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Zusammenfassung

Vo
Die CLC-Proteine bilden eine Familie von Chloridkanilen und —ta/nsportern, wobei CIC-7

einen Vertreter dieser Familie darstellt. CIC-7, als CI7H*-Antiporter, besitzt eine essentielle
B-Untereinheit, Ostml, mit welcher er’ ubiquitidr exprimiert auf spit-endosomalen/
lysosomalen Kompartimenten, sowie ‘in der ruffeld border von knochenabbauenden
Osteoklasten lokalisiert ist. CIC-7- und Ostm1-defiziente Miuse zeigen einen nahezu
identischen pathologischen Phénotyp. So weisen beide Knockoutmiuse einen Kleinwuchs
(deformierter Korperbau), einen unterbleibenden Zahndurchbruch, ein graues Fell, eine
erhohte Knochendichte/gestorte Bildung der ruffeld border (Osteopetrose), eine Retina- und
Neurodegeneration, sowie Ablagerungen von Speichermaterial in Neuronen und renalen
proximalen Tubuli auf. Auch beim Menschen fiihren Mutationen im CIC-7 bzw. Ostm1-Gen
zu Osteopetrose und lysosomalen Speicherkrankheiten (NCL).

Molekularbiologisch betracht ist CIC-7 essentiell fiir den Transport von Ostm] aus dem
endoplamatischen Retikulum ~ zu spat-endosomalen/lysosomalen Vesikeln. In CIC-7-
defizienten Miusen und bei Einzeltransfektion von Ostm1-cDNA, verbleibt Ostm1 hingegen
in retikuldrer und perinukledrer Verteilung in der Zelle. In dieser Arbeit wurde die
subzellulire Verteilung von Ostml in Abhingigkeit von CIC-7 in Lokalisations-
untersuchungen (mittels transienter Transfektion) von Ostml-Chimiren involviert. Dabei
konnte durch meine Ergebnisse erstmalig die Transmembrandomiine von Ostm1 (Val-287 bis
His-309) als essentielle Interaktiondomine mit CIC-7 identifiziert werden. AuBerdem
konnten zum Teil auch andere Methoden, wie GST-Pulldown, (Co-)Immunprizipitation (IP)
und  Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)-Analysen, die Ostml-TMD als
Interaktionsdomiine bestiitigen. Erste vorliufige Daten der Lokalisationsuntersuchungen von
Konstrukten mit mutierter Ostm1-TMD (partieller Aminosiureaustausch mit Alanin),
reduzierten die Ostm1-TMD als Interaktiondomine auf seine letzten acht Aminosiuren. Die
Betrachtung auf Sequenzhomolgie der Ostm1-TMD verschiedener Spezies ergab, dass nur ein
Tyrosin (Tyr-304 in humanem Ostm]l) in allen Transmembrandoménen konserviert vorliegt,
welches moglicherweise die interagierende Aminosiure mit CIC-7 darstellt.

Durch die Auswertung der subzelluliren Lokalisation der Ostml-Chimire ohne CIC-7,
konnten zudem Aussagen zum Retentionsverhalten von Wildtyp-Ostm1 gemacht werden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass nicht der C-Terminus, sondern vielmehr der freie,

ungebundene N-Terminus die ER-Retention von Ostm1 verursacht.




Zusamme

Letztendlich wurde von mir eine Methode zur Stabilititsuntersuchung von CIC-7 enty
welche eine Untersuchung der postulierten Schutzfunktion von Ostm! fiir CIC

lysosomalen Abbau ermdglicht.
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1. Einleitung

1.1 Biologische Membranen

1.1.1 Allgemeiner Aufbau und Funktionen

Ein dynamischer Zustand lebendiger Systeme zeichnet sich neben der stindigen Erneuerung
durch die Erhaltung spezifischer Zusammensetzung aus, so dass ein stindiger intensiver, aber
zugleich limitierter Stoff- und Energieaustausch mit der Umgebung gewihrleistet sein muss.
Um jene Barriere- und Transportfunktion zu erfiillen, bedarf es biologischer Membranen,
welche sich auch in der Kompartimentierung der Zelle wieder finden. Die strukturellen
Komponenten biologischer Membranen sind dabei Lipide und Proteine, wobei Proteine in
ihrer Funktion des Membrantransportes spezifischer sind.

Lipide haben auf Grund ihres hydrophoben und hydrophilen Anteils amphiphile
Eigenschaften und konnen nach Phosphoglyceriden, Sphingolipiden und Cholesterin
klassifiziert werden. In wissrigen Losungen bilden die hydrophoben und hydrophilen
Komponenten der Lipide Lipid-Doppelschichten und Mizellen aus, welche durch hydrophobe
Interaktion zusammengehalten werden. Lipid-Doppelschichten weisen eine begrenzte
Membranpermeabilitit auf. So ist es u.a. Blutgasen (CO,, N>, O;) und Steroidhormonen
erlaubt, die Membran zu passieren, welches zum Beispiel anorganischen Ionen und
hydrophilen Makromolekiilen untersagt ist. Letztendlich kénnen so Gradienten beziiglich der
Stoffkonzentration und Ladungsverteilung aufgestellt werden.

Membranproteine konnen in periphere und integrale Membranproteine unterschieden werden.
Periphere Membranproteine sind der Lipid-Doppelschicht aufgelagert und werden entweder
iiber hydrophobe Wechselwirkung in der Membran verankert oder aber durch nicht-kovalente
Bindungen mit der &duBern Membranoberfliche iiber Lipide oder integrale Proteine
verbunden. Intergrale Membranproteine hingegen durchqueren mit ihrer «-helicalen
Transmembrandomine die Lipid-Doppelschicht. Jener Proteinabschnitt von etwa 19
hauptsiichlich hydrophoben Aminoséuren stellt dabei die Interaktion zu Membranlipiden her.
Zu den Aufgaben der Membranproteine gehoren die Interaktion zwischen Zytoskelett und
extrazelluldren Matrix, enzymatische Reaktionen, Transportregulationen, Regulation der

Permeabilitiit von an- und organischen Ionen und Signaltransduktion.
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Betrachtet man den Aufbau der biologischen Membranen in threr (;C\An\lhe
besitzen sie eine dynamische Struktur (Flussig-Mosaik-Modell) und weise
unterschiedliche l.lpldlU\.xlnnlcll\cl/\m; der inncren und aubicren Schicht an
und die damit einhergende laterale Bewegungstreiheit, werden durch
ungesittigten Fettsiiuren und Cholestenn gewihrlentet. Proteine und Lipide |
abgewandten Schicht der Membran tragen Kohlenhydratgruppen (sog. Glyk
der Zelle u.a. Schutz und Spezifitit verleihen. Dic wichtigste physiologise
biologischen Membranen ist jedoch wiederum thre Bamere- und Transpory

den Energie- und Stoffhaushalt intra- und interzelluliar autrechterhilt

1.1.2 Ausgewiihlte Transportsysteme

Es sind zahlreiche Transportmechanismen uber biologische Membranen beka
in passive (mit dem Konzentrationsgradienten. freie Permation und Kataly,
und aktive (unter Energicaufwand, primir und sehundar akuver Transport) Ty
unterscheiden kann. Auch sind Exo- und Endozytose sowie der transepitheli:
die Stoff- und Energiebilanz von Bedeutung Im Folgenden wird ausschlie
den lonentransport relevanten Transportmoghichheiten, dic lonenkandle, die
Transporter eingegangen

Ionenkaniile sind Translokator-Systeme, welche den Tramsport von lonen [\
und Ladung entlang ihrem elektrochemischen Gradienten ermOglichen

integralen Glykoproteinen zusaminengesetzt, durchzichen  dementsprech

o



Einleitung

Doppelschicht und bilden so eine wiissrige makromolekulare Membranpore. Ionenkaniile
besitzen eine hohe lonendurchlissigkeitsrate (bis zu 107 Tonen pro Sekunde), welche allein
durch den elektrochemischen Gradienten angetrieben wird. Zudem besitzen viele Ionenkaniile
cine selektive lonendurchlissigkeit, welche durch spezifische Wechselwirkungen zwischen
dem Ion und Proteinseitenketten des Kanals gewihrleistet wird. Beim Durchtritt eines Ions
durch den lonenkanal wird seine Hydrathiille mittels des Selektivititsfilters (Engstelle in
Pore) ganz oder teilweise abgestriffen und Ubergangsweise an geladene/polare
Aminosiurereste (,,fixed charges*) gebunden. Die Selektivitiit kann sich dabei auf eine oder
mehrere  Ionenarten begrenzen. Unter den Kkationen-permeablen Ionenkanilen ist
beispielsweise der Ca**-Kanal (L-Typ) hochselektiv und der Acetylcholin gesteuerte Kanal
(Acetylcholin-Rezeptor) hingegen permeable fiir Na*, K*, Mg”* und Ca®*. Auch Anionen, wie
z.B. Chlorid, Phosphate, Carbonate und Glutamate, kdnnen {iber lonenkanile transportiert
werden. AuBerdem kdnnen die meisten lonenkanile tiber dessen Offnung oder SchlieBung
(.gating”) reguliert ~werden. Diese Regulation kann durch Ligandenbindung
(ligandengesteuerte Ionenkanile), Anderung des Membranpotentials (spannungsgesteuerte
lIonenkaniile), durch mechanische ~ Membranverformung oder  durch den
Phosphorylierungszustand erfolgen.

Transport-ATPasen, auch primir aktives Transportsystem genannt, pumpen durch direkte
ATP-Hydrolyse Ionen und kleine Molekiile gegen ihren elektrochemischen Gradienten zu
lthrem Bestimmungsort. Zu ihnen zihlen uv.a. die F-, V- und P-ATPasen, wobei F- und V-
ATPasen protonentransportierende Enzyme beschreiben (V-ATPasen fiir die Ansiduerung u.a.
von Endosomen, Lysosomen) und die P-ATPasen als Ionenpumpen den Transport
verschiedener anorganischer Kationen, darunter H*, Na*, K*, Ca*, Cu®*, Cd** und Mg”', iiber
intermediire Phosphorylierung gewihrleisten.

Transporter oder sekundire aktive Transportsysteme kann man als gekoppelte Systeme
beschreiben, da sie einen zuniichst aufgestellten elektrochemischen Gradienten zum Transport
des Partners nutzen. Dabei unterscheidet man Symport (gleichgerichteter Transport) und
Antiport (entgegengesetzter Transport). Ein typisches Beispiel fiir einen Symporter ist der
Na'-getriecbene Glukose-Symport bei der Resorption in Diinndarmepithelzellen der
Siugetiere.

Beiden aktiven Transportsystemen ist ihre Spezifitit, vermittelt durch mobile Carrier, und

Selektivitit mit spezifischer Hemmbarkeit und einer Sittigungskinetik gemeinsam.
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Betrachtet man den Aufbau der biologischen Membranen in threr Gesamtheit (Abb_ 1.1), so
besitzen sie eine dynamische Struktur (Flissig-Mosaik-Modell) und weisen zugleich eine
unterschiedliche Lipidzusammensetzung der inneren und duberen Schicht auf. Die Fluiditit,
und die damit einhergende laterale Bewegungstreiheit, werden durch den Antei]l von
ungesittigten Fettsduren und Cholesterin gewihrleistet. Proteine und Lipide dem 2yt0plasma
abgewandten Schicht der Membran tragen Kohlenhydratgruppen (sog. Gl,\'ROKaIyx)‘ welihe
der Zelle u.a. Schutz und Spezifitit verlethen. Die wichtuigste physiologische Aufgabe der
biologischen Membranen ist jedoch wiederum ihre Barnere- und I‘r;m.xpurtfunklion’ Welche

den Energie- und Stoffhaushalt intra- und interzellulir aufrechterhalt.

1.1.2 Ausgewiihlte Transportsysteme
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Doppelschicht und bilden so eine wissrige makromolekulare Membranpore. lonenkanile
besitzen eine hohe lonendurchlissigkeitsrate (bis zu 10’ Ionen pro Sekunde), welche allein
durch den elektrochemischen Gradienten angetrieben wird. Zudem besitzen viele Ionenkanile
eine selektive Ionendurchldssigkeit, welche durch spezifische Wechselwirkungen zwischen
dem Ion und Proteinseitenketten des Kanals gewihrleistet wird. Beim Durchtritt eines Ions
durch den lonenkanal wird seine Hydrathiille mittels des Selektivititsfilters (Engstelle in
Pore) ganz oder teilweise abgestriffen und Ubergangsweise an geladene/polare
Aminosidurereste (,,fixed charges®) gebunden. Die Selektivitit kann sich dabei auf eine oder
mehrere lonenarten begrenzen. Unter den Kkationen-permeablen Ionenkandlen ist
beispielsweise der Ca’*-Kanal (L-Typ) hochselektiv und der Acetylcholin gesteuerte Kanal
(Acetylcholin-Rezeptor) hingegen permeable fiir Na*, K*, Mg>* und Ca®*. Auch Anionen, wie
z.B. Chlorid, Phosphate, Carbonate und Glutamate, kdnnen iiber Ionenkanile transportiert
werden. AuBerdem konnen die meisten Ionenkanile tiber dessen Offnung oder SchlieBung
(,,gating®) reguliert ~werden. Diese Regulation kann durch Ligandenbindung
(ligandengesteuerte lonenkanile), Anderung des Membranpotentials (spannungsgesteuerte
Ionenkaniile), durch mechanische ~ Membranverformung  oder  durch  den
Phosphorylierungszustand erfolgen.

Transport-ATPasen, auch primir aktives Transportsystem genannt, pumpen durch direkte
ATP-Hydrolyse Ionen und kleine Molekiile gegen ihren elektrochemischen Gradienten zu
ihrem Bestimmungsort. Zu ihnen zéhlen u.a. die F-, V- und P-ATPasen, wobei F- und V-
ATPasen protonentransportierende Enzyme beschreiben (V-ATPasen fiir die Anséduerung u.a.
von Endosomen, Lysosomen) und die P-ATPasen als Ionenpumpen den Transport
verschiedener anorganischer Kationen, darunter H', Na*, K7, Ca’*, Cu™, Cd** und Mg?*, iiber
intermedidre Phosphorylierung gewihrleisten.

Transporter oder sekundidre aktive Transportsysteme kann man als gekoppelte Systeme
beschreiben, da sie einen zunichst aufgestellten elektrochemischen Gradienten zum Transport
des Partners nutzen. Dabei unterscheidet man Symport (gleichgerichteter Transport) und
Antiport (entgegengesetzter Transport). Ein typisches Beispiel fiir einen Symporter ist der
Na'-getriecbene Glukose-Symport bei der Resorption in Diinndarmepithelzellen der
Siugetiere.

Beiden aktiven Transportsystemen ist ihre Spezifitit, vermittelt durch mobile Carrier, und

Selektivitit mit spezifischer Hemmbarkeit und einer Sittigungskinetik gemeinsam.



1.2 Die CLC-Familie: Chloridkaniile und -transporter

Die Familie der CLC-Proteine ist evolution
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und CIC-7) Unterfamilie. Dabei scheinen alle intrazelluliren CLC-Transporter durch ihren
Chlorid-Transport an der Aufrechterhaltung der V-ATPase induzierten luminalen Ansiuerung
beteiligt zu sein ([Faundez und Hartzell, 2004], [Jentsch, 2007]). Erstmalig konnte bei ecCIC-
I aus Escherichia coli ein Antiportermechanismus zwischen Protonen und Chlorid-Ionen
gezeigt werden [Accardi und Miller, 2004], welcher sich anschlieBend auch bei den
Vertretern der Siduger-CLCs CIC-4 und CIC-5 (zweite Unterfamilie) nachweisen lief
([Scheel et al., 2005], [Picollo und Pusch, 2005]). Da beide intrazelluliren CLC-Transporter
ein ’gating’- und ein ’proton’-Glutamat besitzen, wobei letzteres bei den CLC-Kaniilen fehlt,
wird fiir CIC-3, sowie CIC-6 und CIC-7 auch von einem H'/CI-Antiportermechanismus
ausgegangen [Jentsch et al. 2007], welcher 2008 fiir CIC-7 bestiitigt werden konnte [Graves et
al., 2008] (Abb. 1.2).

Die physiologische Relevanz der CLC-Familie spiegelt sich in humanen Erkrankungen und
Mausmodellen mit mutierten oder fehlenden (’knock out’) CLC-Proteinen wider (Abb. 1.2).
Bei Mutationen der entsprechenden CLCs treten Krankheiten wie Mytonia congetina (bei
CIC-1 [Steinmeyer et al., 1991b], [Koch et al., 1992]), Bartter Syndrom (bei beiden CIC-Ks
[Birkenhiiger et al., 2001], [Nozu et al., 2008], [Schlingmann et al., 2004]), das Bartter
Syndrom Type III (bei CIC-Kb [Simon er al, 1997]), Diabetes insipidus (bei CIC-Ka
[Matsumura et al., 1999]), die Dent'sche Erkrankung (bei CIC-6 [Lloyd er al., 1997]) und
Osteopetrose (bei CIC-7 [Kornak et al., 2001]) auf (Abb. 1.2).

1.2.1 Struktur und Bindungspartner der CLC-Proteine

Mit Hilfe von Kiristallstrukturanalysen prokaryotischer CLC-Proteine ([Dutzler et al., 2002],
[Dutzler er al., 2003]), aber auch elektrophysiologischer und biochemischer Untersuchungen
([Jentsch et al, 1990], [Ludewig et al., 1996]) konnte die Struktur von CLC-Proteinen
aufgedeckt werden. Ein funktionaler CLC-Kanal bzw. -Transporter setzt sich aus zwei
identischen Untereinheiten zu einem rhombus-ihnlichen (Aufsicht) Proteindimer zusammen.
Eine Untereinheit besteht dabei aus 18 o-Helices (A-R), von denen 17 im
Transmembranbereich (B-R) liegen, jedoch nicht alle die Membran vollstindig durchqueren.
Die N- und C-Termini liegen dabei zytosolisch vor. Beide Untereinheiten liegen an den

Transmembranbereichen in Kontakt, bilden aber je eine separate Pore (Abb. 1.3).
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welches spit endosomal/lysosomal in der Zelle lokalisiert. Auch wurde eine Lokalisation von

Ostm-1 in der ruffeld border von Osteoklasten beschrieben. Lokalisationsuntersuchungen mit

Ostml- und CIC-7-spezifischen Antikorpern sowie Immunprizipitationen beweisen die

Interaktion von Ostm1 und CIC-7 in vivo bzw. in v
(ER) in CIC-7-defizienten Miusen und bei

itro. Auch konnte ein Retentionsverhalten

von Ostml im endoplasmatischen Retikulum

Einzeltransfektion von Ostml-cDNA festgestellt werden, welches eine Interaktion beider

schon im ER voraussetzt. Folglich wird deutlich das CIC-7 fiir den Transport von Ostm! zu

den Lysosomen essentiell ist [Lange et al., 2006].
Des Weiteren konnte Ostml erstmalig ein moglicher fu
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Terminus (Glykopeptid) als Botenstoff zur Aktivierung von Signalkaskaden im Wnt/B-

t al., 2008].

Catenin-Signalwege stiitzen wiirde [Feigin ¢
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1.4 Zusammenhang zwischen Ostm1 und CIC-7

In bisher analysierten Geweben konnte bei vorhandener CIC-7 Expression auch eine

Expression seiner B-Untereinheit Osm! detektiert werden ([Brandt und Jentsch, 1995] sowie
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1.3 Ostm1- Osteopetrose-assoziiertes Transmembranprotein-1
Obwohl die spontane Mausmutante grey-lethal als Osteopetrosemodell sche
bekannt war [Griinerberg, 1936]), wurde enst 2003 das  grey-lethal (g
Osteopetroselokus identifiziert und das entsprechend kodierte Protein Osty,
charakterisiert ([Chalhoub er al., 2003], [Fischer er al. 2003]). 2006 wurden die
bzw. postulierten Daten des Ostml durch ncue Studien erganzt und der Zge
zwischen Ostm| und CIC-7 erstmalig beschrieben [Lange et al. 2006).

Dabei war wohl die Erkenntnis, dass Ostm | als essentielle [§- Untereinheit von €
die interessanteste  Entdeckung  [Lange e al.  2006].
Topologieuntersuchungen, dass Ostml ein mit 10 putativen Glykosylierung

Terminus (in Maus und Mensch) hochgradig glyhosyhiertes Typ-1-Transn
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welches spiit endosomal/lysosomal in der Zelle lokalisiert. Auch wurde eine Lokalisation von
Ostm-1 1n der ruffeld border von Osteoklasten beschrieben. Lokalisationsuntersuchungen mit
Ostml- und CIC-7-spezifischen Antikorpern sowie Immunprizipitationen beweisen die
Interaktion von Ostm1 und CIC-7 in vivo bzw. in vitro. Auch konnte ein Retentionsverhalten
von Ostml im endoplasmatischen Retikulum (ER) in CIC-7-defizienten Miusen und bei
Einzeltransfektion von Ostml-cDNA festgestellt werden, welches eine Interaktion beider
schon im ER voraussetzt. Folglich wird deutlich das CIC-7 fiir den Transport von Ostml zu
den Lysosomen essentiell ist [Lange et al., 2006].

