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1 Einleitung

1.1 Funktionsaufklarung von zytosolischen Proteinen

Die menschliche Neugier und Faszination angesichts des komplexen Aufbaus des Lebens und
der Geheimnisse seiner Funktionsweise haben von jeher die biomolekulare Forschung
befligelt. Nicht zuletzt durch die vollstdndige Sequenzierung des menschlichen Genoms im
Jahre 2001™ ercffnete sich den Wissenschaftlern ein véllig neuer Blickwinkel. Die grofRe
Herausforderung der Wissenschaft ist es, aus den Rohinformationen des in 30.000-40.000
Genen kodierten ,,Bauplans“, einen Zusammenhang der einzelnen Genprodukte in dem
komplexen regulatorischen Geflecht biologischer Prozesse zu finden. Insbesondere die Art,
Menge und Funktion der Proteine, die unter geregelten Bedingungen in einer Zelle exprimiert
werden (Proteomik™ 1), ihr Zusammenspiel und potentielle Wechselwirkungen untereinander
sind von grollem Interesse. Zur Identifizierung und Funktionsaufklarung der Genprodukte,
welche sich aus unterschiedlichen Spleif3produkten der mRNA ergeben, werden verschiedene
Ansatze verfolgt.

Bei der Proteomik steht die Quantifizierung und Identifizierung der einzelnen Proteine oder
Proteinpopulationen im Vordergrund. Hier kommen vor allem die zweidimensionale
Gelelektrophoresel® * und Massenspektrometrie!® " zum Einsatz. Zur Identifikation von
zelluldren Interaktionspartnern existieren auflerdem sehr gut etablierte Techniken, wie die

o 1 und die Immun-

Lyeast two hybrid“-Strategie®® ° die Koimmunoprazipitation*
quoreszenz-Mikroskopie[lz]. Diese konnen erste Hinweise auf Proteinbindungspartner geben
und somit Schlisse auf Funktionalitaten zulassen.

Neben der Bestimmung der Proteinart sind zu deren Einordnung die Transkription und
resultierende mMRNA-Menge von enormer Bedeutung. Diese spezielle Art der Information
liefert die ,,microarray“l™**-Technik, die in der Lage ist, gewebespezifisch sehr prazise
Differenzialanalysen der mRNA zu erstellen, so dass ein Ruckschluss von aktiven Genen auf
bestimmte zelluldare Vorgadnge gemacht werden kann. Der bei dieser Technik mdgliche
Vergleich von gesunden und kranken Gewebe/Zellen ist sehr informativ. Die Proteinmenge
ist jedoch nicht direkt korrelierbar mit der entsprechenden mRNA-Menge der betrachteten
Zelle. Diese Detailinformation ergibt sich bei der Verwendung von Antikorpernt®! mit Hilfe
der Protein-,,microarray“-Technik.

Die Bemuhungen zur Funktionsaufklarung der Genprodukte werden durch Erkenntnisse der

[17-20]

strukturellen Genomik gestutzt. Hierbei versucht man, ein erweitertes und prézises

Verstandnis der dreidimensionalen Faltsturkturen aller vom menschlichen Genom kodierten
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Proteine zu erhalten. Aufgrund dieser Daten kénnen dann Proteinfamilien, Proteindoménen

und ihre Funktionsweise identifiziert werden, Abbildung 1.1.1.

Gen

Multidoménen
Protein

| %% s a2 | ~
Gl fﬁ“ 27> B Faltungstypen

L

KMDTE..  PL YISA....

ARMDSD...  PMW, YVSA... -
5 ARMESD....  PMY WVSA.. Sequenzfam|l|en

Abbildung 1.1.1: Von der Geninformation zum modularen Aufbau Multidomanenproteine und Rickschluss auf
die Proteinfamilie?".

Methoden wie die Rontgenkristallographie® und die Kernresonanzspektroskopie®? liefern
die notwendigen Strukturinformationen, die fir das tiefere Verstandnis der Funktionsweise
essenziell sind®!. Diese Informationen konnen vor allem bei der spateren pharmazeutischen
Entwicklung von Wirkstoffen von groBem Vorteil sein. Die Entwicklung von QSAR-
Modellen basierend auf der kristallographischen Struktur der Proteine ermdglicht ein
rationaleres \Vorgehen beim Design neuer Leitstrukturent®?. Jedoch ist eine solche Art der
Funktionsaufklarung (Korrelation von Proteinstruktur und Proteinfunktion) sehr mihsam und
zum jetzigen Zeitpunkt von einem tiefen und einheitlichen Verstandnis entfernt.

Eine der effektivsten Methoden zur Untersuchung einer ganz bestimmten Proteinfunktion im
zellularen Kontext ist die direkte Inhibition durch Applikation von ,,small-molecules®,
kleinen organischen Wirkstoffen mit hoher Spezifitdt und Affinitat. Diese stehen jedoch in
Anbetracht der Fille von Proteinen nur flr eine relativ kleine Population von Proteintargets
zur Verfugung und werden durch aufwendige Screening-Verfahren, meist in der
pharmazeutischen Industrie, unter hohem Material- und Ressourcenverbrauch aus sehr grof3en
Substanzhibliotheken selektiert oder durch semirationales Design erhalten® 1,

Zusétzlich stehen hier phénotypische Analysen zur Verfligung, die sich die Modifikation oder
das Ausschalten der Genprodukte auf verschiedenen Ebenen, der Gene, mMRNA und Proteine,
mit Hilfe unterschiedlicher biotechnologischer Methoden zu Nutze machen und so die
genetische Information in einen zelluldren Zusammenhang stellen, Abbildung 1.1.2.
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Abbildung 1.1.2 Manipulation der zelluldren Erbinformation auf unterschiedlichen Ebenen. 1| Genetische
Manipulation durch ,,Knockout“-Technologie auf der DNA-Ebene 2| Modulation der mRNA durch Antisense-
Technologie 3| Abbau der mRNA mit Hilfe von siRNA oder Ribozymen 4| Inhibition der Genprodukte, Proteine
durch kleine organische Molekiile, Intramere, Peptide 5| Ausschalten der extrazelluldre Proteine durch kleine
organische Molekiile, Aptamere, Peptide und Antikorper.

Eine Modulation der Genexpression wird bei der Konstruktion transgener Tiere unter
Anwendung der ,Knockout“-Strategie realisiert®” 2!, Hierbei ist das zu untersuchende
Genprodukt meist zu jeder Zeit in dem betroffenen Organismus ausgeschaltet, so dass die
Funktionsuntersuchung in jedem Zelltyp stattfinden kann. Es kénnen aber auch gewebe- und
entwicklungsstadienabhangige ,,Knockouts* zur weiteren spezifischen Untersuchung
generiert werden. Nachteilig bei dieser Methode der Funktionsaufklarung ist einerseits die
zeitaufwendige und arbeitsintensive Herstellung solcher Tiere, andererseits lassen sich die
gewonnen Erkenntnisse nicht immer auf andere Systeme Ubertragen oder generalisieren. Auch
kdnnen die phéanotypischen Merkmale von den zuvor generierten in vitro Daten deutlich
abweichen® und werden daher schwer interpretierbar. Generell spielen bei einem zu
schwach ausgepragten Phanotyp oft andere Effektoren eine Rolle. So ist der transgene
Organismus zum Beispiel bei einer zu gravierenden Schadigung nicht mehr lebensfahig und
die Funktionsweise des betreffenden Proteins zeichnet sich nur undeutlich oder gar nicht ab.
Die Techniken zur Modulation der mRNA, dem Gentranskript, sind in den letzten Jahren sehr
intensiv  weiterentwickelt worden. Die Verwendung von ,antisense” Oligonukleotiden
(DNA)? 3% ynd Ribozymen verhindert durch Hybridisierung das weitere Prozessieren der
MRNA. Entweder wird so der Abbau der mRNA induziert (Rekrutieren der RNAseH) oder
die Translationsmaschinerie inhibiert. Nachteilig wirken sich bei der ,,Antisense*-Methode
jedoch eine erhohte Zelltoxizitat, geringe Stabilitat und Spezifitat aust?.

Die jlngste unter den Methoden zur mRNA Modulation ist die siRNA (small interfering
RNA)®*%! Diese kurzen doppelstrangigen RNAs fiihren zeit- und kostensparend zu sehr

spezifischer Degradation auf mRNA-Ebene. Jedoch ist die in vivo Applikation aufgrund der
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MolekiilgroRe und Ladung des siRNA-Komplexes schwierig, so dass diese Methode zur Zeit
hauptsachlich zur Targetvalidierung in Zellkulturstudien Anwendung findet®”. Der groRe
Unterschied zu den Gen-Knockout-Strategien ist die reversible Modulationen der mRNA-
Transkripte in einem definierten Zeitrahmen, welche eine Zerstérung der mRNA und die
Dezimierung der Endproduktkonzentration zur Folge hat. Genauso wie schon bei der Studie
der transgenen Organismen macht dies eine Interpretation relativ schwierig, da bei der
Untersuchung von groéReren Proteinassoziationskomplexen das erzeugte Ungleichgewicht
beim Fehlen des betreffenden Proteins unvorhersagbar kompensiert wird®®. Auch eine
Betrachtung einzelner Domanenfunktionalitaten ist nicht moglich.

Direkte Proteininhibitionsstrategien zur Funktionsaufklarung, die nicht auf ein radikales
Ausschalten der zu untersuchenden Komponente bauen, sind bei solch einer Betrachtung im
Vorteil. Hierbei sind vor allem kleine Molekile, aber auch Antikorper, Peptide und so
genannte Aptamere als Inhibitoren zu nennen. Diese konnen selektiv eine bestimmte Doméne
oder das gesamte Protein ohne Auswirkung auf die Proteinkonzentration des
Zellkompartiments ausschalten.

Auf das Potential und die damit verbundenen Probleme bei der Suche nach organischen
targetspezifischen kleinen Molekilen wurde bereits hingewiesen. Eine weitere Klasse sehr
spezifisch bindender Inhibitoren stellen monoklonale Antikérper dar. Diese sind jedoch
aufgrund des reduzierenden zelluldaren Milieus nur extrazelluldr einsetzbar und bei deren
Generierung zeigt auch nur jeder 200ste eine inhibitorische Wirkung. Eine Ldsung des
Problems der limitierten Einsetzbarkeit versprach die Entwicklung von disulfidbriickenfreien
Peptiden, Anticalinen und single chain Antikorperfragmente (scFv)B% 4 welche weniger
Stabilitatsprobleme innerhalb der Zelle aufweisen. Jedoch ist die schwierigere zellulare
Applikation der Proteine und Peptide hierbei nachteilig. Weitere sehr spezifische
Proteininhibitoren sind so genannte Aptamere oder Intramere. Bei ihnen handelt es sich um
einzelstrangige hochaffine Nukleinsduren, die sowohl extra- als auch intrazelluldr

inhibitorische Wirkung zeigen.

1.2 Aptamere

Als Aptamere (abgeleitet aus dem lateinischen aptus flr passend und griechischen meros fur
Teil) bezeichnet man synthetische einzelstrangige DNA oder RNA Molekiile mit hochaffinen
und spezifischen Bindungseigenschaften.

Die auf einem evolutiven Prozess basierende Aptamerselektion wurde 1990 unabhédngig von

G. F. Joyce™, J. W. Szostak®? und von L. Gold™ entwickelt. Hierbei werden spezifisch
4
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bindendende Nukleinsauren aus sehr groRen kombinatorischen Nukleinséurebibliotheken, mit
einer Speziesanzahl von 10* bis 10%°, in einer in vitro Selektion, aufgrund ihrer spezifischen
Bindungseigenschaften an das Target, selektiert, Abbildung 1.2.1. Diese Methode wird auch
als SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) bezeichnet.

RNA-Bibliothek
10™ Molekile

XN
A —_—
e W %@5 10-15 Zyklen @

Aptamer
ungebundene ((’::.D "‘/l

RNA Elution

der Aptamere Transkription

Reverse lTranskription

cDNA PCR-DNA
PCR

Abbildung 1.2.1: Schematische Darstellung des RNA Aptamerprozesses.

Die sehr grofle Diversitdt von Molekilen zu Beginn jeder SELEX wird durch einen
randomisierten Bereich der Oligonukleotidbibliothek (variabel in der L&nge) erreicht, welche
die Speziesanzahl von maximal 4" ausmacht. Eine weitere Grundvoraussetzung dieser
evolutiven Methode ist die Amplifizierbarkeit der Nukleinsdurebibliothek und die
Anreicherung der bindenden Spezies durch ihre Affinitdt zum Target. Nach Inkubation der
Nukleinsaurebibliotheken (DNA oder RNA) mit dem zu selektierenden Target werden die
bindenden Spezies von den hauptsédchlich ungebundenen abgetrennt. Hier stehen
unterschiedliche Methoden zur Verfiigung, von der Immobilisierung des Targets bis hin zur
Trennung aufgrund physikoschemischen Eigenschaften der Target-Aptamerkomplexet**%,
Die eluierten Spezies werden anschlielend mit Hilfe der PCR amplifiziert, bzw. bei vorliegen
von RNA zuerst mittels reverser Transkription in die entsprechende cDNA Uberfiihrt. Die
amplifizierte DNA (angereichert mit bindenden Spezies) bzw. die nach einem zuséatzlichen
Transkriptionsschritt erhaltene RNA, kann in einen erneuten Selektionszyklus mit dem Target
inkubiert werden. Eine immer wiederkehrende Abfolge dieser Schritte ermdglicht es, unter
einem vorgegebenen Selektionsdruck aus einer sehr diversen Bibliothek hochspezifische
Aptamere mit einer Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren bis hohem pikomolen
Bereich zu selektieren.

Aptamere besitzten die Fahigkeit, sehr stabile dreidimensionale Strukturen auszubilden,
welche die Faltung des Targets erkennen. Aufgrund ihrer sequenzabhéngigen Faltung sind sie
in der Lage, durch van-der-Waals-Krafte, Wasserstoffbriickenbildung und elektrostatische

Interaktionen mit ihrem Target in eine spezifische Wechselwirkung zu treten und es sowohl in
5
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vitro als auch in vivo durch diese Interaktion zu inhibieren. Ein prominentes Beispiel hierfur
ist das Anti-Thrombin-Aptamer, das durch seine intramolekulare G-Quadruplexstruktur in der

Lage ist, die thrombinkatalysierte Blutgerinnung zu unterdriicken, Abbildung 1.2.2 .

5'-d(GCGTTGGTGTGGTTGG)-3'

Abbildung 1.2.2: DNA Anti-Thrombin-Aptamer G-Quadruplexstruktur. A| Sequenz des Aptamers und
schematische Struktur®®Y, B| Trombinaptamer (tiirkis) in spezifischer Wechselwirkung mit seinem Interaktions-
partnert (blau)®?.

In vielen Fallen geschieht die Inhibition der Targetmolekile durch eine sehr spezifische
lokale Bindung der katalytisch aktiven Bindungstaschel®®. Es sind aber auch Beispiele
bekannt, bei den eine groRere Proteinfliche abgedeckt wurde, wie beim Anti-NF-kB-
Aptamer™!, Aptamere zeigen hochselektive Eigenschaften, wie am Beispiel des PKC-plI
bindenden Aptamers gezeigt wurde, das sein Target mit einer nanomolaren Affinitat
gegentiber der SpleiRvariante PKC-BI bindet!®. Ein weiteres Beispiel stellt das ERK-2 MAP-
Kinase Aptamer dar, welches das phosphorylierte Protein von der unphosphorylierten
Variante unterscheiden kann®®. Das Anti-Cytohesin 2 Aptamer K61 besitzt ebenfalls ein
sehr feines Diskriminierungsvermdgen gegeniber dem zu 90 % homologen Cytohesin 1.
Diese Eigenschaften machen die Aptamere besonders zur Funktionsaufkl&rung geeignet.

In der Zwischenzeit wurde eine groRe Vielzahl von Aptameren gegen verschiedenste
Zielmolekiilen selektiert. Unter anderem gehoren dazu organische Molekile®®
Aminosauren® ®1 peptide!® intra- bzw. extrazellulare Proteinel®® ! sowie Viren®**"! und
Parasiten®!. Durch die Weiterentwicklung des SELEX-Prozesses zur automatisierfahigen
Selektion durch Eulberg et al.*® Cox und Ellington®"? kann diese optimierte Methode fiir
eine Hochdurchsatzselektion und Parallelisierung angewendet werden. Dies macht das
SELEX-Verfahren als automatisierte Technik besonders fur die industrielle Forschung und
speziell fur die Targetvalidierung sehr interessant. Aufgrund ihrer physikochemischen
Eigenschaften sind jedoch nicht alle Proteintargets fur eine standardisierte Aptamerselektion
geeignet, so dass immer noch eine individuelle Optimierung der Selektionsbedingungen
erforderlich ist™. Bestimmte Proteinregionen, kénnen eine Aptamerselektion auch nahezu

unméglich machent™, wie beispielsweise sehr acide oder sterisch gehinderte Domanen.
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1.2.1 Applikation von Aptameren/Intrameren

Aufgrund der spezifischen, inhibitorischen Wechselwirkung der Aptamere sind diese
geradezu préadestiniert fur die in vivo Applikation. Vergleichbar mit dem Einsatz von
Antikorpern [1.1] lassen sich hierbei extrazelluldre Proteine und Proteindomanen durch deren
Inhibition untersuchen. Die relativ schlechte Pharmakokinetik, zurtickzufihren auf eine
geringe Nukleaseresistenz und schnelle Nierenausscheidung, machen eine in vivo Applikation
jedoch komplizierter. Das Problem des schnellen Aptamerabbaus kann durch eine chemische
Stabilisierung des Phosphatriickgrats, durch Einfuhren von Schutzgruppen an der 2’-
Hydroxygruppe der Ribose (Fluoro- oder Methoxygruppen) sowie eines chemischen
»capping® der 5°- und 3’-Termini zum Schutz vor Endo- bzw. Exonukleasen unterbunden
werden">""1, Die hier erzielten Serumhalbwertszeiten liegen typischerweise im Bereich von
sechs Stunden bei Ratten und von neun bis zw6If Stunden bei Primaten ['® 7! Allerdings kann
eine chemische Modifikation zur Beeintrachtigung der Selektivitat und Bindungsstarke des
Aptamers fiihren. Am Beispiel des Anti-VEGF-Aptamers® 8 (vascular endothelial growth
factor) konnte gezeigt werden, dass fur eine weiterhin gute Affinitdt zwei natirliche
Adenosine essentiell sind.

Eine weitere Mdglichkeit zur Verlangerung der Serumhalbwertszeit besteht in der
Verwendung von so genannten Spiegelmeren'®* ®3. Bei dieser RNA-Spezies handelt es sich
um das L-konfigurierte Enantiomer, das von Nukleasen nicht als natiirliches Substrat erkannt
wird. Zur Vermeidung einer schnellen renalen Ausscheidung sollten die therapeutisch
eingesetzten Molekiile eine Ausschlussgroe von mindestens 40 kD besitzen, um eine
verlangerte Zirkulationszeit zu erhalten. Die Stabilisierung von Aptameren durch Konjugation
mit hochmolekularem Polyethylenglykol (PEG) fiihrte in mehreren Beispielen zu einer
Verlangerung der biologischen Verfiigbarkeit. Am Beispiel des Anti-Thrombin-Aptamers
wurde in Ratten durch die Einfihrung des 40kD PEG am 5’-Terminus eine
Halbwertszeitverlangerung von 24 Minuten auf sechs Stunden erzielt, ohne einen
Bindungsverlust hinnehmen zu muissent’ 84,

Intrazellulare Aptamere, so genannte ,Intramere”, ermdglichen es genauso wie kleine
organische Molekiile, das Zielprotein selektiv im Zellinneren zu binden und im betreffenden
zelluldren Kompartiment zu inhibieren. Mehrere Studien demonstrierten, dass eine
intrazelluldre Applikation von Aptameren ohne eine chemische Stabilisierung durch
Expression des betreffenden Oligonukleotids®®™ ®! oder durch Transfektion méglich ist®”.

Intrazellular exprimierte Aptamere, die sich gegen das HIV-Rev und Tat richten, zwei
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wichtige RNA-bindende Proteine beteiligt an der HIV-1 Replikation, wurden erfolgreich in
Zellkultur inhibiert 781,

Ein weiteres erfolgreiches Beispiel stellt das Anti-B52 Aptamer dar, ein Drosophila
melanogaster mRNA SpleiRfaktor®!. Transgene Mutanten mit sehr hohem oder extrem
niedrigen Expressionshiveau leiden an Entwicklungsstérungent® oder sind nicht lebensfahig,
wie im Falle der Deletionsmutanten®®. Diese Effekte wurden erfolgreich neutralisiert, durch
die Expression des spezifisch bindenden Aptamers in den Mutanten, die das B52
iberexprimierten. Im Gegensatz dazu verursachte die in vivo Uberexpression des Aptamers
beim entsprechenden Wildtyp einen letalen Phanotyp, aufgrund der niedrigen Proteinmenge.
Theis et al.®™ konnten ein spezifisches Anti-Cytohesin 2 Aptamer (K61) selektieren, welches
ohne ein weiteres Expressionssystem und ohne chemische Stabilisierung direkt in die Zellen
tranfiziert wurde, ohne dass ein gravierender Aptamerabbau zu detektierten war (bis zu sechs
Stunden nach Serumstimulation). Dabei war es mit Hilfe des K61 Aptamers mdglich, durch
die Inhibition von Cytohesin 2 eine negative Regulation der MAPK Aktivierung und
Unterbrechen der ,,outside-in** Signaltransduktion zu erzielen.

Diese Beispiele verdeutlichen das grolle Potential der Intramere fiir die biologische
Funktionsaufklarung zytoplasmatischer Proteine. Der Vorteil gegeniber der mRNA-
Translationsinhibition bzw. des mMRNA-Abbaus und transgener Tiermodelle lasst sich durch
die individuelle, doméanenspezifische Wechselwirkung erklaren.

Die hochaffinen und spezifischen Bindungseigenschaften der Aptamere kdnnen aber auch in
Form von Biosensoren zur molekularen Erkennung genutzt werden. Hierbei sind vor allem
Anwendungen als Detektoren in der klinischen Diagnostik®* ! und zu Forschungszwecken
in molekular arbeitenden Laboren zu erwahnen, wo sie zur Proteinidentifizierung und zur
spezifischen Proteinreinigung als Affinitatsmatrix'®* **! Verwendung finden. Der Einsatz der
Aptamere per se in einer therapeutischen Applikation ist der nichste denkbare Schritt und
wurde bei Indikationen wie Entziindungsprozessen, Krebs und bei der antikoagulativen
Therapie bereits angegangen® ). Auch wenn diesbeziiglich groBe Anstrengungen zur
Anwendung der Aptamertechnologie als therapeutische Methode unternommen wurden, sind
bis jetzt nur wenige Beispiele in der klinischen Phase® zu finden.
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1.3 ,,Scaffold*“-Proteine in der Signaltransduktion

Eine kontrollierte Signalweiterleitung, welche beispielsweise Zellwachstum, -teilung,
Migration oder Adhésion zur Folge hat, ist sehr wichtig zur Aufrechterhaltung der
Zelllebensfahigkeit. Bei der Ubermittlung von extrazellularen Signalen ins Innere durch
verschiedene chemische Botenstoffe, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren (EGF =
epidermal growth factor, PDGF = platelet-derived growth factor)'®® °! und Cytokine, binden
diese spezifisch an transmembrane Rezeptoren, die aufgrund dieser Wechselwirkung zum
Beispiel phosphoryliert werden oder dimerisieren. Dadurch findet eine Rekrutierung
zytoplasmatischer Proteine an die Plasmamembran bzw. die Aktivierung weiterer Effektoren
in der Signaltransduktionskaskade statt. Bei den rekrutierten Effektoren kann es sich um
zytosolische Proteine, Lipidkinasent® 1! Phosphatasen, Transkriptionsfaktoren oder andere
enzymatisch aktive Proteine wie die GEFs (guanine exchange factor)™*?, GAPs (GTPase-
aktivierenden Proteine)™™ bzw. Mitglieder einer wachsenden Familie von multifunktionalen
Adapterproteinen™®! handeln.

Die intrazellulare Signaltransduktion umfasst somit eine Vielzahl von Protein-Assoziationen,
-wechselwirkungen und bedarf einer gezielten Kontrolle dieser Multiproteinkomplexe. Freie
Diffusion einzelner Signalkomponenten, wie beispielsweise der Kinasen und ihrer Substrate,
wirden in einer unkontrollierten Wechselwirkung und Aktivierung resultieren und hatten nur
eine geringe Signaleffizienz zur Folge, Abbildung 1.3.1 (A).

-?’l ._) I\ 'I)

Abbildung 1.3.1: Schematisch dargestellte Funktionsweise der ,Scaffold*“-Proteine in der Signalvermittlung.
A| Freie Diffusion der Kinasen und Substrate fiihrt zur unkontrollierten Proteinwechselwirkung/Aktivierung
(geringe Signaleffizienz). B| Die Bindung der Kinasen und Substrate an ein ,,Scaffold“-Protein (griin) erméglicht
eine kontrollierte Reihenfolge der Aktivierung (spezifisches Signal). C| Das ,,Scaffold“-Protein (griin) induziert
eine allosterische Aktivierung der Interaktoren (Signalverstarkung). D] Interaktionen mit einem
membra[rll(\){l?rankerten Adapterprotein (dunkel grin) des ,,Scaffold“-Proteins (griin) fiihren zur Lokalisierung des
Signals.

Madglichkeiten der Regulation bieten die subzelluldare Lokalisation und Aktivierung.
»Scaffold“-Proteine  (Gerlstproteine)  Ubernehmen in  diesem Zusammenhang den
regulatorischen Part der lokalen Zusammenflhrung einzelner Interaktoren und forcieren somit
eine gerichtete Protein-Protein-Interaktion (PPI). Dies fuhrt zu einem spezifischen Signal,
Abbildung 1.3.1 (B). Weiter kann die Signaltransduktion durch eine allosterische Aktivierung

9
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der einzelnen Interaktoren aufgrund ihrer Bindung an das ,,Scaffold“-Protein verstarkt werden,
Abbildung 1.3.1 (C). Die Beschrankung auf ein spezifisches Kompartiment und die lokale
Wirkung des Signals wird durch eine weitere Wechselwirkung des ,,Scaffold“-Proteins mit
beispielsweise membranstandigen Adapterproteinen realisiert, Abbildung 1.3.1 (D).
»Scaffold“-Proteine stellen somit eine Interaktionsplattform fir PPI dar und dienen zu dessen
Lokalisation als Ankermolekiille zum Aufbau groRerer signalvermittelnder Proteinkomplexe,

meist ohne eigene enzymatische Aktivitat.

1.3.1 Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) Signalweg

Der mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) Signalweg ist ein Beispiel fir die
Ubersetzung &uBerer Signale durch aktivierte Zelloberflichenrezeptoren in intrazellulare
Transkriptionsfaktoren. Auf diese Weise wird unter anderem die Genexpression reguliert.
Diese evolutiv sehr konservierte Signaltransduktionskaskade, die Uber den Ras-Raf-MEK-
ERK/MAPK [MEK = MAPK und ERK (extracellular-signal-regulated kinase) Kinase] Weg
erfolgt, ist an fundamentale zelluldre Prozesse wie beispielsweise die Zellproliferation, -
differenzierung, Apoptose und Migration beteiligt, Abbildung 1.3.2 (A).1%]

Zytosolische Proteine wie GRB2 (growth factor receptor-bound protein) und SOS (son-of-
sevenless) vermitteln das Rezeptorsignal und aktivieren das kleine GTPase Protein Ras durch
den katalytischen Austausch von GDP zu GTP. Dieses aktive GTP-Ras wiederum fiihrt zur
Aktivierung der Serin/Threonin Kinase Raf, die in einer Kaskade von Phosphorylierungen
unterschiedlicher Kinasen wie der Raf, der MAPK, der ERK Kinase MEK und der
ERK/MAPK endet und letztlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fuhrt.

Auch hier wird die Regulation der Kaskade beipielsweise durch das ,,Scaffold“-Protein KSR1
(kinase suppressor of Ras-1) kontrolliert, Abbildung 1.3.2 (B). KSR1 stellt in dieser
Signalkaskade eine Interaktionsplattform, die alle Kinasen des ERK/MAPK Signalwegs
bindet, wobei MEK permanent gebunden ist. Die Kinasen Raf-1 und ERK/MAPK
interagieren wahrscheinlich in einer stimulierbaren Reihenfolge. Dadurch wird das von auf3en
kommende Signal sehr kontrolliert vermittelt. Die Regulation des ,,Scaffold*-Proteins KSR1
selbst wird durch eine Fille von Proteinen gewdhrleistet, die unter anderem daftr sorgen, dass
es sich in seinem inaktiven Zustand im unldslichen Zellkompartiment der Zelle in Assoziation
mit 14-3-3 und IMP (impedes mitogenic signal progation) befindet. Die Stimulation von
aktiviertem GTP-Ras bewirkt die Desphosphorylierung des Serins S392. Diese erfolgt
aufgrund der Assoziation der Phosphatase-2A (PP2A) Untereinheit B mit A und C, welche
permanent an KSR lokalisiert sind. Die Folge ist eine Abkopplung von 14-3-3 und die
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Relokalisation von KSR zur Plasmamembran. Diese Funktion verdeutlicht noch einmal die
wichtige Rolle der ,,Scaffold“-Proteine innerhalb der Signaltransduktion und auch den

komplexen Bedarf ihrer eigenen Regulation.

A Rezeptor ! B
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[Ras ™\ "Ras\ (Has )
@D _gl® IMP
& - Ubiquitinylierung
Wgradatinn
CP pr2a
= [Aktiv;
o

5297 {P
14-3-3
5392

zytosalische,, ® = o
Substrate 3 W i 2
= : IMP | £
i <--"" i
' - )
- S .. H Zytosol P > -)
Chromatin < _ I8 N ] PP2A
= L y ’ (Inaktivl
N 5297 \P
3 33
=70 Substrate im Nukleus, Transkription 7 s392 (P
Membran, Zytosol und , Nukleus 2

Zytoskelett

Abbildung 1.3.2: Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) Signalweg. A| Vereinfachte Darstellung der
Signaltransduktion uber die GTPase Ras, welche alle drei Isoformen von Raf (Rafl, A-Raf, B-Raf) aktiviert.
Diese Aktivierung fiihrt zu einer Kaskade von Phosphorylierungen der MAPK und ERK Kinase (MEK1 und 2)
und ERK/MAPK, welcher Haupteffektor dieser Kaskade ist und mehr als 70 Substrate aktiviert.
B| KSR regulierter Zyklus. Der inaktive Kinase Supressor von Ras (KSR) befindet sich durch das 14-3-3 Protein
und die Hyperphosphorylierung von IMP in einem tritonunléslichen Kompartiment. Durch duBere Stimulation
(EGF) erfolgt die Rekrutierung von GRB2 und SOS, welche wiederum das Ras aktivieren. GTP-Ras stimuliert
die Protein Phosphatase-2A (PP2A) Untereinheit B und deren Bindung an Untereinheit A und C (permanent am
KSR gebunden). Es folgt die Desphosphorylierung des Serin S392 und eine Relokalisation von KSR zur
Plasmamembran. KSR ist es nun méglich, die Phosphorylierung von MEK durch Raf zu steuern und die Bildung
des aktivierten ERK/MAPK zu beschleunigen, welches weitere Substrate phosphoryliert (Nuklear und
Nichtnuklear). Die Inaktivierung von KSR erfolgt durch eine Ras-induzierte Phosphorylierung (nicht gezeigt),
die Rephosphorylierung des Serins S392 durch C-TAKT (Cdc25C-associated kinase-1) und wahrscheinlich
einer Assoziation und Phosphorylierung durch IMP.11%]

1.3.2 Proteininteraktionsdomanen
Zur effizienten Regulation und Zusammenfihrung unterschiedlicher Proteininteraktoren

mussen ,,Scaffold“-Proteine die Fahigkeit besitzen, eine definierte Menge an Proteinen
parallel zu binden. Zwei Faktoren, die Proteinbindungsdomanen und die zellularen
Bedingungen (z.B. untergeordnete lokal vorkommende Effektoren), spielen hierbei eine
entscheidende Rolle. PPl werden von modularen Interaktionsdomanen vermittelt. Prominente
Beispiele hierfir sind die oft nach archeotypischen Genen und Proteinen bezeichneten
Doménen wie SH2/SH3 (src Homologie)™, PDZ (PSD-95 = postsynaptic densitiy, DIgA
Drosophila separate junction protein disc-large und tight junction protein ZO-1)"%! LIM
(lin-11, isl1 und mec-3) [1.5] und phosphotyrosinbindende Domane (PTB)"%4. SH2/SH3 und
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PTB erkennen und binden Proteine mit phosphorylierten Tyrosinseitenketten aber
hauptséchlich jedoch Wachstumsfaktorrezeptoren. Protein-Lipid Interaktionen werden durch
die Pleckstrin-Homologie (PH) Domane ermdglicht, die mit Phosphatidylinositol-Lipiden
interagieren, was zu einer Plasmamembranrekrutierung fiihrt (Lokalisationskontrolle)! "],
Weitere Interaktionsdomanen wie das PDZ Motiv und die ,,coiled coil* Domanen (CC) sind
in verschiedenen Signaltransduktionswegen involviert. Die PDZ-Domaéne besteht aus ca. 90
Aminosauren. Aufgrund ihrer Doménenstruktur eines a-f-Sandwiches aus fiinf B-Faltblattern
und zwei a-Helices ist es ihr moglich, carboxyterminale Tripeptide (S/TXV) und
[108]

Phosphatidylinositol-Lipide zu binden bzw. Homo- bzw. Heteromere auszubilden*™™,
Abbildung 1.3.3 (A).

A B
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Abbildung 1.3.3: A| a-B-Sandwich-Faltstruktur der PDZ-Doméne von PSD-95 (post-synaptic densitiy protein
95) gebunden am TKNYKQTSV Peptid™®!, B| Kristallstruktur des CC-Dimers GCN4 Leucin Zippers*™!,

Die CC-Domane, ein sehr verbreitetes Strukturmotiv (3-5 % aller Proteine), ist typischer-
weise aus zwei bis fiinf a-Helices aufgebaut, Abbildung 1.3.3 (B). Zuerst von Crick™! 1953
beschrieben, verdsffentlichte Pauling und Corey im selben Jahr das Modell von a-Keratin**.
Es dauerte ganze 40 Jahre bis die Kristallstruktur von Albert et al.***! am Beispiel des GCN4
Leucin Zippers publiziert wurde. Das CC Strukturmotiv ist in vielen bedeutenden
Strukturproteinen zu finden ist, die beispielsweise in der Transkriptionskontrolle beteiligt
sind. Viele Transkriptionsfaktoren besitzten neben einer Aktivierungs- (Regulierung) und
einer basischen DNA-bindenden Doméne ebenfalls eine CC-Doménen. Eine inkorrekte
Faltung der CC-Domane und der damit einhergehende Funktionsverlust werden als ein
maoglicher Faktor der Krebsentstehung vermutet.

Beispielsweise bilden c-Fos und c-Jun, die Proteinprodukte aus den Proto-Onkogenen c-fos
und c-jun, CC-Heteromere (Transkriptionsfaktor AP-1). Sie modulieren die Transkriptions-
aktivitat verschiedener Gene (Interleukine (IL-2, -3, -4, -5), TNFa, p53) als Antwort auf die
Mitogenaktivierung (MAP-Kaskade)!*** ! \wobei c-Fos selbst ein Substrat der MAP-
Kinasen ist [1.3.1]. Die Phosphorylierung von c-Fos wird durch Erk-Kinasen vermittelt und
verhindert dessen Degradation™!. Im regulatorischen Element der Promotorregion des c-fos

Gens finden sich eine Reihe von Bindestellen fur sechs verschiedene Transkriptionsfaktoren,
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1.4 Modulatoren der Cytohesine 1 Einleitung

u. a. fir SRF (serum response factor) und TCF (ternary complex factor). Diese beiden
Regionen werden unter dem Begriff ,,serum response element* (SRE) zusammengefasst**®l.

Aber auch andere signalvermittelnde Proteine wie die Familienmitglieder der kleinen Guanin
Austauschfaktoren (GEF), der Cytohesine, verfigen mitunter tber CC-Domanen, welche
sowohl Homo-, als auch Heteromere ausbilden kdnnen. Laut neuester Publikationen werden
sie zur Feinregulation und Modulation der Austauschaktivitat benétigt™’**®! [1.4]. Diese
komplexen Interaktionen der Cytohesine und die Beteiligung an verschiedenen

Signaltransduktionen sind in weiten Teilen bisher nur unvollstandig verstanden.

1.4 Modulatoren der Cytohesine

Die Familie der Cytohesine besteht aus vier Mitgliedern, Cytohesin 115 24
Cytohesin 2/ARNO (ARFnucleotide binding site oponer)™®!, GRP1 (general receptor for
phosphoinositides 1)/ARNO 3! und Cytohesin 4™") den kleinen BFA (Brefelin A,
Pilztoxin) insensitiven GEFs. Das modular aufgebaute Cytohesin besteht aus einer N-
terminalen CC-Domaéne, welche als Interaktionsplattform zur Bildung von Homo- und
Heteromeren dient [1.3.2]. Die zentrale katalytisch aktive Sec7 Domane (ca. 200
Aminosauren) ist fir den Nukleotidaustausch (GDP->GTP) an ARFs'®  (ADP-
Ribosylierungsfaktoren) zustandig. Bei den ARFs handelt es sich um molekulare Schalter mit
sechs Isoformen in Sdugern, die zur Superfamilie der kleinen Ras GTPasen gehéren.
Mitglieder dieser Familie konnen zwischen einer inaktiven GDP- und einer aktiven GTP-
gebundenen Form wechseln. lhre Hauptfunktion liegt in der Regulation des

Vesikeltransportst*?el.

C-terminal besitzen die Cytohesine eine PH-Doméne (Membran-
rekrutierung) [1.3.2] und eine weitere polybasische Doméne, Abbildung 1.4.1.

Sie sind in unterschiedlichen biologisch wichtigen Funktionalitaten eingebunden, die von der
Regulation der B2 Integrin Adhasion™® {ber die Kontrolle der Zytoskelett-
remodellierung!?® % und des Vesikeltransportst*?®! bis hin zur Regulation des MAP-

Signalwegst” 31

reichen. Nahere Untersuchungen konnten eine Lokalisation dieser
Proteinklasse sowohl im Zytoplasma, als auch an der Plasmamembran bestatigen, Tabelle

1.4.1.
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Interaktions- BFA

ARF GEF Membranlokalisierung Funktion
partner Antwort

Regulation der 32 Integrin
Cytohesin 1 Plasmamembran Adhasion, synaptische ARF1 resistent
Transmission

Remodellierung des

Aktinzytoskeletts,

Desensibilisierung G-protein-

gekoppelter Rezeptoren,

Aktivierung der Ca2+-regulierten ARF1-3, ARF6 resistent
Exozytose, Regulierung der

dendritischen Verzweigung und

Zellmigration, MAPK Signalweg

Cytohesin 2/ Plasmamembran,
ARNO Endosom

assoziiert

GRP1/ARNO3 Plasmamembran Wachstumshormon- ARF1, ARF6 resistent
signhaluibertragung

Cytohesin 4 nb nb ARF1; ARF5 resistent

Tabelle 1.4.1: Cytohesinfamilie der kleinen ARF spezifischen GEFs, welche eine Homologie zum Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) Protein Sec7 aufweisen. GEF, guanine exchange factor, BFA, Brefelin A, ARNO,
ARF nucleotide binding site oponer, GRP1, general receptor for phosphoinositides 11, nb, nicht bekannt.

Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet sind einige Aspekte der Feinregulation, wie
z.B. der Membranrekrutierung und der spezifischen Unterscheidung zwischen einzelnen
ARF-Mitgliedern, noch weitgehend unverstanden. Die Entdeckung der CC-Binder und
Modulatoren als mogliche ,Scaffold“-Proteine zur Feinregulierung und Lokalisation der
Cytohesinvermittelten biologischen Vorgéange, stellt ein weiteres Bindeglied im grofien
regulatorischen Geflecht dar, Abbildung 1.4.1.

Cybr /CASP/CYTIP (Cytohesin1) ARF, MAP-Signalweg
[roz] T

T

GRASP(GRP1 /Cytohesin3)

B¢ Cytohesine

B EmmEEm

IPCEF1 (Ratte) (CytohcsilQIARNO) GRSPI (GRPI z‘CylohcsinB)

Abbildung 1.4.1: CC-Binder und Modulatoren der Cytohesin Familie. Vertreter der einzelnen Familien sind
Cybr/CASP/CYTIP und GRASP, welche eine PDZ- und CC-Domanenstrukur aufweisen und zwei weitere
unabhéngige CC-Modulatoren unterschiedlicher Doménenkonstellation IPCEF1 und GRSP1. In Klammern ist
das jeweilig gefundende GEF aus dem ,,yeast two hybrid“-Screening aufgefiihrt. ARF, ADP-ribosylation factor,
MAP, mitogene activated protein, Cybr, cytohesin binder und regulator, CASP, cytohesin associated scaffold
protein, GRASP, GRP1-associated scaffold protein, IPCEF1, interaction protein for cytohesin exchange factors
1, GRSP1, GRP1 signaling partner, CC, coiled coil, PH, plecktrin homology, CChd, Coiled coil binding domain,
FERM, protein 4.1, ezrin, radixin, moesin.
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In den letzten Jahren wurden Cytohesinregulatoren drei unterschiedlicher Proteinfamilien
beziiglich ihrer Domanenstruktur klassifiziert. Zur ersten Proteinfamilie gehoren Cybr!*!™,
CASP™M8  cYTIPM und GRASPY?? die sich durch ihre zelltypspezifische Expression und
den Grad der Homologie unterscheiden. IPCEF1*?% 21 ynd GRSP1%%® sind zwei weitere
unabhéngige CC-Modulatoren mit einer unterschiedlichen Domé&nenzusammensetzung, wobei
IPCEF1 keine CC-Domane zur Cytohesininteraktion besitzt, sondern eine CC-binde Domaéne.
Die Funktion der CC-Binder und Modulatoren ist im Detail noch nicht verstanden. Bisher ist
nur bekannt, dass sie in der Lage sind, ihren Cytohesinpartner zur Plasmamembran zu
rekrutieren und/oder ihre Fahigkeit des GDP/GTP Austauschs in vitro zu beschleunigen
(Cybr/IPCEF1). Dies konnte fiir IPCEF1 auch in COS-Zellen nachgewiesen werden. Sie
wurden alle unabhangig voneinander durch verschiedene Arbeitsgruppen fur jeweils ein
spezifisches Cytohesin im ,yeast two hybrid“-Screeningverfahren entdeckt. Einige,
insbesondere CASP, CYTIP und IPCEF, zeigten in Uberexpressionsexperimenten und ,,Pull-
down* Studien eine ahnliche Affinitat gegenlber Cytohesin 1-3. GRASP wiederum soll nur
flir Cytohesin 2 und 3 spezifisch sein. Cybr und GRSP1 sind nie auf ihre Spezifitit gegentiber
den anderen Familienmitgliedern getestet worden, Tabelle 1.4.2. Cytohesin 4 ist in diesem

Zusammenhang ebenfalls noch nicht getestet worden.

Bezeichnung Funktion Interaktionspartner Referenz
Cybr* Beschleunigung der Austauschrate an Cytohesin 1t Tang et al.ltt’
ARF1 in vitro
CASP* Lokalisierung zum Golgi-Apparat, Mansour et al.!*®
Rekrutierung der Cytohesine zur
Plasmamembran nach EGF Cytohesin 1
Stimulation o Cytohesin 2/ARNO (119
CYTIP** Relokalisation von Cytohesin 1 ins GRP1/ARNO 3 Boehm et al.

Zytosol; Unterbindung der LFA1
vermittelten Zelladhasion nach
Phorbolester Stimulation

IPCEF1 (Ratte) Beschleunigung der Austauschrate an ~ Cytohesin 1 Venkateswarlu et

ARF®6 in vitro und in vivo Cytohesin 2/ARNO gl [£20.121]
GRP1/ARNO 3

GRASP Rekrutierung von GRP1 zur Cytohesin 2/ARNO  Nevrivy et al.!**?
Plasmamembran GRP1/ARNO 3

GRSP1 Rekrutierung von GRP1 zur GRP1/Arno 3t Klarlund et al."?*!
Plasmamembran nach Insulin
Stimulation

Tabelle 1.4.2: Ubersicht coiled-coil-Domanenbinder verschiedener kleiner GEFs. *ldentisch auf Amino-
sdurebasis, **Unterscheidung in einer Punktmutation. T aus yeast two hybrid keine weiteren Cytohesine getestet,
Cybr, cytohesin binder und regulator, CASP, cytohesin associated scaffold protein, GRASP, GRP1-associated
scaffold protein, IPCEF1, interaction protein for cytohesin exchange factors 1, GRSP1, GRP1 signaling partner.
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141 CYTIP

Boehm et al.***! konnten den CC-Binder CYTIP (cytohesin interacting protein), ein humanes
zytosolisches Protein (40 kD), als neuen Interaktionspartner von Cytohesin 1 identifizieren.
Hierbei weist das Expressionsprofil auf ein verstarktes Vorkommen in den Lymphknoten, der
Milz und den peripheren Leukozyten im Blut, jedoch auch auf eine schwach ausgepréagte
Expression im Thymus bzw. Knochenmark hin. Es gehort zur Gruppe der humanen PSCDBP
(Pleckstrin Homologie, Sec 7 und coiled-coil Domane binding protein), unter welchen die
GenBank-Eintrage der nahezu identischen HE, B3-1, Cybr™” und CASPM®! Proteine zu
finden sind. Im Gegensatz zu CYTIP wird CASP hauptsachlich in Gehirn, Herz und Lunge
exprimiert und fihrte in Zellstudien (COS-1) zur Rekrutierung von Cytohesin 1-3 zur
Plasmamembran. Dagegen kommt Cybr in Milz, Thymus und Lymphknoten vor und zeigte in
vitro eine Erhéhung der GEF-Aktivitat an ARF1.

Die modulare Doméanenzusammensetzung, bestehend aus einer N-terminalen PDZ-Domane
(Plasmamembranrekrutierung), einer leucinreichen coiled coil Domdane (CC) (PPl mit
Cytohesinen) und einer C-terminalen ,,Mystery“-Doméne (unbekannte Funktion), weist auf
ein Geristprotein hin, das verschiedene Funktionalitaten ausiben kann. Im Zusammenhang
mit Cytohesin1 konnte gezeigt werden, dass CYTIP bei Uberexpression den
Informationsfluss der Lymphozytenadhdsion durch ein gezieltes Abfangen von Cytohesin 1
unterbrechen kann (Zellstudien in Jurkat)!**%.

Das kleine GEF Cytohesin 1 spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktionskaskade der
Lymphozytenadhasion bei der Immunantwort. Hierbei konnte in Arbeiten von Kolanus et
al.’?! gezeigt werden, dass durch ein extrazellulares Signal (z.B. durch Cytokine wie
Interleucine (IL) oder TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)) Cytohesin1 zur Plasmamembran
rekrutiert wird, wobei die katalytisch aktive Sec7-Doméne direkt mit der p2-
Integrinuntereinheit (CD18) interagiert und zur Aktivierung des LFA1 (leucocyte functional
antigen-1) fihrt. Als Folge dieser Wechselwirkung findet die Bindung der extrazelluldren
Domane an ICAML1 (intercellular adhesion molecule 1) und schlieBlich die Zelladhasion statt.
Weiter konnten Perez et al.**? den Einfluss von Cytohesin 1 auf die Integrinvermittelte
Stimulation des MAP-Signalweges™®* 33! nachweisen. Die Wechselwirkung von LFA-1 mit
ICAM-2 fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase C und zur Phosphorylierung der
polybasischen C-terminalen Domane. Hierdurch wird die Expression wichtiger Gene der T-
Zellaktivierung und -differenzierung reguliert. CYTIP wiederum ist durch die &ulere
Stimulation mit Phorbolestern bezuglich seiner Zelllokalisation induzierbar. Bei der

Uberexpression beider Interaktionspartner CYTIP und Cytohesin1 fihrt diese zur
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Relokalisation ins Zytosol. Dadurch ist eine Stimulation des B2-Integrin und damit verbunden
eine Zelladhasion nicht mehr moglich. Zur Plasmamembranrekrutierung ist jedoch eine
intakte PDZ-Domane notwendig. Somit gibt es einen ersten Hinweis auf die Funktionsweise
von CYTIP, das als negativer Effektor an Cytohesin 1 die Lymphozytenadhasion reguliert.
Weitere Untersuchungen konnten die Uberexpression beider Proteine in reifenden

dendritischen Zellen zeigen, bestatigt durch Hofer et al.*3

. Die genaue Regulation von
CYTIP und Cytohesin 1 ist noch weitgehend unverstanden. Auch die in vitro nachgewiesene
unselektive Wechselwirkung mit drei Mitgliedern der Cytohesine und dessen biologische
Relevanz bedarf weiterer Untersuchungen. Hier bietet sich die Intramertechnologie zur
Funktionsaufklarung durch die sequenzielle Inhibierung der einzelnen Domanen an, wie sie
auch schon von Blind et al.**! und Mayer et al.’®® zur Funktionsaufklarung von LFA-1 bzw.
Cytohesin 1 angewendet wurde. Mayer et al.®®® konnten durch ein inhibitorisch wirksames
Anti-Cytohesin 1 Aptamer den klaren Zusammenhang von Cytohesinl in der LFA-1
vermittelten Adhesion feststellen. Das intrazellulér exprimierte Aptamer (transgener Vaccinia
Virus) richtete sich spezifisch gegen die katalytisch aktive Sec7 Domane. Dabei ist das M69
in der Lage, die groBen von den kleinen GEFs zu unterscheiden, nicht jedoch die nahen
Verwandten Cytohesin 1 und 2. Die resultierenden biologischen Effekte der Inhibition von
Cytohesin 1 schlagen sich direkt in fehlendem Adhdsionsvermdgen und Zytoskelett-

remodellierung nieder.

1.4.2 KIAA0403, das humane Homolog zu IPCEF1
KIAA0403 (auch bekannt als PIP3-E mit 21 zusatzlichen Aminosduren) ist ein noch

unbekanntes, im Rahmen des ,,human brain-clone projects” identifiziertes Protein. Es weist
eine 85 %ige Homologie zum CC-Modulator IPCEF1 (Datenbankeintrag: AJ536192)%°! auf.
IPCEF1, ein zytosolisches Rattenprotein, wurde zum ersten Mal von Venkateswarlu
beschrieben!*?® *2 und als Interaktionspartner zum humanen Cytohesin 2 entdeckt. Trotz der
Endeckung aus einer Gehirn cDNA Bibliothek zeigte das Expressionsprofil von IPCEF1 ein
ubiquitares Vorkommen in Milz, Lunge, Hoden und weniger ausgepragt in den Nieren. Im
Gegensatz zu den anderen CC-Bindern und Modulatoren ist es das einzige mit einer N-
terminalen PH-Doméne. PH-Domaénen, wie sie auch bei den Cytohesinen vorkommen, sind
fiir ihre Affinitat zu Phosphatidylinositolphosphat (PIP) bekannt. In in vitro Analysen konnte
ein Zusammenhang dieser Domane mit der erh6hten Austauschrate der Cytohesine an ARFs
festgestellt werden™®). Cytohesin 1, - 2 und GRP1 zeigen alle eine sehr starke Affinitat zu

PIP3;, wobei die GRP1 PH-Domane zusétzlich eine sehr gute Diskriminierung beztglich des
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PIP, und PIP; mit deutlicher Bevorzugung (Faktor 650) des Triphosphats zeigt™". Im
Gegensatz dazu konnte bei der PH-Domane des IPCEF1 keine spezifische Bindung an
Phosphatidylinositol-Lipide (in vitro Studie) gezeigt werden, obwohl in entsprechenden
Zellkulturstudien (NRK Zellen) die Beobachtung einer Kolokalisation von Cytohesin 2 und
IPCEF1 im Zytosol und Membranrekrutierung nach EGF Stimulation gemacht wurde. Die
Interaktion beider Proteine konnte auf die CC-Domane von Cytohesin 2 und den 121 C-
terminalen Aminosduren von IPCEF1 (CC- bindende Domane) zuriickgefuhrt werden. Ferner
zeigte Venkateswarlu, dass IPCEF1 die GEF-Aktivitat von Cytohesin 2 an ARF6 in vitro und
in Zellkultur steigert. Der wesentliche Unterschied zu den ubrigen Modulatoren liegt in der
fiir die Interaktion verantwortlichen Domane, Abbildung 1.4.1.

ARF6 und der GDP/GTP Austauschfaktor Cytohesin 2 spielen eine wesentliche Rolle in der
Regulierung der Endozytose, in der Reorganisation des Aktinzytoskeletts und im Vesikel-
transport™?. Sie sind an der Epithelzellmigration durch die ,,downstream* Aktivierung von
RAC 1 und Phospolipase D (PLD) beteiligt!™*®). Eine weitere biologisch relevante Funktion
von Cytohesin 2 wurde von M. Theis®und I. Gsandtner™" nachgewiesen. Hierbei fiihrt das
Ausschalten von Cytohesin2 zu einer negativen Regulation und Unterbrechung des
Mitogenaktivierten Protein Kinase (MAPK) Signalweges im ,,outside-in signaling* [1.2.1].
Wie im Falle von CYTIP [1.4.1] stellt sich auch hier die Frage nach der Regulation dieser
bedeutenden, aber auch sehr vielseitigen biologischen Mechanismen. Ist KIAA0403 in diese
eingebunden und wie erfolgt die Regulation im Detail. Fragen bezuglich der Lokalisation,
Interaktion, Distribution und enzymatischer Aktivitéat sind zu beantworten.

1.5 LIM Interaktionsdoméne

Protein-Protein-Interaktionen sind, wie schon am Beispiel der CC-Modulatoren gezeigt [1.4],
essentiell fir die vielfaltige Regulation wichtiger zelluldrer Prozesse. Hierbei sind die
Aminosauresequenzen fir prominent interagierende Domanen wie die CC-1¥ 9 die PDZ-
(%] ynd die LIM-Doméanent*** 21 hoch konserviert und somit leicht als Interaktionsdomane
zu identifizieren. Die LIM-Domanen wurden zum ersten Mal in drei entwicklungsbiologisch
relevanten Transkriptionsfaktoren LIN-11 (C. elegans) 1SL-1 (Rattus norvegicus) und MEC-3
(C. elegans)™**! peschrieben und sind bis heute nur in Eukaryonten, nicht aber in
Prokaryonten gefunden worden. Die hoch konservierte Konsensussequenz der 135 humanen
LIM Doménen (60 Aminosduren) lasst sich wie folgt beschreiben: CX;CXgs.
23C/HX24C/H/EX,CX,CX14-21C/HX1/23C/HIDIEX (X beliebige Aminosdure). Sie enthalt
zwei Zn** koordinierende Zinkfinger, Abbildung 1.5.1 (A). Die dreidimensionale Struktur der
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cystein- und histidinreichen Domane konnte vielfach fur verschiedene LIM-Proteine bestimmt
werden, wobei die in Abbildung 1.5.1 (C) dargestellte NMR-Struktur als reprasentativ gilt™*°'.
Die LIM-Domane setzt sich aus zwei orthogonal verlaufenden antiparallelen p-Faltblattern

zusammen, wobei der Carboxyterminus des Zinkfingermotivs in einer a-Helix endet.

A P @ @ @ 5 ® @ ® C
CX)2C{X)1-2alH/CIX)74(C/VENXIZCIX)2C 00 14-21 G/ HX)y1 /2(G/HIDIEIX

Abbildung 1.5.1: Konservierte Aminosauresequenz (A), Topologie (B)**! und dreidimensionale NMR Struktur

(C) der LIM Domanen. A| Dargestellt ist die konservierte Aminosdauresequenz der LIM Doménen. Die
hervorgehobenen Aminosduren (AS) 1-8 reprasentieren die zinkbindenden Reste, basierend auf den bekannten
humanen 135 LIM Doménen. Die nicht hervorgehobenen AS markieren beobachtete Abweichungen <10 %.
B| Topologie der Zinkkoordination. Die zinkbindenden AS sind durch nummerierte pinkfarbenen Kugeln,
semikonservierte aliphatische AS in grun dargestellt. Die restlichen nicht konservierten AS mit nicht variablen
AS Abstand sind magentafarben. Der variable AS Abstand ist durch gelbe Perlen mit einem X gekennzeichnet,
wobei das X fiir eine beliebige AS steht. C| Représentative dreidimensionale Faltstruktur der zweiten LIM
Doméne von CRP2!**?! Die tetrahedral koordinierenden Zinkkationen sind als schwarze Kugeln dargestellt.

