mit der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank (pADTRX-
Peptid-Aptamer): 26 mit ID1 interagierende Peptid-Aptamere wurden isoliert. Sechs der 26 Peptid-Aptamere
interagierten mit ID1 und ID 3; eins dieser Peptid-Aptamere interagierte zusdtzlich mit 1D2.

Tab. 3.11 Aus dem Yeast-Two-Hybrid-Screening hervorgegangene positive Interaktionen zwischen ID-
Proteinen und isolierten Peptid-Aptameren.

) I nter aktionen mit
Peptide-Aptamere
ID1 ID2 ID3
lineare Peptid-Aptamere Aptamere 1-4 - -
konstringierte Peptid-Aptamere | Aptamere5-30 | Aptamere 13 bzw. 30 | Aptamere 6-10 und 13 bzw. 30
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3.2 Verifizierung der Peptid-Aptamer/I D-Protein-Interaktion
mittels des Mammalian-Two-Hybrid-Systems

Das Mammalian-Two-Hybrid-System wurde angewendet, um die Interaktionen zwischen I1D-
Proteinen und den im Y east-Two-Hybrid-System isolierten Peptid-Aptameren in humanen
Zellen zu verifizieren.

Als Voraussetzung fur die Durchfihrung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente mussten
sowohl die aus der pADpep2- und pADTRX-Peptid-Aptamer-Expressionsbank stammenden

Klone als auch die cDNAs von ID1-4 in Saugetierexpressionsvektoren umkloniert werden.

321 Klonierung der cDNAsvon ID1-4 in den Vektor pBIND

Die cDNAs von 1D1-4 wurden aus den Vektoren pPC97-1D1, pPC97-1D2, pPC97-1D3 und
pPC97-1D4 mit den Primern ID1-M2HF/R, 1D2-M2HF/R, ID3-M2HF/R und 1D4-M2HF/R
mittels PCR amplifiziert (s. Abb. 3.8). Hierbei wurden gleichzeitig die
Restriktionsschnittstellen Sall/Notl eingefligt, so dass die cDNA nach dem Restriktionsverdau
im richtigen Leserahmen in den Saugetierexpressionsvektor pBIND (Promega) kloniert
werden konnte und as Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdomane des GAL4-
Transkriptionsfaktors exprimiert wurde (Bait).

M ID1 M 1D2 M D3 M D4

_ 500bp _ 500bp _ _ s00bp A
488 bp 400 b . 485bp |
o o i o i B . bz - —

Abb. 3.8 PCR-Produkte der cDNAs von ID1-4 fir Mammalian-Two-Hybrid-Experimente. Die cDNAs von ID1-
4 wurden aus den Vektoren (pPC97-ID1, pPC97-1D2, pPC97-1D3 und pPC97-1D4) mit den Primern (ID1-
M2HF/R, ID2-M2HF/R, ID3-M2HF/R und ID4-M2HF/R) mittels PCR amplifiziert.

Die cDNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des TOPO-TA PCR Cloning Kits in den Vektor
PCR®2.1 Topo® kloniert. Die positiven Klone wurden nach der Blau-WeiR-Selektion auf LB-
Agarplatten mit X-Gal und Kanamycin durch Restriktionsverdau und Sequenzanalyse auf ihre
Grofle, Orientierung und korrekte Sequenz hin Uberprift. Anschlief?end wurden die cDNAs
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im richtigen Leserahmen in den Saugetierexpressionsvektor pBIND kloniert und die richtige
GroRe, Orientierung und der Vektor/Insert-Ubergang tberpriift (s. Abb. 3.9).

pBIND-1D1 pBIND-ID2 pBIND-ID3 pBIND-1D4

M ID1 M1D2 M D3 M 1D4

8kb 8 kb
—gie . 6.4 kb —ae- 6.4 kb _B4kb e
500 by
500 bp 468 bp p 405 bp 500bp _ 500 bp 485 bp
250 bp 250 bp _250bp _ _260bp

Abb. 3.9 Restriktionsanalyse der Expressionsplasmide pBIND-ID1-4. Zur Uberpriifung der Insertgrofie wurden
pBIND-1D1-4 mit Sall/Notl verdaut.

3.2.2 Klonierung der cDNAs der Peptid-Aptamere in den Vektor pACT

Die cDNASs der Peptid-Aptamere 1-30 wurden nach dem Einflgen neuer Schnittstellen im
richtigen Leserahmen in den Saugetierexpressionsvektor pACT (Promega) kloniert, so dass
die Peptid-Aptamere as Fusionsproteine mit der Transkriptions-Aktivierungsdoméne des
Herpes-Simplex-Virusl6-Transkriptionsfaktors ~ (VP16-Transkriptionsfaktor) — exprimiert
wurden (Prey). Hierbei wurde eine Schnittstelle fir EcoRI in den Vektor pACT eingefligt und
der neue Vektor wurde pACT2 genannt. Die linearen Peptid-Aptamere wurden mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Bglll aus den pADpep2-Konstrukten geschnitten und in den
mit EcoRI und BamHI geschnittenen Vektor pACT2 kloniert (s. Abb. 3.10 A). Welterhin
wurde eine Schnittstelle fir Ndel in den Vektor pACT eingefiigt und der neue Vektor wurde
PACTTRX genannt. Die Kkonstringierten Peptid-Aptamere  wurden mit  den
Restriktionsenzymen Ndel und Xbal aus den pADTRX-Konstrukten geschnitten und in den
mit Ndel und Xbal geschnittenen pACTTRX-Vektor kloniert (s. Abb. 3.10 B).
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Peptid-
Aptamer

A) - = B e I
e v I w_
Do 0x A=<x
‘ MCS ‘
TRX-Peptid-
Aptamer

BamH |

Nde |
Sall
Acc |

o
=
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Abb. 3.10 pACT-Konstrukte zur Herstellung von Fusionsproteinen der Peptid-Aptamere mit der Transkriptions-
Aktivierungsdoméne des Herpes-Simplex-Virusl6-Transkiptionsfaktors (VP16). A) Das pACT2-Konstrukt mit
der neu eingefigten Schnittstelle fir EcoRIl wurde zur Klonierung der linearen Peptid-Aptamere verwendet. B)
Das pACTTRX-Konstrukt mit der neu eingefigten Schnittstelle fur Ndel wurde zur Klonierung der
konstringierten Peptid-Aptamere verwendet.

EcoRV
Xbal

Pond vPio |

Miu |
BstZ |
Notl

=
0
v

Nach dem Restriktionsverdau wurden die linearen bzw. konstringierten Peptid-Aptamere im
richtigen Leserahmen in den Saugetierexpressionsvektor pACT2 bzw. pACTTRX kloniert
und die richtige GroRe, Orientierung und der Vektor/Insert-Ubergang durch
Restriktionsverdau (s. Abb. 3.11) und Sequenzanal yse Uberpruft.

Monomere lineare Peptid-Aptamere Trimeres TRX-Peptid-Aptamer Dimere TRX-Peptid-Aptamere

M 5 M6 789 K

6 kb 5,5 kb 6kb

55kb

500 bp o20be_ 500 bp 460 bp

340 bp

250 bp

Monomere TRX-Peptid-Aptamere

M101112131415161718192021222324252627 K M K 28 29 30

5,5 kb

®
=
(.

Abb. 3.11 Restriktionsanalyse der Fusionsplasmide pACT2-Peptid-Aptamer und pACTTRX-Peptid-Aptamer.
Zur Uberpriifung der InsertgroRe wurden die Fusionsplasmide pACT2-Peptid-Aptamer (Spur 1-4) mit den
Enzymen EcoRI/BamHI und die Fusionsplasmide pACTTRX-Peptid-Aptamer (Spur 5-30) mit den Enzymen
Ndel/Xbal verdaut. M: DNA-Marker; K: Kontrolle (pACTTRX ohne Insert).
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3.2.3 Nachweis der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren in
humanen Zellen

Zur Verifizierung der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren in humanen Zellen
wurden Hel a-Zellen in einem molaren Verhaltnis 1:1:1 mit 2 ug pBIND-, 2 pg pACT2- bzw.
2 ug pACTTRX- und 2 pg pGbluc-Konstrukten mittels der Calcium-Phosphat-Methode
transient transfiziert. Um die Luciferase-Aktivitdt mit der Transfektionseffizienz zu
normalisieren, wurden die HelLaZelen zusdtzlich mit 0,5 pg pCMV-ga-Konstrukt

kotransfiziert.

Tab. 3.12 Calcium-Phosphat-Transfektion zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Peptid-Aptameren und
ID1 in HeLa-Zelen mittels des CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-Systems. Jede Transfektion wurde im
Duplikat ausgefuhrt und in mindestens drei unabhangigen Ansétzen wiederholt.

. 2ug pBIND- i 2ug pG>5luc- | 0,5ug pCM V-
Transfektion K onstr ukt 2ug pACT-K onstr ukt Konstrukt | gal-K onstrukt Bemerkung

1 pBIND-Id pACT-MyoD pG5luc pCMV-gal positive Kontrolle
2 pBIND-ID1 |pACT2 pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
i i pACT2- i lineare

36 PBIND-ID1 Peptid-Aptamere 1-4 pGSluc pPCMV-gal Peptid-Aptamere
7 pBIND-ID1 |pACT-TRX pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
. i pPACTTRX- i konstringierte

8-33 PBIND-1DT Peptid-Aptamere 5-30 pGSluc PCMV-gal Peptid-Aptamere

Die gemessenen Luciferase-Aktivitdten wurden durch Erfassen und Abgleichen von
Schwankungen der Transfektionseffizienz mittels der [3-Galactosidase-Aktivitét as interner
Kontrolle normalisiert. Die Luciferase-Aktivitdt wurde a's relative Einheit in % ausgedriickt:

€2 Luci.- Aktivitat

2 Luci. - Aktivitat der neg. Kontrollegl
& B Gal.- Aktivitat

. —— %(” 100 = relative Luciferase- Aktivitat (%)
§ R - Gal. - Aktivitat neg. Kontrolle g;

0
o

Die Kotransfektionen der vier TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 13 und 17 mit ID1 resultierten im
Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten
(s. Tab. 3.13 und Abb. 3.12). Die Kotransfektionen der Ubrigen 26 Peptid-Aptamere
resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in keinen hohen

Luciferase-Aktivitdten und somit interagieren sie nicht mit ID1.
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Tab. 3.13 Transfektionsansdtze und relative Luciferase-Aktivitéten der |D1/Peptid-Aptamer-Interaktionen. Die

dargestellten Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Versuchen
im Duplikat.

mit | D1-interagierende Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 13 Aptamer 17 Kontrolle
Aptamere
pBIND-ID1 pBIND-ID1 | pBIND-ID1 pBIND-ID1 pBIND-ID1
PACTTRX- PACTTRX- | pACTTRX- pPACTTRX- ACTTRX
Transfizierte Plasmide | Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 13 Aptamer 17 P
pG5luc pG5luc G5luc pG5luc pG5luc
pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal
Relative Luci.-Aktivitat | 787 = 50,49 549 + 2841 | 285% 22,43 682 + 22,55 100 £ 6,37
900 -
& 800
g 700
=
£ 600
¢ 500
©
& 400
S 300
-
2 200
S 100
- 0 . T T T T 1
Kontrolle Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 13  Aptamer 17

Abb. 3.12 Graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur Verifizierung der
Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren. Die Kotransfektionen von ID1 mit den TRX-Peptid-
Aptameren 5, 7, 13 und 17 in HeLa-Zellen resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitat der negativen
Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitdten. Als negative Kontrolle wurde ein pACTTRX-Vektor ohne Insert
verwendet. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen V ersuchen im Duplikat.

3.24 Nachwels der Interaktionen zwischen ID3 und Peptid-Aptameren

Die Verifizierung der Interaktionen zwischen ID3 und Peptid-Aptameren wurde wie die

Verifizierung der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren durchgefihrt (s. 3.2.3).

Tab. 3.14 Calcium-Phosphat-Transfektion zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Peptid-Aptameren und
ID3 in HeLa-Zellen mittels des CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-Systems. Jede Transfektion wurde im
Duplikat ausgefiihrt und in mindestens drei unabhéngigen Ansétzen wiederholt.

. 2ug pBIND- i 2ug pG5luc- | 0,5ug pCM V-
Transfektion K onstrukt 2ug pACT-K onstr ukt K onstrukt gal-K onstr ukt Bemerkung

1 pBIND-I1d pACT-MyoD pG5luc pCMV-gal positive Kontrolle
2 pBIND-ID3 | pACT2 pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
. i pACT2- i lineare

36 PBIND-ID3 Peptid-Aptamere 1-4 pGSluc pPCMV-gal Peptid-Aptamere
7 pBIND-ID3 | pACT-TRX pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
i i PACTTRX- i konstringierte

833 PBIND-ID3 Peptid-Aptamere 5-30 pGSluc PCMV-gal Peptid-Aptamere
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Die Kotransfektionen der drel TRX-Peptid-Aptamere 7, 10 und 13 mit ID3 resultierten im
Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten
(s. Tab. 3.15 und Abb. 3.13). Die Peptid-Aptamere 7 und 13 interagieren sowohl mit ID1 als
auch mit ID3. Das Peptid-Aptamer 10 interagiert nur mit ID3.