Des Weiteren konnte Ostml erstmalig ein moglicher funktioneller Mechanismus, die
Stabilisierung von endogenen CIC-7, zugeordnet werden, da in Ostm1-defizienten g/-Méusen
die CIC-7-Proteinmenge auf weniger als 10% des Wildtypniveaus reduziert vorlag.
Prozessierungsuntersuchungen erwiesen eine Spaltung von Ostml auf dem Weg zum
Lysosomen [Lange et al., 2006], als die postulierte Rolle des moglicherweise sekretierten N-
Terminus (Glykopeptid) als Botenstoff zur Aktivierung von Signalkaskaden im Wnt/B-
Catenin-Signalwege stiitzen wiirde [Feigin ef al., 2008].

Charakteristische Phdnotypen bzw. Erkrankungen von Ostml-defizienten Midusen werden in

Kapitel 1.4 zusammen mit CIC-7 betrachtet.

1.4 Zusammenhang zwischen Ostm1 und CIC-7

In bisher analysierten Geweben konnte bei vorhandener CIC-7 Expression auch eine
Expression seiner B-Untereinheit Osm1 detektiert werden ([Brandt und Jentsch, 1995] sowie
[Chalhoub et al., 2003], [Fischer et al., 2003], [Lange et al., 2006]). Auch konnte in vivo die
Colokalisation von Ostml und CIC-7 in spit-endosomalen/lysosomalen Kompartimenten
nachgewiesen werden [Lange er al., 2006]. In Betrachtung der Notwendigkeit von CIC-7 zur
Ansduerung von spiten Endosomen/Lysosomen sowie der Resorptionslakune und der
postulierten Funktion von Ostm! als Schutz des CIC-7 vor lysosomalen Abbau, erkliren sich
die identischen Phédnotypen der Ostml- bzw. CIC-7-defizienten Miuse (ausgewihlte
Beispiele in Abb. 1.4). Charakteristische pathologische Phinotypen sind dabei Kleinwuchs
(deformierter Korperbau), unterbleibender Zahndurchbruch, graues Fell im Agouti-
Hintergrund, erhohte Knochendichte/gestorte Bildung der ruffeld border (Osteopetrose),
Retina- und Neurodegeneration, sowie Ablagerungen von Speichermaterial in Neuronen und
renalen proximalen Tubuli ([Kornak et al., 2001], [Chalhoub et al., 2003], [Kasper er al.,
2005], [Lange et al., 2006].
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Jiingste Ergebnisse bestitigen das enge Zusammenspiel von C1C-7 und Ostm |
. i . > da eine )
regullcrung der lf&lll\l\rl])llun beider Gene (Clen/7 und Ostml) in l)\l(‘\\kl;lsle
® durch ¢
&

gleichen Trasnkriptionsfaktor, Microphthalmia, gezeipt werden konnte [.\lc;‘\i
Ows et

2007].
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2. Fragestellung

Nachdem Ostml als essentielle B-Untereinheit von CIC-7 identifiziert wurde [Lange et al.
2006], soll nun im Rahmen dieser Arbeit die submolekulare Interaktion zwischen CIC-7 und
Ostm1 untersucht werden. Dabei sollen zunidchst Chimire von Ostml generiert werden,
welche eine Untersuchung der Interaktion zwischen beiden Proteinen auf einzelne Dominen
bis hin zu Aminosiuren von Ostml begrenzt. AnschlicBende Lokalisations- und
Interaktionsuntersuchungen sollen letztendlich Aufschluss tiber die fiir die Interaktion
zwischen Ostm1 und CIC-7 essentiellen Aminosiduren geben. Zudem sollte die Methode des
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) fiir Ostml und CIC-7 als andere
Darstellungsmoglichkeit zum Interaktionsverhalten etabliert werden.

Aufgrund der enormen Reduktion von CIC-7 in Ostm1-defizienten g/-Miusen [Lange et al.,
2006], ist eine mogliche Schutzfunktion von Ostml fiir CIC-7 denkbar, welche in dieser

Arbeit ebenso auf molekularer Ebene betrachtet werden soll.
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3. Ergebnisse

Der folgende Ergebnisteil reprisentiert die Resultate meiner im Rahmen der Diplomarbeit
verfassten Fragestellungen. Der erste Teil beschiftigt sich zunidchst eingehend mit der
Generierung der Ostm1-Chimire, welche die Grundlage fiir die folgend durchgefiihrten
Lokalisations- und Interaktionsuntersuchungen zwischen CIC-7 und Ostml bzw. dessen
Chimiiren darstellen. AuBerdem wurden schon verdffentlichte und bzgl. meiner Fragestellung
relevante  Untersuchungsergebnisse reproduziert. Im zweiten Teil hingegen soll die
postulierte Aufgabe von Ostm|, der Schutzfunktion von CIC-7 vor lysosomaler Degradation,

untersucht werden.

3.1 Subzelluliire Lokalisationsuntersuchungen

Wie schon in der Einleitung dargelegt, ist die subzelluldre Lokalisation von Ostm1 abhiingig

von der Anwesenheit des CIC-7s. In vivo colokalisiert Ostml mit CIC-7 in spiten
Endosomen/Lysosomen. Selbiges Verhalten konnte auch in vivo durch transiente Transfektion
gezeigt werden. In CIC-7-defizienten Miusen und bei Einzeltransfektion von Ostm1-cDNA
lag Ostm1 hingegen retikulir und perinukledr in den Zellen vor [Lange et al, 2006]. Die
Interaktion zwischen Ostml und CIC-7 und die damit einhergehende Lokalisationsinderung
von Ostml sind dabei die Voraussetzung fiir die subzelluldren Lokalisationsuntersuchung
(Abb. 3.1.). Da mit Hilfe der Lokalisationsuntersuchung die Ostml-Dominen, welche die
Interaktion zwischen Ostml und CIC-7 realisieren, identifiziert werden sollen, war es

unablissig, entsprechende Chimiire zu generieren.

™ T y’—_ FPM__——7 Abbildung 3.1: Subzellulire Lokalisation von
/ / / | Ostml in Abhiingigkeit von CIC-7

J® J® ‘@ | Schematische Darstellung. a, CIC-7 (rot) ist

= X unabhiingig von Ostml im Lysosomen (spiiten

“% l ﬁ l % 1o Endosomen) lokalisiert. b, Ostm1 (griin) hingegen

o J TGN } e, 16N, J | verbleibt ohne CIC-7 retikulr und perinukledr in

0@ »@ Smf f@ der Zelle verteilt (in Cln7"-Tieren). ¢, In vivo

c'l“lo G"lgllo Gd"io; ¢ werden beide Proteine exprimiert, so dass CIC-7

F: F: O:F Ostml  durch Interaktion zum Lysosomen
CJ\TYG O’%L—E ho@ transportiert.

CGN, CGN,, PM, Plasmamembran; frE, friilhe Endosomen; spE,

2 ) ‘3. b spite Endosomen; Lys, Lysosomen; TGN, trans-

IR

3.

/ Nukleus

Ostml

ER H
vl /P e | ¢

Golgi-Netzwerk; CGN, cis-Golgi-Netzwerk; ER,
Endoplasmatisches Retikulum
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3.1.1 Generierte Ostm1-CD4-Chimire

Diese Forschungsarbeit betrachtet dje
Ostml

Interaktion zwischen Ostml und Cl1C-7

“

begrenzt  auf  Ostml, so dass

ald

Ela
L i =18 dementsprechend nur Ostm1-Chimgire

al=

gla hergestellt wurden. Da zuniichst die fjj
: : & 1e flir
¥to=0) ala . .

HES die Interaktion relevante Domiine von

c

Abbildung 3.2: Topologievergleich von Ostml und Ostm 1 ermittelt werden sollte, wurden

CD4 Sowohl Ostm1 (links, grau) als auch CD4 (rechts, Chimiire aus . .
: : SR 1mire aus Ostm
blau) sind Typ-I-Transmembranproteine mit ecinem s Ostml und CD4 ( cluster

R ey of diffemtation 47 hergestell SRS
CTD“, C-terminale Domiinc: TMP: Transmcmbrun- Wahl fiel auf CD4, da es zum €inen
domine; NTD, N-terminale Domine. Y -Zeichen
symbolisiert die putativen N-Glykosylierungsstellen. cine ihnliche Topologie, aber zym
anderen eine abweichende zellulire
Lokalisation im Vergleich zu Ostml1 aufweist, da CD4 in der Zytoplasmamembran vorliegt.
Sowohl Ostm1 als auch CD4 sind Typ-I-Transmembranproteine mit Glykosylierungsstellep
und annihernd gleichlangen Aminosiuresequenzen (Abb. 3.2). Die Generierung der Ostm -
CD4-Chimiire erfolgte mittels rekombinanter PCR, wobei die fiir die Domiinen (NTD, TMp
CTD) der Proteine kodierenden cDNAs entsprechend der Typ-l-Tramsmcmhrunprmein:
Topologie in allen mdglichen Variationen kombiniert  worden (Abb. 3.3). Die  Domiinep,
wurden dabei iiber die Bestimmung der Hydrophobizititen ermittelt (nach [Kyte ypg
Doolittle, 1982]), welche als Ergebnis die definierten TMD von Ostml auf die AS Val-
287 bis Leu-309 und von CD4 auf die AS Ala-398 bis Val-420 begrenzt (in Summe je
23AS fiir TMD). Fiir die spitere Detektion wurden die Ostm1-CD4-Chimiire C-terminal {jpgp
eine kurze Aminosiuresequenz als Linker (13 AS) mit einem Tag versehen, welches fliy ein

EGFP kodiert. Dazu wurden die Chimiire iiber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und §q;7

mOstml(WT)-EGFP Abbildung 3.3: Generierte Ostm1
Linker CD4-Chimiire %
a, Shema der Proteinsequenz von
Maus-Ostm [(WT) und humanem CD4
(WT); C-terminal  verbunden tiber
Val-398  Val-420 Vg cincn l,inkgr mi} EGFP; gekenn.
hCD4(WT)-EGFP /cu‘!mcl mit dghnlurlun D”'“iinen
ermittelt tber die *l)"""‘l"“‘hiZi(ii(c,;
der AS-Sequenz. Als Vorstufen der
Ostm1-CD4-Chimir-Mutagenese .
b, Kombination der Ostm1- und CD4
Domiinen in allen Vuri;uioncn.
Chimire ~ fir  dic unschlichndc‘
Lokalisationsuntersuchungen, 3

Val-287 Leu-309




Ergebnisse

in den Vector EGFP-N3 eingefiigt. Ergiinzend muss erwiihnt werden, dass die cDNA fiir
Ostm! von der Maus (mOstm1), die cDNA fiir CD4 vom Menschen (hCD4) und die cDNA

fiir CIC-7 von der Ratte verwendet wurde.

3.1.2 Subzellulire Lokalisationsuntersuchungen der Ostml- CD4-Chimiire
Im nun folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der subzelluldren Lokalisations-
untersuchungen der Ostm1-CD4-Chimire dargestellt. Zunichst wird jedoch das Verhalten
von Wildtyp-Ostm1 in Abhingigkeit von CIC-7 in verschiedenen Zelltypen dargestellt.
Anschliefend wird die Lokalisation der einzelnen Ostml-CD4-Chimire qualitativ und
quantitativ in Ab- und Anwesenheit von CIC-7 untersucht. Zusammenfassend wird die
subzelluldre Lokalisation der Ostml-CD4-Chimire in An- und Abwesenheit von CIC-7
Zellen aufwiesen und erst bei Koexpression von CIC-7 die Lysosomen, entsprechend der

Lokalisation in vivo, erreichten.

3.1.2.1 Subzellulire Lokalisation von WT-Ostm1 in Abhéngigkeit von CIC-7

Die nun folgenden Versuchsergebnisse reprisentieren die spit-endosomale/lysosomale
Colokalisation von Ostml und CIC-7, sowie die retikulidre und perinukledre Verteilung von
Ostml in Abwesenheit von CIC-7. Fiir die Untersuchung wurden HeLa- und CIC-7-KO-
Zellen mit Ostm1-Myc (CT) und CIC-7 bzw. Ostm1-GFP und CIC-7-HA (CT) transfiziert
(Abb. 3.4). Einzeln transfiziertes Ostm1 lag in allen Zelltypen netzformig, retikuldr verteilt
vor. Koexprimiert man hingegen Ostm1 mit CIC-7, wird eine Uberlagerung beider Proteine in
den Immunfluoreszenzen ersichtlich. Die zusitzliche Detektion von endogenem Lamp-1,
welches als spit-endosomaler/lysosomaler Marker dient, zeigt das CIC-7 essentiell fiir den
Transport von Ostm1 zu spiten Endosomen/Lysosomen ist. (Abb. 3.4).

Die Expressionsrate bei Koexpression von Ostml und CIC-7 steht stark in Abhingigkeit des
eingesetzten transfizierten cDNA-Verhiiltnisses. Der Einsatz der cDNAs von Ostm1-GFP in
pEGFP-N3 und CIC-7 mit C-terminalen HA-Epitop in pCI-neo im molaren Verhéltnis 1:20 in
HeLa-Zellen erwies sich als optimal und fand dementsprechend auch Anwendung bei den
Lokalisationsuntersuchungen der Ostm1-CD4 Chimire. Bei Einzeltransfektionen wurde
der abwesende Partner im gleichen Verhiiltnis durch seinen Leervektor ersetzt. Um mogliche
Kreuzreaktivititen oder unspezifische Bindungen der Antikorper auszuschlieen, wurden zum
einen Antikorper gegen dasselbe Protein mit unterschiedlichen Zielepitopen verwendet und
zum anderen AntikOrpern in nicht transfizierten Zellen oder ggf. KO-Zellen getestet.

Endogenes CIC-7 in HeLa-Zellen konnte dabei vernachlissigt werden, da alle
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iiberexprimierten WT-Ostm1-Konstrukte eine retikulire und perinukleire Verteilung in den
Zellen aufwiesen und erst bei Koexpression von CIC-7 die Lysosomen, entsprechend der

Lokalisation in vivo, erreichten.

a, in CIC-7-KO-MAFs
Ostm1-Myc CIC-7 Lamp-1 Uberlagerung

E

Z

3 e

s &\ -

£ 7

£ I8 [
"“g v L
E :

b, in HeLa-Zellen
Ostm1-GFP CIC-7-HA Lamp-1 Uberlagerung

Ostm1-GFP

Ostm1-GFP + CIC-7-HA

Abbildung 3.4.: Vorversuche zur Expression von Ostml und CIC-7 a, Transicnte Transfektion von
Ostm1-Myc-cDNA ohne (obere Reihe) und mit (darunter) CIC-7-¢cDNA in CIC-7-KO-Zellen. b,
Transiente Transfektion von Ostm1-GFP-cDNA ohne (obere Reihe) und mit (darunter) CIC-7-HA ¢cDNA
in HeLa-Zellen. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern in a, gegen Myc, CIC-7 und Lamp-1 und in b,
gegen HA und Lamp-1. Maf3stab 10um. 4

In beiden Versuchen liegt Ostml(griin in Uberlagerung) unabhiingig vom verwendeten Konstrukt bzw.,
Zelltyp nach Einzeltransfektion retikulir und perinukleiir verteilt in der Zelle vor und colokalisiert nicht mit
dem spit-endosomalen/ lysosomalen Marker Lamp-1(blau). Bei Koexpression von Ostml(griin) und CIC-
7(rot) unabhingig vom verwendeten Konstrukt bzw. Zelltyp kolokalisicren beide Proteine in Lamp-1
positiven Strukturen (in Uberlagerung).
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3.1.2.2 Subzellulire Lokalisation mit Quantifizierung der einzelnen Ostm1-CD4-
Chimiire in Ab- und Anwesenheit von CIC-7

Zur Untersuchung des Lokalisationsverhaltens der einzelnen Ostml-CD4-Chimire in
Abhiingigkeit von CIC-7 wurden die Chimire in zwei Versuchansidtzen zum einen allein und
zum anderen mit CIC-7-HA in HeLa-Zellen iiberexprimiert und mit Hilfe der
Immunfluoreszenzanalyse ausgewertet. Zudem wurden den iiberexprimierten Ostm1-CD4-
Chimiren zelluldire Kompartimente entsprechend ihrer zelluldren Lokalisation in vier
Kategorien (Endoplasmatisches Retikulum (ER), Lysosomen (Lys), Plasmamembran (PM)
und undefiniert (u.d.)) zugeordnet und quantitativ ausgewertet. Die Zuordnung fiir die
lysosomale  Lokalisation  erfolgte  durch  zusitzliche  Detektion des  spit-
endosomalen/lysosomalen Markerproteins Lamp-1. Die anderen Aufenthaltsorte wurden nach
entsprechend  charakteristischen  zelluldren  Strukturen und Lokalisationen (ohne
Markerproteine) bestimmt.

Folgend werden die Ergebnisse der einzelnen Ostm1-CD4-Chimire bzgl. ihrer subzelluldren
Lokalisation mit Quantifizierung in Ab- und Anwesenheit von CLC-7 dargestellt.
Abgebildete Immunfluoreszenzaufnahmen reprisentieren dabei nur das iiberwiegend
vorliegende zellulire Lokalisationsverhalten. Zundchst wurden jedoch Kontroll-
Transfektionen vorgenommen, um das zelluldre Verhalten von CIC-7-HA, des Leervektors

EGFP-N3, sowie Antikorperspezifititen zu priifen.

Kontrollen

Um verwendete Antikorper auf Kreuzreaktivititen oder unspezifische Bindungen zu
tiberpriifen und das Lokalisationsverhalten von EGFP in Abhéngigkeit von CIC-7-HA zu
studieren, wurden entsprechende transiente Transfektionen vorgenommen und Antikorper
eingesetzt. Im Falle untransfiziert vorliegender HeLa-Zellen konnte nach Einsatz der Lamp-1-
und HA-Antikorper dementsprechend nur Lamp-1 (blau) detektiert werden (Abb. 3.5.a).
Wurde hingegen CIC-7 mit C-terminalem HA-Epitop transfiziert und die beiden Antikodrper
eingesetzt, konnten sowohl spite Endosomen/Lysosomen als auch CIC-7-HA detektiert
werden (Abb. 3.5.b). Dabei colokalisiert CIC-7 wie erwartet mit den spit-
endosomalen/lysosomalen Vesikeln. Die Detektion des EGFP in Ab- bzw. Anwesenheit von
ClC-7-HA wurde mit den gleichen Antikdrpern durchgefiihrt. Dabei lag exprimiertes EGFP in
beiden Fillen aufgrund seiner Loslichkeit zytosolisch vor und kolokalisierte weder mit

Lamp-1 noch mit CIC-7 (Abb. 3.5.c/d).
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Ergebnisse

Ostm!-EGFP

In  HeLa-Zellen licgt Ostml-EGFP
retikulir und perinukleir vor und
kolokalisiert nicht mit Lamp-1 (blau)
(Abb. 3.6.a). Bei Koexpression mit rCIC-
7-HA  indert sich

Lokalisation von Ostm1; Ostml und CIC-

hingegen  die
7 iiberlagern mit  Lysosomen in
punktfrmiger Verteilung (Abb. 3.6.b).
Quantitativ betrachtet liegt Ostml ohne
Cc-7 mit iiber  80% im
endoplasmatischen Retikulum vor (Abb.
3.7). Mit CIC-7 koexprimiertes Ostm!
wechselt  dagegen  seinen zelluldren
Aufenthaltsort  mit etwa 75% ZU

Lysosomen. Wie zu erwarten war

interagiert Ostm1 mit CIC-7.

Schematische Darstellung des verwendeten Konst
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Abbildung 3.7: Quantifizierung der Ostml-EGFP-
Lokalisation in Abhiingigkeit von CIC-7-HA
Prozentuale Zuordnung  der ermittelten  zelluliiren
Verteilung des Ostml-Konstruktes zu den definierten
Kompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7. Ersichtlich
wird ein Lokalisationswechsel des Ostm-1 vom ER ohne
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Ergebnisse

Ostml-EGFP

In  HeLa-Zellen Ostm1-EGFP

liegt
retikuliir und  perinukledr vor und
kolokalisiert nicht mit Lamp-1 (blau)
(Abb. 3.6.a). Bei Koexpression mit rCIC-
7-HA

Lokalisation von Ostm1; Ostm1 und CIC-

dndert sich  hingegen  die

7 iberlagern mit Lysosomen in
punktférmiger Verteilung (Abb. 3.6.b).
Quantitativ betrachtet liegt Ostml ohne
CIC-7 mit  iber 80%  im
endoplasmatischen Retikulum vor (Abb.