Trotz einer auffallend groflen Homologie zum DNA-bindenden Zinkfinger des Typs
GATAM konnte bis heute keine DNA-interagierende Aktivitdt nachgewiesen werden.
Dennoch stellen die LIM-Domanen als Protein-Protein Interaktionsplattformen, genauso wie
die CC-Domane der CC-Modulatoren [1.4], eine Schlisselrolle in den verschiedensten
biologischen Prozessen dar und konnen unter anderen mit Umstrukturierungen des
Aktinzytoskeletts und der Transkriptionsmaschinerie in Verbindung gebracht werden. Zum
einen kommen sie in ,,Scaffold“-Proteinen [1.3] vor, wobei ihre Funktion darin besteht,
unterschiedliche Proteine in die rdumliche N&he zu einem aktiven Proteinkomplex
zusammenzufuhren. Zum Anderen koénnen sie ebenso als Kompetitoren (Kontrolle der
biologischen Aktivitdt durch Kompetition der Bindungspartner) und Autoinhibitoren
(konformelle Regulation der Proteinaktivitdt durch intramolekulare LIM Domaénen-
interaktionen) dienen™* 2. In Abbildung 1.5.2 sind die wichtigsten Vertreter der humanen
LIM-Domanen Proteine aufgefiihrt. Hierbei unterscheidet man die ,,LIM only** Proteine,
beispielsweise CRP (cysteine-rich proteine) und FHL2 (Four-and-a-half-LIM only protein 2)
von den ,,Scaffold“-Proteinen, welche einzig aus LIM-Domaéaneneinheiten aufgebaut sind.
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Abbildung 1.5.2: Humane LIM Proteinel®. A| Dargestellt sind die am besten charakterisierten LIM-
Proteinfamilien, wobei die Anzahl der bekannten Mitglieder in Klammern aufgefiihrt ist. Diese sind weiter in
Kategorien der allgemeinen Charakteristiken zusammengefasst und farbig hervorgehoben. Weiter sind die
Domanenzusammensetzung schematisch aufgefiihrt, welche unter anderem die individuellen LIM-Doménen,
farbige ovale Formen, und andere Doméanen wie die Aktin Bindedoméne, Monooxidasen und Kinasen
beinhalten, rechteckige Formen. Unterbrochene Linien bedeuten einen nicht konservierten Abschnitt der
Proteine. B| Auflistung der identifizierten LIM-Doménen Proteinfamilienmitgliedern.

1.5.1 Das multifunktionale FHL2 (Four-and-a-half-LIM only protein)

FHL2 (Four-and-a-half-LIM only protein 2) gehort zur Klasse der humanen ,,.LIM only*
Proteine. Charakteristisch fir diese Proteinklasse sind die viereinhalb LIM-Doménen, die
auch in den vier weiteren Mitgliedern FHL1, FHL3 FHL4 und ACT (activator of CREM in
Testis) vertreten sind. Die Mitglieder der FHL Familie werden gewebespezifisch exprimiert

und erfiillen hierbei verschiedene Funktionen in der Myogenesel** 49

, Kardiogenese,
Spermatogenese™® oder als Koaktivatoren des Androgenrezeptors®™®. FHL1, FHL2 und
FHL3 werden hauptsachlich in Skelett- und Herzmuskel exprimiert. FHL4 und ACT kommen
vermehrt im Hoden vorf*>® 152

FHL2 wurde unabhangig von zwei Forschungsgruppen entdeckt °% *** und konnte in den
letzten Jahren in Zusammenhang mit verschiedensten zelluldaren Prozessen der
Genexpressionsregulation, Zelladhasion, Zellmobilitat, Zytoskelettremodellierung und

Signaltransduktion gebracht werden!**®, Abbildung 1.5.3.
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Abbildung 1.5.3: Das multifunktionale FHL2 ist an einigen Beispielen in einer schematisierten Zelle in den
unterschiedlichen zellularen Kompartments mit seinen Interaktionspartnern und vermittelnden Funktionen
dargestellt. FHL2 interagiert im Zytoplasma mit der Proteinklasse der Integrine, Presenilin2 und
spannungsabhingigen K* lonenkanalen. Durch seine Interaktion mit Signaltransduktoren wie ERK2 und der
Adenylzyklase beeinflusst FHL2 die Signaliibertragung und Genexpression. Es wird weiterhin vermutet, dass
FHL2 auch am RNA-,splicing”, der DNA-Replikation und Reparatur durch eine Interaktion mit den
entsprechenden an diesen Prozessen beteiligten Proteinen zu tun hat. Daruiberhinaus kann FHL2 auch mit
Strukturproteinen wie dem p-Aktin, Aktin und Titin wechselwirken.**

Aufgrund seiner LIM-Domanenstruktur ist FHL2 in der Lage, mit 50 verschiedenen
zytosolischen Proteinen™®! unterschiedlicher Proteinklassen Homo- bzw. Heterodimere zu
bilden. Ausgewéhlte Beispiele der Interaktionspartner und der bevorzugten wechselwirkenden
Doméne sind in Tabelle 1.5.1 aufgefthrt.

Prominente Interaktionspartner sind unter anderem Armadillo repeats™®, PDz- ™7 und
zytosolische Doménen der Integrinel*®. Sie sind ebenfalls in der Lage, wie in Abbildung
1.5.3 dargestellt, als Transkriptionskofaktoren zu fungieren und somit die Genexpression zu
beeinflussen. FHL2, welches sowohl als Transkriptionskoaktivator 2% **°! (Proteinwechsel-
wirkungen mit R-Catenin und Rho), als auch Korepressor®®” (Interaktion mit dem
promyelocytischen Leukadmie-Zinkfingerprotein, PLZF) fungieren kann, spielt vermutlich bei

der Onkogenese verschiedener Krebsarten eine wichtige Rolle[*®* 16 1601,

Interagierende Domanen

Zielprotein FHL2 Partner Referenz

Rezeptoren

Integrine aaa, Ozs, O7a, Ozp Samson T. et al."®]
g;tegrlne B1a, B1ps B2, Baa, Wixler V. et al.5®
minK LIM1-4 C-terminale 63 AS Krishnamurthy et al.*®?
Presenilin-2 Alle Domanen AS 269-298 Tanahashi et al. %

21



1 Einleitung

Strukturproteine

a-Aktin ACTAL LIM3+4 stark; LIM1+2 schwach  Nicht getestet Coghill et al.***

Titin Nicht getestet N2B Lange S. et al.l*®®
Enzyme

Adenylatzyklase Nicht getestet Nicht getestet Lange S. et al.*®%
ERK2 >1 LIM Doméne AS 12-358 Purcell N.H. et al.1*®®
Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren

ACT Nicht getestet Nicht getestet Fimia G. M. et al.**
Androgenrezeptor LIM1/2+LIM1-2 Gesamtes Protein Muller J. M. et al.**!
B-Catenin LIM1-4 AS N-terminale 132+  Martin B. et al.*®”!
FHL1, FHL2, FHL3 [161]. [165], [152]

c-FOS Nicht getestet Nicht getestet Morlon A. et al.*®®!
FOXO1 LIM2 AS 1-150 Yang Y. et al."®
c-JUN Nicht getestet AS 1-100 Morlon A. et al.*®®!
PLZF LIM1-4 POZ plus RD2 McLoughlin P. et al.'*”]
SKI LIM1/2+LIM1 AS 99-274 Chen D. et al."™

Tabelle 1.5.1: Ausgewdhlte Beispiele der FHL2 Interaktionspartner. AS = Aminosauren.

Abgesehen von der reichhaltigen Interaktionsplattform der LIM-Doménen kann unter
anderem das Molekulargewicht von 32 kD ein Grund fur die diversen Funktionsweisen sein.
Dieses liegt unterhalb der kritischen Grenze fir einen aktiven Kerntransport und fihrt
vermutlich zu einem passiven Pendeln zwischen Zytoplasma und Kern. FHL2 konnte sowohl
im Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert werden. Jedoch gehen einige
Forschungsgruppen davon aus, dass die subzelluldre Verteilung von FHL2 stimullusabhéngig
ist. Serum und Serumkomponenten, Lysophosphatsaure und Sphingosin-1-phosphat konnten
eine Kernlokalisation von FHL2 in einem ROCK/Rho GTPase abhangigen Signalweg
herbeifiihrent* 1681,

Trotz der Fille der Interaktionspartner fir FHL2 sind die direkten Zusammenhédnge und
molekularen Mechanismen immer noch weitgehend unverstanden. Dies betrifft vor allem die
Rolle von FHL2 in der Onkogenese. Interpretationen aufgrund des Transkriptionslevels in
Tumorzelllinien erweisen sich meist als schwierig und geben nur erste HinweiseY). Es bleibt
auch die mechanistische Frage zu klaren, wie ein Homodomanenprotein mit keiner weiteren
katalytisch aktiven Domane zwischen den vielen Interaktionspartnern diskriminieren kann
eine solche Vielfalt biologisch relevanter Funktionalitaten regulieren kann. Eine Erklarung
aufgrund zellspezifischer Expression und Lokalisation von FHL2, genauso wie die
subzellulare Konzentration der verschiedenen Interaktionspartner, kénne eine mogliche
Regulation dieser Interaktionen bieten. Die Feinregulierung, welche die selektive
Wechselwirkung von FHL2 und dem jeweiligen Interaktionspartner ermdglicht, bleibt weiter

aufzuklaren.
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Die Beteiligung der kleinen GEFs, den Cytohesinen, an der Regulation wichtiger zellularer
Prozesse, wie der Zellproliferation und -differenzierung, der integrinvermittelten
Zelladhasion!™*?), Vesikeltransport 2% 3% und nicht zuletzt bei der Mitwirkung an der MAP-
vermittelten Signaltransduktion®” ¥ [1.3.1], ist in der Literatur mehrfach beschrieben
worden, Tabelle 1.4.1. Fragen nach ihrer Feinregulation konnten ansatzweise durch die
Entdeckung der CC-Modulatoren zum ersten Mal beantwortet werden. Fir CYTIP [1.4.1]
konnte gezeigt werden, dass die Lymphozytenadhédsion durch ein gezieltes Abfangen des
GEFs Cytohesin 1 unterbrochen werden kann™®!. Der Regulationsmechanismus von CYTIP
ist jedoch weiterhin unbekannt und sollte in dieser Arbeit mit Hilfe der Intramertechnologie in
Adhéasions-Assays untersucht werden'®. Hierzu sollten spezifisch bindende Aptamer
selektiert werden.

Weiterhin sollte das Protein KIAA0403 [1.4.2], mit noch unbekannter Funktion, in
einen biologischen Kontext gebracht werden. Es galt nachzuweisen, dass das KIAA0403 als
humanes Homolog zu IPCEF1 ebenfalls ein Mitglied der CC-bindenden Modulatoren ist.
IPCEF1, ein zytosolisches Rattenprotein, wurde von Venkateswarlu!*? 21! als Cytohesin 2
CC-Modulator zum ersten Mal erwahnt und verfligt Uber die Féhigkeit, vergleichbar mit den
anderen Regulatoren [1.4], alle Cytohesine zu binden und die Cytohesin 2 Austauschaktivitét
an ARF6 (in vitro/Zellkultur) zu modulieren. Mit Hilfe eines selektierten Aptamers sollte der
biologische Zusammenhang von KIAA0403 und Cytohesin 2 analog zu Theis et al.’” im
zelluldren MAP-Kinase Assays untersucht werden.

Aulerdem sollte in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Blttner
(GRK804) mit Hilfe eines selektierten Aptamers, die Wechselwirkung von FHL2 [1.5.1] mit
weiteren Transkriptionsfaktoren in Zellkultur untersucht werden. FHL2, welches unter
anderem auch als Transkriptions-Koaktivator™™ bei der Rho vermittelnden Signaltrans-
duktion beteiligt ist, wird mit der Onkogenese in Zusammenhang gebracht.
Korrelationsstudien der Expressionslevel und Kernlokalisationsstudien von FHL2 und Rho in
gesundem und malignem Prostatagewebe verschiedener Stadien™™, deuten auf eine
Beteiligung bei der malignen Tumorprogression hin. Hier stellt sich die Frage, ob das
vielseitige FHL?2 in diesem Kontext als Transkriptions-Koaktivator von Zielgenen, welche die
Proliferation und Migration voranschreiten lassen, mitverantwortlich ist und ob diese sich

durch eine gezielte Inhibition von FHL2 unterbinden I&sst.
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3 Ergebnisse

3.1 CC-Modulator CYTIP
3.1.1 Klonierung, Expression und Reinigung von CYTIP-Konstrukten

Zur funktionalen Charakterisierung des Proteins CYTIP™! sollten im ersten Schritt RNA-
Aptamere selektiert werden. Hierfur wurde zunédchst das Zielprotein rekombinant in E.coli
exprimiert und mit Hilfe einer N-terminalen Hexahistidinfusionssequenz (Hiss-Tag) affinitats-
chromatographisch gereinigt. Aufgrund der Zytotoxizitat des Volllangenproteins CYTIP fir
das Wirtsbakterium E.coli (unpublizierte Daten AK Kolanus) wurden die nicht toxischen
CYTIP-Konstrukte ,,CYTIP-PDZ* und ,,CYTIP-PDZCC* verwendet. Das CYTIP-PDZ-
Konstrukt® besitzt eine isolierte PDZ-Doméne (105 Aminosdure, pl = 6,93; 11,6 kD),
wéhrend das CYTIP-PDZCC-Konstrukt aus einer N-terminalen PDZ- und CC-Domane (164
Aminosauren, pl = 7; 17,2 kD) besteht. Das ,,CYTIP-PDZCC* Proteinkonstrukt wurde
zunachst in den Expressionsvektor (pET11a) mit einem N-terminalen Hisg-Tag Kloniert
[6.4.1, 6.4.2.2, Anhang 9.2.2] und die Expression beider CYTIP-Konstrukte in E.coli
etabliert. Anschlielend erfolgte die affinitdtschromatographische Proteinreinigung mit
nitrilotriacetic acid* (NTA)-chelatisierten Ni**-Kationen [6.1.11.1].

Die isolierte Hisg-CYTIP-PDZ-Doméne konnte aus einem Liter LB Kultur E.coli BL21 (DE3)
nach Expression und Reinigung mit einer Ausbeute von 2,2 mg erhalten werden.

Die Expression und Reinigung des neu klonierten Hiss-CYTIP-PDZCC-Konstruktes stellte
sich problematisch dar. In Expressionsstudien unter der Verwendung von unterschiedlichen
E.coli-Stammen konnte festgestellt werden, dass das Konstrukt exprimierbar, jedoch in
unléslichen ,,inclusion bodies* vesikuldr eingeschlossen wird, so dass eine native Reinigung
schwierig war. Zur Losung dieses Problems wurde die Proteinexpression optimiert. Durch
Veranderung des Induktionszeitpunktes, durch Temperaturabsenkung und vor allem der
Erhéhung der Sauerstoffzufuhr wurde eine native Reinigung ermdglicht. Aus insgesamt 13 L
LB Kultur E.coli BL21 (DE3) konnte nach Lyse und Reinigung [6.6.7.1, 6.1.11.1] 2,6 mg
(0,2 mg/L) des rekombinanten Proteins Hisg-CYTIP-PDZCC erhalten werden. Diese Menge
war ausreichend flr eine Aptamerselektion. Bei der rekombinanten Proteinexpression des
Hiss-CYTIP-PDZCC-Konstrukts ist hauptsachlich die CC-Domaéne fiir die Anreicherung des

Proteinkonstruktes in ,,inclusion bodies* verantwortlich. Aus der Literatur ist bekannt, dass

! Das Expressionsplasmid pET15b Hiss-CYTIP-PDZ wurde freundlicherweise von Prof. Dr. W. Kolanus
(Universitat Bonn) zur Verfligung gestellt.
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sie ist fiir mono- und heteromere Interaktionen verantwortlich ist™*! [1.3] und bei hoheren
Proteinkonzentrationen zur Prézipitation fiihrt.

Nach der Proteinreinigung beider CYTIP-Konstrukte wurde die Konzentration und der
Reinheitsgrad mit Hilfe der in [6.1.6.1] beschriebenen Bradford-Analyse und nachfolgender
SDS-PAGE Analyse [6.1.1] bestimmt. Der Reinheitsgrad beider Proteine lag bei ca. 90 %,
mit einer geringen Restkontamination bei 28 kD, Abbildung 3.1.1 (A/2; B/1).

Zur weiteren Absicherung der Identitdat der rekombinant hergestellten CYTIP-Proteine
wurden diese in Western-Blotanalysen [6.1.3.1] mit einem spezifischen Antikdrper gegen die
PDZ-Domane untersucht, Abbildung 3.1.1 (A/2; B/2). SchlieBlich wurden 112 nmol Hise-
CYTIP-PDZ (3,5 ml Sepharose) und 17 nmol Hisg-CYTIP-PDZCC (1,5 ml Sepharose) zur
Aptamerselektion an cyanogenbromidaktivierte Sepharose (Selektionsmatrix) gekoppelt
[6.1.10].

Marker 1 2 B Marker :t 2
.l@
P p—— 46 kD — =
30 kD - ).-F 30 kD — 3=
215kD — 21,5kD —3=
143KkD — 3 14,3 kD — 3
6,5 kD — |

| o

CYTIP-PDZ CYTIP-PDZCC

Abbildung 3.1.1: Analyse der rekombinanten CYTIP-Proteine Hise-CYTIP-PDZ (A) und Hisg-CYTIP-PDZCC
(B) nach der Affinitats- und lonenaustauschchromatographie. A| Hise-CYTIP-PDZ (1: 250 ng) erscheint in der
SDS-PAGE Analyse nach Silberfarbung homogen. Im immunologischen Nachweis der PDZ-Doméne (2: 50 ng)
ist zusatzlich eine kleine Restkontamination zu sehen ist. B| Hise-CYTIP-PDZCC (1: 250 ng) weist nach
Silberfarbung eine kleine Restkontamination auf (28 kD). Der immunologische Nachweis der PDZ-Domane (2:
75 ng) bestétigt die Anwesenheit der PDZ-Doméne.

3.1.2 Aptamerselektion gegen CYTIP-PDZ und CYTIP-PDZCC

Der  Aptamerselektionsprozess zur  Generierung targetspezifisch  interagierender
einzelstrangiger Nukleinséuren [1.2] basiert auf einem evolutiven Anreicherungsprinzip der
bindenden Spezies. Dieser setzt sich aus finf Hauptschritten zusammen die wiederholt
durchlaufen werden:

1) Transkription der DNA-Bibliothek

2) Inkubation der RNA-Bibliothek mit dem entsprechendem Target

3) Separation der gebundenen von den in Losung verbleibenden RNA-Spezies
4) Reverse Transkription (RT) zur cDNA-Bibliothek

5) Amplifikation durch PCR

26



3.1 CC-Modulator CYTIP 3 Ergebnisse

Vor Beginn der Selektion steht die Wahl der RNA-Bibliothek und der Bedingungen, die fur
den Verlauf eine grolRe Rolle spielen. Zur Aptamerselektion wurde fur die Targets Hisg-
CYTIP-PDZ und Hisg-CYTIP-PDZCC die synthetische DNA Bibliothek von U. Waullner
[5.7.1.1] gewdhlt. Sie besteht aus einer 37 Nukleotide langen randomisierten Region und wird
von zwei konstanten Regionen und einem 5’-T7-Promotor flankiert (Gesamtlange: 72
Nukleotide). Der Selektions-Bindepuffer sollte mdglichst den natiirlichen Bedingungen
entsprechen, somit wurde ein PBS-Puffer pH 7,4 mit einem Zusatz von 3mM
Magnesiumchlorid gewahlt.
Der erste Zyklus beider CYTIP-Selektionen wurde mit 10 nmol der transkribierten und
PAGE-gereinigten RNA-Bibliothek [6.2.1.6] durchgefiihrt, um den Protein-Domanen eine
moglichst hohe Diversitat an RNA-Sequenzen (ca. 10** Spezies) anzubieten. In den spéteren
Zyklen wurde diese Menge auf 2 nmol reduziert. Nach erfolgter Faltung der RNA wurde
diese zusammen mit den immobilisierten Proteinen Hiss-CYTIP-PDZ bzw. -PDZCC
inkubiert. Durch einen anschliefenden Waschschritt wurden die gebundenen RNA-Sequenzen
von den ungebundenen Spezies getrennt, wobei das Waschvolumen den Selektionsdruck
bestimmte. Nach Elution der gebundenen RNA (Guanidiumhydrochlorid) schloss sich eine
Fallung der RNA [6.2.1.2], die RT-Reaktion [6.2.2.8] und PCR-Amplifikation [6.2.2.1] mit
den entsprechenden Reinigungsschritten an. Nach erneuter Transkription [6.2.2.2] und PAGE-
Gelreinigung [6.2.1.7] der RNA-Bibliothek konnte ein neuer Selektionszyklus begonnen
werden, [6.3, 6.3.1, Anhang 9.3.1, 9.3.2].
Der Verlauf der Selektion wurde anhand der Analyse von Filterbindungen mit radioaktiv
endmarkierter RNA kontrolliert. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der unspezifischen
Wechselwirkung von Proteinen mit Nitrozellulose. Komplexierte Aptamere bleiben ebenso
wie die Proteine auf der Membran zurtick, wahrend ungebundene die Nitrozellulose passieren.
Eine Praselektionsstrategie sollte ab dem dritten Selektionszyklus (Hiss-CYTIP-PDZ)
bzw. von Beginn an (Hisg-CYTIP-PDZCC) zur Entfernung von matrixbindenden RNA-
Sequenzen dienen. Hierzu wurde die RNA-Bibliothek vor dem eigentlichen Selektionsschritt
mit der inaktivierten Cyanogenbromidsepharose (Praselektionsmatrix) inkubiert. Trotz des
Zusatzes eines unspezifischen Kompetitors Heparin (2,5ug/pL) und steigendem
Waschvolumen der Selektionsmatrix von Zyklus zu Zyklus [Anhang 9.3.1, 9.3.2], nach sieben
(Hisg-CYTIP-PDZ) bzw. zehn Selektionszyklen (Hiss-CYTIP-PDZCC) in beiden Féallen nur
matrixbindende RNA-Sequenzen angereichert werden, Abbildung 3.1.2.
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Abbildung 3.1.2: Selektionsverlauf von Hisg-CYTIP-PDZ und -PDZCC, Uber 6 bzw. 10 Selektionszyklen. Die
Anreicherung von matrixbindenden Aptameren ist ab Zyklus 6 bzw. 9 an der inaktivierten Préselektionsmatrix
(PDZ-Blank und PDZCC-Blank) erkennbar.

Zur Vermeidung einer erneuten Anreicherung von matrixbindenden RNA-Sequenzen wurde
in den weiteren drei Selektionsversuchen gegen Hisg-CYTIP-PDZ eine Vielzahl von
Optimierungen vorgenommen [Anhang 9.3.3].

Eine wesentliche Veranderung betraf die Selektionsstrategie. Diesmal kamen zwei
unterschiedliche RNA-Bibliotheken N20 und E40 mit jeweils verschieden langen
randomisierten Bereichen von 20 und 40 Nukleotiden zum Einsatz, welche ein breites
Spektrum an RNA-Spezies mit unterschiedlichstem Faltungsverhalten anbieten sollten.

Die RNA-Gesamtmenge wurde im ersten Zyklus von 10 nmol auf 0,4 nmol (Faktor 25)
drastisch reduziert. Im Zuge dessen wurde die Hisg-CYTIP-PDZ Proteinmenge entsprechend
auf 0,24 nmol bei der E401"%- bzw. 0,5 nmol bei der N20-Selektionen angepasst.

Zur Vermeidung einer erneuten Anreicherung von matrixbindenden RNA-Sequenzen wurde
auch die Kopplungsstrategie in Anlehnung an die automatisierte Selektion von Cox et al.[’”
verandert. Diesmal wurden streptavidinderivatisierte magnetische Partikel eingesetzt [6.1.9],
wobei zur Immobilisierung des Proteintargets dieses biotinyliert wurde [6.1.8]. Bei dieser
Kopplung wird die starke nicht kovalente Wechselwirkung von Biotin und Streptavin
ausgenutzt. Je nach Selektionsstrategie wurde das Target entweder direkt (Selektion mit der
E40-RNA-Bibliothek, RNA-Target-Inkubation 30 min.) oder erst nach RNA-Inkubation (2 h,
N20-RNA-Bibliothek) an die streptavidinderivatisierten magnetischen Partikel immobilisiert.
Die Trennung der gebundenen von den nicht gebundenen RNA-Sequenzen wurde
anschlieBend mit Hilfe eines Magneten durchgefuhrt. Die Elution der gebundenen RNA
erfolgte wiederum durch eine kurze Hitzedenaturierung in Wasser (80°C fur 2 min.). Die
folgende reverse Transkription und Amplifikation wurde zu einem RT-PCR-Reaktionsschritt
ohne Zwischenreinigung optimiert [6.2.2.9]. Dadurch konnte der Verlust von RNA deutlich

minimiert werden.
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Ein weiterer wesentlicher Optimierungspunkt umfasste die in vitro Transkription der N20
DNA-Bibliotheken. Diese wurde im Gegensatz zum bisherigen Vorgehen mit einer
verkurzten Inkubationszeit von nur 20 min. bei 37°C in einem Tris-Puffer [6.2.2.3]
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die RNA-Bibliothek sofort zur Selektion eingesetzt, so
dass ein zusétzlicher Faltungsschritt nicht notwendig war.

Auf den Zusatz von o-[*°P]-GTP, die Selektionskontrolle durch radioaktive Markierung der
RNA und Gelreinigung, wurde zugunsten einer kiirzeren Zyklenzeit verzichtet. Diese konnte
so von zwei Tagen auf wenige Stunden reduziert werden. Bei Einsatz der N20-RNA-
Bibliothek diente eine Verlangerung der Inkubationszeit von 30 min. auf 2 h zur Einstellung
des Reaktionsgleichgewichts und sollte auch weniger affinen RNA-Spezies die Mdglichkeit
bieten, an das Target zu komplexieren.

In beiden Selektionen [Selektionsschema Anhang 9.3.3] konnten keine targetspezifischen
RNA-Binder angereichert werden, Abbildung 3.1.3. Filterbindungsanalysen der
angereicherten N20-RNA-Bibliothek der Zyklen sieben und neun ergaben Matrixbinder. Im
Gegensatz zur in Losung selektierten N20-RNA-Bibliothek, zeigt die angereicherte E40
RNA-Bibliothek weder an das prasentierte Target noch an die Kontrollproteine eine Bindung.
Eine zur Methodenvalidierung durchgefiihrte Kontrollselektion hingegen konnte erfolgreich
mit einem angereicherten RNA-Pool gegen Lysozym (Sigma) nach je sechs Zyklen beendet
werden, Abbildung 3.1.3 (F). Dieses Ergebnis schlief3t eine fehlerhafte Selektionstechnik und
RNase-Kontamination aus. Dies lasst den Schluss zu, dass die ausgewahlte Proteindoméne flr
eine Aptamerselektion schwierig zu handhaben ist. Ein Grund konnte in der Faltung der
isolierten PDZ-Doméne liegen. Besonders acide Regionen erschweren aufgrund von
AbstolRungskraften des negativ geladenen Phosphatriickgrats der RNA eine Selektion. Der
theoretisch berechnete pl 6,93 der PDZ-Doméne deutet allerdings auf eine eher negative
Ladung bei pH 7,4 (-1,8 theoretisch berechnete Gesamtladung) hin.
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Abbildung 3.1.3: Filterbindung der optimierten Hiss-CYTIP-PDZ Selektionen mit der N20 und E40 RNA-
Bibliothek. Hiss-CYTIP-PDZ ist in steigender Konzentration von 0-500 nM mit den radioaktiv markierten RNA-
Bibliotheken inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-E (A: Lysozym; B: FHL2-LIMO0+1, C:
Streptavidin, D: Cytohesin 1 und E: PAZ) sind jeweils in einer Konzentration von 500 nM eingesetzt worden.
Die parallel durchgefiihrten Lysozym-Kontrollselektionen der jeweiligen RNA-Bibliotheken N20 und E40
konnten nach sechs Zyklen erfolgreich beendet werden und sind in der Spalte F bei einer Lysozymkonzentration
von 500 nM zu sehen.

3.2 KIAA0403 (PIP3-E)

Parallel zur Aptamerselektion von CYTIPM® wurde mit der Untersuchung eines weiteren
humanen Proteins, KIAA0403, begonnen. Es wird angenommen, dass dieses aufgrund seiner
Homologie zu IPCEF1™ (85 %) genauso wie CYTIP zu der iibergeordneten Gruppe der neu
entdeckten CC-bindenden Modulatoren [1.4] zahlt.

KIAA0403 (EMBL/Gen-BankTM/DDBJ Datenbank-Nummer: BAA23699; PIP3-E mit 21
zusétzlichen N-terminalen Aminoséuren, Datenbank-Nummer: NP_056368) ist ein im
Rahmen des ,,human brain-clone projects* identifiziertes Protein mit bisher unbekannter
biologischer Funktion und Relevanz. Das Protein besteht aus 416 Aminosauren, besitzt eine
N-terminale PH-Doméne und weist ein Gesamtgewicht von 46,62 kD (pl 6,91) auf, siehe
Abbildung 3.2.1. Interaktionsstudien mit den zur Verfligung stehenden Cytohesinen
(Cytohesin 1, Cytohesin 2 und dem einzigen Drosophila Cytohesin homologen dGRP1) und
Funktionsaufklarung mittels der Aptamer/Intramertechnologie, wurden angewandt, um die
noch unbekannte Funktion, biologische Relevanz und Familienzugehdrigkeit des humanen
Proteins KIAA0403 aufzuklaren.

1 111 416
| |

|
- KIAA0403
416 AA; 46,62 kD
Abbildung 3.2.1 Schematische Darstellung des humanen Proteins KIAA0403. Die N-terminale PH-Domane
(PH; AA1-AA111) ist durch ein griines Rechteck symbolisiert.
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3.2.1 Expression und Reinigung des KIAA0403-AN291 Konstruktes
Aufgrund der 85 %igen Homologie zum zytosolischen Rattenprotein IPCEF1%%%! wird die fiir
die Proteinwechselwirkung der Cytohesin CC-Domane bei KIAA0403 im Bereich der 121 C-
terminalen Aminosduren vermutet. Deshalb wurde die Deletionsmutante KIAA0403-AN291
(AA292-AA416)% zur Untersuchung des humanen Proteins mittels SPR-Bindungsstudien
(surface plasmon resonance; BIAcore) und zur weiteren Aptamerselektion verwendet.

Fur die affinitatschromatographische Proteinreinigung wurde eine Hexahistidinsequenz an
den N-Terminus fusioniert und das so modifizierte AN291-Konstrukt (C-terminale 125 AA +
His-Tag 20 AA,; pl: 10; 17kD) in E.coli (DE3) exprimiert. Die Proteinexpression konnte nach
der in [6.6.7.2] beschriebenen Methode durchgefiinrt werden. Die anschlielende Lyse
[6.6.7.2] und affinitdtschromatographische Reinigung [6.1.11.1] wurde aufgrund der hohen
Tendenz zur Prazipitation in einem Hochsalzpuffer durchgefiihrt. Dennoch konnte die
Prézipitation nicht vollstandig verhindert werden. Aus diesem Grund konnten aus einer 4 L
Expressionskultur und den optimierten Reinigungsbedingungen nur 1,25 mg (0,31 mg/L)
Protein hergestellt werden. Wie in Abbildung 3.2.2 zu sehen konnte das Protein in einer
Reinheit von tber 90 % erhalten werden, so dass von weiteren Reinigungsschritten abgesehen
wurde. Die Proteinmenge, Reinheit und Konzentration von 15,03 uM war fur alle
weiterfihrenden Untersuchungen ausreichend. Die ldentitat des Proteins wurde auf DNA-
Ebene durch Sequenzierung des Expressionsplasmids bestétigt [Anhang 9.1.4]. Zur weiteren
Verwendung in Interaktionsstudien [6.5.4], zur Aptamerselektion [6.3.2] und zu
Filterbindungsuntersuchungen [6.5.1] wurde das Hiss-KIAA0403-AN291 vorab durch Dialyse
in die entsprechenden Puffer Uberfiihrt. Diese Proteinldsung wurde zur Prézipitations-
vorbeugung sofort dem entsprechenden Assay zugefiihrt [6.1.7.1].

Marker 1 2

46 KD — =

30 kD — 3= |

201 KD —

14,3 kD
-

<= His-KIAA0403-AN291

Abbildung 3.2.2: Analyse des Hisg-KIAA0403-AN291 nach der Affinitdtschromatographie. Hisg-KIAAQ0403-
AN291 (1: 250 ng; 2: 1250 ng) erscheint bei der SDS-PAGE Analyse nach Coomassie Farbung (Brilliant Blau)
homogen.

>Das Expressionsplasmid pET28a KIAA0403-AN291 fir die rekombinante Proteinexpression wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. D. J. Patel (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York) zur Verfligung
gestellt.
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3.2.2 Bindungsstudien durch Oberflachenplasmonresonanz (BlAcore)
Nach erfolgreicher Expression und Reinigung von Hisg-KIAA0403-AN291 wurde die
isolierte Doméne auf ihre Bindungseigenschaften untersucht. Hierbei wurden Mitglieder der
Cytohesin Familie und andere CC-Domanen enthaltende Proteine getestet.

Die Bindungscharakterisierung erfolgte in vitro mit den jeweiligen rekombinanten Proteinen
durch Oberflachenplasmonresonanz [6.5.4]. Mit Hilfe dieser &uRerst sensitiven Technik kann
die Massenverdnderung an einem Goldchip durch ein quantenphysikalisches Phanomen
detektiert werden, das Uber einen optischen Detektor sichtbar gemacht wird. Die
Plasmonresonanz wird durch die Totalreflektion wvon polarisiertem Licht in der
Chipoberflache induziert und resultiert in einem Schattenwurf des reflektierten Lichts,
welcher sich proportional zur Belastung an der Chipunterseite verdndert. Bei den
Bindungsstudien wird einer der zu untersuchenden Bindungspartner stabil auf der
Chipoberflache immobilisiert. Nach Injektion des anderen Partners Uber eine integrierte
Flusszelle wird die Massenzunahme beobachtet.

Das fir erste Interaktionsstudien verwendete Protein Cytohesin2 und in den weiteren
Bindungsuntersuchungen verwendete Hisg-KIAA0403-AN291 wurden zundchst mittels der
EDC/NHS Kopplungschemie kovalent an die Oberflaiche eines CM5-Chips (Biacore)
immobilisiert [6.5.4]. Die Kopplungsreaktion erfolgte durch das Aktivieren der Dextran-
carboxylséurefunktionen auf der Chipoberflache und der anschliefenden Reaktion primérer
Aminofunktionen der Proteine unter der Ausbildung einer Amidbindung. Die noch aktiven
Saurefunktionen auf der Chipoberflache wurden nach der Kopplung quantitativ mit einem
Uberschuss Ethanolamin blockiert. Parallel wurde eine Referenzoberflache hergestellt,
welche unter den gleichen Aktivierungs- und Absattigungsbedingungen mit Ethanolamin,
allerdings in Abwesenheit des zu untersuchenden Proteins, hergestellt wurde.

Fur die Bindungsstudie der isolierten Hisg-KIAA0403-AN291 Domane (Analyt) mit dem
potentiellen Interaktionspartner Cytohesin2 (Ligand) ergab die Kopplung an die
Chipoberflache einen Wert von 500 ,,Response units* (RU), wobei 1 RU der Masse von
1 pg/mm? des immobilisierten Proteins entspricht. Durch die Injektion des Analyten in
steigender Konzentration (10-1000 nM) war es mdoglich, kinetische Daten
(Geschwindigkeitskonstanten und Dissoziationskonstanten) zu bestimmen. Hierbei konnte am
immobilisierten Cytohesin 2 mit Hisg-KIAA0403-AN291 eine konzentrationsabhangige
Zunahme der ,,response” beobachtet werden, Abbildung 3.2.3 (A). Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante wurde die Bindung im Gleichgewicht (in RU) logarithmisch gegen die

steigende Konzentration des Analyten aufgetragen. Unter der Annahme eines ,,steady-state-
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Modells und sigmoidalen Verlaufs konnte der Kp-Wert der Kurve am Wendepunkt bestimmt
werden. Die Dissoziationskonstante von Cytohesin 2 und Hisg-KIAA0403-AN291 betrug
32,5+9,6 nM, Abbildung 3.2.3 (B). Diese starke Wechselwirkung des isolierten Hisg-
KIAA0403-AN291 an ihrem Interaktionspartner Cytohesin 2 liegt also im niedrigen

nanomolaren Bereich und bestétigt die Homologie zum Rattenprotein IPCEFL.
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Abbildung 3.2.3 Biacore-Bindungsstudie der Proteinwechselwirkung des Analyten Hisg-KIAA0403-AN291 und
des immobilisierten Liganden Cytohesin 2. A| Dargestellt sind die normalisierten Bindungskurven des Hiss-
KIAA0403-AN291-Proteins in steigender Konzentration auf einer Cytohesin 2 derivatisierten Oberfléche,
50pL/min Flussrate, Injektionszeit 100s. B| Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) wurde die
Bindungsantwort im Gleichgewicht gegen die steigende Proteinkonzentration aufgetragen.

Nachfolgend wurden weitere Bindungsstudien durchgefuhrt, in denen zwei weitere Mitglieder
der Cytohesinfamilie auf ihre Bindungsféhigkeiten mit Hiss-KIAA0403-AN291 untersucht
wurden. Hierfur wurde das Hisg-KIAA0403-AN291 mit einer Dichte von 633 RU an die
Chipoberflache  gekoppelt. Es konnten ebenso starke konzentrationsabhéngige
Proteinwechselwirkungen mit Cytohesin 1° (Kp = 73,8 + 6,1nM), Abbildung 3.2.4 (A/B) und
dem Drosophila homologen dGRP1* (Kp = 51,8 + 11,8nM) nachgewiesen werden, Abbildung
3.2.4 (C) [Anhang 9.4].
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Abbildung 3.2.4: Biacore-Bindungsstudien der Proteinwechselwirkung des immobilisierten Hiss-KIAA0403-
AN291 und der Analyten Cytohesinl und dGRP1. A| Normalisierte Bindungskurven der Cytohesin 1
Wechselwirkung in steigender Konzentration auf einer Hisg-KIAAO0403-AN291 derivatisierten Oberflache,
50pL/min Flussrate, Injektionszeit 300s. B und C| Aus den Biacorestudien wurden zur Dissoziationskonstanten-
bestimmung (Kp) die Bindungsantwort im Gleichgewicht gegen die steigende Proteinkonzentration des Analyten
Cytohesin 1 aus (A) und Drosophila dGRP1 [9.4] aufgetragen.

% Das rekombinante Protein wurde freundlicherweise von Frau I. Griine (AK Famulok) zur Verfiigung gestellt.
* Das rekombinante Protein wurde freundlicherweise von Herr M. Hafner (AK Famulok) zur Verfigung gestellt.
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Durch weitere qualitative Messungen konnte festgestellt werden, dass die Interaktion der
isolierten Hisg-KIAA0403-AN291 Domane auf die Cytohesinfamilie limitiert ist, Tabelle
3.2.1, da das CC-Doménenprotein Hisg-CYTIP-PDZCC (4 uM) in der hochsten eingesetzten
Konzentration nicht erkannt wurden. Weitere Kontrollproteine wie das GEF EFAG6-Sec7
(0,4 uM) zeigten ebenfalls bei einer Konzentration von 4 UM keine Bindung.

Weiterhin konnte der Nachweis erbracht werden, dass Hisg-KIAA0403-AN291 keine Affinitat
zur Cytohesin 2-Sec7- und Sec7PH-Domane (4 uM) besitzt und sich die Wechselwirkung auf
deren CC-Doméne zurtickfiuhren lasst. Im weiteren Verlauf werden die 125 C-terminalen
Aminosduren von KIAA0403 als CC-bindende Domane bezeichnet. Eine Homologie zu den
CC-Domanen der Familie der Cytohesine und zum CC-Modulator CYTIP ist jedoch nicht
gegeben. Aus den kinetischen Bindungsstudien lasst sich folgern, dass es sich bei dem Protein
KIAA0403 tatsachlich um ein neues Mitglied der CC-Binder [1.4] handeln kann.

Analyt Ligand: Cytohesin 2 Analyt Ligand: Hiss-KIAA0403-AN291
Ko [NM] Ko [NM]
Hise-KIAA0403-AN291 32,54 +9,60nM  Cytohesin 1 738+ 6,1nM
dGRP1 (Drosophila) 51,8 +11,8 nM
Cytohesin 2-Sec7; -Sec7PH Keine Bindung
CYTIP-PDZCC, EFA6-Sec7 Keine Bindung
ARF1, CYTIP-PDZ Keine Bindung

Tabelle 3.2.1 Zusammenstellung der Dissoziationskonstanten und Bindungscharakteristika aus den kinetischen
und quantitativen Daten der Biacore-Messungen.

3.2.3 Invitro Selektion gegen das Hisg-KIAA0403-AN291-Konstrukt
Zur Funktionsaufklarung mittels Aptamertechnologie wurde gegen das AN291-Konstrukt der
CC-bindenden Domane von KIAA0403 selektiert. Die Selektion wurde gemal der
optimierten Methode (Kapitel 3.1, Abschnitt 3.1.2) und in Anlehnung an die automatisierten
Selektion von Cox et al.l’® mit streptavidinderivatisierten magnetischen Partikeln
durchgefiihrt.

Aufgrund des hohen isoelektrischen Punkts des rekombinanten Proteins (pl = 10) wurde die
Kopplungsmenge entsprechend auf 48 pmol Protein pro Zyklus reduziert, die RNA-Menge im
ersten Zyklus jedoch bei 400 pmol beibehalten. Dies entsprach einem RNA-Proteinverhaltnis
von ca. 8 [6.3.2, Anhang 9.3.4]. Die Prazipitationsneigung des Proteins wahrend der
Inkubation mit der RNA-Bibliothek konnte durch dessen Immobilisation im Bindungspuffer
(1 x PBS, 1,5 mM MgCl,) unterbunden werden. Durch die Auswahl der N20- und N25-RNA-
Bibliotheken mit einem sehr kurzen randomisierten Bereich von 20 bzw. 25 Nukleotiden
(Gesamtlange: 71 Nukleotide) sollten starke RNA-Binder mit stabiler Faltung im niedrigen

nanomolaren Bereich selektiert werden.
34




3.2 KIAA0403 (PIP3-E) 3 Ergebnisse

Vor Beginn der Selektion wurde eine Biotinylierung des Hisg-KIAA0403-AN291-Konstrukts
durchgefiihrt [6.1.8] und dieses an streptavidinderivatisierte magnetische Partikel
immobilisiert [6.1.9]. Zur Proteinquantifizierung wurden der Uberstand (nach der Kopplung),
die Waschfraktionen und die derivatisierten Partikel durch kompetitive Elution mit freiem
Biotin unter denaturierenden Bedingungen wiedergewonnen und im Western-Blot unter der
Verwendung eines spezifischen Biotinantikorpers identifiziert [6.1.9, 6.1.3].

Die Kopplungsreaktion des biotinylierten KIAA0403-Konstukts an die streptavidin-
derivatisierten magnetischen Partikel verlauft mit einer nahezu 100 %igen Effizienz. Das
Ausbleiben einer Proteinbande bei 17 kD im Vergleich zu A, Abbildung 3.2.5 (B-D), bestétigt
dies. Aufgrund der sehr starken Wechselwirkung von Biotin und Streptavidin ist jedoch die
kompetitive Elution trotz eines 50fachen Biotin-Uberschusses und stark denaturierender

Bedingungen nicht vollstandig, Abbildung 3.2.5 (F).
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Abbildung 3.2.5 Immunologischer Nachweis der Biotinylierung und Kopplung des Hiss-KIAA0403-AN291-
Konstukts. Aufgetragen sind jeweils das dialysierte Protein vor der Kopplung (A: 5uL; Gesamtmenge 1ug), der
Uberstand nach der Kopplung (B: 5uL), drei aufeinanderfolgende Waschschritte (C, D, E: 5uL) und die Elution
(F: 40pL beads: mit 0,8ug Gesamtprotein gekoppelt). Als Langenmarker diente eine biotinylierte Proteinleiter
von 10-200 kD (Cell Signaling).

Die Aptamer Selektion, Abbildung 3.2.6 erfolgte nach folgendem Schema:

Nach einer verkirzten Transkription (Phosphatpuffer) [6.2.2.4] wurden 10 % des gesamten
Transkriptionsansatzes mit dem immobilisierten Hisg-KIAA0403-AN291 Proteins inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Separation der komplexierten RNA-Sequenzen mittels eines
Magneten. Das nachfolgende Waschen der Matrix mit steigenden Waschvolumina erzeugte
den notigen Selektionsdruck. AbschlieBend wurden die gebundenen RNA-Sequenzen durch
kurze Hitzedenaturierung eluiert und ohne weitere Vorbehandlung vollstandig in die
nachfolgende RT-PCR-Reaktion eingesetzt [6.3.2, Anhang 9.3.4]. Zur Vermeidung von
matrixbindenden RNA-Sequenzen wurde ab dem dritten Selektionszyklus gegen die
geblockten streptavidinderivatisierten magnetischen Partikel vorselektiert. Die angereichten
RNA-Bibliotheken aus dem Selektionszyklus sieben und neun wurden mit o-[**P]-GTP
radioaktiv transkribiert [6.2.2.4] und weiter durch Filterbindungsanalysen charakterisiert

[6.5.1].
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Abbildung 3.2.6: Schema der in vitro Selektion von Aptameren an Hisg-KIAA0403-AN291 mit zwei gleich
langen RNA-Bibliotheken N20 und N25. Nach Transkription der dsDNA-Bibliotheken fiir 20 min. entstanden
RNA-Bibliotheken von 71 Nukleotiden. Diese wurde fir 30 min. mit immobilisiertem KIAA0403-AN291
inkubiert bzw. ab dem dritten Zyklus einer Praselektion gegen underivatisierte geblockte Partikel unterzogen.
Nach neun Zyklen wurde die Selektion beendet und die angereicherten Bibliotheken in
Filterbindungsexperimenten untersucht.

Die in Abbildung 3.2.7 dargestellte Filterbindungsanalyse der angereicherten Bibliotheken
ergab eine konzentrationsabhangige Bindung an Hisg-KIAA0403-AN291 nach neun (N20)
beziehungsweise nach sieben Selektionsrunden (N25). Diese wurden zur weiteren Analyse

Kloniert und sequenziert [6.4.2.1].

HIS,-KIAA0403-AN291
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Abbildung 3.2.7: Filterbindung der angereicherten RNA-Bibliotheken N20 und N25 aus der Hiss-KIAA0403-
AN291 Selektion. Hiss-KIAA0403-AN291 ist in steigender Konzentration (0-500 nM) mit radioaktiv markierter
RNA-Bibliothek inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-E (A: Lysozym; B: FHL2 LIM 0+1,
C: Streptavidin, D: Cytohesin 1 und E: CYTIP-PDZ) sind jeweils in der hoéchsten Konzentration (500 nM)
aufgetragen. Als Transkriptionskontrolle F wurde das Lysozym-Aptamer aus der N20-Selektion verwendet.
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3.2.4 Charakterisierung monoklonaler Aptamere

Aus der Sequenzierung der N20 Selektion ging hervor, dass flinf RNA-Sequenzen aus
insgesamt zwolf identisch (Abbildung 3.2.8 (C)) und vier Sequenzen, bis auf eine
Punktmutation auBerhalb der randomisierten Region, gleich waren (Abbildung 3.2.8 (A/B)).
Alle drei Populationen A-C besitzen einen groRen G-reichen Konsensusbereich und stellen
67 % der Gesamtpopulation dar. Die restlichen Monoklone unter (D) sind individuelle
Sequenzen.

Das Ergebnis der zwdlf Monoklonsequenzierungen aus der N25-RNA-Bibliothek ergab nur
sechs korrekt sequenzierte und individuelle Spezies, Abbildung 3.2.8. Ein Vergleich der
unterschiedlichen Sekundarstrukturen der einzelnen N25 Monoklone mit Hilfe der mfold

Softwarel ™ ergab ebenfalls keine Ahnlichkeiten auf struktureller Ebene.
N20 DNA-Bibliothek 71 nt

1 10 20 | 30 40 | 50 60 jo72
1 I

A Kion1:5 GGGAGAGGARGCATACTTTGACGAAGGATGG-GECGEAGGEGCCTICETCRTGTTTGARCTCGTARAGETCA }. |qentisch

1 GGGHGHGGHHGEH‘IHETTTEHEB EE“TGG GGEGEHGEGGE[ZT CGTCGTGTTTGAACTCGTARAGGTCA
£ GGGAGAGGAAGCATACTTTGGCGHA CLGTCGTGTTTGRRCTCGTRARGGTCH .

B Kion7:10  GegrencannccATACTTTo6CGHR CGTCRIGTTTGARCTCGTAARGETCA - Identisch
GGGAGAGGAAGCATACT TTGACGACGAT TGG-GGCGGAGGLETGATCGTCGTGTTTGARCTCGTAARGGTCA
C Klon 3:11:12 GGGAGAGGAAGCATACTTTGACGACGAT TGG-GGCGGAGGGGTGATCGTCGTGTTTGAACTCGTARAGGTCA

114 GGGAGAGGARGCATACTTTGACGACGATTGG-GGCGGAGEEETGATCGTCGTGTTTGAACTCGTARAGETCA - Identisch
9; 8 GGGAGAGGARGCATACTTTGACGACGAT TGG-6GCGGAGLEGTGA EGT[‘GTGTTTEHRFTFFTHHHGGTEFI
AGAGGAAGCATACTTTGACGACGH H H H H
Klon 2 GGGAGAGGARGCATACTTTGACGASGCTTCCCOOG66C06GCELTIICCTCRTGTTTGARCTCGTARAGGTCA
D Klon 4 GGGAGAGGARGCATACTTTGACGARGCTTCCCGGGA-TGGGCACTICCTCGTGTTTGARCTCGTAARGGTCA
Klon 6 GGGAGAGGAAGCATACT TTGACGACACGACG-ACAATTGAACACGTCGACCTGTTTGAACTCGTAAAGGTCA

Randomisierte Bereich
N25 DNA-Bibliothek 71 nt
1 10 20 | 30 40 50 | 60 7072
1 ]
Klon 16 GGGAGAGAGAGACAGTCTACGTAT TAGGRCGT TCAGCGGGCGCGTRCAC-OI TCACTGCAGACGTAGGTACA
lon %4 G6GAGAGAGAGACAGTC TACGTAT TRACGCGCGCGARARARTGAGGCCC-Cl TCACTGCAGACGTAGGTACA
E lon 20 G6GAGAGAGAGACAGTCTACGTATTATT-CGCGCGCARGT TTAGGGGAGGRT TCACTGCAGACGTAGGTACA
Klon 24 GGGAGAGAGAGACAGTCTACGTATTCGG-CGCGCGTTTTATGGGAGGGGGAT TCACTGCAGACGTAGGTACA
Klon 23 GGGAGAGAGAGACAGTCTACGTAT TTAR-CGCCART TCGACTCTARCGCGHT TCAC TGCAGACGTAGGTACA
Klon 21 GEGAGAGAGAGACAGTCTACGTATTAAC-AACTATTGEECCCGGGGETATGATTCACTGCAGACGTAGGTACA
L% —

o
Randomisierte Bereich

Abbildung 3.2.8: Sequenzvergleich der Monoklone aus den angereicherten RNA-Bibliotheken N20 und N25
durch das Programm MultAlign™™!. Der randomisierte Bereich ist jeweils durch eine Trennlinie gekennzeichnet.
Die in roten Lettern dargestellten Sequenzen sind bei allen Monoklonen identisch, blau gekennzeichnete
Sequenzen weisen die grofRte Haufigkeit im selektierten Pool auf und schwarze individuell auftretende
Nukleotide. Die mit einem Stern gekennzeichneten Nukleotide sind Punktmutationen im konstanten Bereich der
N20 RNA-Bibliothek.

Weiterfuhrende Charakterisierungen der Monoklone aus der N20-Selektion mit Hilfe von
Filterbindungsexperimenten ergaben eine spezifische und konzentrationsabhangige
Targetbindung der RNA-Molekile K2, K4 und K6, Abbildung 3.2.9 (A). Die drei haufigsten
Spezies A-C zeigten eine deutliche Wechselwirkung mit dem Hisg-KIAA0403-AN291-
Konstrukt, genauso wie eine Affinitat zu freiem Streptavidin. Dieses Verhalten deutet auf eine
Kreuzreaktivitdt der RNA-Binder hin, die firr spatere funktionale Studien storend ist. Zu
weiteren Kinetischen Bindungsstudien wurden aus diesem Grund die spezifisch bindenden
Monoklone K2, K4 und K6 ausgewahlt.
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Die Charakterisierung der N25 Monoklone ergab, dass alle Monoklone eine spezifische
Wechselwirkung mit ihrem Target und keine Affinitdt zu den Kontrollproteinen besalRen,
Abbildung 3.2.9 (B). Fur weitere Bindungsstudien wurden nur Monoklone ausgewabhlt, die im
Konzentrationsbereich von 0-500 nM eine Séttigung zeigten (K16, K21, K23 und K24). K20

und K22 entsprachen hierbei nicht den Auswahlkriterien.
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Abbildung 3.2.9: Filterbindung représentativer Monoklone der N20 RNA-Bibliothek K1-K4; K6 und K7 (A) und
der individuellen RNA-Sequenzen K16 und K20-24 (B) der N25 RNA-Bibliothek aus der Hiss-KIAA0403-
AN291 Selektion. Hisg-KIAA0403-AN291 ist in steigender Konzentration (0-500 nM) mit den radioaktiv
markierten Monoklonen inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-E (A: Lysozym; B: FHL2
LIMO+1, C: Streptavidin, D: Cytohesin 1 und E: CYTIP-PDZ) sind in der héchsten Konzentration (500 nM)
eingesetzt worden.

3.2.5 K21 und K61
Die Analyse der Monoklon-Filterbindungen beider Selektionen ergab die Sequenz K21 (N25

RNA-Bibliothek) mit einer Dissoziationskonstante von 78 + 23 nM mit den besten Bindungs-
eigenschaften, Abbildung 3.2.10 (A). AnschlieBende Filterbindungsstudien schlossen eine
Affinitdt gegen die CC-Doménen des Proteinkonstruktes Hiss-CYTIP-PDZCC und des
Cytohesin 1 aus. Die Cytohesin 2-Sec7-Domane wurde ebenfalls nicht erkannt, Abbildung
3.2.10 (B).
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Abbildung 3.2.10: Filterbindungsanalysen der unselektierten RNA-Bibliothek N25 und von K21. A| Die RNA-
Bindung in % ist gegen die steigende Konzentration von Hisg-KIAA0403-AN291 in einem Bereich von 0-
500 nM dargestellt. B| Filterbindungsanlyse des selektierten Aptamers K21. Die Aptamerbindung in % ist gegen
die steigende Konzentration von Cytohesin 2, Cytohesin 2 Sec7-Doméne, Cytohesin 1 und CYTIP-PDZCC (0-
1000 nM) aufgetragen.
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Gleiches galt fur die Wechselwirkung mit Lysozym, Hiss-CYTIP-PDZ, Streptavidin und
Hisg-FHL2-LIMO+1, Abbildung 3.2.9 (B). Interessanterweise vermochte K21 auch
Cytohesin 2, den Interaktionspartner von KIAA0403 mit einer &hnlichen Affinitat (Kp =
29,47 + 2,42 nM) zu erkennen, nicht jedoch das zu 90 % homologe Cytohesin 1.

Dieses Ergebnis fiihrte zu intensiveren Untersuchungen dieses speziellen Bindungs-
phanomens. Hierzu wurde auch das K61 Aptamer verwendet, selektiert und charakterisiert
von Dr. M. Theis®®” gegen Cytohesin 2. Aus Filterbindungsstudien ging hervor, dass K61
ebenfalls in der Lage ist, selektiv und mit sehr guter Affinitdt an das KIAA0403-AN291
Konstrukt zu binden (Kp = 21,46 + 0,69 nM), genauso wie sein ursprungliches Target
Cytohesin 2 (Kp =79,62 + 5,35 nM), Abbildung 3.2.11.
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Abbildung 3.2.11: Filterbindungsanalysen der unselektierten RNA-Bibliothek 140 und des Aptamers K61. Die
RNA-Bindung in % ist gegen die steigende Proteinkonzentration von Hisge-KIAA0403-AN291 und Cytohesin 2
in einem Bereich von 0-1000 nM dargestellt. Die Kp-Wert fiir Hisg-KIAA0403-AN291 betragt 21,46 + 0,69 nM,
fur Cytohesin 2 79,62 + 5,35 nM. Als Negativkontrolle wurde die unselektierte 140 RNA-Bibliothek gegen die
steigende Konzentration von Hisg-KIAA0403-AN291 aufgetragen.