Die Kotransfektionen der Gbrigen 27 Peptide-Aptamere resultierten im Vergleich zur
Luciferase-Aktivitdt der negativen Kontrolle in keinen hohen Luciferase-Aktivitéten und

somit interagieren sie nicht mit ID1.

Tab. 3.15 Transfektionsansdtze und relative Luciferase-Aktivitét der 1D3/Peptid-Aptamer-Interaktionen. Die
dargestellten Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen
im Duplikat.

mit ID1-interagierende Aptamere | Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Kontrolle
pBIND-1D3 pBIND-1D3 pBIND-1D3 pBIND-ID3
N . PACTTRX- PACTTRX- PACTTRX- PACTTRX
Transfizierte Plasmide Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13
pG5luc pG5luc G5luc pG5luc
pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal
Relative Luci.-Aktivitat 532+102,31 | 215+83,14 221 + 53,60 100+ 2,26
700 -
§ 600 T
g
2 500
X
<
& 400
@
& 300
'S
3 200
g
E 100 .
(]
S0 . . . .
Kontrolle Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13

Abb. 3.13 Graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur Verifizierung der
Interaktionen zwischen 1D3 und den Peptid-Aptameren. Die Kotransfektionen von ID3 und den TRX-Peptid-
Aptameren 7, 10 und 13 in Hela-Zellen resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitdt der negativen
Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitdten. Als negative Kontrolle wurde ein pACTTRX-Vektor ohne Insert
verwendet. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigen V ersuchen.

3.25 Nachwels der Interaktionen zwischen D2 und Peptid-Aptameren

Die Verifizierung der Interaktionen zwischen ID2 und Peptid-Aptameren wurde wie die
Verifizierung der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren durchgefihrt (s. 3.2.3).
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Tab. 3.16 Calcium-Phosphat-Transfektion zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Peptid-Aptameren und
ID2 in HeLa-Zellen mittels des CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-Systems. Es wurden mindestens drei
unabhéngige Cal cium-Phosphat-Transfektionsversuche durchgefiihrt.

. 2ug pBIND- i 2ug pG5luc- | 0,5ug pCM V-
Transfektion K onstrukt 2ug pACT-Konstrukt K onstrukt gal-K onstrukt Bemer kung
1 pBIND-Id pACT-MyoD pG5luc pCMV-gal positive Kontrolle
2 pBIND-ID2 | pACT-TRX pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
i i PACTTRX-Peptid- i konstringierte
37 PBIND-ID2 | )\ iamere s, 7. 10, 13, 17| PC2IUC PCMV-gal Peptid-Aptamere

Die Kotransfektion vom TRX-Peptid-Aptamer 13 mit ID2 resultierte im Vergleich zur
Luciferase-Aktivitdt der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten. Die
Kotransfektionen der TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 10 und 17 resultierten im Vergleich zur
Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrollen in keinen hohen Luciferase-Aktivitdten und
somit interagieren sie nicht mit ID2 (s. Tab. 3.17 und Abb. 3.14).

Tab. 3.17 Transfektionsansdtze und relative Luciferase-Aktivitét der 1D2/Peptid-Aptamer-Interaktionen. Die
dargestellten Daten sind Mittelwerte mit Standardabwei chungen aus mindestens drei unabhangigen Versuchen
im Duplikat.

Peptid-

Aptamere Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Aptamer 17 Kontrolle

pBIND-ID2 | pBIND-ID2 | pBIND-ID2 | pBIND-ID2 | pBIND-ID2 | pBIND-ID2
PpACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX-

Transf izierte | Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Aptamer 17 PACTTRX
Plasmide pG5luc pG5luc pG5luc G5luc pG5luc pG5luc

pCMV-gd pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal
Relative

) Lo | 1144+ 27,24 97 + 20,52 98 + 15,03 614 + 25,32 94 + 14,22 100 + 8,39
Luci.-Aktivitat

700 -
600

500

400

300

200

NN B . . ]
o+—== = = = = =

Kontrolle  Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Aptamer 17

relative Luciferase-Aktivitat (%)

Abb. 3.14 Graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur Verifizierung der
Interaktionen zwischen ID2 und den Peptid-Aptameren. Die Kotransfektion vom TRX-Peptid-Aptamer 13
resultierte im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten. Die
Kotransfektionen der TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 10 und 17 resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét
der negativen Kontrolle in keinen hohen Luciferase-Aktivitdten und somit interagieren sie nicht mit ID2. Als
negative Kontrolle wurde ein pACTTRX-Vektor ohne Insert verwendet. Die dargestellten Daten sind
Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigenVersuchen.
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3.2.6 Nachwels der Interaktionen zwischen D4 und Peptid-Aptameren

Die Verifizierung der Interaktionen zwischen ID4 und Peptid-Aptameren wurde wie die

Verifizierung der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren durchgefihrt (s. 3.2.3).

Tab. 3.18 Calcium-Phosphat-Transfektion zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Peptid-Aptameren und
ID4 in HeLa-Zellen mittels des CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-Systems. Es wurden mindestens drei
unabhangige Cal cium-Phosphat-Transfektionsversuche durchgefiihrt.

. 2ug pBIND- i 2ug pG>Sluc- | 0,5ug pCM V-
Transfektion K onstrukt 2ug pACT-K onstr ukt K onstrukt gal-K onstr ukt Bemerkung
1 pBIND-Id pACT-MyoD pG5luc pCMV-gal positive Kontrolle
2 pBIND-ID4 | pACT-TRX pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
i i PACTTRX-Peptid- i konstringierte
37 PBIND-1D4 Aptamere 5, 7, 10, 13, 17 pGSluc PCMV-gal Peptid-Aptamere

Die Kotransfektion vom TRX-Peptid-Aptamer 13 mit 1D4 resultierte im Vergleich zur
Luciferase-Aktivitdt der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten. Die
Kotransfektionen von den TRX-Peptid-Aptameren 5, 7, 10 und 17 resultierten im Vergleich
zur Luciferase-Aktivitéat der negativen Kontrollen in keinen hohen Luciferase-Aktivitdten und
somit interagieren sie nicht mit ID4 (s. Tab.3.19 und Abb. 3.15).

Tab. 3.19 Transfektionsansdtze und relative Luciferase-Aktivitét der 1D4/Peptid-Aptamer-Interaktionen. Die
dargestellten Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Versuchen
im Duplikat.

Peptid-

Aptamere Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Aptamer 17 Kontrolle
pBIND-1D4 pBIND-I1D4 pBIND-ID4 pBIND-I1D4 pBIND-I1D4 pBIND-ID4

_ PACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- PACTTRX-
glransf:jmerte Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 | Aptamer 13 Aptamer 17 PACTTRX
asmide pG5luc pG5luc pG5luc G5luc pG5luc pG5luc

pCMV-gd pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal

ESt?\t/Ii\tlgtL U=l 9641307 | 88+1559 | 119+3855 | 310+3682 86 + 4,50 100 + 10,95
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Abb. 3.15 Graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur Verifizierung der
Interaktionen zwischen 1D4 und den Peptid-Aptameren. Die Kotransfektion vom TRX-Peptid-Aptamer 13
resultierte im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in hohen Luciferase-Aktivitéten. Die
Kotransfektionen der TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 10 und 17 resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét
der negativen Kontrollen in keinen hohen Luciferase-Aktivitdten und somit interagieren sie nicht mit ID2. Als
negative Kontrolle wurde ein pACTTRX-Vektor ohne Insert verwendet. Die dargestellten Daten sind
Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigenV ersuchen.
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3.2.7 Zusammenfassung der Mammalian-Two-Hybrid-Untersuchungen

Die Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zeigen deutlich, dass die Koexpression von den
funf im Yeast-Two-Hybrid-System isolierten Peptid-Aptameren mit den jeweiligen ID-
Proteinen in HeLa-Zellen zu ener signifikanten Expressionszunahme des Reportergens
Luciferase fuhrt. Es lasst sich somit feststellen, dass die Interaktionen der funf Peptid-
Aptamere mit den jewelligen ID-Proteinen, die im Y east-Two-Hybrid-System gescreent
wurden, im Mammalian-Two-Hybrid-System reproduzierbar sind. Die Interaktionsspezifitét
der einzelnen Peptid-Aptamere mit den jeweiligen ID-Proteinen ist in Abb. 3.16
zusammengefasst dargestellt. Die Peptid-Aptamere 5 und 17 interagieren spezifisch mit ID1;
Peptid-Aptamer 10 interagiert spezifisch mit 1D3; Peptid-Aptamer 7 interagiert sowohl mit
ID1 asauch mit ID3, und Peptid-Aptamer 13 interagiert mit alen ID-Proteinen (ID1-4).
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Abb. 3.16 Zusammengefasste graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur
Verifizierung der Interaktion zwischen ID-Proteinen und Peptid-Aptameren. Die Koexpression der finf im
Y east-Two-Hybrid-System isolierten Peptid-Aptamere mit den jeweiligen ID-Proteinen in Hel a-Zellen fihrte zu
einer signifikanten Expressionszunahme des Reportergens Luciferase. Peptid-Aptamer 5 und 17 interagierten
spezifisch mit 1D1; Peptid-Aptamer 10 interagierte spezifisch mit 1D3; Peptid-Aptamer 7 interagierte sowohl mit
ID1 alsauch mit ID3, und Peptid-Aptamer 13 interagierte mit alen ID-Proteinen ID1-4. Die dargestellten Daten
sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigenV ersuchen
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3.3 Gezielte Expression und funktionelle Untersuchungen der
Peptid-Aptamere in humanen Zellen

Zur zelluldren Lokalisation und funktionalen Analyse der Peptid-Aptamere wurden die
kompletten Leserahmen der funf TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 10, 13 und 17 an den N-
Terminus oder C-Terminus eines nukledren Lokalisationssignals (NLS) oder eines nukleéren
Exportsignals (NES) und einer Protein-Transduktionsdomane des Herpes-Simplex-Virus
VP22 (HSV-VP22)* in verschiedene Vektoren kloniert. Somit kénnen Peptid-Aptamere
sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma gezielt akkumuliert werden. Damit haben sie die
Maoglichkeit mit ihren Zielproteinen, unabhangig von deren zelluldrer Lokalisation, zu
interagieren und die intrazellularen Funktionen der 1D-Proteine zu blockieren. ID Proteine

sind im Zytoplasma (perinukleére Region), im Nukleus und an Zentrosomen lokalisiert.*** 7

331 Generierung der Peptid-A ptamer-Fusionskonstrukte

Zur Expression der VP22-Fusionsproteine in E. coli wurden bakterielle Expressionsplasmide
konstruiert. Das VP22-Fusionsprotein kann in E. coli exprimiert werden und nach der
Reinigung zur Transduktion von Sdugetierzellen verwendet werden. Mit diesem System
kénnen hohere Konzentrationen der Peptid-Aptamere produziert und die Peptid-Aptamere
spezifisch zu einem bestimmten Zeitpunkt in die Zellen eingebracht werden.

Zur Akkumulation der Peptid-Aptamere im Nukleus wurde der Vektor pCR®T7/VP22-2-
TOPO®, der eine Proteintransduktionsdomane VP22, ein C-Myc-Epitop und ein C-terminales
Polyhistidin-Tag (6xHis) enthdlt, verwendet. Zur Akkumulation der Peptid-Aptamere im
Zytoplasma wurde der Vektor pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®, der zusétzlich ein nukleéres
Exportsignal (NES) besitzt, verwendet. Hierbel wurden die cDNASs der funf TRX-Peptid-
Aptamere und das TRX ohne Peptid-Aptamere aus den Vektoren pACT-5, pACT-7, pACT-
10, pACT-13, pACT-17 und pACT-TRX mit den Primern VP22/NES-TRX-Apt.5F/R,
VP22/INES-TRX-Apt.7F/R,  VP22/INES-TRX-Apt.10F/R,  VP22/NES-TRX-Apt.13F/R,
VP22/NES-TRX-Apt.17F/R und VP22/NES-TRX-Apt. TRXF/R mittels PCR amplifiziert. Die
cDNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des pRC®T7/VP22-2-TOPO-TA Cloning® Kits bzw.
des pRC®T7/VP22/NES TOPO-TA Cloning® Kits in den Vektor pCR®T7/VP22-2-TOPO®
bzw. pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO® a's N-terminale Fusion kloniert (s. Abb. 3.17 A und B).
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PCR-Produkt A
A TRX-Peptid-Aptamer

TOPO

A) = z 9
7| 385834 3 150301 | -mye
PCR-Produkt A
A TRX-Peptid-Aptamer
B)

VP22 [ o B o KO

Not |

]
a

Abb. 3.17 Bakterielle Expressionskonstrukte zur Expression von VP22-Fusionsproteinen in E. coli und
Transduktion von Saugetierzellen. A) Konstrukt pCR®T7/V P22-2-TOPO®-Peptid-Aptamer zur Expression von
VP22-Fusionsproteinen in E. coli, zur Proteintransduktion und nukledren Lokalisation der Peptid-Aptamere. B)
Konstrukt pRC®T7/V P22/NES-2-TOPO®-Peptid-Aptamer zur Expression von VP22-Fusionsproteinen in E. coli,
zur Proteintransduktion und zytoplasmatischen Lokalisation der Peptid-Aptamere.