3.7). Mit CIC-7 koexprimiertes Ostml

wechselt  dagegen  seinen zelluliiren
Aufenthaltsort mit etwa 75% zu
Lysosomen. Wie zu erwarten war

interagiert Ostm1 mit CIC-7.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, Osti
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Abbildung 3.6: Subzelluliire Lokalisation von Ostml-E gIgK( : ; :
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Abbildung 3.7: Quantifizierung der Ostml-EGFP-
Lokalisation in Abhiingigkeit von CIC-7-HA
Prozentuale Zuordnung  der ermittelten  zelluliren
Verteilung des Ostml-Konstruktes zu den definierten
Kompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7. Ersichtlich
wird ein Lokalisationswechsel des Ostm-1 vom ER ohne
CIC-7 zu Lysosomen mit CIC-7.

WeiBe Balken entsprechen Werten von Ostm1 ohne
CIC-7-Expression, Schwarze Balken Werte von Ostml
mit koexprimiertem  CIC-7. Fehlerbalken  zeigen
Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurchlaufe (pro
Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet).
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Ergebnisse
OstmI-EGFP
In HeLa-Zellen liegt OstmI-EGFP
Ostml Lokalisation
retikulir - und  perinukleir vor und % 100 39 Ak ineiiont sou CIC7
£ 9
kolokalisiert nicht mit Lamp-1 (blau) _g‘ 80
3 60
(Abb. 3.6.a). Bei Koexpression mit rCIC- 3 40
. g 2
7-HA  indert sich  hingegen die % .
e < ] L. o ER Lys PM ud.
Lokalisation von Ostm1; OstmI und CIC Sl e S
7 iberlagern  mit Lysosomen  in M mit CIC-7. n=3

punktfbrmiger Verteilung (Abb. 3.6.b).  Abbildung 3.7: Quantifizierung der Ostm1-EGFP-
Lokalisation in Abhiingigkeit von CIC-7-HA

Quantitativ betrachtet liegt Ostml ohne  Pprozentuale Zuordnung der ermittelten zelluldren
Verteilung des OstmlI-Konstruktes zu den definierten

CIC-7 mit iiber 80% IM  gompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7. Ersichlich
: ; wird ein Lokalisationswechsel des Ostm-1 vom ER ohne
endoplasmatischen Retikulum vor (Abb. CIC-7 zu Lysosomen mit CIC-7.
3.7). ; 3 sl Ostm! WeiBe Balken entsprechen Werten von Ostm] ohne
)N Ll koexprlmlertes CIC-7-Expression, Schwarze Balken Werte von Ostm 1|
zelluliren ~ mit  koexprimiertem CIC-7.  Fehlerbalken zeigen
Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurchliufe (pro
Aufenthaltsort mit etwa 75% ZU  Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet).

wechselt dagegen seinen

L)’SOsomen. Wie =zu erwarten war

interagiert Ostm1 mit CIC-7.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, Ostin|-EGEP:

T Y

Uberlagerung

Lamp-1 :

Ostm1-EGFP CIC-7-HA

Ostm1-EGFP

Ostm1-EGFP +
CIC-7-HA

Abbildung 3.6: Subzelluliire Lokalisation von Ostm1-EGFP in ;}bhangfglf.elt von C_IC-7 in HeL;l-
Zellen a, In Einzeltransfektionen licgt exprimiertes Ostm1-EGFP (griin) retikulir und perinukleéir verteilt
in der Zelle vor und kolokalisiert nicht mit Lamp-1 (blau). b, Bei ?(()cxprc§51()n on '(').?t‘r.n‘l-EC.}FP (griin)
und CIC-7-HA (rot) hingegen wechselt Ostml seine zcllulz.m: Vc‘rtcmfng.. ().sun.]l\’“kolf)kalﬁu‘rl Tl[ CIC-7 in
Lamp-1-positiven Strukturen, den Lysosomen. Die Detektion erfolgte mlf An“' (;)r'pu‘r‘n gegen Lamp-1 und
HA fiir CIC-7-HA. MaBstab 10jm. 4-fache VergroBerung des ausgewihlten Quadrates.
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CD4-EGFP
CD4-EGFP
Plasmamembran (Abb. 3.8.a). Dabei spielt

lokalisiert an der

die Anwesenheit von CIC-7 keine Rolle,
da bei Koexpression von CIC-7-HA keine
Lokalisationsianderung stattfindet (Abb.
3.8.b). Auch die quantitative Auswertung
zeigt die Plasmamembran-lokalisation des
CD4 (Abb. 3.9). CD4 und CIC-7
interagieren ~ folglich  nicht.  Diese
Ergebnisse veranschaulichen zudem das
unterschiedliche  Lokalisations-verhalten
beider Ausgangskonstrukte, Ostml- und

CD4-EGFP, in Abhingigkeit von CIC-7.

CD4 Lokalisation
in Abhingigkeit von CI1C-7

ER Lys PM u.d.

Oohne CIC-7, neg

M mit CIC-7‘ n=4
— |

Abbildung 3.9: Quantifizierung der CD4-EGFp.

o852388

zellulire Verteilung [%4]

Zellkompartimente

Lokalisation in Abhingigkeit von ClC-7-HA
Prozentuale Zuordnung der ermittelten ZCUUIéirer;

Verteilung des CD4-Konstruktes zu den definiertep
Kompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7. Ersichtljch
wird das CD4 unabhiingig von der Koexpression von
CIC-7 ausschlieBlich an der Plasmamembran lokalisjert
ist.

WeiBe Balken entsprechen Werten von CD4 ohne C)c_
7-Expression, Schwarze Balken Werte von CD4 mit
koexprimiertem CIC-7. Fehlerbalken Zeigen
Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurchliufe (pro
Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet).

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, CD4-EGFP:

g om0 Do b oo JiseGens

CD4-EGFP

CD4-EGFP

CD4-EGFP +
CIC-7-HA

CIC-7-HA

Uberlagerung

Abbildung 3.8: Subzellulire Lokalisation von CD4-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7 in HeLgq.
Zellen. a,b, CD4-EGFP (giin) ist primir an der Plasmamembran lokalisiert, unabhiingig ob CIC-7-HA
koexprimiert wurde. b, CIC-7-HA (rot) hingegen liegt mit endogenem Lamp-1 (blau) colokalisiert in spiit-
endosomalen/lysosomalen Vesikeln vor. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fijp
CIC-7-HA. MaBstab 10um. 4-fache VergroBerung des ausgewiihlten Quadrates.
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Ergebnisse

CD4-Ostm1-Ostmi-EGFP

Die Chimiire lokalisieren nach
Einzeltransfektion iiberwiegend an der
Plasmamembran (quantitativ zu 56%),
jedoch verbleiben 22% im
endoplasmatischen Retikulum (Abb. 3.10a
und Abb. 3.11). In Anwesenheit von
CIC-7 wird jedoch eine Lokalisations-
dnderung  deutlich.  Die  Chimire
colokalisieren mit CIC-7 im Lysosomen in
etwa 75% der betrachteten Zellen (Abb.
3.10.b und Abb. 3.11). Eine Interaktion
zwischen beiden Proteinen scheint daher

gegeben zu sein.

CD4(NTD)-O=tm1(TMD)-Ostm1(CTD)
Lokalisation in Abhingikeit von C1C-7

1

zellulire Verteilung [%0]
o38288

ER Lys PM ud.
Zellkompartimente Oochne CIC-7, n=4

Emit CIC-7. n=4

Abbildung 3.11: Quantifizierung der CD4-Ostml-
Ostm1-EGFP-Lokalisation in Abhingigkeit von
CIC-7-HA. Prozentuale Zuordnung der ermittelten
zelluldren Verteilung des Konstruktes zu den definierten
Kompartimenten in Abhingigkeit von CIC-7. Ersichtlich
wird ein Lokalisationswechsel des Konstruktes zu
Lysosomen mit CIC-7.

Weille Balken entsprechen Werten des Konstruktes ohne
CIC-7-Expression, Schwarze Balken Werte des
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fehlerbalken

zeigen Standardfehler. n, Anzahl der
Versuchsdurchlidufe (pro Versuchsdurchlauf mehr als
100 Zellen ausgewertet).
Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, CD4-0) - ~EGFP:
CD4-Ostm1-Ostm1-EGFP CIC-7-HA Uberlagerung

CD4-Ostm1-Ostm1-
EGFP

CD4-Ostm1-Ostm1-
EGFP + CIC-7-HA

Abbildung 3.10: Subzelluliire Lokalisation von CD4-Ostm1-Ostm1-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7
in HeLa-Zellen. a, Einzelexprimiertes CD4-Ostml-Ostm1-EGFP-Konstrukt ist hier retikuldr und
perinukleir in der Zelle verteilt (sonst auch in der Plasmamembran). Es kolokalisiert nicht mit Lamp-1
positiven Vesikeln. b, Bei Koexpression mit CIC-7-HA liegt das Konstrukt zusammen mit CIC-7 in weilen
punktformigen, Lamp-1-positiven Kompartimenten vor. Es fand folglich ein Lokalisationswechsel statt.
Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fiir CIC-7-HA. MaBstab 10um. 4-fache

VergroBerung des ausgewihlten Quadrates.
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Osml-CD4-CD4-EGFP

Das Osm1-CD4-CD4-Chimir weist dhnliche
Lokalisation wie CD4 auf. Unabhingig von
der Anwesenheit des CIC-7s zeigt das
Chimiir vor allem eine Lokalisation an der
Plasmamembran (Abb. 3.12.a,b). Quantitativ
ausgewertet liegen die Chimire, neben der
geringen perinukledren Lokalisation, mit
iiber 51% in Einzel- und Koexpression mit
CIC-7 an der Plasmamembran vor (Abb.
3.13). Daher ist wohl keine Interaktion

zwischen Chimar und CIC-7 zu bestehen.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes,

Oztm1(NTD)-CD4(TMD)-CD4(CTD)
Lokalization in Abhingikeit von C1C-7

100
80
60 -
40 -
20 A
0 -

zeltulire Verteilung [%)

ER Lys PM u.d.
Oohne Cic-7 -
B mit Cilc7

Zellkompartimente

n=4

Abbildung 3.13: Quantifizierung der Ostml-CD4_CD
EGFP-Lokalisation in Abhiingigkeit von ClC-7.H:
Prozentuale Zuordnung der ermittelten zellulin
Verteilung  des  Konstruktes  zu  den deﬁnien'
Kompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7. Eg ist kn;
ein Lokalisationswechsel des Konstruktes ersichtlich

Weille Balken entsprechen Werten des Konstruk[es. ol
CIC-7-Expression,  Schwarze  Balken  Were 4
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fchlerba]kz
zeigen Standardfehler. n, Anzahl der Vcrsuchsdul.chlﬁu

(pro Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewerrel

-CD4-CD4-EGFP:

W T T N T Ty

Ostm1-CD4-CD4 -EGFP CIC-7-HA

Ostm1-CD4-CD4 -
EGFP

Ostm1-CD4-CD4 - EGFP
+ CIC-7-HA

Lamp-1 Uberlagerung

o

Abbildung 3.12: Subzelluliire Lokalisation von Ostm1-CD4-CD4-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-5

in HeLa-Zellen. a, b, Einzelexprimiertes

Ostm1-CD4-CD4-EGFP-Konstrukt

weist  keip

Lokalisationswechsel in Abhingigkeit von CIC-7 auf. Das Konstrukt licgt v.a. an der Plasmamembran vor
b, Eine Kolokalisation ist wiederum nur fiir CIC-7-HA und Lamp-1 ersichtlich. Die Detektion erfolgte miy
Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fiir CIC-7-HA. Malstab 10um. 4-fache VergroBerung deg

ausgewiihlten Quadrates.
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Ergebnisse

Ostml-Ostml-CD4-EGFP

Die Analyse der Lokalisation von
Ostm1-Ostm1-CD4-EGFP  ergab  ecinc
Lokalisationsinderung vom endoplas-

matischen Retikulum zum Lysosomen bei
CIC-7.
exprimiertes  Ostm1-Ostm1-CD4-Chimir
lokalisiert dabei mit iiber 87% im ER und

Anwesenheit von Einzel-

liegt im Falle der Koexpression von
CIC-7, neben geringfiigiger perinukleirer
Lokalisation, im Lysosomen vor (Abb.
3.14.a, b und Abb. 3.15.). Demzufolge
scheint Ostm1-Ostm1-CD4 mit CIC-7 zu

interagieren.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, Ostiil- O

Ostm1-Ostm1-CD4 -EGFP

Ostm1-Ostm1-CD{4 -
EGFP

Ostm1-Ostm1-CD4 -
EGFP + CIC-7-HA

O=ztm1(NTD)-O=tm1(TMD)-CD4(CTD)
Lokalisation in Abhingikeit von C1C-7

£ 100

g 80 -

T 604

e

@

& 20 1

AL ER Lys PM ud.

Ochne CIC-7, n=4
Emit CIC-7. n=4

Zellkompartimente

Abbildung 3.15: Quantifizierung der Ostm1-Ostml-
CD4-EGFP-Lokalisation in Abhiingigkeit von CIC-7-
HA. Prozentuale Zuordnung der ermittelten zellulédren
Verteilung des Konstruktes zu den definierten
Kompartimenten in Abhingigkeit von CIC-7. Das
Konstrukt iindert seine subzellulire Lokalisation bei
Anwesenheit  von CIC-7 zu Lysosomen. Bei
Einzelexpression liegt das Konstrukt nahezu 100%ig im
ER lokalisiert vor.

Weille Balken entsprechen Werten des Konstruktes ohne
CIC-7-Expression,  Schwarze Balken Werte des
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fehlerbalken
zeigen Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurchliufe
(pro Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet).

| -CD4-EGFP:

e co | _cce ]
CIC-7-HA

Lamp-1 Uberlagerung

Abbildung 3.14: Subzelluliire Lokalisation von Ostm1-Ostm1-CD4-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7
in HeLa-Zellen. a, Einzelexprimiertes Ostm1-Ostm1-CD4-EGFP-Konstrukt ist retikulér und perinukleir in
der Zelle verteilt. b, Bei Koexpression mit CIC-7-HA ist das Konstrukt hingegen zu Lysosomen
verschoben, iiberlagert also letztendlich mit der Detektion von CIC-7 und Lamp-1- positiven
Kompartimenten. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fiir CIC-7-HA. Mafstab
10um. 4-fache VergroBerung des ausgewiihlten Quadrates.
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CD4-CD4-Ostml-EGFP

Das zellulire Lokalisationsverhalten von
CD4-CD4-Ostm1-EGFP gleicht wiederum
dem des CD4. In Ab- und Anwesenheit von
CIC-7 liegen die Konstrukte mit tiber 73%
in der Plasmamembran vor (Abb. 3.16.a,b
und Abb. 3.17). Folglich interagiert das
CD4-CD4-Ostm1-Konstrukt ~ nicht  mit
CIC-7.

CD4(NTD)-CD4(TMD)-O=tm1(CTD)
Lokalisation in Abhingikeit von C1C-7

8

80 4
60 -
40
20 4
04

zellulire Verteilung [%4]

ER Lys PM u.d.
Zellkompartimente Ochne CIC_7, o
Bmit CIC_7_ .3

Abbildung 3.17.: Quantifizierung der CD4-Cp
Ostm1-EGFP-Lokalisation in Abhiingigkeit -
CIC-7-HA. Prozentuale Zuordnung der ermitelt
zelluliiren Verteilung des Konstruktes zu den definijert
Kompartimenten in  Abhingigkeit von ClC.y D
Konstrukt ist an der Plasmamembran lOk‘alisif-
unabhiingig von Einzel- oder Koexpression mit Clc-7 D
subzellulidre Verteilung ist nahezu identisch. ;

Weille Balken entsprechen Werten des Konstrukles oht
CIC-7-Expression,  Schwarze  Balken  Were d‘\
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fch]erba]kf
zeigen Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurcp sy
(pro Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ASge wertel

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, CD4-CD4- -EGFP:

CD4 -CD4 -Ostm1-EGFP CIC-7-HA

CD4 -CD4 -Ostml-
EGFP

CD4 -CD4 -Ostm1-EGFP
+ CIC-7-HA

N1D .~ Cm EGEP

Uberlagerung

Lamp-1

Abbildung 3.16: Subzelluliire Lokalisation von CD4-CD4-Ostm1-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7 j,,
HeLa-Zellen. a, b, CD4-CD4-Ostm1-EGFP-Konstruktes lokalisiert unabhiingig von der Anwesenheit von
CIC-7-HA in der Plasmamembran. Es ist also kein Lokalisationswechsel zu verzeichnen. b, CIC-7-H o
colokalisiert erneut mit Lamp-1 positiven Struktuen. Die Detektion erfolgte mit Antikdrpern gegen Lamp_y
und HA fiir CIC-7-HA. MaBstab 10um. 4-fache VergroBerung des ausgewiihlten Quadrates.
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Ostml-CD4-Ostml-EGFP

Untersuchungen  des Ostm1-CD4-

Ostm1-Chimir ergaben eine

Lokalisation an der Plasmamembran und
im endoplasmatischen Retikulum
unabhingig von koexprimiertem CIC-7
(Abb. 3.18.a,b und Abb. 3.19). Eine
Colokalisation der Chimire mit CIC-7

lag dabei nicht vor, so dass eine

Interaktion zwischen beiden Proteinen

ausgeschlossen werden kann.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes,

Ostm1-CD4 -Ostm1-EGFP

Ostm1-CD4 -Ostm1-
EGFP

Ostm1-CD4 -Ostm1-
EGFP + CIC-7-HA

CIC-7-HA

Ostm1(NTD)-CD4(TAD)-O=tm1(CTD)
s Lokalisation in Abhingikeit von C1C-7
£ 100
g 80
T 60
3 40
in
R
N ER Lys PM ud.
Zellkompartimente Oohne CIC-7, n=4
B mit CIC-7. n=4

Abbildung 3.19: Quantifizierung der Ostml1-CD4-
Ostm1-EGFP-Lokalisation in Abhingigkeit von CIC-
7-HA. Prozentuale Zuordnung der ermittelten zellulidren
Verteilung des Konstruktes zu den definierten
Kompartimenten in Abhingigkeit von CIC-7. Das
Konstrukt ist sowohl im ER als auch an der
Plasmamembran lokalisiert unabhingig CIC-7.

Weile Balken entsprechen Werten des Konstruktes ohne
CIC-7-Expression, Schwarze Balken Werte des
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fehlerbalken
zeigen Standardfehler. n, Anzahl der
Versuchsdurchldufe (pro Versuchsdurchlauf mehr als
100 Zcllen ausgewertct).

-CD4-Osim | -EGFP:

Uberlagerung

Abbildung 3.18: Subzelluliire Lokalisation von Ostm1-CD4-Ostm1-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7
in HeLa-Zellen. a, b, Das Konstrukt liegt im ER (wie hier abgebildet) und in der Plamamembran vor.
Demzufolge ist kein Lokalisationswechsel bei Koexpression von CIC-7 zu sehen. b, CIC-7 colokalisiert mit
Lamp-1. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fiir CIC-7-HA. MaBstab 10um. 4-

fache VergroBerung des ausgewiihlten Quadrates.
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CD4-Ostml-CD4-EGFP

Die Untersuchung der Lokalisation des
CD4-Ostm1-CD4-Chimidr weist erneut
eine Beeinflussung von CIC-7 auf.

Allein lokalisiert es

expriemiert
vornchmlich an der Plasmamembran
(quantitativ mit tiber 71%) (Abb. 3.20.a,
Abb. 3.21). Koexprimiert man hingegen
CD4-Ostm1-CD4-EGFP mit CIC-7-HA
kolokalisiert es mit CIC-7 in Lysosomen

(Abb. 3.22.b). scheinen

Demzufolge

beide Proteine zu interagieren.

Schematische Darstellung des verwendeten Konstruktes, CD4-

\
CD4(NTD)-O=tm1(TMD)-CD4(CTD)
Lokalization in Abhangikeit von C1C-7

£ 100
g 801
T 604
5 i
o
i
N

ER Lys PM u.d.