Bei dem K61 Aptamer handelt es sich um eine 82 Nukleotide lange RNA-Sequenz. Diese
konnte in einer ,,Counter-Selektion** aus der 140 RNA-Bibliothek mit einem randomisierten
Bereich von 40 Nukleotiden identifiziert werden, spezifisch gegen Cytohesin 2. Bei dieser
Selektionsmethode wurde die angereicherte Bibliothek nach 15 Selektionszyklen noch
zusétzlich gegen Cytohesin 1 vorselektiert, um eine gezielte Anreicherung von spezifischen
Cytohesin 2 Bindern zu erreichen®". Literarurbekannt ist ein Diskriminierungsfaktor von 35,
mit welchem K61 zwischen den beiden Spezies unterscheiden kann. Zwischen den
Interaktionspartnern KIAA0403 und Cytohesin 2 ist es K61 jedoch nicht mdglich.

Beide Aptamere K21 und K61, welche gegen zwei vollig unterschiedliche Proteine aus zwei
verschiedenen RNA-Bibliotheken selektiert wurden, weisen in der Primarsequenz nur eine
Gemeinsamkeit auf. Sie teilen sich ein Konsensusmotiv aus den sechs Nukleotiden

CUAUUG, Abbildung 3.2.12. Hinweise auf ein gemeinsames Faltungsmuster konnten durch
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mfold-Vergleiche nicht gefunden werden. Die von mfold als energetisch beginstigte Faltung
von K21 weist nach einer offenen Struktur einen stabilen ,,stem-loop* von sieben
Nukleotiden auf, Abbildung 3.2.12 (A). Dieser geht in einen Bulge (21 Nukleotide) uber,
welcher in einer stabilen ,,Hairpin“-Struktur endet und teilweise durch die Konsensussequenz
gebildet wird. Im Vergleich dazu zeigt die Struktur von K61 ein anderes Faltungsmuster,
Abbildung 3.2.12 (B). Die Konsensussequenz befindet sich hierbei ungepaart in einer ,,loop*“-
Region. Um eine eindeutige Aussage zur tatséchlichen Struktur treffen zu kdnnen, missten

weitere Charakterisierungen in Form von Probings®’ durchgefiihrt werden.
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UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3' UUUAACCUGGCCUGUUUGGGC

CUCUUGCUCUUCCUAGGAGU-3

Abbildung 3.2.12: Mfold Strukturen und Aptamersequenzen von K21 (A) und K61 (B). In den mfold
Darstellungen™? beider Aptamere ist der randomerisierte Bereich (R) durch eine Trennlinie zur konstanten
Region gekennzeichnet. Die Konsensussequenz in beiden Strukturen ist durch gréRere Buchstaben und eine
zusétzliche Markierung hervorgehoben. Zum Sequenzvergleich wurden die Aptamersequenzen noch einmal
aufgefiihrt, wobei der randomisierte Bereich grau unterlegt ist und die Konsensussequenz in schwarzer kursiver
Schrift unterstrichen ist.

3.2.6 Invitro “Pull-down”-Assays

Zur weiteren Charakterisierung des K21 Aptamers wurden ,,Pull-down**-Assays etabliert. Bei
diesem Assay werden die entsprechenden Proteine, Hisg-KIAA0403-AN291 und Cytohesin 2
mit Hilfe der biotinylierten Aptamere aus der Proteinlésung herausgezogen [6.5.5] und im
Western-Blot [6.1.3.1] nachgewiesen. Als Kontrollen wurden K61, seine unselektierte RNA-
Bibliothek 140 und ein Cytohesin 1 spezifisches Aptamer M69! eingesetzt.

Fur den Hisg-KIAA0403-AN291 ,,Pull-down*“-Assay wurden 33 pmol der biotinylierten RNA
mit dem Protein in Losung unter Selektionsbedingungen (1 x PBS; 1,5 mM MgCl,) inkubiert
und anschliefend durch Immobilisierung an die streptavidinderivatisierten magnetischen
Partikel aus der Reaktionsldosung entfernt. Nach Waschen und Elution aus der Matrix wurde

Hiss-KIAA0403-AN291 mittels seiner fusionierten N-terminalen Hexahistidinsequenz im
40



3.2 KIAA0403 (PIP3-E) 3 Ergebnisse

immunologischen Nachweis detektiert, Abbildung 3.2.13 (A). K21 konnte das rekombinante
Hiss-KIAA0403-AN291 Protein nach visueller Abschdtzung zu ca. 80% aus der
Reaktionsldsung ziehen. Ein dhnliches Verhalten konnte auch bei K61 beobachtet werden.
Die unselektierte 140 RNA-Bibliothek zeigte jedoch auch eine gewisse Affinitdt zu Hise-
KIAA0403-AN291, wobei diese in den vorangegangenen Filterbindungen nicht so ausgepréagt
war, Abbildung 3.2.10. Weitere Kontrollexperimente mit dem biotinylierten M69 Aptamer

und Wasser schlossen eine unspezifische Matrixbindung aus.

A B

His,-KIAAD403-AN291 | Input N25#1 K21 #1140 K61 M69 neg Cytohesin 2 Input  N25#1 K21 neg

N | g ~— S ——— I —

Abbildung 3.2.13 ,,Pull-down* Assay mit dem rekombinant gereinigten Hiss-KIAA0403-AN291 (A) und
Cytohesin 2 (B). A| Western-Blot mit Inputkontrolle von 10 pmol, 30% des Gesamtproteins und je 50% der
»Pull-down*“-Elutionen aus der biotinylierten N25 und 140 RNA-Bibliothek, der Aptamere K21, K61, M69 und
Negativkontrolle (keine biot. RNA) wurden aufgetragen. B| 10 pmol 30% des Gesamtproteins Cytohesin 2 und
je 50% der ,,Pull-down* Elutionen aus der biotinylierten RNA-Bibliothek und K21 sind aufgetragen.

Aufgrund der ProteingroBe von Cytohesin2 (47 kD) wurde das biotinylierte Aptamer
(33 pmol) und die Kontroll-RNA-Bibliothek fir den ,,Pull-down**-Assay vorab immobilisiert.
Nach Inkubation von Cytohesin2 mit dem immobilisierten Aptamer bzw. der RNA-
Bibliothek konnte K21 in guter Diskriminierung zur unselektierten RNA-Bibliothek das
Protein Cytohesin 2 komplexieren. Dieses wurde in Western-Blots mittels eines spezifischen
Cytohesin 2 Antikorpers detektiert. Die Ausbeute war im Vergleich zum K21 Hise-
KIAA0403-AN291 ,,Pull-down**-Assay schlechter (visuell abgeschétzt 10%), Abbildung
3.2.13 (B). Grinde hierfur kénnten die ProteingrofRe und mdogliche sterische Effekte sein.
Aber auch zu kurze Inkubationszeiten und daraus resultierende kinetische Effekte kdnnten
hierbei eine Rolle gespielt haben.

Weiterhin konnten die ,,Pull-down Assays* als zweiter unabhangiger Bindungstest bestétigen,
dass das K21 Aptamer beide Interaktionspartner KIAA0403 und Cytohesin 2 bindet. Es

handelt sich also nicht um ein Filterbindungsartefakt.

3.2.7 Kompetitionsstudien von K21 und K61
Zur Untersuchung der Bindungsepitope beider Aptamere K21 und K61 wurden

Kompetitionsstudien [6.5.2] an Hisg-KIAA0403-AN291 und Cytohesin 2 mit radioaktiv 5’-
markierten Aptameren in Gegenwart der korrespondierenden unmarkierten RNA-Sequenzen
in steigender Konzentration durchgefiihrt. Hierbei wurde die Konzentration des jeweiligen

Proteins konstant bei 100 nM (Hiss-KIAA0403-AN291) bzw. bei 150 nM (Cytohesin 2)
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gehalten. Dies entsprach etwa der Dissoziationskonstante der jeweiligen Bindung. Die
Titration der unmarkierten RNA wurde in einem Bereich von 3-200 nM durchgefihrt. Die
RNA-Bibliotheken N25 und 140 zeigten weder bei der Inkubation mit dem radioaktiv
markierten K21 Aptamer und Hisg-KIAA0403-AN291, Abbildung 3.2.14 (A), noch mit K61
und Cytohesin 2, Abbildung 3.2.15 (A), einen kompetitiven Effekt. Unmarkiertes K21
hingegen zeigt bei der Kompetition mit sich selbst um die Hisg-KIAA0403-AN291-
Bindungsstelle in einem Konzentrationsbereich von 3-200 nM die erwartete

konzentrationsabhdngige Bindungsabnahme, Abbildung 3.2.14 (A).
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Abbildung 3.2.14: Kompetitionsstudien des radioaktiv markierten K21, 100nM Hisg-KIAA0403-AN291 und der
unmarkierten Aptamere K21 und K61. Die K21 Aptamerbindung ohne Kompetitor wurde auf 100% Bindung
normiert. A| Aufgetragen ist die K21 Aptamerbindung gegen die steigende Konzentration der unmarkierten
Aptamere K21 und K61 in einem Bereich von 3-200 nM. Als negative Bindungskontrolle wurden die nicht
markierten RNA-Bibliotheken N25 und 140 eingesetzt. B| Wiederholung der K21-Kompetition mit
unmarkiertem K61 im Bereich von 0,4-200 nM.

Unmarkiertes K61 vermag ebenfalls radioaktiv markiertes K21 von seiner Bindungsstelle zu
verdrédngen. Bei einer Konzentration von 3nM waren mehr als 80 % der radioaktiv
markierten RNA verdrangt. Dies bedeutet, dass K61 innerhalb der Hiss-KIAA0403-AN291
Aminosduresequnez das gleiche oder ein tberlappendes Bindungsepitop wie K21 besitzt. Die
erneute Titration des unmarkierten K61 in Kompetition mit dem radioaktiv markierten K21 in
einem niedrigeren Konzentrationsbereich von 0,4-200nM  macht ebenfalls den
konzentrationsabhdngigen Abfall der Aptamerbindung deutlich, Abbildung 3.2.14 (B). Bei
der Umkehrung des Kompetitionsexperimentes mit Cytohesin 2 war es auch hier mdglich eine
konzentrationsabhangige Bindungsabnahme des radioaktiven K61 durch unmarkiertes K21 zu
beobachten, Abbildung 3.2.15 (A).

Die Bindungsepitope beider Aptamere K61 und K21 an Cytohesin 2 sind wie bei Hisg-
KIAA0403-AN291 entweder gleich oder in grofRen Teilen Uberlappend, so dass eine

Kompetition stattfinden kann. Bei der Titration mit unmarkierten und markiertem K61,
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konnte schon bei einer Konzentration von 3 nM eine vollstdndige Kompetition erzielt werden.
Durch eine erneute Titration in einem kleineren Konzentrationsbereich (0,4-200 nM) konnte
auch hier ein konzentrationsabhéniger Abfall der Aptamerbindung gezeigt werden, Abbildung
3.2.15
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Abbildung 3.2.15: Kompetitionsstudien des radioaktiv markierten K21, 150 nM Cytohesin 2 und der
unmarkierten Aptamere K61 und K21. Die K61 Aptamerbindung ohne Kompetitor wurde auf 100% Bindung
normiert. A| Aufgetragen ist die K61 Aptamerbindung gegen die steigende Konzentration der unmarkierten
Aptamere K21 und K61 im Bereich von 3-200 nM. Als Negativkontrolle wurden die unselektierten, nicht
markierten RNA-Bibliotheken N25 und 140 eingesetzt. B| Wiederholung der K61-Kompetition mit unmarkierten
K61 im niedrigerem nM Bereich (0,4-200 nM).

Zusammenfassend l&sst sich als Ergebnis der Aptamer-Kompetitionsstudien festhalten, dass
beide Aptamere K21 und K61 in der Lage sind, sich gegenseitig sowohl an der CC-bindenden
Doméne des Hisg-KIAA0403-AN291 Konstrukts als auch an Cytohesin 2 zu verdrangen. Dies
lasst darauf schlielRen, dass beide Aptamere die gleichen oder Uberlappenden Regionen auf

beiden rekombinanten Proteinen erkennen.

3.2.8 Kompetitionsstudien von KIAA0403-AN291 und Cytohesin 1
Weiter wurde mittels Filterbindungen [6.5.3] der Einfluss von Cytohesin 1 auf die K21
Aptamerbindung an KIAA0403-AN291 untersucht. Hierbei zeigte sich, dass Cytohesin 1,
welches keine Affinitdt zum K21 Aptamer besitzt, in der Lage war, die K21-Hisg-KIAA0403-
AN291 Interaktion konzentrationsabhéngig mit einem K, von 1,29 + 0,44uM zu inhibieren,
Abbildung 3.2.16.

Es sind vor allem die CC-Doménen des Cytohesins1l und 2, welche sich auf
Aminosaureebene stark unterscheiden. KIAA0403 ist es dennoch mdglich, beide Proteine zu
erkennen. Jedoch wird dieser wahrscheinlich sehr kleine strukturelle Unterschied vom K21

Aptamer nicht toleriert.
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Abbildung 3.2.16: Kompetitionsstudien des radioaktiv markierten K21, 100 nM Hiss-KIAA0403-AN291 und
Cytohesin 2. Die K21 Aptamerbindung ohne Kompetitor wurde auf 100% Bindung normiert. Aufgetragen ist die
K21 Aptamerbindung gegen eine steigende Konzentration von Cytohesin 1 (0,01-1 puM). Die ermittelte
Inhibitionskonstante der Kompetition betragt 1,29 £ 0,44 puM.

3.2.9 GDP/GTP Austausch-Assay
Zur weiteren Charakterisierung von K21 [3.2.5] wurden GDP/GTP Austausch-Assays durch-

gefiihrt. Hierbei sollte untersucht werden ob K21 einen Einfluss auf die katalytische Aktivitét
der Sec7-Domane!*™ besitzt. Alle Mitglieder der Cytohesin Familie besitzen die Fahigkeit, an
ARF-Proteinen den GDP/GTP Austausch zu katalysieren und diese in die aktive
Konformation zu tiberfiihren™ 7¢I [1.4], Abbildung 3.2.17.
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Abbildung 3.2.17: Schematische Darstellung des GDP/GTP Austausches an ARF, wobei das GEF (Guanosin
Exchange Factor) als Katalysator aufgrund seiner Sec7-Doméne fungiert. Durch die Proteinwechselwirkung
kommt es zu einer Reorganisation des ARF-Proteins, wobei das GDP aus dem Komplex entlassen wird und die
Aufnahme von GTP stattfinden kann.

Der GDP/GTP Austausch induziert eine Reorganisation der ARF-B-Faltblattstruktur’!.
Aufgrund der Konformationsédnderung zeigt ARF im GTP-gebundenen Zustand bei Anregung
(280 nm) eine hohere Fluoreszenz als in GDP gebundenem Zustand™® "1, Dies wird durch
das Tryptophan W78 im katalytischen Zentrum gesteuert™ ). Bei den Messungen wurde mit
der NA17ARF1-Mutante, einer Ioslichen Variante ohne Myrostoylrest und hydrophobes N-
terminales Ende, gearbeitet. Die GDP/GTP Austauschreaktion konnte iber den Anstieg der
Tryptophanfluoreszenz im GTP-gebundenen Zustand des ARF-Proteins verfolgt werden
[6.5.6]. Die Zugabe des K21 Aptamers in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 und
1uM) verursachte keine Verénderung in der Austauschaktivitdt vom Cytohesin 2 an ARF1,
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Abbildung 3.2.18 (A). Lediglich in einer hohen Konzentration von 5uM konnte eine
Inhibition festgestellt werden. Der gleiche Effekt wurde allerdings auch bei der N25 RNA-
Bibliothek beobachtet. Dies deutet auf eine generelle aptamerunabhangige, unspezifische
Wechselwirkung aufgrund der hohen RNA-Konzentration hin, Abbildung 3.2.18 (B).
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Abbildung 3.2.18: GDP/GTP-Austausch von Cytohesin 2 an NA17Arfl. Aufgetragen ist die gemessene
Fluoreszenz gegen die Zeit. A| Austauschreaktion von Cytohesin 2 (50 nM) an NA17Arf1 (1 uM) mit steigender
Konzentration des K21 Aptamers (05,-5 pM). B| Kontrollaustauschreaktion mit der N25 RNA-Bibliothek.
Reaktionsbedingungen: 1 x PBS pH 7.4, 4mM MgCl,; 200 pL Reaktionsvolumen; 37°C.

In diesem Testsystem konnte nachgewiesen werden, dass K21 den GDP/GTP Austausch von
Cytohesin 2 an ARF nicht inhibiert oder strukturelle Veranderungen der katalytisch aktiven
Cytohesin 2 Sec-7 Domane bewirkt. Die Ahnlichkeit zu K61 wird durch dieses Ergebnis noch
deutlicher, da es ebenso keine inhibitorischen F&higkeiten bezlglich des GDP/GTP

vermittelnden Austausches besitzt®",

3.2.10 Klonierung und Expression der GST-KIAA-Konstrukte

Fur weitere Charakterisierungen und Epitopuntersuchungen wurde die Klonierung und
Expression des KIAA0403 Volllangenproteins als Glutathion-S-Transferase Fusionsprotein
etabliert. Zur Epitopkontrolle wurde auch die CC-bindende Doméne, welche schon zur
Aptamerselektion verwendet wurde, als GST-KIAA0403-AN291-Konstrukt kloniert [6.4].
Weiterhin wurde das korrespondierende GST-KIAA0403-AC125-Konstrukt nach der in [6.4]
beschriebenen Methode durch Reskriktionsverdau [6.4.1] mit den Restriktionsenzymen EcoRl
und BamHI und Ligation [6.4.2] in einen pGEX-2T Expressionsvektor kloniert’, siehe
Abbildung 3.2.109.

® Das Volllangenplasmid KIAA0403 fiir die Klonierungen wurde freundlicherweise von Prof. Dr. W. Kolanus
(Universitat Bonn) zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 3.2.19: Schematische Darstellung der GST-KIAA0403-Konstrukte zur Epitopbestimmung und
Verifizierung der Filterbindungsdaten. Die zur Affinitdtschromatographie verwendeten Fusionstags sind als rotes
Hexagon fiir die Hexahistidinaminoséuresequenz und als blaues Rechteck fur die Glutathion-S-Transferase
(GST) dargestellt. Die N-terminale PH Doméne von KIAAQ0403 ist schematisch als grines Rechteck
gekennzeichnet.

Die Einflhrung des 26 kD groBen Fusionsproteins Glutathion S-transferase (GST) am N-
Terminus der zu exprimierenden Proteine sollte einerseits zur affinitatschromatographischen
Reinigung der rekombinanten Proteine dienen, andererseits aber auch die Loslichkeit steigern.
Die Proteinexpression der GST-Fusionsproteine von KIAA0403 konnte nach
Optimierung der Expressionszeit und der Sauerstoffzufuhr nach der in [6.6.7.3] beschriebenen
Methode durchgefiihrt werden. Die anschlielende Lyse des GST-KIAA-AN291- und -AC125-
Konstrukts [6.6.7.3] und die affinitdtschromatographische Reinigung [6.1.11.2] wurden
aufgrund der hohen Tendenz zur Prazipitation in dem schon fir das Hisg-KIAA0403-AN291
Protein optimierten Hochsalzpuffer durchgefiihrt. Das Glutathion wurde nach der
Proteinreinigung umgehend mittels NAP-Sdulen [6.1.7.2] entfernt und beide Protein-
konstrukte im Hochsalzpuffer aufbewahrt. Zur Reinigung des GST-KIAA0403
Volllangenproteins wurde die Lyse in einem Phosphatpuffer durchgefiihrt, welcher in allen
Reinigungsschritten benutzt wurde [6.1.11.2]. AnschlieBend wurde zur Abtrennung von basal
exprimierten GST eine zusatzliche lonenaustauschchromatographie durchgefihrt [6.1.12].
Eine derartige Behandlung war bei der Proteinreinigung der Deletionsproteine nicht
erforderlich.
Nach der zweiten Reinigung konnte das Fusionsvolllangenprotein mit einer kleinen
Restkontamination durch GST erhalten werden, Abbildung 3.2.20. Die anschlieBende
Umpufferung in den KIAA0403 Hochsalzpuffer diente zur VVorbeugung gegen Prazipitation.
Die Deletionsmutanten GST-KIAA-AN291 und -AC125 konnten ausreichend in einer

Proteinausbeute von 36 pg (6,05 uM; AN291) und 500 pg (14,6 uM; AC125) aus 1L LB
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Kultur BI21 (DE3) E.coli (zwei Ansatze: 0,5 L) erhalten werden. Die Gesamtmenge des GST-
KIAA0403 Volllangenproteins betrug 200 pg aus der gleichen Ansatzgroe mit einer
Konzentration nach Anreicherung von 12 puM. Wie in Abbildung 3.2.20 zu sehen entspricht
der Reinheitsgrad Uber 90 %, so dass diese Proteinpraparationen fir die Filterbindungs-
untersuchungen verwendet werden konnte. Die Identitat der neu klonierten Proteine wurde
auf DNA-Ebene durch die Sequenzierung des Expressionsplasmids bestétigt [Anhang 9.1.5,
9.1.6, 9.1.7]. Zur weiteren Verwendung fiir die Bestimmung der Aptamer-Bindungsdomane in
Filterbindungsuntersuchungen [6.5.1] wurden die GST-Proteine vorab durch Dialyse in die
entsprechenden Puffer Gberfihrt und zur Prazipitationsvorbeugung unverziglich verwendet
[6.1.7.1].

Marker A B C

220 kD —

97 kD —» =
66 KD — ~ <=mmu GST-KIAA0403

—> . e <—mmn GST-KIAA0403-AC125
45 kD —»

<mmu GST-KIAA0403-AN291

30 kD —» s
20,1 kD —»
14,3kD — > .

Abbildung 3.2.20: Analyse der GST-KIAA0403 Proteinkonstrukte. A| Das GST-KIAA0403-Volllangeprotein
weist nach Affinitats- und lonenchromatographie (700 ng) noch kleine Restkontamination durch GST (26 kD)
auf. B| Bei GST-KIAA0403-AC125 ist nach Affinitdtschromatographie ebenfalls eine kleine GST
Restkontamination vorhanden (510 ng). C| GST-KIAA0403-AN291 (750 ng) erscheint mittels SDS-PAGE
Analyse nach Coomassie Farbung (Brilliant Blau) homogen.

Das K21 Aptamer zeigte wie erwartet, eine sehr gute Affinitdt zu seinem urspriinglichen
Target GST-KIAA0403-AN291 mit einem Kp-Wert von 24,51 + 3,90 nM. Eine flinffach
stirkere Interaktion im niedrigen nanomolaren Bereich konnte mit dem GST-KIAA0403
Volllangenprotein (Kp = 4,8nM £ 1,47 nM) beobachtet werden, Abbildung 3.2.21 (A).
Interessanterweise vermochte K21 ebenso die Deletionsmutanten GST-KIAA0403-AC125,
die keine CC-bindende Domane aufweist, mit vergleichbarer Affinitat (Kp = 18,16 *
3,62 nM) zu binden, Abbildung 3.2.21 (B).

Diese Ergebnisse lassen eine Schlussfolgerung auf ein konkretes Bindungsepitop von K21
innerhalb des KIAAO0403 Proteins nicht zu. Dennoch handelt es sich bei den
Aptamerinteraktionen um eine spezifische Wechselwirkung. K21 zeigte in Kontroll-
experimenten weder eine Interaktion mit der isolierten Glutathion-S-Transferase®, noch war es

in der Lage, ein weiteres Kontroll-GST-Fusionsprotein (GST-Innexin3-Loop®) zu erkennen.

® Das rekombinante Protein wurde freundlicherweise von Herr M. Knieps (AK Famulok) zur Verfiigung gestellt.
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Dieses Ergebnis schlielt eine unspezifische Affinitdt zum GST aus. Eine Homologie der
KIAA0403 GST-Konstrukte auf Aminosaureebene besteht ebenfalls nicht [9.6].

Der Sattigungsabfall der Filterbindungen von urspringlich 80% (Hiss-KIAA0403-AN291),
Abbildung 3.2.10, auf max. 20% bei den GST-KIAA0403-Konstrukten kénnte verschiedene
Ursachen haben. Es konnte auf ein Faltungsproblem der RNA bzw. der Proteinkonstrukte
hindeuten, so dass nur ein kleiner Teil der Gesamtpopulation binden kann.

Um Naheres Uber das Bindungsepitop zu erfahren, welches wahrscheinlich in der
Zwischenregion der beiden Deletionsmutanten zu suchen wére, miuissten weitere

Deletionsmutanten kloniert und in Filterbindungs-Assays untersucht werden.
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Abbildung 3.2.21 Filterbindungsanalysen des Aptamers K21 mit den rekombinanten GST-Proteinen, KIAA0403
Volllange, des KIAA0403-AN291- und KIAAQ403-AC125-Konstrukts. Die Aptamerbindung in % ist gegen die
steigende Proteinkonzentration von GST-KIAA0403 Volllange und GST-KIAA0403-AN291 in (A) bzw. GST-
KIAA0403-AC125 in (B) in einem Bereich von 0-1000 nM dargestellt. Aus der Auftragung ergeben sich die Kp-
Werte fir GST-KIAA0403 Volllange von 4,80 + 1,47 nM, GST-KIAA0403-AN291 von 24,51 + 3,90 nM und
18,16 + 3,62 nM fur GST-KIAA0403-AC125.

Bei der Filterbindungsanalyse des K61 Aptamers mit den GST-KIAA0403 Fusionsproteinen
stellte sich heraus, dass auch K61 nicht in der Lage war, zwischen den beiden
Deletionsproteinen KIAA0403-AN291 und -AC125 zu diskriminieren. K61 vermochte das
GST-KIAA0403 Volllangenprotein in einer sehr guten Affinitdt zu binden (Kp = 4,68 *
2,27 nM), vergleichbar mit der des K21 Aptamers. Die Aptamer-Protein Interaktion von K61
und dem GST-KIAA0403-AN291 Protein lag mit einer Dissoziationskonstanten von 50,77 +
2,82nM im nanomolaren Bereich und ist um einem Faktor drei starker als die
Wechselwirkung des GST-KIAA0403-AC125-Konstrukt ohne die CC-bindende Doméne
(Kp = 175,3nM = 23,1nM), Abbildung 3.2.22. Bei diesen Filterbindungen war die Séttigung

im Gegensatz zu den vorherigen Bindungsstudien um den Faktor vier héher, sie betrug 80%.
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Abbildung 3.2.22: Filterbindungsanalysen des Aptamers K61 mit den rekombinanten GST-Proteinen,
KIAA0403 Volllange, des KIAA0403-AN291- und KIAA0403-AC125-Konstrukts. Die Aptamerbindung in %
ist gegen die steigende Proteinkonzentration von GST-KIAA0403 Volllange, GST-KIAA0403-AN291 und GST-
KIAAQ0403-AC125 in einem Bereich von 0-1000 nM dargestellt. Die aus der Auftragung ermittelten
Dissoziationskonstanten der Aptamerinteraktionen ergeben sich zu 14,68 + 2,27 nM fir GST-KIAA0403
Volllange, 50,77 £ 2,82 nM fir GST-KIAA0403-AN291 und 175,30 + 23,15 nM fiir das GST-KIAA0403-
AC125-Konstrukt.

Wie beim K21 Aptamer war eine eindeutige Bindungszuordnung aus der K61 Epitopanalyse
nicht mdglich. Beide Aptamere K21 und K61 zeigen das gleiche Bindungsverhalten mit
ahnlich guter Affinitdt ohne weitere Diskriminierung an den getesteten GST-
Fusionsproteinen. Weitere Untersuchungen der gemeinsamen Konsensunssequenz sollte

Aufschluss geben, ob diese Region fir die Interaktion essentiell ist.

3.2.11 Mutationsstudien der Konsensussequenz von K21
In weiteren in vitro Untersuchungen sollte das gefundene Konsensusmotiv CUAUUG durch

Punktmutationen analysiert werden, um einen konkreten Zusammenhang des Motivs zum
Aptamerbindungsverhalten herzustellen. Das Auswahlkriterium der Punktmutationspositionen
stellten die aus mfold-Analysen vorhergesagten zweidimensionalen Faltstrukturen dar. Diese
sollten nach Madglichkeit einen grofRen strukturellen Unterschied zur urspringlichen
vorhergesagten K21 Aptamerstruktur aufweisen. Hierbei wurden die einzelnen Purinbasen
und Pyrimidinbasen durch die korrespondierenden Purin- und Pyrimidinbasen ersetzt und die
Positionen mit dem grofiten Unterschied ausgewahlt [32 (P2), 33 (P3), 34 (P4); Anhang 9.6].
Zu Vergleichzwecken wurden auch Doppelmutanten an den Positionen 32;33 (P2+3) und
33;34 (P3+4) generiert, Abbildung 3.2.23 (B). Das K21 und die Punktmutanten wurden als
synthetische DNA von der Firma Metabion bezogen, wobei die original K21 Aptamersequenz
zur Sequenzverifizierung diente. Nach der T7-Promoterintegrierung mittels PCR (N25.47-
und N25.21-Primer) [5.7.1.4, 6.2.2.1] wurde die RNA durch T7-Transkription [6.2.2.2]
generiert. AnschlieBend wurde durch Dephosphorylierung [6.2.2.10] und erneuter
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Phosphorylierng ~ mit  radioaktiv.  markiertem  y-[*P]-ATP  [6.2.2.11], die
Filterbindungsanalysen ermdéglicht. Die eingesetzte synthetische K21 Aptamersequenz zeigte
die gleiche Affinitat zum Hisg-KIAA0403-AN291 Proteinkonstrukt wie das aus der Selektion
und Klonierung generierte K21 Aptamer, Abbildung 3.2.23 (C). Alle Punkmutanten dagegen
zeigten eine sehr viel schlechtere Wechselwirkung. Hierbei ist auch zu erwéhnen, dass sich
die Séattigung bei den Punkt- und Doppelmutanten um den Faktor vier reduziert hat. Der
Grund konnte eine instabile RNA Faltung sein, bedingt durch die Punktmutationen. Dies
kdnnte ein Hinweis dafir sein, dass die identifizierte Konsensussequenz CUAUUG der K21
und K61 Aptamere bei K21 essentiell fir die Interaktion mit dem Hisg-KIAA0403-AN291

Protein ist.
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Abbildung 3.2.23: A| K21 Aptamersequenz mit der punktmutierenden Konsensussequenz CUAUUG. Der
konstante Bereich ist durch fett gedruckte Letter gekennzeichnet, wobei die Konsensussequenz farblich hervor-
gehoben ist. B| Die Punktmutationen an Position 32, 33 und 34, wie auch die Doppelmutanten der Positionen
32;33 und 33;34 sind durch Unterlegung der betroffenen Nukleotide verdeutlicht. C| Filterbindungsanalyse der
Punktmutanten P2-P4 und Doppelmutanten P2+3 und P3+4. Die Aptamerbindung in % ist gegen die steigende
Proteinkonzentration von Hisg-KIAA0403-AN291 in einem Bereich von 0-1000 nM dargestellt.

Alle Daten aus den in vitro Bindungsstudien préasentieren ein sich wiederholendes Bild. Beide
Aptamere K21 und K61 zeigen ein aufféallig ahnliches Bindungsverhalten. Dies konnte auf
ein vergleichbares Faltungsverhalten in einer bestimmten Region oder Doméne beider

Proteine hindeuten, welche sich aber in der Aminosauresequenz deutlich unterscheiden.

3.2.12 Zellkulturstudien in HelLa-Zellkultur

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Charakterisierung des selektierten Aptamers K21, welches in
allen in vitro Experimenten eine sehr groBe Ahnlichkeit mit dem K61 Aptamer™” aufwies,
waren weiterfuhrende Untersuchungen in eukaryontischer Zellkultur.

Theis et al.®”! konnten anhand von Transfektionsexperimenten des K61 Aptamers in HelLa-
Zellen eine negative Regulation der MAPK-regulierten Genexpression feststellen. Eine

Inhibierung von Cytohesin 2, nicht jedoch von Cytohesin 1, mit Hilfe von Aptameren oder
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einer spezifischen siRNA resultierte in der Reduktion der Erk1/-2 Phosphorylierung. Die
Folge war eine Blockierung der serumstimulierten Expression von SRE-regulierten Genen.
Der MAP-Signalweg reguliert eine Fulle unterschiedlicher Gene, unter anderem auch den
Transkriptionsfaktor c-Fos [1.3, 1.3.1]. Die stimulierbare Expression von c-Fos durch
Mitogene oder Wachstumsfaktoren wird unter anderem durch das ,,serum response element*
(SRE) vermittelt, welches in der Promotorregion des c-Fos Genes enthalten ist*"® 7],

Das neu selektierte K21 Aptamer sollte ebenso wie K61 in HeLa-Zellkultur einen &hnlichen
Effekt als MAP-Signalweginhibitor aufweisen, da alle in vitro Bindungsstudien auf identische
Charakteristika der Aptamere hindeuten. Eine regulatorische Beteiligung des humanen
KIAA0403 CC-Binders an der MAPK-AKtivitét ist aufgrund der in vitro Bindungsdaten mit
den Cytohesinen [3.2.2] und der Aptamerwechselwirkung [3.2.5, 3.2.7] sehr wahrscheinlich
und wurde weiter untersucht. Die Existenz der Cytohesinmitglieder 1-3 und KIAA0403
(PIP3-E) konnte in ersten Vorversuchen durch ,Real time“ PCR-Experimente mit
spezifischen Sonden (ABgen) nachgewiesen werden [M. Hafner, unpublizierte Daten].

Cytohesin 2 ist nicht ausschlielich flir die Signalweiterleitung verantwortlich, sondern in
weiteren biologischen Prozessen wie der Aktinzytoskelettremodellierung, der Aktivierung der
Ca-regulierten Exozytose, der Regulierung der dendritischen Verzweigung und der
Zellmigration beteiligt [1.4]. Bedenkt man diese Mutifunktionalitdt des Proteins muss der

Assay so geplant werden, dass nur die Signaltransduktion erfasst wird.

3.2.12.1 Luciferase MAP-Kinase Assays
Die inhibitorischen Eigenschaften des K21 Aptamers im MAP-Signalweg wurden mittels

eines von Dr. M. Theis etablierten Luciferase-Assays®” untersucht.

Zur Analyse der SRE-kontrollierten Genexpression wurde die Luciferase als Reportergen in
HelLa-Zellstudien eingesetzt. Das Strukturgen der Luciferase steht hierbei im Plasmid SRE-
Luc unter der Kontrolle des ,,serum response element” [5.6]. Dieses Plasmid wurde mit dem
K21 Aptamer, bzw. mit der unselektierten N25 RNA-Bibliothek als Negativkontrolle co-
transfiziert. Das Aptamer wurde in diesem Assay mit steigender Konzentration (0,25 bis
3 pmol) appliziert, wobei die RNA-Menge durch den Zusatz der N25 Bibliothek konstant
gehalten wurde. Dadurch sollten unspezifische Effekte aufgrund unterschiedlicher RNA-
Mengen unterbunden werden. Zur Normierung des Lumineszenzsignals auf die
Transfektionseffizienz wurde zusatzlich das Plasmid pEGFP-N1 [5.6] verwendet. Dieses
Strukturgen des ,,enhanced green fluorescent protein“ (EGFP) steht unter der Kontrolle eines
humanen Cytomegalovirus (CMV) Promotors, welcher nicht stimulierbar ist. Mit Hilfe einer
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zusétzlichen Normierung des Lumineszenzsignales auf die Gesamtproteinkonzentration
konnten weitere Schwankungen in der Lysiseffizienz ausgeglichen werden.

Wie in Abbildung 3.2.24 (A) zu erkennen, fihrte die Transfektion von K21, wie auch schon
fir K61 beschrieben®", zu einer konzentrationsabhangigen Inhibition der serumstimulierten
Luciferase Expression. Der endogene Luciferaselevel konnte aufgrund der Transfektion von
3pmol Intramer auf 18 % (bezogen auf die Poolkontrolle 100 %) gesenkt werden. Dies
entspricht dem unstimulierten Kontrollwert der Hintergrundexpression in Abwesenheit des
Aptamers.

120

80

Luciferaseaktivitat [94]

K21 [pmol] 0 | 0,25 05 | 1 15| 2
N25[pmol) 3 | 275 25 | 2 | 15| 1

Abbildung 3.2.24: Luciferase Assay durchgefiihrt im 24-Well-Format in HeLa-Zellkultur mit 200ng GFP-
Plasmid, 800ng Luciferase-Plasmid und 4pL Metafectene. Die RNA Menge wurde mit 3 pmol pro Reaktion
konstant gehalten. K21 wurde in steigender Konzentration titriert und mit N25-Bibliothek aufgefiillt. Die
normierte Luciferase Aktivitdt (gegen GFP und totale Proteinkonzentration) wurde gegen die steigende
Konzentration von K21 aufgetragen.

Die HelLa-Zellkulturdaten bestétigen zusatzlich die Aussagen der zuvor beschriebenen in vitro
Daten. K21 und K61, Aptamere aus zwei voneinander unabhdngigen Selektionen an
KIAA0403, einem CC-Binder, bzw. an seinem Interaktionspartner Cytohesin 2, zeigen
nahezu identische Bindung- und Inhibitionsverhalten. Eine Funktionsaufklarung von
KIAA0403 mit Hilfe des K21 Aptamers ist aufgrund seiner Affinitdt zum Target und seines
Interaktionspartners Cytohesin 2 nicht moglich.

Die Frage nach der Rolle des KIAA0403 bei der seruminduzierten Signaltransduktion bleibt
weiter unbeantwortet. Jedoch sind folgende Szenarien mit KIAA0403 als positiver Effektor
(Verstarker) des Cytohesin 2 vermittelten Signaltransduktionsweges oder als negativer
Regulator vergleichbar mit CYTIP [1.4.1] denkbar.

3.2.12.2 Uberexpression der KIAA0403-Konstrukte

In Uberexpressionsstudien von KIAA0403 sollte die Hypothese tiberpriift werden, dass der
CC-Binder an der MAPK-AKktivitat als weiterer Regulator beteiligt ist. Eine Reduktion oder
Aktivierung der Erkl1/-2 Phosphorylierung sollte bei der Aufklarung der biologischen
Relevanz von KIAA0403 in der MAP-Signalkaskade helfen. Aufgrund der Tatsache, dass
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kein kommerzieller Antikorper gegen KIAA0403 erhéltlich ist, wurde das Volllangenprotein
und die schon zuvor eingesetzten Deletionsmutanten KIAA0403-AN291 und KIAA0403-
AC125 zur spateren Immunodetektion [6.1.3.1] mit einer FLAG-Peptidsequenz am N-
Terminus fusioniert ()CMV-Vektorsystem) [6.4.1, 6.4.2.2, Anhang 9.2.6].

Erste Experimente in HelLa-Zellkultur [6.7.3] zeigten, dass das Uberexprimierte KIAA0403
Volllangeprotein von 47,2kD Léange (A/B 2) nach nur 15 min. Stimulation mit fetalen
Rinderserum (FCS) mehr als zur Hélfte abgebaut wurde, Abbildung 3.2.25 (A und B). Die
Deletationsmutante KIAA0403-AN291 (15,8 kD; A 3, B4) konnte sogar nur noch in einem
der beiden Stimulationsassays nachgewiesen werden. Bei der Uberexpression der KIAA0403-
AC125 Deletationsmutante (32,8 kD; A 4; B 5) wurde hingegen kein Proteinabbau
beobachtet. Die im Anschluss durchgefiihrte Ladekontrolle mittels spezifischer Antikdrper
gegen Aktin, Abbildung 3.2.25 (A) und 14-3-3, Abbildung 3.2.25 (B) [5.5], beides nicht
stimulierbare Proteine, schlielen Ladefehler aus. Aufgrund des schnellen Abbaus der
uberexprimierten KIAA0403-Konstrukte konnte keine eindeutige Aussage zum Erk1/2
Phosphorylierungsgrad gemacht werden.

In mehreren, unabhdngig durchgefiihrten Experimenten konnte das Phanomen des
Proteinabbaus reproduzierbar beobachtet werden und konnte auf unterschiedliche Ursachen
zuriickzufiihren werden. Zum Einem ist der Abbau bzw. die generell geringe Uberexpression
eines kleinen Konstruktes wie KIAA0403-AN291 ein bekanntes Phdnomen, da diese oft zu
Fehlfaltung neigen und daher abgebaut werden™”. Zum Anderem ware es jedoch denkbar,
dass aufgrund der Stimulation und der Weiterleitung des Signals das Uberexprimierte
KIAA0403 Volllangenprotein gezielt abgebaut wird, wobei die Deletionsmutante KIAA0403-
AC125 davon offenbar nicht betroffen ist.

A 1 2 3 4 B 1 2 3 4 5
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Abbildung 3.2.25: Immunologischer Nachweis der KIAA0403 Uberexpression in Hela-Zellen. Aufgetragen
sind jeweils 10pL der Hela-Lysaten mit Uberexprimiertem KIAA0403-Volllangeprotein, der
Deletationskonstrukte AN291, AC125 (2,5ug) und prokaryontischem Kontrollplasmid (2,5ug). A| Aufgetragen
sind Lysate, welche ohne oder mit FCS fiir 15 min. behandelt wurden (1: pET11a; 2: KIAA0403-Volllange, 3: -
AN291, 4: AC125) und die entsprechende Ladekontrolle, a-Aktin. B| Gezeigt ist ein zweiter, unabhingig
durchgefiihrter Uberexpressionsassay, wobei jeweils nicht stimulierte und stimulierte Proben aufgetragen
wurden (1: pET1la; 2: KIAA0403-Volllange, 3: -AN291, 4: pET1la, 5: AC125), mit der entsprechenden
Ladekontrolle 14-3.3.
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Zur Klarung des beobachteten Proteinsabbaus wurden weitere Uberexpressionsexperimente
von KIAA0403 [6.7.3] und den Deletionsmutanten mit einem Proteasominhibitor MG-132
(Endkonzentration 20 uM, 0,2 % DMSO, CalBiochem) durchgefihrt. Dieser wurde eine
Stunde vor der eigentlichen FCS Stimulation zugegeben. Als negative Expressionskontrolle
wurde das prokaryontische Kontrollplasmid pET11a (2,5ug) und die jeweiligen KIAA0403
Expressionsplasmide (2,5 pg) mit DMSO (Endkonzentration 0,2%) inkubiert.

Durch die Zugabe des Inhibitors konnte der Abbau des KIAA0403-Volllangenprotein nur
geringflgig (9%) inhibiert werden, Abbildung 3.2.26, (B). Einen deutlich starkeren Effekt
zeigte sich jedoch bei der Deletionsmutante KIAA0403-AN291 (15,8 kD; A 5/6), deren
Abbau zu 39% gehemmt wurde. Bei der KIAA0403-AC125 Deletationsmutante (32,8 kD; A
7/8) konnte hingegen kein Abbau festgestellt werden. Die Zugabe des Inhibitors bewirkte
einen akkumulierenden Effekt, was jedoch auch auf eine starkere Expression deuten konnte.
Die hohermolekularen Proteinbanden, welche in der Western-Blotanalyse detektieren wurde,

weisen eventuell auf eine Ubiquitinylierung hin, Abbildung 3.2.26, (A) 2/3 und
718.
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Abbildung 3.2.26 Immunologischer Nachweis der KIAA0403 Uberexpression mit und ohne
Proteasominhibitorzugabe (MG-132). Aufgetragen sind jeweils 10 pL aus Hela-Lysaten mit (iberexprimierten
KIAAQ403-Volllange und Deletationskonstrukten -AN291 und -AC125 (2,5pug) und prokaryontischen
Kontrollplasmid (2,5ug). A| Es sind jeweils nicht stimulierte und stimulierte Proben aufgetragen (1: pET11la
DMSO; 2/3: KIAA0403-Volllange DMSO/MG-132, 4: pET11la DMSO, 5/6: KIAA0403-AN291 DMSO/MG-
132, 7: pET11a DMSO, 8/9: KIAA0403-AC125 DMSO/MG-132), mit der entsprechenden Ladekontrolle 14-3-3.
B| Die normierte Proteinexpression (Pipetierkontrolle und unstimulierte Probe) der mit DMSO und MG-132
behandelten HeLa Zellen wurden aufgetragen.

Obwohl es noch weiterer Untersuchungen bedarf, deutet dieses erste Ergebnis auf einen
kontrollierten Proteinabbau hin. Ein von aul’en stimulierbarer Abbau des KIAA0403 Proteins,
welches im zelluldaren Umfeld mit groRRer Wahrscheinlichkeit in Interaktion mit Cytohesin 2
vorliegt, konnte den positiven MAP-Effektor Cytohesin 2 gezielt freisetzten und fur die

Signallibertragung verfligbar machen.
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3.3 FHL2

FHL2 (Four and a Half LIM domain) gehort zu der Klasse der humanen ,,LIM only* Proteine,
welche sich durch ihr doppeltes Zinkfingermotiv auszeichnet und aus vier ein halb LIM-
Einheiten aufbaut ist [1.5.1] (EMBL/Gen-BankTM/DDBJ Datenbank-Nummer: NP_001441,
auch bekannt als DRAL, SLIM3). Das Protein kommt sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern vor. Es ist in der Lage, mittels Proteinwechselwirkungen Homo- bzw. Heterodimere
mit PDZ-Domanent®",  Armadillo repeats™® und den zytosolischen Domanen der
Integrine!®®® zu bilden, sowie als Transkriptionskofaktor zu fungieren. Es wird ein
Zusammenhang zur fortschreitenden Onkogenese verschiedener Krebsarten vermutet™>: 15
160].

Im Rahmen einer GRK 804-Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Buttner sollte
die Rolle von FHL2 in der Onkogenese mit Hilfe der Aptamertechnologie untersucht werden.
Ein gezielt entwickeltes Aptamer konnte hierbei eine Transkriptionsinhibition der FHL2
koaktivierenden Zielgene des Rho GTPase vermittelnden Signalwegs herbeifiihren™®. Diese
Gene werden u. a. flr Proliferation und Migration der Tumorzellen verantwortlich gemacht.
Ein inhibitorisch wirkendes Aptamer kdnnte somit zur Verlangsamung des Tumorwachstums
flhren.

Hierbei sollten zun&chst Aptamere gegen die ersten zwei LIM-Domanen FHL2-LIMO+1
selektiert werden, da diese maRgeblich an der Interaktion mit Rho™™*% beteiligt sind und zu
dessen Aktivierung und Relokalisation in den Zellkern fiihren. Zu weiteren Kontrollzwecken
wurde zusétzlich das FHL2-Volllangenprotein als GST-Fusionsprotein rekombinant
exprimiert und affinitdtschromatographisch gereinigt.

3.3.1 Expression und Aptamerselektion gegen Hisg-FHL2-LIMO+1

Das fur die Selektion von Aptameren bendtigte Expressionsplasmid zur rekombinanten
FHL2-LIMO+1 Proteinexpression wurde zur Einfihrung des Hexahistidinpeptids fur die
affinitatschromatographische Reinigung freundlicherweise von Lucia Gullotti (AK Prof. Dr.
R. Buttner, Universitat Bonn) in einen pET15b Expressionsvektor kloniert. Anschlie3end
erfolgte die Transformation in E.coli BI21 Lys S [6.6.6]. Das Proteinkonstrukt mit dem zur
Reinigung eingefiihrten  Fusionspeptid besteht aus 107 Aminosduren, hat ein
Molekulargewicht von 12,7 kD und einen berechneten pl von 6,27, Abbildung 3.3.1 (A).
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Abbildung 3.3.1: A|] Schematische Darstellung des Hiss-FHL2-LIMO+1 Konstrukts, wobei das Hexahistidin-
fusionspeptid als Hexagon und das komplexierte Zn** als Kreis symbolisiert ist. B| und C| Analyse des
rekombinanten Hisg-FHL2-LIMO+1 Konstrukts nach Affinitatschromatographie. B| Hisg-FHL2-LIMO+1 (1: 2
ug; 2: 4ug) erscheint in der SDS-PAGE Analyse nach Coomassie-Farbung neben dem Di- und Trimer homogen.
C| Der immunologische Nachweis des Hisg-FHL2-LIMO+1 Konstrukts (1: 250 ng; 2: 125 ng) bestatigt die
Identitat der gereinigten Proteins.

Das Hisg-FHL2-Konstrukt konnte mit guter Ausbeute von 1,1 mg/L (drei 2 L LB E.coli BL21
Lys S Kulturen) nach Lyse und Reinigung erhalten werden [6.6.7.4, 6.1.11.1]. Die Reinheit
des Proteinskonstruktes wurde mit Hilfe der SDS-PAGE-Analyse und der Coomassie-
Féarbemethode auf tber 95% bestimmt, wobei auch die entsprechenden Di- und Trimere zu
sehen waren, Abbildung 3.3.1 (B). Nach der Verifizierung in der Western-Blotanalyse
[6.1.3.1] mit dem spezifischen priméren Antikdrper gegen das Volllangen-FHL2 Protein [5.5]
wurde das Hisg-FHL2-Konstrukt zur Aptamerselektion an cyanogenbromidaktivierte
Sepharose gekoppelt (22,65 uM) [6.1.10], Abbildung 3.3.1 (C).

Die Aptamerselektion wurde entsprechend der Hisg-CYTIP-PDZ- und HisgCYTIP-PDZCC-
Selektion [3.1.2] unter gleichen Bedingungen und mit der gleichen Bibliothek (Ulrich
Wallner [5.7.1.1]) durchgefihrt. Zur Gewahrleistung einer stabilen Proteinfaltung wurde der
Selektionspuffer mit einem Zusatz von ZnSO,4 zur Endkonzentration von 0,1 mM versehen
[6.3.1, Anhang 9.3.5].

Obwohl zur Entfernung von Matrixbindern ab dem dritten Zyklus gegen underivatisiertes
Matrixmaterial vorselektiert wurde, konnte eine Anreicherung dieser im siebten Zyklus nicht
verhindert werden, Abbildung 3.3.2. Aufgrund dieser Anreicherung wurde die
Selektionsstrategie nach sechs Runden geédndert, wobei der sechste angereicherte Zyklus
diesmal mit ungekoppeltem Target inkubiert wurde. Die Trennung der bindenden RNA-
Spezies erfolgte mittels Nitrocellulosefilter im Filterbindungsexperiment [6.5.1]. Das
rekombinante Protein wurde in einem Verhéltnis von 1 zu 10 mit der angereicherten
radioaktiv. markierten RNA-Bibliothek inkubiert und anschlieBend in einem
Filterbindungsassay von den ungebundenen Sequenzen separiert. AnschlieBend wurde die

Nitrozellulose zerkleinert und die RNA durch einen denaturierenden Schritt mit
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Guanidiumhydrochlorid und kurze Hitzeeinwirkung wiedergewonnen und weiter in der
folgenden RT- und PCR-Reaktion eingesetzt [6.2.2.8, 6.2.2.1].

5 o His-FHL2-LIMO+1
| O Pré-Selektion
4 | @ Filterbindung

RNA Bindung [%]

1 2 3 4 5 6 7 7 8 9
Zyklen Anzahl# | A

Abbildung 3.3.2: Selektionsverlauf von Hisg-FHL2-LIMO+1 vor und nach Selektionsstrategiednderung durch
Matrixwechsel. Nach sieben Zyklen wurde eine Anreicherung von spezifischen matrixbindenden Aptameren
detektiert (an der immobilisierten RNA an der Pra-Selektionsmatrix zu erkennen) Die angereicherte RNA-
Bibliothek aus dem Zyklus sechs wurde weiter mit Hilfe der Filterbindungen auf Nitrozellulose selektiert.

Trotz des Matrixwechsels war es nach drei weiteren Selektionszyklen nicht méglich, aus der
angereicherten Bibliothek (6. Zyklus) spezifische RNA-Proteinbinder zu erhalten, Anhang
[9.9], obwohl in der Filterbindung ein Bindungsanstieg im Selektionsverlauf zu beobachten
war, Abbildung 3.3.2. Dieser kann auf eine unspezifische Wechselwirkung der selektierten
RNA-Bibliothek mit der Nitrozellulose zurtckgefihrt werden.

Zur Vermeidung einer erneuten Anreicherung von matrixspezifischen RNA-Molekilen
wurden bei den weiteren Selektionen unterschiedlich lange RNA-Bibliotheken verwendet
bzw. andere Seperationsmethoden verfolgt. Diesmal wurde auch das rekombinante GST-

FHL2 Volllangenprotein zur Aptamerselektion verwendet.

3.3.2 Expression des GST-FHL2-Volllangenproteins

Zur Aptamerselektion wurde das Volllangenprotein zundchst rekombinant exprimiert. Hierzu
wurde es zur spateren affinitdtschromatographischen Reinigung mit einem GST-Tag
fusioniert’. Das GST-FHL2-Volllangenfusionsprotein (508 Aminosduren) besitzt ein
Molekulargewicht von 58,86 kD und einen theoretischen pl von 7,16, Abbildung 3.3.3 (A).
Die Verwendung von GST-Fusionsproteinen hat den Vorteil, dass die meisten rekombinanten
Proteine I6slicher und besser in E.coli exprimierbar sind. Dennoch war die Proteinexpression
aufgrund der bekannten Proteineigenschaften [1.5.1] erschwert. Die Tendenz von FHL2

Homodimere™” auszubilden, fihrte wahrscheinlich zu unlslichen inclusion bodies®,

"Der GST-FHL2-Vektor wurde freundlicherweise von Prof. Dr. R. Schille (Universitat Freiburg) zur
rekombinanten Proteinexpression und Aptamerselektion zur Verfiigung gestellt.
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welche unter nativen Bedingungen nicht aufgeschlossen werden kodnnen. Durch
Expressionsoptimierungen, hauptsachlich durch Kultivierung in kleinerem Volumen (max.
400 mL LB-E.coli Kulturen), spate Induktion, Temperaturabsenkung und erhohte
Sauerstoffzufuhr durch héhere Schittelfrequenzen, wurde der Einschluss des rekombinanten
Proteins verlangsamt und die native Reinigung ermdglicht. Der Zusatz von 0,05 mM ZnSO,
in das LB-Medium sollte die korrekte Proteinfaltung fordern. Aus insgesamt 2 L LB Kultur
E.coli JM83 konnten nach Lyse und Reinigung [6.6.7.5, 6.1.11.2] 1,65 mg (0,83 mg/L) des
rekombinanten Proteins erhalten werden. Die Konzentration wurde bewusst niedrig gehalten
(2,55 pM), um eine Prazipitation zu vermeiden. Mit Hilfe der Bradford-Analyse [6.1.6.1] und
der SDS-PAGE Analyse [6.1.1] wurde die Konzentration und der Reinheitsgrad (tiber 95 %)
bestimmt, Abbildung 3.3.3 (B). Die Identitat des GST-FHL2-Volllangenproteins konnte durch
einen immunologischen Nachweis mit einem spezifischen priméren Antikorper [5.5, 6.1.3.1]

verifiziert werden.
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Abbildung 3.3.3: A| Schematische Darstellung des GST-FHL2 Konstrukts, wobei die Glutathion-S-Transferase
(GST) als Rechteck und das komplexierte Zn®* als Kreis symbolisiert sind. B| Analyse des rekombinanten GST-
FHL2-Volllangenproteins nach Affinitatschromatographie und Dialyse in einen Phosphatpuffer. Das GST-
FHL2-Volllangenprotein (1: 0,5 pg; 2+3: 1,5ug) erscheint in der SDS-PAGE Analyse nach Coomassie-Farbung
homogen. Der immunologische Nachweis (4: 40 ng; 5: 20 ng) bestatigt die Identitdt des gereinigten Proteins,
wobei eine kiirzere Abbruchbande bei der héheren Konzentration, Bahn 4 zu erkennen ist.

3.3.3 Biotinylierung und optimierte in vitro Selektion gegen Hise-
FHL2-LIMO+1

Mit dem Ziel, matrixunabhéngige Aptamere fur Hiss-FHL2-LIMO+1 und das GST-FHL2
Volllangenprotein zu erhalten, wurden genauso wie bei der Hisg-CYTIP-PDZ- und der Hisg-
KIAA0403-AN291 Selektion [3.1.2, 3.2.3] die Proteine biotinyliert und die Selektion mit
Hilfe von streptavidinderivatisierten magnetischen Partikeln durchgefihrt.