Zum Generieren von Zdllinien, die die verschiedenen TRX-Peptid-Aptamere stabil
exprimieren, wurde der eukaryotische Expressionsvektor pRC/CMV-VP22-TRX verwendet.
Da das bakterielle Thioredoxinprotein (TRX) nur as Fusionsprotein in Saugetierzellen stabil
exprimiert werden kann, wurde das Transduktionsprotein VP22 N-terminal an TRX
fusioniert. VP22 dient als Proteintransduktionsdomane und kann daher das VP22-
Fusionsprotein von transfizierten Zellen auch in benachbarte Zellen transduzieren und es
somit in alen Zellen verteillen. Hierfir wurden die cDNAs der funf TRX-Peptid-Aptamere
aus den Hefe-Library-Konstrukten mit Ndel und Xbal geschnitten und als C-terminale Fusion
in den mit Ndel und Xbal geschnittenen Vektor pRC/CMV-VP22-TRX kloniert (s. Abb.
3.18).

= M TRX-Peptid- [

Abb. 3.18 Konstrukt pRC/CMV-VP22-TRX zum Generieren von Zelllinien, die die verschiedenen TRX-Peptid-
Aptamere in Saugetierzellen stabil exprimieren. Die TRX-Peptid-Aptamere aus den Hefe-Library-Konstrukten
wurden mit Ndel und Xbal geschnitten und in den mit Ndel und Xbal geschnittenen Vektor pRC/CMV-V P22-
TRX as C-terminale Fusionen mit dem Transduktionsprotein VP22 kloniert.

Da die ektopische Expression der Peptid-Aptamere von den verwendeten Vektoren abhangig
sein kann, wurden hier zusdtzlich zu dem eukaryotischen Expressionsvektor pRC/CMV-
VP22-TRX die pShooter-Vektoren (pCMV/myc© vectors) benutzt, die haufig zur gezielten
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intrazelluldren Lokalisation rekombinanter Proteine und Antikorper verwendet werden. Zur
nukledren Lokalisation der Peptid-Aptamere wurde der Vektor pPCMV/myc/nuc, der das NLS
von , SV40 Large T antigen” dreifach enthdlt, verwendet. Zur zytoplasmatischen Lokalisation
der Peptid-Aptamere wurde der Vektor pCMV/myc/cyto benutzt. Hierbei wurden die cDNAS
der finf TRX-Peptid-Aptamere und das TRX ohne Peptid-Aptamer aus den Vektoren pACT-
5 PpACT-7, pACT-10, pACT-13, pACT-17 und pACT-TRX mit den Primern
pCMV/myc/nuc-Apt.5F/R, pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.7F/R, pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.10F/R,
pCMV/myc/nuc-cyto- Apt.13F/R, pCMV/myc/nuc-cyto-Apt.17F/R und pCMV/myc/nuc-cyto-
TRXF/R mittels PCR amplifiziert. Die cDNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des TOPO-TA
PCR Cloning Kits in den Vektor PCR®2.1 Topo® kloniert und die positiven Klone wurden
nach der Blau-Well3-Selektion auf LB-Agarplatten mit X-Gal und Kanamycin durch
Restriktionsverdau (Notl/Sall) und Sequenzanalyse auf ihre Grof3e, Orientierung und korrekte
Sequenz hin Uberprift. Nach dem Restriktionsverdau wurden die cDNAs im richtigen
Leserahmen in den Saugetierexpressionsvektor pCMV/myc/nuc bzw. pCMV/myc/cyto
zwischen die Schnittstellen Notl und Sall kloniert (s. Abb. 3.19 A und B).

EE"e  TRx-Peptid- R 3X Nuclear myc
A) § £8 foFq targeting sequences epitope jenn

Pstl

FEE  Trxpeptia-  JoFd  MyC Tarm
2 REE - B G g

Abb. 3.19 pShooter-Vektoren (pCMV/myc© vectors) zur gezielten intrazelluldren Lokalisation von
rekombinanten Peptid-Aptameren. Die cDNAs der Peptid-Aptamere wurden im richtigen Leserahmen in den
Vektor pCMV/myc/nuc bzw. pCMV/myc/cyto zwischen die Schnittstellen Notl und Sall kloniert A) Zur
nukledren Lokalisation der Peptid-Aptamere wurde der Vektor pCMV/myc/nuc, der das NLS von ,SV40 Large
T antigen” dreifach enthélt, verwendet. B) Zur zytoplasmatischen Lokalisation der Peptid-Aptamere wurde der
Vektor pPCMV/myc/cyto verwendet.

Zur site-spezifischen Fluoreszenz-Markierung und Detektion der Peptid-Aptamere in
lebenden Saugetierzellen unter Verwendung von , Mammalian Lumio™ Gateway® Vectors
with Lumio™ In-Cell Labeling Kits’ (Invitrogen) wurden die cDNAs der Peptid-Aptamere in
den Lumio™-Tag (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys)-Expressionsvektor pcDNA™6.2/cLumio™-
DEST bzw. pcDNA™6.2/nLumio™-DEST kloniert. Hierbei wurden die cDNAs der funf
TRX-Peptid-Aptamere und das TRX ohne Peptid-Aptamer aus den Vektoren pACT-5, pACT-
7, pACT-10, pACT-13, pACT-17 und pACT-TRX mit den Primern Lumio-DEST-Apt.5F/R,
Lumio-DEST-Apt.7F/R, Lumio-DEST-Apt.10F/R, Lumio-DEST-Apt.13F/R, Lumio-DEST-
Apt.17F/R und Lumio-DEST-TRXF/R mittels PCR amplifiziert. Die cDNA-Amplifikate
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wurden mit Hilfe des pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits in den Vektor pENTR/D-
TOPO® kloniert. Die positiven Klone wurden nach der Selektion auf LB-Agarplatten mit
Kanamycin durch Restriktionsverdau (Notl/Ascl) und Sequenzanalyse auf ihre Grolie,
Orientierung und korrekte Sequenz hin Uberpriift. Die cDNAS der Peptid-Aptamere wurden
von den Konstrukten pENTR/D-TOPO®-Peptid-Aptamer unter Verwendung des Kits ,LR
Clonase™ Il Enzyme Mix" (Invitrogen) in den Expressionsvektor pcDNA™6.2/cLumio™-
DEST (zur C-terminalen Fusion von Lumio™-Tag) bzw. pcDNA™6.2/nLumio™-DEST (zur
N-terminalen Fusion von Lumio™-Tag) transferiert (s. Abb. 3.20 A und B).

TRX- tid-
o O

B)

attL2 \/5 epitope Lumio™ tag

Lumio™ tag |V5 epitope attL1 vl attL 2|

Abb. 3.20 Plasmidkonstrukte Fluoreszenz-Markierung und Detektion der Peptid-Aptamere in lebenden
Saugetierzellen. A) Konstrukt pcDNA™6.2/cL.umio™-Peptid-Aptamer zur C-terminalen Fusion von Lumio™-
Tag an Peptid-Aptamere; B) Konstrukt pcDNA™6.2/nLumio™-DEST zur N-terminalen Fusion von Lumio™-
Tag an Peptid-Aptamere.

332 Expression von rekombinanten Peptid-Aptameren mit der
Proteintransduktionsdomane VP22 in E. coli BL21(DE3)

Zur Expression von rekombinanten Peptid-Aptameren mit der Protentransduktionsdomane
VP22 in E. coli [BL21(DE3)] wurden bakterielle Expressionsplasmide konstruiert. Zur
gezielten Akkumulation der Peptid-Aptamere im Nukleus wurde der Vektor pCR®T7/VP22-
2-TOPO® (s. Abb. 3.17 A), der eine Proteintransduktionsdoméne VP22, ein C-Myc-Epitop
und ein C-terminales Polyhistidin-Tag (6xHis) enthdt, verwendet. Zur gezielten
Akkumulation der Peptid-Aptamere im Zytoplasma wurde der Vektor pRC®T7/VP22/NES-2-
TOPO® (s. Abb. 3.17 B), der zusétzlich ein nukleéres Exportsigna (NES) besitzt, verwendet.
Die Expression der rekombinanten Proteine wurde durch IPTG induziert. In VVorversuchen
wurde als ideale Bedingung zur Proteinexpression eine IPTG-Konzentration von 1 mM bei 37
°C fur 4 h bestimmt. Die Expression der rekombinanten Peptid-Aptamere wurde mittels der
Coomassie-Farbung analysiert und durch Western-Blot-Analyse mit dem Anti-myc-
Antikorper bestétigt (s. Abb. 3.21A und B).

85



ERGEBNISSE

[2)
A) B) o o W oo
L ¢ z 2 z
w o~ 2 2 = s m 2 # E
a @ @& © © & & & © ®
E E & &£ E E &€ &€ & E
g & © © 9 9© v ® 68 6 & &
8 © ©o & §o u B © B B o
< < 5 < 2 0w =z < < < € 2

x r 0r g oz ¥ X X
R 8 & &8 = £ £ & & & £
8 & &8 & & §& § 8 8§ 8§ § & & §
n o o o o o o a o o o o o o
> s > > > > > > >

Abb. 3.21 Expression der rekombinanten Peptid-Aptamere mit der Proteintransduktionsdoméne VP22 in E. coli
Der E. coli —Stamm BL21(DE3) wurde mit den Expressionsvektoren transformiert. Die Expression der
rekombinanten Peptid-Aptamere wurde mit 1mM PTG fir 4h bei 37 °C induziert und durch Western-Blot-
Analyse mit dem Anti-myc-Antikorper bestdtigt. A) Zur gezielten Akkumulation der Peptid-Aptamere im
Nukleus wurde der Expressionsvektor pCR®T7/VP22-2-TOPO® (s. Abb. 3.17 A) verwendet. B) Zur gezielten
Akkumulation der Peptid-Aptamere im Zytoplasma wurde der Expressionsvektor pRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®
(s. Abb. 3.17 B) verwendet. Als Kontrolle wurde die Expression der Proteintransduktionsdoméne VP22 und die
Expression des rekombinanten Proteins TrxA mit VP22 durchgefiihrt.

34 Inhibition der ID1-Expression mittels SRNA

Neben der Isolierung ID1-spezifischer Peptid-Aptamere war die Generierung [D1-
spezifischer Antisense-Molekile ein weiteres Ziel, um die Expression von ID1 gezielt zu
hemmen. Die spezifische Hemmung der Genexpression durch Anwendung von RNAI beruht
auf  der  Watson-Crick-Basenpaarung  des  Antisense-Molekils  mit  seiner
Komplementérsequenz auf der Ziel-RNA. Antisense-Molekile wirken, anders als die Peptid-
Aptamere, auf der Ebene der RNA statt auf der Proteinebene.

34.1 Verminderung der ID1-Expression durch SRNA/shRNA

Zahlreiche 1D1-spezifische sSIRNAs wurden mit Hilfe verschiedener Programme zur
Herstellung von siRNAs ausgesucht und miteinander verglichen. Es wurden sieben ID1-
MRNA-spezifische SSRNA hergestellt (ID1-ssRNA 1-4 und ID1-ssRNA A-C). Zur Kontrolle
wurde eine GAPDH-mRNA-spezifische sIRNA verwendet (Santa Cruz, Heidelberg). Diese
SIRNA wurde durch Zusammenlagerung zweier Einzelstrénge nach Angaben des Herstellers
generiert. Hel a-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion ausplattiert (je 0,5 x 10° Zellen
pro Gewebekulturschalen 60 mm ). Zur Transfektion wurde die kommerziell erhdtliche
Reagenz Lipofectamine 2000™ nach Angaben des Herstellers verwendet. Anschlief3end
wurde versucht, ID1-Expression durch die Auslésung von siRNA-induzierter RNA-
Interferenz (RNAI) zu vermindern. Dazu wurden HeLa-Zellen mit verschiedenen gegen die
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ID1-mRNA gerichteten SIRNA transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 24, 36, 48, 60, 72
und 96 h wurde die ID1-Expression durch Westernblot-Analyse mittels anti-ID1-Antikdrper
(ID1 C-20) Uberprift. Die Expression von ID1 wurde von der SsSRNA ID1-siRNA 1 nach 60 h

vermindert (s. Abb. 3.22).