Zellkompartimente Oohne CIC‘7, n=4
HEmit C1C~7, n=4
e ———
Abbildung 3.21: Quantifizierung der Cl)4-Ostml-CD4_
EGFP-Lokalisation in Abhingigkeit von ClC-7.
HA. Prozentuale Zuordnung der ermittelten Zcuuléiren
Verteilung  des  Konstruktes  zu  den dcﬁnienen
Kompartimenten in Abhingigkeit von CIC-7. Ersicht]ich
wird ein Lokalisationswechsel des Konstruktes vom, ER
ohne CIC-7 zu Lysosomen mit CIC-7.
WeiBe Balken entsprechen Werten des Konstruktes ohne
CIC-7-Expression,  Schwarze  Balken  Werte s
Konstruktes mit koexprimiertem CIC-7. Fchlcrbalke
zeigen Standardfehler. n, Anzahl der Vcrsucl1sdurch15uf2
(pro Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen uusgcwcr[et)

-CD4-EGFP:

CD4 -Ostm1-CD4 -EGFP

CD4 -Ostm1-CD4 -
EGFP

CD4 -Ostm1-CD{4 -
EGFP + CIC-7-HA

CIC-7-HA

Lamp-1 Uberlagerung

Abbildung 3.20: Subzellulire Lokalisation von CD4-0Ostm1-CD4-Ostm1-EGFP in Abhiingigkeit von
CIC-7 in HeLa-Zellen. Das Konstrukt CD4-Ostm1-CD4-Ostm1-EGFP weist cin Lokalisationswechse) i
Abhiingigkeit der Koexpression von CIC-7 auf. a, Bei Einzelxpression liegt es in der Plasmamembran vVor
und kolokalissiert nur minimal mit Lamp-1-positiven Strukturen. b, Koexprimiert mit CIC-7-HA hi"gcgen
colokalisiert das Konstrukt mit Lamp-1 und CIC-7. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lzunp\]
und HA fiir CIC-7-HA. MaBstab 10um. 4-fache VergroBerung des ausgewiihlten Quadrates.
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Ergebnisse

In der nun folgenden Tabelle sind die Quantifizierungen der einzelnen Ostm1-CD4-Chimiire
bzgl. ihrer subzelluldren Lokalisation in Ab- und Anwesenheit von CIC-7 zusammengefasst
(Tab.3.1.). Die nicht 100%ige Zuordnung der Chimire zu einem der vier Zellkompartimente
erkldrt sich vor allem durch Uberexpressionsartefakte. Die geringfiigige Colokalisation mit
Lysosomen (kleiner 5%) im Falle der iiberwiegenden Lokalisation eines Ostm1-CD4-
Chimiéras an der Plasmamembran, lédsst sich auf den sekretorischen Proteintransportweg und

der damit einhergehenden Colokalisation von Lamp-1-positiven Strukturen zuriickfiihren.

Ostm1-CD4- NTD WT - WT- CD4- Ostml- Ostml- CD4- Ostml- CD4-
Chimiire, TMD Ostml CD4- Ostm1- CD4- Ostml- CD4- CD4- Ostm1-
in Dominen + CTD Ostm1- Ostml- CD4- Ostml - Ostml- CD4-
C-terminalen Tag Ta EGFP

Cl

Endopl. Retikulum 83.1 (175 0O 0 |228]13,1]297(16,1] 875 (225 40 | 2,1 |453]39,6| 4,1 | 45

Lysosomen 02 756 O 0,6 0 [754] 0 [37 0 690 1.5 | 31|00 | 37|41 |722

Plasmamembran 2,1 0 190,0]747]1569| 2,5 [51,8]52,1] 10 0 |735]|73.8]351(328]|71,6]106

prozentuale
Verteilung

undefiniert 1451 69 | 10,0 (24,6 ( 20,4 | 9,1 | 185 (28,1 11,6 | 85 [21,0]21,0]19,523,9]20,2]| 122

Tabelle 3.1: Ubersicht — subzelluliire Verteilung der Ostm1-CD4-Chimiire in Abhiingigkeit von CIC-7.
Zusammenfassung der einzelnen Quantifizierungen aus 3.2.2. der Ostm1-CD4-Chimére bzgl. ihrer subzelluliren
Lokalisation. Den Chiméren, in Dominen aufgeteilt, sind die prozentualen Verteilungen auf definierte
Kompartimente mit und ohne Koexpression von CIC-7 sowie die Anzahl der Versuchsdurchliufe (pro
Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet) (+/- bzw. n, grau unterlegt) zugeordnet.

Um die Ergebnisse der Lokalisationsuntersuchungen vergleichend darzustellen, wurden die
quantitativ analysierten, lysosomalen Lokalisation der einzelnen Chimidre und der
Wildtypkonstrukte in  Abhingigkeit von CIC-7 in folgendem Balkendiagramm
zusammengefasst (Abb. 3.22). Bei Koexpression von CIC-7 sind die Chimidre mit Ostm1-
Transmembrandomiine zu iiber 70% in Lysosomen lokalisiert. Hingegen zeigen die Chimiire
ohne Ostm1-Transmembrandomine nur eine geringfiigige lysosomale Lokalisation (< 10%).
Zudem wurde ein gepaarter t-Tests mit zweiseitiger Verteilung durchgefiihrt, um
entsprechend signifikante Abweichungen von WT-Ostm1-EGFP mit CIC-7-HA zu
analysieren. Auffallend ist, dass die Ostm1-CD4-Chimire mit Ostm1-Transmembrandomine
keinen signifikanten Unterschied aufweisen. Die Chimidre mit CD4-Transmembrandomine
ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied, demzufolge kolokalisierten sie in Anwesenheit
von CIC-7 nicht mit Lysosomen. Die Ergebnisse der Lokalisationsuntersuchungen deuten

darauf hin, dass die Transmembrandoméne von Ostm1 die Interaktion mit CIC-7 ermdglicht.
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Quantifizierung der lysosomalen Lokalisation der
Ostml-CD4-Chimere in Abhingigkeit von CIC-7

tI » *

WI- : WI- : CD4- :Oxtml-:Ostml-: CD4- :ogml-: CD4-
Ostml.| CD4. ,0tml-| CD4- Ostml- CD4- | CD4- Ostml-
Dokne CIC-7. ECFP | EGFP (O%tml-| CD4- | CD4- | Ostml- Ostml-  CD4-

. , EGFP  EGFP  ECFP | EGFP | EGFP | EGFP
Emit CIC-7

-

prozentule Ostm]1-CD4-Chimair-
Kolokalisation mit Lamp-1, [%]
c28ess8I8gd
_-1
"

Abbildung 3.22: Quantifizierung der Ostm1-CD4-Chimiire bzgl. ihrer lysosomalen
Lokalisation in Abhingigkeit von CIC-7 Zusammenfassende graphische Darstellung fiir
die lysosomale Verteilung der Konstrukte in Abhingigkeit von CIC-7. Prozentuale
Zuordnung der ermittelten lysosomalen Verteilung der Konstrukte (Kolokalisation mit
Lamp-1 positiven Vesikeln) ohne (weille Balken) und mit (schwarze Balken) Koexpression
von CIC-7. Es wird deutlich, dass die Chimire ohne OstmI-TMD signifikant von der
lysosomalen Verteilung des WT-Ostml in Anwesenheit von CIC-7 abweichen. Die
Konstrukte mit Ostm1-TMD hingegen zeigen dhnliche lysosomale Lokalisationen wic WT-
Ostm1 bei koexprimiertem CIC-7. In Abwesenheit von CIC-7 zeigen alle Konstrukte nur
eine minimale Colokalisation mit Lamp-1, was einen bestehenden Lokalisationswechsel zu
Lysosomen vergleichend verdeutlicht. Die Daten weisen darauf hin, dass dic TMD von
Ostml1 fiir den Lokalisationswechsel zu Lysosomen und damit fiir die Interaktion mit CIC-7

verantwortlich zu sein scheint.
Fehlerbalken zeigen Standardfehler. Gepaarter t-Test mit zweiseitiger Verteilung,
Basismatrix WT-Ostm1-EGFP mit CIC-7-HA, *p < 0,01; n.s., nicht signifikant.

3.1.2.3 Quantifizierung der Ostm1-CD4-Chimiire beziiglich ihrer retikuliiren
Lokalisation in Abwesenheit von CIC-7

Da WT-Ostm1 ohne CIC-7 im ER zuriickgehalten wird, ist es interessant, den Mechanismus
der Retention von Ostml genauer zu untersuchen. Um das Retentionsverhalten von Ostm1
bzgl. seiner Doménen studieren zu kénnen, wurde in folgender graphischen Darstellung ( Abb.
3.23) die retikuldre Lokalsisation der Ostml-CD4-Chimire ohne CIC-7 (Ergebnisse aus
3.1.2.2) abgebildet. Die Abbildung veranschaulicht, dass nur das Wildtyp-Ostm1 und das
Ostm1-Ostm1-CD4-Chimir nahezu vollkommen im ER zuriickgehalten werden. Auch der
gepaarte t-Test mit zweiscitiger Verteilung zeigte, ausgenommen fiir Ostm1-Ostm1-Cpg._
EGFP, eine signifikante Abweichung (p < 0,02) der Ostm1-CD4-Chimiire von Ostml-EGFP
bzgl. ihrer retikuldren Lokalisation. Aus den Untersuchungen der Ostm1-CD4-Chimg._

Lokalisation lisst sich also schlussfolgern, dass der C-Terminus von Ostml nicht zur

Retention von Ostm1 beitragt.
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Quantifizierung der retikuliren Verteilung
der Ostm1-CD4-Chimere (in Abwesenheit von CIC-7)
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Abbildung 3.23: Quantifizierung der Ostml-CD4-Chimiire bzgl. ihrer retikuliren
Lokalisation in Abwesenheit von CIC-7 Zusammenfassende graphische Darstellung fiir die
subzelluldare Verteilung Ostm1-CD4-Chimire in Abwesenheit von CIC-7. Prozentuale
Zuordnung der ermittelten retikulidren (weile Balken) und nicht-retikuliren Verteilungen
(schwarze Balken) der einzelexprimierten Konstrukte. Alle Ostm1-CD4-Chimire, auBler dem
Ostm1-Ostm1-CD4-Chimir, weisen eine signifikante Abweichung zur retikuldren Verteilung
des WT-Ostm1-EGFP in Abwesenheit von CIC-7 auf. Folglich wird neben dem WT-Ostml,
nur das Ostm1(NTD)-Ostm1(TMD)-CD4(CTD)-EGFP-Konstrukt im ER zuriickgehalten, alle
anderen liegen in anderen Kompartimenten der Zelle lokalisiert vor.

Fehlerbalken zeigen Standardfehler. Gepaarter t-Test mit zweiseitiger Verteilung,
Basismatrix WT-Ostm1-EGFP, *p < 0,01; **p < 0,001; n.s., nicht signifikant.

3.2 Interaktionsuntersuchungen zwischen Ostm1-CD4-Chiméiren und

CIC-7 mittels Co-Immunoprizipitation, GST-Pulldown und FRET

Mit den nun folgenden Methoden soll erneut die Interaktionsdomine von Ostml analysiert
werden, um die Ergebnisse der Lokalisationsuntersuchungen zu bestitigen. Mit Hilfe der
biochemischen Methode Co-Immunoprizipitation sollen zunichst alle generierten Ostml-
CD4-Chimiire auf CIC-7 Interaktion untersucht werden. Der anschlieBend dargestellte GST-
Pulldown dient als Negativkontrolle, der ausbleibenden Interaktion zwischen GST-
fusioniertem OstmI-CT und CIC-7. SchlieBlich wurden ausgewihlte Ostm1-CD4-Chimire
mit CIC-7 auf FRET untersucht.
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3.2.1 Co-Immunoprizipitation

Um die Interaktion der einzelnen Ostm1-Dominen mit CIC-7 zu untersuchen, wurde die Co-
Immunoprizipitation angewandt. Dazu wird CIC-7 bzw. das potenticlle Ostm1-CD4-Chjm;p
mit spezifischem AntikOrper prizipitiert und das Prizipitat auf die Anwesenheit geg
Bindungspartners nach SDS-Page und Western Blot untersucht.

Experimentel wurde fiir die Interaktionsuntersuchung neben CIC-7-HA die Ostml-CD4_
Chimire mit C-terminalem Myc-tag (3AS als Linker) verwendet. Dafiir wurden die
generierten Ostm1-CD4-Chimire (siehe Kapitel 3.1.1) durch Ligation mit dem MYC‘Epitop
und anschlieBender Einklonierung iiber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Notl in den
pcDNA3.1.+-Vector erstellt. Aulerdem wurde das OstmI-ANT-Myc-Kosntrukt verwendet
(sieche Kapitel 3.4) Nun wurden HEK293-Zellen mit cDNA Myc-getagter Ostm1-Cpg4_
Chimire mit und ohne CIC-7-HA im molaren Verhiltnis von l:4.transfiziert. Nacp
Expression und Zelllyse erfolgte die Prizipitation mit an Protein-G-Sepharose gekopplten
Antikérpern, wobei in zwei verschiedenen Veruchsansitzen, je nach verwendeten Antikcjl-per
(anti-HA bzw. anti-Myc), zuerst einer der beiden potentiellen Interaktionspartner durch
dirckte Bindung an den Antikorper-Protein-G-Sepharose Komplex priizipitiert wurde. Bej
gegebener Bindung des kotransfizierten Interaktionspartners an das prizipitierte Protein, kann
jenes nach SDS-PAGE durch Immundetektion im Western Blot visualisiert werden.

Am Beispiel der Immunoprizipitation mittels eines gegen Myc-Epitope gerichtetep
Antikorpers sollen die folgenden Ergebnisse reprisentativ fiir die besprochene Analyge
stehen. In diesem speziellen Fall wurden 2 pg Ostm1-CD4-Chimir cDNA und 8 ug ClC_7_
HA cDNA transfiziert (bei Einzeltransfektion wurde mit entsprechendem Leervektor auf
10ug "aufgefiillt"). Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden und anschlieBender Zelllyge
wurden die Ostm1-CD4-Chimidre (mit C-terminalen Myc-tag) mit unti-Myc-Antikérper_
Protein-G-Sepharose-Komplexen aus dem Zellextrakt prizipitiert. SchlieBlich wurden 40y
der in 2xProbenpuffer mobilisierten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und ngcp,
Western Blot und Poncau-Fiirbung mit HA-Antikorpern detektiert (Abb. 3.24).

Neben den beiden unspezifischen Banden bei etwa 65 kDa und 27 kDa, zeichnen sich vor
allem in den Spuren 2, 4, 12 und 13 offensichtlich die fiir CIC-7-HA spezifische Banden beij
ca. 70 kDa ab. Demzufolge wurde CIC-7-HA durch WT-Ostm1 (Spur 2 und 13), Ostm |-
Ostm1-CD4-Myc (Spur 4) und Ostml-ANT (Spur 13) prizipitiert. Da eine Interaktjgp
zwischen CIC-7 und OstmI1-Ostm1-CD4-Myc gegeben ist und zugleich eine PriizipitatiOn
von CIC-7-HA durch CD4-CD4-Ostm1-Myc ausblieb (Spur 5), kann man die Imcraktion
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Ergebnisse

a b
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Ponceau-Firbung nach IP-Myc WB, Detektion o. HA (CIC-7HA)
Abbildung 3.24: Co-Immunprizipitation von CIC-7-HA
C Auftragung: mittels der Ostm1-CD4-Chimire HEK293-Zellen wurden
1 Proteinmarker mit DNA fiir CIC-7-HA(CT) und den Ostm1-CD4-Chimiren
2 WT-Ostm1-Myc +CIC-7-HA mit C-terminalen Myc-Epitop sowie Ostm1-ANT-Myc(CT)
3 WT-CD4-Aye +CIC-7-HA

e transfiziert. Eluate wurden nach Immunprizipitation gegen das

4 Ot e ICegHs  Myc-Epiop der Chimire per SDS-PAGE (10%iges

6 CD4-Ostm]l-CD4+-Mye  +CIC-7-HA Agarosegel) aufgetrennt und nach Western Blot und Ponceau-

g 7 Ostm]-CD4-Ostml -Mye +CIC-7-HA Firbung (a) mit Antikdrpern gegen HA-Epitop detektiert (b).

& g%’ﬁmﬁ:‘ :gg:_:‘: :ﬁ: Die Ponceau-Firbung zeigt dabei die dquivalente Auftragung

10 e CIC7 -HA der Priizipitate. (Die Beladung des Geles ist in ¢ dargestellt.) b,
11pcDNA3.1.(+)-Vector +CIC-T-HA In den Spuren 2, 4, 12 und 13 ist eine Bande bei etwa 70 kDA
12 Ostm] -ANT-Mye fC1C-7 -HA (Pfeile), welche in den Kontrollen fehlt (Spuren 10,11,14).
13 WT-Ostm1-Mye +CIC-3-HA Folglich Coprizipitierte CIC-7-HA mit dem WT-Ostml-
igpmm;m > Konstrukt, Ostml(NTD)- Ostm1(TMD)- CD4(CTD)-

Myc(CT) und Ostm1-ANT-Myc.
* unspezifische Bande.

zwischen CIC-7 und Ostm! auf den N-Terminus und die Transmembrandomiine von  Ostm1
begrenzen. Auch der N-Terminus von  Ostml kann als Interaktionsdomine
ausgeschlossen werden, da CIC-7 mit dem OstmI-ANT interagiert und CIC-7-HA durch
Ostm1-CD4-CD4-Myc (Spur 9) und Ostml-CD4-Ostm1-Myc (Spur 7) nicht prizipitiert
wurde. Folglich ldsst sich die Interaktionsdoméne von Ostml auf seine
Transmembrandomiine reduzieren. Die Ergebnisse der Co-Immunoprizipitation deuten
wiederum darauf hin, dass die Ostml-Transmembrandomine die Interaktion mit CIC-7
ermoglicht.

Da jedoch die Inputkontrolle, die Detektion von CIC-7-HA und der Ostm1-CD4-Chimire
fehlt, ist eine ausbleibende Priizipitation von CIC-7-HA durch eine nicht erfolgte Expression
eines Interaktionspartners nicht auszuschlieBen. Zudem hiitten die Konstrukte mit Ostm1 als
TMD in der Spur 6 bzw. 8 nach den gegebenen Resultaten ebenso CIC-7-HA prizipitieren
sollen.

Kontrollen: Koexpression von CIC-7-HA und CD4-Myc (Spur 3), Einzelexpression von CIC-
7-HA (Spur 10), Koexpression von CIC-7-HA mit pcDNA3.1.+-(Leer-)Vector (Spur 11),

untransfiziert (Spur 14)
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3.2.2 GST-Pulldown

Mittels GST-Pulldown-Experimenten wurde die Interaktion zwischen dem C-Terminus yop
Ostm1(AS 307-328) und CIC-7 untersucht. Dabei wurde versucht, iiberexprimiertes C]c-7

bzw. endogenes CIC-7 aus Gehirnlysaten mit GST-fusioniertem Ostm1-CT zu priizipitierep_

In einem ersten Versuch wurde der GST-Pulldown fiir in Ostm1-KO-MAFs tiberexprimierteg
CIC-7-EGFP durchgefiihrt (Abb. 3.25). Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden und
anschlieBender Zelllyse wurden Proteinextrakte mit Glutathion-Sepharose gekoppelten GsT
bzw. GST-fusioniertem Ostm!-CT inkubiert. Anschlieend wurden die gebundenen Proteine
eluiert und neben den Proteinlysaten untransfizierter und CIC-7-EGFP-transfizierter Ogtpy 1_
KO-MAF-Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Western Blot wurde CIC-7-EGFp mit
EGFP-Antikorpern detektiert. Dabei zeigen nur die Spuren eine Bande bei ca. 110 kDg A
denen Proteinlysat CIC-7-EGFP-transfizierter Zellen aufgetragen wurden. Hingegen blieb
eine CIC-7 Detektion in den Spuren aufgetragener Proteinextrakte untransfizierter Zellen bzw.
im GST-Pulldown prizipitierter Proteine aus. Aulerdem wurde nach Strippen der gleichep
Membran auf die p2-Untereinheit des AP2-Komplexes (AP-50) durch Detektion getester,
welches eine spezifische Bande bei 50 kDa in allen Spuren auer der Spur mit an Glutathjgp.
Sepharose gekoppeltem GST gebundenen Proteine. Da AP-2 mit dem OstmI-CT imeragien
(nach unverdffentlichten Daten der AG Jentsch) erklidrt sich die spezifische Detekti(m
seiner u2-Untereinheit im an Glutathion-Sepharose gekoppeltem GST-Ostm-CT Prizipitag.

(nicht gezeigt: Eine Ponceau-Firbungen nach erfolgtem Western Blot diente als Kontrolle des

Einsatzes gleicher Mengen an GST-Proteinen bzw. Gewebelysaten. )

Abbildung 3.25: GST-Pulldown: C1C-7.
Priizipitation mittels GST-Ostm1-CT OstmLKO_
MAFs wurden mit DNA fiir CIC-7-EGFP lransﬁzien
Nach Prizipitation mit an Glutathion-Se harose.
gekoppelten GST bzw. GST-Ostm-CT (AS307_328)
erfolgte die Auftrennung der Lysate und Eluae .
SDS-PAGE. Anschlielend wurden nach Wcs[crn Blot
mit Antikorpern gegen EGFP (CIC-7) und M2 der
Untereinheit von AP-2 detektiert. Im Inpul-Lysal —
exprimiertem CIC-7-EGFP konnten sowohl Clcy -
auch n2 (AP-50) nachgewicsen werden, Im Lysat Ve
untransfizierten Zellen licB sich hingegen ny,,
___________ — — — — — — — — nachweisen. Auch zeigte dic Spur mit Priizipjyqa, s

b antiAP50 50- SEENEEES  — | Glutathion-Sepharose  gekoppeltem GST'()Slm—CT
e e mm = — = = — = = — — — — — —  cine u2 spezifische Bande. n, Anzahl der Versuche

untransfiziertes
| 4 | GST-Ostml1-CT -PD
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Ergebnisse

Zur weitern Analyse der Interaktion zwischen dem C-Terminus von Ostm ! und CIC-7 wurden
Gewebelysate aus WT-Mausgehirnen hergesellt und CIC-7 versucht mit an GST-fusioniertem
Ostm1-CT zu prizipitieren. Wiederum lieB sich CIC-7 nur in der Inputkontrolle des Western
Blots bei 70 kDa nachweisen (Abb. 3.26). Die Detektion von der u2a Untereinheit von AP-2
(gleiche Membran, gestrippt) hingegen zeigte neben einer spezifischen Bande bei 50 kDa in
der Inputkontrolle des GST-Ostm1-CT-Pulldowns, auch eine sehr schwache Bande im
Prizipitat an GST-fusioniertem Ostml-CT. Auflerdem weist die Ponceau-Firbung als

Kontrolle den Einsatz gleicher Mengen an GST-Proteinen nach.