Das Hisg-FHL2-LIMO+1-Konstukt und das GST-FHL2 Volllangenprotein wurden nach
Biotinylierung [6.1.8] an mit BSA geblockten Partikeln gekoppelt [6.1.9]. Zum Nachweis der
Proteinkopplung wurde ein immunologischer Nachweis des Biotintags im Western-Blot
[6.1.3] durchgefihrt. Fur die Analyse von Hisg-FHL2-LIMO+1 wurden hierzu die Lésungen
der kombinierten Waschschritte und die Eluate aus der kompetitiven Reaktion der
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derivatisierten Partikel mit Biotin aufgetragen, Abbildung 3.3.4 (A/C). Das biotinylierte GST-
FHL2-Volllangenprotein wurde ebenso unmittelbar nach der Biotinylierungsreaktion im
Western-Blot kontrolliert [6.1.3], Abbildung 3.3.4 (B/C). Hierbei ist zu erkennen, dass bei
dem relativ grof3en Protein von 58,86 kD nach der Entfernung des Biotinylierungsreagenzes
(Micro Biospin 6) ein Kkleiner Teil des Proteins auf der Sdule verbleibt. Die veranderte

Proteinkonzentration wurde im spateren Selektionsprozess berlcksichtigt.
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Biotin-His,-FH L2-LIMO+1Q ﬁ

Biotin-His,CYTIP-PDZ
Abbildung 3.3.4 A und B| Schematische Darstellung der biotinylierten Hisg-FHL2-LIMO0+1 und GST-FHL2
Konstrukte. Das Biotin ist als Stern, die Hexahistidinsequenz als Hexagon, die Glutathion-S-Transferase als
Rechteck und das komplexierte Zn?* als Kreis symbolisiert. C und D| Immunologischer Nachweis der
Biotinylierung und Kopplung des Hisg-FHL2-LIMO+1 Konstrukts (A) und GST-FHL2 Volllangenprotein (B).
C| Waschschritte der Kopplung von Hisg-FHL2-LIMO+1 (1: 5uL), Hiss-CYTIP-PDZ (2: 5uL), Lysozym (3:
5uL) und 40pL beads der kompetetiv eluierten biotinylierten Proteine FHL2-LIMO+1 (4: 4ug), Hise-CYTIP-
PDZ (5: 4ug), Lysozym (6: 0,8ug) sind aufgetragen. D|. Aufgetragen ist jeweils das biotinylierte GST-FHL2
Vollldngenprotein vor der Bio-Rad P6 Umpufferung (1: 2uL; 0,375ug), vor der Kopplung (2: 2uL: 0,25ug),
sowie die Kontrollbiotinylierung von Lysozym (3: 1ug). Als Langenmarker diente ein biotinylierter
Proteinstandard von 10-200 kD (Cell Signaling) 4.

Fur die erneute Hisg-FHL2-LIMO+1 Aptamer Selektion wurden diesmal zwei leicht
unterschiedliche Selektionsprozesse angewandt, wie auch schon bei Hisg-CYTIP-PDZ [3.1.2].
Mit Hilfe der unterschiedlich langen RNA-Bibliotheken von 90 (E40) und 71 (N20)
Nukleotiden, des Matrixwechsels zu streptavidinderivatisierten magnetischen Partikeln und
durch eine zusétzliche Variante der Inkubation des freien biotinylierten Proteins mit der
RNA-Bibliothek in Ldsung sollte eine bessere Basis fir die Anreicherung von bindenden
RNA-Spezies geschaffen werden.

In der ersten Aptamerselektion (E40 RNA-Bibliothek) wurde das Target immobilisiert
angeboten und der Selektionsverlauf radioaktiv kontrolliert. Mit einer Gesamtmenge von
0,4 nmol (Endkonzentration 0,4uM) wurde die RNA-Bibliothek im ersten Zyklus in einem
Verhaltnis von 1:1,69 (0,24 nmol) eingesetzt. Die RNA-Menge wurde in den nachfolgenden
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Selektionszyklen auf ein Zehntel (0,04 nmol) reduziert und die RNA-Protein-Inkubationszeit
mit 30 min. beibehalten. Zur Vermeidung von Matrix-Bindern wurde ab dem 5. Zyklus gegen
das immobilisierte Hiss-CYTIP-PDZ vorselektiert [6.3.2, Anhang 9.3.6].

Es ist nicht ganz auszuschlieBen, dass durch die nicht kovalente Interaktion des
biotinderivatisierten Proteins mit dem Streptavidin einige wichtige Bindungsepitope sterisch
blockiert werden und so unzuganglich sind. Aufgrund dessen wurden zwei weitere
Selektionsversuche durchgefihrt, bei denen die RNA-Bibliotheken E40 und N20 (1. Zyklus:
0,4 nmol; 0,4 uM) in Losung mit dem freien Target (0,5 nmol) inkubiert und anschlieRend mit
Hilfe des Magneten aus der Losung gezogen wurden [6.3.2, Anhang 9.3.6].

Trotz der Optimierungen konnten aus keiner der drei Selektionen gegen Hisg-FHL2-LIMO+1
spezifische RNA-Binder selektiert werden. Die Selektionskontrolle der E40 RNA-Bibliothek
aus der immobilisierten Hisg-FHL2-LIMO+1 Selektion weist keinen Anstieg der
Radioaktivitat auf, Abbildung 3.3.5 (A). Im Gegensatz dazu fuhrte die parallel durchgefuhrte
Selektion mit biotinyliertem Lysozym schon nach sechs Zyklen zu spezifischen Bindern. Die
Inkubation des freien biotinylierten Proteins mit derselben E40 RNA-Bibliothek brachte
hingegen Nitrozellulosebinder hervor, Abbildung 3.3.5(B). Diese Selektionsbedingungen
haben somit vermehrt zu einer Anreicherung von Bindern gefiihrt, welche offensichtlich in
ihrer Amplifikation begunstigt waren und den Selektionsprozess tiberdauert haben, obwohl sie
keine Affinitat zum Targetprotein zeigten (,,selfish“-RNA ohne Bezug zum Protein).

Die N20 Selektion hingegen scheint kein geeignetes FHL2-Bindungsmotiv zu enthalten. Die
Kontrollselektion gegen Lysozym konnte wiederum erfolgreich nach dem siebten Zyklus
beendet werden. Die ersten 1 %2 LIM Doménen scheinen kein giinstiges Bindeepitop fur eine

erfolgreiche Anreicherung von RNA-Bindern zu besitzen.
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Abbildung 3.3.5 Selektionsverlauf der Biotin-Hisg-FHL2-LIMO+1 Selektion mit streptavidinderivatisierten
magnetischen Partikeln. A| Radioaktiver Bindungsverlauf der E40 RNA-Bibliothek inkubiert mit dem
immobilisierten Biotin-Hisg-FHL2-LIMO+1, Selektionskontrolle durch biotinyliertes Lysozym. B| Filterbindung
der unselektierten und angereicherten RNA-Bibliotheken E40 und N20. Hiss-FHL2-LIMO+1 ist in steigender
Konzentration von 0-500 nM mit den radioaktiv markierten RNA-Bibliotheken inkubiert und analysiert worden.
Die Kontrollproteine A-D (A: Lysozym; B: Streptavidin, C: Hiss-CYTIP-PDZ und D: PAZ) sind jeweils in der
héchsten Konzentration (500 nM) aufgetragen worden. Die Kontrollselektion mit der unselektierten und
angereicherten N20 RNA-Bibliothek wurde mit steigender Konzentration von Lysozym aufgetragen, wobei die
Kontrollproteine (A: Lysozym; B: Streptavidin, C: His¢-CYTIP-PDZ und D: PAZ) in hdchster Konzentration
(500nM) eingesetzt worden sind. Als Positivkontrolle wurde das Lysozym-Aptamer aus der E40-Selektion mit
aufgetragen.

3.3.4 In vitro Selektion gegen das GST-FHL2-Volllangenproteins

Um das eigentliche Ziel zu erreichen, Aptamere gegen die ersten LIMO+1 Domanen zu
erhalten, welche fiir die Proteinwechselwirkung mit Rho verantwortlich sind, wurde die
Selektionsstrategie und das Target gedndert. Fur einen weiteren Selektionsversuch wurde das
Volllangenprotein FHL2 verwendet, wobei eine hohere Wahrscheinlichkeit bestand spezifisch
bindende RNA-Spezies anzureichern. Nach einer erfolgreichen Selektion konnten mit Hilfe
von Mutationsstudien und einer gezielten Reselektionen gegen die LIMO+1 spezifische
Aptamere erhalten werden.

Nach den bisherigen Ergebnissen der vorangegangen Hisg-FHL2-LIMO+1 Selektionen mit
kirzeren RNA-Bibliotheken und zwei unterschiedlichen Selektionsmethoden wurde eine
entsprechend langere RNA-Bibliothek zur Aptamerevolvierung verwendet. Mit einem
randomisierten Bereichen von 50 (B50) bzw. 80 (B80) Nukleotiden und einer Gesamtlange
von 96 bzw. 126 Nukleotiden besitzen die neuen RNA-Bibliotheken eine hohere strukturelle
Varianz. So soll die Wahrscheinlichkeit erhoht werden, auch bei dem relativ schwierigen
Target FHL2 einen passenden Binder zu finden. Weiterhin wurde zum Vergleich (,,proof of
concept) auch eine kirzere RNA-Bibliothek (N25) ausgewéhlt. Die Kopplungs- und
Selektionsstrategie der vorherigen Selektionsversuche wurde beibehalten [3.3.3] und das
biotinylierte GST-FHL2 Volllangenprotein in Lésung mit den entsprechenden RNA-
Bibliotheken inkubiert. Die RNA-Bibliothek (1. Zyklus: 0,4 nmol) wurde in 11-fachem
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Uberschuss zum biotinylierten GST-FHL2 Volllangenprotein (0,035 nmol) eingesetzt [6.3.2,
Anhang 9.6].

Aus beiden Selektionen der B50 und B80 RNA-Bibliothek konnte eine Anreicherung von
bindenden Sequenzen in Filterbindungsstudien aus dem Zyklus neun (B50) und acht (B80)
festgestellt werden, wobei die angereicherte B50 RNA-Bibliothek unspezifische Binder
enthielt, Abbildung 3.3.6, (A/B). Beide angereicherte RNA-Bibliotheken zeigen auch eine
Affinitdt zu den ersten beiden LIM-Doménen vom Hisg-FHL2-LIMO+1 Proteinkonstrukt,
Abbildung 3.3.6 (A/B: B und C). Diese Bindungseigenschaft konnte auf monoklonaler Ebene
weiter ausgepragt vorkommt und ist weiter zu untersuchen. Die Kontrollselektion der
wesentlich kiirzeren N25 Bibliothek fuhrte schon nach fnf Zyklen zu starken RNA-Bindern,
welche sowohl eine Affinitat zum FHL2-Target sowie eine Interaktionen mit der Streptavidin-
matrix und anderen Kontrollproteinen zeigten, Abbildung 3.3.6, (C). Somit wurden nur die
angereicherten RNA-Bibliotheken aus den Selektionszyklen acht (B80) und neun (B50) zur

weiteren Charakterisierung sequenziert®.
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Abbildung 3.3.6: Filterbindung der unselektierten und angereicherten RNA-Bibliotheken B50 (A), B80 (B) und
N25 (C). Das GST-FHL Volllangenprotein ist in steigender Konzentration von 0-500 nM mit den radioaktiv
markierten RNA-Bibliotheken inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-F (A: Lysozym; B:
FHL2 LIM 0+1, C: FHL2 LIM 0+1 [neue Charge] D: Streptavidin, E: Cytohesin 1 und F: Hisg-CYTIP-PDZ)
sind jeweils in der htchsten Konzentration von 500nM eingesetzt worden. Als Transkriptionskontrolle G wurde
das Lysozym-Aptamer aus der N20-Selektion mit aufgetragen. Die mit dem Pfeil markierten angereicherten
RNA-Bibliotheken wurden in einen pGEM®-T Vektor kloniert.

3.3.5 Sequenzierung und Charakterisierung monoklonaler Aptamere
Nach der Klonierung und Sequenzierung von je zehn Klonen der angereicherten B50 und B80
RNA-Bibliotheken  konnten folgende repréasentative Bibliothekszusammensetzungen

beobachtet werden:

8 Sequence Laboratories Goettingen GmbH
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Aus der B50 Selektion waren zwei RNA-Sequenzen je zweimal vorhanden (A: Klon 13; 21;
B: Klon 15; 16), Abbildung 3.3.7. Die restlichen Monoklone unter C (Klon: 18; 19; 20; 22;
23; 24) stellten individuelle Sequenzen ohne erkennbaren Konsensus dar.

Das Ergebnis aus der angereicherten B80 RNA-Bibliothek ergab vier identische Spezies (B:
Klon 4; 6; 10; 11). Dies entspricht 40% der sequenzenzierten RNA-Binder. Des Weiteren gab
es vier einzelne Individuen ohne erkennbares Konsensusmotiv (A: Klon 1; 2; 3; 7) und
weitere zwei stark verkirzte RNA-Spezies (C: Klon 5 und 12), Abbildung 3.3.7. Der
randomerisierte Bereich des Monoklons 5 verkirzte sich auf 50 Nukleotide, wohingegen sich
die Verkiurzung des Monoklons 12 auf nur 66 Nukleotide belief. Beide Sequenzen konnten
sich durch einen klaren Vorteil beim Selektionsprozess durchsetzen, entweder durch eine
starke Bindung an das Target oder durch bessere Bedingungen bei der Amplifikation, RT-

Reaktion oder Transkription.
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Klon 15; 16 gancansaceTcTeAGACATICTR

Klon 19 GGARGARAGAGGTCTGAGACAT TCTRGGTTTAC TGTGLAR CCAGTACAGLCGT-Co TTCTGGAGTTGACGTTGLTT
C Klon22 GGAAGARAGAGGTCTGAGACATTC EETHmr.Gm-CIEmEﬁHmEGmmmII:H- CGCCGTCGEARCCACETG: TTCTGEAGTTGACGTTGCTT
Klon 18 GOARGARAGAGGTC TGAGACAT TC TBAGAAAGCGAGGCG--GAARCGCGTGATCGAGE--TCC TARTGGTATGTACCGH: TTCTGGAGT TGACGTTGCTT
Klon 20 GHARGARAGAGGTC TGAGACAT TC TATAAR-~TCCCCCCCTACTACCCAGGBTTTGAT--GTCTCTCTGATCGLCACCTE TTCTGGAGTTRACGTTGCTT
Klon 23 GOARGARAGAGGTC TGAGACAT TCTEGAGA-~ACGCCA-~TGCAGCCC TAGCGATARTTGGGCATACACGRAGCCGCTTL T TCTGGAGT TGACGTTGCTT

Klon 24 GEARGARAGAGGTCTGAGACAT TCTRAAGACAGTCGGCATCTRRGTCCCACCCAGART---~GLCTGCATGARCCTAT

—

TTCTGGAGTTGACGTTGCTT
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Randomisierte Bereich

B80 DNA-Bibliothek 126 Nukleotide
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Klon 1 GLARGARRGAGGTCTGAGACAT TCTEACCCACCCGAGTRCTARRCLTCCCAGATCCTRGGCATCTCAGTTCCTTAGTATARGCGTAATCGACGACCARGELGAG-G-—L TTCTGGAGTTGACGTTGLTT
A Klon 3 GGARGARAGAGGTC TGAGACAT TCTLGCTACCTCATGEGT TGTRAAT TGCARCTATARCGCCACCCCCA-~TCGTARACTAGCACGACTCCCTGATTACTTCGCC-TTTLTTCTGGAGT TGACGTTGLTT
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Identisch

i Rl:I" Immifmmfmm[fﬁim]nmm]]ﬂm]]m]mEh][ TTCTGGAGTTGACGTTGCTT ¥
ACCT-—-——GATTTAL ARGATGGCCCTTCTG AGAGARCARGGACGTTCTCGTR———GLTTCTGGAGTTGACGTTGLTT %

Klon 12 COANCARACAGLTCTCRGRERTIT
C Kion5s GGARGAARGAGGTCTGAGACATTC

Randomisierte Bereich

Abbildung 3.3.7: Sequenzvergleich der Monoklone aus den angereicherten RNA-Bibliotheken B50 und B80
mittels MultAlign™. Der randomisierte Bereich ist jeweils durch eine Trennlinie gekennzeichnet. Die in roten
Lettern dargestellten Sequenzen sind bei allen Monoklonen identisch, blau gekennzeichnete Sequenzen weisen
die grofite Haufigkeit im selektierten Pool auf und schwarze individuelle Nukleotide. Die mit einem Stern
gekennzeichneten Monoklone sind drastisch verkirzte RNA-Individuen.

Tats&chlich zeigte sich in Monoklonstudien, dass aus der B50 Selektion das K16 Aptamer,
das doppelt vertreten war, mit zwei weiteren individuellen RNA-Molekiile dem K3 und K12
Aptamer (B80-Selektion) die besten Bindungseigenschaften besalen. Diese zeigten eine gute
Affinitdt zum GST-FHL2 Volllangeprotein und auch eine etwas geringere Bindung zur
isolierten FHL2-LIMO+1 Domane, Abbildung 3.3.8. Der Monoklon K12 ist die bereits vorher
erwahnte RNA-Spezies, welche im randomerisierten Bereich 14 Nukleotide durch den
Selektionsprozess verloren hat. Dieser wurde durch seine gute Affinitat zum Target und durch
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seine Faltungseigenschaften aus der B80 RNA-Bibliothek evolviert und hat sich
wahrscheinlich durch einen Trunkierungsprozess beispielsweise in der PCR gebildet.

GST-FHL2-Volllinge
———ml ABCODEF

B80 #1
asoKs | | <
B8O #12 ' <
B50#1 | S

¢

His -FHL2-LIM0+1

Abbildung 3.3.8: Filterbindung der unselektierten RNA-Bibliotheken B80 und B50 und der ,,Gewinner-
Monoklone K1, K12 und K16 aus der GST-FHL2 Volllange Selektion. Das GST-FHL2 Volllangenprotein ist in
steigender Konzentration von 0-500 nM mit den radioaktiv markierten RNA-Bibliotheken und Einzelsequenzen
inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-E (A: Lysozym; B: FHL2 LIM 0+1, C: Streptavidin, D:
Cytohesin 1, E: Hise-CYTIP-PDZ und F: GST-Protein) sind jeweils in der hochsten Konzentration von 500nM
eingesetzt worden. Die mit dem Pfeil markierten Monoklone sind erfolgreich selektiert worden.

In weiterflhrenden Filterbindungsstudien [6.5.1] mit endmarkieten RNA-Sequenzen
[6.2.2.11] wurden Dissotiationskonstanten von zwei Aptameren im niedrigen mikromolaren
Bereich bestimmt. Eine vollstdndige Sattigung der Kurven konnte aufgrund der limitierten
Hochstproteinkonzentration von 2,5uM nicht erzielt werden, Abbildung 3.3.9. Die
ermittelten Dissoziationskonstanten des K12 Aptamers (Kp = 0,72 = 0,06uM) und des K16
Aptamers (Kp = 0,87 + 0,26uM) kdnnen daher nur als Richtwerte behandelt werden.
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40 J | B
% &7 K12 Ky :0.72 % 0,06 M P
o 30 K16 K, : 087 £ 026pM 3]
5 25 Pl
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Abbildung 3.3.9: Filterbindungsanalysen des Aptamers K12 und K16 Aptamers mit dem GST-FHL2
Vollldngenprotein. Die Aptamerbindung in % ist gegen die steigende Proteinkonzentration von GST-FHL2
Vollldngenproteins in einem Bereich von 15-2500 nM dargestellt. Die Dissoziationskonstanten der
Aptamerinteraktionen betragen 0,72 £ 0,06 uM fir das K12 Aptamer, und 0,87 £ 0,26 uM fiir K16.

Mfold-Faltungsberechnungen sagen fiir beide Aptamere vergleichbare Faltungsmuster voraus,
Abbildung 3.3.10 (A) und (B). Jedoch missten weitere Minimalmotivbestimmungen dieses

Faltungsmuster bestatigen.
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K12-Aptamersequenz K16-Aptamersequenz
5.GGAAGAAAGAGGUCTGAGACAUUCU 5'.GGAAGAAAGAGGUCTGAGACAUUCU
AACAGCUUUUAGGGACCUGCAAAA AGAGCGCAUGUAUACCGUUAAUC
CGCACAAACCGUAAGUAUAGGUUA UUCCUCCCUGUCACACGGUGCAA
CCACUUGAAUAGCCCCGU AGCG
CUUCUGGAGUUGACGULGCUL-S' CUUCUGGAGUUGACGUUGCUU-3'
112 nt 96 nt
1 10 20 30 a0 50 60 e?
C K12 AACAGCTTTTRGGGACCTGCARRACGCACARACCGTARGTATAGGTTACCACTTGARTAGCCCCGT

K16  AGAGCGCATGTATACC-GTTAATCTTCCTCCCTGTCA=-=CACGGTGCARRGCG
Consensus . AcAGCgcalagaghCl,GeafiflaCgcalaaalcGTal, , clchigTalafageh,.vevesass

Abbildung 3.3.10: mfold Strukturen!? und Aptamersequenzen von K12 (A) und K16 (B), sowie das
Allignment der randomerisierten Bereiche (C). In den mfold-Darstellungen beider Aptamere ist der
randomisierte Bereich durch eine Trennlinie zur konstanten Region gekennzeichnet. Zur weiteren
Verdeutlichung wurden die Aptamersequenzen aufgefiihrt. Der randomisierte Bereich ist von der konstanten
Region durch eine graue Unterlegung farblich abgegrenzt. In (C) ist das MultAlign!*™® der randomerisierten
Region beider Aptamere dargestellt. Die in roten Lettern dargestellten Nukleotide sind bei beiden Monoklonen
identisch, blau gekennzeichnete Nukleotide weisen die groRte H&ufigkeit auf und schwarze individuelle
Nukleotide.

Trotz der relativ schlechten Bindung im niedrigen mikromolaren Bereich sollte vor einer
weiteren Selektion die biologische Wirksamkeit in Zellkulturstudien tberpriift werden. Diese
Ergebnisse sollten zur Entscheidung beitragen, welche Strategie zur weiteren Verbesserung
der Aptameraffinitat und zum Erhalt von spezifischen FHL2-LIMO+1 Bindern geflhrt werden
sollte. Weiterfuhrende zellulare Assays zur Funktionsaufklarung von FHL2 und
Inhibitionsstudien der Aptamere K12 und K16 wurden von Lucia Gulotti etabliert und
durchgefiihrt. Die ersten Ergebnisse aus Kotranfektionsstudien der Aptamere in einem
Luciferasereporterassay (G5E1b-Luc), basierend auf der seruminduzierten Translokation von
Gal-FHL2 in den Nukleus, konnten keinen inhibitorischen Effekt der Aptamere zeigen. Es
sind weitere Optimierungen der Aptamerbindungseigenschaften durch eine Reselektion auf

der Basis der selektierten Aptamere zu einer effektiven FHL2-Inhibition nétig.
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4 Diskussion und Ausblick
4.1 CC-Binder

Die Klasse der kleinen Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) ist an einer Reihe
verschiedener Signalkaskaden und Funktionalitaten [1.4] beteiligt. Es ist vor allem die
Beteiligung am Vesikeltransport, der Zelladhésion oder Expressionskontrolle, welche diese
Proteinfamilie interessant und die klare Zuordnung der biologischen Funktion und ihrer
Regulation bedeutsam macht. Ein mdglicher Regulationsmechanismus basiert auf der
zellspezifischen Expression der Cytohesin-Mitglieder. Cytohesin 1 wurde zuerst in Zellen des
Immunsystems beschriebent?" 81 wahrend Cytohesin 2 ubiquitér vorliegt!*®?. In den letzten
Jahren konnte eine Reihe von Interaktoren (CC-Binder und Modulatoren) [1.4] entdeckt
werden, welche aufgrund ihrer CC-Domaéne in Wechselwirkung mit allen Mitgliedern der
Cytohesine treten konnen und alle bis auf CYTIP™ 18] die GDP/GTP Austauschrate an den
beteiligten ARF-GTPasen modulieren. Hierbei ist jedoch der direkte Zusammenhang der
Effektoren, ihre eigene Regulation und Rolle in den jeweiligen Signalkaskaden noch
weitgehend unbekannt. KIAA0403 wurde zum ersten Mal bei der Entdeckung des
zytosolischen Rattenproteins IPCEF12% 221 mjt den CC-Modulatoren in Zusammenhang
gebracht und galt bis dahin als ,theoretisches”, im Rahmen des ,,Human brain-clone
projects* identifiziertes Protein mit unbekannter Funktion. Seine 85% Homologie macht es

zu einem potentiellen neuen Mitglied der CC-Binder und Modulatoren.

4.1.1 Invitro Aptamer Selektion gegen CYTIP

Die Selektion von spezifisch bindenden Aptameren gegen die Proteindoméanen PDZ (105 AS,
pl = 6,93) und PDZCC (164 AS, pl = 7) des CC-Binders CYTIP [3.1.2] zur weiteren Studie
der zellul&ren Funktion, erwies sich trotz verschiedener Selektionsstrategien und dem Einsatz
unterschiedlicher RNA-Bibliotheken verschiedener Lénge als schwierig. Das Volllangen-
protein konnte hierbei nicht zur Selektion herangezogen werden, da die Expression des
rekombinanten Proteins aufgrund seiner Zytotoxizitat im Wirtsbakterium E.coli nicht moéglich
war.

In den ersten Selektionsversuchen wurden beide CYTIP-Proteindoménen immobilisiert
(kovalente Kupplung an cyanogenbromidaktivierter Sepharose), mit der RNA-Bibliothek
inkubiert und zur Affinitatstrennung der bindenden Spezies verwendet. Keine der beiden
parallel durchgefiihrten Selektionen mit der RNA-Bibliothek von U. Wiillner, welche eine

Gesamtlange von 72 und einen randomerisierten Bereich von 37 Nukleotiden [5.7.1.1] besitzt,
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konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. In beiden Féllen wurden RNA-Sequenzen
angereichert, die bevorzugt die geblockte Sepharose erkannten. Gegenmalihahmen wie eine
vorangegangene Praselektion und der Einsatzes von Heparin (2,5ug/pL) fuhrten zu keinen
spezifischen RNA-Bindern. Griinde fur das Scheitern einer Aptamerselektion kodnnen
aufgrund des komplexen Ablaufes [1.2] vielfaltiger Natur seinl™ und sind schwierig zu
analysieren.

Die Verwendung von Sepharose oder Agarose als Tragermaterial fur das zu selektierende
Proteintarget ist eine gangige Methode, um die gebundenen RNA-Sequenzen von den
ungebundenen affinitatschromatographisch zu trennen®® %!, Dies ist jedoch problematisch,
wie das Beispiel der CYTIP-Selektionen zeigte [3.1.2]. Im Fall der CYTIP-Selektionen, aber
auch bei der FHL2-LIMO+1 Selektion [3.3.3] konnte das Tragermaterial aufgrund der
limitierten Proteinmenge nur teilweise derivatisiert werden. Vor der eigentlichen Kopplung
wurde es durch eine kontrollierte Préhydrolyse deaktiviert bzw. anschlieRend geblockt [3.1.1,
6.1.10]. Hierbei wurde in Kauf genommen, dass bei der Aptamerselektion nicht nur das
Target, sondern auch ein sehr groRer Uberschuss geblockter Matrix prasentiert wurde. Eine
vorgeschaltete Praselektionsstrategie, bei welcher es zum Abfangen der matrixbindenden
Spezies kommen sollte, war bei beiden Selektionen gegen CYTIP-PDZ/PDZCC, aber auch
bei der Selektion von FHL2-LIMO+1 nicht effizient genug.

Eine Mdoglichkeit zur Verbesserung der Préselektion bestiinde in der Verlangerung von
Inkubationszeiten der RNA (15 min.) mit der geblockten Matrix bzw. eine weitere
Verdoppelung des Matrixvolumens zur Verringerung der Matrixbinder. Eine zusétzliche
Option waére die affinitdtschromatographische Abtrennung ohne Inkubation, bei der die
Ausbildung eines Bindungsgleichgewichts erschwert wird. Auf diese Weise konnte es zu
einem besseren Target/Matrixbinder Verhaltnis kommen. Letztendlich kénnte auch das
Design der RNA-Bibliothek fur eine bevorzugte Anreicherung von matrixbindenden
Sequenzen ausschlaggebend sein. Aufféllig ist, dass bei drei verschiedenen Selektionen
unterschiedlicher Proteindoménen ein nahezu gleiches Anreicherungsprofil der Matrixbinder
zu beobachten war. Ein bevorzugtes Strukturmotiv innerhalb der RNA-Bibliothek, das sich
wahrscheinlich  zusatzlich durch eine bessere Amplifizierbarkeit auszeichnet, scheint
plausibel. Weiter miissen auch Waschvolumina, Salzkonzentrationen und der Einsatz von
Kompetitoren wie Heparin als mogliche Fehlerquellen betrachtet werden.

Der Verzicht auf eine Trédgermatrix und die Trennung der Protein-Aptamer-Komplexe mittels
ihrer physikochemischen Eigenschaften, beispielsweise durch ,.electrophoretic mobility shift
assays (EMSA)* “! oder der Kapillarelektrophorese (CE)“® 7 sind geeignete
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Losungsansatze zur Vermeidung von Matrixbindern. Hierbei stellt jedoch die Optimierung
der Trennung bzw. der technische Aufwand einen erhohten Zeitaufwand dar. Ein
Kompromiss beider Extrema, der kovalenten Immobilisierung des Targets bzw. dem Verzicht
auf eine Tragermatrix, bietet die Proteinimmobilisierung an streptavidinderivatisierte
magnetische Partikel™® 7. Diese kann aufgrund der nicht kovalenten Bindungsart auch nach
der Targetinkubation mit der RNA-Bibliothek erfolgen. Besonders bei Proteinmangel ist diese
Technik von Vorteil, da die Targetkonzentration sehr gering gehalten werden kann. Die
Trennung der Protein-RNA-Komplexe wird mit Hilfe eines Magneten durchgefuhrt. Die
Anreicherungsproblematik von Streptavidinbindern kann bei dieser Methode uber sehr kurze
Inkubationszeiten der Partikel bzw. genauso wie bei der Sepharose Uber eine Préselektion
reguliert werden.

Dies war ausschlaggebend fiir die Wahl dieser nicht kovalenten Kopplungsstrategie, die in
den né&chsten zwei Selektionen von CYTIP-PDZ verfolgt wurde. Hierbei musste die PDZ-
Doméne vorab biotinyliert werden. Eine Selektion wurde mit dem immobilisierten Protein
samt entsprechender Préselektion durchgefiihrt, die Inkubationszeiten blieben unveréndert.
Bei der zweiten Selektion wurde die Mdoglichkeit der freien Target-RNA Inkubation
ausgenutzt, um auch sterisch gehinderte Positionen des Proteins anzusprechen. Dazu wurde
auch die Inkubationszeit verlangert. Des Weiteren wurden technische Prozessablaufe, wie die
RT-PCR und Transkription der Bibliothek in Anlehnung an die automatisierte Selektion nach
Cox et al.l'" optimiert. Die optimierten Selektionen wurden mit unterschiedlich langen RNA-
Bibliotheken E40 und N20 (randomisierte Bereiche von 40 und 20 Nukleotiden) zur
Bereitstellung ~ einer  groeren  Diversitdt  durchgefiihrt.  Zur  Kontrolle  der
Selektionsbedingungen und des technischen Ablaufs wurde parallel mit der in der Literatur
beschriebenen Bibliothek von Ellington E40 (randomisierte Bereiche von 40) gegen
Lysozym selektiert. Trotz der vielfachen Optimierungen wurden in beiden Féllen keine
targetspezifischnen RNA-Binder angereichert, wohingegen die Kontrollselektion gegen
Lysozym erfolgreich nach sechs Zyklen beendet werden konnte. Eine fehlerhafte
Selektionstechnik kann somit ausgeschlossen werden. Dies lasst den Rickschluss zu, dass das
ausgewahlte Proteintarget, die CYTIP PDZ-Doméne, ein schwierig zu selektierendes
Proteinkonstrukt darstellt. Ungiinstige Proteineigenschaften wie die sehr kompakte PDZ-
Faltung, welche aus fiinf B-Faltblattern und a-Helices zu a-p-Sandwich aufgebaut ist, bieten
den RNA-Sequenzen womdglich wenig geeignete Bindungsmaoglichkeiten. Der theoretisch
berechnete isoelektrische Punkt von 6,93 weist zusétzlich auf eine negative Gesamtladung des
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Proteins (unter physiologische Bedingungen) hin. Dies fuhrt zu AbstoBungskraften, die die
Selektion erschweren konnen.

Weitere Versuche zur Evolvierung eines spezifischen CYTIP-PDZ bzw. CYTIP-PDZCC
Binders sollten aufgrund der gezeigten Domé&neneigenschaften in erster Linie weitere
Optimierungen des Selektionsprozess, der Pufferbedingungen und der Waschvolumina
beinhalten. AuBerdem besteht die Mdglichkeit, durch die Verwendung ldnger RNA-
Bibliotheken und das Prasentieren von komplexeren Strukturen einen geeigneten Binder zu
finden. Eine alternative Mdoglichkeit bietet die Klonierung eines weiteren CYTIP-

Proteinkonstrukts, das bessere Proteineigenschaften flr eine Aptamerselektion besitzt.

4.1.2 KIAA0403

Mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz-Technologie (BIAcore) [3.2.2] wurde gezeigt,
dass KIAA0403 tatsdchlich ein neues Mitglied der CC-Binder sein kénnte. Es konnte eine
eindeutige Protein-Protein Interaktion der C-terminalen 125 Aminosduren von KIAA0403 mit
den zur Verfiigung stehenden rekombinant exprimierten und gereinigten Mitgliedern der
Cytohesinfamilie (Cytohesin 1 und 2) und mit dem einzigen Drosophilaanalogon dGRP1
bestimmt werden. Alle Dissoziationskonstanten lagen im niedrigen nanomolaren Bereich,
Tabelle 4.1.1.

Interaktionspartner Kp [NM]

Cytohesin 1 73,8 £6,1
Cytohesin 2 325 +9,6
dGRP1 51,8 £+11,8

Tabelle 4.1.1: Dissoziationskonstanten der Cytohesinwechselwirkung mit dem humanen KIAA0403.

Weiterhin konnte auch die Zuordnung der interagierenden Cytohesin-Doméne durch
Ausschlussbindungsexperimente eindeutig auf die CC-Domane eingegrenzt werden. Weitere
Bindungsstudien konnten eine unspezifische Wechselwirkung mit anderen CC-Domaéanen wie
der des CC-Binders CYTIP und des grolen GEFs EFA6 ausschliel3en. Sie wiesen auch auf
eine Fahigkeit zur Homomerisierung hin, welche bereits bei der rekombinanten
Proteinexpression durch gravierende Prazipitationsphdnomene aufgefallen war.

Diese in vitro Bindungsstudien gaben den ersten Hinweis, dass es sich bei KIAA0403, auch
als PIP3-E bezeichnet (N-terminal +21 AS; Proteindatenbank), um ein neues potentielles
Mitglied der CC-Binder und Modulatoren handeln kann. Die wechselwirkungsvermittelnde
Doméne von KIAA0403 zeigt allerdings keine Homologie zu den bekannten CC-

Doménenmotiven der Cytohesineffektoren.
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Klarheit Uber die Wechselwirkung kénnten weitere funktionale Studien bringen. So waren
Koimmunprazipitationen™® 1 und Immunfluoreszenz-Mikroskopie®? zwei Méglichkeiten,
diese in vitro Protein-Protein Wechselwirkung zu bestétigen. Jedoch konnte aufgrund des
hierfir benétigten spezifischen Antikorpers gegen KIAA0403, welcher kommerziell nicht
erhéltlich ist, diese Strategie in Zellkultur nicht verfolgt werden. Einzig in der Uberexpression
von KIAA0403 mit einem ,,tag* kdnnte diese spezifische Interaktion nachgewiesen werden.
Diese Strategie wurde bei den spéateren zelluldren Studien aus den genannten Griinden
gewahlt. Auch das Zuriickgreifen auf Kolokalisation der iberexprimierten fluoreszierenden
Fusionsproteine wére eine Alternative, um die Interaktion in Zellkultur zu bestatigen.
Dennoch muss bei den Uberexpressionsstudien bedacht werden, dass die Zellen durch das zu
untersuchende Protein, oder in diesem Fall durch zwei Proteine, sehr groflem Stress
ausgesetzt werden. Daher kann es in der Zelle auch zu Fehllokalisation und daraus

resultierenden Fehlinterpretationen kommen.

4.1.3 In vitro Aptamer Selektion gegen KIAA0403
Parallel zur Aptamerselektion von CYTIP wurde mit der Untersuchung des humanen

zytosolischen Proteins KIAA0403 begonnen. Mit dem Ziel der Funktionsaufklarung wurde
gegen das AN291-Konstrukt (C-terminale 125 AS, pl: 10) der CC-bindenden Doméne
selektiert [3.2.3]. Die Aptamerselektion wurde nach der optimierten Selektionsmethode und
der neuen Kopplungsstrategie von CYTIP-PDZ durchgefiihrt. Zur Anwendung kam das
biotinylierte Protein und zwei relativ kurze RNA-Bibliotheken N20 und N25 (randomerisierte
Bereich: 20 und 25 Nukleotide), die nach neun (N20) bzw. nach sieben Selektionsrunden
(N25) zu einer erfolgreich Anreicherung flhrten. Die Selektion wurde aufgrund des groflRen
Prézipitationspotentials von KIAA0403 an immobilisiertem Protein durchgefiihrt und zur
Vorbeugung von streptavidinbindenden RNA-Sequenzen eine zusatzliche Praselektion gegen
das Matrixmaterial vorgenommen. Dennoch kam es bei der N20 Bibliothek zu einer
parallelen Anreicherung von streptavidinbindenden Sequenzen, welche sich auf der
Monoklonebene in Streptavidin- und Targetbinder separierten.

Die Anreicherung von Streptavidinbindern bei Verwendung der N20 Bibliothek scheint im
Vergleich mit der CYTIP-PDZ Selektion ein bibliothekspezifisches Problem zu sein. Auch
hier war die Préselektion nicht effektiv. Der sehr kurze randomerisierte Bereich, der wenig
Spielraum bietet (4 Nukleotide langer stem im konstanten Bereich), enthalt demnach starke
streptavidinerkennende Faltungsmotive. Diese scheinen bei der Selektion im Vorteil zu sind.
Das gleiche Phdnomen konnte auch bei der DNA-Bibliothek von U. Wullner beobachtet
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werden. Trotz des Anbietens verschiedener Targets, CYTIP-PDZ und -PDZCC, sowie FHL2-
LIMO+1 konnten immer nur RNA-Sequenzen isoliert werden, die bevorzugt an die
Cyanobromidsepharose banden. Um dieses Problem zu minimieren kénnte man zusétzlich zur
Praselektion auch mit einem System wechselnder Tragermaterialien arbeiten und nach je drei

Selektionszyklen die Matrix andern.

4.1.4 K21 und K61 spezifisch bindende Aptamere

Aus beiden Aptamer Selektionen gegen die CC-Bindedoméne von KIAA0403 konnte das
K21 Aptamer (N25 Selektion) mit der besten Dissoziationskonstante von 78 + 23 nM erhalten
werden [3.2.5]. AnschlieRende Filterbindungen schlossen eine Affinitat zu Kontrollproteinen
wie die CYTIP-PDZ-Doméne, FHL2 LIMO0+1, Lysozym und Cytohesin 1 aus. Weiter war das
selektierte Aptamer K21 in der Lage, auch den Interaktionspartner von KIAA0403, das
Cytohesin 2, mit einer ahnlich hohen Affinitat zu erkennen, Tabelle 4.1.2. Dieses Ergebnis
gab den ersten Hinweis auf eine Gemeinsamkeit beider Interaktionspartner auf der
Proteinebene. Weitere Untersuchungen dieses Aptamerbindungsphdnomens zeigten eine

[57]

Verbindung zum K61 Aptamer, ein von Dr. M. Theis®”"' gegen Cytohesin 2 selektiertes

Aptamer, das ein ahnliches Bindungsverhalten aufwies, Tabelle 4.1.2.

Hisg-KIAA0403-AN291 Cytohesin 2

Aptamere Ko [NM] Ko [NM]
K21 78 £ 23 295+24
K61l 21,5+0,7 79,6 +54

Tabelle 4.1.2: Dissoziationskonstanten der Aptamere K21 und K61 beziiglich der Bindungspartner Hisg-
KIAA0403-AN291 und Cytohesin 2.

Dieses Bindungsverhalten konnte auch in einer weiteren, unabhédngigen in vitro
Bindungsstudie, dem ,,Pull-down“-Assay, verifiziert werden [3.2.6]. Dieses Kontroll-
experiment schlie8t einen technischen Fehler im Bindungsassay aus. Es ist ungewdohnlich,
dass zwei Aptamere, die gegen zwei auf Aminosduresequenz vollig unterschiedliche Proteine
und mit zwei verschiedenen RNA-Bibliotheken selektiert worden sind, ein &hnliches
Bindungsverhalten zeigen. Eine naherer Betrachtung und Analyse beider Sequenzen ergab nur
eine einzige Gemeinsamkeit: Beide Aptamere enthalten ein Konsensusmotiv, das im
randomisierten Bereich aus sechs Nukleotiden CUAUUG besteht. Jedoch zeigten sich keine
weiteren Gemeinsamkeiten der postulierten Faltung (mfold) beider Aptamere. Diese
Vorhersage bezieht sich jedoch nur auf die energetisch beginstigte Struktur auf

zweidimensionaler Ebene, so dass weitere Ubereinstimmungen maglich wiren.
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In Kompetitionsstudien [3.2.7] wurde festgestellt, dass beide Aptamere, K21 und K61, an
beiden Targets in der Lage sind, sich gegenseitig von dem jeweiligen Bindungspartner
konzentrationsabhdngig zu verdrangen. So konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen
werden, dass sie gleiche oder zumindest (berlappende Bindungsepitope aufweisen. Dartiber
hinaus konnte die Bindung zwischen dem GEFs Cytohesin 1 und dem CC-Binder KIAA0403-
AN291 konzentrationsabhangig mittels des K21 Aptamers inhibiert werden (K; von 1,29 +
0,43 uM) [3.2.8].

Eine Epitopzuordnung der Aptamere mit Hilfe der KIAA0403 Deletions-GST-Konstrukte
[3.2.10] konnte aufgrund der widerspriichlichen Filterbindungsergebnisse nicht erfolgen,
Tabelle 4.1.3. Fir eine eindeutige Bindungsepitopbestimmung, welche fir KIAA0403
tendenziell in der Zwischenregion der beiden Deletionskonstrukte zu finden wére, missten

weitere Deletionskonstrukte kloniert und in Filterbindungs-Assays untersucht werden.

Aptamere GST-KIAA0403-Volllange -AN291 -AC125
Kp [nM] Kp [nM] Kp [nM]
K21 48+1,5 245+3,9 18,2+ 3,6
K61 14,7+2,3 50,8 +2,8 175+ 23

Tabelle 4.1.3: Dissoziationskonstanten der Aptamer K21 und K61 bezuglich des GST-KIAAQ0403-
Vollldngenproteins und Deletionsmutanten -AN291 und —AC125.

Es konnte auch gezeigt werden, dass der Cytohesin 2 katalysierte GDP/GTP-Austausch an
ARF1, genauso wie im Falle des K61, nicht durch Anwesenheit des K21 Aptamers
beeinflusst wird [3.2.9]. Eine Wechselwirkung des K21 Aptamers mit der katalytisch aktiven
Sec7-Domaéne konnte schon zuvor in Filterbindungen ausgeschlossen werden. Die Wechsel-
wirkung des Aptamers in weiterer Anwesenheit von KIAAO0403 wurde hingegen nicht
untersucht. Hier ware es interessant zu sehen, in wieweit der CC-Binder in der Lage ist, die
Austauschreaktion zu modulieren (vergleichbar zum homologen IPCEF1M2% 21y pzwy,
welchen Einfluss hierbei die Aptamere spielen wirde.

Beide Aptamere, K21 und K61, besitzen nach Analyse der generierten in vitro Daten ein
ahnliches Verhalten, so dass das gefundene Konsensusmotiv CUAUUG von K21 in der
weiteren in vitro Untersuchung durch Punktmutationen verandert wurde. Hierbei wurden
jeweils einzelne Punkmutationen an der Position 32, 33 und 34 eingebracht, sowie zweli
Kombinationen aus Einzelmutationen in Position 32+33 und 33+34 generiert. Diese wiesen in
mfold-Strukturanalysen, im Vergleich zur Originalsequenz des Aptamers K21, ein
unterschiedliches Faltungsverhalten auf. In Filterbindungsanalysen konnte eine deutliche
Reduktion der Bindung aller Mutanten nachgewiesen werden. Die Séttigung ist dabei bei

allen Mutanten im Vergleich zur Originalsequenz deutlich gesunken. Dies deutet stark auf
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eine Fehlfaltung hin. Somit gibt es einen deutlichen Hinweis, dass die Konsensussequenz des
K21 Aptamers bezilglich seiner Bindung an die Deletionsmutanten KIAA0403-AN291
essentiell ist. Zur weiteren Verifizierung dieser Daten msste jedoch auch das K61 Aptamer
unter den gleichen Gesichtspunkten untersucht und punktmutiert werden.

Zusammenfassend belegen die Aptamercharakteristika, dass beide Aptamere gleiche oder
grol¥flachig Uberlappende Bindungsepitope haben und dadurch deren Kompetition an beiden
Proteintargets ermdglicht wird. Trotz zweier unterschiedlicher Selektionen an zwei
verschiedenen Proteinen konnte das K21 Aptamer evolviert werden, welches die gleichen in
vitro Eigenschaften aufweist wie K61. In GDP/GTP Austausch-Assays des Cytohesin 2 an
ARF1 wurde ebenfalls kein Unterschied zu K61 festgestellt. Punktmutationsstudien zeigten,
dass die Konsensussequenz entscheidend fir die spezifische Bindung von K21 an KIAA0403
sein muss.

Es konnte auch gezeigt werden, dass es moglich ist, mit dem K21 Aptamer die Cytohesin 1
Wechselwirkung mit KIAA0403 zu unterbinden, welche wie bei allen CC-Bindern und
Modulatoren durch die CC-Doméne vermittelt wird. Cytohesin 1 und -2 sind zu 90%

identisch!®

, wobei die grofiten Unterschiede an den Termini der Proteine und in der
Ubergangsregion zwischen der Coiled-coil- und der Sec7-Domane zu finden sind*®. K21
und K61 sind in der Lage, sehr selektiv zwischen den beiden GEF-Familienmitgliedern zu
diskriminieren. Deren Bindungsepitop wird ausgehend vom K61 bei Cytohesin 2 zwischen
der CCSec7-Region vermutet. Die Tatsache, dass Cytohesin 2 und KIAA0403 gebunden
werden, l&sst vermuten, dass diese beiden Bindungsepitope genauso wie die Aptamere eine
Gemeinsamkeit zu besitzen scheinen, welche jedoch nicht in der Primérstruktur zu finden ist.
Kristallisationsstudien beider Proteine kodnnten dieses Bindungsverhalten mdglicherweise
aufklaren.

Die bisherigen in vitro Ergebnisse kénnen aufgrund der sehr spezifischen Wechselwirkung
beider Aptamer als Hinweis auf eine regional ahnliche dreidimensionale Faltstruktur beider
Proteine, der CC-bindenden Domane KIAA0403-AN291 und Cytohesin 2 gedeutet werden.
Kristallstrukturuntersuchungen und Mutationsstudien der beteiligten rekombinanten Proteine
wirden in weiteren in vitro Experimenten weitere Informationen liefern. Ein ,,Domain-
Swapping“ der beteiligten CC- und Sec7 Doménen beider Proteinspezies Cytohesin 1 und 2
untereinander (Proteinkonstrukt: Cytohesin 1-CC-Cytohesin-2-Sec7 und umgekehrt), knnten

weiteren Aufschluss geben.
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4.1.5 Zellkulturstudien und biologische Relevanz von KIAA0403

In der weiterfihrenden Charakterisierung von K21 wurden Untersuchungen in
eukaryontischer Zellkultur durchgefiihrt [3.2.12]. Denn erst durch diese unabh&ngige
Bestatigung der Charakteristika kann von einem gleichen Verhalten der beiden Aptamere
gesprochen werden.

Die Familie der Cytohesine ist an einer Reihe von zelluldren Prozessen beteiligt, z. B. der
Zytoskelettremodellierung™®!, Regulierung des Zelltransports und Signaltransduktion. Theis
et al.®"! konnten zeigen, dass die Cytohesine bei der Transkriptionsaktivierung, vermittelt
durch die Stimulation des ,,Serum Response Element* (SRE), eine Rolle spielen. Durch die
Lipofektion des Intramers K61 konnte nachgewiesen werden, dass die stimulierbare Erk1/-2
Phosphorylierung reduziert wurde. Dies resultierte in der Blockierung der serumstimulierten
Expression des SRE-regulierten Gens. Die Beteiligung von Cytohesin 2 an der MAPK-
Aktivitat in Nichtimmunzellen (HeLa-Zellen) wurde weiter durch Uberexpressions-
experimente und SiRNA-Technologie nachgewiesen. Eine Beteiligung von Cytohesin 1
konnte hierbei ausgeschlossen werden.

Der Einsatz des K21 Aptamers in Transfektionsexperimenten diente zur Bestatigung der in
vitro Daten und fiihrte wie erwartet zur konzentrationsabhangigen Inhibition der
serumstimulierten Luciferase Expression in HeLa-Zellkultur, Abbildung 4.1.1. Die Existenz
des KIAA0403-Proteins in HelLa-Zellen wurde zuvor durch real time PCR Experimente
nachgewiesen (M. Hafner, unveroffentliche Daten). Der endogene Luciferase-Level konnte
bei einer Gesamtmenge des K21 Intramers von 3pmol bis auf den Level der
Hintergrundexpression zuriick reguliert werden. Wie bei K61 kann im Falle des K21
ebenfalls von einer vollstandigen Inhibition der SRE-kontrollierten Genexpression
gesprochen werden [3.2.12.1]. Es hat sich wiederum gezeigt, dass K21 auch in seiner
Funktion als Intramer die gleichen Charakteristika wie K61 aufweist und im etablierten

Luciferase-Assay von Dr. Theis nicht vom inhibitorischen K61 Effekt zu unterscheiden ist.
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Abbildung 4.1.1: Modell des Zusammenspiels von Cytohesin 2 als Effektor und KIAA0403, dem CC-Binder in
der serumvermittelnden Aktivierung tber den MAP-Signalweg. Die Applikation der Intramere K21 und K61
fiihrt zu einer Inhibition der Stimulation der Transkriptionsaktivierung von c-Fos, wobei die Regulation noch
ungeklart ist. (GH = growth hormon, GHR = growth hormon receptor, TCF = ternary complex factor, SRF =
serum response factor).

Die Hypothese, dass beide Proteine KIAA0403 und Cytohesin 2 eine domanenspezifische
Gemeinsamkeit haben kénnten, wird auch durch die Zellexperimente weiter unterstiitzt. Eine
Beteiligung des CC-Binders KIAA0403 an der Regulation der serumvermittelnden
Transkriptionsaktivierung von c-Fos ist aufgrund der KIAAO0403-Cytohesin 2-Wechsel-
wirkung sehr wahrscheinlich. Jedoch kann dies durch die fehlende Diskriminierung beider
Intramere durch deren Einsatz zu nicht geklart werden.

Zur weiteren Funktionsaufklarung wurde deshalb auf eine andere Technik zuriickgegriffen.
Mit Hilfe der Uberexpressionsstudien des KIAA0403-Volllangenproteins und der Deletions-
konstrukten in HelLa-Zellkultur sollte die Frage gekléart werden, ob der CC-Binder an der
MAPK-AKtivitdt in einer regulatorischen Funktion beteiligt ist. Hierzu sollte aus dem
Phosphorylierungsgrad der stimulierbaren Erk1/-2 Phosphorylierung auf die MAPK-Aktivitat
geschlossen werden. Auch die Applikation der Aptamere K21 und K61 in so genannten
Rescue-Experimenten wiirde weitere Informationen zur regulatorischen Funktion des CC-
Binders liefern. Beispielsweise sollte erkennbar sein, ob eine Bindung beider Proteine fir die
Transkriptionsaktivierung erforderlich ist oder nicht.

Die Uberexpression von KIAA0403 konnte jedoch aufgrund eines vermuteten induzierten
Proteinabbaus keine weiteren Hinweise zur Aufklarung der biologischen Relevanz von
KIAA0403 in der MAP-Signalkaskade liefern. In mehreren unabhédngig durchgefiihrten
Experimenten konnte gezeigt werden, dass es nach einer Stimulationszeit von 15 min. (FCS)
zum Abbau des KIAA0403 Volllangenproteins und des KIAA0403-AN291-Kontruktes (CC-
bindenden Doméne) kommt, wahrend die Kkorrespondierende KIAA0403-AC125
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Deletionsmutante davon nicht betroffen ist. Durch den Einsatz des Proteasominhibitors MG-
132 konnte dieser gezielte Abbau unterbunden werden. So ist es denkbar, dass die
Proteininteraktion beider Partner (Cytohesin 2/KIAA0403) aufgrund der duf3eren Stimulation
durch ein aktives Entfernen des CC-Binders, das Cytohesin 2 seine Funktion als positiver
Effektor im MAP-Signalweg erst ermdglicht wird, Abbildung 4.1.2. KIAA0403 kdnnte wie
der CC-Binder CYTIP als negativer Regulator des Cytohesin 2 fungieren, und fur dessen
Lokalisation sorgen. Dies misste durch weitere Kolokalisationsuntersuchungen bestétigt

werden.

Zellmembran

Abbausignal ‘/,? & -

KIAA0403 —{' ’Szc?’ c Cytohesin 2
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Abbildung 4.1.2: Modell fiir die Rolle des CC-Binders KIAA0403 in einer regulatorisch induzierten
Abbaureaktion als Folge der serumvermittelnden Aktivierung des MAP-Signalwegs. Durch einen gezielten
Abbau des CC-Binders wird die Interaktion zum Cytohesin 2 unterbunden. Die Ubertragung des Signals kann
ungehindert vermittelt werden. (GH = growth hormon, GHR = growth hormon receptor, TCF = ternary complex
factor, SRF = serum response factor).

Diese Hypothese gilt es mit zuklnftigen Fragestellungen und Experimenten zu belegen. Zum
einem steht hier die Verwendung der siRNA-Technologie®=® zum gezielten Ausschalten des
gesamten Proteins zur Verflgung. Nach der aufgestellten Hypothese sollte das Ausschalten
von KIAAO0403 keine Verdnderung der Transkriptionsaktivitdt bewirken. Zum anderen ist
auch der Einsatz von kleinen organischen Molekilen als domanenspezifische KIAA0403
Inhibitoren denkbar. Durch die Verwendung des K21 Aptamers konnte dieser zur
Konvertierung in ein kleines wirkstoffahnliches Molekil fir ein Hochdurchsatzscreening

(HTS)-Assay groBer Substanzbibliotheken genutzt werden[® 187

. Der aptameranaloge
Inhibitor besitzt entscheidende Vorteile, wie Membrangangigkeit, Synthetisierbarkeit, breitere
Einsatzfahigkeit und bessere Mdoglichkeiten der in vivo Applikation. Auf der Ebene der
organischen Molekiile lassen sich Leitstrukturen besser optimieren, welche letztendlich
zwischen beide Proteinpartner KIAA0403 und Cytohesin 2 diskriminieren kodnnten, eine

Fahigkeit die beide Aptamere K21 und K61 nicht besitzen.
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4.2 FHL2

FHL2 (Four-and-a-half-LIM only protein 2) gehort zur Klasse der humanen ,,.LIM only*
Proteine. Mit seinen viereinhalb LIM-Domadnen ist es in der Lage, mit 50 bisher
charakterisierten  zytosolischen Proteinen™ in  Wechselwirkung zu treten und
unterschiedlichste Funktionen zu vermitteln. Hierbei sind Interaktionen mit PDZ-
Domanen™”, Armadillo repeats™® und mit den zytosolischen Domanen der Integrine™® zu
nennen. Seine Funktionen als Korepressort*®*” und auch als Transkriptions-Koaktivator™® 15
1681 hei der Rho vermittelnden Signaltransduktion machen es zu einem sehr interessanten
multifunktionalen Protein. Die Regulation der vielfaltigen Interaktionen und die
Zusammenhdnge in den einzelnen biologisch relevanten Prozessen sind noch nicht
hinreichend geklart. Hinweise auf eine Beteiligung von FHL2 in der Onkogenese konnten
durch Korrelationsstudien der Expressionslevel und Kernlokalisation von FHL2 und Rho in
verschiedenen Stadien maligner Prostatagewebe™ beobachtet werden und lassen eine
funktionale Bedeutung in der malignen Tumorprogression vermuten. Dartiber hinaus konnte
in Zellkulturstudien (NIH 3T3) gezeigt werden, dass die induzierbare Nukleustranslokation
von FHL2 durch RhoA, RhoB und RhoC vermittelt wird™. Es sollte primar der Frage
nachgegangen werden, ob FHL2 als Transkriptionskoaktivator von Zielgenen fiur die
Tumorgenese von malignem kolorektalem Krebs mitverantwortlich ist und diese bei der
Proliferation und Migration begunstigt.