ID1 GAPDH keine
SiRNA1 siRNA siRNA
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Abb. 3.22 Transiente Hemmung der ID1-Expression mittels SSRNA. Hela-Zellen wurden mit verschiedenen
gegen die ID1-mRNA gerichteten SRNA mittels Lipofectamine 2000™ transfiziert. Nach einer Inkubationszeit
von 60 h wurde die Verminderung der 1D1-Expression durch Westernblot-Anayse mittels anti-1D1-Antikorper
(ID1 C-20) bestétigt. Die Expression von ID1 wurde von der ID1-siRNA 1 nach 60 h vermindert. Zur Kontrolle
wurde eine ssIRNA gegen die mRNA von GAPDH verwendet.

siRNAs kdnnen nicht nur exogen hinzugegeben werden, sondern auch innerhalb der Zelle von
Vektoren exprimiert werden. Zur Herstellung von shRNAs wurden mehrere Oligonukleotide
hergestellt (ID1-shRNA 1-4 und ID1-shRNA A-C), durch Zusammenlagerung zweier
Einzelstrange nach Angaben des Herstellers generiert und in den Vektor pSUPER.retro
zwischen die Schnittstellen Bglll und Hindlll kloniert, um die SRNAs vom Polymerase |11-
Promotor H1 aus zu transkribieren (s. Abb. 3.23).

—

Pol. 11l Prom. H1 Target-Sequenz > Loop |< Target_—Sequenz |
sense antisense
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Abb. 3.23 Expression von ID1-shRNA-Konstrukten. ID1-shRNAs wurden in den Vektor pSUPER.retro
zwischen die Schnittstellen Bglll und HindllI kloniert, um die shRNAs vom Polymerase I11-Promotor H1 aus zu
transkribieren. Hier wird ein durchgehendes selbst-komplementéres ID1-shRNA-Molekdil transkribiert. Nach der
Transkription nimmt das shRNA-Molekiil eine Haarnadelkonformation an, indem es interne Basenpaarungen
aushildet. Im Zytoplasma wird diese Struktur vom Enzym Dicer weiterverarbeitet, so dass eine reife ID1-ssRNA
entsteht.

Nach der Selektion auf LB-Agarplatten mit Ampicillin wurden die positiven Klone durch
Restriktionsverdau und Sequenzanalyse auf ihre Grof3e, Orientierung und korrekte Sequenz
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hin Gberpriift. HeLa-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion ausplattiert (je 1 x 10°
Zellen pro Gewebekulturschalen 60 mm ). Zur Transfektion wurde die kommerziell
erhdtliche Reagenz Lipofectamine 2000™ nach Angaben des Herstellers verwendet. Es
wurden elf Klone unter Verwendung von Puromycin isoliert, von denen vier Klone kultiviert
werden konnten. Nach einer Kultivierung von 2,5 Wochen wurde die ID1-Expression durch
Westernblot-Anayse mittels anti-ID1-Antikorper (ID1 C-20) Uberprift. Die Expression von

ID1 wurde durch die shRNA ID1-shRNA C vermindert (s. Abb. 3.24).

ID1  GAPGH pSUPER
shRNAQ shRNA retro

ID1

Abb. 3.24 Stabile Hemmung der ID1-Expression mittels shRNA. HelLa-Zellen wurden mit verschiedenen
Konstrukten pSUPER.retro.-ID1-shRNA mittels Lipofectamine 2000™ transfiziert. Nach der Isolierung von
stabilen Klonen unter Verwendung von Puromycin und einer Kultivierung von 2,5 Wochen wurde die
Expression von ID1 durch Westernblot-Analyse mittels anti-ID1-Antikdrper (ID1 C-20) Uberprift. Die
Expression von ID1 wurde durch die ID1-shRNA C signifikant vermindert (2,5-Wochen-Werte). Zur Kontrolle
wurde eine shRNA gegen die mRNA von GAPDH verwendet.

35 Uberexpression von S5A und Untersuchung der endogenen
ID1-Expression

Das Protein S5A/Rpnl0 ist eine Untereinheit des 26S-Proteasoms, das selektiv
multiubiquitinierte Proteine bindet und al's Transportprotein zum Proteasom dient. S5A wurde
durch Y east-Two-Hybrid-Screening als Bindungspartner von ID1 identifiziert und seine
starke Interaktion mit ID1 auch in humanen Zellen verifiziert.'”’ S5A revertiert 1D1-
vermittelte Represson des Muskelkreatinkinase-Promotors wahrend der  Muske -
Differenzierung.®” Verminderung der S5A-Expression in Drosophila melanogaster und
Caenorhabditis elegans mittels RNAI resultiert in letalen Phanotypen und abnormalen
Mitosen.”®*® Dariiber hinaus induziert ID1 Zentrosomenabnormalitaten durch Interferenz
mit SEA (Hasskarl J. et al., unveréffentlichte Daten). Um den Mechanismus aufzuklaren, wie
ID1 die Deregulation des Zentrosomenhaushalts verursacht, wurde untersucht, ob die
Uberexpression von S5A zur Verdnderung der endogenen ID1-Expression fihrt. Hierfir
wurden U20S-Zellen einen Tag vor der Transfektion ausplattiert (je 0,5 x 10° Zellen pro
Gewebekulturschalen 36 mm &). Zur Transfektion wurde die kommerziell erhdltliche
Reagenz FUGENE 6 nach Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden U20S-Zéellen
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mit 0,5, 1 und 2 pg pcDNA3-S5A-HA-Konstrukt transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von
48 h wurde die endogene ID1-Expression und die Expression von S5A durch Westernblot-
Anadyse mittels anti-ID1-Antikorper  bzw. anti-S5A-Antikoérper  Uberprift. Die
Uberexpression von S5A fiihrte zu keiner Veranderung der endogenen ID1-Expression (s.
Abb. 3.25).

pPcDNA3-S5A-HA
Opug 0,5ug 1lpg 2ng

_ S5A-HA
SSA

ID1

B-actin | |
T - ——

Abb. 3.25 Die Uberexpression von S5A fiihrte zu keiner Verénderung der endogenen |D1-Expression. U20S-
Zellen wurden mit 0,5, 1 und 2 pg pcDNA3-S5A-HA-Konstrukt transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48
h wurde die endogene ID1-Expression und die Expression von S5A durch Westernblot-Analyse mittels anti-1D1-
Antikorper bzw. anti-S5A-Antikdrper Uberprift.

Zusitzlich wurde tberpriift, ob die Uberexpression von ID1 zur Veranderung der endogenen
S5A-Expression fuhrt. Dazu wurden U20S-Zellen mit 0,5, 1 und 2 pg pcDNA3-ID1-FLAG-
Konstrukt transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die endogene SHA-
Expression Uberpriift. Die Uberexpression von ID1 fiihrte zu keiner Veranderung der
endogenen S5A-Expression (s. Abb. 3.26).

PCDNA3-ID1-FLAG
Opg 0,5ug9 lpg 2ug

ID1-FLAG

ID1
S5A

B-Actin
Abb. 3.26 Die Uberexpression von I1D1 filhrte zu keiner Veranderung der endogenen S5A-Expression. U20S-
Zellen wurden mit 0,5, 1 und 2 pg pcDNA3-1D1-FLAG-Konstrukt transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von

48 h wurde die endogene S5A-Expression und die Expression von ID1 durch Westernblot-Analyse mittels anti-
S5A-Antikorper bzw. anti-ID1-Antikorper Uberprift.

3.6 Analyse von Interaktionen der Peptid-Aptamere mit S5A

Um zu untersuchen, ob die im Y east-Two-Hybrid- und im Mammalian-Two-Hybrid-System
isolierten ID1-spezifischen Peptid-Aptamere mit dem ID1-Bindungspartner S5A interagieren,
wurde das CheckM ate Mammalian-Two-Hybrid-System angewendet.
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Die Untersuchung der Interaktionen zwischen den Peptid-Aptameren und S5A wurde wie die

Verifizierung der Interaktionen zwischen ID1 und Peptid-Aptameren durchgefihrt (s. 3.2.3).

Tab. 3.20 Calcium-Phosphat-Transfektion zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Peptid-Aptameren und
S5A in HeLa-Zellen mittels des CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-Systems. Es wurden zwel unabhéngige
Calcium-Phosphat- Transfektionsversuche durchgefiihrt.

. 2ug pBIND- i 2ug pG5luc- | 0,5ug pCM V-
Transfektion K onstrukt 2ug pACT-K onstr ukt K onstrukt gal-K onstrukt Bemerkung
1 pBIND-Id pACT-MyoD pG5luc pCMV-gal positive Kontrolle
2 pBIND-S5A | pACT-TRX pG5luc pCMV-gal negative Kontrolle
i i PACTTRX-Peptid- i konstringierte
37 PBIND-S5A Aptamere 5, 7, 10, 13, 17 pGSluc PCMV-gal Peptid-Aptamere

Die Kotransfektionen der TRX-Peptid-Aptamere 5, 7, 10, 13 und 17 mit S5A resultierten im
Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrolle in keinen hohen Luciferase-

Aktivitéten und somit interagieren sie nicht mit S5A (s. Tab. 3.22 und Abb. 3.27).

Tab. 3.22 Transfektionsansdtze und relative Luciferase-Aktivitét der S5A/Peptid-Aptamer-Interaktionen. Die
dargestellten Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwel unabhangigen V ersuchen.

Peptid-Aptamere | Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 | Aptamer 17 Kontrolle

pBIND-S5A | pBIND-S5A | pBIND-S5A | pBIND-S5A | pBIND-S5A | pBIND-S5A

N PpACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX- | pACTTRX-
Transfizierte Aptamer 5 | Aptamer 7 Aptamer 10 | Aptamer 13 | Aptamer 17

Plasmide nG5luc pGSluc pGSluc G5luc pGSluc 0G5luC
pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gal pCMV-gd

PACTTRX

Relative
Luci.-Aktivitat

97 +£5,01 100 + 8,27 98 + 1,62 102+11,10 | 96 + 4,65 100 + 8,07

200 -

0 T T T T T l

Kontrolle  Aptamer 5 Aptamer 7 Aptamer 10 Aptamer 13 Aptamer 17

relative Luciferase-Aktivitat (%)

Abb. 3.27 Graphische Darstellung der Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zur Verifizierung der
Interaktionen zwischen S5A und den Peptid-Aptameren. Die Kotransfektionen derTRX-Peptid-Aptamere 5, 7,
10, 13 und 17 resultierten im Vergleich zur Luciferase-Aktivitét der negativen Kontrollen in keinen hohen
Luciferase-Aktivitéten und somit interagieren sie nicht mit SbA. Als negative Kontrolle wurde ein pACTTRX-
Vektor ohne Insert verwendet. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhangigenV ersuchen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Peptid-Aptamere isoliert werden, die hoch affin mit ID1
interagieren und daher mit den Funktionen von ID1 interferieren konnen. Die isolierten
Peptid-Aptamere sollten dazu benutzt werden, die onkogenen Eigenschaften von ID1 zu
inhibieren. Eine erfolgreiche Inhibition der onkogenen Wirkung von ID1 durch derartige
Peptide konnte bel der Entwicklung einer neuartigen Therapie von Krebserkrankungen
bedeutend werden. Da die zu den HLH-Proteinen der Klasse D gehtrenden ID-Proteine (ID1-
4) Uber vergleichbare Bindungsaffinitdéten zu den bHLH-Proteinen der Klasse A und B
verfligen, hohe Sequenzhomologien innerhalb ihrer HLH-Doménen aufweisen und in einer
Vielzahl von Tumoren zum Teil paralel Gberexprimiert werden, wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch ID2, ID3 und ID4 analysiert.

Neben der Isolierung ID1-spezifischer Peptid-Aptamere war die Generierung 1D1-
spezifischer si/shRNAs ein weiteres Ziel, um die Expression von ID1 gezielt zu hemmen und

neue Therapiekonzepte zu entwickeln.