Abbildung 3.26: GST-Pulldown:
CIC-7- Prizipitation mittels GST-
Ostm1-CT aus  Gehirnlysaten
Gewebelysate aus WT-Mausgehirnen
wurden nach Prazipitation mit an
Glutathion-Sepharose  gekoppeltem
GST bzw. GST-Ostm-CT (AS307-
328), zusammen mit Input-Lysat per
66,2 i é SDS-PAGE aufgetrennt und nach
Western Blot mit Antikérpern gegen

Input (9%, 60pg)
GST -PD
GST-Ostm1-CT -PD

g % kDa v CIC-7(a) und u2 der Untereinheit von
25 45 W AP-2 (b) detektiert. Im Input-Lysat
2y , GST-Ostm1-CT Komts Cpund helnachisposen
g / (uOstm1-ASIOT-328) 1t o St Tt e o
& 31 i hingegen in den Prizipitaten des
23 ‘ GST-Pulldown aus. Zudem Kkonnte
it \GST u2 an Glutathion-Sepharose
215 gekoppeltem GST-Ostm-CT

gebundenen Proteinen nachgewiesen
werden. Die Ponceau-Firbung zeigt
die idquivalente Auftragung der
. 7 Prizipitate bzw. GST-Proteine. n,
C antiAP-50 50 - : Anzahl der Versuche
———————————————— (Exemplarisches Ergebnis von drei
unabhéngigen Durchfiihrungen)

sl - MRS
) =ane ol

Die Ergebnisse beider GST-Pulldowns deuten darauf hin, dass die C-terminale Domiine von
Ostm1 nicht zur Interaktion mit CIC-7 beitrdgt, da eine Detektion von CIC-7 an GST-
fusioniertem Ostm1-CT gebundenen Proteinen ausblieb. Dabei diente die Detektion der p2a

Untereinheit von AP-2 als Kontrolle der Funktion des Pulldown.
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3.2.3 FRET-Untersuchungen

Neben den Lokalisationsuntersuchungen, sowie (Co-)Immunopriizipitationen und GST-
Pulldown ermdoglicht auch der so genannte Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
die Analysen von Wechselwirkung zwischen Proteinen. Mittels FRET kénnen zugem
Distanzen zwischen Proteinen bestimmen werden. In einem typischen FRET-Experiment wirq
das zu untersuchende "Proteinpaar” mit einem Donor- bzw. einem Akchlor—Fluc)rophor
verkniipft. Bei vorhandenem FRET tibertrigt ein angeregter Donor-Chromophor einen Tej)
seiner Elektronenanregungsenergie strahlungslos, in Form einer intermolekularen long range
Dipol-Dipol-Kopplung auf einen geeigneten Akzeptor. Dabei miissen die Singuletl-Singulett_
Ubergiinge der Sonden miteinander in Resonanz stehen, d.h. dass die AbSOFptionS_
Ubergangsdipolmomente des Donors und die Emissions-Ubergangsdipolmomente des
Akzeptors gekoppelt sind, so dass die entsprechende Anregungsenergic vom Donor auf den
Akzeptor iibertragen werden kann. Ein solcher Energietransfer ist bei Distanzen von bis zu
10nm (100 A) moglich. Die FRET-Effizienz hiingt dabei von mehreren Parameterp ab,

welche sich in der Gleichung nach Forster, mit

Epgers Lo - R’ = 8.8x 102 dpx™n *I(L),

[1+(_§—0)] wiederfinden (Abb. 3.27). Dabei ist &p die FluoresZenZ_
Abbildung 3.27: Gleichung Quantenausbeute des Donors, K ist in
nachForster, zur Bestimmung Orent e ¢ Gor di Ao
e FRET.Effi onz I e rientierungsparameter, el ie nordnung der

Ubergangsdipolmomente beschreibt, n stellt als

Refraktionsindex die Beeinflussung des Energietransfers beziiglich des Mediums ZWischep
den Fluorophoren dar, und J(A) definiert den spektralen Uberlapp zwischen der Fluoreszenz
des Donors und der Absorption des Akzeptors. Aus der Forster-Gleichung kann man folgern,
dass Intensitit des FRET-Signals mit der 6. Potenz des Abstands beider FluorOphore
abnimmt. Der Forster-Radius Ry beschreibt die Distanz bei dem die Transfer-Effizjep,,
zwischen Donor und Akzeptor 50% betrigt ([Forster, 1948], [Lakowicz,1999]) (Abb. 3.3 ).

In diese Arbeit wurden das Fluorophorenpaar YFP als Akzeptor (yellow fluorescent proteiy)
und CFP (cyan fluorescent protein) als Donor verwendet, um einen Fluoreszenz—Resonanz_
Energie-Transfer (FRET) zu ermdglichen. Der Forster-Radius R des FluorophorenpaarﬁS
betriigt 4,9. nm. Der Nachweis von FRET erfolgte hierbei durch Messen der CFP-EmlniSi0n
vor und nach Akzeptorbleichung. In diesem Prozess wird der /\kchlorﬂuorophor
lichtinduziert irreversibel zerstort, so dass ein vorher gegebener Energictransfer von Dongy S

Akzeptor unterbunden wird [Gadella und Jovin, 1995].
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Ergebnisse

FRET dient in dieser Arbeit primir als zusitzliche Methode zur Priifung vorliegender
Versuchergebnisse, dass dic Ostm1-TMD fiir die Interaktion zwischen Ostml und CIC-7
verantwortlich ist. Deshalb wurde die Auswahl der zu analysierenden Interaktionspartner
limitiert. Untersucht wurde FRET zwischen den Donoren CIC-7-CFP (CT) bzw. CIC-6-CFP
(CT) und den Akzeptoren WT-Ostm1-YFP(CT), CD4-Ostm1-CD4-YFP(CT) und CIC-7-YFP
(CT). Zur Generierung von WT-Ostml-YFP bzw. CD4-Ostml-CD4-YFP wurden die
Ostm1-Chimire (siche Kapitel 3.1.1) durch Restriktionsverdau und anschlieBender
Einklonierung iiber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Sall mit EYFP, im Vector
pEYFP-N3, , getagt”.

Die Immunfluoreszenzen der oben genannten Proteine zeigten gleiches Verhalten wie schon
in den subzelluliren Lokalisationsuntersuchungen besprochen (siche Kapitel 3.1.2.2), so dass
auf die entsprechenden Abbildungen verzichtet wurde. Nur die subzellulidre Lokalisation des
erstmals verwendeten CIC-6-ECFP soll kurz beschrieben werden. In Immunfluoreszenzen
lokalisierte CIC-6-ECFP in vesikuliren Strukturen der Zelle, unabhiingig von Koexprimiertem
WT-Ostm1-EYFP, CD4-Ostm|-CD4-EYFP oder CIC-7-YFP. Auch hatte es keinen Einfluf}
auf das Lokalisationsverhalten der koexprimierten Konstrukte.

Nach transienter Transfektion der FRET-kompetenten Proteine in HeLa-Zellen wurden
FRET-Untersuchungen am Laser Scanning Mikroskope LSM 510 (Zeiss) mit entsprechenden
Mikroskopeinstellungen untersucht und erhaltene Daten in graphischen Darstellungen zur
Auswertung aufgetragen. Dabei wurden alle FRET-Untersuchungen in gleichgroen Arealen
(ROI, region of interes) unter gleichen Bedingungen (ECFP-Anregung: Zwei-Photonenlaser,
810 nm, 8% Output-Power; EYFP-Bleichung: 514 nm, 1 min, 100% Output-Power)
vorgenommen, wobei vor allem im Falle der visuellen Kolokalisation jene Areale bevorzugt
gemessen wurden. Folgend wurden die FRET-Resultate getrennt vom verwendeten Donor,
CI1C-7-ECFP bzw. CIC-6-ECFP (als Kontrolle) betrachtet. Dabei wurden zunidchst die
Emissionsintensititen definierter Wellenlidngen vor und nach dem Bleichen in Einzel- und
Kotransfektion — graphisch  dargestellt und anschlieBend eine zusammenfassende
Quantifizierung der FRET-Effizienz vorgenommen. Zur Auswertung der YFP-
Fluoreszenziinderung wurden die  Emissionsintensititen auf den entsprechenden
Intensititswert von 479 nm (vor bzw. nach dem Bleichen) normalisiert. Um Aussagen zu
CFP-Fluoreszenziinderung treffen zu kdnnen, wurden die Emissionsintensitiiten vor und nach
dem Bleichen auf die Intensitit von 479 nm vor dem Bleichen normalisiert. Letztere
Emissionsintensititen wurden zur Berechnung der FRET-Effizienz verwendet, wobei die

gemittelten Emissionsintensititen im Bereich von 436 nm — 498 nm einbezogen wurden.
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Die FRET-Messungen von CIC-7-ECFP ergab eine fiir ECFP typische Emissionskul-\,e oL
und nach Bestrahlung bei 514 nm ("Bleichen"), mit den Maxima bei 468 nm und 500 nm
(Abb. 3.28.b). Auftfillig ist jedoch die drastische Abnahme der CFP-Fluoreszenz nach dem
Bleichen (Abb. 3.32.a), welche gemittelt bei 13,6% liegt (Abb. 3. 28.i) und dcmentSpreChend
bei der Auswertung von FRET-Untersuchungen bei Koexpression beriicksichtigt werden
muss. Die bei den FRET-Messungen von koexprimierten CIC-7-ECFP und Ostml_EYFP
resultierende Emissionskurve vor dem Bleichen des Akzeptors, hat einen fiir FRET ZWischen
ECFP und EYFP charakteristischen Verlauf. Dabei liegen dic Emissionskurven vop CFP
(Maxima bei 468 nm und 500 nm) und YFP (Maximum bei 532 nm) iibereinander Selagert
vor. Nach dem Bleichen des Akzeptors ist auch hier wieder eine Abnahme der CFp-
Fluoreszenz  ersichtlich  (Abb. 3.28.c). AuBerdem wird die Zcrst(irung O
Akzeptorfluorophors nach Bleichen durch die YFP-Fluoreszenzabnahme deutlich (Abb. 3.
28.d). Die Untersuchungen des FRET-Verhaltens zwischen CD4-Ostml-CD4-EYFp S
CIC-7-ECFP ergaben ihnlich Resultate. Vor dem Bleichen ist ein FRET—typiScher
Emissionskurvenverlauf zusehen, welcher nach dem Bleichen auf den CFP tyPischen
Emissionskurvenverlauf zuriick fallt. Auch ist eine Abnahme der CFP-Fluoreszep,, oo
beobachten (Abb. 3.28.e). Mit CIC-7-EYFP koexprimiertes CIC-7-ECFP zeigt ein deutliches
FRET-Signal. Neben der CFP-Emission zeichnet sich eine starke YFP-Emission ab, Wobei
letztere wiederum nach Bleichen ausbleibt (Abb. 3.28.h). Es wird aber eine geringfﬁgige
Zunahme der CFP-Fluoreszenz deutlich (Abb. 3.28.g).

Die FRET-Effizienzen der einzelnen Akzeptoren beziiglich des Donors CIC-7-ECFP Wurden
ermittelt (Abb. 3. 28.i). Da CIC-7-ECFP nach "Bleichen” selbst stark an Fluoreszenz Verloren
hat, muss jene Abnahme zu den einzelnen FRET-Effizienzen addiert werden. So betriigt die
FRET-Effizienz zwischen CIC-7-ECFP und OstmI-EYFP ca. 11%, zwischen CIC-7_ECFP
und CD4-Ostm1-CD4-EYFP etwa 8% und zwischen CIC-7-ECFP und CIC-7-EYFP knapp
20% (Abb. 3.30). Das Vorhandensein des FRET-typischen Emissionkurvenverlaufes sowie
die FRET-Effizienzen deuten darauf hin, dass eine Interaktion der betrachteten Proteinpaare
besteht.

Zusitzlich wurde die Emmission der einzeltransfizierten YFP-Konstrukte unter gleichen
Bedingungen detektiert und graphisch dargestellt, um ecine Anregung des YFP ohne CEP
ausschlieBen zu konnen (Abb. 3. 28.j-1). Dabei wurden die limissionsintcnsiliiten des

exprimierten YFP-Konstruktes auf die gemittelte Emissionsintensitiit bei 479 nm vor Bleich
en
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Abbildung 3.28: In vivo-FRET-Analysen zwischen CIC-7-CFP-Donor und potentiellen YFP-Akzeptor-
Konstrukten in HeLa-Zellen a-h Nach Transfektion der cDNAs des Donorfluorophors, CIC-7-ECFP, und
potentiellen der EYFP-Akzeptor-Konstrukten in HeLa-Zellen und anschlieBender Expression (24 h) wurden
FRET-Messungen durchgefiihrt. Dabei wurden nach Anregung des Donor-CFP (Zwei-Photonlaser, 810 nm) die
Emissionsintensititen gegen ausgewihlte Wellenlingen definierter ROI aufgetragen (blauer Graph). Nach
Bleichen des Akzeptors bei 514 nm (1min, 100% Output-Power) wurden die Intensititen des Donor-CFPs erncut
aufgenommen (roter Graph). a, ¢, ¢, g, Bei der Auftragung wurden die Intensitéten vor und nach Bleichung zur
Betrachtung der CFP-Anderung auf die Intensitit bei 479 nm vor dem Bleichen normalisiert. b, d, f, h, Zur
Betrachtung der YFP-Anderung wurden hingegen die Intensititen auf die jeweilige Intensitiit vor bzw. nach
Bleichen auf die Intensitit bei 479 nm normalisiert. Die graphische Darstellung in i, illustriert die vorldufigen
FRET-Effizienzen, ermittelt aus dem Vergleich der CFP-Fluoreszenzinderung der Emissionsintensititen im
Bereich von 436 nm — 489 nm vor und nach dem Bleichen aus a, ¢, e, g, der einzelnen Konstrukt-
Kombinationen. In a und b ist ¢in typischer CFP-Emissionskurvenverlauf ersichtlich, jedoch wird in a eine
starke Abnahme der CFP-Intensitit deutlich, welche vermutlich auf das ,,.Durchbluten” der YFP-Bleichung
zuriickzufiihren ist, und bei der Bestimmung der realen FRET-Effizienzen fiir die einzelnen potentiellen YFP-
Akchoren mit einberechnet werden muss (hier nicht gezeigt). Bei der Betrachtung der Graphen c-h konnte mehr
oder weniger vor dem Bleichen eine FRET-typische Emissionskurve (Uberlagerung von CFP- und YFP-
Emissionskurve) detektiert werden, welche nach Bleichen des YFP wiederum die CFP-typische Emissionskurve
annimmt. Jedoch ist wiederum e¢in Bleichen von CFP, v.a. in ¢ und e, ersichtlich. Letztendlich macht das stirkste
FRET die CIC-7-ECFP/CIC-7-EYFP Kombination. Aber auch Ostml-EYFP (¢, d, i) sowie CD4(NTD)-
Ostm1(TMD)-CD4(CTD)-YFP (e, f, i) zeigen FRET, welches auf eine Interaktion der Ostm1-TMD mit CIC-7
hindeutet. j-l dienen der Kontrolle des Ausbleibens einer Anregung der YFP-Akzeptoren bei 405 nm (gleiche
Parametereinstellung, normalisiert auf die gemittelte Intensitit bei 479 nm vor Bleichen mit koexprimiertem
CIC-7-ECFP). n, Anzahl der gemessenen ROILL
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des Versuchsansatzes mit selbigem YFP-Konstrukt und koexprimiertem CIC-7-ECpp
normalisiert. Da bei allen einzeln vorliegenden YFP-Konstrukten keine Emission g€messen
werden konnte (nur Hintergrunddetektion mit maximal 2,5%), resulticren die €Mittierten
YFP-Signale in den Versuchen bei Koexpression aus dem Fluorc.\/.cn/.-Rcsonunz-Energie_

Transfer vom angeregten Donor, C1C-7-ECFP.

Nun soll das FRET-Verhalten der YFP-Konstrukte mit CIC-6-ECFP als Donor betrachtet
werden. In publizierten Lokalisations- und Co-IP-Untersuchungen zwischen ClC-g a
Ostm-1 konnte keine Interaktion zwischen den beiden Proteinen gezeigt werden [Lange et al,
2006], so dass CIC-6-ECFP in den folgenden FRET-Experimenten als Konlroll-Dorlor 0
CIC-7-ECFP dienen soll. Untersuchungen am CIC-6-ECFP beziiglich seiner Emissiop ST
und nach dem "Bleichen" ergab, ebenso wie bei CIC-7-ECFP, eine CFP‘tYpische
Emissionskurve mit Abnahme der CFP-Fluoreszenz um etwa 14,8% (Abb. 3.29. a, b, j.
Betrachtet man das Emissionsverhalten bei Koexpression von CIC-6-ECFP und Ostm | -EYFP
sowie CIC-6-ECFP und CD4-Ostm1-CD4-EYFP (Abb. 3.29.d.f), so erkennt man cinty
nahezu gleichen Kurvenverlauf im Vergleich zum einzelexprimierten CIC-6-CFp (Abb.
3.29.b). Auch der Verlust an CFP-Fluoreszenz nach Bleichen ist bei allen drei FRET-
Untersuchungen mit 13,4-15% anniihernd gleich groBl (Abb. 3.29.a,c,e,i), so dass die FRET-
Effizienz der Akzeptoren, Ostm1-EYFP und CD4-Ostm1-CD4-EYFP, beziiglich des Donors
CIC-6-ECFP letztendlich Null entspricht (i). Das Ausbleiben einer YFP-Emission bzw FRET
deutet auf eine ausbleiben Interaktion zwischen den betrachteten Proteinen hin, welche den
veroffentlichten Lokalisations- und Co-IP-Untersuchungen zwischen CIC-6 und Ostm.|
entsprechen. Zwischen CIC-7-EYFP und CIC-6-ECFP hingegen scheint FRET vorhangep, e
sein, da ein FRET-typischer Emissionskurvenverlauf (positiv fiir CFP- und YFP'EmiSsion)
detektiert wurde (Abb. 3.29.h). Nach Bleichen des Akzeptors wird hingegen wiederuyy, o
CFP typischer Emissionskurvenverlauf, mit geringfiigiger Abnahme an CFP-FluoreSZenz,
ersichtlich (Abb. 3.29.g). Die FRET-Effizienz zwischen CIC-7-EYFP und CIC'G‘ECFP
betrigt nach Beriicksichtigung des Bleichverhaltens einzeln vorliegendem CIC-7-ECFp et
11%, was stark auf eine Interaktion zwischen CIC-7-EYFP und CIC-6-ECFP hindeutet (Abb.
3.30).