RhoA wird in gréBeren Populationen von verschiedenen Darmkrebsarten tiberexprimiert!:¢8],
In Zellkulturstudien konnte ein Zusammenhang der RhoA Aktivitdt mit dem invasiven
Fortschreiten eines Tumors!® nachgewiesen werden. Die Entwicklung eines Inhibitors, in
diesem Fall eines spezifischen Aptamers, sollte helfen, die Wechselwirkung von FHL2 mit

weiteren Transkriptionsfaktoren in Zellkultur zu untersuchen.

4.2.1 Invitro Aptamerselektion gegen FHL?2
Die ersten Aptamerselektionen wurden zunéchst gegen die ersten N-terminalen 1 % LIM-

Doménen von FHL2 (FHL2-LIMO+1) durchgefiihrt, da diese maRgeblich an der Interaktion
mit der GTPase RhoA™ beteiligt sind. Die bei der ersten Aptamerselektion verwendete
RNA-Bibliothek von U. Waillner [5.7.1.1] und die Immobilisierungsstrategie des
rekombinanten Proteins an Cyanogenbromidsepharose fuhrte, wie schon in der CYTIP-PDZ
und —-PDZCC Aptamerselektion diskutiert, nach sieben Zyklen zu matrixbindenden

Sequenzen.
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Der anschlieBende Versuch eines Matrixwechsels zur Nitrozellulosemembran und einer
Veranderung der RNA-Target-Inkubation (freies Protein in Ldsung) bewirkte ebenfalls keine
Anreicherung von spezifisch bindenden Sequenzen. Nach weiteren drei Selektions-runden
konnten nur stark matrixbindende RNA-Spezies evolviert werden, so dass von dieser
Selektionsstrategie abgelassen wurde [3.3.1]. Das Anreicherungsproblem von matrix-
bindenden RNA-Spezies bei der Verwendung von proteinderivatisierter Sepharose wurde
schon bei der Aptamerselektion der CYTIP-Domanen PDZ und PDZCC sehr ausfihrlich
diskutiert [4.1.1].

Die RNA-Bibliothek und Tragermatix erwies sich unabhangig vom Target zum dritten Mal
als ungeeignet, so dass die Bibliothekauswahl und Kopplungsstrategie bei den ndchsten
Selektionsversuchen sorgféltig ausgewahlt wurde. So wurde als Kopplungs- und
Trennungsstrategie auf streptavidinderivatisierte magnetische Partikel zurtickgegriffen, da der
Matrixwechsel auf Nitrozellulose ebenfalls zu Problemen in der Anreicherung von
matrixbindenden Spezies geflihrt hatte.

Mit dem Ziel, matrixunabhangige Aptamere fur die ersten beiden N-terminalen Doménen
LIMO+1 zu erhalten, wurde somit entsprechend der CYTIP-PDZ und KIAA0403 Selektion
auf die Biotinylierung des Proteins und die Trennung der bindenden RNA-Sequenzen von den
ungebundenen Spezies mit Hilfe der Streptavidin magnetischen Partikeln durchgefihrt. Die
Verwendung von zwei unterschiedlich langen RNA-Bibliotheken mit 20 und 40 Nukleotiden
im randomisierten Bereich (N20 und E40) und von Variationen in der Inkubation mit der
RNA-Bibliothek (Proteinimmobilisierung) fiihrte trotz des Strategiewechsels nicht zum
Erfolg.

Die zur Methodeniberprifung durchgefuhrte Kontrollselektion gegen Lysozym konnte
hingegen erfolgreich beendet werden. Wie schon bei der CYTIP-PDZ Selektion sprechen
diese Ergebnisse auch hier dafir, dass die physikochemischen Proteineigenschaften der N-
terminalen Domdanen LIMO+1 (pl: 6,27) und die Proteinfaltung die Aptamerselektion nicht
begunstigen. Der theoretisch berechnete isoelektrische Punkt weist auf eine negative
Gesamtladung des Proteins unter physiologische Bedingungen hin. Somit wird die Selektion
durch AbstoBungskréfte erschwert. Eine weitere Optimierung des Selektionsprozess, der
Salzkonzentration und der Waschvolumina ist nétig, um gute Binder gegen diese beiden
Domanen zu evolvieren.

Aufgrund dessen wurde ein alternativer Weg zur Funktionsuntersuchung von FHL2
eingeschlagen. Hierzu wurde das GST-Volllangenprotein (pl 7,54) zur Aptamerselektion

eingesetzt, wobei eine groRere Angriffsfliche fir ein spezifisch bindendes Aptamer
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geschaffen wurde. Ausgehend von diesen bindenden RNA-Sequenzen kénnte durch
Mutationsstudien und anschliefende Reselektion ein Aptamer gegen die LIM0+1 Doméne
selektiert werden.

Die Erfahrung aus der vorangegangen FHL2-LIMO+1 Selektion gab Anlass zur Verwendung
einer langeren RNA-Bibliothek mit je 80 (B80) und 50 (B50) Nukleotiden im randomisierten
Bereichen bei der FHL2-Volllangenprotein Selektion. Die hohere strukturelle Varianz sollte
spezifische Binder hervorbringen. Zum Vergleich wurde eine viel kiirzere RNA-Bibliothek
(N25) verwendet, welche schon bei der KIAA0403 Selektion erfolgreich eingesetzt wurde.
Die Kopplungs- und Selektionsstrategie wurde entsprechend den KIAAQ0403
Selektionsversuchen und angelehnt an die automatisierte Methode von Cox et al.l’®
beibehalten, mit Ausnahme der freien Inkubation des Proteins. Durch beide Selektionen
konnte eine Anreicherung von bindenden Sequenzen erzielt werden, wobei die kirzere N25
RNA-Bibliothek zu gemischten Aptameren fihrte, welche Matrix- und gleichzeitig
Proteinaffinitat zeigten. Auf monoklonarer Ebene konnte das K16 Aptamer aus der B50
Selektion (20% der Gesamtpopulation) und eine weitere individuelle RNA-Sequenz, das K12
Aptamer (B80-Selektion) als beste Binder evolviert werden. Die Dissoziationskonstanten
beider Aptamere liegen hierbei im niedrigen mikromolaren Bereich, Tabelle 4.2.1.

Aptamere GST-FHL2 Volllange
K12 0,72 + 0,06 pM
K16 0,87 + 0,26 uM

Tabelle 4.2.1: Dissoziationskonstanten der Aptamer K12 und K16 beziglich der GST-FHL2-Volllange.

Es konnte auch die erhoffte, wenn auch gering ausgepragte Affinitat gegen die isolierte Hiss-
FHL2-LIMO+1 Proteindoméne detektiert werden. Aufgrund dieser Affinitat liegt die
Vermutung nahe, dass das Bindungsepitop beider Aptamere eventuell zwischen den Domanen
LIM1 und LIM 2 zu finden ist. Dieses musste jedoch durch weitere Proteindeletionsstudien
bestatigt werden. Auffallig ist auch, dass der Monoklon K12, urspringlich aus der B80
Selektion stammend, durch den Selektionsprozess gut 14 Nukleotide verloren hat. Der
Trunkierungsprozess konnte eine Folge der enzymatischen Reaktionen der PCR,
Transkription oder RT-PCR sein. Die gute Affinitdt zum Target und seine
Faltungseigenschaften, welche hdochstwahrscheinlich  Strukturen bevorzugen, die zu
enzymatischen Fehlern und dem Aussparen von Nukleotiden fiihren, kdnnten diese RNA
Spezies hervorgebracht haben. Nach mfold-Strukturstudien besitzen beide Aptamere eine

ahnliche Faltstruktur, welche einen langen ,,stem-loop* innerhalb ihrer randomisierten
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4.2 FHL2 4 Diskussion und Ausblick

Region aufweist [3.3.5]. Diese Aptamerstruktur ist sehr gut fur weitere in vitro Deletions-
bzw. Mutationsstudien geeignet. Durch das Weglassen der konstanten Regionen und das
Trunkieren des langen ,,stem-loops* kdnnten stérker affine Bindungsmotive hervorgebracht
werden. Jedoch sollte durch erste Zellkulturstudien abgeklart werden, ob nicht schon diese
verhaltnismalig langen Aptamere die Proteininteraktion von FHL2 und RhoA und die
anschlieBende Nukleustranslokation und Transkriptionskoaktivierung inhibieren kénnten.

Weiterfuhrende zelluldre Assays zur Funktionsaufklarung mit Hilfe der selektierten Aptamere
K12 und K16 wurden von Lucia Gulotti’® durchgefiihrt. Erste Ergebnisse aus
Kotranfektionsstudien in einem Luciferasereporterassay (G5E1lb-Luc), welcher auf der
seruminduzierten Kerntranslokation von Gal-FHL2 und Rho basiert, konnten keinen
inhibitorischen Effekt der Aptamere zeigen. Weitere Optimierungen der Aptamerbindungs-
eigenschaften sind somit zur effektiven FHL2-Inhibition unabdingbar. Hier sind als nachste
Schritte vor allem Minimalmotivbestimmungen zu nennen. Aber auch Mutationsstudien und
eine anschlieBende Reselektion gegen das eigentliche FHL2-Konstrukt LIMO+1 sind zu
bedenken. So konnte es mdoglich sein, mit den Aptameren in einen nanomolaren
Affinitatsbereich zu kommen. Das auf diese Weise entwickelte Aptamer kann aber nicht nur
als Inhibitor in Zellkulturexperimenten genutzt werden, sondern beispielsweise auch als
Biosensor (Antikorperersatz) zur molekularen Erkennung zum Einsatz kommen. Zahlreiche
Beispiele belegen die Anwendung von Aptameren als Detektoren in der klinischen
Diagnostik®* %!, Charlton et al.™*" konnten in einem der ersten Beispiele ein mit Technetium
markiertes [*"Tc] DNA Aptamer (zwei hybridisiete DNA-Oligonukleotide; Aptamer und
»oplint” Oligo, welches zusatzlich mit Valyphosphonat konjugiert ist) gegen die humane
neutrophile Elastase (hNE) in vivo (Tiermodell) zur Bilddiagnostik einsetzen. In einem
weiteren Beispiel beschreiben Hicke et al.'®!! die Verwendung eines Fluoreszenz- und
[*™Tc]-Technetium markierten, chemisch stabilisierten RNA Aptamers TTA1M? welches
sich gegen das extrazellulare Matrixprotein Tenascin-C richtet. Dieses Protein spielt unter
Anderem eine wesentliche Rolle in der Angiogenese, Embryonalentwicklung, Wundheilung
und im Tumorwachstum. Es konnte gezeigt werden, dass das modifizierte Aptamer sehr
schnell von solidem Tumorgewebe wie Brustkrebs, Glioblastom, Lungen- und
Kolonkarzinom aufgenommen wurde. Die ebenso schnelle Ausscheidung (gute
Pharmakokinetik) fiihrte zu einer sehr guten Einsetzbarkeit als Visualisierungs- und
Tumormarkierungsreagenz in vivo. Ein weiteres erfolgreiches Beispiel konnte von Drolet et

al.%! vorgestellt werden. Hierbei wurde in einem ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

® Arbeitskreis Prof. Dr. R. Biittner
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4 Diskussion und Ausblick

Assay) dhnlichen Format, der so genannten ELONA (Enzyme-linked oligonucleotide assay),
mit einem Anti-VEGF-Aptamer die Proteinkonzentration in biologischen Proben sehr
effizient bestimmt.

Der Einsatz des selektierten Aptamers in einer therapeutischen Applikation ware ein weiterer
denkbarer Schritt und wurde bei Indikationen wie dem Entziindungsprozess, Krebs und der
Antikoagulationstherapie verfolgt!®® °"!. Jedoch besitzt das Aptamer als Nukleinsaure einige
Eigenschaften, welche sich nachteilig auf seine Stabilitdt im Organismus und seine
Bioverfiigbarkeit auswirken, welche es zu uberwinden gilt [1.2.1].

Pegaptanib (Macugen®) ist ein erfolgreicher Vertreter dieser Arzneistoffgruppe. Dabei
handelt es sich um ein Anti-VEGF-Aptamer, welches als erstes einer klinischen Testung
unterliegt (Eyetech Pharmaceuticals und Pfizer)*** 1%l VEGF gilt als positiver Regulator bei
der Angiogenese und als potentielles Target bei der Behandlung von AMD (age-related

macular degeneration) 8,
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5.1 Verwendete Gerate und Materialien

5.1.1 Gerate
Gerat

Hersteller

Agarose Gelkammer
Autoklaven; Tecnoclav 50
3850EL; 5075EL
Blot Apparatur; Trans-Blot SEMI-DRY
Brutschrank
Entwicklermaschine; TR
FPLC-Kihlschrank; Unichromat1500
FPLC-System; AKTA
Gefriertrockner; CT 110
Geiger-Muiller-Z&hlrohr; Series900mini-I
Geltrockner; Model 583
Handcounter; LB122
Hybridisierungsofen; Si20H
IMAC-Séulen; HiTrap-Chelating
HP Mikropipetten; research
Inkubationsschttler; innova 4430
Inkubatorschrank; HeraCell
lonenaustauschsaule; BioScaleQ 5 mL
Leersdule HR 16/10
Lichtmikroskop; Axiovert25
Mikropipetten; research
Transferpette B 5-50uL; 30-300uL
Multidepenser
Neubauer Z&hlkammer; T728.1
Oberflachenplasmonresonanz; Biacore3000
PAGE-Apparatur; Mini-Protean 3 Cell
PCR-Cycler; Personal Cycler
T Gradient
T3 Thermocycler
pH-MeRgerat; pH-Meter
Phosphorimager; FLA-3000
Photometer; BioMate3
Pipettierhilfen; Easypet
Accu-Jet
Real-Time PCR Cycler; iCycler iQ5
Reinstwasseranlage; Easy pure UV/UF
Rontgenfilme; BioMax MR
Sonifikatorstab; Sonoplus HD70
Spannungsquellen; E865; E833; E802
Speed-Vac; Concentrator 5301
Spektroskope; Luminoscan
Varioscan
Sterilbank, Antares

Fisher Scientific
Tecnomara-Fedegari
Systec

Bio-Rad

Binder

Optimax

UniEquip
Amersham Biosciences
Heto

Morgan

Bio-Rad

Berthold
Stuart-Scientific
Amersham Biosciences
Eppendorf

New Brunswick Scientific
Heraeus

Bio-Rad

Amersham Biosciences
Zeiss

Eppendorf

Brand

Eppendorf

Roth

Biacore

Bio-Rad

Biometra

Biometra

Biometra

ionoLab

Fujifilm
ThermoSpectronic
Eppendorf

Brand

Bio-Rad

Barnstead

Kodak

Bandelin

Consort

Eppendorf

Thermo

Thermo

Kendro
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HeraSafe
Sterilisierbrenner; Vulcan
Szintillationszéhler; winSpectral 1414
Thermoblock; Block Heater
Thermomixer; comfort
Tischschuttler; 3017
Uberkopfschiittler; Reax2
UV-Transilluminator
VersaDoc Imaging System
Vortexer; 7-2020
Waagen; JL-200, BL1500S, BP 211D, Chyo Balance
Wasserbad; 1008
Zentrifugen; 5804R; 5810R; 5417C

Biofuge 15R

J2-Mi

5.1.2 Verbrauchsmaterialien
Artikel

Heraeus
Heraeus
Perkin Elmer
Stuart-Scientific
Eppendorf
GFL
Heidolph
Bio-Rad
Bio-Rad
NeoLab
Sartorius
GFL
Eppendorf
Heraeus
Beckman

Hersteller

BD Biosciences; BD Falcon Petri-Schalen
BD Falcon Kulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-well
BD Falcon Pipetten 50, 25, 10, 5, 2 mL

BD Falcon Zellkulturflasche 75 cm?
Centricon® YM-3, YM10

Centriplus® YM-3, YM10, YM50
CM5-Chip

Dynabeads® M-280 Streptavidin
Dialyseschlduche (MW cut of: 6-8 kDa)
Einwegspritzen

Glaswolle, silanisiert

Hyperfilm ECL

Kanilen

Kryor6hrchen

MicroBiospin® 6 Chromatographiesaulen
MicroSpin G-25 Saule
Nitrozellulosemembran (Filterbindung); Protran 0,45 um
Nitrozellulosemembran (Western-Blot); Protran 0,1 um
Petrischalen

Polyprepséule

ReaktionsgefaRe (1.5 mL u. 2.0 mL)
ReaktionsgefaRe (PCR 0.2 u. 0.5 mL)
Skalpelle

Spitzen fur Mikropipetten
Spritzenvorsatzfilter

Sterilfiltrationsaufsatze

Ultra-Free MC 45um

Whatman-Filterpapier

(3MM: 0,34mm; GB003: 0,8mmGB005: 1,2mm)
Zentrifugenrohrchen (15 mL)
Zentrifugenréhrchen (50 mL)
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BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences
Millipore

Millipore

Biacore

Dynal Biotech
Spectrum
Chirana-Prema / Braun
Serva

Amersham

Terumo

Roth

Bio-Rad

Amersham Biosciences
Schleicher & Schuell
Schleicher & Schuell
Nunclon

BioRad

Eppendorf
Eppendorf

Bayha

Peske, Biozym
QualiLab

Nalgene

Millipore

Schleicher & Schuell
Roth
Roth
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5.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren zur Synthese, von analytischer Qualitat, oder htherem
Reinheitsgrad. Wasser wurde an einer Easy pure UV/UF Reinstwasseranlage vollentsalzt mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, Uber Nacht inkubiert und autoklaviert.

Artikel Hersteller
B-Mercaptoethanol Sigma
1,4-Dithiothreitol (DTT) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dynabeads; M280 Streptavidin Dynal Biotech
Agar Sigma
Agarose, Electrophoresisgrade Invitrogen
6-Aminohexanséure Merck
Ammoniumacetat Merck
Ampicillin-Na-Salz Sigma
Aprotinin Sigma
Benzamidin Merck
Bis-Acrylamide; Rotiphorese Roth
Bradford-Reagenzldsung Bio-Rad
Bromphenolblau Merck
Chloroform Merck
CNBr-aktivierte Sepharose 4B Amersham Biosciences
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
EDC/NHS Kopplungsreagenzien Biacore
Essigsédure (99,8 %) Merck
Ethanol abs. Merck
Ethanolamin Biacore
Ethidiumbromid Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA); Titriplex Il Calbiochem
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin Pierce
Formaldehyd (36 %) Fluka
Formamide Fluka
Glycerin Roth
Glycogen Roche
Glutaraldehyd Sigma
Glutathion Sepharose™ 4B Amersham Biosciences
Guanidiniumhydrochlorid Sigma
Guanosine-5’-thiophosphat-Dinatriumsalz EMP Biotech GmbH
Harnstoff Calbiochem
Heparin Sigma
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure) Roth
Imidazol Merck
Isopropanol Merck
Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid (IPTG) Sigma
Kaliumchlorid Merck
Kanamycin Sigma
KH,PO,4 Merck
Konservierer fur Wasserbader Roth
Leupeptin Sigma
L-Gluthathion reduziert Sigma
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Magermilchpulver TIP
Magnesiumchlorid Merck
Metafectene Biontex
MG-132, Proteosominhibitor Calbiochem
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
Na,HPO4 * 2 H,0 Merck
Natriumacetat Merck
Natriumcarbonat Merk
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merk
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat Riedel-de Haén
Natriumhydroxid Merck
Natriumthiosulfat Merck
NAP-S&ulen Amersham Biosciences
Ni-NTA Superflow Qiagen
NP-40 (lgepal) Fluka
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) Calbiochem
Ponceau S Sigma
Pefablok @ SC 76307; Serinprotease Inhibitor Fluka
Roti-Phenol fur Extraktionen Roth
Salzséure (37 %) Merck
Silbernitrat Merck
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth

Triton X-100 e Merck
X-Gal Sigma
Xylencyanol Merck
5.1.4 Enzyme und Proteine

Artikel Hersteller
Anorg. Pyrophosphatase Roche
BamH | New England Biolabs
Bovine Serum Albumine (BSA) Calbiochem

Calf Intestine Alkaline Phosphatase
DNAsel

EcoR |

Lysozym

Ndel

PfuTurbo® DNA Polymerase

Pfu DNA-Polymerase
Pyrophosphatase

Reverse Transkriptase: SuperScript 11
RNasin Ribonuklease Inhibitor
Taq DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase (PNK)

T7 RNA-Polymerase
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New England Biolabs
Roche

New England Biolabs
Sigma

New England Biolabs
Stratagene

AG Famulok

New England Biolabs
Invitrogen

Promega

Promega, AG Famulok
New England Biolabs
New England Biolabs
Stratagene, AG Famulok
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5.1.5 Nukleotide, Aminosauren und Radiochemikalien

Artikel Hersteller

dNTPs Roche, Mannheim

NTPs Roche, Mannheim
a-[*?P]-GTP (Aktivitat 3000 Ci/mmol) PerkinElmer

v-[¥P]- ATP (Aktivitat 3000 Ci/mmol) PerkinElmer

5.2 DNA und Protein Standards
5.2.1 DNA Langenmarker

Artikel Hersteller Fragmentléngen (Bp)

peqGOLD 100 bp peg-Lab 1031; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300;
200; 100; 80

peqGOLD peg-Lab 10000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3500;

3000; 2500; 2000; 1500; 1200; 1031; 900;
800; 700; 600; 500; 400; 300; 200; 100

5.2.2 Protein Langenmarker
Zur besseren Langenzuordnung der rekombinant hergestellten Proteine wurden kommerzielle
SDS-Protein-L&ngenstandards (Amersham Biosciences) der folgenden Zusammensetzung

verwendet:

Artikel Protein Molekulargewicht (kD)

Low Range Rainbow Marker Ovalbumin 45

RPN755 Carbonic Anhydrase 30
Trypsin Inhibitor 20,1
Lysozyme 14,3
Aprotinin 6,5
Insulin B-Kette 3,5
Insulin a-Kette 2,5

High Range Rainbow Marker Myosin 220

RPN756 Posphorylase 97
Bovine Serum Albumin 66
Ovalbumin 45
Carbonic Anhydrase 30
Trypsin Inhibitor 20,1
Lysozyme 14,3

5.3 Kommerzielle Reaktionssysteme, Kits

Artikel Hersteller

HRP-Detektionssystem (ECL-Reagenz)

Immobilon™ Western

Luciferase Assay System

NanoOrange®

Amersham Biosciences
Millipore

Promega

Molecular Probes
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MinElute™ Gel Extraction Kit
PCR-Purification Kit

Plasmid Mini, Midi, Maxi Kit
pGEM®-T Vector system
QIAquick®Nucleotide Removal Kit

ReadyMix™ REDTAQ™ PCR Reaction Mix with MgCI2

VenorGeM®

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Promega
Qiagen

Sigma

Minerva biolabs

5.4 Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen
5.4.1 Kulturmedien und Ldsungen fur Zellkulturarbeiten

Artikel Hersteller
DMSO HYBRI-Max Sigma
Minimum Essential Medium Eagel (EMEM) Cambex

Fetales Kalberserum (FCS)
Trypsin/EDTA (1x)

LB-Medium pH 7,0:

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies

Konzentration

Trypton
Hefeextrakt
NaCl in H,O (dest.) und 20 min. autoklavieren

1% (w/v)
0,5 % (w/v)
1 %(w/v)

SOB-Medium: Konzentration
Trypton 2% (wiv)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 0,05 %(w/v)
MgCl, 10 mM

MgSO04 in H,0 (dest.) und 20 min. autoklavieren 10 mM

SOC-Medium: Konzentration
SOB Medium
Glucose 20 mM

Ampicillin-Stammldsung:

Konzentration

Na-Ampicillin in 50 % Ethanol 16sen, bei -20°C gelagert

Kanamycin-Stammldsung:

100 mg/mL

Konzentration

Kanamycin in H,O (dest.) l16sen, bei -20°C gelagert

IPTG-Stammldsung:

30 mg/mL

Konzentration

IPTG in H,O (dest.) l6sen, bei -20°C gelagert
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5.4.2 Puffer- und Stammldsungen

Alle Loésungen wurden mit autoklaviertem DEPC-Reinstwasser angesetzt und mit Hilfe von
Spritzenvorsatzfiltern bzw. Flaschenfilteraufsatzen sterilfiltriert.

Puffer Hersteller

Reporter Lysispuffer Promega

Superscript |1 RT-Puffer Invitrogen

T4-Ligase Puffer New England Biolabs
T4-PNK Puffer Stratagene
Transkriptionspuffer Stratagene

Ammoniumacetat-L6osung:

Konzentration

NH,OAc

Aprotinin-Ldsung:

6M

Konzentration

Aprotini in H,O (dest.) I6sen, bei -20°C gelagert

Dithiothreitol-Ldsung:

5 mg/mL

Konzentration

Dithiothreitol mit H,O (dest.) 16sen und bei -20°C gelagert

Denat. PAGE-Gelpuffer:

100 mM

Konzentration

TBE in 8,3 M Harnstoff

EDTA-LOsung, pH 8:

1x

Konzentration

EDTA (Titriplex I1)

Ethidiumbromid-Lo6sung:

05M

Konzentration

Ethidiumbromid

Leupeptin-Losung:

10 mg/mL

Konzentration

Leupeptin mit H,O (dest.) 16sen und bei -20°C gelagert

Magnesiumchlorid-Ldsung:

2,5 mg/mL

Konzentration

MgCl, * 6 H,0

Natriumacetat-Ldsung, pH 5,4:

100 mM

Konzentration

NaOAc

Phosphat-L6sung nach Sérensen, pH 7,4:

3M

Konzentration

Ldsung A: NaH,PO,4 x 2H,0
Losung B: Na;HPO,4 x 2H,0

02M
02M

Durch Mischung von 23 mL der Lésung A und 77 mL der Lésung B ergeben sich 100 mL

einer 200 mM Phosphatpufferlésung mit dem pH 7,4.
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Pfu DNA-Polymerase PCR-Puffer, 10x:

Konzentration

Tris/HCI pH 9,0
KCI

MgSO4

(NH4)2SO,

Triton X-100

BSA (Nuklease frei)

Taq DNA-Polymerase PCR-Puffer, 10x:

200 mM
100 mM
15 mM
100 mM
1% (viv)
1mg/mL

Konzentration

Tris/HCI pH 9,0
KCI

MgCIz

Triton X-100

TE-Puffer, pH 7,5; (10x):

100 mM
500 mM

15 mM
1% (viv)

Konzentration

Tris
EDTA-L6sung pH 8 auf 1 L Puffer

TBE-Puffer, pH 8; (10x):

100 mM
10 mM

Konzentration

Tris
Borsdure
EDTA-L6sung pH 8 auf 1 L Puffer

PBS-Puffer, pH 7,4; (10x):

89 mM
89 mM
2 mM

Konzentration

NaCl

KCI

Na,HPO, x 2 H,O
KH,PO,

Phenylmethylsulfonylfluorid-Lésung:

1470 mM
27 mM
43 mM
14 mM

Konzentration

PMSF mit Ethanol l16sen und bei -20°C gelagert

5.5 Antikorper

100 mM

Bezeichnung Verwendung Verdinnung Hersteller
Anti-Biotin-FITC-Konjugat Fluoresceinisothiocyanate 1:1000 Sigma
monoklonal aus Ziege spezifisch Anti-Biotin 5% BSA, PBS

Biotin/HRP spezifisch Anti-Biotin 1:1000 Cell signaling
Cyt2-21; prim. Antikdrper Sigma
monoklonal aus Maus spezifisch Anti-ARNO 5% BSA TBST

a-Aktin prim. Antikorper 1:5000 Santa Cruz
monoklonal aus Kanninchen spezifisch Anti-Aktin 5% BSA TBST Biotechnology
a-FHL2-11-134 prim. Antikorper 1:2000 AG Bittner
monoklonal aus Maus spezifisch Anti-FHL2 5% BSA TBST

FLAG 2M prim. Antikorper 1:1000 Sigma
monoklonal aus Maus spezifisch Anti-FLAG 3% BSA TBST
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Bezeichnung Verwendung Verdinnung Hersteller

PDZ 2F9 prim. Antikorper 1:20 AG Kolanus

monoklonal aus Ratte spezifisch Anti-PDZ 5% BSA TBST

phospho P42/P44 prim. Antikorper 1:1000 Cell signaling

monoklonal aus Kanninchen spezifisch ERK1/2 5% BSA TBST

Penta His™ prim. Antikérper 2 ng Qiagen

monoklonal aus Maus spezifisch Anti-5His 5% BSA TBST

Streptavidin/HRP prim. Antikorper 1:200 DacoCytomation
spezifisch Anti-Biotin 2% MP TBST

14-3-3 prim. Antikorper 1:10 000 Santa Cruz

monoklonal aus Kanninchen spezifisch Anti-14-3.3 5% BSA TBST  Biotechnology

Anti-Kanninchen-Immun-  sekundérer Antikorper 1:10 000 Santa Cruz

globulin aus Ziege Peroxidase konjugiert 5% MP TBST Biotechnology

Anti-Ratten-Immunglobulin  sekundérer Antikorper 1:10 000 Santa Cruz

aus Ziege Peroxidase konjugiert 5% MP TBST  Biotechnology

Anti-Maus-Immunglobulin  sekundé&rer Antikorper 1:10 000 Santa Cruz

aus Ziege

Peroxidase konjugiert

5% MP TBST

Biotechnology

MP= Milchpulver

5.6 Plasmide

5.6.1 Klonierung der SELEX-Bibliothek

Bezeichnung Resistenz Hersteller
PGEM®-T Ampicillin Promega
5.6.2 Uberexpression in Prokaryonten
Bezeichnung Resistenz TAG Hersteller
pET15b-CYTIP Volllange Ampicillin His-Tag Novagen; AG Kolanus
pPET15b-CYTIP AA1-203 Ampicillin His-Tag Novagen; AG Kolanus
AA1-240 Ampicillin His-Tag Novagen; AG Kolanus
pPET15b-CYTIP PDZ
AAT71-166 Ampicillin His-Tag Novagen; AG Kolanus
pET11a-CYTIP PDZCC
AAT1-214 Ampicillin His-Tag Novagen
pET15b-FHL2 LIMO+1 Ampicillin His-Tag Novagen; AG Biittner
pPET28-KIAA0403-AN291 Kanamycin His-Tag Novagen; AG Patel
pGEX-4T-1 FHL2 Ampicillin GST-Tag Amersham Biosciences;
AG Buttner
pGEX-2T-KIAA0403
Volllange AA1-409 Ampicillin GST-Tag Amersham Biosciences
AC125  AAl-284 Ampicillin GST-Tag Amersham Biosciences
AN291  AA284-409 Ampicillin GST-Tag Amersham Biosciences
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5.6.3 Uberexpression in Eukaryonten

Bezeichnung Resistenz TAG Hersteller
pCMV-2B-KIAA0403 Stratagene

Volllange AA1-409 Kanamycin FLAG-Tag

AC125 AAl1-284 Kanamycin FLAG-Tag

AN291  AA284-409 Kanamycin FLAG-Tag
pPRK5-1G-PIP3-E Kanamycin IGG AG Kolanus

5.6.4 Reporterplasmide fur eukaryontische Zellkultur

Bezeichnung Resistenz Referenz/Hersteller
SRE-Luc Ampicillin Liao et al., 199711
pEGFP-N1 Kanamycin Clontech

5.7 Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) und
Metabion international AG (Miinchen) bezogen.

5.7.1 SELEX DNA-Bibliotheken

Die T7-Promotorregion ist zur Verdeutlichung bei allen Bibliotheken unterstrichen. Der
Buchstabe N bezeichnet ein unbekanntes Nukleotid.

5.7.1.1 SELEX-Bibliothek von Ulrich Wllner

dsDNA Bibliothek (MWG):
5’-GGGGAGCTCGGTACC-N3-AAGGATCCTCTGCAAAGCTT-3’

5’-Primer:
5'-CGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGCTCGGTACC-3’

3’-Primer:
5-AAGCTTTGCAGAGGATCCTT-3’

RNA Sequenz: 72 mer
5’-GGGGAGCUCGGUACC-N3-AAGGAUCCUCUGCAAAGCUU-3’

5.7.1.2 SELEX-Bibliothek E40 Ellingtont™

sDNA Bibliothek (Metabion):
5 -GATAATACGACTCACTATAGGGATAGGATCCACATCTACGTATTA-Ny0-
TTCACTGCAGACTTGACGAAGCTT

5’-Primer E40.41:
5 -GATAATACGACTCACTATAGGGATAGGATCCACATCTACGT-3’

3’-Primer E40.24:
5 -AAGCTTCGTCAAGTCTGCAGTGAA-3’
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RNA Sequenz: 90 mer
5’-GGGAUAGGAUCCACAUCUACGUAUUA-N4-UUCACUGCAGACUUGACGAAG
Cuu

5.7.1.3 SELEX-Bibliothek N20

dsDNA Bibliothek (Metabion):
5-AATCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAAGCATACTTTGACGA-NZ-
TCGTCGTGTTTGAACTCGTAAAGGTCA-3’

5’-Primer N20.40:
5"-AATCG TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAAGCATACTT-3

3’-Primer N20.21:
5 -TGACCTTTACGAGTTCAAACA-3

RNA Sequenz: 71mer:
5-GGGAGAGGAAGCAUACUUUGACGA-N2-UCGUCGUGUUUGAACUCGU
AAAGGUCA-3

5.7.1.4 SELEX-Bibliothek N25

dsDNA Bibliothek (Metabion):
5 -AATGCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGAGACAGTCTACGTATT-Nys-
TTCACTGCAGACGTAGGTACA-3’

5’-Primer N25.47:
5 -AATGCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGAGACAGTCTACGTATT-3

3’-Primer N25.21:
5 -TGTACCTACGTCTGCAGTGAA-3’

RNA Sequenz: 71mer
5’-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUU-N2;-UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3

5.7.1.5 SELEX-Bibliothek B80 und B50

dsDNA Bibliothek (Metabion) B80:
5-AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCT-Ngo-
CTTCTGGAGTTGACGTTGCTT-3

RNA Sequenz: 126mer:
GGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCU-Ng-CUUCUGGAGUUGACGUUGCUU-3

dsDNA Bibliothek (Metabion) B50:
5-AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCT-Nso-
CTTCTGGAGTTGACGTTGCTT-3

RNA Sequenz: 96mer:
GGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCU-Ns5-CUUCUGGAGUUGACGUUGCUU-3

Die Primer flr beide Bibliotheken B80 und B50 sind aufgrund des Designs gleich.

5’-Primer B80.45:
5 -AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATT-3
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3’-Primer B80.21:
5"-AAGCAACGTCAACTCCAGAAG-3

5.7.2 Aptamere

Der randomisierte Bereich aller Aptamere ist fett unterlegt. Ubereinstimmungen in der
Sequenz sind zusatzlich durch eine kursive unterstrichene Schrift gekennzeichnet. Eingefiihrte
Punktmutationen im randomisierte Bereich sind Grau unterlegt.

Anti-KIAA0403-CCbd-Aptamer

K21 (RNA: 71 mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAACUAUUGGGCCCGGGGUAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3*

Punktmutationen K21

P2 K21 U 32 C (RNA: 71mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAAC.AUUGGGCCCGGGGUAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3*

Punktmutationen K21

P3 K21 A 33 G (RNA: 71mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAACUIU UGGGCCCGGGGUAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3*

Punktmutationen K21

P4 K21 U 34 C (RNA: 71mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAACUAIUGGGCCCGGGGUAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3"

Punktmutationen K21

P2+3 K21 UA 32 33 CG (RNA: 71mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAAC-UUGGGCCCGGGGUAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3*

Punktmutationen K21

P3+4 K21 AU 33 34 GC (RNA: 71mer):
5‘-GGGAGAGAGAGACAGUCUACGUAUUAACAACU-UGGGCCCGGGG UAUGA
UUCACUGCAGACGUAGGUACA-3"

Anti-ARNO Aptamer von Dr. M. Theis ©7

K61 (RNA: 82mer):
5’-GGGAGAGACAAGCUUGGGUCGCGUUUUGCUAUUGAUGUUCUUUUAACC
UGGCCUGUUUGGGCCUCUUGCUCUUCCUAGGAGU-3

Anti-GEF Aptamer von Dr. G. Mayer

M69 (RNA: 94mer)
5’-GGGAGAGACAAGCUUGGGUCUAUUAUGCCUUUAGCUAGCGCAUUCUGU
GGGGUGGGUGGAAGAAGAGAAAGAGAAGUUAAUUAAGGAUCCUCAG-3
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Anti-FHL 2-Volllange-Aptamer

K3 (RNA: 126mer):
5’-GGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCUCGCUACCUCAUGGGUUGUAAUUGCA
ACUAUAACGCCACCCCCAUCGUAAACUAGCACGACUCCCUGAUUACUUCGC
CUUUCUUCUGGAGUUGACGUUGCUU-3’

Anti-FHL 2-Volllange-Aptamer

K12 (RNA:112mer):
5’-GGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCUAACAGCUUUUAGGGACCUGCAAAAC
GCACAAACCGUAAGUAUAGGUUACCACUUGAAUAGCCCCGUCUUCUGGAGU
UGACGUUGCUU-3’

Anti-FHL2-Volllange-Aptamer

K16 (RNA:96mer):
5’-GGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCUAGAGCGCAUGUAUACCGUUAAUCUU
CCUCCCUGUCACACGGUGCAAAGCGCUUCUGGAGUUGACGUUGCUU-3’

5.7.3 Primer

Die T7-Promotorregion ist zur Verdeutlichung unterstrichen. Bei den Klonierungsprimern ist
die Endonukleaseschnittstelle jeweils durch einen Keil gekennzeichnet. Weitere nachfolgende
Start- und Stopkodons und eine eingefiihrte Hexahistidinsequenz sind kursiv dargestellt.

5’-Primer 1-39 fir K61:
TCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACAAGCTTGGGTC

3’-Primer 1-20 fur K61:
ACTCCTAGGAAGAGCAAGAG

5’-Primer fir M69:
5’-TCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACAAGCTTGGGTC-3’

3’-Primer fir M69
5’-CTG AGG ATC CTT AAT TAACT-3’

Klonierung CYTIP PDZCC (AS71-214) pET11a
5’-Primer: Ndel HIS-Tag Primer
5’-GGCAAGC CAAT ATG CATCATCACCACCATCAC TCCTGGTCTCAAAGAAAGC-3’

3’-Primer: BamHI Stopkodon Primer
5°-CG (‘iGATCC CTATTCCAAACTGGGGCAATTAG-3’

Klonierung KIAA0403Volllange (AS1-409) pGEX-2T; pCMV-2B
5’-Primer: BamHI Startkodon Primer

S5’-GAT C‘AGATCC ATGAGTCGGAGGAGGATATCGTGT-3’

3’-Primer: EcoRI Stopkodon Primer
5-GAT (‘XA\ATTC TCA AATGGAATTTTCAACAGAGGGAG-3’
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Klonierung KIAA0403-AN291 CChd-Doméane (AS284-409) pGEX-2T; pCMV-2B

5’-Primer: BamHI Startkodon Primer

S5'-GAT GAGATCC ATGGAGAAGCTGTACAAATCATTAGAG-3’

3’-Primer: EcoRI Stopkodon Primer
5-GAT %ATTC TCA AATGGAATTTTCAACAGAGGGAG-3’

Klonierung KIAA0403-AC125 (AS284-409) pGEX-2T; pCMV-2B
5’-Primer: BamHI Startkodon Primer

5’-GAT C‘AGATCC ATGAGTCGGAGGAGGATATCGTGT-3’

3’-Primer: EcoRI Stopkodon Primer
5-GAT C‘XAATTC TCATTCATCATCTTCAGACACTTTTG-3’

5.8 Bakterienstamme

E.coli-Stamm Genotyp Referenz
BL 21 DE3 hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 Sambrook et al.,
lacUV5-T7 genel) 200117
BL21 (DE3) pLys S F-dcm ompT hsdS(rs- me-) gal A(DE3) [pLysS] Sambrook et al.,
200119
BL21 DH10B A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl Sambrook et al.,
200119
JM83 ara, A(lac — proAB), rpsL,(strr), thi, ®80, Vieira und Messing
lacZAM15 etal., 1982
5.9 Eukaryontische Zellinien
Bezeichnung Eigenschaften Referenz
HelLa Humane Zellinie mit epithelartiger Tyndall et al.,
Morphologie aus Patienten mit Cervix-Karzinom _ 1965%%
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6 Methoden

6.1 Allgemeine Methoden im Umgang mit Proteinen
6.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Biomolekiile (Proteine) lassen sich abhangig von Ladung, Molekulargewicht und
Konformation  mittels  Gelelektrophorese  trennen. Bei  der  diskontinuierlichen,
eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese™™ erfolgt die Trennung unter
denaturierenden Bedingungen, wobei das Detergenz SDS unspezifisch mit den Proteinen
wechselwirkt und alle nicht kovalenten Wechselwirkungen aufhebt. Die Wanderungs-
geschwindigkeit im Gel héngt dann nur noch vom Molekulargewicht des Proteins und dem
Vernetzungsgrad des Gels ab.

Das SDS-Gel setzt sich aus einem Trenn- und Sammelgel zusammen, wobei die Trennung der
Proteine nach ihrem spezifischen Molekulargewicht im ersteren geschieht. Das Sammelgel
dient hierbei nur zur Fokussierung der Proteine. Zur Herstellung eines Gels (7.5 x 6 cm) wird
zuerst das Trenngel aus den entsprechenden Vorratslosungen hergestellt, mit APS und
TEMED versetzt und die Lésung zwischen zwei abgedichtete Glasplatten gegossen. Fir die
Polymerisation (ca. 30 min.) wird die Lésung mit Isopropanol Gberschichtet. Danach wird der
Alkohol durch Abdekantieren entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen, so dass
fir die Fokussierung der Proteine eine ca. 1 cm lange Laufstrecke entsteht.

Die Proteinproben wurden mit 4x SDS-Probenpuffer fir 5 min. bei 95°C erhitzt,
abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 170 Volt in SDS-
Gelelektrophoresepuffer (30-45 min.).

Trenngel (12,5 %):
Tris/HCI Lésung, pH 8,8 375 mM

Konzentration

SDS 0,1 % (w/v)

Bis-Acrylamid (30 % (v/v)) 12,5 % (viIv)
APS (10 % (w/v)) 0,05 % (w/v)
TEMED 0,05 % (w/v)

Sammelgel (4 %):

Konzentration

Tris/HCI Lésung, pH 6,8
SDS

Bis-Acrylamid (30 % (v/v))
APS (10 % (w/v))

TEMED

SDS-Gelelektrophoresepuffer, pH 8,9; (10 x):

125 mM

0,1 % (w/v)
4 % (vIv)
0,05 % (w/v)
0,1 % (w/v)

Konzentration

Tris
Gycin
SDS

250 mM
14,4 % (w/v)
1% (w/v)
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SDS-Probenpuffer, pH 6,8; (4x): Konzentration
Tris 33 mM

Glycerin 21 % (vIv)

SDS 4 % (wlv)

DTT 21 % (w/v)
Bromphenolblau Spatelspitze

mit H,O (dest.) 16sen und bei -20°C gelagert

6.1.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen

Zur immunologischen Detektion [6.1.3] der jeweiligen rekombinanten Proteine Hisg-CYTIP-
PDZ, -PDZCC, KIAA0403-Konstrukte, Hisg-FHL2-LIMO+1 und GST-FHL2-Vollldngen-
protein, der mit Hilfe der Aptamere erhaltenen ,,Pull-down*“-Eluate [6.5.5] und aus der
eukaryontischen Zellkultur gewonnen Zelllysate [6.7.3], wird ein Proteintransfer auf
Nitrozellulosemembranen durchgefiihrt. Der Proteintransfer erfolgte in einer Semi-Dry-Blot
Apparatur unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems.

Nach Abtrennung der Proteine im SDS-PAGE [6.1.1] wird das SDS-Polyacrylamidgel, die
Nitrozellulosemembran (Protran 0,1 um) und mehrere Filterpapiere (Whatman, GBO0O05:
1,2mm) im entsprechenden Elektrodenpuffer &quilibriert und nach folgendem Schema
zwischen den Elektroden angeordnet:

Anode

2 Filterpapiere - Anodenldsung |

1 Filterpapier - Anodenlésung I
Nitrozellulose - Anodenldsung Il
SDS-PAGE-Gel - Kathodenlésung
3 Filterpapiere - Kathodenlésung
|

Kathode

Der Proteintransfer findet bei einer Stromstarke von 0,8 mA pro cm? BlotgréRe in 60 min.
statt. Eine anschlielende Blotkontrolle mit Ponceau S-Ldsung [6.1.5.3], einer unspezifischen
Farbung aller transferierten Proteine, gibt Auskunft (iber die Effizienz der Ubertragung. Zur
weiteren immunologischen Detektion wird die Nitrozellulosemembran mit Wasser entfarbt.

Anodenlosung I, pH 10,5: Konzentration
Tris 300 mM
Methanol 20 % (viv)
Anodenlésung 11, pH 10,4: Konzentration
Tris 25 mM
Methanol 20 % (viv)
Kathodenlosung, pH 7,5: Konzentration
6-Aminohexansdure 40 mM
Methanol 20 % (v/v)
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6.1.3 Immunologische Detektion von Proteinen
Die immunologische Detektion der zu untersuchten, immobilisierten Proteine erfolgte unter

der Verwendung von spezifischen Antikorpern.

6.1.3.1 Western-Blot

Die in der Proteintransfermethode [6.1.2] préparierte Nitrozellulose wird zundchst mit einem
spezifischen Antikérper (primar) fir das zu detektierende Protein inkubiert. Zur
Signalverstarkung wird die Nitrozellulose anschliefend mit einem weiteren sekundéreren
Antikorper inkubiert, der zuvor mit Meerrettichperoxidase konjugiert wurde. Die Detektion
erfolgt durch das Auftreten einer Chemilumineszenzreaktion. Durch die Spaltung eines ECL-
Substrats mit Hilfe der konjugierten Peroxidase werden Photonen emittiert, welche zur
Belichtung eines lichtempfindlichen Films fihren.

Die Nitrozellulosemembran [6.1.2] wird nach erfolgreichem Proteintransfer mit TBS-Puffer
abgespuilt und zur Abséttigung freier Bindungsstellen 1 h bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 4 °C auf einem Tischschittler bei 60 Upm mit Blockierlésung behandelt. Nach
zweimaligen Waschen mit TBST-Puffer (je 10 min.) wird die Membran mit primarem
Antikorper (Verdinnung im AKB-Puffer) fur 1-2 h auf einem Tischschuttler bei Raum-
temperatur inkubiert [5.5]. AnschlieBend wird die Nitrozellulosemembran zwei Mal mit
TBST-Puffer (je 10 min.) gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper (Verdinnung im
AKB-Puffer) fur 1-2 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln weiter inkubiert. Zum
Abschluss erfolgt ein dreimaliges Waschen mit TBST-Puffer (je 10 min.).

Die Detektion der Lumineszenz erfolgt durch den Zusatz von 1-2 mL ECL-Reagenzes fur
3 min. gemél den Herstellerangaben. Entsprechend der Lumineszenzintensitat wird ein
Rontgenfilm fir 5 Sekunden bis 1 h exponiert und anschlieRend entwickelt. Optional wurde
die Nitrozellulose direkt elektronisch mittels eines Transiluminators (Bio-Rad) ausgelesen
und ausgewertet.

TBS-Puffer, pH 7,4 (10x): Konzentration
Tris 1M

NaCl; 55ml HCI konz. auf 1 L Puffer 15M
TBST-Puffer, pH 7,4 (1x): Konzentration
1x TBS-Puffer

Tween 20 0,05 % (viv)
Blockierlosung: Konzentration
1x TBST-Puffer

Magermilchpulver 5% (w/v)
AKB-Puffer: Konzentration
1x TBST-Puffer

BSA oder Magermilchpulver siehe [5.5] 2-5% (w/v)
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6.1.3.2 Dot-Blot

Zur Detektion biotinmarkierter Proteine werden diese punktférmig in aufsteigender
Konzentration auf eine Nitrozellulosemembran (Protran 0,1 um) aufgetragen, wobei zum
Vergleich die nicht biotinylierten Proben als negativ Kontrolle dienen. Nach einer
Trocknungszeit von ca. 30 min. wird der Dotblot zur Absattigung freier Bindungsstellen 1 h
bei Raumtemperatur auf einem Tischschdittler (60 Upm) mit Dot-Blotpuffer behandelt. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer (je 10 min.) wird die Membran mit Anti-Biotin-FITC-
Konjugat (Verdinnung im Dotblot-Puffer), im Dunkeln fir 1 h auf einem Tischschuttler bei
Raumtemperatur inkubiert. [5.5]. AnschlieRend wird die Nitrozellulosemembran ein Mal mit
Dotblot-Puffer und zwei Mal mit PBS-Puffer (je 10 min.) gewaschen. Die Detektion erfolgt
mittels des Phosphor/Fluoreszenz-Imagers durch Fluoreszenzanregung bei 473 nm und
Messung der Emission im Wellenlangenbereich von 520 nm.

Dot-Blotpuffer: Konzentration
PBS-Puffer 1x
BSA 10mg/mL

6.1.4 ,,Stripping“ von Nitrozellulosemembranen

Durch das so genannte ,,Stripping“-Verfahren ist es moglich die spezifisch gebundenen
Antikorper von der Nitrozellulosemembran zu entfernen. Dadurch kann die Membran zur
mehrfachen Detektion mit unterschiedlichen priméren Antikorpern verwendet werden.
Membranen mit gebundenen Antikoérpern werden nach der Detektion zuerst mit TBST-Puffer
gewaschen und anschlielend 30 min. bei 50°C im Hybridisierungsofen unter leichtem
Schwenken mit ,,Stripping*“-Puffer inkubiert. AnschlieBend wird der Puffer verworfen und die
Membran drei Mal mit TBST-Puffer (je 10 min.) gewaschen. Die Membran kann wieder zur
weiteren immunologischen Proteindetektion [6.1.3] benutzt werden.

»tripping“-Puffer, pH 6,7: Konzentration
Tris 62,5 mM
-Mercaptoethanol 100 mM

SDS 2 % (wiv)

6.1.5 Farbung von Proteingelen

Zur Anfarbung der durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [6.1.1] aufgetrennten
Proteine, werden standardmalRig zwei Verfahren angewendet. Zu einem wird die Coomassie-
Blau-Farbungsmethode verwendet, mit welcher Proteine quantitativ durch unspezifische
Interaktion des Farbemittels bis zu einer Konzentration von 0,3 pg detektiert!?® werden
kdnnen. Zum anderen kommt die Silber-Férbung zum Einsatz. Diese Methode ist ca. 100-fach
sensitiver und kann Proteine bis zu 2 ng detektieren , erfolgt jedoch nicht quantitativi®®*,
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6.1.5.1 Coomassie-Farbung (Brilliant Blau G 250)

Bei der Coomassie-Blau-Farbemethode werden die SDS-Proteingele 20-30 min. bei
Raumtemperatur auf einem Tischschuttler (60 Upm) in Coomassie-Losung geschwenkt.
AnschlieBend werden diese zur Entfernen der Hintergrundfarbung eine Stunde mit Entfarber-
Losung inkubiert und zwecks Aufbewahrung auf ein angefeuchtetes Whatman-Papier im
Geltrockner (1 h bei 80°C im Vakuum) getrocknet.

Coomassie-Losung: Konzentration
Essigsaure 10 % (v/v)
Methanol 40 % (vIv)
Coomassie Brilliant Blue G250 16 Pastillen

mit H,O (dest.) l6sen

Entfarber-Lésung: Konzentration
Essigsdure 10 % (v/v)
Methanol 30 % (v/v)

mit H,O (dest.) 16sen

6.1.5.2 Silber-Farbung

Bei der Silber-Farbemethode werden die SDS-Proteingele nach einer Abfolge von mehreren
Schritten, Tabelle 6.1.1, mit einer Silbernitratlésung inkubiert und anschlielend entwickelt.
Die Detektionsmethode basiert auf der Reduktion des Silbernitrats zu elementarem Silber,
welche nur in den proteinhaltigen Zonen des Gels stattfindet. Die Proteine werden so durch
eine rétlich-braune Farbung sichtbar. Die Silber-Farbung wird wie folgt durchgefiihrt:

Schritt Dauer [min.] Puffer/Reagenz/Lésung
1. Fixieren 10 L6sung 1
2. Vernetzen 10 Lésung 2
3. Waschen 20 H,O (dest.)
4. Farben 10 Silbernitrathaltige Lésung 3
5. Entwickeln 10 Lésung 4
6. Stoppen 5 5 % (v/v) Essigséaure
7. Waschen 5 H,O (dest.)
8. Imprégnieren 5 10 % (v/v) Glycerin

Tabelle 6.1.1 Silber-Farbung von SDS-Proteingelen

Die SDS-Proteingele werden in der oben aufgefiihrten Reihenfolge in Glasschalen auf einem
Tischschuttler mit den jeweiligen Puffern inkubiert und anschlieend zur Aufbewahrung wie
bei der Coomassie-Blau-Féarbung [6.1.5.1] getrocknet.

Losung 1: Konzentration
Ethanol 30 % (viv)
Essigsaure 10 % (v/v)
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L6sung 2: Konzentration
Ethanol 30 % (viv)
Natriumacetat 04 M
Glutaraldehyd 0,5 % (viv)
Natriumthiosulfat 0,1 % (w/v)
Ldsung 3: Konzentration
Silbernitrat 0,1 % (w/v)
Formaldehyd (36%) 3uM

Ldsung 4: Konzentration
Natriumcarbonat 2,5 % (wiv)
Formaldehyd (36%) 4,8 uM

6.1.5.3 Ponceau S Farbung

Zur Proteintransferkontrolle der Nitrozellulosemembran [6.1.2] kdnnen die Proteine tber eine
Ponceau S Farbung nachgewiesen werden.

Die Farbung erfolgte durch Inkubation mit Ponceau S Farbelosung fir 30 min. bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln.

6.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

6.1.6.1 Photometrische Bestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford?®? basiert auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie-Blau an basische und aromatische Aminoséurereste. Hierbei kommt es
zur Absorption der gebundenen Farbstoffmolekile bei einer Wellenldnge von A = 595 nm,
welche starker als beim freien Farbstoff ist.

Zur Konzentrationsbestimmung kommt das im Handel erhéltliche, konzentrierte Bradford-
Reagenz zum Einsatz (1:5 Verdinnung mit Wasser). Die Proteinproben unbekannter
Konzentration, sowie die BSA-Referenzkonzentrationsreihe (0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 1,5; 1,75;
und 2 pg/pL) werden in einer durchsichtigen 96-well Platte mit flachem Boden vorgelegt.
Anschlieend werden die Proteinldsungen mit 200 uL verdiinnter Bradford-Ldsung versetzt,
fiir 10 sek. ger(ttelt und die Absorption bei A =595 nm gemessen.

Die Konzentrationsbestimmung der unbekannten Proteinproben erfolgt durch die
Umrechnung der Absorption mittels der zuvor bestimmten BSA-Eichkurve.

6.1.6.2 Fluoreszenzbasierende Bestimmung mittels NanoOrange®

Im Gegensatz zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford®? erfolgt die
Quantifizierung der Proteinen nach NanoOrange® mit dem gleichnamigen Farbstoff. Die
NanoOrange®-Farbemethode basiert auf der Verstarkung der Fluoreszenz durch Bindung des
Farbstoffes an Proteine (unspezifische Wechselwirkung). Der grote Vorteil dieser Methode
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liegt in ihrer Sensitivitdt und der Unempfindlichkeit gegenuber unterschiedlichen
Puffersystemen.

Hierzu wurde der Farbstoff nach Herstellerangaben in der mitgelieferten Ldsung
Comp. B 1: 500 verdinnt. AnschlieBend wurden die Proteinproben unbekannter
Konzentration, sowie die BSA-Standard Proben (0,1; 0,3; 0,5; 0,9; 1,1; 1,3; 1,5; 1,8; 2,2; 2,7;
3,5 ug/mL) mit dem verdlinnten Farbstoff versetzt und 10 min. bei 95°C inkubiert. Nach 20-
minutigem Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde die Fluoreszenzintensitat bei einer
Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 590 nm gemessen.
Die Proteinkonzentration kann anschlieRend anhand der BSA-Eichkurve berechnet werden.

6.1.7 Umpufferung und Konzentrierung proteinhaltiger Lésungen
6.1.7.1 Dialyse

Bei der Dialyse handelt es sich um eine schonende Methode zur Verdnderung der
Pufferbedingungen von Proteinldsungen. Unter der Verwendung von Dialyseschlauchen mit
einer molekularen Ausschlussgrenze von 6-8 kD ist es mdoglich Puffersalze und
niedermolekulare Kontaminationen zu entfernen.