4.1 |solierung der mit 1D-Proteinen interagierenden Peptid-
Aptamere

In zwei verschiedenen Y east-Two-Hybrid-Screenings mit ID1 als Bait konnten 30 Peptid-
Aptamere isoliert werden (s. Tab. 3.6, Abb. 3.5). Trotz gleicher Transformationseffizienzen
der beiden Peptid-Aptamer-Expressionsbanken konnten aus der linearen Peptid-Aptamer-
Expressionsbank, in der die Peptid-Aptamere nicht an einem Gerlstprotein verankert sind und
daher flexible Konformationen annehmen, nur vier Peptid-Aptamere (Peptid-Aptamer 1-4)
isoliert werden. Aus der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank, in der die Peptid-
Aptamere mit ihren beiden Enden an dem GerUstprotein Thioredoxin A (TrxA) von E. coli
verankert sind, wurden 26 Peptid-Aptamere isoliert. Die hohe Anzahl von isolierten
konstringierten Peptid-Aptameren begriindet sich durch die Vortelle, die die konstringierten
Peptid-Aptamere im Vergleich zu den linearen und flexiblen Peptid-A ptameren haben:

Konstringierte Peptid-Aptamere besitzen héhere Bindungsaffinitéten zu ihren Zielproteinen,
da diese Peptid-Aptamere, ahnlich wie Antikorper, die aus kurzen, variablen Antigen-
bindenden Domanen bestehen und vom starren Gerustprotein présentiert werden, durch das

GerUstprotein TrxA nach aufen prasentiert werden. Es ist davon auszugehen, dass dieser
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Anderung der Bindungsaffinitét die reduzierte Konformationsentropie des konstringierten
Peptides im ungebundenen Zustand zu Grunde liegt. Tatséchlich geht die Affinitét der Peptid-
Aptamere zu ihren Zielproteinen um das 10- bis 1000fache verloren, wenn die Peptid-
Aptamere von ihrem Stitzprotein (TrxA) entfernt und als lineare Peptid-Aptamere getestet
Werden.1°6’ 118

Die konstringierte Konformation kann z.B. hydrophobe Aminosauren innerhalb eines Peptid-
Aptamers zur Oberfléche hin ausrichten, die moglicherweise innerhalb eines linearen Peptid-
Aptamers unter den wassrigen Umgebungsbedingungen der Zelle nach innen versteckt
bleiben. Die hydrophobe Wechselwirkung ist neben elektrostatischen Wechselwirkungen,
Wasserstoff-Briickenbindungen und van der Waals-Kréaften ein wesentliches Element, das fir
die korrekte Faltung und Assoziation von Proteinen verantwortlich ist.

Peptide mit gefadteten Strukturen zeigen héufig eine hohere proteolytische Stabilitét as
lineare Peptide.™® Diese Stabilitét ist eine wichtige Voraussetzung furr die in vivo-Interaktion

mit den Zielproteinen und fur die Inhibition ihrer intrazellul&ren Funktionen.

In Y east-Two-Hybrid-Experimenten konnten Interaktionen zwischen ID3 und den Peptid-
Aptameren 6, 7, 8, 9, 10 und 13 aus der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank
nachgewiesen werden (s. Tab. 3.10 und Abb. 3.6 A); nur das Peptid-Aptamer 13 interagiert
zusétzlich mit ID2 (s. Tab. 3.10 und Abb. 3.6 B). Innerhalb der ID-Proteine liegt eine hohe
Sequenzhomologie, besonders zwischen ID1 und ID3, und genetische Analysen zeigen, dass
sowohl ID1 as auch ID3 in verschiedenen Tumoren parallel induziert werden und zum Teil
tiberlappende Funktionen haben.”® Deshalb war zu erwarten, dass ID1 und ID3 zum Teil
ahnliche Bindungsaffinitaten zu den Peptid-Aptameren zeigen. Da ID-Proteine innerhal b ihrer
HLH-Doméanen hohe, aul3erhalb ihrer HLH-Domanen jedoch nur geringe Sequenzhomol ogien
enthalten, ist die HLH-Doméane vermutlich der Bindungsort fir das Peptid-Aptamer 13, das
mit ID1, ID2 und ID3 in der Hefe interagiert. Bel keinem der vier Peptid-Aptamere der
linearen Peptid-Aptamer-Expressionsbank konnte eine Interaktion mit 1D2 oder I1D3
nachgewiesen werden. Dieses konnte der Grund dafir sein, dass die linearen Peptid-Aptamere
in der Hefe nur mit ID1 interagieren. Lineare Peptide besitzen haufig eine niedrigere
Bindungsaffinitét und niedrigere proteolytische Stabilitét as gefatete Peptide. Da ID4 in
MaV 203 nicht exprimiert werden konnte, wurde 1D4 in den Y east-Two-Hybrid-Experimenten
nicht untersucht.

Die BLAST-Analyse mit den isolierten Peptid-Aptameren gegen Proteinsequenzen aus den

biologischen Datenbanken zeigt, dass keine der Peptid-A ptamer-Sequenzen Homologien mit

92



DISKUSSION

bekannten Proteinen oder Proteindoménen aufweisen. Dies lasst sich damit erkléaren, dass es
sich bei Peptid-Aptameren nicht um aus der Evolution abgeleitete Motive handelt. Sie sind
artifizielle, randomisierte Sequenzen, die aufgrund ihrer Aminosdurezusammensetzung eine
Konformation einnehmen, die esihnen ermdglicht, mit ihren Ziel proteinen zu interagieren.

4.2 Interaktionen zwischen den Peptid-Aptameren und ID-
Proteinen in humanen Zellen

Um einerseits die Interaktionen der Peptid-Aptamere mit ID-Proteinen in humanen Zellen zu
bestdtigen und andererseits die Bindungsspezifitdt und Bindungsintensitét zu bestimmen,
wurden Mammalian-Two-Hybrid-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden die aus der
linearen sowie der konstringierten Peptid-Aptamer-Expressionsbank stammenden Peptid-

Aptamere und die cDNAs von ID1-4 in Saugetierexpressionsvektoren kloniert.

Die Mammalian-Two-Hybrid-Experimente zeigten deutlich, dass die Koexpression der im
Y east-Two-Hybrid-System isolierten konstringierten Peptid-Aptamere (Peptid-Aptamere 5, 7,
10, 13 und 17) mit den jeweiligen ID-Proteinen in Hela-Zellen zu einer signifikanten
Expressionszunahme des Reportergens Luciferase fuhrt. Es lasst sich somit feststellen, dass
die Interaktionen und die Interaktionsspezifitdten der funf Peptid-Aptamere mit den
jewelligen ID-Proteinen, die im Yeast-Two-Hybrid-System verifiziert wurden, im
Mammalian-Two-Hybrid-System reproduzierbar sind.

Die Peptid-Aptamere 5 und 17 interagieren spezifisch mit ID1, Peptid-Aptamer 7 interagiert
sowohl mit ID1 as auch mit ID3, und Peptid-Aptamer 13 interagiert mit alen ID-Proteinen
(ID1-4) (s. Abb. 3.16). Das Peptid-Aptamer 10, das im Y east-Two-Hybrid-System mit ID1
und 1D3 interagiert, interagiert im Mammalian-Two-Hybrid-System spezifisch nur mit 1D3.
Be keinem der weiteren 20 Peptid-Aptamere der konstringierten Peptid-Aptamer-
Expressionsbank und der vier Peptid-Aptamere der linearen Peptid-A ptamer-Expressionsbank
konnte eine Interaktion im Mammalian-Two-Hybrid-System mit ID-Proteinen nachgewiesen
werden.

Interaktionen, die im Yeast-Two-Hybrid-System detektiert werden konnen, lassen sich
teilweise nur bedingt in humanen Zellen bestétigen. Problematisch beim Y east-Two-Hybrid-
System ist, dass die Interaktion der zu untersuchenden Proteine im Zellkern der Hefe
stattfinden muss, da die Transkription nur dort ablaufen kann. Es ist moglich, dass sich
Proteine in diesem Milieu anders falten alsin dem Bereich der Zelle, in dem sie tblicherweise
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auftreten. Eine Bait/Prey-Interaktion im Yeast-Two-Hybrid-System kann beispielsweise
durch einen Briickenfaktor, der nicht in humanen Zellen existiert, vermittelt werden. Auch die
posttranglationellen Modifikationen der Hefe unterscheiden sich teilweise von denen anderer
eukaryotischer Organismen.***° Diese veranderte Faltung beeinflusst die Struktur und die
Oberflacheneigenschaften der Proteine. Daher kénnen Bait/Prey-Interaktionen, die im Y east-
Two-Hybrid-System detektiert werden, auf Grund der veranderten Modifikationen in
humanen Zellen nicht mehr auftreten.

Die Ergebnisse dieser Experimente erlauben eine erste Qualitdtsbeurteilung der Peptid-
Aptamere. Die Peptid-Aptamere 5 und 17 binden hoch affin an 1D1, wahrend das Peptid-
Aptamer 7 etwas schwéacher und Peptid-Aptamer 13 erheblich schwécher an ID1 binden (s.
Abb. 3.12). Peptid-Aptamer 7 zeigt neben der hohen Affinitdt zu ID1 eine ebenso hohe
Affinitét zu ID3 (s. Abb. 3.12 und 3.13). Peptid-Aptamer 10 bindet nur an ID3 (s. Abb. 3.13).
Somit zeigen die Peptid-Aptamere 5, 17 und 10 eine hohe Bindungsspezifitét, da sie trotz der
hohen Sequenzhomol ogie zwischen ID1 und ID3 und der zum Tell Uberlappenden Funktionen
der beiden ID-Proteine spezifisch an ID1 oder ID3 binden. Aus diesem Grund ist es sehr
unwahrscheinlich, dass diese Peptid-Aptamere mit ID1- oder ID3-Bindungspartnern wie z.B.
den E-Proteinen und ETS-Proteinen interagieren und dort unerwiinschte Effekte bewirken.
Die Peptid-Aptamere 5 und 17, die spezifisch mit ID1 interagieren, kdnnen gezielt zur
Inhibition der ID1-induzierten abnormalen Zentrosomenduplikation, die durch genomische
Instabilitdt malignes Wachstum fordern kann, eingesetzt werden, da nur die ektopische
Expresson von ID1, nicht aber die von ID2, ID3 oder ID4 eine abnormae
Zentrosomenduplikation induziert.™

Weil ID1 und ID3 in verschiedenen Tumoren paralel induziert werden und zum Teil
tberlappende Funktionen haben®, kann eine gezielte Inhibition der einzelnen ID-Proteine
(ID1 oder ID3) je nach Zelltyp nur zu geméldigten phanotypischen Veranderungen fihren.
Deshalb kann die Interaktion von Peptid-Aptamer 7 mit ID1 und ID3 vorteilhaft sein. Eine
gleichzeitige Inhibition von ID1 und ID3 konnte, wie bei ID1/ID3-Knockout-Mausen
beobachtet, eine negative Wirkung auf die Tumorvaskularisation haben. Eine erfolgreiche,
gleichzeitige Inhibition der onkogenen Wirkung von ID1 und ID3 durch Peptid-Aptamer 7
konnte einen ausgepragten Effekt auf das Tumorwachstum und die Tumorneoangiogenese
haben. Peptid-Aptamer 13 bindet hoch affin an ID2 (Abb. 3.14) und erheblich schwécher an
ID1, ID3 und ID4 (Abb. 3.12, 3.13 und 3.15). Trotz seiner hohen Affinitét zu 1D2 zeigt
Peptid-Aptamer 13 eine geringe Bindungsspezifitdt zu den anderen ID-Proteinen. Die vier ID-
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Proteine zeigen unterschiedliche, aber auch zum Teil Uberlappende Expressionsmuster in
verschiedenen Tumorzellen. Daher kann ein Peptid-Aptamer, das an alle ID-Proteine bindet,
in solchen Zellen potenziell eine héhere inhibitorische Wirkung haben als Peptid-Aptamere,
die nur spezifisch an ein oder zwei 1D-Proteine binden.

Die Interaktionen der ID-Proteine mit den E-Proteinen, ETS-Proteinen und pRB, die
Induktion der 1D-Genexpression durch die klassischen Onkoproteine wie RAS, MYC und
BMP und die Expressionskontrolle des Tumorsuppressors INK4a durch die ID- und ETS
Proteine beweisen die Wichtigkeit der ID-Proteine in der Tumorigenese. In Mausmodellen
wurde gezeigt, dass der partielle Verlust von ID1 und ID3 eine negative Wirkung auf die
Tumorvaskularisation hat. Der Effekt der ID-Reduktion auf die Vaskularisation von Tumoren
héngt vom Tumortyp, Tumorgrad und von den Tumorzellen selbst ab. Deshalb besteht hier
die Moglichkeit, die isolierten Peptid-Aptamere, die diverse Bindungsintensitdten und
Bindungsspezifitdten mit den entsprechenden ID-Proteinen besitzen, therapeutisch nutzbar zu
machen. Eine Peptid-Aptamer-vermittelte, kontrollierte Inhibition von ID-Proteinen in
Tumoren, Tumorstroma und anderen Zellen kann zu grofRen Fortschritten in der
Tumorbiologie und Krebstherapie fuhren. Die isolierten Peptid-Aptamere konnten zur
Repression der onkogenen Wirkungen der ID-Proteine wie Inhibition der Zelldifferenzierung,
Stimulierung der Zellproliferation und Begunstigung der Tumor-Neoangiogenese und der

Tumorinvasion verwendet werden.

4.3 Zellulére Lokalisation der Peptid-Aptamere zur
funktionalen Analyse in humanen Zellen

4.3.1 Einschleusung der Peptid-Aptamere in humane Zellen durch
Proteintransduktion

Die transiente Transfektion von Zellen mit der DNA, die fir ein exogenes Protein codiert,
bringt den Nachtell sehr diverser Transfektionseffizienzen und verschiedener
Expressionsniveaus mit sich. Zur EinfUhrung der isolierten Peptid-Aptamere in Zielzellen
wurde die neuartige Methode der Proteintransduktion verwendet. Mit diesem System kénnen
hohere Konzentrationen der Peptid-Aptamere in E. coli exprimiert und nach der Reinigung
zur Transduktion von Sdugetierzellen verwendet werden. Bei untersuchten Zellen kann eine

100%ige Transduktionseffizienz mit diesem System erreicht werden. Auf3erdem kdnnen die

95



DISKUSSION

Peptid-Aptamere spezifisch zu einem bestimmten Zeitpunkt und in definierten Dosen in die
Z€llen eingebracht werden.