Das Ausbleiben einer Emission der YFP-Konstrukte nach Anregung unter gleichen

Bedingungen diente hingegen wiederum als Kontrolle (Abb. 3.29.j-1).
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Abbildung 3.29: in vivo-FRET-Analysen zwischen CIC-6-CFP-Donor und potentiellen YFP-Akzepor-
Konstrukten in HeLa-Zellen (Kontrolle) a-h Nach Transfektion der cDNAs des Kontroll-Donor-
fluorophors, CIC-6-ECFP, und der EYFP-Akzepor-Konstrukten in HeLa-Zellen und anschlieBender Expression
(24 h) wurden FRET-Messungen durchgefiihrt. Die Anregung des Donor-CFPs erfolgte mit einem Zwei-
Photonlaser (810 nm), das Bleichen mit einem 514nm-Laser (1 min, 100% Output-Power). Vergleichend wurden
die Emissionsintensitiiten gegen ausgewiihlte Wellenlingen definierter ROI aufgetragen (vor Bleichen blauer,
nach Bleichen roter Graph), wobei in a, ¢, e, g (Betrachtung der CFP-Anderung) die Intensititen vor und nach
Bleichen auf die Intensitit bei 479 nm vor dem Bleichen normalisiert und in b, d, f, h, (Betrachtung der YFP-
Anderung) die Intensititen auf die jeweilige Intensitit vor bzw. nach Bleichen bei 479nm normalisiert wurden.
In i sind die vorliufigen FRET-Effizienzen (Differenz aus den CFP-Emissionsintensitidten im Bereich von
436 nm - 489 nm vor und nach dem Bleichen) der einzelnen Konstrukt-Kombinationen dargestellt, welche noch
durch den CFP-Verlust beim ,,Durchbluten* des YFP-Bleichens korrigiert werden miissen. a und b, CIC-6-EGFP
alleine, zeigt ein CFP-typischen Emissionskurvenverlauf, mit Abnahme der CFP-Intensitit nach "Bleichen".
Auch in der Betrachtung der Emissionsintensititen von CIC-6-EGFP koexprimierten Ostm1-EYFP (¢, d, i) bzw.
CD4(NTD)-Ostm1(TMD)-CD4(CTD)-YFP (e, f, i) konnte YFP durch Energietransfer von CFP nicht angeregt
werden, so dass vor und nach Bleichen ein CFP-typischer Emissionskurvenverlauf detektiert wurde. Ein
fehlendes FRET-Signal deutet dabei auf cine ausbleibende Interaktion zwischen CIC-6 und Ostml1 bzw. dem
Ostm1-Chimiir hin. (i, FRET-Effizienz nahezu Null nach Abzug des CFP-Bleichens). g,h, Bei Koexpression von
CIC-6-ECFP und CIC-7-EYFP, zeichnet sich hingegeben ein FRET-typische Emissionskurvenverlauf
(Uberlagerung von CFP- und YFP-Emissionskurve) vor Bleichen ab, welcher nach Bleichen des YFP wiederum
den CFP-typischen Verlauf annimmt. j-1 dienen der Kontrolle des Ausbleibens einer Anregung der YFP-
Akzeptoren bei 405 nm (gleiche Parametereinstellung, normalisiert auf die gemittelte Intensitédt bei 479 nm vor
Bleichen mit koexprimiertem CIC-6-ECFP). n, Anzahl der gemessenen ROL.
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Zusammenfassung der FRE T-Effizienzen zwischen CIC-7-
ECFP bzw. CIC-6-ECFP und ausgewahlten Akzeptoren
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Abbildung 3.30: Zusammenfassung der FRET-Effizienzen zwischen CIC-7-
ECFP bzw. CIC-6-ECFP und ausgewiihlten YFP-Akzeptoren Da dic Donoren
selbst stark an Fluoreszenz verloren, wurden die jeweiligen FRET-Effizienzen der
untersuchten Donor-Akzeptor-Paare durch Addition des CFP- Emissionsverlustes
korrigiert (Werte aus Abb. 3.32 i bzw. Abb. 3.33 1). Fir die FRET-Analysen mit
CIC-7-EGFP als Donor ergaben sich fiir die folgenden Akzeptoren FRET-
Effizienzen von ca. 11% mit Ostm1-EYFP, ca. 8% mit CD4-Ostm1-CD4-EYFP
und ca. 20% mit CIC-7-EYFP. Mit CIC-6-EGFP als Donor hingegen konnten fiir
die Akzeptoren folgende FRET-Effizienzen ermittelt werden; nahezu 0% mit
Ostml-EYFP, ca. 1,5% mit CD4-Ostm!-CD4-EYFP und ca. 11% mit CIC-7-
EYFP.

Wie schon in den vorherigen Interaktionsuntersuchungen (Lokalisationsuntersuchungen, Co.-
IP) weisen die Ergebnisse der FRET-Analyse auf die OstmI-TMD als lmeraktionsdomane
zwischen Ostm1 und CIC-7 hin. AuBerdem deuten die FRET-Analysen zwischen Clc-7.
ECFP und CIC-7-EYFP bzw. zwischen CIC-6-ECFP und CIC-7-EYFP auf eine Homo- bzw.

Heterodimerisierung hin.

3.3 Subzelluléire Lokalisation von Ostm1-Tramembrandomin-

Mutanten in Ostm1-EGFP und CD4-Ostm1-CD4-EGFP

Da die Ergebnisse der Lokalisationsuntersuchungen bzgl. der Ostm1-CD4-Chimire auf g; S
Transmembrandomine von Ostml als mogliche Interaktionsdomiine hinweisen, Wurdep
Chimire zur detaillierten Analyse der Transmembrandomine von Ostm| generiert. Zu diegep,
Zweck wurde die Region der DNA, welche fiir die Transmembrandomiine kodiert, in dre;
Abschnitte geteilt (7 bzw. 8AS) und durch Alanin bzw. Glycin bei schon gegebenem Algpiy
ersetzt (Abb. 3.31). Praktisch wurden dazu in einer rekombinanten PCR synthetisierte Prjpye,

entsprechend der zur mutierenden cDNA-Region eingesetzt. Es wurden dic DNAg von
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Ostml-EGFP und CD4(NTD)-Ostm1(TMD)-CD4(CTD)-EGFP  zur Mutation der
Transmembrandomiine verwendet, da beide ohne CIC-7 expremiert unterschiedlich zellulir
verteilt sind und in Gegenwart von CIC-7 lysosomal vorliegen. Dementsprechend liegen nur
die TMD-Mutatanten beider Ausgangschimire lysosomal mit CIC-7 vor, bei denen die
Interaktion noch gewiihrleistet ist. AuBlerdem kann man zwischen einer moglichen Nicht-
Interaktion oder einer retikuldren Retention durch Proteinmissfaltung mittels direkten

Vergleichs der TMD-Mutationen beider Ausgangschimire unterscheiden.

a, Ostml-Transmembrandomin-Mutanten in Ostml-EGFP
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Abbildung 3.31: Klonierungsstrategie fiir die TMD-Mutanten Ausschnitt der Aminosiduresequenzen von
Wildtyp-Ostm1(a) und CD4(NTD)-Ostm(TMD)-CD4(CTD) (b), wobei die TMD in a und b gelb unterlegt
sind. Die TMD sind in drei Abschnitte I, 11, 111 zu 7 bzw. 8AS aufgeteilt. Durch den Austausch der
Aminosiduren durch Alanin (bzw. Glycin bei gegebenem Alanin, grau unterlegt), entstehen je drei TMD-
Mutanten bzgl. der Ausgangspeptide (unterhalb der Ausgangspeptid-Abschnitte dargestellt). Ab- bzw.
aufwiirts der mutierten Aminosiuresequenzen folgen die AS-Sequenzen der Ausgangskonstrukte.
In ersten Lokalisationsuntersuchungen (analog zu 3.1.) wurden dann die generierten TMD-
Mutanten mit und ohne CIC-7-HA in HeLa-Zellen transfiziert. Bei Einzeltransfektion der
Tramembrandomin-Mutanten verhielten sich dabei die exprimierten Konstrukte wie ihre
unmutierten Ausgangskonstrukte, d.h. dass diec Ostm!-EGFP mutierten Konstrukte fast
ausschlieBlich retikulidr verteilt vorlagen und die CD4-Ostm1-CD4-EGFP mutierten

Konstrukte iiberwiegend an der Plasmamembran lokalisiert waren. Bei Koexpression mit
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CIC-7 inderte sich hingegen die subzellulire Lokalisation der Konstrukte, in denen die ersten
acht (I) bzw. folgenden acht (I) Aminosiuren durch Alanin (bzw.Glycin) ersetzt wurden,
Dabei colokalisierten sie mit CIC-7 in Lamp-I-positiven Strukturen. Konstrukte, in denen gje
letzten 8 Aminosduren der Ostml-Transmembrandomiine mutiert wurden, zeigten dagegen
keine Lokalisationséinderung. Folglich deuten die ersten Untersuchungsergebnisse ger
subzelluldren Lokalisation der Ostml-TMD-Mutatanen darauf hin, dass die letzten acht
Aminosiduren der definierten Transmembrandomiine von Ostm| fiir die Interaktion mit ClC-7
wichtig sind.

Da die Transfektionen zu Lokalisationsuntersuchungen der Ostml-Tramembrandomsp-
Mutanten erst einmalig (mit geringer Transfektionseffizienz) durchgefiihrt wurden ypgq
demzufolge auch keine Quantifizierungen erstellt werden konnten, sind diese vorléiuﬁgen

Ergebnisse unter Vorbehalt zu bewerten.

3.4 Stabilitatsuntersuchungen von CIC-7

In Gewebslysaten von Ostml-KO-Miusen konnte eine starke Reduktion des ClC-7-
Proteinlevels gezeigt werden [Lange et al., 2006]. Zudem ist CIC-7 das cinzige Siiuger-CLC_
Protein, welches keine N-Glykosylierungsstellen aufweist. Damit liegt die Vermutung nahe,
dass CIC-7 durch lysosomale Proteine vor Degradation geschiitzt wird. Letztendlich wirft sich
die Frage auf, ob Ostml, mit seiner hochgradigen N-terminalen Glykosylierung und ger
lysosomalen Interaktion mit CIC-7, nicht selbst fiir den Schutz von CIC-7 verantwortlich ist.
Um diese Annahme zu priifen, wurde eine Methode zur Stabilititsuntersuchung von ClC-7
entwickelt. Mit dieser Methode sollen die Halbwertszeiten der CIC-7 Degradation o
Abhingigkeit von Ostm1 und Ostm1-ANT verglichen werden (Abb. 3.32).

WT-Ostml
b Ostml-ANT

H,N

COOH COOH

COOH
Abbildung 3.32: Stabilititsuntersuchung — Modell von CIC-7 und seinen zu untersuchendey,
Interaktionspartnern In a und b ist CIC-7 mit den zu untersuchenden Stabilisatoren dargestellt, wobej i
a die in vivo vorkommende Interaktion mit WT-Ostm| dargestellt ist und b dic Interaktion zu Ostm1-ANT
illustriert. Diese Abbildung dient lediglich als Modell zur Untersuchung der postulierten Schulzl‘unklion
des hochgradig glykosyliertem WT-Ostm1 zur lysosomalen Stabilisicrung des unglykolysicrten CIC-7, Y
an WT-Ostm] symbolisieren die putativen N-Glykosylierungsstellen). (Zusammengefiigt/ Modifiziert nach
[Dutzler et al., 2002] und [Lange et al., 2006])
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Ergebnisse

Fiir die Stabilititsuntersuchungen von CIC-7 wurde das Ostm1-ANT-Konstrukt generiert, in
dem die N-terminale Sequenz mit den putativen Glykosylierungsstellen aus der fiir Wildtyp-
Ostm1 kodierenden ¢cDNA herausgeschnitten wurde. OstmI-ANT besteht also folglich aus
den ersten Aminosiiuren Met-1 bis Thr-39, inklusive der Schnittstelle der Signalpeptidase,
und den letzten Aminosiiuren, von Cys-279 bis Thr-338, des Wildtyp-Ostm1 (Abb. 3.33).
Praktisch erfolgte die Mutation wiederum mittels rekombinanter PCR mit entsprechenden
Primern. Fiir die folgenden Lokalisationsuntersuchungen von OstmI-ANT in Abhingigkeit
von CIC-7 und der Stabilititsuntersuchungen von CIC-7 wurde die neu generierte Mutante

wiederum C-terminal mit Myc, in pcDNA3.1.4+ , bzw. mit EGFP, im Vector pEGFP-N3,
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Abbildung 3.33: Vergleich der AS-Sequenz von Ostm1-ANT und WT-Ostml Die AS-Sequenzen sind
untereinander dargestellt, unten von WT-Ostml und dariiber von Ostml-ANT. AuBerdem sind N-
Glykosylierung (rot unterlegt) sowie die TMD (blau unterlegt) dargestellt. Zudem ist das Eptiop, gegen welches
der gl-N3 Antikorper gerichtete ist, in roter Unterstreichung gekennzeichnet (AS-37 bis AS-60). Die Scheren
symbolisieren dic aus dem WT-Ostm] herausgeschnittene AS-Sequenz zur Generierung des Ostm1-ANT. !
kennzeichnet die Schnitstelle der Signalpeptidase. TMD, Transmembrandomiine.
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3.4.1 Subzelluliire Lokalisation des Ostm1-ANT in Abhiingigkeit von C1C.7
Da Ostml-ANT als Voraussetzung fiir die folgende Stabilititsuntersuchung mit ClC-7
interagieren sollte, wurden subzellulire Lokalisationsuntersuchungen des OstmI-ANT jp
Abhingigkeit von CIC-7 vorgenommen. Bei Einzeltransfektion von cDNA des Ostm1-ANT-
EGFP(CT) sicht man eine retikuldre und perinukleire Verteilung in HeLa-Zellen (App.
3.34.a). Bei Koexpression von Ostml-ANT-EGFP(CT) mit CIC-7-HA(CT) tiberlagern bejde
Proteine punktférmig in Lamp-l-positiven Strukturen, den spiten Endosomen by,
Lysosomen (Abb. 3.34.b). Auch in Quantifizierungen der subzelluliren Ostm1-ANT-
Lokalisation wird ein Lokalisationswechsel vom ER in Abwesenheit von CIC-7 4,
Lysosomen bei Koexpression mit CIC-7 deutlich (Abb. 3.35). Ebenso wurden gje
Quantifizierungen der lysosomalen Ostml-ANT-Lokalisation in Abhiingigkeit von ClC-7,
sowie die Betrachtung der ER-Rentention von OstmI-ANT in Abwesenheit von CIC-7 i,

Vergleich zu WT-Ostml betrachtet (Abb.3.36). Auch die gepaarten t-Tests mit zweiseijtjper
L=

Ostm1-ANT-EGFP CIC-7-HA

Ostm1-ANT-
EGFP

Ostm1- ANT-EGFP
+ CIC-7-HA

Abbildung 3.34: Subzellulire Lokalisation yon Ostm1-ANT-EGFP in Abhiingigkeit von CIC-7 in HeLg.
Zellen a, Einzelexprimiertes Ostm1-ANT-EGFP (griin) ist hier retikulir und perinukleir in der Zelle verteilt, gg
kolokalisiert nicht mit Lamp-1 positiven Vesikeln. b, Bei Koexpression mit CIC-7-HA licgt das Konstrykt
zusammen mit CIC-7 in weiBen punktférmigen, Lamp-1-positiven Kompartimenten vor. Es fand folglich i
Lokalisationswechsel statt. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen Lamp-1 und HA fiir CIC-7-HA
MaBstab 10um :
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a
Ostm1-ANT Lokalisation
_— in Abhingigkeit von CIC-7
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Abbildung 3.35: Quantifizierung der Ostm1-ANT-EGFP-Lokalisation in Abhiingigkeit von CIC-7-HA
Prozentuale Zuordnung der ermittelten  zelluliren Verteilung des Ostml-ANT zu den definierten
Kompartimenten in Abhiingigkeit von CIC-7, a graphisch, b in Zahlen. Der Lokalisationswechsel des Ostm1-
ANT vom ER in Abwesenheit von CIC-7 zu Lysosomen bei Koexpression mit CIC-7 ist deutlich erkennbar. In
der Tabelle sicht man die nahezu identische subzellulire Lokalisation von WT-Ostm1 und Ostm1-ANT.

a, WeiBe Balken entsprechen Werten von Ostm1-ANT ohne CIC-7-Expression, Schwarze Balken Werten von
Ostm1-ANT mit koexprimiertem CIC-7. Fehlerbalken zeigen Standardfehler. n, Anzahl der Versuchsdurchldufe
(pro Versuchsdurchlauf mehr als 100 Zellen ausgewertet).

b, Tabellarische Zusammenfassung der subzelluliren Verteilung von WT-Ostml (Werte aus Tab.3.1) und
Ostm1-ANT ohne bzw. mit koexprimiertem CIC-7. n, Anzahl der Versuchsdurchldufe. (pro Versuchsdurchlauf
mehr als 100 Zellen ausgewertet).

Abbildung 3.36: Quantifizierung der

Ostm1-ANT-EGFP-Lokalisation in b Retikulire Verteilung des
g e, S Ostm]l-ANT Konstruktes

Abhingigkeit von CIC-7-HA, sowie A e CIC

Betrachtung der ER-Retention von bz

Ostm1-ANT-EGFP in Abwesenheit von a Lysosomalen Lokalisation |/ |

CIC-7 im Vergleich zu WT-Ostml df"‘ Ost{ll:AN:l‘-Konsmktes é R

a, Vergleichende graphische Darstellung in Abhinigkeit von CIC-7 : 'g 100 -

von WT-Ostml (Werte aus Tab. 3.1.) und F 100 - 5-55 90 -

Ostm1-ANT fiir die lysosomale prozentual = 90/ S b F 80 - == ns.

ermittelten Verteilung in  Ab- (weille ""E 80 EEE 70 |

Balken) und Anwesenheit (schwarze E § & 7] .EE E 60 4

Balken) von CIC-7. S 60 48 so |

b, Vergleichende graphische Darstellung g 8P s0- e oo ]

von WT-Ostml1 (Werte aus Tab. 3.1.) und o8 R a0 . E =] 30 |

Ostm1-ANT der prozentual ermittelten .Ef afg 30 !og 20 -

retikuldren (weile Balken) und nicht- o % -g, 20 - .2 10 |

retikuldren Verteilungen (schwarze §—° K. 10 - E% 0 i '

Balken) der cnv.cl.cy.(P.rnmcr?cn &9 8 0 | g B :oml-

Konstrukte (ohne  Koexpression  von WI- ,Ostml- g L Aot e

Gl Ostml-) ANT- ECFP | ECFP

a, b, In beiden Darstellungen wird das Oochne CIC-7 EGFP | EGFP O retikulir |

nahezu identische Verhalten von WT- B mit CIC-7 ! i e

Ostml und Ostml-ANT  bzgl. des
Lokalistaions-wechsels in  Abhiingigkeit
von CIC-7 bzw. der Retentionsverhalien ohne CIC-7 deutlich. a, Sowohl WT-Ostm1 als auch Ostm1-ANT
lokalisieren mit etwa 80% im Lysosomen mit koexprimiertem mit CIC-7. Ohne CIC-7 waren beide Konstrukte nur
geringfiigig in lysosomalen Kompartimenten anzutreffen. b, Bzgl. der Lokalisation ohne CIC-7 sind beide mit
iiber 75% im ER lokalisiert (ER-Retention ohne CIC-7).

Fehlerbalken zeigen Standardfehler. Gepaarter t-Tests mit zweiseitiger Verteilung mit der Basismatrix der
lysosomalen WT-Ostm1-EGFP Verteilung in Anwesenheit von CIC-7 (a) bzw. mit der Basismatrix der retikuldren
WT-Ostm1-EGFP Verteilung in Abwesenheit von CIC-7 (b); n.s., nicht signifikant.)

45



Verteilung zeigten keine signifikante Abweichung zwischen OstmI-ANT-EGFP und Ostm -
EGFP. Demzufolge verhiilt sich die subzellulire Lokalisation von OstmI-ANT genauso wie
die von WT-Ostm1.

Weiterhin wurde die Deletion der N-terminalen Sequenz aus Wildtyp-Ostm1 untersucht. Dazy,
wurden Ostm1-EGFP und Ostml-ANT-EGFP in HeLa-Zellen tiberexprimiert und  Ostmy
mittels eines gegen Epitope im N-Terminus von Ostml gerichteten Antikorpers (g/-N3, App.
3.33) versucht zu visualisieren. Vergleicht man das Lokalisationsverhalten von WT-Ostm]
und Ostm1-ANT (Abb. 3.37 GFP-Signal in erster Spalte), so weisen beide ohne CIC-7  ejpe
Retention im endoplasmatischen Retikulum auf (wie schon gezeigt). Mittels der gIl-N3-
Antikorper konnte WT-Ostml detektiert werden. Dieses Signal liberlappt mit dem GEp.
Signal von WT-Ostm1-EGFP (Abb. 3.37.a). In Ostm-ANT-EGFP transfizierten Zellen blieb
hingegen eine Detektion mittels g/-N3-Antikorper aus (Abb. 3.37.b). Da WT-Ostm1-EGEp
im Gegensatz zu OstmI-ANT-EGFP mit g/-N3-Antikorpern detektiert werden konnte, kann
man davon ausgehen, dass die Deletion der N-terminalen Sequenz aus Wildtyp-Ostm
erfolgreich war.
GFP-Signal o gl-N3

Lamp-1 ﬂberlageru“g

WT-Ostm1-EGFG

Ostm1-ANT-EGFG

Abbildung 3.37: Detektion von Ostml-EGFP und Ostm1-ANT-EGFP mit g/-N3 Antikérpern in HeLa.
Zellen In Einzeltransfektionen liegen exprimiertes Ostm1-EGFP (a, griin) und Ostml-ANT-EGFP (b, griin)
retikulidr verteilt in der Zelle vor. In der 2. Spalte erfolgte dic Detektion von Ostml mittels g/-N3 Amik(?rper
welche gegen Epitope im N-Terminus von Ostml gerichtet sind. b, In WT-Ostm1-EGFP transfizierten Zeller;
erfolgte eine Detektion mit gl-N3 Antikorper (rot). Das Signal tberlagert mit dem EGFP-Signal. b, In Ostm].
ANT-EGFP transfizierten Zellen blieb eine Detektion mittels g/-N3-Antikorper aus. Deutet auf crl‘olgrcichc
Deletion der NT-Sequnz hin.

Auch wurde Lamp-1 (Markerprotein fiir spite Endosomen/Lysosomen) detektiert (blau), welches jedoch weder
mit Ostm1- EGEP noch mit Ostm1-ANT-EGFP kolokalisiert.