Hierzu wird der entsprechend dem Proteinldsungsvolumen zugeschnittene Dialyseschlauch in
einer 5 mM EDTA-L6sung zwei Mal aufgekocht und 15 min. bei Raumtemperatur abgekunhit.
Der gequollene Dialyseschlauch wird mit der gewiinschten Proteinldsung befullt, versiegelt
und fiir 15 h oder Uber Nacht bei 4°C gegen 1 L des Zielpuffers dialysiert. AnschlieBend wird
der Schlauch in 0,5 L frischen Zielpuffer berfihrt und erneut fir 6 h bei 4°C dialysiert.

Nach diesem Verfahren wurden die rekombinant gereinigten Proteine Hisg-CYTIP-PDZ,
Hise-CYTIP-PDZCC, Hise-FHL2 LIMO+1 [6.1.10] fur die Aptamerselektion in den
Kopplungspuffer der Selektionsmatrix (cyanogenbromidaktivierte Sepharose) tiberfiihrt.

Das zur Prazipitation neigende Hisg-KIAA0403-AN291 Konstrukt wurde zur Aufbewahrung
sofort nach der chromatographischen Reinigung [6.1.11.1] in einen Hochsalzpuffer dialysiert
und bei -80°C gelagert.

Der Reinheitsgrad aller Proteine wurde nach der Dialyse erneut auf einem SDS-PAGE
analysiert und die Konzentration nach den in [6.1.6] angegebenen Methoden bestimmt
werden.

6.1.7.2 Gelfitration

Nach der affinitatschromatographischen Trennung mussten die rekombinanten Proteine Hisg-
CYTIP-PDZ und Hisg-CYTIP-PDZCC [6.1.11.1] zur Verbesserung ihres Reinheitsgrades
einer lonenaustauschchromatographie unterzogen werden [6.1.12]. Hierzu musste die
lonenstérke der Proteinldsungen erst einmal fiir die nachfolgende Proteinreinigung erniedrigt
werden. Diese Entsalzung erfolgte unter Verwendung einer Gelfitrationssédule Econo-Pac P6
(Bio-Rad) an einem FPLC-System. Drei mL Proteinlésung wurden bei einer Flussrate von
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1 mL/min. als mobile Phase auf die Sdule injiziert, wobei ein Niedrigsalzpuffer als Laufpuffer
diente. Der Verlauf des Pufferaustauschprozesses konnte durch Detektion der Leitfahigkeit
und der UV-Absorption bei 280 nm verfolgt werden. Vor dem weiteren Reinigungsprozess
wurden die Proteine erneut auf einem SDS-PAGE [6.1.1] analysiert.

Fur die Entsalzung und Umpufferung der rekombinanten GST-Proteine GST-FHL2 Volllange
in einen zur Selektion geeigneten Phosphat und Lagerpuffer [6.1.11.2] und GST-KIAA0403-
Konstrukte in den KIAA0403-Hochsalzpuffer [6.1.11.2], wurden NAP-S&ulen (NAP-5, NAP-
10 und NAP-25) verwendet. Die Proteinproben wurden auf eine vorher mit Puffer
aquilibrierte Saule aufgetragen und anschlieBend dem entsprechenden Puffer eluiert. Das
dabei zum Einsatz kommende Prinzip der GrélRenausschlussfiltration beruht auf der Tatsache,
dass kleine Molekile (z.B. Salze) langer auf der Saule verbleiben als gréRere Proteine, welche
eine wesentlich kiirzere Retenzionszeit besitzen. Die Vorgehensweise wird am Beispiel einer
NAP-5-Séule kurz erldutert. Die S&ule wurde zuerst mit 10 mL des gewinschten Puffers
aquilibriert und anschlielend die Probe in einem Volumen von insgesamt 500 pL
aufgetragen. Nach vollstdndigem Einlaufen der Proteinprobe in die Séule wurde mit 1 mL
(NAP-10: 1.5 mL, NAP-25: 3,5 mL) Puffer eluiert.

Fur die Entsalzung, Umpufferung und Abtrennung vom Biotinylierungsreagenz wurde bei den
biotinylierten rekombinanten Proteinen Hisg-CYTIP-PDZ-, Hisg-FHL2-LIMO+1- und GST-
FHL2-Volllange [6.1.8] Micro Biospin® 6 Gelfiltrations Saulen (Bio-Rad) verwendet. Hierbei
wurden die Saulen (Ausschlussgrenze 6 kD) mit dem entsprechenden SELEX-Puffer vier Mal
mit 500 puL &quilibriert und anschlieend durch zentrifugieren fir eine Minute (3100 Upm)
vom Uberschiissigem Puffer befreit. Die Proteinprobe konnte in einem maximalen VVolumen
von je 10-75 pL aufgetragen und durch das sich anschlieBende zentrifugieren (zwei min. bei
3100 Upm) im neuen Puffer erhalten werden.

6.1.7.3 GroRenausschluB Zentrifugation

Zur Aptamerselektion [6.3], Plasmonresonanzbindungsstudien [6.5.4] und Filterbindungs-
studien [6.5.1] mussten die beteiligten Proteine in einer Mindestkonzentration 2,5 puM
vorliegen. Zur Konzentrierung wurden Filtersysteme der Firma Millipore Centrikon® YM-3,
YM10 (Volumen 0,1 bis 2,5ml) und Centriplus® YM-3, YM10, YM50 (Volumen 2 bis 15ml)
verwendet. Durch verschiedene Filter mit einer jeweiligen Ausschlussgrenze von 3, 10 und
50 kD werden mit Hilfe der Zentrifugation (maximale Belastung 5000 x g) grof3ere Proteine
aufkonzentriert, wobei kleinere Molekiile die Membran passieren konnen. Nach einer
entsprechenden Zentrifugation fir 15 min. bis 3 h bei 4°C konnten die Proteinldsungen in
einem deutlich verminderten VVolumen gewonnen werden.
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6.1.8 Biotinylierung von Proteinen

Eine Mdoglichkeit zur Detektion, Reinigung und Wiedergewinnung von Proteinen besteht in
der Markierung mit dem wasserldslichen Vitamin Biotin. Der Biotin-,tag” kann in den
entsprechenden Versuchen durch eine spezifische Wechselwirkung mit Avidin und
Streptavidin nachgewiesen, beziehungsweise an einer Avidin- oder Streptavidinmatrix
immobilisiert werden. Zur spezifischen Markierung von primaren Aminen wird das Sulfo-
NHS-LC-Biotin Reagenz (Pierce) in einem fiinffachen Uberschuss gegeniiber dem zu
biotinylierenden Protein eingesetzt. Dabei ist zu beachten dass das Protein méglichst in einem
Phosphatpuffer pH 7,4 (1x PBS) vorliegt. Tris-Puffer, Zusétze von BSA, oder &hnlichen
Reagenzien, welche zu einer Nebenreaktion bei der Biotinylierung fiihren konnten, sind zu
vermeiden, siehe Abbildung 6.1.1.
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Abbildung 6.1.1: Reaktionsgleichung einer Biotinylierungsreaktion von Proteinen.

Die Biotinylierungsreaktion wird nach folgendem Standartprotokoll durchgefthrt:

Die zu biotinylierenden Proteine werden vorerst in einen phosphathaltigen Puffer (1 x PBS)
mittels kommerziell erhaltlichen Biospin® 6 Gelfiltrations Saulen (Bio-Rad) Uberfiihrt
[6.1.7.2]. Diese Methode konnte erfolgreich ohne gréReren Proteinverlust fur Hisg-CYTIP-
PDZ, Hiss-FHL2-LIMO+1, GST-FHL2-Volllangeprotein und Lysozym (Kontrollprotein)
angewendet werden (Kontrolle mittels SDS-PAGE Analyse [6.1.1]). Die einzige Ausnahme
bildete das Hise-KIAA0403-AN291 Protein, welches aufgrund von Prézipitaions-
erscheinungen mit Hilfe der Dialyse in den entsprechenden 1 x PBS-Puffer iberfiihrt werden
musste [6.1.7.1].

Die frisch hergestellte wassrige Losung des Sulfo-NHS-LC-Biotin Reagenzes (Pierce;
10 pg/pL; M=556,59g/mol) wird in einem finffachen Uberschuss zu den jeweilig
umgepufferten, mit Eis gekihlten Proteinenldsungen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit
von 25 min. bei 4°C wird das Reaktionsgemisch weitere 25 min. bei Raumtemperatur
regieren lassen. Das Uberschiissige Reagenz wird anschlieRend wieder mit Hilfe der
Gelfiltration (Biospin® 6 Gelfiltrations Saulen; Bio-Rad) [6.1.7.2], oder im Falle des
KIAA0403-AN291 mittels Dialyse [6.1.7.1] entfernt.

Zur Kontrolle der Biotinylierungsreaktion wird ein Dot-Blot [6.1.3.2] unter Verwendung
eines fluoreszenzmarkierten spezifischen Antikdrpers (Anti-Biotin-FITC-Konjugat [5.5])
durchgefiihrt.
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6.1.9 Kopplung biotylierter Proteine/RNA an Dynabeads®

Bei den Dynabeads® M-280 (10mg/mL, 6-7 x10® Partikel) handelt es sich um
paramagnetische Polystyrenkiigelchen, welche auf der hydrophoben Oberflache kovalent
gebundenes Streptavidin préasentieren. Durch die sehr starke Wechselwirkung des Biotin-
Reagenzes mit dem an der Oberflache fest verankerten Streptavin, kommt es zur Kopplung an
die Festphase. Aufgrund der magnetischen Eigenschaften des Tragermaterials lasst sich die
neu derivatisierte Matrix mit Hilfe eines Magneten bequem vom Puffer trennen und waschen.
Diese Materialeigenschaften und einfache Handhabbarkeit stellen ideale Bedingungen zur
Abtrennung von biotinylierten Komplexen aus einer Reaktionslosung dar, welche
vorzugsweise flr die RNA-Selektion [6.3.2] und ,,Pulldown*-Experimenten [6.5.5] verwendet
wurden.

Vor der Kopplungsreaktion miissen die Dynabeads® in den fiir die Kopplung vorgesehenen
Kopplungspuffer (berfiihrt werden. Dies geschient mit Hilfe eines eigens fur diese
Anwendungen konzipierten Magneten. Die Matrix wird finf Mal mit einer ihres Volumens
entsprechende Menge PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit dem Kopplungpuffer
aquilibriert (zwei Mal). Die vorgesehene Menge der zu koppelnden Proteine [6.3.2, Anhang
9.3.3, 9.3.4, 9.3.6] oder biotinylierter RNA [6.5.5] wird mit Dynabeads® versehen und je nach
Anforderung flnf (Aptamerselektion in Losung von Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-FHL2-LIMO+1,
GST-FHL2) bzw. 30 min. im Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Aptamerselektion [6.3.2, Anhang 9.3.3, 9.3.4, 9.3.6] und die ,,Pulldown*-Experimente
werden die erfolgreich gekoppelten Proteine/Aptamere von den ungebundenen Spezies durch
zweimaliges Waschen mit den entsprechenden Kopplungspuffer entfernt und bis zur weitern
Verwendung im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Fir den immunologischen Kopplungs-
nachweis der Proteine wird anschlieBend eine kompetitive Elution mit 40uL derivatisierten
Dynabeads® (0,1ug/pL Protein/Dynabeads®) mit freien Biotin (50 facher Uberschuss) und
10pL SDS-Ladepuffer (4 x) [6.1.1] durchgefihrt. Die Probenlésung wird 7 min. bei 95°C
erhitzt, kurz zentrifugiert und der Uberstand auf ein denaturierendes SDS-PAGE aufgetragen.
Der Nachweis erfolgte mittels Western-Blotanalyse [6.1.3.1] und einem Streptavidin-HRP-
Antikorperkonjugats zur direkten Detektion.

Kopplungspuffer, pH7,4 : Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,0 1,5-3mM

BSA 1 po/ul

DTT 1-5mM

6.1.10 Proteinkopplung an Sepharose

Zur Aptamerselektion [6.3.1] missen die unter 6.1.11.1 affinitatschromatographisch
gereinigten rekombinanten Proteine an einer Tragermatix immobilisiert werden. Zu diesem
Zweck wurde cyanbromidaktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosience) herangezogen und
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mit den entsprechenden Proteinen derivatisiert. Die Kopplungsreaktion zwischen der
primeren Aminofunktion und den Hydroxylgruppen der Sepharose erfolgt durch die
Aktivierung mit Cyanbromid zum Isoharnstoff, siehe auch Abbildung 6.1.2.

NH
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Abbildung 6.1.2: Kopplungsreaktion der primaren Amine an die Tragermatrix Sepharose

Zur Herstellung folgender Matrizes, wurden die entsprechenden Mengen der gefrier-
getrockneten Sepharose eingewogen und in 1 mM HCI-L6sung aufgequollen, Tabelle 6.1.2.

Hisg-CYTIP-PDZCC | Hisg-CYTIP-PDZ | Hiseg-FHL2-LIMO+1
CNBr-aktivierte Sepharose [g] 0,429 1 0,771
Sepharose Volumen SV [mL] 15 3,5 2,7
1 mM HCI-Lésung [mL] 3,43 8,00 6,17
Proteinkonzentration [uM] 11 54 30

Tabelle 6.1.2: Verwendete Sepharosemenge und Volumina fir die Proteinkopplung von .

Die aufgeschlemmte Sepharose wurde in Polyprepeinweg Sdulen (Bio-Rad) tberfiihrt und
anschlieBend (200 mL pro g Sepharose) in mehreren Durchgangen mit 1 mM HCI-L6sung
gewaschen. Dieser Schritt diente zur Aktivierung und Reinigung von Herstellungsriickstdnden
der Sepharose. AnschlieBend wurde die Sepharose auf den Kopplungpuffer mit finf
Saulenvolumen (SV) &quilibriert. Durch einen zusétzlichen Prahydrolyseschritt mit dem
Kopplungpuffer (3 h Inkubation bei 4°C im Uberkopfschittler) wurde die Anzahl der
kopplungsfahigen Gruppen reduziert. Dies fuhrte zu einer homogeneren Kopplung der
Proteine. Nach der Préhydrolyse wurde die Matrix zwei min. bei 300 Upm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und anschlieRend mit den umgepufferten Proteinenlosungen [6.1.7.1]
fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die derivatisierte
Matrix mit 5 SV Kopplungspuffer gewaschen. Zur Abséttigung der nicht reagierten,
aktivierten Hydroxygruppen wurde die Sepharose im Fall von Hisg-CYTIP-PDZCC mit einer
1 M Glycinlésung oder bei Hisg-CYTIP-PDZ und Hisg-FHL2-LIMO+1 mit einem 0,1 M Tris-
Puffer, pH 8 fur 2 h ruhend bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit
jeweils abwechselnd fiinf SV Waschpuffer I und Waschpuffer Il (zwei Mal). AbschlieRend
wurden die derivatisierten Matrizes mit zehn SV 1 x PBS-Puffer gewaschen, in einem SV 1 x
PBS resuspendiert und bei 4°C gelagert. Zur Detektion der Kopplungseffizienz wurden nach
den Kopplungs- bzw. Waschschritten Proben zur spateren SDS-PAGE Kontrolle entnommen
[6.1.1].
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6.1.11 Allgemeine chromatographische Methoden zur
Proteinreinigung

6.1.11.1 Affinitatschromatographie Giber immobilisierte Metallionen

Die Reinigung von rekombinanten Proteinen aus E.coli-Organismen wird meist mit Hilfe so
genannter ,tags“, kleinen Peptiden (Hexahistidin [Hise-]?* oder FLAG-Fusionspeptid
[DYKDDDDK]?* oder ganzen Proteinen (Glutathion-S-transferase GST??%!, Maltosebinde-
protein) durchgefiihrt. Durch eine hochaffine spezifische Bindung der ,tags“ an ein
Tragermaterial kénnen die Proteine aus dem Bakterienlysat affinitatschromatographisch
gereinigt werden.

Nach Expression der rekombinanten Proteine Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-CYTIP-PDZCC, Hise-
KIAA0403-AN291 und Hisg-FHL2-LIMO+1 [6.6.7.1, 6.6.7.2, 6.6.7.4] wurde die
Proteinreinigung mit Hilfe des Hisg-Fusionspeptids (0,84 kD) ermoglicht. Gute
Proteinausbeuten und Reinheit konnte durch die spezifische Wechselwirkung des Hisg-
Fusionspeptids mit Nickelkationen auf einer Nitrilotriaceticacid (NTA)-Agarose Matrix
erzielt werden, Abbildung 6.1.3. Die Proteine konnten nach Abtrennung aller
Kontaminationen spezifisch mit Imidazol eluiert werden.
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Abbildung 6.1.3: Aufbau der Nitrilotriaceticacid (NTA)-Agarose Matrix (Qiagen).

Fur die affinitatschromatographische Reinigung von Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-CYTIP-PDZCC
und Hisg-FHL2-LIMO+1 wurden die Lysate direkt an die kommerziell erhaltlichen HiTrap
Chelating-Fertigsaule 1 mL mittels des AKTA-FPLC Systems immobilisiert (max.
0,5 mL/min., 40 mL Lysat). Diese mussten im Vorhinein mit Nickelkationen beladen werden.
Nach der vollstandigen Immobilisierung der rekombinanten Proteine konnten die Abtrennung
der E.coli-Kontaminationen durch Waschen mit einem zwanzigfachen des S&ulenvolumens
erzielt werden (1 mL/min.). Durch den Zusatz von 20-40 mM Imidazol im Waschpuffer
wurde der Proteinreinheitsgrad um ca. 10 % gesteigert. Die Elution erfolgte mit 250 mM
Imidazol im Elutionspuffer bei einer Flussrate von 1 mL/min. Zur Vermeidung von
Proteindegradierung, wurden dem Elutionspuffer unmittelbar vor der Verwendung
Proteaseinhibitoren PMSF, Leupeptin, Aprotinin und Benzamidin zugesetzt. Hierbei musste
das Hisg-FHL2-LIMO+1 direkt nach der affinitatschromatographischen Trennung aufgrund
der starken Prazipitationstendenz in einen Niedrigsalzpuffer dialysiert [6.1.7.1] werden.

Das rekombinante Hisg-KIAA0403-AN291-Proteinen wurde nach der entsprechenden
Expression und Lyse [6.6.7.2] durch den Zusatz von 20 mM Imidazol und 2 mL Ni?*-NTA
Agarose (aquilibriert mit Lysispuffer) gereinigt. Nach Inkubation fir 12 h bei 4 C im
Uberkopfschiittler ~ erfolgte die  Trennung des Zielproteins im  Batch-Verfahren
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(Polyprepeinweg-Bio-Rad Sdulen). Die Kontaminationen konnten durch Waschen mit
Waschpuffer (20 SV) abgetrennt werden, wobei die Elution mit 250 mM Imidazol (7 SV)
erfolgte. Das Protein wurde aufgrund einer erhdhter Prazipitationsgefahr nach der affinitéts-
chromatographischen Trennung mittels NAP-Gelfiltrationssaulen [6.1.7.2] umgehend in den
KIAA0403-Hepespuffer tberfihrt.

Hiss-CYTIP-PDZ/ -PDZCC, Hiss-FHL2 LIMO0+1

Wasch-/Elutionspuffer, pH 8: Konzentration
Tris 100 mM
NaCl 300 M
MgCl, * 6 H,0O 3mM
Imidazol (Hise-CYTIP-PDZ) 40 mM
Imidazol (Hise-CYTIP-PDZCC) 20 mM
Imidazol (Hise-FHL2-LIMO0+1) 40 mM
DTT 1 mM
Glycerin 10 % (v/v)
Imidazol zur Elution 230 mM
PMSF 0,1M
Aprotinin 0,5 pg/mL
Leupeptin 1 pg/mL
Benzamidin Spatelspitze

Hisg-FHL2-LIMO+1 Niedrigsalz-Puffer, pH 8,5: Konzentration

Tris 50 mM
MgCIz *6 H,0O 3mM
DTT 5mM
Glycerin 10 % (v/v)

Hisg-KIAA0403-AN291 Wasch-/Elutionspuffer, pH 7,4: Konzentration

Hepes/KOH 25 mM
KCL 1M
Imidazol 20 mM
DTT 1mM
Glycerin 10 % (v/v)
Imidazol zur Elution 230 mM
Hisg-KI1AA0403-Hepespuffer, pH 7,4: Konzentration
Hepes/KOH 25 mM
KCL 1M

DTT 1mM
Glycerol 10 % (v/v)

6.1.11.2 Affinitatschromatographie der GST-Fusionsproteine

Ein weiteres sehr gut etabliertes System zur affinitdtschromatographischen Reinigung ist die
Fusion des zu exprimierten Proteins an den C-Terminus der Glutathion S-transferase. Dieses
Enzym, ein 26 kD schweres zytosolisches Protein aus dem parasitdaren Darmwurm
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Schistosoma japonicum, zeigt eine besonders hohe Affinitat zu Glutathion. Diese Eigenschaft
wird in der affinitatschromatographischen Reinigung ausgenutzt®®. Hierbei verwendet man
eine Glutathionderivatisierte Sepharose, welche direkt mit dem Lysat inkubiert wird, in
mehreren Waschfolgen von den Kontaminationen befreit und anschlieBend mit einer hohen
Konzentration an freien nicht reduzierten Glutathion, kompetetiv eluiert wird, Abbildung
6.1.4.

Abbildung 6.1.4: Darstellung des kovalenten gekoppelten Glutathions an die Sepharose (blaue Kugel). Die
Kopplungsreaktion erfolgt tiber eine intermedidre Epoxidaktivierung.

Die optimierten Proteinreinigungen der GST-Fusionsproteine GST-KIAA0403 (-Volllange,
-AN291 und -AC125) und GST-FHL2-Volllange erfolgten nach folgendem Protokoll bei 4°C.
Die zur Reinigung verwendeten Bakterienlysate wurden nach [6.6.7.3] und [6.6.7.5]
hergestellt. Hierbei wurden die GST-KIAA-Fusionsproteine aus 20 mL Lysat [6.6.7.3] bzw.
das GST-FHL2-Volllange Proteins aus 10 mL Lysat [6.6.7.5] mit 250 puL (1 SV) Glutathion
Sepharose™ 4B (333 L einer 75 % Festphasenmischung) gereinigt. Die Glutathion
Sepharose™ 4B wurde zuvor vier Mal mit den entsprechenden Puffern (KIAA0403-LB-
Puffer oder FHL2-LB-Puffer [3 SV]) aquilibriert und drei min. bei 1000 Upm pelletiert. Zur
Bindung der GST-Fusionsproteine aus dem Lysat an die Sepharose wurden die
Lysatgemische tber Nacht bei 4° im Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieRend wurden das
Sepharose-Lysatgemisch in Polyprepeinweg-Bio-Rad S&ulen transferiert und anschlielend
vier Mal mit je zwei SV der entsprechenden Lysispuffer und zehn Mal mit je zwei SV
Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte in drei aufeinander folgenden Schritten. Zuerst
wird die Sepharose zwei Mal mit Elutionspuffer (2 SV) in steigender Glutathionkonzentration
5mM, 50mM und 100 mM) wversetzt und je 15 min. bei Raumtemperatur im
Thermoschittler inkubiert. AnschlieBend wurden die Elutionen nach einer SDS-PAGE-
Analyse [6.1.1] vereinigt, tber Centrikons® konzentriert [6.1.7.3] und mittels NAP-S&ulen
[6.1.7.2] in den entsprechenden KIAA0403-Hepespuffer/FHL2-Phosphatpuffer tberfihrt.

GST-KIAA0403-Volllange Waschpuffer, pH 7,4: Konzentration
PBS 1x
GST-KIAA0403-Volllange Elutionspuffer, pH 8: Konzentration
Tris 100mM

NaCl 500 mM

DTT 1mM

Triton X-100 0,1 % (viv)
Zusatz von reduziertem Glutathion 5, 50 und 100mM
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GST-KIAA0403-AN291 und -AC125 Waschpuffer, pH 7,4: Konzentration

Hepes/KOH 25mM
KCI 1M

DTT 1 mM
Glycerol 10 % (v/v)

GST-KIAA0403-AN291 und -AC125 Elutionspuffer, pH 8: Konzentration

Hepes/KOH 25mM

KCI 1M

DTT 1mM

Glycerol 10 % (v/v)
Zusatz von reduziertem Glutathion 5, 50 und 100mM
KIAA0403-Hepespuffer, pH 7,4: Konzentration
Hepes/KOH 25mM

KCL 1M

DTT 1mM

Glycerol 10 % (v/v)
FHL2-Waschpuffer, pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

ZnS0O, 0,05 mM

NaCl 200 mM
FHL2-Elutionspuffer, pH 8: Konzentration
Tris 100mM

ZnS0O, 0,05 mM

NaCl 500 mM

DTT 5SmM

Triton X-100 0,1 % (v/v)
Zusatz von reduziertem Glutathion 5, 50 und 100mM
FHL2-Phosphatpuffer, pH 7,4: Konzentration
Phosphatpuffer [5.4.2] 11,11 mM
ZnS0O, 0,05 mM

DTT 5mM

Glycerol 10 % (v/v)

6.1.12 lonenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose

Die lonenaustauschchromatographie basiert auf der reversiblen Adsorption von geladenen
Molekilen an entgegengesetzt geladenen Gruppen einer stationaren Phase. Die elektro-
statischen Wechselwirkungen sind abhdngig vom herrschenden pH-Wert und dem
isoelektrischen Punkt (pl) des Proteins. Die Proteine werden daher gemal ihrer
unterschiedlichen pls verschieden stark auf dem Material retardiert. Zur Auftrennung wurde
ein Gradient zunehmender lonenstérke eingesetzt.

Die in der vorliegenden Arbeit fur die in vitro Selektion [6.3, 6.3.1] verwendeten Proteine
Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-CYTIP-PDZCC wurden nach der affinitdtschromatographischen
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Reinigung [6.1.11.1] zur Verbesserung des Proteinreinheitsgrades eines weiteres Reinigungs-
schrittes der Anionenaustauschchromatographie (Q-Sepharose) unterzogen. Hierflr mussten
die Proteinlésungen vorerst aus dem Elutionspuffer mittels der Econo-Pac P6 Gelfiltrations-
séule in einen Niedrigsalzpuffer (Q-Puffer) tberfuhrt werden [6.1.7.2]. Nach Injektion der
Proteine auf eine BioScaleQ-Anionenaustauscherséule erfolgte die Trennung in einem
Stufengradienten von 0-1 M Natriumchlorid bei einer Flussrate von 2 mL/min. Zu Beginn
wurde mit 15 mL Startpuffer gewaschen und anschliefend die Natriumchloridkonzentration
uber ein Volumen von 90 mL kontinuierlich auf eine Endkonzentration von 1 M gesteigert.
Die entsprechenden Elutionsfraktionen wurden nach der Trennung mit 10 % (v/v) Glycerin
versetzt und sofort in fltissigem Stickstoff schockgefroren.

Q-Puffer, pH 8: Konzentration

Tris 50 mM

MgCl, * 6 H,O 3mM

DTT 1mM
atriumchlori

[Natriumchlorid 1 M]

6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Allgemeine Methoden im Umgang mit Nukleinsauren

Alle Puffer und Losungen fiir RNA-Arbeiten wurden mit H,O (bidest.) angesetzt, welches
zuvor mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt worden ist. Hierzu wurde ein Liter H,O
(bidest.) mit 2 mL DEPC versetzt und nach Inkubation tber Nacht bei Raumtemperatur flr
eine Stunde bei 120°C autoklaviert.

6.2.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus nukleinsdurehaltigen Losungen, wird diese mit einem
Volumen Tris-gepuffertem Phenol versetzt, gut durchmischt (VVortexer) und 1 min. bei 14.000
Upm zentrifugiert. Die wassrige obere Phase wird abgenommen, mit zwei Volumen
Chloroform versetzt und erneut durchmischt und zentrifugiert. Die wéssrige obere Phase wird
abermals abgenommen und die Nukleinséduren mit Ethanol geféllt.

6.2.1.2 Ethanolprazipitation

In der zu fallenden Nukleinséurel6sung wird eine Natriumacetatkonzentration von 300 mM
eingestellt. AnschlieRend wird das dreifache Volumen Ethanol zugegeben, die Lésung 5 min.
bei -80°C abgekilhlt und bei 14.000 Upm fir weitere 20 min. (4°C) zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und verworfen. Danach wird das Prazipitat durch die Zugabe
von 100 L 70% Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und der Niederschlags kurz fur mindestens 2 min. an der Luft getrocknet. Das
Prézipitat wird je nach Bedarf in einem geeigneten Volumen Wasser geldst. Zur Fallung
kleiner Nukleinsduremengen wird vor der Ethanolzugabe die Losung mit Glycogen versetzt.
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6.2.1.3 Ammoniumacetatprazipitation von RNA

In der zu féllenden Nukleinsdurelésung wurde eine Ammoniumacetatkonzentration von
600 mM eingestellt. Anschliefend wird das dreifache Volumen Ethanol zugegeben und 10
min. bei 14.000Upm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und verworfen. Danach
wird das Prézipitat durch die Zugabe von 100 pL 70% Ethanol gewaschen und erneut fir
5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und der Niederschlags kurz fiir
mindestens 2 min. an der Luft getrocknet. Das Prazipitat wird je nach Bedarf in einem
geeigneten Volumen Wasser gelést und zur PAGE-Gelreinigung mit PAGE-Ladepuffer
versetzt [6.2.1.6].

6.2.1.4 Quantitative Nukleinsdurebestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren in wassrigen Losungen erfolgte durch
photometrische Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm (ODyg). Fur
Nukleinsauren unbekannter Sequenz bzw. fir komplexe Gemische wird die in Tabelle 6.2.1
dargestellten empirischen Werte (f), bezogen auf OD260 = 1, verwendet.

Nukleinsdure Wert

doppelstrangige DNA 50 pg/mL
einzelstrangige DNA 40 pg/mL
einzelstrangige RNA 33 pg/mL

Tabelle 6.2.1: Konzentrationen von Nukleinsduren bei einem ODyg = 1

Als durchschnittliches Molekulargewicht eines Nukleotids werden 330 g/mol fir DNA und
345 g/mol fir RNA angenommen. Die Berechnung erfolgt nach:

f = Verdinnungsfaktor
fx AxOD, [mM] A = gemessener Absorptionswert
C= T ixM. oD, = Konzentration bei theoretischer OD von 1
x M
' n = Anzahl der Basen
M, = durchschnittliches Molekulargewicht

Fur kurzere Oligodesoxyribonukleotide mit bekannter Basensequenz werden die
Konzentrationen aus der Summe der molaren Absorptionskoeffizienten () der einzelnen
Basen berechnet. Dazu werden folgende Werte aus Tabelle 6.2.1.2 verwendet:

dNTP ge[mMt.cm?]  NTP g[mM?.cm?
dATP 15,4 ATP 15,2

dCTP 9,0 CTP 7,05

dGTP 13,7 GTP 12,1

dTTP 10,0 UTP 8,4

Tabelle 6.2.2: Molare Absorptionskoeffizienten der Nukleotidbasen.
Die Konzentration wird entsprechend nach folgender Gleichung berechnet:
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c= M [mM] d = Lange der Messtrecke [cm]
D.&-d & = molarer Absorptionskoeffizient [mMM™ - cm™]

Proteine und Phenol besitzen bei 280 nm ein Absorptionsmaximum. Der Quotient aus ODgo
und ODygp gibt Aufschluss Uber die Reinheit einer Nukleinséure-Prdparation. Bei reinen
Nukleinséureltsungen liegt dieser Wert ca. bei 1,8 - 2; niedrigere Werte sind ein Hinweis auf
Verunreinigung durch Proteine oder Phenol.

6.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zu analytischen Zwecken erfolgte die Auftrennung von DNA- und RNA-Molekilen in nicht-
denaturierenden Agarosegelent®®®. Abhangig von der GréRe der Oligonukleotide werden Gele
mit 0,7 -2,5 Gewichtsprozent Agarose hergestellt. Dazu wird die entsprechende Menge
Agarose eingewogen und in 0,5 x TBE im Mikrowellenherd erwéarmt. Pro 10 mL L&ésung wird
1 pL Ethidiumbromidlésung (0,1 %) hinzugegeben und die noch warme Lésung blasenfrei in
die vorbereitete Gelkammer bis zur Schichtdicke von 0,5 cm gegossen. Anschliel}end werden
die entsprechenden Kédmme fur die Geltaschen eingesetzt. Nach erfolgtem Erstarren des
Agarosegels werden die mit einem halben Volumen Auftragspuffer versetzten
Nukleinsdureproben auf das Gel aufgetragen und die Molekdile bei einer Spannung von 6 —
8 Vicm getrennt. Als L&ngenstandard diente eine 100 bp- oder 10.000 bp-DNA-Leiter
[5.2.1].

Aufgrund der Interkalation des Farbstoffs Ethidiumbromid in die Nukleinsduremole kiile,
konnten diese als fluoreszierende Banden mit einem UV-Transilluminator bei einer
Wellenlédnge von 366 nm sichtbar gemacht und anschliel3end fotografiert werden.

Agarosegel-Beladungspuffer 6x Konzentration
Glycerin 50% (v/v)
Tris/HCI pH 8,0 50 mM

EDTA pH 8,0 50 mM

6.2.1.6 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die praparative Reinigung der transkribierten RNA [6.2.2.2] erfolgte durch denaturierende
Polyacrylamidgelelektrophorese. Je nach L&nge der zu trennenden Nukleinsduremolekiile
wurden 8-10%ige Gele mit einer Gelstarke von 1-1.5 mm und einer Trennstrecke von 15-50
cm hergestellt. Hierzu wurden denat. PAGE-Gelpuffer, Acrylamid 25 % (19:1) in 8,3 M
Harnstoff und 8,3 M Harnstofflosung in den entsprechenden Verhaltnissen vermischt. Die
radikalische Polymerisation wurde durch Zugabe von 800 uL 10 % (w/v) APS-Stammlésung
und 40 uL TEMED pro 100 mL Gelldsung gestartet, wobei die Losung sofort zwischen die
Gelplatten gegossen und der Probenkamm eingesetzt wird. Nach einer 45-minitigen
Polymerisation wurde der Probenkamm entfernt, die Probentaschen mit Wasser ausgespiilt,
das Gel in die vertikale Gelapparatur eingesetzt und der Laufpuffer (1 x TBE) eingefullt. Zur

Equilibrierung der Ladungstrager wurde ein 15-minutiger Vorlauf bei 370 Volt (20 cm
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Laufstrecke) durchgefiihrt und die Taschen mit Laufpuffer grindlich gespilt. Zu den mit
Ammoniumacetat gefallten Nukleinsaureproben [6.2.1.3] wurde ein halbes Volumen denat.
PAGE-Auftragspuffer zugegeben, die Nukleinsauren eine Minute bei 95°C denaturiert und
sofort auf das Gel aufgetragen. Als grobe L&ngenmarker dienten die beiden Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylencyanol, die bei einer definierten Gelkonzentration ein konstantes
Laufverhalten zeigen. Fir die Trennung wurde die Spannung so reguliert, dass eine
Geltemperatur von 45°C nicht Gberschritten wurde.

Gel-Stocklésung - Konzentrat:  Acrylamid 25 % (wiv),
Bis-Acrylamid 2 % (wiv)
Harnstoff 8,3M

Gel-Stammlésung - Verdinner:  Harnstoff 8,3 M

Gel-Stammldsung -10x Puffer: Harnstoff in 10x TBE 8,3M

Lésung B: 10x TBE, 8.3M Harnstoff

L6sung C: 25% Acrylamid, 2% N,N’-Methylenbisacrylamid, 8,3M Harnstoff

Lésung D: 8,3 M Harnstoff

Denat. PAGE-Auftragspuffer: Konzentration

Harnstoff 9M

EDTA pH 8,0 50 mM

Bromphenolblau Spatelspitze

Xylencyanol Spatelspitze

6.2.1.7 Isolierung von Nukleinsduren aus Polyacrylamidgelen

Nach erfolgter Elektrophorese wird das Gel von den Trennscheiben abgel6dst und beidseitig in
Klarsichtfolie eingeschlagen. Die Detektion der RNA erfolgt auf einer Kieselgelplatte mit
Fluoreszenzindikator und UV-Licht mit einer Wellenldnge von 254 nm. Die entsprechend zu
isolierende Bande kann anschlieRend mit einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten werden.
Radioaktiv markierte Nukleinsduren werden durch kurze Exposition auf einem Rdntgenfilm
detektiert. Nach Entwicklung des Rontgenfilms wird dieser mit Hilfe eines Autorad-Markers
passgenau unter das Gel gelegt, die gewinschte Bande ausgeschnitten und in ein Eppendorf-
Gefal tberfihrt. Das Gelstiickchen wird mit Hilfe einer Pipettenspitze zerkleinert und zwecks
passiver Elution mit etwa 500ul 0,3 M Natriumacetatlosung versetzt. Nach 90 min. unter
starkem Schitteln bei 65°C wird die Suspension Uber eine mit silanisierter Glaswolle
gestopfte Spritzen abfiltriert. Anschlielend konnen die Nukleinsduren wie unter 6.2.1.2
beschrieben mit Ethanol gefallt werden.

6.2.1.8 MicroSpin™ G-25

Zur  Entfernung nicht inkorporierter  Nukleotide bzw. zur Entsalzung von
Nukleinsaureldsungen wurden bei Volumina bis 50 puL MicroSpin™ G-25 Saulen, wie vom
Hersteller beschrieben, verwendet.
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6.2.2 Enzymatische Methoden

6.2.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Darstellung von doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden wurden die entsprechenden
DNA-Template durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert Die PCR-Reaktion
fihrt zu einer exponentieller Vermehrung eines DNA-Templates zwischen zwei an den
komplementaren Strangen hybridisierenden Oligodesoxyribonukleotiden (Primer) 292, Dje
Primer [5.7.3] wurden dabei mit Hilfe des Programms Oligo Calculator 3.02'% so gewahlt,
dass sie &hnliche Schmelztemperaturen aufwiesen und keine Mdglichkeit zur Bildung von
Dimeren oder stabilen sekundaren Faltungsmotiven vorhanden war. Die Amplifikation von
einzelstrangigen oder doppelstrangigen DNA-Templaten erfolgte in Ansatzen von 100 pL bis
maximal 200 pL in einem PCR-Thermocycler.

Ein typischer PCR-Ansédtz mit Tag DNA-Polymerase enthielt 1x Tag PCR Puffer, 1,5 mM
MgCl,, 0,5uM Primer, 200 uM dNTPs, 1-10 nM DNA-Templat, 0,025 U/uL Taq DNA-
Polymerase.

1x Taq PCR Puffer, pH9: Konzentration
Tris-HCI 10 mM

KCI 50 mM

Triton® X-100 0,1 % (v/v)

Bei einem typischen PCR-Ansatz mit der Pfu DNA-Polymerase, wurden folgende
Komponenten zusammengegeben: 1x Pfu PCR Puffer, 2 mM MgCl,, 0,5 puM Primer, 250 uM
dNTPs, 1-10 nM DNA-Templat, 0,05 U/uL Pfu DNA-Polymerase.

1x Pfu PCR Puffer, pH 8,8: Konzentration
Tris-HCI 20 mM

KCI 10 mM

(NH4)2804 10 mM

Triton® X-100 0,1 % (V/V)

BSA nukleasefrei 0,1 mg/mL

Zur standardmaRigen PCR-Amplifikation wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Schritt Dauer Temperatur
Denaturierung 50s 94°C
Primer-Annealing 60 s 55°C ]
Polymerase-Reaktion 60 s 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Ein Ansatz ohne DNA-Templat diente als Negativkontrolle auf unspezifische Amplifikation
oder Kontamination mit Fremd-DNA. Zur Uberpriifung der Reaktion wurde nach
verschiedenen Zyklen und am Ende der Reaktion ein 5 pL Aliquot des Ansatzes enthommen,
mit 5L Agarose-Ladepuffer versetzt und auf ein Agarosegel [6.2.1.5] aufgetragen.
AnschlieBend erfolgte eine Phenol- und Chloroformextraktion [6.2.1.1], um das zugesetzte
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Enzym abzutrennen. Im weiterfihrenden Schritt wurde die dsDNA durch Ethanol-
Prézipitation [6.2.1.2] gefallt und in einem entsprechenden Volumen aufgenommen. Zur
Aptamerselektion wurde die dsDNA aus der PCR-Reaktion direkt in die Transkription
uberfiihrt [6.2.2.3, 6.2.2.4].

6.2.2.2 Standard in vitro Transkription (TK)

Zur Darstellung der bendtigten RNA fir die Aptamerselektion [6.3.1] und entsprechende
Filterbindungs- [6.5.1] und Pulldown-Experimente [6.5.5] wurde die DNA-abhéngige RNA-
Polymerase des T7-Bakteriophagen verwendet. Dazu wurde die dsDNA, welche einen T7-
Promoter enthielt, mit der T7-RNA-Polymerase inkubiert.

Ein typischer Transkriptionsansatz enthielten 1x T7-Transkriptionspuffer, 2,5 mM NTPs,
4 U/mL IPP, 0,5 U/uL RNasin, 1-3 uM DNA-Templat, 0,25 U/uL T7-RNA-Polymerase
(Stratagen, AK Famulok). Zur radioaktiver Markierung der synthetisierten RNA enthielten
die Ansitze zusatzlich 0,01 pCi/uL (3,3 nM) o-[**P]-GTP. Die Inkubation erfolgte bei 37°C
fir 4 h oder Gber Nacht. Die Transkriptionsprodukte wurden anschlieBend mit Ammonium-
acetat [6.2.1.3] gefallt, zum Abbau des DNA-Templats mit DNAsel [6.2.2.7] verdaut und
uber ein denaturierendes Polyacrylamidgel [6.2.1.6] gereinigt.

T7-Transkriptionspuffer (1x), pH8: Konzentration
Tris-HCI 40 mM

NaCl 50 mM

MgCl, * 6 H,0O 8 mM

DTT 20 mM
Spermidin 2 mM

6.2.2.3 Invitro Transkription 1

Die in vitro RNA-Herstellung fiir die Aptamerselektion gegen Hisg-CYTIP-PDZ und Hisg-
FHL2-LIMO+1 [6.3.2, Anhang 9.3.3, 9.3.6] und die entsprechende Filterbindungs-
charakterisierung [6.5.1] wurde genauso wie die unter 6.2.2.2 beschriebene TK mit Hilfe der
DNA-abhéngige RNA-Polymerase des T7-Bakteriophagen durchgefihrt. Dazu wurden 10 pL
aus einer 100 pL RT-PCR-Reaktion (typischerweise 1 uM dsDNA mit einem T7-Promoter)
[6.2.2.9] mit 87 pL eines TK-Puffers und 3 pL einer T7-RNA-Polymerase/RNAsin Enzym-
Mix inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C je nach dsDNA-Bibliothek fur 15 bis 40 min.
Die Transkriptionsprodukte wurden ohne weitere Reinigung in der Aptamerselektion
verwendet.

TK-Puffer (1x), pH8: Konzentration
Tris-HCI 40 mM

MgCl, * 6 H,0O 15 mM

DTT 5mM

NTPs 2,5 mM
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T7-RNA-Polymerase/RNAsin Enzym-Mix:

Konzentration

T7-RNA-Polymerase 25 U/uL Stratagene

RNAsin 40 U/uL

6.2.2.4 Invitro Transkription 2

0,5 U/uL
0,4 U/pL

Bei der in vitro RNA-Herstellung fur die Aptamerselektion gegen Hisg-KIAA0403-AN291
und GST-FHL2-Volllange [6.3.2, Anhang 9.3.4 9.3.7] und die entsprechende Filterbindungs-
Assays [6.5.1] wurde entsprechend nach dem Protokoll der in vitro Transkription 1 [6.2.2.3]
vorgegangen mit Ausnahme des Transkriptionspuffers.

TK-Puffer (1x), pH 8:

Konzentration

Phosphatpuffer [5.4.2] 10 mM
MgCIz *6 H,0O 15 mM
DTT 5mM

NTPs 2,5mM

6.2.2.5 Invitro GMPS-Transkription

Zur spateren RNA-Biotinylierung [6.2.2.6] musste diese vorerst mit Hilfe der DNA-
abhéngigen T7-RNA-Polymerase und einem Zusatz von Guanosine-5’-thiophosphat-
Dinatriumsalz GMPS (EMP Biotech GmbH) hergestellt werden, siehe Abbildung 6.2.1. Die
Inkubation der dsDNA (integrierter T7-Promotor) mit der T7-RNA-Polymerase und GMPS-
Reagenzes erfolgte bei 37°C fur 4 h oder Gber Nacht.

Ein typischer GMPS-Transkriptionsansatz enthielt 1x TK-Puffer, 2,5 mM NTPs, 0,4 U/uL
RNasin, 10 uM DNA-Templat, 2,5 U/uL T7-RNA-Polymerase (AK Famulok) und 10 mM
einer wassrigen GMPS-Lodsung in einem Gesamtvolumen von 100 pL. Die Transkriptions-
produkte wurden anschlieBend einer Phenol-Chloroform-Extraktion [6.2.1.1] unterzogen, mit
Ethanol [6.2.1.2] geféallt und Uber eine G-25-Gelfiltration [6.2.1.8] vom Uberschiissigen
GMPS befreit. Anschlielend wurde der gesamte Ansatz in die Biotinylierungsreaktion
eingesetzt.

TK-Puffer (1x), pH8:

Konzentration

Tris-HCI 40 mM
MgCl, * 6 H,O 25 mM
DTT 10 mM
NTPs 2,5mM

M = 459,3 g/mol
Abbildung 6.2.1 Guanosine-5’-thiophosphat-Dinatriumsalz GMPS (EMP Biotech GmbH)
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6.2.2.6 Biotinylierung der GMPS-RNA

Die Biotinylierung der gereinigten GMPS-RNA [6.2.2.5] erfolgte im basischen Milieu unter
Verwendung von Harnstoff und des PEO-lodoacetyl Biotin Reagenzes (Pierce), Abbildung
6.2.2. Ein typischer Biotinylierungsansatz enthielt 1x TE-Puffer, 2,075 M Harnstoff, 1,6 U/uL
RNasin und den vollstandigen GMPS-RNA-Ansatz aus einer 100 pL Transkription (Gesamt-
volumen 400 pL). Nach einer Inkubationszeit von 3 min. bei 80°C wurde der Biotinylierungs-
ansatz 5 min. auf Raumtemperatur abgekihlt und mit 40pL PEO-lodoacetyl Biotin Reagenzes
(Kriimel in DMF; Pierce) versetzt. Dieser wurde 2 h bei 40°C im Thermoschiittler bei
300 Upm leicht geschuttelt. Anschlielend erfolgte eine Ammoniumacetatfallung [6.2.1.3] und
Aufreinigung mittels PAGE-Gel [6.2.1.6].
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Abbildung 6.2.2 Biotinylierungsreaktion der GMPS-RNA mit dem PEO-lodoacetyl Biotin Reagenz unter
Abspaltung eines lodwasserstoffs

TE-Puffer (1x), pH7,9: Konzentration
Tris-HCI 50 mM
EDTA 30 mM

6.2.2.7 DNAsel Hydrolyse

Bei der DNAsel handelt es sich um eine Endonuklease, welche unspezifisch DNA-Einzel-,
Doppelstrange und RNA-DNA-Hybride in Di-, Tri- und Oligonukleotide hydrolysiert. Nach
der Transkription der entsprechenden RNA [6.2.2.2] wurde der gesamte Transkriptionsansatz
einer Ammoniumacetatfallung [6.2.1.3] unterzogen und im DNAsel-Puffer aufgenommen.
Typischerweise wurde eine 100 pL Transkription nach der Fallung in 50 uL des DNAsel-
Puffer aufgenommen. Die wiederaufgenommene RNA wurde anschlieBend mit 0,04 U/uL
DNAsel (RNAse frei; New England BioLabs) bei 37°C (10 min.) im Wasserbad inkubiert.
Der Verdauansatz konnte ohne weitere Aufarbeitung mit einem halben Volumen PAGE-
Auftragspuffer fur eine Minute bei 95°C erhitzt werden und zur praparativen Trennung auf
ein Polyacrylamid-Gel zur Elektrophorese (PAGE) aufgetragen werden [6.2.1.6].

DNAsel-Puffer (1x), pH7,9: Konzentration
Tris-HCI 40 mM
MgCl, * 6 H,0O 10 mM
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6.2.2.8 Reverse Transkription (RT)

Durch die reverse Transkription (RT) wird ein DNA/RNA-Hybrid aus einem einzelstrangigen
RNA Templat und einem 3’-Primer (synthetische DNA) erzeugt. Auf diese Weise wird ein
zum RNA Templat komplementarer DNA Strang (cDNA) hergestellte, welcher sich in einem
PCR-Schritt amplifizieren lasst.

Fur die Aptamerselektion von Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-CYTIP-PDZCC und Hisg-FHL2-
LIMO+1 [6.3.1] mit Hilfe der kovalent gekoppelten Proteine an einer cyanobromidaktivierten
Matrix wurde die RT mit Hilfe der reversen Transkriptase Superscript Il durchgefuhrt. Nach
der denaturierenden Elution der RNA-Sequenzen mit Guanidiumchlorid [6.3.1], der
anschlieBenden Phenol-Chloroform-Extraktion [6.2.1.1] und Ethanolféallung [6.2.1.2] konnte
die RNA in die RT-Reaktion Uberfuhrt werden. Ein typischer reverser Transkriptionsansatz
(100 pL Ansatz) wurde in zwei Teilschritten durchgefihrt.

Zunachst wurde der RT-Mix | (50 uL) far 10 min. bei 42°C im Thermoschdittler inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde RT-Mix Il zugegeben und gut gemischt. Die Reaktion
erfolgte anschlielend bei 42°C fur weitere 50 min. Das DNA/RNA-Hybrid wurde
anschlieBend durch Phenol-Chloroform-Extraktion und einer Ethanolfallung [6.2.1.1, 6.2.1.2]
vom Enzym gereinigt und in H,O (dest.) resuspendiert. Der gesamte RT-Ansatz wurde fir die
folgende RCR-Amplifikation verwendet [6.2.2.1].

RT-Mix I: Konzentration
RT-Puffer (Invitrogen) 1x

DTT 10 mM

dNTP Mix 0,2 mM
Superscript 11 RT (Invitrogen) 4 U/uL
RT-Mix II: Konzentration
RT-3’-Primer 2uM

RNA Templat aus SELEX

6.2.2.9 RT/PCR als ,,Eintopf“-Reaktion

Fur die Aptamerselektion der biotinylirten Proteine Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-KIAA0403-
AN291, Hisg-FHL2-LIMO+1 und GST-FHL2 Volllange [6.3.2] wurde die reverse
Transkription (Superscript 11 Enzym; Invitrogen) und die PCR-Amplifikation (Tag-
Polymerase; Promega) als ,,Eintopf-Reaktion” im PCR-Cyler durchgefuhrt. Hierbei wurde die
gebundene RNA-Bibliothek, aus den Aptamerselektionen, an proteinderivatisierten
magnetischen Partikeln in 55 uL Wasser resuspendiert und 3 min. bei 80°C eluiert.
AnschlieBend wurden 50 pL Eluat mit 48,5 uL RT-PCR Mix vereinigt und fur weitere 5 min.
bei 65°C zur Hybridisierung des 3’-Primers inkubiert. Es folgte eine rasche Abkihlung auf
4°C fir eine Minute und die Zugabe von 1,5 pL des RT-Enzym Mix. Die PCR-Amplifikation
wurde nach dem folgenden Temperaturprogramm durchgefthrt:
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Schritt Dauer Temperatur
cDNA-Synthese 10 min. 54°C

Inaktivierung SuperScript 11 15 min. 70°C

Denaturierung 60 s 94°C

Primer-Annealing 60 s 55°C-60°C 16-20 Zyklen
Polymerase-Reaktion 90s 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

RT-PCR Mix (1 x): Konzentration
PCR-Puffer (Promega) 1x

MgCl, * 6 H,0O 1,5mM
RT-Puffer (Invitrogen) 0,2x

DTT 2 mM

dNTP Mix 0,3mM

5’-und 3’-Primer (MWG, Metabion) 1uM
RT-Enzym Mix (1x): Konzentration
Tag-Polymerase 2,5 U/uL
Superscript 11 RT (Invitrogen) 2 U/uL

6.2.2.10 5’-Dephosphorylierung von Nukleinsauren

Die alkalische Phosphatase CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) hydrolysiert spezifisch
die 5’-terminale Phosphoesterbindung von RNA- oder DNA-Molekiilen. Diese wurde
eingesetzt um eine radioaktive Endmarkierung mit Hilfe von v-[*P]-ATP [6.2.2.11]
durchftihren zu kdnnen oder die intramolekulare Religation von Vektoren bei der Klonierung
zu verhindern [6.4].

Ein typischer 50 uL CIAP Ansatz zur Dephosphorylierung enthielt 1x CIAP-Puffer,
1 pg/pl BSA, 0,4 U/puL RNasin und 3 uM RNA. Hierzu wurden die Nukleinsduren bei 37°C
fur 15 min. mit 0,17 U/pL CIAP-Enzym inkubiert. Nach erneuter Enzymzugabe von 38 U
wurde der Dephosphorylierungsansatz abermals bei 55°C fir 15 min. inkubiert. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von EDTA-L6sung zur Endkonzentration
von 5 mM. Abschlielend wurde das Enzym bei 75°C (15 min.) inaktiviert und es folgte eine
Phenol-Chloroform-Extraktion [6.2.1.1] und Ethanolprazipitation [6.2.1.2]. Das resultierende
Pellet wurde anschlieBend in H,O (dest.) resuspendiert.

CIAP-Puffer (10x), pH 7,9: Konzentration
Tris-HCI 100 mM

NaCl 500 mM

MgCl, * 6 H,0 100 mM

DTT 10 mM

ATP 10 mM
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6.2.2.11 5’-Phosphorylierung dephosphorylierter RNA (Kinasierung)

Zur radioaktiven Endmarkierung fur Filterbindungsanalysen [6.5.1] wurden 5’-terminal
dephosphorylierte RNA-Molekiile unter Verwendung der T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)
mit y-[**P]-ATP phosphoryliert. Dazu wurde mit T4-PNK fiir 45 min. bei 37°C im Wasserbad
inkubiert.

Ein typischer 20 pL Kinasierungsansatz enthielt 1x T4-PNK-Puffer (New England Biolabs),
1,5 uCi/pL v-[**P]-ATP, 1 U/uL RNasin, 1 U/uL T4-Polynukleotidkinase (New England
Biolabs), und 10 pmol dephosphorylierte RNA.

Durch Zugabe von 1 uL 0,5 M EDTA (pH 8,0) zur Endkonzentration von 25 mM wurde die
Reaktion gestoppt und anschlieBend die Nukleinsdure mit Ammoniumacetat [6.2.1.3] und
Ethanol gefallt [6.2.1.2]. Die Abtrennung von nicht inkorporiertem v-[*P]-ATP erfolgte
entweder Uber ein PAGE-Gel [6.2.1.6] oder durch Gelfiltration Uber G25-Sephadex
Microspinséulen nach Herstellerangaben.