Die Einfuhrung therapeutischer Peptide und Proteine in Gewebe oder Organe war bisher sehr
schwierig, da die Zellmembran fir die meisten Peptide und Proteine undurchlassig ist und die
Einfuhrung durch die GrofRe und biochemischen Eigenschaften des Proteins limitiert ist. Es
war nur moglich, bioaktive Peptide durch Zellmembranen zu bringen, wenn sie sehr klein
oder hoch lipophil waren. Vor kurzem wurde endeckt, dass bestimmte Proteine wie das
Protein HIV TAT, das Drosophila-Protein Antennapedia (ANTP) und das Protein HSV VP22
des Herpes-Simplex-Virus in der Lage sind, Zellmembranen zu durchdringen.'**** Dieses
Phdnomen konnte dazu genutzt werden, ein heterologes Protein, das chemisch mit einem
bestimmte Aminosauren umfassenden Teil eines dieser Proteine fusioniert war, in Zellen zu
transduzieren.** Alle Proteintransduktionsdomanen (PTD) zeichnen sich durch das zahlreiche
Vorkommen basischer Aminosduren (Arginin und Lysin) aus, die fir die Interaktion mit der
Lipid-Doppelschicht verantwortlich sind (Tab. 4.1). Der Mechanismus, mit dem diese
Proteintransduktionsdoménen die Trandokation durch die Zellmembran vermitteln, ist

alerdings noch nicht aufgeklart.

Tab. 4.1 Aminoséuresequenzen der bisher charakterisierten Proteintransduktionsdomanen (PTD)

Alle PTDs bestehen vor alem aus basischen Aminosauren wie Arginin und Lysin, die den Kontakt mit der
Zellmembran aufbauen. Die minimale TAT-Transduktionsdoméne sind die basischen Reste 47-55, wéhrend die
Reste 267 bis 300 die Transduktion durch das Protein VP22 vermitteln. Im Protein Antennapedia (ANTP) ist die
dritte a-Helix (aa 43-58) fur die Transduktion verantwortlich (modifiziert nach Schwarze and Dowdy, 2000).

PTD Aminosiur esequenz

HIV-1 TAT 46-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-56

HSV VP22 266-Asp-Ala-Ala-Thr-Ala-Thr-Arg-Gly-Arg-Ser-Ala-Ala-Ser-Arg-Pro-Thr-Glu-Arg-
Pro-Arg-Ala-Pro-Ala-Arg-Ser-Ala-Ser-Arg-Pro-Arg-Arg-Pro-Va-Glu-301

ANTP 42-Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-59

ID-Proteine sind im Zytoplasma (perinukledre Region), an Zentrosomen und im Zellkern
lokalisiert.** Damit die isolierten Peptid-Aptamere sowohl im Zytoplasma as auch im
Nukleus mit ID-Proteinen interagieren und deren intrazellulére Funktionen blockieren
kénnen, wurden bakterielle VP22-Fusionsprotein-Expressionsplasmide pCR®T7/VP22-2-
TOPO®-Peptid-Aptamer  (zur nukleren Lokaliserung der Peptid-Aptamere) und
PRC®T7/VP22/NES-2-TOPO®-Peptid-Aptamer (zur zytoplasmatischen Lokalisierung der
Peptid-Aptamere) konstruiert (s. Abb. 3.17). Die erfolgreiche Expression der rekombinanten
Proteinein E. coli [BL21(DE3)] wurde durch Western-Blot-Analyse bestétigt (s. Abb. 3.21)
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In den folgenden Experimenten werden die rekombinanten Proteine mittels des Histidin-Tags
durch Ni?*-Affinitatschromatographie gereinigt. Nach der Transduktion in die Zielzellen kann
mittels Immunofluoreszenz- und Western-Blot-Analysen gezeigt werden, ob die Peptid-
Aptamere durch die Protein-Transduktionsdoméane in die Zielzellen gelangen und dort
spezifisch mit den entsprechenden ID-Proteinen interagieren. Da die Stabilitét transduzierter
Proteine entscheidend von der Art des transduzierten Proteins abhangig sein kann, wird die
Stabilitét der transduzierten Peptid-Aptamere in den Zellen mittels Immunofluoreszenz- und
Western-Blot-Anaysen untersucht. Nach der Verifizierung der spezifischen Interaktionen der
isolierten Peptid-Aptamere mit den ID-Proteinen wird untersucht, inwieweit die Bindungen
mit den Funktionen der ID-Proteine interferieren. ID-Proteine wirken durch Inhibition der
Zelldifferenzierung, Stimulierung der Zelproliferation und Begunstigung der Tumor-
Neoangiogenese und der Tumorinvasion an der Tumorigenese mit.?’ Dariiber hinaus induziert
die Uberexpression von D1 eine abnormale Zentrosomenduplikation, die durch genomische
Instabilitdt malignes Wachstum fordern kann.”® Aus diesem Grund wird untersucht, ob die
isolierten  Peptid-Aptamere  diese  Phanotypen  beeinflussen. Hierbei  werden
Durchflusszytometrie zur Untersuchung der Zelproliferation und des Zellzyklus,
Immunofluoreszenz-Analysen zur Untersuchung der abnormalen Zentrosomenduplikation
unter Verwendung von y-Tubulin a's Zentrosomenmarker, Expressionsanalyse verschiedener
Zellzyklus-Regulatoren wie dem Tumorsuppressor INK4a mittels Western-Blot, RNA-
Microarray, quantitativer PCR oder Northern-Blot und Konfoka mikroskopie zur Analyse der
zelluléren Kolokalisation der Peptid-Aptamere und 1D-Proteine durchgefiihrt.

Die Peptid-Aptamere wurden nur aufgrund ihrer Bindungsaffinitét und nicht aufgrund ihrer
inhibitorischen Wirkung auf ID-Proteine selektiert. Daher kann die Intensitét ihrer
inhibitorischen Wirkung sehr unterschiedlich sein. Aul3erdem kann den Peptid-Aptameren
eine zusatzliche Funktion zugewiesen werden, mit der die ID-Proteine schneller degradiert
werden konnen. In den letzten Jahren wurden einige Doméanen identifiziert, die spezifisch mit
dem Proteindegradations-Signalweg der Zellen interagieren. So konnte gezeigt werden, dass
die SOCS-Box der SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signaling) fur die Ubiquitinierung
von Jak und STAT-Proteinen verantwortlich ist.™” Die SOCS-Box ist eine aus 40
Aminosduren bestehende Sequenz im C-Terminus der SOCS-Proteine. SOCS-Proteine
interagieren Uber ihre SH2-Domane mit Signalproteinen, wie z.B. STAT- und Jak-Molekulen.
Eine SH2-Domaéne ist eine Proteindoméne, die spezifische Proteininteraktionen vermittelt.
Die Region ist ca 100 Aminosauren lang und erkennt insbesondere Peptide mit

phosphoryliertem Tyrosin. SH2-Doménen sind an vielen Proteinkomplexen beteiligt,
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insbesondere bei Gerlstproteinen. Zudem spielen SH2-Doméanen eine wichtige Rolle bel
einigen Signalwegen. AulRerdem bauen die SOCS-Proteine mit ihrer SOCS-Box Kontakt
spezifisch zu E3-Ubiquitin-Ligasen auf. Daher gehdren die SOCS-Proteine zur Familie der
E3-Ubiquitin-Ligasen.’*** Auch bei einer Reihe weiterer Proteine konnte die SOCS-Box-
Domaéne identifiziert werden. Diese Proteine besitzen alerdings, statt einer SH2-Doméane wie
die SOCS-Proteine, andere Motive zur Interaktion mit weiteren Molekilen.™ E3-Ubiquitin-
Ligasen Ubertragen spezifisch Ubiquitineinheiten auf die gebundenen Molekile und
markieren sie damit fur den Abbau im 26S-Proteasom (s. Abb 4.1). So stellt die SOCS-Box
eine spezifische Doméne dar, die gebundene Molekile fir den Abbau markiert. Daher kdnnen
die selektierten Peptid-Aptamere mit einer SOCS-Box fusioniert werden, so dass die
entsprechenden ID-Proteine durch die Bindung der Peptid-Aptamere selektiv degradiert
werden konnen. So kdnnen sogar Peptid-Aptamere, die zwar mit ID-Proteinen interagieren,
nicht aber mit deren Aktivitéten interferieren, die zelluldren Funktionen von ID-Proteinen
durch den schnellen Abbau der I1D-Proteine regulieren. Dies erméglicht, die Konzentration
der ID-Proteine spezifisch abzusenken und den transformierten Phanotyp zu revertieren. Die
Peptid-Aptamere 5 und 17, die eine hohe Bindungsaffinitét zu ID1 besitzen, das Peptid-
Aptamer 7, das hoch affin an ID1 und ID3 bindet, und das Peptid-Aptamer 13, das hoch affin
an ID2 bindet, kdnnen einen starken Kontakt zwischen den entsprechenden ID-Proteinen und
der zelluldren Degradierungsmaschinerie aufbauen und damit einen grof3en Effekt auf die

Reduzierung der hohen Konzentrationen der ID-Proteine in Tumoren haben.
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Abb. 4.1 Der Ubiquitin-Proteasom-Weg

Ubiquitin-prozessierende Hydrolasen setzen Ubiquitin (rot) frel. Das Substratprotein (orange) wird unter der
Mitwirkung des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1, des Ubiquitin-konjugierenden Proteins E2 und der
Ubiquitin-Ligase E3 polyubiquitiniert. Das polyubiquitinierte Substrat wird vom 26S-Proteasom erkannt und als
entfaltete Polypeptidkette den katalytisch aktiven Seitenketten im Inneren des 20S-Proteasoms zugefihrt. Das
Substrat wird zu kurzen Oligopeptiden hydrolysiert, wahrend Ubiquitin recyclet wird. (Die Abbildung ist
modifiziert nach Kostova and Wolf, 2003).
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Die Peptid-Aptamere, vor alem in Kombination mit einer SOCS-Box-Domane, ermdglichen
eine gezielte Inhibition und/oder Degradation der ID-Proteine.

Aul¥erdem kann die inhibitorische Wirkung der Aptamere durch die Erhéhung der Affinitét
des Aptamers zu | D-Proteinen noch gesteigert werden. Durch randomisierte M utagenese kann
ein Peptid-Aptamer generiert werden, das eine deutlich hohere Affinitdt zum Zielprotein

aufweist, so dass stabilere Ziel protein/Inhibitor-K omplexe gebildet werden.*®

4.3.2 Expression der selektierten Peptid-Aptamere in humanen Zellen

Fur die transiente and stabile Expression der isolierten Peptid-Aptamere in humanen Zellen
wurde der VP22-PTD enthaltende Expressionsvektor pRC/CMV-VP22-TRX verwendet (s.
Abb. 3.18). Der Vortel dieses Konstrukts besteht darin, dass das VP22-Fusionsprotein von
transfizierten Zellen aus auch in benachbarte Zellen transduzieren und sich somit in alen
Zellen verteilen kann. Da die ektopische Expression der Peptid-Aptamere von den
verwendeten Vektoren abhdngig sein kann, wurden zusédtzlich zum eukaryotischen
Expressionsvektor pRC/CMV-VP22-TRX die pShooter-Vektoren (pCMV/myc© vectors)
benutzt, die hdufig zur gezielten intrazelluléren Lokalisation rekombinanter Proteine und
Antikorper verwendet werden. Zur nukledgren Lokalisation der Peptid-Aptamere wurde der
Vektor pCMV/myc/nuc, der das NLS von ,SV40 Large T antigen® enthdlt, verwendet (s.
Abb. 3.19A). Zur zytoplasmatischen Lokalisation der Peptid-Aptamere wurde der Vektor
pCMV/myc/cyto benutzt (s. Abb. 3.19B). Zur site-spezifischen Fluoreszenz-Markierung und
Detektion der Peptid-Aptamere in lebenden Sdugetierzellen wurden die Peptid-Aptamere in
den Lumio™-Tag-Vektor pcDNA™6.2/cLumio™-DEST (s. Abb. 3.20A) bzw.
PcDNA ™6.2/nLumio™-DEST kloniert (s. Abb. 3.20B).