Die Detektion erfolgte mit Antikdrpern gegen Lamp-1 und mit g/-N3-Antikorpern gegen Epitope des Ostm 1-NT
MaBstab 10um. :
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3.4.2 Stabilitiit von CIC-7 in Abhiingigkeit von Ostm1 und Ostm1-ANT

Zur Stabilitidtsuntersuchung von CIC-7 wurden C7A-MAF-Zellen mit WT-Ostm1 bzw.
Ostm1-ANT und CIC-7-HA kotransfiziert. Nach 12 Stunden Expression wurden den Zellen
Cycloheximid (CHX) zugesetzt, um die weitere Expression zu unterbinden. Zum Zeitpunkt
der CHX-Zugabe (0 h) und definierten Inkubationszeiten nach CHX-Zugabe (1, 2, 4, 8, 12,
33 h) wurden die Zellen lysiert und die Proteine mittel SDS-PAGE aufgetrennt. Nach
Western Blot wurde Rab4 und CIC-7-HA mit HA-Antikorpern detektiert. Als Kontrolle
wurden untransfizierte Zellen nach gleicher Prozedur in SDS-PAGE, Western Blot und
Detektion mitgefiihrt. Die Ponceau-Firbungen und detektiertes Rab4 (vergleichbar groflere

Halbwertszeit als CIC-7) zeigen dabei die dquivalente Auftragung der Lysate.

a, WI-Ostml-EGFP + CIC-7-HA | D, Ostml-ANT-EGFP + CIC-7-HA

canac L oL T T oo —

Abbildung 3.38: Stabilitiitsuntersuchungen von CIC-7 in Abhiingigkeit von WT-Ostml und
Ostm1-ANT C7A-MAF-Zellen wurden a, mit cDNA von CIC-HA(CT) und WT-Ostm1-EGFP(CT) bzw. b,
mit cDNA von CIC-HA(CT) und OstmI-ANT-EGFP(CT) Ansiitze transfiziert. Nach 12h Expression wurde
die Expression mit Cycloheximid (CHX) gestoppt. Nach definierten Inkubationszeiten von CHX (0, 1, 2, 4,
8, 12, 33 h) wurden die Zelllysate und das Kontrolllysat (k, untransfiziert Zelle, Lysat zum Zeitpunkt O h)
letzte Spur der jeweiligen Membranen) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Western Blot erfolgte die
Detektion von CIC-7-HA mit Antikérpern gegen HA-Epitope und gegen das frith-endosomale Rab4. b,
Dabei war CIC-7 bei Koexpression von CIC-HA mit Ostm1-ANT-EGFP nach etwa 8 Stunden des erfolgten
Epressionsstopp vollstindig abgebaut. a, Bei Koexpression von CIC-HA mit WT-Ostm1-EGFP hingegen war
CIC-7 noch nach 12 Stunden vorhanden. Letztendlich kann man also schlussfolgern das WT-Ostm1 CIC-7
eher stabilisiert/schiitzt als Ostm1 ohne N-Terminus, welches zur postulierte Schutzfunktion von Ostm1, mit
seinem hochgradig glykoylierten N-Terminus, vor lysosomalen Degradation von CIC-7 passt.

Die Ponceau-Firbungen und detektiertes Rab4 (vergleichbar groBere Halbwertszeit als CIC-7) zeigen
dabei die dquivalente Auftragung der Lysate.

Die abgebildeten Western Blot zeigen die Abnahme des CIC-7-Ptoteinlevels (Bande bei ca.
70 kDA) mit zunchmender Inkubationszeit nach CHX-Zugabe, unabhiingig vom eingesetzten

Expressionspartner (Abb. 3.38). Jedoch scheint der Abbau von CIC-7 bei Kotransfektion mit

47



Ostm1-ANT schneller zu verlaufen, als bei Koexpression von CIC-7 mit WT-Ostm . Folglich
deuten die Ergebnisse erster Stabilititsuntersuchungen von CIC-7 darauf hin, dass der N-
Terminus von Ostm]1 zur Stabilisierung des CIC-7 beitriigt.

Es konnte die zeitliche Abnahme von CIC-7 nach Blockierung der Proteinsynthese im
Western Blot nachgewiesen werden, jedoch war eine prizise Differenzierung gep
Halbwertszeiten von CIC-7 in Anwesenheit von WT-Ostml bzw. Ostml1-ANT aufgrund

geringer Abweichungen und ausbleibender Reproduzierbarkeit nicht moglich,
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4. Diskussion

4.1 Die Ostm1-Transmembrandomsine als Interaktionsstelle

zwischen Ostml und CIC-7

Ostm1 colokalisiert als essentielle B-Untereinheit mit CIC-7 in Lysosomen. Dic\se Aussage
konnte aufgrund von in vivo Lokalisationsuntersuchungen gezeigt werden. 2udém konnte
P

eine retikuldre und perinukleire Retention von Ostm1 in CIC-7-defizienten Miusen und bei
Einzeltransfektion von  Ostml-cDNA beobachtet werden [Lange et al, 2006]. In der
vorliegenden Arbeit wurden die beschriecbenen Verhalten in einem Lokalisationsassay
involviert, um die Interaktion zwischen CIC-7 und Ostml auf submolekularer Ebene zu
untersuchen.

Die Lokalisationsuntersuchung wurden dabei auf Ostml, speziell seinen Doménen, durch
komplementidren Austausch von CD4-Dominen begrenzt. Dabei konnte erstmalig gezeigt
werden, dass die Transmembrandomine (TMD) von mOstml (Val-287 bis Leu-309)
essentiell fur die Interaktion mit CIC-7 ist. Auch eine Positivkontrolle, der
Lokalisationswechsel des N- Termini (NT)-deletierten Ostml (Ostm1-AAS40-278) zum
Lysosomen bei CIC-7 Anwesenheit, und eine Negativkontrolle, das Ausbleiben einer
Prizipitaion von CIC-7 mit dem Ostm1-C-Termini (CT) (Ostm1-CT, AS-307 bis AS-328) im
GST-Pulldown, stiitzen das Untersuchungsergebnis. Aufgrund der nahezu 100%igen
Sequenzhomologie ~ zur ~ humanen  Ostml-Transmembrandoméne,  kann  diese
Interaktionsbedingung zwischen Ostml und CIC-7 auch auf den menschlichen Organismus
iibertragen werden. Im Vergleich der humanen Ostm1-TMD-Sequenz mit anderen Spezies
zeichnen sich Vertreter sowohl mit ho!]cr \Homologie (u.a. Maus, Schimpanse, Haushuhn
-rind, Kugelfisch, Zebrafisch), als auch mit geringfiigiger Ubereinstimmung (Ciona
intestinalis (Schlauchsee-Scheide), C.elegans (Fadenwurm)) ab, was sich wohl auf ihre
Verwandtschaft zuriickfithren lisst. (Abb. 4.1). Jene Sequenzanalysen veranlassen jedoch die
Relevanz von Ostm1, aber auch von CIC-7 als Interaktionspartner, beziiglich ihrer Funktionen
in den verschiedenen Organismen zu priifen. Auch wird bei der Betrachtung auf
Sequenzhomolgie der Ostm1-TMD deutlich, dass nur ein Tyrosin (Tyr-304 in humanem WT-
Ostm1) konserviert ist, welches moglicherweise die fir die Interaktion verantwortliche
Aminosaure mit CIC-7 darstellt (Abb. 4.1).

In weiteren Lokalisationsuntersuchungen konnte die Ostm1-TMD als Interaktionsdoméne mit
vorldufigen Daten sogar auf dic letzten acht Aminosiuren (Val-302 bis Leu-309) reduziert

werden, was zudem Tyr-304 von Ostm1 als postulierte interagierende AS mit CIC-7 betitigt.
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Abbildung 4.1: Ostm1-TMD-Alignment ausgewiihlter Spezies. Tyr-304 als potentielle interagierenge AS
von Ostm1-TMD mit CIC-7. Im Vergleich der verschiedenen Ostm1-TMD (blau unterlegt) mit dem huma

Ostml zeichnet sich v.a. eine hohe Sequenzhomologie der Siuger-Ostm1-TMD ab. In den folgenden Sequenznen
des Zebrafisches, Schlauch-Seescheide und C.elegans, verringert sich hingegen die Homolgie zunehmeng eb{]*
nur noch wenige Aminosduren konserviert vorliegen. Da in dieser Arbeit die TMD von Ostml als eSSent’i uls
Interaktionsdoméne mit CIC-7 nachgewiesen werden konnte und zudem vorliufige LoknlisationsuntersuchuHe :
die letzten acht AS der TMD als ausreichend fiir die Interaktion eingrenzen (blau gestichelt unterlegt), kénmegde‘n
in allen hier illustrierten differenten Ostm1-TMD konservierte Tyrosin (rot unterlegt, Tyr-304 in hum e
Ostml) als die mogliche interagierende AS mit CIC-7 vermutet werden. St
Die Sequenzanalyse wurde mit den Datenbanken des UniProt Konsortiums (URL: www.uniprot.org) erstellt

Da Ostm]1 die Interaktion mit CIC-7 durch ein Motiv innerhalb seiner Transmembrand()méine
realisiert, liegt es nahe, dass auch CIC-7 mit seinen Transmembrandominen zur Intel‘aktion
beitridgt. Aufgrund der Proteintopologie von CIC-7 ist es zudem wahrscheinlicher, dasg die o
Helices, die am seitlichen Membraninterface des CIC-7-Dimers liegen, eine Ostm]-
Interaktion ermdglichen.

Vergleicht man Ostml mit der ersten fiir CLC-Proteine (speziell fir CIC-Ks) gefundene
essentielle B-Untereinheit Barttin [Estévez et al., 2001], so ergibt sich die Gemeinsamkejt der
Reduktion seiner o-Untereinheit auf Proteinlevel, aber zugleich der Unterschied in ihrer
Proteintopologie. Auch sind keine signifikanten Ubereinstimmungen beider B-Untereinheiten
in ihrer Sequenz ersichtlich. Da aber beide p-Untereinheiten die Bindung zu jhrey o
Untereinheit tiber ihre Transmembrandomine eingehen, Fir Barttin konnte die Intcraktion mit
den a-Helices B und J seiner CIC-K-Untereinheit gezeigt werden [Tajima er al., 2007], so
dass sich auch fiir Ostm1 eine Bindung mit der CIC-7-Tranmembrandomiine vermuten lasst,
Da Ostml und Barttin {iber die Transmembrandomine mit ihrer a-Untereinheit C1C-7 bzw.
den CIC-Ks interagieren, konnte dies ein konserviertes Schema fiir CLC-Proteine und ihrer B-
Untereinheiten darstellen, auch wenn beide B-Untereinheiten keine Homologie aufweisep, D
zukiinftigen Studien, auf der Suche nach neuen B-Untereinheiten der CLC-Proteine, konnte
geklart werden, ob B-Untereinheiten eine zwingend erforderliche Komponente im ¢y ¢

Transportkomplex sind, oder ob es ich bei CIC-7 bzw. CIC-K nur um Ausnahmen handelt,
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Diskussion

In der Arbeit vorliegende Untersuchungen, (Co-)Immunprézipitation (IP) und Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer(FRET)-Analysen, sollten die Ergebnisse der Lokalisations-

untersuchungen untermauern.

Die Ergebnisse der Co-IP-Untersuchungen deuten wiederum auf die Transmembrandomiéne
von Ostml als Interaktionsdomine zwischen CIC-7 und Ostm1 hin. In den Untersuchungen
konnte transfiziertes CIC-7-HA mit WT-Ostm1, mit dem Ostm1-Ostm1-CD4-Chiméar und mit
dem Ostm1-ANT-Konstrukt aus dem Zelllysat prizipitiert werden. Da jedoch entsprechende
Kontrollen, wie die Expression von CIC-7-HA bzw. der Ostm1-CD4-Chimire fehlte, und
erwartete Prizipitation von CIC-7 durch Ostm1-CD4-Chimére mit Ostm1-TMD ausblieb, sind
die Ergebnisse der Co-IP unter Vorbehalt zu betrachten.

Die Co-IP ermdglicht die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo-dhnlichen
Verhiltnissen, d.h. zwar dass bei der Isolierung prazipitierter Proteine entsprechend
verwendete Puffer dem Zellmilieu angepasst wurden, jedoch eine auftretende bzw.
ausbleibende Interaktion zwischen Proteinen nicht zwangsldufig in vivo auftreten muss. In der
untersuchten Co-IP zwischen Ostm1-CD4-Chimiéren und CIC-7 koénnten sich demnach die
Proteine durch das Autbrechen der Zellen verindert haben oder auch abgebaut worden sein,
so dass eine Interaktion zwischen Ostm1-CD4-Chimiren und CIC-7 ausblieb oder aber die im
gebildetem  CIC-7/Ostm1-CD4-Chimir-Komplex ~ vorhandenen = Wechselwirkungen  zu
schwach fiir eine Analyse mittels Co-IP waren (Nachweisgrenze). Diese Uberlegungen
wiirden die ausbleibende Interaktion zwischen CIC-7 und den Ostml-CD4-Chiméren mit
Ostm1-TMD, welche in den Lokalisationsuntersuchungen gezeigt wurden, erkléren.

Auch hingt der Immunoprizipitationerfolg von der Bindung des verwendeten Antikorpers ab.
Beispielsweise konnte sich die Proteinkonformationen der Ostm1-CD4-Chimére bei Zelllyse
verandert haben, so dass der verwendete Myc-Antikorper nicht an das Zielepitop (Myc-
Epiop) binden konnte und dementsprechend eine Prazipitation ausblieb. Dies wiirde
wiederum die fehlende Detektion erwarteter Interaktionen zwischen CIC-7 und Ostm1-CD4-
Chimare erkliren.

Des weiteren ist zu beachten, dass die Co-IP-Experimente zwar Auskunft iiber die mogliche
Interaktion von zwei Proteinen geben, jedoch keine Informationen darliber, wie diese
Interaktion stattfindet. Dementsprechend miissen die ermittelten Interaktionen zwischen den

Ostm1-Chimiren und CIC-7 nicht zwangsliufig iiber Transmembrandomine abgelaufen sein.

51



In FRET-Analysen konnten die Interaktionen zwischen CIC-7 und WT-Ostm1 bzw. dem
Ostm1-Chimér mit Ostm1-TMD gezeigt werden. Diese Ergebnisse deuten erneut darauf hip
dass die Ostml-TMD fur die Interaktion im CIC-7/Ostml-Komplex verantwortlich istj
Ebenfalls deuten die FRET-Analysen auf eine Homodimerisierung von CIC-7 und €ine
Heterodimerisierung von CIC-7 und CIC-6 hin.

Die Ergebnisse der FRET-Untersuchungen stellen erste Ergebnisse einer in diesem Labor neu
etablierten Methode dar, welche aufgrund ihrer Komplexitit systematische Fehler aufweisen
und dementsprechend als vorldufig zu betrachten sind. Im nun folgenden Abschnitt so]] auf
einige Probleme der FRET-Messung eingegangen werden.

Ein Indiz fur cinem im System vorliegenden Fehler ist der detektiertc FRET zwischen
koexprimiertem CIC-6-ECFP und CIC-7-EYFP und der damit einhergehenden Interaktion
zwischen beiden Proteinen, welche jedoch bei publizierten IP-Untersuchungen nicht detektiert
werden konnte [Suzuki ef al., 2006]. Erklaren kénnte man diese Beobachtung durch (aq
Problem der groen Variabilitit der Expressionslevel verwendeter Konstrukte, welche T
Falle hoher Expressionsraten moglicherweise eine Bildung von ECFP-/EYFP-Agregaten zur
Folge hatte, welche ein ,unechtes’ FRET-Signal implizierten. Zudem beeinflusst die hohe
Variabilitit der Expressionslevel das Verhiltnis von Donor-gebundenem zu Donor-
ungebundenem Akzeptor, was letztendlich zu groflen Differenzen der FRET-Effizienzep
zwischen betrachteten Vesikeln flihrte.

Auch ein Problem stellt der CFP-Intensititsverlust durch das ,,Durchblutens bei
Akzeptorbleichung dar. Der Grund der Verringerung von CFP-Emissionen liegt also primir
an der zu hohen Laserintensitét, in Kombination mit der Zeit des Bleichvorganges (514 nm,
1 min, 100% Output-Power). Jiingste Ergebnisse (nicht gezeigt), mit 10% Output-Power des
514 nm-Lasers fiir eine Minute, erwiesen sich als ausreichend fiir den Bleichvorgang,

Auch der intrazelluldre Transport untersuchter HeLa-Zellen stellt eine Fehlerquelle da. Dabej
ist nicht die x- bzw. y-Verschiebung der betrachteten Vesikel als problematisch anzusehen, dq
ein gesetztes ROI nachgezogen werden kann, sondern vielmehr die z-Bewegung, weil sich dje
zu analysierenden Kompartimente nach dem Bleichvorgang aus dem Fokus bewegen kénnep_
Ein weiterer Fehler kann bei der Setzung der ROI, in Form und Go6Be, entstehen. Um den
Vergleich zwischen verschiedenen Arealen mit gleicher oder differenter Kombination von
Donor- bzw. Akzeptor-Fluorophor zu gewihrleisten, sollten gleichgroBe ROI, wie in
vorliegender Arbeit, gesetzt werden. Da jedoch die betrachteten Kompartimente in Form und
Grofe eine breite Varianz aufweisen, stellt sich die Begrenzung definierter Areale )4

schwierig dar. Zudem ist die Form des definierten, zu bleichenden Areals aufgrund des
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mechanisch vorgegebenen Scannvorganges des Lasers beim Bleichen von Bedeutung. Der
Laser regt dabei zeilenweise entlang der x-Achse in Richtung der y-Achse gegebene
Fluorophore an. Um das Raster der sequentiellen Bleichung mit optimaler Effizienz nutzen zu
konnen, sollten die ROI quadratisch bzw. bei groBeren Arealen rechteckig mit langerer Basis,
gewdhlt werden, da somit die Berechnung des Arecals fir den Scannvorgang und folglich der

Bleichvorgang zeitlich minimiert wird.

Zusammenfassend bedarf es also einer Optimierung der hier beschriebenen Methoden, um
zum einen die tiber die Ostm1-TMD vermittelte Interaktion zwischen CIC-7 und Ostm1 zu
bestitigen und zum anderen die Ostm1-TMD als Interaktionsstelle detaillierter betrachten zu

konnen.

4.2 Retentionsverhalten der Ostm1-CD4-Chimire

Betrachtet man die subzellulire Verteilung von Ostm1 in Abwesenheit von CIC-7 (in CIC-7-
defizienten Miusen und bei Einzeltransfektion von Ostm1-cDNA), so liegt Ostm1 retikulér
und perinukledr in den Zellen vor [Lange et al., 2006]. Dieses Verhalten ldsst sich durch das
Vorhandensein eines Signalpeptides, welches den Transport zum endoplasmatischen
Retikulum (ER) steuert und die Unabkémmlichkeit von CIC-7 fiir den Export von Ostm1 aus
dem ER erklédren [Lange et al. 2000].

Es ist allgemein bekannt, dass es Sequenzmotive gibt, welche die Retention von Proteinen im
ER veranlassen [Teasdale und Jackson, 1996], [Michelsen et al., 2005]. Zudem ist auch
gezeigt worden, dass gegebene Retentionsmotive durch Interaktionspartner maskiert werden
kénnen und so einen ER-Export erlauben (am Beispiel des Karp-Komplexes nach [Zerangue
et al., 1999]. Ostm1 weist zwei Dilysin-Motive im C-Terminus (Motive: KKRK und KRLK,
in Maus und Mensch konserviert) auf, welche moglicherweise als Retentionssignale
fungieren. Durch Interaktion mit C1C-7 konnten diese Signale maskiert und damit inaktiviert
werden, woraufhin Ostm1 im Komplex mit CIC-7 das ER verlassen kann.
Lokalisationsuntersuchungen exprimierter Ostm1-Chimére ohne CIC-7 konnten jedoch die
Annahme der von Ostml C-terminal vermittelten Retention und damit den
Maskierungsmechanismus durch CIC-7 nicht bestitigen. Das Retentionsverhalten von Ostm1
wurde dabei durch komplementiiren Austausch von CD4-Doménen begrenzt auf die Ostm]1-
Dominen untersucht. Dadurch konnte gezeigt werden, dass neben dem Wildtyp-Ostm]1 nur
die Chimire mit ausgetauschtem Ostm1-CT eine retikulire und perinukledr Verteilung

(Retention) in den Zellen aufwiesen. Alle anderen Ostml-Chimére waren hingegen
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signifikant ~auf andere Zellkompartimente (u.a. spite  Endosomen/Lysosomen
Plasmamembran) verteilt. Letztendlich verursacht also nicht der C-Terminus von Ostm 1 tiber
charakteristische Peptidsignale die Retention im ER, sondern vielmehr ist die Missfaltung des

Ostm1-NT fiir das Zurtickhalten im ER verantwortlich.

e Ostmi\ ! CIC-7
3 Abbildung 4.2: Retentionsverhalten von Ostm1
o T = s Retikulires Ostml befindet sich beziiglich sejner
N 1 Konformation im Gleichgewicht:
J Unvollstindig gefalteter freier Form (1),
Chaperone ER Chaperon-gebundener Form (I-C), n;ti)veg e(fel‘g?;?
" gebundene Form (N). Die unvollstindig gefaltete

™ translocon- U Cytosol freie Form wird {ber ERAD-Mechanismus
complex abgebaut. Im  Komplex mit CIC-7 gebundenpes

ERAD
Ostml hingegen verlasst das ER.