6.3 Aptamerselektion

6.3.1 Aptamerselektion mit cyanobromidaktivierter Sepharose

Zur Aptamer Selektion von Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-CYTIP-PDZCC und Hisg-FHL2-LIMO+1
[Anhang 9.3.1, 9.3.2, 9.3.5] wurde die RNA-Bibliothek durch in vitro Transkription [6.2.2.2]
in Gegenwart von a-[*P]-GTP aus der dsDNA-Bibliothek von Ulrich Wiillner [5.7.1.1]
erhalten, mit DNAsel verdaut [6.2.2.7], Ethanolprazipitiert [6.2.1.3] und tber ein PAGE-Gel
[6.2.1.6] gereinigt. Anschliefend wurde die RNA-Bibliothek durch De- und Renaturierung
gefaltet. Hierzu wurde die RNA flr 2 min. in 1 x PBS [5.4] auf 95°C erhitzt und nach Zugabe
von 3 mM Magnesiumchlorid (Hisg-FHL2-LIMO+1 zusatzlich 0,1 mM ZnSO,) fur 15 min.
(37°C) gefaltet. Im Fall der Hiss-FHL2-LIMO+1 Selektion wurde im Vorhinein die ZnSO4-
Konzentration auf RNA-Prézipitation austitriert [Anhang 9.8]. Es folgte die Inkubation mit
der Praselektionsmatrix, geblockte Cyanogenbromidsepharose [6.1.10] (Hisg-CYTIP-PDZ
und Hisg-FHL2-LIMO+1 ab dem dritten Zyklus) im Selektionspuffer mit RNasin (0,8 U/uL)
und DTT (1 mM) bei 37°C fiir 30 min. Nach Uberfiihren in Polyprepeinwegséulen (Bio-Rad)
wurde mit Selektionspuffer gewaschen und der Durchfluss sowie der erste Waschschritt
(100 uL) vereinigt. Ab dem 3. Zyklus wurde bei Hisg-CYTIP-PDZCC die préselektierete
RNA-Bibliothek noch zusatzlich mit 2,5 pug/pL Heparin als Kompetitoren versetzt und
anschlieBend 30 min. bei 37°C mit den derivatisierten Matrizes inkubiert [6.1.10]. Nach
Waschen (steigende Menge mit steigender Zyklenzahl, [Anhang 9.3.1, 9.3.2, 9.3.5]) mit
Selektionspuffer wurde die RNA erst mit 200 pL Elutionspuffer 5 min. bei 37°C inkubiert
und anschlieBend ein weiteres Mal mit 200 uL Elutionspuffer eine Minute bei 90°C erhitzt
und weiter 5 min. bei 37°C inkubiert. Die Eluate wurden im Szintillationszahler einzeln
quantifiziert, vereinigt und mit Phenol-Chloroform extrahiert, sowie Ethanol prazipitiert
[6.2.1.1, 6.2.1.2]. Anschlielend erfolgte eine reverse Transkription und Amplifikation mittels
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PCR [6.2.2.8, 6.2.2.1] und der Zyklus konnte erneut beginnen. Im ersten Zyklus wurden
jeweils 10 nmol der RNA-Bibliothek verwendet, welche sich in dem nachfolgenden Zyklen
reduzierte, siehe Anhang 9.3.1, 9.3.2 und 9.3.5.

Selektionspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS L0Osung 1x

MgCIz *6 Hzo 3mM
(ZnS0O4*2 H,0 Hisg-FHL2-LIMO0+1 0,1 mM)
Elutionspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
Tris/HCI Ldsung 30 mM
Guanidium Hydrochlorid 6 M

EDTA 2 mM

6.3.2 Aptamerselektion mit Dynabeads®

Zur Aptamer Selektion der Proteine Hisg-CYTIP-PDZ, Hisg-KIAA0403-AN291, Hisg-FHL2-
LIMO+1 und GST-FHL2 Volllange [Anhang 9.3.3, 9.3.4, 9.3.6, 9.3.7] wurden verschiedene
RNA-Bibliotheken B50, B80, E40, N20, N25 [5.7.1.5, 5.7.1.2, 5.7.1.3, 5.7.1.4] und zwei
Transkriptionsstrategien verwendet.

Zum Einem wurde die E40 RNA-Bibliothek!™® wie schon unter 6.3.1 beschrieben radioaktiv
transkribiert und in definierter Menge in die Selektion zur Inkubation mit den
immobilisierten, biotinylierten Hisg-CYTIP-PDZ und Hisg-FHL2-LIMO+1 gegeben. Zum
Anderem wurden die restlichen Bibliotheken in einer kirzeren in vitro Transkription [6.2.2.3,
6.2.2.4] entweder in einem Tris- oder Phosphatpuffer generiert und anschlielend sofort ohne
Aufreinigung (10%) mit den biotinylierten oder schon immobilisierten biotinylierten
Proteinen inkubiert. VVor der eigentlichen Aptamerselektion mussten die Proteine mit einem
Biotinlinker versehen werden [6.1.8] und gegebenenfalls an die streptavidinderivatisierten
magnetischen Partikel (Dynabeads®) gekoppelt werden [6.1.9]. Nach Inkubation im
Selektionspuffer mit DTT (1 mM, bzw. 5 mM bei GST-FHL2 Volllange) fiir 30 min. (2 h bei
Hiss-CYTIP-PDZ in Lésung) bei 37°C, wurden die komplexierten RNA-Spezies abgetrennt.
Dies geschah entweder direkt an den magnetischen Partikel aus der Reaktionslésung mit
einem Magneten, oder nach Inkubation der freien biotinylierten Proteine fur 5 min. mit den
geblockten magnetischen streptavidinderivatisierten Partikeln (250 pg). Es folgte eine
definierte Anzahl von mehreren Waschschritten [Anhang 9.3.3, 9.3.4, 9.3.6, 9.3.7] und die
Elution der RNA-Binder in Wasser unter kurzer Hitzedenaturierung bei 80°C (2 min.). Diese
konnte ohne weitere Reinigungsschritte in die kombinierte RT-PCR-Reaktion [6.2.2.9]
uberfuhrt werden. Es folgte die in vitro Transkription wie oben beschrieben und der
Selektionszyklus konnte erneut beginnen.
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Selektionspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS L&sung 1x

MgCl, * 6 H,O (Hisg-KIAA0403-AN291, Hiss-CYTIP-PDZ) 1,5-3mM
(ZnS0,4*2 H,0 GST-FHL2, Hisg-FHL2-LIMO0O+1 0,05-0,1 mM)
(BSA Dbei den Inkubationen in Lésung 1 pg/uL)

6.4 Klonierungsmethoden

6.4.1 Restriktionsverdau von doppelstrangiger DNA
Restriktionsendonukleasen katalysieren die hydrolytische Spaltung von Phosphodiester-
bindungen an definierten, meist palendromischen Erkennungssequenzen, innerhalb eines
DNA-Doppelstranges. In der vorliegenden Arbeit wurde die CYTIP Domane PDZCC zur
Aptamerselektion [6.3.1] aus dem Original pET15b-CYTIP-Volllangeplasmid kloniert.
Hierfur wurden die Endonukleasen Ndel und BamHI zum Restriktionsverdau der PCR-
Amplifikate und dem pET11a-Plasmid verwendet, wobei das Hexahistidinfusionspeptit zur
affinitatschromatographischen Reinigung tber den 5’Primer eingeflihrt worden ist.

Fur die weiterfihrenden Filterbindungs-Assays des selektierten K21 Aptamers [6.5.1] und
Uberexpressionsstudien in eukaryontischer Zellkultur [6.7.3] wurde eine Klonierung des
KIAA0403 Volllangenproteins, sowie der CC-binde Domane KIAA0403-AN291 und der
korrespondierenden Delitationsmutanten KIAA0403-AC125 aus dem IG-KIAAQ0403-
Plasmid*® vorgenommen. Fiir die Klonierung in die ,,multiple cloning site,, des pGEX-Vektors
zur Expression der GST-Fusionsproteine und einen pCMV-Tag 2B Vektor (FLAG-
Fusionspeptid) zur Proteinuberexpression in Eukaryonten wurden die Restriktionsendo-
nukleasen EcoRI und BamHI verwendet.

Zu diesem Zweck wurden jeweils zwei Primerpaare mit den entsprechenden Endonuklease-
schnittstellen entworfen [5.7.3] und von MWG als synthetische DNA bezogen. Die
entsprechenden Deletationskonstrukte CYTIP-PDZCC, KIAA0403-AN291 und —AC125 bzw.
das Volllangenprotein konnten aus den Originalplasmiden via PCR [6.2.2.1] nach folgendem
Schema mit der Pfu-Polymerase im Pfu-PCR Puffer amplifiziert werden.

Schritt Dauer Temperatur
Denaturierung 60s 94°C

Denaturierung 50s 94°C
Primer-Annealing 50s 55°C ] 30 Zyklen
Polymerase-Reaktion 120s 72°C

Abschluss 10 min. 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Nach Phenol-Chloroform-Extraktion [6.2.1.1] und Ethanolprézipitation [6.2.1.2] erfolgte der
Restriktionsverdau in einem 50 pL-Ansatz.

Fur die CYTIP-PDZCC Klonierung wurden hierfur 45 pg mit je 182 U Ndel und BamHI mit
1 x BSA in einem BamHI-Puffer (New England Biolabs) bei 37°C fiir 4 h inkubiert. Das fur

19 Das Plasmid wurde freundlicher Weise von Prof. Dr. W. Kolanus zur Verfiigung gestellten.
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die Klonierung benétigte linearisierte pET1la-Plasmid konnte in einem weiteren
Verdauansatz von 11 pg mit je 330 U Ndel und BamHI bei 37°C fur 4 h erhalten werden. Zur
Vermeidung einer intramolekularen Religation des Vektors wurde anschliefend eine
Dephosphorylierung [6.2.2.10] durchgefiihrt. Bei der abschlieBenden Reinigung wurden
sowohl die verdauten Vektoren als auch die DNA (ber das MiniElut-Kit (Qiagen), gemaR der
Herstellerangaben, vorgenommen. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese [6.2.1.5].

Fur die Klonierung der KIAA0403-Konstrukte konnten 6 pg der entsprechenden dsDNA mit
je 16 U BamHI und EcoRI sowie 1 x BSA (New England Biolabs) in einem EcoRI-Puffer
(New England Biolabs) bei 37°C fir 16 h ber Nacht verdaut werden. Die Linearisierung der
Vektoren pGEX und pCMV-Tag 2B wurde ebenfalls tber Nacht bei 37°C in einem EcoRI-
Puffer (New England Biolabs) mit 16 U BamHI, 16 U EcoRI und 1 x BSA (New England
Biolabs) in einem Gesamtvolumen von 50 uL vorgenommen. Um die intramolekulare
Religation des Vektors zu vermeiden wurde wie oben erwédhnt eine Dephosphorylierung
[6.2.2.10] durchgefuhrt und aufgearbeitet.

6.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA Ligase

Die T4-DNA Ligase ist fir die Katalyse von Phosphodiesterknipfungen zwischen
endstandigen 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen doppelstrangiger DNA verantwortlich.
Hierdurch konnen rekombinante Plasmide erzeugt werden, die anschlieBend in E.coli
Bakterien transformiert [6.6.6] werden. Die rekombinanten Plasmide dienen einerseits zur
Vereinzelung der selektierten RNA-Bibliotheken aus den Selektionsprozessen [6.4.2.1],
andererseits zur rekombinanten Expression der einzelnen Hiss-, GST-Fusionsproteine von
CYTIP, KIAA0403 [6.6.7], sowie zu Uberexpressionszwecken in eukaryontischer Zellkultur.

6.4.2.1 pGEM®-T Klonierung

Zur Monoklonanalyse der durchgefiihrten Aptamerselektionen [6.3] wurden die angereicherte
RNA-Bibliothek als ¢cDNA in ein pGEM®-T Vektorsystem (Promega) [5.6.1] kloniert.
Hierbei wurden 50 ng linearisiertes pPGEM®-T Plasmids (0,05 pmol) mit 1 pmol (1 pL) cDNA
direkt aus der PCR in Gegenwart der 100 U T4 DNA-Ligase inkubiert. Die Ligation erfolgte
in einem Gesamtvolumen von 10 uL mit 1x Rapid Ligation Buffer (Promega) nach
Herstellerangaben fir 2 h bei Raumtemperatur. Zur Kontrolle dienten Ligationsansétze ohne
Insert (Kontrolle auf Religation des Plasmids) sowie ohne Insert und Enzym (Kontrolle auf
Restkontamination mit ungeschnittenem Plasmid).

Die Selektion der so erhaltenen rekombinanten Klone erfolgte durch das in der ,multiple-
cloning site* (MCS) enthaltene lacZ-Gen, welches fur p-Galaktosidase kodiert. Durch die
Ligation der cDNA-Bibliothek innerhalb des Strukturgens, kann in den rekombinanten

Klonen nur eine inaktive Variante dieses Enzyms exprimiert werden. Als Folge kann ein zum
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Medium zugesetzter Profarbstoff (X-Gal) nicht mehr gespalten werden [6.6.1]. Klone auf der
Plattenkultur, die ein rekombinantes Plasmid enthalten, erscheinen somit farblos, religierte
nichtrekombinante Plasmide, jedoch blau. Ein weiteres Selektionskriterum ist die
Antibiotikaresistenz, welche nur diejenigen Bakterienkolonien wachsen lasst welche auch ein

funktionsfahiges Plasmid inkorporiert haben.

6.4.2.2 T4-DNA Ligation der pET11a-, pGEX und pCMV-Tag 2B-Klonierung
Die Ligation des amplifizierten und verdauten CYTIP-PDZCC-DNA-Konstrukes [6.4.1]
erfolgte mit 0,15 pg des linearisierten pET11a Vektors (0,033 pmol) mit einem dreiRigfachen
Uberschuss der doppelstrangigen DNA in einem T4-DNA-Ligasepuffer (New England
Biolabs) im Gesamtvolumen von 50 L. Vor der Zugabe von 2000 U T4-DNA-Ligase wurde
die Reaktionsldsung fur 10 min. auf 40°C erwarmt und anschlieRend flr funf min. bei 4°C
abgekihlt. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Transformation [6.6.6] in
den DH10b E.coli Stamm.

Fur die Ligation der amplifizierten und verdauten KIAA0403-DNA-Konstruke [6.4.1] wurden
0,4 ug des linearisierten Vektors pGEX (0,24 pmol) und 0,34 pg pCMV (0,24 pmol) mit je
einem dreifachen oder sechsfachen Uberschuss der doppelstrangigen DNA und dem T4-
DNA-Ligasepuffer (New England Biolabs) in einem Volumen von 10 pL vereinigt. Die
weitere Ligation und Transformation erfolgte wie oben bei der CYTIP-Klonierung
beschrieben.

6.5 Bindungsstudien

6.5.1 Filterbindung an Nitrozellulosemembranen

Zur RNA-Bibliotheksanalyse nach der Aptamerselektion wurde 1 nM **P- markierte RNA
[6.2.2.3, 6.2.2.4] aus der Inkorporierung von a-[*?P]-GTP herangezogen. Bei der Bestimmung
von Bindungskonstanten in Lésung wurde 1 nM **P-endmarkierte RNA [6.2.2.11] verwendet.
Die jeweiligen RNA-Spezies wurden mit steigenden Konzentrationen der entsprechenden
Proteine in ihrem speziellen Bindungspufferpuffer in einem Volumen von 25 uL in einer 96-
well Mikrotiterplatte fiir 30 min. (37°C) im Wasserbad inkubiert. Die RNA/Protein Komplexe
wurden mit Hilfe eines Minifold | (Schleicher & Schuell) auf einen Nitrozellulosefilter
(Protran, 0,45um, Schleicher & Schuell) aufgebracht und anschlieBend mit 1000 pL
Selektionspuffer [6.3.1, 6.3.2] gewaschen. Die Quantifizierung der gebundenen
RNA erfolgte durch einen Phosphorimager (Fujifilm; FLA-3000) und die Datenpunkte mit
der Funktion ,,Logistic* des Programms Origin® 6.1 (OriginLab Corporation) ausgewertet.
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Bindungspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,O 1,5mM -3 mM
DTT 1mM-5mM
BSA 1pg/pL

Heparin lpg/pL

RNAsin 1uL/100puL
Selektionspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,O 1,5mM -3 mM
DTT 1mM-5mM

6.5.2 Kompetitionsstudien der Aptamere K21 und K61

Zur Epitopbestimmung der Aptamere K21 und K61 wurden Kompetitionsstudien mit den
radioaktiv endmarkierten Aptameren und unmarkierten RNA an Hisg-KIAA0403-AN291 und
Cytohesin 2 durchgefuhrt. Bei den Kompetitionsstudien handelt es sich um Filterbindungs-
Analysen an einer Nitrozellulosemembran [6.5.1]. Hierbei wurden jeweils konstante Mengen
der radioaktiv endmarkierten K21 und K61 Aptamere (1 nM) [6.2.2.11] und 100 pmol des
frisch dialysierten Hiss-KIAA0403-AN291 [6.1.7.1] bzw. 150 pmol des Interaktionspartners
Cytohesin 2 (nahe der Dissoziationskonstanten) mit steigender Konzentration der
unmarkierten Aptamere, bzw. der RNA-Bibliotheken fir 30 min. bei 37°C unter Selektions-
bedingungen im Bindepuffer inkubiert. Anschliefend wurde nach der beschriebenen
Filterbindungsmethode [6.5.1] verfahren.

Bindungspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,0O 1,5mM

DTT 1 mM

BSA lug/ul

Heparin 1pg/pL

RNAsin 1uL/100uL

6.5.3 Kompetitionsstudie der Hisg-KIAA0403-AN291 und Cytohesin 1
Bindung

Zur weiteren Charakterisierung des K21 Aptamer wurde eine Kompetitionsstudie der K21-
Hiss-KIAA0403-AN291-Bindung mit Cytohesin1 in Form von Filterbindungsanalysen
[6.5.1] durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde Cytohesin 1 in steigender Konzentration mit
einer konstante Menge radioaktiv endmarkiertem K21 Aptamer (1nM) [6.2.2.11] und
100 pmol frisch dialysiertem Hiss-KIAA0403-AN291 Protein [6.1.7.1] fir 30 min. bei 37°C
unter Selektionsbedingungen im Bindepuffer inkubiert. Weiter wurde nach der beschriebenen
Filterbindungsmethode [6.5.1] verfahren.
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Bindungspuffer (1 x), pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,O 1,5mM

DTT 1mM

BSA lpg/pL

Heparin 1ug/pL

RNAsin 1uL/100puL

6.5.4 Oberflachenplasmonresonanz (BIACORE)

Die Oberflachenplasmonresonanz (Biacore) wurde als Echtzeituntersuchungsmethode zur
Bestimmung der kinetischen Bindungsparameter von Proteinwechselwirkungen verwendet.
Das Messverfahren dieser sehr sensitiven Methode beruht auf der Detektion einer
Massenverdnderung (Proteininteraktion zweier oder mehrer Partner) an einem Goldchips
durch die Verschiebung des Resonanzwinkels. Hierflr wird einer der zu untersuchenden
Bindungspartner stabil auf der Chipoberflache immobilisiert und mit dem entsprechenden
Interaktionspartner versetzt.

Zur Untersuchung der Proteininteraktionen wurden jeweils Cytohesin 2 und Hisg-KIAA0403-
AN291 auf der Oberflache eines CM5-Chips (Biacore) nach der EDC/NHS Kopplungs-
strategie gemal’ den Herstellerangaben immobilisiert. Zur Kopplung von Cytohesin 2 musste
das rekombinante Protein (1 uM; von Dr. M. Theis zur Verfligung gestellt) zuné&chst in einen
Natriumacetat-Puffer (10 mM; pH 5,0) Oberfihrt [6.1.7.1] werden. Anschliefend wurde
dieses in einem Gesamtvolumen von 16 pL in mehreren Injektionsschritten bei einer Flussrate
von 5 uL/min. appliziert. Auf diese Weise konnte 500 RU Protein stabil auf dem Chip
immobilisiert werden. Bei der Immobilisierung von Hisg-KIAA0403-AN291 konnte das
rekombinante Protein (15,03 uM) gleich im Hepes-Puffer (50 mM, pH 7) auf 0,2 uM
verdunnt und zur Kopplung verwendet werden. Bei einer Flussrate von 3uL/min. und der
Injektion von 20 pL konnte das Protein mit 622 RU auf dem Chip gekoppelt werden. Zur
weiteren Kkinetischen Messung an den préparierten Chipoberflachen wurden die zu
untersuchenden Proteine in steigender Konzentration (1-1000 nM) bei einer Flussrate von
50 pL/min. in KIAA0403-Selektionspuffer (1 x PBS; 1,5 mM MgCl,) injiziert, der ebenfalls
als Laufpuffer diente. Bei der Titration von Hisg-KIAA0403-AN291 wurde das Protein durch
Dialyse [6.1.7.1] in den KIAA0403-Selektionspuffer Gberflihrt. Die Chipoberflache konnte
mit einem Gemisch aus 0,05% SDS und 5-15mM NaOH je nach Bedarf mit 5uL
Regenerationspulsen  vollstandig  wiederhergestellt werden. Bei  hoheren NaOH
Konzentrationen und 0Ofteren Regeneration war ein merklicher Proteinverlust auf der
Chipoberflache zu verzeichnen. Alle erhaltenen Signale wurden auf eine Kontrolloberflache
normiert, die nach Aktivierung mit EDC/NHS lediglich mit Ethanolamin geblockt worden
war. Die Dissoziationskonstanten (Kp) wurden anschliefend nach dem ,steady-state**-Modell
unter Verwendung der Biacore-Evaluierungssoftware berechnet.

128



6.5 Bindungsstudien 6 Methoden

6.5.5 ,,Pull-down“-Experimente

Zur Verifizierung der Filterbindungsdaten wurden verschiedene ,,Pull-down“-Experimente
mit den biotinylierten Aptameren K21, K61, M69 und den entsprechenden unselektierten
RNA-Bibliotheken (N25 und 140) bzw. Wasser als Negativkontrolle durchgefthrt. Hierftr
mussten die entsprechenden RNA-Sequenzen durch GMPS-Transkription [6.2.2.5] und
anschlieBender Kopplungsreaktion mit dem Biotinsubstrat hergestellt [6.2.2.6] werden. Die
,»Pull-down*“-Assays basieren auf dem Bindungsereignis der biotinylierten RNA-Sequenzen
an streptavinderivatisierte magnetische Partikel. Das an der RNA komplexierte Protein wird
nach der Inkubation aus der Bindeldsung mittels eines Magneten herausgezogen.

Fur den Hiss-KIAA0403-AN291 ,,Pull-down*-Assay musste das entsprechende Protein in den
»Pull-down*“-Bindepuffer dialysiert [6.1.7.1] werden. Das frisch dialysierte Protein
(83,33 pmol, 2,5 facher Uberschuss, Endkonzentration 1,67 uM) wurde direkt mit 33 pmol
der biotinylierten Aptamere oder der biotinylierten RNA-Bibliothek fir 30 min. in
Selektionspuffer bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Das zusétzlich eingesetzte BSA (1pg/pL)
sollte unspezifischen Wechselwirkungen der Aptamere entgegenwirken. Anschliellend
wurden die RNA-Proteinkomplexe mit Hilfe der vorher préparierten streptavidin-
derivatisierten magnetische Partikeln (0,2 mg oder 20 pL eines 1:1 Bindepuffergemischs)
[6.1.9] im ,,Pull-down*-Bindepuffer fir finf min. bei 37°C inkubiert. Das Separieren der
ungebundenen Proteine erfolgte mit einem Magneten. Es folgten drei Waschschritte (1 x
100 pL und 2x 50 pL) mit dem ,,Pull-down“-Bindepuffer. Die Elution des Hiss-KIAA0403-
AN291 wurde in 20 pL SDS-Ladepuffer 5 min. bei 95°C durchgefuhrt, wobei die Halfte der
Elution fir die folgende Western-Blotanalyse [6.1.3] mit Hilfe eines spezifischen
Pentahistidinantikorpers [5.5] (Qiagen) verwendet wurde.

Beim Cytohesin 2 ,,Pull-down“-Assay wurden 33 pmol des biotinylierten K21 Aptamers
beziehungsweise der biotinylierten unselektierten N25 RNA-Bibliothek vorab an
streptavidinderivatisierten magnetische Partikeln gekoppelt. Zur Kopplung der biotinylierten
RNA an 0,2mg (20 uL 1:1 Bindepuffergemischs) streptavidinderivatisierte magnetische
Partikel wurde das Reaktionsgemisch fir 30 min. bei 37°C inkubiert und anschliefend von
den nicht gebundenen biotinylierten RNA-Sequenzen durch zweimaliges Waschen (40 pL)
mit ,,Pull-down*-Bindepuffer getrennt. Nach Resuspension in 20 pL wurden 100 pmol des
Cytohesin 2 in einer Endkonzentration von 2,22 uM (dreifacher Uberschuss) mit den
derivatisierten magnetischen Partikeln fir weitere 30 min. bei 37°C inkubiert. Die
Separierung des komplexierten Proteins erfolgte mit einem Magneten, wobei zwei
Waschschritte (2x 50uL) mit dem ,,Pull-down“-Bindepuffer folgten. Die Proteinelution
erfolgte analog zum Hisg-KIAA0403-AN291 ,,Pull-down®. Die Halfte der Elution wurde fir
die Western-Blotanalyse [6.1.3] mit Hilfe eines spezifischen Cytohesin 2 Antikdrpers [5.5]
verwendet.
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,»Pull-down*-Bindepuffer (1x) , pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

MgCl, * 6 H,O 1,5mM

DTT 1mM

BSA lpg/pL

RNAsin 1uL/100pL

6.5.6 GDP/GTP-Austausch an NA17ARF1

Die GDP/GTP-Austauschreaktionen am ARF-Protein wurden alle mit der I6slichen Variante
(NA17ARF1) vorgenommen, so dass auf eine Verwendung von Vesikeln verzichtet werden
konnte. Die Messungen beruhen auf der Tatsache, dass die Tryptophanfluoreszenz der ARF-
Proteine im GTP-gebundenen Zustand héher ist als im GDP-gebundenen Zustand™"".

Das ARF-Protein wurde vor seiner Verwendung in Anwesenheit von EDTA fur 15 min. in
PBS mit GDP beladen. Der GDP/GTP Austausch ist stark Magnesium abhangig, so dass bei
Abwesenheit von Magnesium auch ohne Katalysator (GEFs) ein Austausch stattfinden kann.
Die Beladung wurde schliellich durch die Zugabe von MgCl, gestoppt und anschlie3end in
die Reaktionsmischung mit dem Austauschfaktor und des zu untersuchenden Aptamers bzw.
N25 RNA-Bibliothek zugesetzt. Die GDP/GTP-Austauschreaktionen wurde einheitlich durch
Injektion von GTP gestartet und die Veranderung der Fluoreszenz (Anregung: 280 nm;
Emission 340 nm) gemessen. Ein typischer Ansatz wurde in einem Volumen von 200 pL in
einer schwarzen 96iger Lochplatten durchgefihrt und mit einem Varioskan der Firma Thermo
vermessen. Die Reaktion wurde fur 15-20 min. verfolgt. Aus der erhaltenen Kurve kann nach
folgender Formel die Austauschrate bestimmt werden:

Ir = Fluoreszenzintensitat

_ ket Ay = Anfangskonzentration
e =5 (l ¢ ) Kexcn = Austauschrate
t=Zeit

GDP/GTP Austausch: Konzentration
NA17Arfl1 1uM
GEF 50 nM
GDP 20 uM
EDTA 2 mM
MgCl, 4 mM
GTP 50 pM
1 x PBS (pH 7,4) 1x
K21 0,5-5 uM
N25-RNA Bibliothek 0,5-5 uM
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6.6 Allgemeiner Umgang mit prokaryontischer Zellkultur

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden unter sterilen Bedingungen entweder in einer Sterilbank
oder unmittelbar neben einer Bunsenbrennerflamme mit steriler Glas- bzw. Plastikware
durchgefiihrt. Glasspatel zum Ausplattieren von Bakterien wurden mit 100 % Ethanol Uber
einer Bunsenbrennerflamme sterilisiert. Impfésen wurden nach jedem Arbeitsschritt
ausgeglinht.

Das Kultivieren von E. coli Bakterien in Flissigkultur erfolgte in sterilen Zentrifugenréhrchen
(15 mL oder 50 mL) bzw. Erlenmeyerkolben (50-3000ml). Die Zentrifugation von
Baktereinsuspensionen und Proteinlysaten erfolgte generell bei 4°C. Alle Ndhrmedien wurden
20 min. bei 120°C zur Sterilisation autoklaviert und bei 4°C gelagert. Selektionsmedien
wurden frisch durch Zusatz von dem entsprechenden Antibiotikum unmittelbar vor Gebrauch
hergestellt.

6.6.1 Plattenkultur

Die Anzucht von E.coli Bakterien erfolgte durch ein Ausstreichen von Flussigkulturen auf
sterilen LB-Agar-Platten [6.6.2], wobei durch einen Zusatz von Ampicillin (50 pg/mL) oder
Kanamycin (30 ug/mL) im Nahrmedium eine Selektion stattfand.

Fiir eine Farbselektion von rekombinanten Plasmiden aus der pGEM®-T Klonierung [6.4.2.1]
(lacZ-Galaktosidase System) wurden zusétzlich zum Antibiotikum vor der Ausstreichung der
Bakterien jeweils 20 uL einer 0,2 M IPTG- und 50 pL einer 2,5 %igen X-Gal-Losung (w/v)
ausgestrichen. Die Inkubation der Bakterienkulturen erfolgt tUber Nacht bei 37°C im
Brutschrank.

6.6.2 Flussigkultur

Zum Anlegen von Flussigkulturen wurden Einzelbakterienkolonien aus der Plattenkultur in
50 mL LB-Medium (50 pg/mL Ampicillin bzw. 30 ng/mL Kanamycin) angeimpft und tber
Nacht bei 37°C und 200 Upm kultiviert. Diese Vorkultur wurde anschliefend zum Animpfen
der Hauptkultur fur die rekombinante Proteinexpression oder zur Plasmidpropagation
verwendet.

LB-Medium pH 7,0: Konzentration
Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl in H,O (dest.) und 20 min. autoklavieren 1% (w/v)

LB-Agarnahrboden werden durch den Zusatz von 2 % (w/v) Agar in das LB-Medium hergestellt.

131



6 Methoden

6.6.3 Anlegen von Dauerkulturen

Zur Lagerung und schnellen Verfiigbarkeit von transformierten Bakterien wurden Glycerin-
Kulturen angelegt. Aus einer dichtgewachsenen Ubernachtkultur wurden 750 uL LB-
Selektionsmedium mit 750 uL Glycerin-Medium versetzt, invertiert und 30 min. bei Raum-
temperatur inkubiert. Diese Glycerinkulturen wurden anschliel3end bei -80°C gelagert.

Glycerin-Medium, pH 8: Konzentration
Tris 25 mM
Magnesiumsulfat 100 mM

Glycerin 65 % (V/Vv)

6.6.4 Bestimmung der Bakterienkonzentration in Flussigkulturen

Mit Hilfe der Tribungsmessung bei einer Wellenlange von A = 600 nm ldsst sich die
Bakterienkonzentration der Flissigkulturen bestimmen, deren Dichte groRer als 10°
Zellen/mL ist. Die mathematische Beschreibung der optischen Absorption erfolgt durch das
Lambert-Beersche Gesetz.

Intensitét der einfallenden Strahlung
Intensitat der gemessenen Strahlung

lo

o Ao = Absorption bei 280 nm
IOgT =Py =£-C-d g = molarer Absorptionskoeffizient [M - cm]™
c = Konzentration [M]
d = Lange der Messstrecke [cm]

Fiir E.coli Bakterien kann naherungsweise eine Konzentration von 8 x 10° Zellen/mL fiir eine
ODgoo VOn 1 angenommen werden.

6.6.5 Herstellung kompetenter E.coli Bakterien mittels CaCl,

Eine Steigerung der DNA-Permeabilitat von Bakterienmembranen und somit eine effizientere
Transformation der Bakterien lasst sich durch eine Behandlung der Zellen mit CacCl,
erreichent!,

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 400 mL LB-Medium mit 100 mL einer
dichtgewachsenen Vorkultur (Gber Nacht bei 37°C, 100 Upm) angeimpft und bei 37°C bis zu
einer ODgoo von 0,5-0,6 weiterkultiviert. AnschlieBend wurde die Kultur 60 min. auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation der Bakterien (8000 Upm, 10 min.) wird der Uberstand
verworfen, in 250 mL eisgekihlter 100 mM CaCl,-L6sung resuspendiert und nach weiteren
60 min. Inkubation auf Eis erneut pelletiert. Anschliefend wurde das Pellet in 50 mL
eisgekiihlter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert und nach 90 min. bis zu 4 h auf Eis weiter
inkubiert. Die so praparierten kompetenten Bakterien wurden entweder sofort transformiert
oder nach Zusatz von Glycerol 15% (v/v) auf Eppendorfreaktionsgefae aliquotiert (1 ml),
mit flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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6.6.6 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Bei der Transformation von E.coli Zellen wurden 100-250 ng Plasmid mit 100 uL einer
Suspension kompetenter Zellen [6.6.5] vermischt und 20 min. auf Eis inkubiert. AnschlieRend
erfolgte ein Hitzeschock bei 37°C fir 40 Sekunden, eine weitere kurze Inkubation auf Eis
(2 min.) und die Zugabe von 500 uL vorgewdrmten LB-Medium. Nach der 45 minutigen
Inkubation im Thermoschdttler (37°C, 300 Upm) wurde die Bakterienkultur 2 min. bei
4000 Upm zentrifugiert, der Uberstand bis auf 100 uL verworfen und die Zellen wieder
resuspendiert. Verschiedene Volumina dieser Zellsuspension wurden entweder auf
entsprechenden LB-Selektionsplatten ausgestrichen oder zur Animpfung von Flussigkulturen
verwendet.

6.6.7 Rekombinante Proteinexpression in E.coli

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Proteinexpressionen erfolgten in E.coli-
Expressionsstimmen BL21 (DE3), Bl21 (DE3) Lys S und JM83 [5.8]. Zu diesem Zweck
wurden die entsprechenden Proteine entweder in einen Expressionsplasmidsystem kloniert,
wie es bei CYTIP-PDZCC [6.4] und den KIAA0403 GST-Konstrukten der Fall war [6.4],
oder freundlicherweise von anderen Arbeitsgruppen zur rekombinanten Proteinexpression zu
Verfligung gestellt [5.6].

Die Transformation der Expressionsplasmide [5.6.3 und Anhang] erfolgte nach der in [6.6.6]
beschriebenen Methode.

Im pET-Vektor liegt das Gen fur die Zielproteine unter der Kontrolle des Bakteriophagen T7-
Promotors®?? 23 |m Gegensatz dazu wird beim pGEX-Expressionssystem die Protein-
expression anhand des tac-Promoters, ein optimierter lac-Promoter mit effizienteren RNA-
Polymerase Bindung, kontrolliert??“l, Dar(iber hinaus enthalten die Expressionsplasmide ein
lac-Repressorgen (lacl und lacl?), welcher zur Expressionskontrolle®® dient. Durch dessen
Bindung an den lac-Operator wird die rekombinante Proteinexpression in Abwesenheit des
Induktors Allolactose unterdriickt.

Die Expression der Zielproteine wurde durch SDS-PAGE Analyse [6.1.1] kontrolliert. Hierzu
wurden jeweils Aliquots (1 mL) der Zellkulturen vor und nach der Induktion entnommen,
durch kurze Zentrifugation pelletiert und nach erhitzen (2 min. bei 95°C) in 4 x SDS-
Probenpuffer auf das Gel aufgetragen.

6.6.7.1 Proteinexpression und Lyse der CYTIP-Konstrukte

Zur rekombinanten Proteinexpression wurden das pET15b Hisg-CYTIP-PDZ- und das
pET1la Hisg-CYTIP-PDZCC-Konstrukt in Bl21 (DE3) E.coli transformiert [6.6.6], auf
LB/Amp-Agarplatten kultiviert und aus den Einzelkolonien Glycerinkulturen angelegt [6.6.3].
Aus der Hisg-CYTIP-PDZ-Glycerinkultur wurde die Expressionskultur entsprechend in
75 mL LB/Amp-Flissigmedium (50 pg/mL) angeimpft und ber Nacht bei 37°C im
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Bakterienschuttler bei 120 Upm inkubiert. Die Vorkultur wurde am ndchsten Tag in 2 L
LB/Amp-Flissigmedium (50 pg/mL) berfihrt und bis zu einer ODgyp von 0,8-0,9
weiterkultiviert. Zur Induktion der Hisg-CYTIP-PDZ Proteinexpression wurde IPTG
(Endkonzentration 1 mM) zugegeben. Nach 3 h Kultivierung bei abgesenkter Temperatur von
35°C und 120 Upm wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min. bei 5000 Upm) geerntet.
Die Hisg-CYTIP-PDZCC Proteinexpression wurde nach Optimierung der Expressions-
bedingungen wie folgt durchgefthrt:

Die Vorkultur wurde aus Hisg-CYTIP-PDZCC-Glycerinkultur in 75mL LB/Amp-
Flussigmedium (50 pg/mL) angeimpft, Uber Nacht bei 37°C im Bakterienschuttler und
hoherer Schuttelrate (180 Upm) inkubiert. AnschlieBend wurde diese am ndchsten Tag in 2 L
LB/Amp-Flissigmedium (50 pg/mL) verdinnt. Nach Erreichen der ODgyp von 1,3-1,5
erfolgte die Induktion mit IPTG (Endkonzentration: 2 mM). Es folgte weitere Kultivierung
bei abgesenkter Temperatur (30°C) und 120 Upm, wobei die Bakterien nach drei Stunden
durch Zentrifugation (10 min. bei 5000 Upm) geerntet wurden.

Die erhaltene Zellpellets aus beiden Expressionen wurden in 20 mL LB-Puffer resuspendiert
und mit 0,2 mg/mL Lysozym versetz. Nach einer Inkubationszeit von 30 min. auf Eis wurde
das Lysat nach folgendem Sonifizierschema aufgeschlossen:

1. Schritt: 1 min. konstant (40 %)

2. Schritt: 2 min. Pulse (70 %, cycle 30)
3. Schritt: 3 min. Pause

4. Schritt: 2 min. Pulse (70 %, cycle 60)
5. Schritt: 2 min. Pause

6. Schritt: 1 min. konstant (60 %)

AnschlieRend wurden die unldslichen Bakterienbestandteile 30 min. durch Zentrifugieren bei
5000 Upm abgetrennt und der Uberstand aufbewahrt. Das Zellpellet wurde wieder in 5 mL
Lysispuffer resuspendiert und erneut nach folgendem Programm sonifiziert:

1. Schritt: 1 min. konstant (60 %)
2. Schritt: 1 min. Pause
3. Schritt: 2 min. Pulse (70 %, cycle 40)

Es folgte eine erneute Zentrifugation fur 30 min. bei 5000 Upm, die Uberstande wurden
vereint und 3 x fur je 1 h bei 20.000 Upm pelletiert, wobei nach jedem Zentrifugationsschritt
der Uberstand in eine neues Zentrifugenrohrchen Gberfiinrt wurde. Das auf diese Weise
erhalten Zelllysat wurde direkt in die unter [6.1.11.1] beschriebenen chromatographischen
Trennungen eingesetzt.
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LB-Puffer Hiss-CYTIP-PDZ und -PDZCC, pH 7,3: Konzentration

Tris 20 mM
NaCl 05M
MgCIz *6 H,0O 3mM
Glycerin 10 % (v/v)
DTT 1mM
Aprotinin 2 ng/mL
Leupeptin 1 pg/mL
PMSF 1mM
Benzamidin Spatelspitze

6.6.7.2 Proteinexpression und Lyse von Hisg-KIAA0403-AN291

Das pET28 KIAA0403-AN291 Plasmid wurde zur Proteinexpression in BI21 (DE3) E.coli
transformiert [6.6.6], auf LB/Kanamycin-Agarplatten kultiviert und aus den Einzelkolonien
Glycerinkulturen angelegt [6.6.3].

Die Hisg-KIAA0403-AN291 Glycerinkultur wurde zum Animpfen des 50 mL LB/Kanamycin-
Flussigmediums (30pg/mL) verwendet und tber Nacht bei 37°C bei 150 Upm inkubiert. Die
Vorkultur wurde am ndchsten Tag in einem Liter LB/Kanamycin-Flissigmedium (30pug/mL)
verdiinnt und bis zu einer ODgoo von 1 kultiviert. Anschliefend wurde die Hisg-KIAA0403-
AN291 Proteinexpression mit IPTG (Endkonzentration: 1 mM) induziert. Nach weiteren 3 h
Inkubation bei einer leicht niedrigeren Temperatur (35°C) und 150 Upm, wurden die Zellen
durch Zentrifugation (10 min. bei 5000 Upm) geerntet. Das Zellpellet wurde in 20 ml LB-
Puffer resuspendiert und mit flussigem Stickstoff schockgefroren.

Die Lyse und der Aufschluss des zytosolischen Proteins erfolgte nach dem in [6.6.7.1]
beschriebenen Schema.

LB-Puffer Hiss-KIAA0403-AN291, pH 7,4: Konzentration
Hepes/KOH 25 mM

KCI 1M

DTT 1 mM
Aprotinin 2pg/mL
Leupeptin lpg/mL
Benzamidinhydrochlorid 1 Spatelspitzte
NP-40 Igepal 0,5 % (viv)
Glycerin 10 % (v/v)

6.6.7.3 Proteinexpression und Lyse der GST-KIAA0403-Konstrukte

Nach Optimierung der Expressionsbedingungen wurden die GST-KIAA0403 Volllange, -
AN291 und —AC125 nach der folgenden Methode exprimiert:

Aus der Monoklon-Selektion der transformierten BI21 (DE3) E.coli mit dem pGEX-2T-
KIAA0403-Volllange -AN291 und -AC125 auf LB/Amp-Agarplatten, wurden Einzelkolonie-
Glycerinkulturen angelegt [6.6.3]. Diese wurden zur Anzucht der Bakterien in 100 mL
LB/Amp-Flissigmedium (50 pug/mL) verwendet und tber Nacht bei 37°C im Bakterien-
schiittler bei 140 Upm inkubiert. Die Vorkultur wurde am néchsten Tag in 500 mL LB-Amp-
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N&hrmedium verdinnt und zur ODgy von 0,6 (37°C, 150 Upm) weiterkultiviert. Die
Induktion erfolgte mit IPTG (Endkonzentration 1mM), wobei die Zellen noch weitere 3 h bei
abgesenkter Temperatur (35°C) kultiviert wurden. Nach der Ernte (10 min. bei 5000 Upm)
wurde das Zellpellet in 20 ml LB-Puffer resuspendiert und mit 0,2 mg/mL Lysozym versetz.
Es folgte eine Inkubation (60 min.) auf Eis mit anschliefender Sonifizierung [6.6.7.1]. Eine
grobe Trennung der Bakterienbestandteile wurde nach einer Minute Zentrifugation bei 5000
Upm erzielt und der Uberstand zur Proteinreinigung nach [6.1.11.2] verwendet.

LB-Puffer GST-KIAA0403-Volllange, pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

NaCl 200 mM

DTT 1mM

Aprotinin 10pg/mL
Pefabloc 0,5mM

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

LB-Puffer GST-KIAA0403-AN291 und -AC125, pH 7,4: Konzentration

Hepes/KOH 25 mM

KCI 1M

DTT 1mM
Aprotinin 2pg/mL
Leupeptin 1pg/mL
Benzamidinhydrochlorid 1 Spatelspitzte
NP-40 Igepal 0,5 % (viv)
Glycerol 10 % (v/v)

6.6.7.4 Proteinexpression und Lyse des Hisg-FHL2-LIMO+1

Das pET15b FHL2-LIMO+1 Plasmid wurden in den BI21 (DE3) Lys S E.coli Stamm zur
Proteinexpression transformiert [6.6.6], auf LB/Amp-Chloramphenicol-Agarplatten kultiviert
und aus den Einzelkolonien Glycerinkulturen angelegt [6.6.3].

Aus der Hisg-FHL2-LIMO+1-Glycerinkultur wurde in 75 mL LB/Amp-Chloramphenikol-
Flussigmedium (Ampizilin: 50 pg/mL; Chloramphenicol: 34 pg/mL) ubergeimpft und tber
Nacht bei 37°C im Bakterienschittler bei 150 Upm inkubiert. Die Vorkultur wurde am
néchsten Tag in zwei Mal 1 L LB/Amp-Chloramphenicol-Flissigmedium tberfuhrt und bis
zu einer ODgyp von 0,6-0,7 weiterkultiviert. Die Induktion der FHL2-LIMO+1
Proteinexpression erfolgte mit IPTG bei einer Endkonzentration von 1 mM. Nach 3h
Kultivierung bei 37°C und 150 Upm wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min. bei
5000 Upm) geerntet. Das Zellpellet wurde in 20 mL LB-Puffer resuspendiert.

Die Lyse und der Aufschluss der zytosolischen Proteine erfolgte nach dem gleichen Schema
wie bei den Hexahistidinmarkierten CYTIP-PDZ und CYTIP-PDZCC-Konstrukten [6.6.7.1].

136



6.6 Allgemeiner Umgang mit prokaryontischer Zellkultur 6 Methoden

LB-Puffer FHL2, pH 7,3: Konzentration
Tris 20 mM

NaCl 0,5M

MgCl, * 6 H,0 3mM

Glycerin 10 % (v/v)

DTT 1mM

Aprotinin 2 pg/mL
Leupeptin 1 pg/mL

PMSF 1mM
Benzamidin Spatelspitze

6.6.7.5 Proteinexpression und Lyse von GST-FHL2-Volllange

Nach Optimierung der Expressionsbedingungen wurde die Proteinexpression nach dem
folgendem Schema durchgefiihrt:

Aus der Monoklon-Selektion transformierter JM83 E.coli mit dem pGEX-4T-1 FHL2 auf
LB/Amp-Agarplatten, wurden von den Einzelkolonien Glycerinkulturen angelegt [6.6.3]. Aus
diesen wurden entsprechend in 100 mL LB/Amp-Flussigmedium (50 pg/mL) mit einem
Zusatz an ZnSQ, (0,05 mM) (FHL2-Volllange Nahrmedium) tbergeimpft und Uber Nacht bei
37°C im Bakterienschittler bei 160 Upm inkubiert. Die hohe Umdrehungszahl und der Zusatz
an Zink fihrten zur besseren Loslichkeit und stabiler Proteinfalltung. Die Vorkultur wurde am
nachsten Tag in 900 mL FHL2-Volllange Ndhrmedium verdinnt und weiter bei 37°C und
160 Upm bis zu einer OD600 von 1,2 weiterkultiviert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte mit IPTG bei einer Endkonzentration von 0,5 mM. Nach 2,5h Kultivierung bei
abgesenkter Temperatur von 28°C (180 Upm) wurden die Zellen durch Zentrifugation
(10 min. bei 5000 Upm) geerntet. Das erhaltene Zellpellet wurde in 10 ml LB-Puffer
resuspendiert und mit 0,2mg/mL Lysozym versetz. Nach einer Inkubationszeit von 30 min.
auf Eis wurde das Lysat nach dem in [6.6.7.1] beschriebenen ersten Sonifizierschemas
aufgeschlossen. Eine grobe Trennung der Bakterienbestandteile wurde nach einer Minute
Zentrifugation bei 5000 Upm erzielt und der Uberstand zur Proteinreinigung nach [6.1.11.2]
verwendet.

LB-Puffer, pH 7,4: Konzentration
PBS 1x

NaCl 200 mM

ZnS0, 0,05 mM

DTT 5mM

Pefabloc 0,12 mg/mL
Aprotinin 10 pg/mL
Triton X-100 0,5 % (v/iv)
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6.6.8 Plasmid-Préaparation aus E.coli Bakterien

Zur Transformationskontrolle und Sequenzierung der eingebrachten Fremd-DNA [6.4.2.1,
6.4.2.2] wurde die Plasmid-DNA wieder aus E.coli Zellen isoliert. Des Weiteren wurde
gereinigte Plasmid-DNA bei Transfektionsexperimenten in der eukaryontischen Zellkultur
eingesetzt [6.7.3], wobei die Vermehrung in E.coli stattfand. Hierbei kam der E.coli-Stamm
BL21 (DH10B) zum Einsatz [5.8].

Zur lIsolierung analytischer Mengen der Plasmid-DNA wurden 5mL einer Ubernacht-
bakterienkulturen in LB-Selektionsmedium bei 37°C und 120 Upm kultiviert. AnschlieRend
wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min., 5000 Upm) pelletiert und die Plasmide mit
Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers lysiert und
isoliert.

Zur Herstellung praparativer Mengen wurde entsprechend eine gréRere Kultur von 250 mL
LB-Selektionsmedium angeimpft, 12h bei 37°C und 120 Upm kultiviert und durch
Zentrifugation geerntet. Die Lyse und Reinigung erfolgt mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit
(Qiagen) gemaR den Herstellerangaben.

6.7 Eukaryontische Zellkultur

6.7.1 Allgemeiner Umgang mit eukaryontischer Zellkultur

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter einer Sterilbank mit sterilen Glas-
bzw. Plastikgefalien durchgefiihrt. Alle verwendeten Medien oder Puffer wurden kurz vor der
Verwendung auf 37°C vorgewarmt.

Die Kultivierung von adharenten HelLa Zellen [5.9] erfolgte als Monolayer-Kultur in 75 cm*
Kulturflaschen mit ,,Minimum Essential Medium Eagel”“ (EMEM) unter Stimulation mit 10 %
(v/v) fetalem Kalberserum (FCS) in einem Begasungsbrutschrank (37°C, 5% CO,).

Zum Aussdhen der Zellen in Kulturplatten oder zum Verdinnen wurde zun&chst mit 1x PBS
(Gibco Life Technologies) gewaschen und anschlieBend mit 2 mL einer Trypsin/EDTA-
Losung (0,5 mg Trypsin/mL) fur 3 min. im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinierungsansatz
wurde durch Zugabe von 8 mL EMEM/10 % FCS abgestoppt und die Zellen gut
resuspendiert. Nach Ubersetzen in eine weitere 75 cm?-Kulturflasche wurde mit
EMEM/10 % FCS auf 40 mL aufgefillt.

Dabei wurden die Zellen spatestens bei einer optischen Konfluenz von ca. 90 % verdinnt. Bei
dem Verdiinnungsfaktor von 1:10 war dies nach 3 Tagen Inkubation erreicht.

6.7.2 Handhabung von Dauerkulturen

Zur langfristigen Lagerung von eukaryontischen Zellen wurden Dauerkulturen angelegt. Die
Zellen einer ca. 80 % optisch konfluenten 75 cm?-Kulturflasche wurden zunéchst mit 1x PBS
(Gibco Life Technologies) gewaschen. AnschlieRend wurden 2 mL Trypsin/EDTA zugegeben
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und kurz geschwenkt. Daraufhin wurde das Trypsin/EDTA wieder abgenommen und die
Zellen mit dem zurlickgebliebenen Trypsinfilm fur 3-5 min. im Brutschrank inkubiert.
Weiterhin wurden 4 Kryor6éhrchen mit einer Losung aus 200 uL. DMSO (HYBRI-Max) und
400 pL FCS auf 4°C vorgekuhlt. Nach dem volistandigen Ablésen der Zellen wurden diese in
5,6 mL auf 4°C vorgekihltem EMEM suspendiert. Je 1,4 mL dieser Zellsuspension wurden
zum vorgelegten DMSO/10 % FCS hinzugegeben und gut gemischt. Anschliefend konnten
die so praparierten Kulturen bei -80°C fur mehrere Monate gelagert werden. Zum Auftauen
der Dauerkulturen wurden diese in einem Wasserbad auf 37°C erwérmt (ca. 2 min.) und mit
40 mL vorgewéarmten EMEM/10 % FCS verdinnt.

6.7.3 Transfektion von Plasmiden und Aptameren

Fur die biologischen funktionalen Studien des humanen zytosolischen Proteins KIAA0403
wurden in Uberexpressions- und Inhibitionsexperimenten HelLa Zellen mit Hilfe der
Lipofektion transfiziert. Hierbei wurde fir die Uberexpression mit den entsprechend
klonierten KIAA0403 pCMV-Plasmidkonstrukten (2,5 ug) [5.6.3, 6.4.2.2] bzw. zur
Durchfuhrung des Luciferase Assays die pEGFP-N1- und SRE-Luc Plasmide [5.6.4] parallel
mit dem K21 Aptamer und N25 RNA Bibliothek transfiziert. Die hierfir verwendeten
Uberexpressions- und Reporterplasmide wurden aus E. coli Bakterien prapariert [6.6.8], nach
der Isolierung gefallt und in H,O (dest.) resuspendiert.

Firr die Luciferase-Assays und Uberexpressionsexperimente wurden ca. 6,5 x 10* Zellen (24-
well Format) bzw. 3,25 x 10° Zellen (6-well Format) 18-24 Stunden vor der Transfektion in
Kulturplatten ausgesat. AnschlieBend wurden die zu ca. 80 % optisch konfluenten Zellen mit
1x PBS gewaschen und eine Stunde in serumfreiem EMEM inkubiert. In der Zwischenzeit
wurde sowohl das Transfektionsreagenz Metafectene in einem vierfachen Volumen-
Uberschuss, bezogen auf die zu transfizierende Nukleinsduremasse, als auch die
Nukleinsdure(n) getrennt in einer 96-well Platte vorgelegt (Nukleinsduregesamtvolumen
10 pl). Beide Losungen wurden mit je 90 uL serumfreiem EMEM verdinnt, sofort vereint
und mindestens 25 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das Transfektionsgemisch wurde
anschlieBend direkt in den Kulturiberstand der Zellen gegeben (beim Luciferase-Assay auf
drei Wells aufgeteilt) und durch leichtes auf und abpipetieren vorsichtig durchmischt. Nach
einer weiteren Inkubation von 15 h wurde das serumfreie EMEM durch FCS-haltiges Medium
ersetzt, wobei es zur Serumstimulation der Zellen kam. Diese erfolgte fiir die Uberexpression
der KIAA0403 Volllange und Deletationskonstrukte fir weitere 15 min. mit anschlieRender
Ernte mit heilem SDS-Ladpuffer (2x) bzw. bei der Durchfuihrung des Luciferase-Assays bis
zu funf Stunden.

Zur Proteinabbaukontrolle wurde in einem zusitzlichen Uberexpressionsexperiment eine
Stunde vor der Serumstimulation ein Proteosominhibitor MG-132 in einer Endkonzentration
von 20uM in 0,2 % DMSO zugesetzt. Nach Stimulation mit FCS folgte umgehend die
Behandlung mit heilem SDS-Ladpuffer (2x) und weitere Western-Blotanalysen [6.1.3.1].
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6.8 SRE-Luciferase-Assay

Mit Hilfe des SRE-Luciferase-Assays wurde die serumstimulierte Expression des
Reporterenzyms Luciferase in An- bzw. Abwesenheit von Effektoren bestimmt. Zu diesem
Zweck wurden die HeLa Zellen in 24-well Kulturplatten mit 1000 ng der Reportermischung,
bestehend aus dem Reporterplasmid SRE-Luc (800 ng) und dem Plasmid pEGFP-N1 (200 ng)
[5.6.4, Anhang 9.2.7) im Massenverhaltnis 4:1, sowie den verschiedenen Effektoren ko-
transfiziert [6.7.3]. Als Effektor wurde das K21 Aptamer in unterschiedlichen Mengen (0,25-
3 pmol) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente hierbei die unselektierte N25 RNA-
Bibliothek. Zur Gewadhrleistung einer konstanten RNA-Menge wurde das Aptamer mit der
RNA-Bibliothek aufgefullt. Die verwendeten Reporterplasmide wurden aus E. coli Bakterien
prapariert [6.6.8], nach der Isolierung geféllt und in H,O (dest.) resuspendiert. Die RNA-
Aptamere konnte aus den entsprechenden DNA-Templaten unter Verwendung der T7-RNA
Polymerase durch in vitro Transkription [6.2.2.2] erhalten und anschlieend durch PAGE-
Reinigung erhalten werden [6.2.1.6].

Nach Transfektion [6.7.3] und weitere Inkubation fir 15h in Abwesenheit von Serum,
erfolgte die Stimulation der Zellen durch Zusatz von 10 % FCS (EMEM). Nach weiteren 5 h
Inkubation und zweimaligem Waschen mit 1 x PBS erfolgte die Zelllyse. Hierbei wurden die
Zellen mit 200 uL Reporter-Lysispuffer (Promega) durch zweimaliges Einfrieren (-80°C) und
Auftauen (37°C), optional auch bei -20°C ber Nacht aufgeschlossen. AnschlieRend erfolgte
die Uberfiihrung der Lysate in Eppendorf-ReaktionsgefaBe. Nach Abtrennung der Zell-
trimmer durch Zentrifugation fir 2 min. bei 14.000 Upm wurden 160 pL des Klaren Lysats in
eine schwarze 96-well Platte mit flachen Boden tberfiihrt wurde. Zur Normierung auf die
Transfektionseffizienz  wurde zuerst die EGFP-Fluoreszenzintensitat  (Aex=485 nm;
Aem=520 nm) bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat unter
der Verwendung des ,,Luciferase Assay Systems* (Promega), wobei 100 uL der Lysate in eine
entsprechend weiRe 96-well Platte vorgelegt werden mussten, nach Herstellerangaben. Zum
Schluss wurde aus den verbliebenen 60 uL Lysat je 2 x 10 uL zur Doppelbestimmung der
Gesamtproteinkonzentration nach Bradford [6.1.6.1] verwendet. Bei der Auswertung der
Daten wurde die Lumineszenzintensitat auf zwei Parameter normiert, die Gesamtprotein-
konzentration und die EGFP-Fluoreszenzintensitat (Transfektionseffizienz). Das verwendete
Strukturgen pEGFP-N1 steht unter der Kontrolle des humanen Cytomegalovirus (CMV)-
Promotors und ist von keiner Expressionskontrolle abh&ngig. im Im Unterschied dazu steht
das SRE-Luc Reporterplasmid SRE-Luc unter der Kontrolle des humanen ,,serum response
element* (SRE) Promotors und ist durch die FSC Stimulation aktivierbar. Die
spektroskopischen Messungen erfolgten auf einem Varioscan und Luminoscan der Firma
Tecan.
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Zur biologischen Einordnung der CC-bindenden Proteine CYTIP und KIAA0403 einem auf
Genomebene neu entdeckten Vertreter, wie auch FHL2, einem vielseitigen Ko-
Transkriptionsfaktor, wurde die Aptamertechnologie zur in vitro Selektion von einzel-
strangigen inhibitorisch wirksamen RNA-Biopolymeren angewandt.