Eine stabile Expression der Peptid-Aptamere in humanen Zellen vermittelt eine persistente
Inhibition der ID-Proteine und erlaubt eine Analyse der phanotypischen Veranderungen der
Zielzellen, die sich Uber eine lange Periode entwickeln kénnen. Die Selektion von stabil
exprimierenden Einzelklonen ist gegentiber der transienten Transfektion von Vorteil, da auf
diese Weise dle Zellen innerhalb eines Versuchsansatzes gleiche Mengen des Peptid-
Aptamers exprimieren. Damit kann ausgeschlossen werden, dass das Ergebnis der
inhibitorischen Wirkung der Peptid-Aptamere durch schwach oder nicht exprimierende Zellen
verfascht wird. Hierbel werden, wie oben beschrieben, Untersuchungen der Zellproliferation,

des Zéllzyklus, der abnormalen Zentrosomenduplikation, Expressionsanalyse von Zellzyklus-
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Regulatoren und der zelluldren Kolokalisation der Peptid-Aptamere und ID-Proteine
durchgefuhrt.

4.4 siIRNA-induzierte Verminderung der ID1-Genexpression

Die Anwendung von siRNAs ist die neue Methode der RNA-Interferenz (RNAI), mit der
Gene spezifisch ausgeschaltet werden konnen. Sie ist die Hoffnung auf dem Gebiet der
therapeutischen Anwendung der Antisense-Strategien.

Die Spezifitét eines Antisense-Oligonukleotids ist unmittelbar durch seine Sequenz gegeben.
Statistisch betrachtet ist eine Sequenz von 15-17 Nukleotiden ausreichend, um eine Stelle im
menschlichen Genom eindeutig zu definieren. Eine Datenbank-Recherche ist in jedem Falle
notwendig, um ungewol lte Homol ogien mit anderen Genen auszuschlief3en.

Zahlreiche |D1-spezifische sSsIRNAs wurden mit Hilfe verschiedener Programme zur
Herstellung von sSIRNAs ausgesucht und miteinander verglichen. Zum Ausschluss
ungewollter Homologien wurden diese SSRNAs mittels Datenbank-Recherche analysiert. Zur
transienten Hemmung der ID1-Expression wurden Hel a-Zellen mit verschiedenen gegen die
ID1-mRNA gerichteten SSRNASs transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 60 h wurde die
ID1-ssRNA 1-vermittelte Verminderung der ID1-Expression durch Western-Blot-Analyse
bestétigt (s. Abb. 3.21).

Obwohl siRNAs eine starke und spezifische Suppression der Genexpression vermitteln
konnen, ist ihre Reduktion der Genexpression transient, was ihre Anwendung zur Analyse der
phanotypischen Veranderungen der Zielzellen, die sich Uber eine lange Periode entwickeln
konnen, stark limitiert. Um diese Limitierung der exogenen Zugabe von siRNAs zu umgehen,
wurden sIRNAs innerhalb der Zelle vom Vektor pSUPER.retro.puro exprimiert.

Zur Herstellung von shRNAs wurden die Oligonukleotide ID1-shRNA 1-4 und ID1-shRNA
A-C synthetisiert und in den Vektor pSUPER.retro. zwischen die Schnittstellen Bglll und
Hindlll kloniert, um die SRNAs vom Polymerase I11-Promotor H1 aus zu transkribieren (s.
Abb. 3.22). HelL.a-Zellen wurden mit verschiedenen Konstrukten pSUPER.retro.-ID1-shRNA
transfiziert. Nach der Isolierung von stabilen Klonen unter Verwendung von Puromycin und
einer Kultivierung von 2,5 Wochen wurde die Expression von ID1 durch Western-Blot-
Anayse Uberprift. Die Expression von ID1 wurde durch die ID1-shRNA C signifikant
vermindert (s. Abb. 3.23).
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Die Selektion von stabil exprimierenden Einzelklonen ist gegentiber der transienten
Transfektion von Vorteil, da auf diese Weise die Verminderung der ID1-Expression bei alen
Zéellen innerhalb eines V ersuchsansatzes gleich stark ist. Damit wird ausgeschlossen, dass das
Ergebnis durch Zellen, bei denen die Verminderung der ID1-Expression schwach oder nicht

vorhanden ist, verfélscht und somit die inhibitorische Wirkung der shRNA {berdeckt wird.

Die ID1-siRNA 1- und die ID1-shRNA C-vermittelte Verminderung der ID1-Expression und
die damit verbundene spezifische Absenkung der ID1-Konzentration in Tumorzellen wird zur
Reversion ID1-transformierter Phanotypen eine Anwendung finden. Hierbel werden, wie
oben beschrieben, Untersuchungen der Zellproliferation, des Zellzyklus, der abnormaen
Zentrosomenduplikation und Expressionsanaysen verschiedener Zellzyklus-Regulatoren
durchgefihrt. Diese neu isolierten si/shRNAs, mit denen Genfunktionen von ID1 anaysiert
werden kénnen, konnen auf dem Gebiet der therapeutischen Anwendung der Antisense-

Strategien eine Bedeutung erlangen.

4.5 Ektopische Expression von S5A und Untersuchung der
endogenen ID1-Expression

Das Protein S5A/Rpnl0, das as Bindungspartner von ID1 durch Yeast-Two-Hybrid-
Screening identifiziert wurde, ist eine Untereinheit des 26S-Proteasoms, das selektiv
multiubiquitinierte Proteine bindet und als Transportprotein zum Proteasom dient. S5A
interagiert stark mit ID1, weniger stark mit den bHLH-Proteinen der Klasse A (E12) und der
Klasse B (MyoD). Auler mit IDlinteragiert SSA mit keinem der anderen Mitglieder der
HLH-Proteine der Klasse D (ID2-4). S5A kann die DNA-Bindung von MyoD-1D1 und E12-
ID1-Heterodimeren wiederherstellen, die DNA-Bindung von MyoD- und E12-Homodimeren
verbessern und die ID1-vermittelte Repression des Muskelkreatinkinase-Promotors wahrend
myogenetischer Differenzierung revertieren.'?’

M utagenese-Experimente zeigen, dass die Aminosauren, die die Helix-Loop-Helix-Doméne
von ID1 flankieren, und die drei Aminosauren, die innerhalb der ersten Helix von ID1 liegen,
far die Interaktion zwischen ID1 und S5A verantwortlich sind und der N-Terminus von S5A
(etwa die Halfte von S5A) firr diese Interaktion ausreicht.’*” Experimentielle Daten zeigen,
dass die Interaktion zwischen HLH-Proteinen und S5A keine Ubiquitinierung der HLH-
Proteine bendtigt und S5A nur einen minimalen und unspezifischen Effekt auf die

Degradierungsrate von 1D1 ausiibt.*’
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Die Verminderung der S5A-Expression in Drosophila melanogaster und Caenorhabditis
elegans mittels RNAI resultiert in letalen Phanotypen und abnormalen Mitosen.*®*?° Dariiber
hinaus induziert ID1 Zentrosomenabnormalitéten durch Interferenz mit SSA (Hasskarl J. et
al., unverdffentlichte Daten).

Um den Mechanismus aufzuklaren, wie ID1 die Deregulation des Zentrosomenhaushalts
verursacht, wurde untersucht, ob die Uberexpression von S5A zur Verdnderung der
endogenen ID1-Expression fuhrt. Dazu wurden U20S-Zellen mit 0,5, 1 und 2 ug pcDNAS3-
S5A-HA-Konstrukt transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die endogene
ID1-Expression und die Expression von S5A durch Western-Blot-Analyse mittels anti-1D1-
Antikorper bzw. anti-S5A-Antikorper Uberprift. Die Uberexpression von S5A fihrte zu
keiner Veranderung der endogenen ID1-Expression (s. Abb. 3.24).

Da SHA fur seine Interaktion mit ID1 keine Ubiquitinierung von ID1 benétigt, nur einen

127 und keinen

minimalen und unspezifischen Effekt auf die Degradierungsrate von 1D1 austibt
Einfluss auf die Expression von ID1 hat, ist davon auszugehen, dass S5A nur durch seine
direkte funktionale Interaktion mit ID1 an der ID1l-induzierten Deregulation des

Zentrosomenhaushalts beteiligt ist.

4.6 I nteraktionsanalyse zwischen den Peptid-Aptameren und
S5A in humanen Zellen

Da S5A an der ID1-induzierten Deregulation des Zentrosomenhaushalts durch seine direkte
funktionale Interaktion mit ID1 beteiligt ist, konnten die isolierten Peptid-Aptamere zur
gezielten Storung der Interaktion zwischen ID1 und S5A verwendet werden, um ID1-
induzierte Zentrosomenabnormalitéten zu revertieren.

Um zu prifen, ob die isolierten Peptid-Aptamere mit S5A interagieren und daher mit den
Funktionen von S5A interferieren und dort unerwiinschte Effekte bewirken kdnnen, wurde
das CheckMate Mammalian-Two-Hybrid-System angewendet. Die Untersuchung der
Interaktionen der Peptid-Aptamere 5, 7, 10, 13 und 17 mit S5A resultierten im Vergleich zur
Luciferase-Aktivitdt der negativen Kontrolle in keinen hohen Luciferase-Aktivitéten. Somit
interagieren die isolierten Peptid-Aptamere nicht mit S5A (s. Tab. 3.21 und Abb. 3.26).

Da S5A auRer mit ID1 nicht mit ID2, ID3 oder ID4 interagiert'®” und nur die ektopische
Expresson von D1, nicht aber von [ID2, ID3 oder ID4, ene abnormale
Zentrosomenduplikation induziert’, kénnten die Peptid-Aptamere 5 und 17, die spezifisch
nur mit ID1 interagieren, potenziell eine hohere inhibitorische Wirkung auf die ID1-induzierte
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Deregulation des Zentrosomenhaushalts haben als das Peptid-Aptamer 7, das sowohl mit ID1
als auch mit ID3 interagiert, und das Peptid-Aptamer 13, das mit alen ID-Proteinen (ID1-4)
interagiert.

4.7 Aushlick

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell von ID1 gezeigt, dass es mit dem Peptid-
Aptamer-Library-Screening-System maoglich ist, Peptide mit potenziell inhibitorischer
Wirkung gegen ID-Proteine zu isolieren. Bisher wurden die Funktionen von ID-Proteinen
durch Interferenz auf DNA-Ebene (Knockout-Modelle) oder auf RNA-Ebene (Antisense-
Strategien) manipuliert. Nunmehr stellen die isolierten Peptid-Aptamere eine weitere Ebene
der gezielten Interferenz mit ID-Proteinen dar. Die Peptid-Aptamere, vor alem in
Kombination mit einer SOCS-Box-Domane, ermdglichen die gezielte Inhibition und/oder
Degradation auf Proteinebene. Die isolierten Peptid-Aptamere sind Werkzeuge, mit denen die
Funktionen der 1D-Proteine weiter untersucht werden kdnnen. Sie kdnnen vor allem wegen
der hohen Spezifitdt und der niedrigen molekularen Masse Anwendungen bei der , Targeted
therapy” finden. Hier steht die Entwicklung von Peptiden oder Peptid-Mimetika im
Vordergrund: Sie konnten as Wirksubstanzen zur Behandlung von Tumoren, bei denen die
ID-Proteine Uberexprimiert sind, eingesetzt werden.

Eines der wichtigsten Probleme ist die Bioverfugbarkeit der zu verabreichenden Peptid-
Aptamere, da vor adlem die zu erreichende Konzentration und die Halbwertszeit der Peptid-
Aptamere fiir den therapeutischen Wert eine entscheidende Rolle spielen.™*

Zur Verbesserung ihrer Stabilitét wurden in den letzten Jahren grof3e Fortschritte gemacht.
Peptide konnen durch chemische Maodifikationen ihrer Seitenketten oder durch
Komplexierung mit einer weiteren Tragersubstanz resistenter gegen ihre Degradation gemacht
werden.™®**® Neuere Studien weisen einer Proteintransduktionsdomane des Proteins HSV
VP22 mit neun D-Argininresten bessere Eigenschaften zu als einer mit neun L-Argininresten.
Diese Doméne hat gleichzeitig den Vorteil, dass sie die Degradation des rekombinanten
Proteins reduziert, da die zellulére Degradationsmaschinerie nur nattrliche L-Aminosauren
abbauen kann.™ Allerdings kann ein solches Fusionsprotein nicht exprimiert werden,
sondern muss synthetisch hergestellt werden. Eine andere Moglichkelt ist der Einsatz des
amphipatischen Peptidcarriers Pep-1. Dieses Peptid bestent aus einer Protein-

Transduktionsdomane und einer hydrophoben Sequenz, die die Interaktion mit dem
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Zielprotein erméglicht.*> Dieses Peptid kann synthetisch hergestellt werden und mit einem
beliebigen Protein, wie z.B. einem Peptid-Aptamer, gemischt werden, so dass beide
interagieren und ein transduktionsfahiges Protein bilden.

Eine weltere Strategie zur Verbesserung der Stabilitdt der Peptide basiert darauf, dass sie in
Liposomen verpackt und vor dem Abbau geschitzt werden. Dabel kénnten diese Liposomen
Uber hydrophile Polymere mit Antikorpern ausgestattet werden, die eine spezifische Bindung
der peptidbeladenen Liposomen an einen bestimmten Zelltyp ermoglichen.®* " AuRerdem
werden Liposomen as ,delivery system” fur DNA-Vektoren in der Gentherapie angewendet.
So kann eine Peptid-Aptamer-codierende Sequenz in einen geeigneten Gentherapie-V ektor
kloniert und liposomal verpackt in die Zelle eingefihrt werden. Damit ist es mdglich, eine
intrazellulare Expression des Peptid-Aptamers und eine zielgerichtete Inhibition des
Zielproteins zu erreichen. Allerdings ist die Etablierung eines sicheren und effizienten ,,gene
delivery system” noch eines der wichtigsten Probleme der Gentherapie.