In der vorliegenden Arbeit werden mehrere Ansétze der in vitro Selektion aus unterschiedlich
langen kombinatorischen RNA-Bibliotheken beschrieben, welche bei KIAA0403 (K21
Aptamer) und FHL2 (K12 und K16 Aptamere) zu zwei erfolgreichen Anreicherungen von
RNA-bindenden Spezies fiihrten. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Aptamer-
selektion gegen das Protein CYTIP aufgrund targetspezifischer Gegebenheiten unter den
angewandten Bedingungen nicht durchgefihrt werden konnte.

Es wird das erste Beispiel eines Aptamers (K21) beschrieben, dass aus einer unabhéngigen
Selektion gegen das verkirzte KIAA0403-AN291 evolviert wurde. Dieses verfigt dennoch
ghnliche Bindungscharakteristika wie das zuvor von Theis et al.*”) selektierte K61 Aptamer,
das aus einer Cytohesin 2 Selektion hervorgegangen ist.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass KIAAQ0403, ein bis dahin nur theoretisch
beschriebenes Protein unbekannter Funktion, ein neues Mitglied der CC-Binder ist und im
nanomolaren Bereich eine ausgepréagte Wechselwirkung mit den getesteten Mitgliedern der
Cytohesin Familie eingeht. Weiterfiihrende Studien konnten belegen, dass K61 ebenfalls eine
targetspezifische Erkennung beider natirlich vorkommenden Partner besitzt. Letztendlich
konnte die spezifische Bindung des K21 Aptamers auf eine fir die Interaktion essentielle
Konsensussequenz von sechs Nukleotiden zuriickgefiihrt werden, welche gemeinsam von
beiden RNA-Spezies geteilt wird und wahrscheinlich flr die Erkennung beider Proteine
verantwortlich ist. Die Ergebnisse der Kompetitionsstudien weisen auf ein sehr stark
uberlappendes Bindungsepitop der Aptamere auf beiden Interaktionspartnern hin, so dass
unter Berucksichtigung der Protein-Protein Affinitat der C-terminalen 125 Aminosauren von
KIAA0403 und der Cytohesin2 CC-Doméane der Rickschluss auf eine dhnliche
dreidimensionale Faltstruktur dieser Proteinregionen gezogen werden kann. Durch
Uberexpressionsstudien in HelLa-Zellen konnte dariiber hinaus ein erster Hinweis auf die

biologische Relevanz von KIAA0403 erlangt werden.
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9.1 Proteinsequenzen (Aminosauresequenz)
9.1.1 CYTIP Volllange theoretisch

Das Volllangenprotein CYTIP besteht aus 359 Aminoséduren, besitzt ein Molekulargewicht von
40,01 kD und einen theoretischen pl von 7,33. Die PDZ-Doméne ist durch graue Buchstaben
hervorgehoben und die CC-Domadne grau unterlegt. Die Mystery-Doméne mit unbekannter Funktion
ist unterstrichen:

MSLQRLLQHSSNGNLADFCAGPAYSSYSTLTGSLTMNDNRRIQMLADTVATLPRGRKQLALTRSSSLSDFSWSQRK
LVTVEKQDNETFGFEIQSYRPQNQNACSSEMFTLICKIQEDSPAHCAGLQAGDVLANINGVSTEGFTYKQVVDLIRSS
GNLLTIETLNGTMIERRTEEEARIQVEKOTERGRWYEYRSEQIGEARIIAGDAANCPSLENMDL DEL SLFGPLPGP

GPALVDRNRLSSESSCKSWLSSMTMDSEDGY QTCVSEDSSRGAFSRQTSTDDECFIPKEGDDFLRRSSSRRNRSISNT
SSGSMSPLWEGNLSSMFGTLPRKSRKGSVRKQLLKFIPGLHRAVEEEESRF

9.1.2 HISe-CYTIP-PDZ

Das Hexahistidin CYTIP-PDZ Fusionsprotein besteht aus 105 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 11,58 kD und einen theoretischen pl von 6,93. Die Hexahistidinsequenz ist
unterstichen. Die PDZ-Doméne ist durch graue Buchstaben dargestellt:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHSWSQRKLVTVEKQDNETFGFEIQSYRPONQNACSSEMFTLICKIQEDSPAHCAGLQ
AGDVLANINGVSTEGFTYKQVVDLIRSSG

9.1.3 HISe-CYTIP-PDZCC

Das Hexahistidin CYTIP-PDZCC Fusionsprotein besteht aus 164 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 18,42 kD und einen theoretischen pl von 7,0. Die Hexahistidinsequenz ist
unterstichen. Die PDZ-Domadne ist durch graue Buchstaben dargestellt und die CC-Doméne grau
unterlegt:

MHHHHHHSWSQRKLVTVEKQDNETFGFEIQSYRPQONQNACSSEMFTLICKIQEDSPAHCAGLQAGDVLANINGVST
EGFTYKQVVDLIRSSGNLLTIETLNGTMIEKRTELEAKEQVEKOTEKOKWVEYRSEQEOEHRIEEHCDAANCPSLE

9.1.4 HISe-KIAA0403-AN291

Das Hexahistidin KIAA0403-AN291 Fusionsprotein besteht aus 145 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 16,62 kD und einen theoretischen pl von 10,0. Die Hexahistidinsequenz ist
unterstichen. Die KIAA0403 CChd ist durch graue Buchstaben dargestellt:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEKLYKSLEQASLSPLGDRRPSTKKELRKSFVKRCKNPSINEKLHKIRTLNSTLKCK
EHDLAMINQLLDDPKLTARKYREWKVMNTLLIQDIYQQQRASPAPDDTDDTPQELKKSPSSPSVENSI

9.1.5 GST-KIAA0403 Volllange

Das GST-KIAA0403-Volllange Fusionsprotein besteht aus 635 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 72,14 kD und einen theoretischen pl von 6,21. Die Aminosduresequenz der
Glutathion S-transferase ist durch graue Buchstaben gekennzeichnet:

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD
KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF
MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSMS
RRRISCKDLGHADCQGWLYKKKEKGSFLSNKWKKFWVILKGSSLYWYSNQMAEKADGFVNLPDFTVERASECKK
KHAFKISHPQIKTFYFAAENVQEMNVWLNKLGSAVIHQESTTKDEECY SESEQEDPEIAAETPPPPHASQTQSLTAQQ
ASSSSPSLSGTSYSFSSLENTVKTPSSFPSSLSKERQSLPDTVNSLSAAEDEGQPITFAVQVHSPVPSEAGIHKALENSF
VTSESGFLNSLSSDDTSSLSSNHDHLTVPDKPAGSKIMDKEETKVSEDDEMEKLYKSLEQASLSPLGDRRPSTKKELR
KSFVKRCKNPSINEKLHKIRTLNSTLKCKEHDLAMINQLLDDPKLTARKYREWKVMNTLLIQDIYQQQRASPAPDD
TDDTPQELKKSPSSPSVENSI
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9.1.6 GST-KIAA0403-AN291

Das GST-KIAA0403-AN291 Fusionsprotein besteht aus 351 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 40,76 kD und einen theoretischen pl von 8,4. Die Aminoséuresequenz der
Glutathion S-transferase ist durch graue Buchstaben gekennzeichnet:

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD
KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF
MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSME

KLYKSLEQASLSPLGDRRPSTKKELRKSFVKRCKNPSINEKLHKIRTLNSTLKCKEHDLAMINQLLDDPKLTARKYR

EWKVMNTLLIQDIYQQQRASPAPDDTDDTPQELKKSPSSPSVENSI

9.1.7 GST-KIAA0403-AC125

Das GST-KIAA0403-AC125 Fusionsprotein bestent aus 510 Aminosauren, besitzt ein
Molekulargewicht von 57,69 kD und einen theoretischen pl von 8,2. Die Aminosauresequenz der
Glutathion S-transferase ist durch graue Buchstaben gekennzeichnet:

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD
KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF
MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSMS
RRRISCKDLGHADCQGWLYKKKEKGSFLSNKWKKFWVILKGSSLYWYSNQMAEKADGFVNLPDFTVERASECKK
KHAFKISHPQIKTFYFAAENVQEMNVWLNKLGSAVIHQESTTKDEECY SESEQEDPEIAAETPPPPHASQTQSLTAQQ
ASSSSPSLSGTSYSFSSLENTVKTPSSFPSSLSKERQSLPDTVNSLSAAEDEGQPITFAVQVHSPVPSEAGIHKALENSF
VTSESGFLNSLSSDDTSSLSSNHDHLTVPDKPAGSKIMDKEETKVSEDDE

9.1.8 HISe-FHL2 LIMO+1

Das Hexahistidin FHL2 LIMO+1 Fusionsprotein besteht aus 107 Aminosduren, besitzt ein
Molekulargewicht von 12,67 kD und einen theoretischen pl von 6,27. Die Hexahistidinsequenz ist
unterstichen und die LIMO+1 ist durch graue Buchstaben gekennzeichnet:

MGHHHHHHEFMTERFDCHHCNESLFGKKYILREESPYCVVCFETLFANTCEECGKPIGCDCKDLSYKDRHWHEACF
HCSQCRNSLVDKPFAAKEDQLLCTDCYSNEY

9.1.9 GST-FHL2 Volllange

Das GST-FHL2-Volllange Fusionsprotein besteht aus 508 Aminoséduren, besitzt ein Molekulargewicht
von 58,86 kD und einen theoretischen pl von 7,16. Die Aminosauresequenz der Glutathion S-
transferase ist durch graue Buchstaben gekennzeichnet. Die LIMO +1 sind unterstrichen:

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD
KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF
MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPEF
MTERFDCHHCNESLFGKKYILREESPYCVVCFETLFANTCEECGKPIGCDCKDLSYKDRHWHEACFHCSQCRNSLYV

DKPFAAKEDQLLCTDCYSNEYSSKCQECKKTIMPGTRKMEYKGSSWHETCFICHRCQQPIGTKSFIPKDNQNFCVPC
YEKQHAMQCVQCKKPITTGGVTYREQPWHKECFVCTACRKQLSGQRFTARDDFAYCLNCFCDLYAKKCAGCTNPI
SGLGGTKYISFEERQWHNDCFNCKKCSLSLVGRGFLTERDDILCPDCGKDI
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9.2 Vektorkarten
9.2.1 pET-15bVektorsystem

T7 promoter primer #69348-3
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Abbildung 9.2.1 Vektorkarte des pET15b Expressionsplasmids.

9.2.2 pET-11a Vektorsystem
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Abbildung 9.2.2 Vektorkarte des pET11a-d-Expressionsplasmids.

9.2.3 pET-28a(+) Vektorsystem
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Abbildung 9.2.3 Vektorkarte des pET28a-c-Expressionsplasmids.
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9.2.4 pGEX-Vektorsysteme

DGEX-2TK (27-4587-01)
Thrombin

Kinase
ILew val Pro A "'Ggw serlla Ala Ser
CF T 0% CAT e TOT GAT T GCA TET 7T GGA TCE 008 GGAATT GAT CGT GACTA

BamH |~ g T EcoR | Stop codons

pGEX- 4T 1 (27-4580-01)
Thrombin

Leu Val Pro A LGGy SerlPro Glu Phe Pro Gl Leu Glu Arg Pro His Al
CTG GTT CCG GGT GGA TCC CCG GAA TTG CCG G TCG CTC GAG CGG GCG GAT GET GA GAC TGA

BarnH | EcoR 1 gma | Sall‘w‘ Mot | Stop codons

pS{104Bam7StopT

pGEX

4900 by

Abbildung 9.2.4: Vektorkarte des pGEX-Glutathione-S-transferase-plasmids.

9.2.5 pGEM®-T Vektorsystem zur A-Uberhangklonierung
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Abbildung 9.2.5: Vektorkarte des pGEM®-T-Vektorsystems.

9.2.6 pCMV Vektorsystem zur Eukaryontischen Uberexpression
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Abbildung 9.2.6: pPCMV-Tag 2B Vektorsystem zur Eukaryontischen Proteinliberexpression mit einem FLAG-

Tag
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9.2.7 pEGFP-N1 fur Luciferase Assays
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9.3 Aptamerselektionsubersicht
9.3.1 Hiss-CYTIP-PDZ Selektion

Bglll  Xhal
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Abbildung 9.2.7 Vektorkarte und Multiple cloning site des pEGFP-
N1 zur Uberexpression des EGFP, dem griin fluoriszierenden
Proteins.

RNA-Bibliothek

Ulrich Wilner, 37 Nukleotide im randomisierter Bereich

Matrix Cyanobromidaktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosciences)
Kopplung CYTIP-PDZ ist kovalent an die aktivierte Sepharose uber eine C-N Verknipfung gebunden;
Uberschiissige Bindungsstellen der Sepharose wurden mit 0,1 M Tris-Puffer pH8 geblockt.
s . Abtrennung der gebundenen von den ungebundenen RNA-Sequenzen wurde mit Bio-Rad
eparation - " "
Einwegsaulen durchgefiihrt
Binde-Puffer 1 x PBS pH 7,4
MgCI2 3mM
DTT 1 mM
RNAsin 0,5uL/100uL

Inkuation

30 min. bei 37 °C

Elutions-Puffer

Guanidine Hydrochlorid 6 M pH 7,4; Tris/HCI 30 mM, EDTA 2 mM

Protein-Spezifikation
Konzentration

105 AA,; pl 6,93; M= 11580 g/mol
Gebunden an 3,5 ml Sepharose: 31,86 uM

RNA-Faltung

2 min. bei 95°C, 15 min. bei RT

RNA-Reinigung

PAGE 8%

Transkription

Uber Nacht bei 37°C, Stratagen Transkriptionspuffer, Tris-Puffer

1 Zyklus RNA: 10 nmol in 2000pL Bindepuffer 5 uM
CYTIP-PDZ: 5,74 nmol 180pL matrix 2,87 uM
Weitere Zyklen RNA: 1,78 nmol 620pL Bindepuffer 2,88 pM
2-6 CYTIP-PDZ: 1,78 nmol 56uL matrix 2,88 uM
4-6 Pra-Selektion: 112uL geblockten CNBr-Sepharose
. Matrix- Matrix- e Wasch- RNA RNA Kompetitor
# RNAl Protelln Volumen | Volumen PVe;hlal"[gl'jA Volumen SPrIa- Elution Heparin
(nmol]\ Inmoll | gjank (L] | selex [uL] | Protein: [SV] [‘f,/gx [%] [ug/u]
1 10 574 | - 180 1:1,74 325 | - 034 | -
2 1,78 1,78 | - 56 1:1 6,25 | - 04 | -
3 1,78 1,78 112 56 1:1 8,9 0,12 004 | -
4 1,78 1,78 112 56 1:1 5,36 0,07 017 | -
5 1,78 1,78 112 56 1:1 21,4 0,24 037 | -
6 1,78 1,78 112 56 1:1 30 2,73 137 | -

Tabelle 9.3.1: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Hisg-CYTIP-PDZ.
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9.3.2 Hisg-CYTIP-PDZCC Selektion

RNA-Bibliothek

Ulrich Wilner, 37 Nukleotide im randomisierter Bereich

Matrix Cyanobromidaktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosciences)
Kopplung Hiss-CYTIP-PDZCC st kovalent an die aktivierte Sepharose tiber eine C-N Verknupfung
gebunden; Uberschiissige Bindungsstellen der Sepharose wurden mit 1M Glycin-Lésung geblockt.
) Separation der komplexierten von den ungebundenen RNA-Sequenzen wurde mittels Bio-Rad
Separation Einwegsaulen bewerkstelligt
Binde-Puffer 1xPBS pH 7,4
MgCI2 3mM
DTT 1mM
RNAsin 0,5pL/100pL

Inkuation

30 min. bei 37 °C

Elutions-Puffer

Guanidine Hydrochlorid 6 M pH 7,4; Tris/HCI 30mM, EDTA 2 mM

Protein-Spezifikation
Konzentration

151 AA; pl 7,00; M= 17211,48 g/mol
Gebunden an 1,5 ml Sepharose: 11,62 uM

RNA-Faltung

2 min. bei 95°C, 15 min. bei RT

RNA-Reinigung

PAGE 8%

Transkription

Uber Nacht bei 37°C, Stratagen Transkriptionspuffer, Tris-Puffer

1 Zyklus RNA: 10 nmol in 700pL Bindepuffer 11,11 pM
His-CYTIP-PDZCC: 2,32 nmol 200pL matrix 2,58 uM
Pré-Selektion: 300pL geblockten CNBr-Sepharose
Weitere Zyklen RNA: 2 nmol 270uL Bindepuffer 5,88 uM
2-10 Hisg-CYTIP-PDZCC: 0,81 nmol 70pL matrix 2,46 puM
Pré-Selektion: 140pL geblockten CNBr-Sepharose
. Matrix- Matrix- A Wasch- RNA RNA Kompetitor
# [r?n’:la] T;?T:ill? Volumen | Volumen P\:gzﬁwlfgﬁjA Volumen | Pra-Selex Elution He[r))arin
Blank [uL] | Selex [uL] [SV] [%] [%] (kg/u]
1 10 2,32 300 200 1:4,3 4,5 0,19 011 | = ----
2 2 0,81 140 70 1:2,46 8 0,2 043 | -
3 2 0,81 140 70 1:2,46 12 0,17 021 | @ -
4 2 0,81 140 70 1:2,46 16 0,35 024 | = -
5 2 0,81 140 70 1:2,46 16 0,16 0,19 2,5pug/uL
6 2 0,81 140 70 1:2,46 16 0,37 0,22 2,5ug/uL
7 2 0,81 140 70 1:2,46 16 0,36 0,3 2,5ug/pL
8 2 0,81 140 70 1:2,46 16 0,34 0,29 2,5ug/uL
9 2 0,81 140 70 1:2,46 16 2,49 0,86 2,5ug/uL
10 2 0,81 140 70 1:2,46 16 11 4,2 2,5ug/uL

Tabelle 9.3.2: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Hiss-CYTIP-PDZCC.
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His,-CYTIP-PDZ und His,-CYTIP-PDZCC SELEX

T7-Promoter
W konstante Region

B randomisierte Region }

DNA-Bibliothek

TK o-[#P}-GTP, 12 h @ 37°C,
72nt RNA-Bibliothek PAGE-Gelreinigung

RNA Faltung: 2 min. @ 95 °C,
15 min. IK @ Raum-
temperatur

Pra-Selektion
CYTIP-PDZ nach 2 Zyklen

CYTIP-PDZCC vom 1 Zyklus

Selektion ¢ xlﬁt«_

TK: Transkription
nt: Nukleotide
IK: Inkubation
min.: Minute

h: Stunde

Blank Malnx

stringentes
Waschen

Startmenge RNA-Bibliothek: 10 nM,
im weiteren SELEX-Verlauf: 2 nM

RMNA-Bibliothek
Spezies: 10" Molekiile

———
RNA-Spezies-Anreicherung

CYTIP-PDZ. 6 Zyklen o
CYTIP-PDZCC: 10 Zyklen Blank-Matrix-Binder

1. Elution der RNA und RT-Reaktion
2. PCR

3. TK o-[*P}-GTP, 12h @ 37°C

4. PAGE-Gelreinigung

ungebundene RNA

Abbildung 9.3.1: Schematische Darstellung der in vitro Selektion gegen Hiss-CYTIP-PDZ und Hisg-CYTIP-
PDZCC. Nach Transkription der dsSDNA-Bibliothek mit a-[32P]-GTP entstand eine radioaktiv markierte RNA-
Bibliothek von 72 Nukleotiden. Diese wurde mit Hiss-CYTIP-PDZ- und Hisg-CYTIP-PDZCC-Sepharose
inkubiert bzw. vor der eigentlichen Selektion einer Pré-Selektion gegen underivatisierte, geblockte Matrix

unterzogen.

9.3.3 Biotin-Hisg-CYTIP-PDZ Selektion

RNA-Bibliothek

E40 und N20

Matrix Streptavidinderivatisierte magnetische Partikel (Dynabeads®)
Kopplung Biotinyliertes Hise-CYTIP-PDZ ist nicht kovalent an die streptavidinderivatisierte
magnetische Partikel gekoppelt
Separation Separation der gebundenen von ungebundener RNA mittels Magneten
Binde-Puffer E40 1xPBS pH 7.4
MgCI2 3mM
DTT 1mM
RNAsin 0,5uL/100pL

Binde-Puffer N20

Binde-Puffer E40, Zusatz von 1ug/uL BSA

Inkuation E40
Inkuation N20

Gekoppeltes Hisg-CYTIP-PDZ an die Matrix, 30 min. bei 37 °C
In Lésung mit der RNA Bibliothek 2 Stunden bei 37 °C, 5 min. Inkubation mit Dynabeads®

Waschen N20

#1: 2 x 125l ; #2: 4 x 125uL; #3: 4 x 250uL; #4: 4 x 250uL bis #12

Elution

Wasser, 2 min. bei 80°C, Direkt in die RT-PCR

Protein-Spezifikation
Konzentration E40
Konzentration N20

105 AA; pl 6,93; M= 11580 g/mol
2,4 nmol [2,4uM]
0,5 nmol [0,5uM]

RNA-Faltung E40

2 min. bei 95°C, 15 min. bei RT

N20 -
RNA-Reinigung E40 PAGE 8%
N20 -
Transkription E40 Uber Nacht bei 37°C, Stratagen Transkriptionspuffer, Tris-Puffer
N20 20 min.; Tris 40 mM pH 7,9, DTT 5 mM, NTP 2,5mM MgCl, 15 mM
Pra-Selektion E40 Ab dem 5 Zyklus 40pL FHL2 LIMO0+1 2,4 nmol [2,37uM]
N20 Nein

Kontroll-Selektion

Lysozym 14 kD; 0,6 nmol in einer Gesamtkonzentration von 0,63uM
Selektionsbedingungen und RNA-Konzentration wie bei E40 und N20
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4 I'\I’Elflfg Protein | Matrix-Volumen V'\(/)llt’tt:llw);n Verhaltnis: | Wasch-Volumen RNA
- H . . 0
[nmol] [nmol] | FHL2-LIMO+1 [pL] Selex [uL] Protein:RNA [SV] Elution [%]
1 0,4 0,24 - 40 1:1,69 100 0,68
2 0,04 0,24 - 40 1:0,17 100 0,1
3 0,04 0,24 - 40 1:0,17 200 012
4 0,04 0,24 - 40 1:0,17 400 0,18
5 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,69
6 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,61
7 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,72
8 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 1,01
9 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,48
10 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,23
. Matrix- e Wasch- RNA
# RNAN[ZnOmoI] T:;:g'l? PCR zyklen Volumen PYE;Q?:FEISA Volumen Elution
Selex [uL] ’ [SV] [%]
Keine
1 0,4 0,5 18 40 1:1,25 2 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine
2 eingesetzt 0,5 20 40 - 4 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine
3-12 eingesetzt 0,5 ab #7: 16 40 - 4 x250 Radioaktivitat

Tabelle 9.3.3: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Biotin-Hisg-CYTIP-PDZ.
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T7-Promoter
M konstante Region

His-CYTIP-PDZ Selex

M randomisierte Region

A

RNA-Faltung.

Pra-Seleklion
FHLZ-LIMO+1
Streptavidin-beads
ab dem 5. Zyklus

CYTIP-PDZ Matrix

'
Selektion @—o @
p

TK: Transkription
RT: Raumtemperatur

IK:  Inkubation

nt:  Nukleotide

min: Minute
h:  Stunde

Abbildung 9.3.2: Schema der

@o

FHL2-LIMO+1

DNA-Bibliothek E40 B DNA-Bibliothek N20

i TK *P-a-GTP, 12h @ 37°C | TK 20 min @37°C

PAGE-GelrReinigung
90 nt RNA-Bibliothek

\ v

RNA-Bibliothek %5

Spezies: 10" Molekile
m 8 bzw, 12 Selektions-
zyk!en

10 Selektions- H is -CYTIP-PDZ
% zyklen 2 h IK in Losung
— keine Binder
i Matrix-Nitro-
" zellulose-Binder
&
Streptavidin magnetische

Partikel
1. RT-PCR Reaktion

Eb 2. TK 20 Minuten

; . Magnet
5_) 2 min 95°C Elution t I 2 min 95°C Elution
Magnet

ungebundens RNA

71 nt RNA-Bibliothek

RNA-Bibliothek
Spezies: 10" Molekile

@ gekoppeltes His,-CYTIP-PDZ
1 30 min IK

1. RT-PCR Reaktion
2. TK *P-a-GTP
Gelreinigung

ungebundene RNA

in vitro Selektion von Aptameren an Hisg-CYTIP-PDZ mit zwei

Selektionsmethoden und zwei unterschiedlich langen RNA-Bibliotheken unter A) E40-Selektion und B) N20-
Selektion. Die vorgenommenen Veranderungen sind jeweils in kursiver Schrift dargestellt. A| Nach radioaktiver
RNA-Transkription entstand die E40-RNA-Bibliothek von 90 Nukleotiden. Diese wurde nach RNA-Faltung mit
dem bereits immobilisierten Protein an streptavidinderivatisierte magnetischen Partikeln 30 min. inkubiert bzw.
ab dem 5. Zyklus einer Préaselektion gegen Hisg-FHL2-LIMO+1 unterzogen. B| Nach einer 20 minutigen
Transkription entstand eine RNA-Bibliothek von 71 (N20) Nukleotiden. Diese wurden in Ldsung mit dem
biotinylierten Hiss-CYTIP-PDZ fiir zwei Stunden inkubiert und anschliefend mit streptavidinderivatisierten
magnetischen Partikeln aus dem Bindungspuffer entfernt.

9.3.4 Biotin-Hiss-KIAA0403-AN291 Selektion

RNA-Bibliothek

N20 und N25

Matrix Streptavidinderivatisierte magnetische Partikel (Dynabeads®)
Kopplung Biotinyliertes Hiss-KIAAQ0403-AN291 ist nicht kovalent an die Dynabeads® gekoppelt
Separation der komplexierten von den ungebundenen RNA-Sequenzen mittels eines
Separation Magneten
Binde-Puffer 1xPBS pH 7,4
MgCI2 1,5mM
DTT 1mM
RNAsin 0,5uL/100pL

Binde-Puffer

Binde-Puffer N20, N25; Zusatz von 1pg/uL BSA

Inkuation Gekoppeltes Hisg-KIAA0403-AN291 an der Matrix, 30 min. bei 37 °C
Waschen #1: 2 X 1250L; #2: 4 x 125uL; #3: 4 x 250uL; #4: 4 x 250uL bis #12
Elution Wasser, 2 min. bei 80°C, Direkt in die RT-PCR

PCR-Zyklen #1-#6: 17 PCR Zyklen; ab #7: 15 PCR Zyklen

Protein-Spezifikation
Konzentration

145 AA; pl 10; M= 16629 g/mol
0,4 nmol [0,4uM]

RNA-Faltung

RNA-Reinigung

Transkription

20 min.; Phosphatpuffer 10 mM pH 7,4, DTT 5 mM, NTP 2,5mM MgCl, 15 mM

Pra-Selektion

Ab dem 3 Zyklus 40uL Blank: streptavidinderivatisierte magnetische Partikel geblockt mit
BSA 1ug/pL
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. Pra- Matrix- R Wasch- RNA
# Rllillio[rll\lrﬁil] Tr:(r)r:gll? Selektions Volumen P\igigﬁ:gﬁ;&\ Volumen Elution
Matrix [pL] Selex [pL] ’ [SV] [%]

Keine

1 0,4 0,048 | = - 40 1:8,33 2 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine

2 eingesetzt 0,048 | @ - 40 | - 4 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine

3 eingesetzt 0,048 40 40 | - 4 x250 Radioaktivitat
TK komplett Keine

4-9 eingesetzt 0,048 40 40 | - 4 x250 Radioaktivitat

Tabelle 9.3.4: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Biotin-Hiss-KIAA0403-

AN291.

9.3.5 Hisg-FHL2-LIMO0+1 Selektion

RNA-Bibliothek

Ulrich Wilner, 37 Nukleotide im randomisierter Bereich

Matrix Cyanobromidaktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosciences)

Kopplung Hise-FHL2-LIMO+1 ist kovalent an die aktivierte Sepharose Uber eine C-N Verkniipfung
gebunden; Uberschiissige Bindungsstellen der Sepharose wurden mit 0,1 M Tris-Puffer pH8
geblockt.

Separation Separation der komplexierten von den ungebundenen RNA-Sequenzen wurde mittels

P Einwegsdulen (Bio-Rad) durchgefihrt.

Binde-Puffer 1x PBS pH 7,4 ZnSO, 0,1 mM
MgCI2 3mM
DTT 1mM
RNAsin 0,5pL/100pL

Inkuation

30 min. bei 37 °C

Elutions-Puffer

Guanidine Hydrochlorid 6 M pH 7,4; Tris/HCI 30 mM,EDTA 2 mM

Protein-Spezifikation
Konzentration

107 AA; pl 6,27; M= 12669,8 g/mol
Gebunden an der Sepharose: 22,65 uM

RNA-Faltung

Ja, 2 min. bei 95°C, 15 min. bei RT

RNA-Reinigung

PAGE 8%

Transkription

Uber Nacht bei 37°C, Stratagen Transkriptionspuffer, Tris-Puffer

1 Zyklus RNA: 10 nmol in 2000pL Bindepuffer 5 uM
Hiss-FHL2-LIMO+1: 4,53 nmol 200pL matrix 2,27 UM
Weitere Zyklen RNA: 5,59 nmol 540uL Bindepuffer 2,17 uM
2-7 Hisg-FHL2-LIMO+1: 1,36 nmol 60pL matrix 2,27 uM
3-7 Pra-Selektion: 120pL geblockten CNBr-Sepharose
Matrixbinder nach 6 Zyklen; Matrixwechsel: Filtetbindungen mit Nitrozellulose
6-9 RNA: 0,25 nmol 50uL Bindepuffer 5 uM
Hiss-FHL2-LIMO+1: 0,025 nmol 05 u™m
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. Matrix- Matrix- e Wasch- RNA RNA

# [r?mN(f]] F[)r:(r)r:gll? Volumen | Volumen P\ig;gﬁ:fglfljb\ Volumen | Pra-Selex Elution
Blank [pL] | Selex [pL] [SV] [%] [%]
1 10 453 | @ - 200 1.2,21 325 | @ - 0,86
2 1,3 1,36 | - 60 1.1 6,25 | = ---- 0,39
3 1,3 1,36 120 60 1:1 8,3 0,06 0,09
4 1,3 1,36 120 60 1:1 9 0,07 0,17
5 1,3 1,36 120 60 1.1 11 0,09 0,22
6 1,3 1,36 120 60 1.1 15 0,86 2,28
7 1,3 1,36 120 60 1.1 30 4,49 4,32
7f 0,25 0,025 |  ----- Filter 1:10 imL | - 0,74
8f 0,25 0,025 | @ ---- Filter 1:10 iImL | - 1,61
of 0,25 0,025 | = ---- Filter 1:10 iImL | - 2,38

Tabelle 9.3.5: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Hisg-FHL2-LIMO+1.

His,-FHL2-LIMO+1 SELEX

T7-Promoter
B konstante Region
W randomisierte Region

DNA-Bibliothek

'

TK o[?P}GTR, 12h @ 37°C,
PAGE-Gelreinigung

72nt RNA-Bibliothek

RNA Faltung: 2 min @ 85 °C,
15 min IK @ 37C

e,‘;&
I~

g

” ; ‘Mt
Praselektion
nach 3 Zykien

Blank-Matrix l

Selektion

—

-~/ Matrix

stringentes

Waschen

ungebundene RNA

TK: Transkription
IK:  Inkubation
nt:  Nukleotide
min: Minute

h: Stunde

Startmenge RNA-Bibliothek: 10 nM,
im weiteren SELEX-Verlauf: 2 nM

RMNA-Bibliothek
Spezies: 10" Molekile

—-
RMNA-Spezies-Anreicherung
7 Zyklen

&

Blank-Matrixbinder

Matrixwechsel: Nitrozellulose
Filterbindungsselex mit der
angereicherten RNA-Bibliothek
sechter Zyklus

1. Elution der RNA und RT-Reaktion
2. PCR

3. TK «-[¥*P]-GTP, 12 h @ 37°C

4. PAGE-Gelreinigung

1. Elution der RNA und RT-Reaktion
2. PCR
3. TK u[*P}-GTP, 12 h @ 37°C

! 4. PAGE-Gelreinigung

keine spezifischen RNA-Binder

Abbildung 9.3.3 Schema der in vitro Selektion von Hiss-FHL2-LIMO+1. Nach Transkription der dsDNA-
Bibliothek mit [*P]-a-GTP entstand eine radioaktiv markierte RNA-Bibliothek von 72 Nukleotiden. Diese

wurde mit Hisg-FHL2-LIMO+1-Sepharose

inkubiert bzw. vor dem eigentlichen Selektionsschritt einer

Préselektion gegen underivatisierte Matrix unterzogen. Nach sieben Selektionszyklen konnten nur Matrix-
bindende Spezies selektiert werden, so dass ein Matrixwechsel zur Nitrozellulose und die angereicherte RNA-
Bibliothek aus dem Zyklus sechs zur weiteren Selektion herangezogen wurden.
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9.3.6 Biotin-Hisg-FHL2-LIMO0+1 Selektion und Schema

RNA-Bibliothek

E40 und N20/E40

Matrix Streptavidinderivatisierte magnetische Partikel (Dynabeads®)
Kopplung Biotinyliertes Hiss-FHL2-LIMO+1 ist nicht kovalent an die Dynabeads® gekoppelt.
Separation Separation der komplexierten von den ungebundenen RNA-Sequenzen mittels eines
Magneten
Binde-Puffer E40 1xPBS pH 7,4 ZnS0O, 0,1 mM
MgCI2 3mM
DTT 1mM
RNAsin 0,5uL/100uL

Binde-Puffer N20/E40

Binde-Puffer E40, Zusatz von 1ug/uL BSA und 4mM DTT

Inkuation E40
Inkuation N20/E40

Gekoppeltes Hisg-FHL2-LIMO0+1 an der Matrix, 30 min. bei 37 °C
In Lésung mit der RNA Bibliothek 30 min. bei 37 °C, 5 min. Inkubation mit Dynabeads®

Waschen N20/E40

#1: 2 x 125l ; #2: 4 x 125uL; #3: 4 x 250uL; #4: 4 x 250uL bis #9

Elution

Wasser, 2 min. bei 80°C, Direkt in die RT-PCR

Protein-Spezifikation
Konzentration E40
Konzentration N20/E40

107 AA; pl 6,27; M= 12669,8 g/mol

2,4 nmol [2,4uM]

0,438 nmol [0,438uM]

RNA-Faltung E40

2 min. bei 95°C, 15 min. bei RT

N20/E40 -
RNA-Reinigung E40 PAGE 8%
N20/E40 |-
Transkription E40 Uber Nacht bei 37°C, Stratagen Transkriptionspuffer, Tris-Puffer
N20/E40 20 min.; Tris 40 mM pH 7,9, DTT 5 mM, NTP 2,5mM MgCl, 15 mM
Préa-Selektion E40 Ab dem 5 Zyklus 40pL CYTIP-PDZ 2,4 nmol [2,37puM]
N20/E40 Nein

Kontroll-Selektion

Lysozym 14 kD; 0,6 nmol in einer Gesamtkonzentration von 0,63uM

Selektionsbedingungen und RNA-Konzentration wie bei E40, N20/E40

E40 Protein | Matrix-Volumen Matrix- Verhéltnis: Wasch- RNA
# RNA [nmol] | CYTIP-PDZ[uL] Volumen Protein'RNA Volumen | Elution
[nmol] HE | selex [uL] : [SV] [%]
1 0,4 0,24 - 40 1:1,69 100 0,15
2 0,04 0,24 - 40 1:0,17 100 0,39
3 0,04 0,24 - 40 1:.0,17 200 0,38
4 0,04 0,24 - 40 1:.0,17 400 0,56
5 0,04 0,24 40 40 1:.0,17 800 0,92
6 0,04 0,24 40 40 1:.0,17 800 0,79
7 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 2,01
8 0,04 0,24 40 40 1:.0,17 800 0,52
9 0,04 0,24 40 40 1:.0,17 800 0,51
10 0,04 0,24 40 40 1:0,17 800 0,67
. Matrix- L Wasch- RNA
# RI'\\lliO[/rllzricc))l] Trrlcr)r;[?l? PCR zyklen Volumen P\?gzgﬁ:FgﬁA Volumen Elution
Selex [pL] ' [SV] [%]
1 0,4 0,5 18 40 1:1,25 2 x125 Keine Radioaktivitét
TK komplett
2 eingesetzt 0,5 20 40 - 4 x125 Keine Radioaktivitat
TK komplett
3 eingesetzt 0,5 20 40 - 4 x250 Keine Radioaktivitat
TK komplett
4-12 eingesetzt 0,5 ab #7: 16 40 - 4 x250 Keine Radioaktivitat

Tabelle 9.3.6: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Biotin-Hisg-FHL2-LIMO+1.
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His,-FHL2-LIMO+1 Selex
T7-Promoter ﬁ_@@{o}_{l}_
B konstante Region LMo LiM
2ad . o =Za"
B randomisierte Region L -
A DNA-Bibliothek E40 B DNA-Bibliothek N20, E40
TK a-[*P]-GTE 12h @ 37°C + TK 20 min @37°C
PAGE-GelrReinigung
90 nt RNA-Bibliothek 71 bzw. 90 nt RNA-Bibliothek
RMNA-Bibliothek
RNA-Faltung: 2 min @ 95°C Spezies: 10" Moleklle RMA-Bibliothek
15 min IK @ 37°C Spezies: 10" Molekile
Praselektion ° Q 30 min 1K
CYTIP-PDZ- @ 1 e
Streptavidin-beads :
ab dem 5. Zyklus  CYTIP-PDZ ;Sklseﬂe“"’"s'
% —3» keine Binder
Magnet
* His,-FHIZ-LIMO+1 7 bzw. 8 Selektions-
in Lésung zyklen
D 30 min 1K -—-)- Matrix-
Saiekh X 4. o 1. RT-PCR Reaktion g St Nitrozellulose-
ik 2. TK a-[“P]-GTP 15 ‘Magnetic beads Binder
! Gelreinigung i 1. RT-PCR Reaktion
His,-FHL2- 2. TK 20 min
LIMO+1-Matrix
@ 2 min 95°C Elution

TK: Transkription
IK:  Inkubation
nt:  Nukleotide

in: Minute

Magnet

Magnal
2 min 95°C Elution

ungebundene RNA ungebundene RNA

&

A

Abbildung 9.3.4: Schema der in vitro Selektion von Aptameren an Hisg-FHL2-LIMO+1 mit zwei
unterschiedlichen RNA-Bibliotheken unter A) E40 und B) N20 und E40. Wesentliche Veranderungen im
Selektionsschema sind kursiv. A| Nach Transkription der dsDNA-Bibliothek (a-[*P]-GTP) entstand eine
radioaktiv markierte RNA-Bibliothek (90 Nukleotiden). Diese wurde nach RNA-Faltung mit gekoppelten

biotinylierten Hisg-FHL2-

LIMO+1 an magnetischen Partikeln 30 min. inkubiert bzw. ab dem 5 Zyklus einer

Préaselektion gegen Hise-CYTIP-PDZ unterzogen. B| Nach einer schnellen Transkription der dsDNA-Bibliothek
fur nur 20 min. entstanden RNA-Bibliotheken von 71 (N20) und 90 (E40) Nukleotiden. Diese wurden in Lésung

mit dem biotinylierten

Hise-FHL2-LIMO+1 fur 30 min. inkubiert und anschlieBend mit streptavidin-

derivatisierten magnetischen Partikel aus dem Bindepuffer entfernt.

9.3.7 Biotin-GST-FHL?2 Selektion und Schema

RNA-Bibliothek

N25, B50 und B80

Matrix Streptavidinderivatisierte magnetische Partikel (Dynabeads®)
Kopplung Biotinyliertes GST-FHL2 ist nicht kovalent an die Dynabeads® gekoppelt
Separation der komplexierten von den ungebundenen RNA-Sequenzen mittels eines
Separation Magneten
Binde-Puffer E40 1xPBS pH 7,4 ZnS0O, 0,05 mM
MgCI2 1,5mM BSA lpg/pL
DTT 5 mM
RNAsin 0,5uL/100uL

Inkuation N25, B50, B80

In Lésung mit der RNA Bibliothek 30 min. bei 37 °C, 5 min. Inkubation mit Streptavidin
,Magnetic beads"

Waschen N25/E40

#1: 2 x 125uL; #2: 4 x 125uL; #3: 4 x 250uL; #4: 4 x 250uL bis #9

Elution

Wasser, 2 min. bei 80°C, Direkt in die RT-PCR

Protein-Spezifikation
Konzentration

508 AA; pl 7,16; M= 58,86 kD
0,035 nmol [0,354M]
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PCR Zyklen #1 - #6: 17 PCR Zyklen, ab #7 15 PCR Zyklen
RNA-Faltung Nein
RNA-Reinigung Nein
Transkription N25 20 min.; Phosphat 10 mM pH 7,4, DTT 5 mM, NTP 2,5mM MgCl;, 15 mM
B50, B80 35 min.; Phosphat 10 mM pH 7,4, DTT 5 mM, NTP 2,5mM MgCl, 15 mM
Pra-Selektion Ab dem 3 Zyklus 40uL Blank ,,Magnetic beads* geblockt mit BSA 1ug/uL
. Pra- Matrix- e Wasch- RNA
# I\EZI\?/AB[SHOnIWBOSl]O Tr:cr)r:gll? Selektions Volumen PYE;QS:FEI:IA Volumen Elution
Matrix [uL] Selex [uL] ’ [SV] [%]
Keine
1 04 0,035 - 40 1:11,42 2 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine
2 eingesetzt 0,035 - 40 - 4 x125 Radioaktivitat
TK komplett Keine
3 eingesetzt 0,035 - 40 - 4 x250 Radioaktivitat
TK komplett Keine
4-12 eingesetzt 0,035 40 40 - 4 x250 Radioaktivitat

Tabelle 9.3.7: Tabellarische Ubersicht und Zyklenverlauf der Aptamerselektion von Biotin-GST-FHL2.

GST-FHL2 Selex

DNA-Bibliothek N20, B50 und B80

@ =Zn*" LIMO LIMI
TK N20 20 min T = siotin
‘L TK B50/B80 35 min @37°C
71, 96 und 126 nt RNA-Bibliothek T7-Promoter
—————— B konstante Region
* B randomisierte Region
RNA-Bibliothek TK: Transkription
Spezies: 10'? Molekle IK: Inkubation

nt: Nukleotide

m min: Minute

GST-FHLZ in Lésung Selektionskontrolle
30 min IK @ 37°C nach 5/6 bis 9 Zyklen

—_—
l :& Streptavidin- @

“Magnetic-beads”

1. RT-PCR Reaktion
2. TK 20/35 Minuten

&

Magnet
2 min 95°C Elution

%

ungebundene RNA

Abbildung 9.3.5: Schema der in vitro Selektion von GST-FHL2 mit drei unterschiedlich langen RNA-
Bibliotheken unter N20, B50 und B80. Nach einer schnellen Transkription der dsDNA-Bibliothek fur 20 bzw. 35
min. (Phosphatpuffer) entstanden RNA-Bibliothek von 71 (N20), 96 (B50) und 126 (E40) Nukleotiden. Diese
wurden in Ldésung mit Dbiotinylierten GST-FHL2 fur 30 min. inkubiert und anschlieBend mit
streptavidinderivatisierten magnetischen Partikeln aus dem Bindepuffer gezogen. Nach Elution in Wasser, RT-
PCR und Transkription folgte der ndchste Zyklus. Nach 5/6 bzw. bis 9 Zyklen konnte die RNA in

LIM2  LIM3  LIM4

——» angereicherte

RNA-Bibliothek

Filterbindungs-Assay

Klonierung und
Sequenzierung

Charakterisierung

Filterbindungsexperimente eingesetzte werden und zur Klonierung/Sequenzierung verwendet werden.
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9.4 Biacore-Messung von dGRP1
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Abbildung 9.4.1 Biacore-Bindungsstudie des Analyten dGRP1 und des immobilisierten Liganden Hisg-
KIAA0403-AN291. A| Dargestellt sind die normalisierten Bindungskurven des Drosophila Proteins dGRP1 dem
Cytohesinanalogon in steigender Konzentration auf einer Hiss-KIAAQ0403-AN291 derivatisierten Oberflache,
50pL/min. Flussrate, Injektionszeit 300s. B| Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) wurde die
Bindungsantwort im Gleichgewicht gegen die steigende Proteinkonzentration aufgetragen.

9.5 Filterbindungen Monoklone N20 und N25

A n N2O# B n N2S#
A * NXOK2 ® N25K16
L N20 K4 v N25K23
10 v NDKS | 84 |+ heska4
b -
£°] ¥ - !
e ] H £
o / o
5 64 i 5
2 A 24
By /1 2 “ .
é 5 '/ i é 2 1 7
= % §
0] —————— ail e — i~
10 100 1000 10 100 1000
¢ His,-KIAAQ403-AN291 [nM] ¢ His,-KIAADA03-AN291 [nM]

Abbildung 9.5.1: Filterbindung der unselektierten RNA-Bibliothek N20 #1 und N25 #1 und der Monoklone K2;
K4 und K6. (A) N25 Monoklone K16; K23 und K24 (B) aus der Hisg-KIAA0403-AN291 Selektion.
Aufgetragen ist die RNA-Bindung in % gegen die steigende Konzentration von Hiss-KIAAQ0403-AN291 in
einem Bereich von 0-1000 nM.

9.6 GST-Bindungs-Analyse von K21 und K61

@N25

mK21
85 OKE1
75 o0
z 65
=55
Z
S 45
°
£ 35
m
< 25
4
® 15 I
5 L. i o o :
5 'GST-KIAADOS GST-KAADADS GST GST GST-InL ~ GSTInL
AC125 AN291 1M S5uM 1uM S5uM
500nM 500nM

Abbildung 9.6.1: Filterbindungsanalyse der unselektierten RNA-Bibliothek N25 #1 und 140 und des K21- und
K61-Aptamers auf GST Bindung. Aufgetragen ist die RNA-Bindung in % gegen die konstante Konzentration
von GST-KIAA0403-AC125 (0,5 uM), GST-KIAA0403-AN291 (0,5 uM), GST in zwei Konzentrationen (1 und
5 uM) und einem Kontrollprotein GST-InL (InnexinLoop von M. Knieps; 1 und 5 pM).
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9.7 Mfold-Analyse der Punktmutationen von K21

K21 Aptamer -

P K(Jﬂh‘cﬂh‘uﬁs‘cqucnz: CUAUUG

J U32C P2: @uuc
{0 A33G P3: CURUUG
e U34C P: CUARUG

-~ a4 UA32:33CG P2+3: CABUUG
A AU3334GC P3+4: CUGBUG

Usz2C p2: (.ﬂ-]f e ABGP3: 0 G UsC P4 (L 10 G UA32:33CG P2+5: CABUUG AUIHGE Pivs: CUGUG

Abbildung 9.7.1: mfold-Analyse der Punktmutationen von K21

9.8 Prazipitationsassay des Selektionspuffer flr die FHL2-
Selektion

ZnS0, [mM] NiSO, [mM]
C— C—
90 |
80 | |
S !
<H
z
T 60
50 [

M 5 1 050100510 5 1 0501 005

Abbildung 9.8.1: Préazipitationsassay der radioaktiv transkribierten unselektierten RNA-Bibliothek von U.
Willner mit unterschiedlichen ZnSO, bzw. als positiv Kontrolle NiSO, Konzentrationen im Selektionspuffer
(1 x PBS; 3 mM MgCl,, pH 7,4)

Zur Bestimmung der optimalen ZnSO, Konzentration fiir die FHL2 Aptamerselektion wurde ein
Prézipitationsassay mit der radioaktiv markierten unselektierten RNA-Bibliothek von Ulrich Willner
(Endkonzentration von 5uM) in 100uL Selektionspuffer (1 x PBS; 3 mM MgCl,, pH 7,4) und einer
steigenden Konzentration der ZnSO, bzw. NiSO, (positiv Kontrolle) von 0,05-10mM durchgefihrt.
Die unselektierte RNA-Bibliothek wurde in 1 x PBS pH 7,4 zundchst zwei min. auf 95°C erhitzt,
anschliefend mit 3 mM MgCI, versetzt und 15 min. bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von
unterschiedlichen ZnSO,4 bzw. NiSO4-Mengen und die weitere Inkubation bei 37°C und 300 Upm. Die
Ansétze wurden anschlieBend bei 14.000 Upm fur zehn min. zentrifugiert und die Halfte in ein anderes
Eppendorfreaktionsgefal? Gbergefuhrt. Nach der Radioaktivitatsmessung wurden die Werte Prozentual
auf Gesamtmenge der Radioaktivitit normiert und jeweils der untere Uberstand graphisch dargestellt,
Abbildung 9.8.1. Wie man sehr gut sehen kann beginnt eine massive Prézipitation der RNA erst bei
Konzentrationen grofler 1 mM.
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9.9 Filterbindungen Hisg-FHL2-LIMO+1 Selektion

Zyklus #1
Zyklus #6
Zyklus #9

HIS,-FHL2-LIMO+1
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Abbildung 9.9.1 Filterbindung der unselektierten und angereicherten RNA-Bibliothek von Ulrich Wiillner aus
der Hisg-FHL2-LIMO+1 Selektion. Hisg-FHL2-LIMO+1 ist in steigender Konzentration von 0-500 nM mit den
radioaktiv markierten RNA-Bibliotheken inkubiert und analysiert worden. Die Kontrollproteine A-D (A:
Lysozym; B: Streptavidin, C: Hiss-CYTIP-PDZ, D: PAZ) sind jeweils in der hdchsten Konzentration von
500nM eingesetzt worden. Als Transkriptionskontrolle F wurde das Lysozym-Aptamer aus der Hisg-KIAA0403-
AN291 N20-Selektion mit aufgetragen, zweite Well.
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9.10 Abklrzungsverzeichnis
Mikrogramm

ADP
AG
ALP
AMD
Amp
AMP
APS

Agua dest.

ARF
ARNO
AS
ATP

Mikroliter
Mikromolar
mikromol

Grad Celsius
actin-binding LIM protein

activator of cyclic AMP response element modulator (CREM)

in the testis

Adenosin-5'-diphosphat
Arbeitsgruppe
x-actinin-associated LIM protein
age-related macular degeneration
Ampicillin
Adenosin-5'-monophosphat
Ammoniumperoxodisulfat

Aqua destillata
ADP-ribosylierungsfaktor

ARF nucleotide binding-site opener
Aminosaure
Adenosin-5'-triphosphat

Basen

basic fibroblast growth factor

Basenpaare

Bequerel (1 Zerfall pro Sekunde)

Brefelin A

Rinderserumalbumin
cyclic adenosine monophosphate
cytohesin associated scaffold protein

coiled-coil

complementary DNA

calponin homology

Curie (3.7-10"° Bq)

calf intestine alkaline phosphatase
Cytomegalovirus

counts per minute

cAMP-response-element-binding protein (CREB) response

element

cyclic AMP-responsive element-binding protein
cysteine-rich proteine

Cdc25C-associated kinase-1
Cytidin-5'-triphosphat

cytohesin binder und regulator

Cytohesin
Dalton

Diacylglycerol
2’-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
2’-Desoxycytosin-5'-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
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dest. destilliert

dGTP 2’-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
DMEM Dulbecco’s Mod Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2’-Desoxynukleotid-5'-triphosphat
ds double stranded

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

dUuTP 2’-Desoxyuridin-5-triphosphat

E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemilumineszenz

EDTA N,N,N",N"-Ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal growth factor

EGFP enhanced green fluorescent protein
EGFR epidermal growth factor receptor
ELISA enzyme linked mmunosorbent assay
ELONA Enzyme-linked oligonucleotide assay
EPLIN epithelial protein lost in neoplasm
ER endoplasmatisches Retikulum

ERK extracellular-signal-regulated kinase
FAK focal adhesion kinase

FCS fetales Kélberserum

FERM protein 4.1, ezrin, radixin, moesin
FHL2 Four and a Half LIM domane 2

fmol femtomol

g Gramm

GAP GTPase aktivierendes Protein

GDP Guanosin-5'-driphosphat

GEF guanine nucleotide exchange factor
GLY glycine rich region

Grb2 growth factor receptor-bound protein
GRASP GRP1-associated scaffold protein
GRP1 general receptor for phosphoinositides 1
GRSP1 GRP1 signaling partner

GTP Guanosin-5'-triphosphat

h Stunde

Hiss — Tag Hexahistidin — Tag

HIV human immunodeficiency virus

hNE humane neutrophilic elastase

HSP heat shock protein

ICAM intercellular adhesion molecule
IFN-y interferon-y

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

IMAC immobilized metallion affinity chromatography
IMP impedes mitogenic signal progation
ISL-1 Insulin enhancer protein 1

IPCEF1 interaction protein for cytohesin exchange factors 1
IPTG Isopropylthiogalactosid

172



Curriculum Vitae

9 Anhang

kb

kD
KGF
KSR

L
LASP
LFA
LIN-11
LIMK
LHX
LIM
LMO
M

mA
MAP
MAPK
MAPKAPK
MCS
MEC-11
MEK
mg
min.
mL
mM
mmol
MRNA
MSK
MW
nM

nm
nmol
NF-xB
NP - 40
nt
NTA
NTP
oD
PAA
PAGE
PBS
PCR
PDGF

PDZ

Pfu
PH
PINCH

PIP,
PIP,
PEG

Kilo Basenpaare

Kilodalton

keratinocyte growth factor

kinase supressor of Ras

Liter

LIM and SH3 Protein

lymphocyte function — associated antigen
Lineage protein 11

LIM Kinase

LIM-homeodomain protein

Lin-11, Isl-1 and Mec-3

LIM only

Molar

Milliampere

mitogen activated protein

mitogen activated protein kinase
MAP-kinase activating protein kinase
multiple cloning site

Genprodukt mec-11

MAPK/Erk kinase

Milligramm
Minuten
Milliliter
Millimolar
Millimol

messenger RNA

mitogen- and stress-activated protein kinase
Molekulargewicht

Nanomolar

Nanometer

Nanomole

nuclear factor-«B

Nonidet P — 40

Nukleotid

Nitrilotriaceticacid
Nukleotid-5'-triphosphat
optische Dichte

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor

PSD-95 = postsynaptic densitiy, DIgA Drosophila separate
junction protein disc-large und tight junction protein ZO-1

Pyrococcus furiosus
Pleckstrin Homologie

particularly interesting new cysteine and histidine-rich

protein
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Polyethylenglykol
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PKC-BII
PLD
PLZF
pM
pmol
PMSF
PP2A
PPI
PNK

PSCDBP

PTB
QSAR
RNA
RNase
ROCK
RT
RT-PCR
RU
SAGE
sckv
SDS
sek.
SELEX
SH2

Si

SIE
SOS
SRE
SRF

SS
ssDNA
Taq
TBE
TBS
Tc
TCF
TE
TEMED
TK
Tris
TNF-a
tRNA
TTP

U

Upm
UTP
uv

Vv
VEGF
VHP
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protein kinase C-flI

Phospolipase D

promyelocytischen Leukamie-Zinkfingerprotein
Pikomolar

Pikomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

Protein Phosphatase-2A
Protein-Protein-Interaktion
Polynukleotidkinase

Pleckstrin Homologie, Sec 7 und Coiled-coil Domanen
bindende Proteine
Phosphotyrosine-bindende Doméne
quantitative structure-activity relationship
Ribonukleinséure

Ribonuklease

Rho-associated protein kinase

Reverse Transkription

Reverse transcription and polymerase chain reaction
Response units

serial analysis of gene expression

single chain variable fragment

sodium dodecyl sulfate

Sekunde

Systematic evolution of ligands by exponential enrichment
src Homologie

small interfering

sis-inducible element

son-of-sevenless

serum response element

serum response factor

single stranded

einzelstrangige DNA

Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris buffered saline

Technetium

ternary complex factor
Tris-EDTA-Puffer
N,N,N*,N*-Tetramethylenethylendiamin
Transkription
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tumornekrosefaktor-a

Transfer-RNA

Thymidin-5'-triphosphat

unit

Umdrehungen pro Minute
Uridin-5'-triphosphat

Ultraviolett

Volt

vascular endothelial growth factor
villin head piece
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