Aus einem biologisch wirksamen und interessanten Peptid-Aptamer kann ein entsprechendes
Peptidmimetikum abgeleitet werden. Zum einen kann es sich dabei um peptidische
Strukturmimetika handeln, bei denen die biochemischen und biophysikalischen Nachteile der
natirlichen Peptid-Aptamere durch chemische Modifikationen Uberwunden werden. Zum
anderen kann es sich um nicht-peptidische Mimetika handeln, die die dreidimensionae
Struktur des nativen Peptides nachahmen und so beispielsweise wichtige katalytische
Doménen des Zielproteins inhibieren.®*® |n diesem Fall koénnen die Peptidsequenzen als
Leitstrukturen zur Etablierung ganzer niedermolekularer Bibliotheken dienen. Diese
niedermolekularen chemischen Substanzen haben zusétzliche Vorteile aufgrund ihrer hdheren
Stabilitat und ihrer Bioverfiigbarkeit.1>® 161162

Das Zid ist die Entwicklung derartiger Peptid-Mimetika mit der Hoffnung, diese auf dem
Gebiet der ,Targeted therapy* anzuwenden. Es gibt bereits eine ganze Anzahl von gut
charakterisierten, oral verfigbaren Peptid-Mimetika, die allerdings zu anderen Zwecken as
der Krebstherapie eingesetzt werden. Hierzu zéhlen vor allem die Gruppe der B-Lactam-
Antibiotika (z.B. Ampicillin, Cefadroxil) und die Gruppe der ACE-Inhibitoren (,,angiotensin-
converting enzyme'), wobel letztere zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt

Werden.l63_165
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5 Zusammenfassung

Verschiedene Funktionen der ID-Proteine wurden bisher beschrieben: Inhibition der DNA-
Bindung und Differenzierung durch die Interferenz mit bHLH-Transkriptionsfaktoren,
Interferenz mit anderen Transkriptionsfaktoren, die nicht zur bHLH-Familie gehéren,
Apoptoseinduktion, Kooperation mit dem Retinoblastoma-Tumorsuppressorprotein (pRb) und
die Verlangerung der Lebensspanne primérer Zellen. Von grof3er Signifikanz ist vor alem,
dass hohe Expressionslevel der ID-Proteine, vor adlem von ID1, in einer Vielzahl von
epithelialen humanen Tumoren beschrieben worden sind und in einigen dieser Falle die hohe
Expression von ID1 mit einer ungunstigen klinischen Prognose einhergeht. Angesichts ihrer
breiten biologischen Wirkung und ihrer pro-onkogenen Eigenschaften gelten die ID-Proteine
als mdgliche therapeutische Ziele in der Tumortherapie.

Fur eine gezielte Interferenz mit 1D-Proteinen wurde in der vorliegenden Arbeit das Peptid-
Aptamer-System eingesetzt. Peptid-Aptamere sind Peptid-Agenzien, die auf Grund ihrer
spezifischen Bindung an ein bestimmtes Zielprotein unter intrazellularen Bedingungen
selektiert werden. Zur Isolierung von ID1-spezifischen Peptid-Aptameren wurden zwel
Peptid-Aptamer-Expressionsbanken verwendet. Dabei handelt es sich um eine lineare Peptid-
Aptamer-Expressionsbank, in der die Peptid-Aptamere nicht an einem Geristprotein
verankert sind und daher flexible Konformationen annehmen, und um eine konstringierte
Peptid-Aptamer-Expressionsbank, in der die Peptid-Aptamere mit ihren beiden Enden an dem
Gerustprotein Thioredoxin A (TrxA) von E. coli verankert sind und durch das GerUstprotein
TrxA nach auf3en prasentiert werden.

In zwel Y east-Two-Hybrid-Screenings mit ID1 als Bait wurden vier Peptid-Aptamere aus der
linearen Peptid-Aptamer-Expressionsbank und 26 Peptid-Aptamere aus der konstringierten
Peptid-Aptamer-Expressionsbank isoliert. Zusétzlich wurden die isolierten Peptid-Aptamere
auf ihre Interaktion mit ID2 und ID3 mittels der Y east-Two-Hybrid-Experimente Gberprift. In
diesen Experimenten konnte die Interaktion von sechs Peptid-Aptameren mit ID3 und einem
Peptid-Aptamer mit ID2 und 1D3 nachgewiesen werden. Um einerseits die Interaktionen der
isolierten Peptid-Aptamere mit ID-Proteinen in humanen Zellen zu bestétigen und
andererseits die Bindungsspezifitdt und Bindungsintensitét zu bestimmen, wurde das
CheckMate™ Mammalian-Two-Hybrid-System angewendet. In diesen Experimenten konnte
die spezifische Interaktion von zwei Peptid-Aptameren mit ID1, einem Peptid-Aptamer mit
ID3, einem Peptid-Aptamer sowohl mit ID1 als auch mit ID3 und einem Peptid-Aptamer mit
alen IDs (ID1-4) nachgewiesen werden.

105



ZUSAMMENFASSUNG

Um hohere Konzentrationen der Peptid-Aptamere zu erreichen und die Peptid-Aptamere
spezifisch zu einem bestimmten Zeitpunkt in die Zielzellen einzubringen, wurde die neuartige
Methode der Proteintransduktion verwendet. Hierbel wurde eine Proteintransduktionsdoméne
aus neun Argininresten C-termina mit den Peptid-Aptameren fusioniert. Zur Ableitung von
Zédllinien, die die isolierten Peptid-A ptamere stabil exprimieren, wurden die Peptid-Aptamere
in den VP22-PTD enthaltenden Expressionsvektor pRC/CMV-VP22-TRX, in die pShooter-
Vektoren (pCMV/myc© vectors), die haufig zur gezielten intrazellularen Lokalisation
rekombinanter Proteine und Antikorper verwendet werden, und zur Fluoreszenz-Markierung
und Detektion der Peptid-Aptamere in lebenden Saugetierzellen in die Lumio™-Tag-
Expressionsvektoren kloniert.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell von ID1 gezeigt, dass es mit dem Peptid-
Aptamer-Library-Screening-System maoglich ist, Peptide mit potenziell inhibitorischer
Wirkung gegen ID-Proteine zu isolieren. Bisher wurden die Funktionen von ID-Proteinen
durch Interferenz auf DNA-Ebene (Knockout-Modelle) oder auf RNA-Ebene (Antisense-
Strategien) manipuliert. Nunmehr stellen die neuen isolierten Peptid-Aptamere eine weitere
Ebene der gezielten Interferenz mit ID-Proteinen dar. Die Peptid-Aptamere ermoglichen die
gezielte Inhibition oder SOCS-Box-vermittelte Degradation auf Proteinebene. Die isolierten
Peptid-Aptamere sind Werkzeuge, mit denen die Funktionen der ID-Proteine weiter
untersucht werden kénnen. Sie kénnen wegen der hohen Spezifitdt und der niedrigen
molekularen Masse Anwendung bel der ,Targeted therapy” finden. Hier steht die
Entwicklung von peptidischen oder nicht-peptidischen Mimetika im Vordergrund: Sie
konnten as Wirksubstanzen zur Behandlung von Tumoren, bei denen die ID-Proteine
Uberexprimiert sind, eingesetzt werden.

AulRerdem wurde die SsSRNA-Technik im Rahmen dieser Arbeit flr eine gezielte Suppression
der ID1-Genexpression eingesetzt. Zur transienten Hemmung der ID1-Expression wurden
zahlreiche ID1-spezifische SSRNASs entwickelt, und die Verminderung der ID1-Expression in
HelLa-Zellen wurde durch Western-Blot-Analyse bestétigt. Zur intrazelluldren Synthese von
siRNAs wurden zahlreiche ID1-spezifische shRNAs entwickelt und in den Vektor
pSUPER.retro kloniert, um die sRNAs vom Polymerase-Ill-Promotor H1 aus zu
transkribieren. Hel a-Zellen wurden mit den Konstrukten transfiziert. Nach der Isolierung von
stabilen Klonen wurde die signifikante Verminderung der ID1-Expression durch Western-
Blot-Analyse bestétigt. Diese neuen isolierten si/shRNAs, mit denen Genfunktionen von ID1
analysiert werden konnen, sind fr eine therapeutische Anwendung der Antisense-Strategie

von Bedeutung.
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6 Summary

ID proteins exert various functions: Inhibition of DNA binding and differentiation through
interference with bHLH transcription factors, interference with non-bHLH proteins, induction
of apoptosis, cooperation with the retinoblastoma tumour suppressor protein (pRB) und delay
of replicative senescence. Diverse human tumour types have been analyzed for ID mRNA and
protein levels and elevated levels of ID expressions, speciadly of 1D1, have been reported in
various carcinomas. In some cases, high levels of ID1 are associated with disease severity and
poor prognosis.

The low postnatal expression of the IDs and their roles in tumorigenesis and tumour

neoangiogenesis mark them as attractive targets for anti-cancer therapy.

In the present study a peptide aptamer system was used to identify peptide aptamers
interacting selectively with ID1. Peptide aptamers are proteinaceous agents that are selected
for specific binding to a given target protein, under intracellular conditions. For this purpose,
two different peptide aptamer expression libraries were used: a linear peptide aptamer
expression library, where peptide aptamers are not anchored in a scaffold protein and are
flexible with free ends, and a constrained peptide aptamer expression library, where peptide
aptamers are anchored with both ends in the scaffold protein thioredoxin A (TrxA) of the E.

coli and displayed from the scaffold protein in a constrained conformation.

The yeast two-hybrid selection system was used to isolate peptide aptamers interacting with
ID1. Four peptide aptamers of the linear peptide aptamer expression library and 26 peptide
aptamers of the constrained peptide aptamer expression library were isolated. Using the yeast
two-hybrid selection system, the interaction of the isolated peptide aptamers with 1D2 and
ID3 was anayzed and the interaction of six peptide aptamers with ID3 and one peptide
aptamer with ID2 and ID3 was verified. The CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System
was applied to confirm on one hand the interactions of the isolated peptide aptamers with ID
proteins and on the other hand to determine their binding specificity and interaction strength
in human cells. The Mammalian Two-Hybrid experiments showed interactions of two peptide
aptamers with 1D1, one peptide aptamer with ID3, one peptide aptamer with ID1 as well as
with ID3 and one peptide aptamer with all the IDs (ID1-4).
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SUMMARY

In order to gain high concentrations of peptide aptamers and introduce them at specific time
points into target cells, the new method of protein transduction was applied. Hereby a protein
transduction domain (VP22-PTD) consisting of nine arginin residues was cloned as C-
terminal fusions with the peptide aptamers. For the creation of stable cell lines expressing
peptide aptamers, the peptide aptamers were cloned into the pRC/ICMV-VP22 vector
containing VP22-PTD, into pShooter vectors designed to target recombinant protein and
antibodies to specific intracellular locations and into Lumino-Tag expression vectors for

fluorescence labeling and detection of peptide aptamersin living mammalian cells.

The present study using ID1 demonstrates that the peptide aptamer library screening system
can be used to isolate peptide aptamers, which have the potential to selectively block the
intracellular functions of 1D proteins.

So far the functions of ID proteins were manipulated through interference at DNA level
(knockout models) or at RNA level (antisense strategies). Now the new isolated peptide
aptamers alow specific interference with 1D proteins at additional level. They could be used
for specific inhibition and/or degradation of the IDs at the protein level. They could be new
powerful tools for the functional analysis of ID proteins. The peptide aptamers, specialy due
to their specificity and low molecular mass, could be used for targeted therapy. Here the
major goals are the development of peptide mimetics and nonpeptide mimetics, which could

be used for the treatment of tumours with deregulated functions of 1D proteins.

Additionally, the sSRNA technology was applied for the targeted suppression of ID1 gene
expression in human cells. Severa ID1 specific synthetic SRNAs were designed for the
transient depletion and the depletion of ID1 gene expression in HelLa cells was confirmed by
western blot anaysis. Severa ID1 specific sShRNAs were designed for the intracellular
synthesis of SSIRNAs. The shRNAs were cloned into the vector pSuper.retro to transcribe the
siIRNAs using the polymerase-11l H1 promoter. Hela cells were transfected with shRNA
constructs for the creation of stable cell lines expressing ID1 specific SSRNAs and a
significant depletion of 1D1 gene expression was confirmed by western blot analysis. These
new isolated ID1 specific si/shRNASs can be used for the functional analysis of ID1 and they
could have therapeutic potential in antisense based targeted therapy, where the functions of
ID1 are deregulated.
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