Physiologisch betrachtet konnte man sich retikulires Ostml in einem Gleichgewicht
beziiglich seiner Konformation in unvollstindig gefalteter freier Form (1), unvollstéindig
gefalteter Chaperon-gebundener Form (I-C) und nativer CIC-7-gebundener Form (N)
vorstellen (Abb. 4.2). Moglicherweise fungiert CIC-7 als Ligand zur Stabilisierung der
Ostm1-Konformation im ER, so dass Ostml letztendlich im CIC-7/OstmI-Komplex dag ER
verldsst. Die unvollstandig gefaltete freie Ostml-Form wird hingegen von Chaperonen
gebunden und iber den ERAD-Mechanismus (ER-assoziierte Degradation) abgebaut.
Dementsprechend konnte das Retentionsverhalten von Ostm1 dem des RBP (retinol binding
portein) dhnlich sein, da auch RBP erst nach Bindung von Retinol mit einhergehender
Konformationsinderung das ER verlassen kann [Melhus et al., 1992], [Zanotti ez al., 1993].
Diese Vermutung wird durch reduziert retikuldr vorliegendes Ostml in CIC-7-defizienten
Miusen gestiitzt [Lange et al., 2006], wobei sich die Reduktion des Ostml durch seine
Lokalisation auBerhalb seines eigentlichen Funktionsortes (spite Endosomen/Lysosomen mit
postulierter Schutzfunktion des C1C-7) erklaren konnte.

Studien iiber das Retentionsverhalten von Ostm1 konnten unter Umstinden bei der Therapie
der Osteporose eine wichtige Rolle spielen. So kénnte man Ostml durch modulatorische
Effektoren im ER zuriickhalten (Bindung mdglicherweise am Ostm1-NT) und dadurch eine
Interaktion mit CIC-7 unterbinden. In Folge wiirde sich das CIC-7-Proteinlever und damit

auch die knochenabbauende Funktion der Osteoklasten verringern.
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4.3 Stabilitit von CIC-7 und Schutzfunktion von Ostm1

Die Stabilitdt von lysosomal vorlicgendem CIC-7 steht in Abhdngigkeit zu Ostml, da in
Ostm1-defizienten grey-lethal Miusen eine reduzierte C1C-7-Proteinmenge mit weniger als
10% des Wildtypniveaus gezeigt werden konnte [Lange et al., 2006]. Dabei lag CIC-7
trotzdem in spat-endosomalen/lysosomalen Kompartimenten vor. Auflerdem ist bekannt, dass
CIC-7 der einzige Vertreter seiner CIC-Familie ist, der keine N-Glykosylierungsstellen
aufweist. Da die -Untereinheit von CIC-7, Ostml.{lz:in hochgradig glykosyliertes Typ-1-
Transmembranprotein darstellt, liegt seine Funktion als Schutz des CIC-7 vor lysosomalen
Proteasen nahe.

In dem hier etablierten Stabilititsassay, in dem die Stabilitdt von CIC-7 in Abhédngigkeit von
Wildtyp-Ostm1l und Ostml1-ANT untersucht werden sollte, konnten aufgrund nicht
reproduzierbarer Daten keine priizisen Aussagen zur Stabilitdt von CIC-7 gemacht werden. Es
konnte jedoch die zeitliche Abnahme von CIC-7 nach Blockierung der Proteinsynthese
nachgewiesen werden, was den prinzipicllen Versuchsaufbau in seiner Funktionalitdt
bestitigt. Da die Methode der Stabilititsuntersuchung von CIC-7 erst in wenigen
Versuchdurchldufen mit begrenzten Versuchergebnissen erprobt wurde, sollte sie in
zukiinftigen Untersuchungen optimiert werden. Zum Beispiel besteht die Moglichkeit, die
Stabilitdtsuntersuchungen einem Pulse-Chase-Verfahren durch radioaktiv-markierte Proteine

unter entsprechenden  Versuchbedingungen (mit  Wildtyp-Ostml  bzw. Ostm1-ANT)

anzupassen.

Da sich die postulierte Schutzfunktion von Ostml molekular betrachtet bis auf seine
G]ykosylierungsstcllcn reduzieren lisst, sind im Folgenden nidher beschriebenen Strategien
sur in vivo Deglykosylicrung von Ostml aufgefihrt, welche letztendlich in die
Stabilitdtsuntersuchungen involviert werden sollen.

Nahe liegend wire natiirlich dic Mutation von Wildtyp-Ostml in denen alle (oder nur
ausgewihlte) putativen Glykosylicrungstellen ausgeschaltet wiren [Ellgaard und Helenius,
2003]. Problematisch wire jedoch, dass das im N-termini mutierte Ostm1-Konstukt in vivo
durch eine mogliche Proteinmissfaltung im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten
wird und dementsprechend seinen cigentlichen Bestimmungsort mit CIC-7 in der Zelle nicht
ereicht.

Eine andere Moglichkeit der Deglykosylierung von Ostm|1 wiire der Einsatz des Antibiotikum
Tunicamycin, welches sich als UDP-GIeNAc¢ Analogon im Zytosol an Dolicholphosphat

bindet und somit dic Bildung des Core-Oligosaccharids hemmt [Elbein, 1987]. Wiederum ist

95



jedoch fraglich, ob die entsprechend ausgebildete Tertidrstruktur des deglykosylierten Ostm1
die Qualititskontrolle im endoplasmatischen Retikulum passiert, um letztendlich mit C1C-7
das Lysosomen zu erreichen.

Da die Ausbildung der Tertidrstruktur zum Verlassen des endoplasmatischen Retikulums das
limiticrende Kriterium der beiden besprochenen Deglykosylierungsmdglichkeiten darstelt.
soll nun eine andere Methode, welche erst bei der Kohlenhydratprozessierung im Golgi-
Komplex eingreift, besprochen werden [Kundra und Kornfeld, 1999]. In dieser Methode

wird in einem ersten Schritt die terminale Glykosylierung durch das Antibiotikum |-
Deoxymannojirimycin (DMJ, inhibiert Golgi a-Mannosidasel) inhibiert, so dass eine
Prozessicrung der Kohlenhydratkette vom hoch-Manosen-Typ zum komplexen-Typ (EndoH-
insensitiven Form) [Kornfeld und Kornfeld, 1985] unterbunden wird. Das ausbleiben
komplexer Oligosaccharideinheiten wird in einem zweiten Schritt durch Zugabe vop
Endoglycosidase (EndoH) zur letztendlichen Deglykosylierung ausgenutzt, so dass
letztendlich deglykosyliertes Ostml mit CIC-7 im Lysosomen zur Stabilitdtsuntersuchung
vorliegen konnte. %
Die hier aufgefithrten Strategien zur in vivo Deglykosylierung von Ostml sind vorerst nyy
theoretisch formuliert und bediirfen experimentaler Vorversuche, bevor sie fiir die

letztendliche Stabilitdtsuntersuchung von CIC-7 angewandt werden kénnen.

Da die CIC-7-Stabilitdt in Abhédngigkeit zu seiner 3-Untereinheit Ostml bis jetzt nur aufgrund
seines reduzierten Proteinlevels in Ostml-defizienten grey-lethal Méusen betrachtet wurde.
besteht zur molekularen Betrachtung die Notwendigkeit der Anwendung des beschriebenen
Stabilititsassays.

Eine andere Méglichkeit, die postulierte Schutzfunktion von Ostm1 zu analysieren, wire, dje
Stabilitit von CIC-7 in kultivierten Ostml-defizienten Zelllinien vor und nach transienter
Transfektion von Ostm1 zu untersuchen.

Mit erwiesener spezifischer Schutzfunktion von Ostml fur lysosomal vorliegendem ClC3
stellt sich zwangsliufig eine neue Frage. Warum hat CIC-7 seinen autonomen Schutz durch
Glykosylierung, im Gegensatz zu seinen anderen CLC-Familienmitgliedern, gegen den
spezifischen Schutz mittels Ostml-Interaktion eingetauscht? Aufgrund der engen
Zusammenarbeit von CIC-7 und Ostml, und der moglichen Sekretion des Ostm1-NT, Wiire
eine Riickkopplung der CIC-7- bzw. Ostml-Expression durch Eingriff in die
Transkriptionskontrolle, oder aber auch eine regulartorische Funktion der CIC-7-Stabilitit yng

der Lysosomen (z.B. Exozytose) denkbar. Diese Annahme eroffnet folglich neue zu
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analysierende Forschungsfelder, welche “eine wichtige Rolle bei der therapeutischen

Diagnostik und Therapie entsprechender Erkrankungen spielen kdnnten.

4.5 Ausblick

Nachdem Ostm1 als essentielle f-Untereinheit von CIC-7 identifiziert wurde [Lange et al.,
2006], ermoglicht die vorliegende Arbeit erste Einblicke in die submolekulare Interaktion
zwischen CIC-7 Gind Ostml. Da der CIC-7/Ostm1-Komplex bei Erkrankungen, v.a. der
Osth/d NCL, eine bedeutende Rolle zugesprochen wird, konnte die submolekulare
Untersuchung innovative Therapieoptionen ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Transmembranbereich von Ostml als essentielle
Interaktionsdomane mit CIC-7 identifiziert werden. Aufgrund der Topologie von Ostm1 bzw.
CIC-7, liegt die Vermutung nahe, dass auch CIC-7 mit einer oder mehreren
Transmembrandomaénen die Interaktion mit Ostm1 bildet, sowie es fir die Interaktion seiner
CLC-Familienmitglieder den CIC-Ks mit ihrer B-Untereinheit, Barttin, gezeigt wurde.
Interessant wird daher die zukiinftige Fokussierung auf die einzelnen Aminosduren, welche
die Interaktion im CIC-7/Ostm1-Komplex realisieren.

Da eine Mutation von CIC-7 bzw. Ostm1 gravierende pathologische Auswirkungen auf den
menschlichen Organismus hat, ist es weiterhin wichtig, die Funktionalitdt beider Proteine
aufzukldren. So wird es fiir CIC-7 von Interesse sein, den Cl'/H+-Antipotermechanismus
zweifelsfrei zu beweisen und seinen Einfluss auf die Ansduerungskinetik beziiglich des pHs
und der Chloridkonzentration zu klaren. Fir Ostm1 hingegen scheint primir die molekulare
und physiologische Betrachtung seiner postulierten Schutzfunktion fiir CIC-7 im Komplex
von Bedeutung zu sein. Zudem konnten auch noch andere Funktionen (z.B. als Botenstoft)
des relativ unerforschten Proteins Ostm1 zu neuen Erkenntnissen fithren. Diese Arbeit bietet
v.a. fiir die Analyse von Ostm1 neue Losungsansitze.

Medizinisch betrachtet spielt, mit der physiologischen Aufkldrung, die Suche nach
regulatorischen und modulatorischen Effektoren des CIC-7/0Ostm1-Komplex eine zentrale
Rolle. Gerade in der Oseteoporose, dem phénotypisch betrachteten Osteopetrose-
Antagonisten, konnten solche Effektoren an Bedeutung gewinnen. So konnte eine Inhibition
der CIC-7-Funktion in Osteoklasten, mit einhergehender Akkumulation von Kochensubstanz,
sur Reduzierung der osteoporose-bedingten Knochenresorption fiihren, was letztendlich die
wiederherstellung einer normalen Knochendichte ermdglicht. Dabei wire sowohl eine
direkte, durch spezifische CIC-Inhibitoren, als auch eine indirekte, durch Substanzen, welche

die Interaktion zwischen Ostml und CIC-7 unterbinden, zur Einleitung des CIC-7-
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Funktionsverlustes denkbar. Jedoch verlangt die ubiquitdre Expression von CIC-7/Ostm1 den
Einsatz von gewebsspezifischen =~ Wirkstoffen, um  Nebenwirkungen, wie gie
Neurodegeneration, auszuschliefen. Da derzeit die allogene Knochenmark- ypg
Blutstammzellentransplantation die einzige kurative Therapieoption der infantilen
Osteopetrose darstellt, wéren auch hier innovative Therapieansétze von Bedeutung. Denkbar
wire die Entwicklung von Agenzien auf Grundlage der Ostm1-CIC-7-Interaktion, welche als
Ostml-Analogon die Stabilisierung” von CIC-7 gewihrleisten. Demzufolge kénnte dje
Wiederherstellung der ClC-7-Funkti6n in Osteoklasten den Abbau der im Osteopetrose-
Phénotyp akkumulierten Kochensubstanz realisieren.

Letztendlich wird auch die Suche von anderen Interaktionspartnern der CLC-Proteine ungd
speziell des CIC-7-Ostml-Komplexes, wie zum Beispiel von Adapterproteinen fiir dep

zelluldren Transport, von Interesse bleiben.
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5. Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Gerite
5.1.1.1 Allgemeine Laborgeriite

temperierbarer Schiittler

Thermocycler

Tischzentrifuge, Vortexer

PCR-Tubes, 50 ml Falcon

Bakterieninkubator (37°C, 5% CO,)
mit / ohne Schiittelfunktion

Operations-/Praparationsbesteck,
Fixierunterlage

Eppendorfreaktionsgefalle (V= 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

96well Platten, 8well PCR-Streifen

Pipettensatz (Vpa= 2 ul, 10 pl, 200 pl, 1T ml) +
entsprechende Pipettenspitzen

Glaspotter / elektrischen Potters mit Teflonstab

Ultrazentrifuge

Eisbad, Schwenker, Luminator

Zellkulturschalen (@ 10 cm), Zellschaber

UV-Tisch (Konrad Bands, Wiesloch)

Absaugvorrichtung

Drehtisch, Metallhaken, Ethanol-Desinfektionsbad,
Bunsenbrenner

feuchte Kammer, mit Parafinfilm und feuchten
Tiichern ausgekleidete Zellkulturschale

Erlenmeyerkolben mit Verschluss

Elektroporationskiivette

Reagenzglaser mit Verschluss, als Reaktionsgefal}
fiir Kultivierung

Uberkopfrotator

Eppendorf-Zentriguagtionsgefifie

Isopropanolbehilter, Styroporboxen

Eppendorfzentrifuge 541

Objekttrager, Spannungsquelle

Zubehor fiir SDS-PAGE, u.a. Minigelkammern,
Probenkdmme, Fixiervorrichtung und Glasplatten
zum Gel gieflen

Zubehér Western Blot: Tankblot Kammern,
Schwiamme, Sandwischvorrichtung, = Whatmen-
Papier, Nitrocellulose (Porengréfie)

Flachbettegelapparaturen, UV-Transilluminator

in Zellkulturlabor: Sterilbank, Inkubator (37°C, 5%
(v/v) CO,), Wasserbad, 12-Wellplatte, Deck-
glaschen, 10 cm Zellkulturschalen, ‘live-cell dishes’,
Glaspipetten, Pipettierhilfe, Kryor6chen, Falcons,

= Eppendorfreaktionsgefalle, Absaugvorrichtung,
16°C Inkubator Bunsenbrenner
fliissiger Stickstoff, Stickstofftanks zur Lagerung
Tabelle 5.1: Allgemeine Laborgeriite
5.1.1.2 Apparaturen
Apparatur Hersteller
BioRad (Pulse Controler, Capacitance Extender,
Elektroporator

GenePulser™)

Spektrophotometer, Nano Drop
(DNA Konz. Bestimmung)

Thermo SCIENTIFIC (Karlsruhe, Germany)

Photometer GeneQuant II

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Photometer, Ultrospec 2100 pro

GE Helthcare (Buckinghamshire, UK)

LSM 510 META

Carl Zeiss (Oberkochen, Germany)

Westernentwickler

peq Lab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Germany)

ABI Prism 310 Genetic Analyzers

Tabelle 5.2.: Apparaturen

Perkin Elmer (Massachusetts, USA)
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5.1.2 Kits und Enzyme

Bezeichnung

Anwendungen

Hersteller

NucleoSpin PlasmidQuickPur Kit

PureLink™, HiPure Plasmid Filter
Midiprep Kit

Isolierung von Plasmid-DNA

Macherey -Nagel GmbH&Co K G
(Diiren, Germany)

Invitrogen (Carlsbad, California)

Restriktionsenzyme
EcoR 1, Sal I, Not 1

Restriktionsverdau

Fermentas (St. Leon-Rot,
Germany)

illustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit

Elution von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

GE Healthcare (Buckinghamshijre
UK) :

T4-Ligase Ligation von Restriktions- Pharmacia Biotech (Freiburg,
5xT4-DNA-Ligase-Puffer fragmenten Germany )

Phusion

Phusion-Ploymersepuffer PCR New England BioLabs Inc. (UK)
dNTPs

LA Ph ia Biotech (Frei

10x Puffer Genotypisierung von Miusen armacia Biotectl(Rreiburgs
MeCl, Germany )

BCA Protein Assay Kit

Proteinkonzentrationsbestimmung

Pierce Biotechnology, Inc
(Rockford, IL, USA)

Chemolumineszenz-basiertes
System: SuperSignal®West
Femto/Pico

Western Blot Detektion

Pierce Biotechnology, Inc
(Rockford, IL, USA)

Invisorb® Spin Tissue Kit

DNA- Aufreinigung aus
Schwanzspitzenbiopsien

Invitek (Berlin, Germany)

ABI Prism Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

DNA-Sequnzierung

Applied Biosystems
(Darmstadt, Germany)

Tabelle 5.3.: Kits und Enzyme

5.1.3 Chemikalien, Losungen und Medien

Fiir alle Losungen und Medien wurde deionisiertes Wasser verwendet. Bei angegebenem pH-

Wert wurde jener mittels NaOH oder HCI eingestellt. Neben der Zusammensetzung sind gen

Chemikalien, Lésungen und Medien z.T. auch die Bezugsquellen zugeordnet worden.

Bezeichnung

Zusammensetzung / Bezugsquelle

LB-Medium
+ Ampicillin
+ Kanamycin

0,5% NaCl; 0,5% Hefeextrakt; 0,1% Glukose; pH 7
+ Antibiotikum (Sigma-Aldrich)

Agarplatten

1 1 LB-Amp- bzw. Kana-Medium, 10 g Agar

deionisiertes Wasser

dd H,0O, membraPure

HPLC-Wasser

900ul Diethylpyrocarbonat auf 450ml H2O; schiitteln, iiber Nacht bej 37°C
inkubieren, autoklavieren

Agarosegele, 1 %ig

1g Agarose auf 100 ml TAE-Pufer

TAE-Puffer (50x)

0,2 M Tris-Acetat; 10 mM EDTA, pH 7,4

Ethidiumbromid

1% ig Carl Roth (Karlsruhe, Germany)

10 fach DNA-Ladepuffer

0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol;
30% (w/v) Glycerol
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Material und Methoden

Bezeichnung

Zusammensetzung / Bezugsquelle

Waschpuffer-I bis I11
(fir CO-IP)

I: 0,1 % Triton-X-100 in PBS, 100 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,, 2,5 mM MgCl,
II: Waschpuffer-I + Protease-Inhibitoren: 1x Complete, EDTA-free (1
Tablette 4 50 ml, Roche) und 1mM Pefabloc (Roche)

III: 0,1 % Triton-X-100 in PBS, 250 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 2,5 mM
MgCl,, Protease-Inhibitoren: 1x Complete, EDTA-free (1 Tablette 4 50 ml,
Roche) und 1mM Pefabloc (Roche)

Lysispuffer (fiir die Isolation
genomischer DNA)

25mM NaOH ; 0,2mM EDTA ; pH 12

Neutralisationspuffer
(Isolation genomischer DNA)

40mM Tris-Cl ; pH 5

HBS-Puffer

150 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH 7,5

Protein-G-Sepharose

Sepharose™ Fast Flow, GE Helthcare (Buckinghamshire, UK)

DNA-Marker, 1kB Leiter

Invitrogen (Karlsruhe)

5x SDS-PAGE-Probenpuffer

250mM Tris; 10% SDS; 0,5% Bromphenolblau; 50% Glycerol;
bei 50°C 16sen

Waschpuffer
(GST-pulldown)

0,1 % Triton-X-100 in PBS, Protease-Inhibitoren: 1x Complete, EDTA-free
(1 Tablette &4 S0 ml, Roche) und 1mM Pefabloc (Roche)

Losungen fiir die Coomassie-
Firbung

Fixierlosung: 50% Methanol, 10% Essigsiure, 40% H,O
Firbelosung: Fixierlosung + Spatelspitze Coomassie Blue R-250
Entfarbelosung: 5% Methanol, 7,5% Essigsaure, 87,5% H,O

separating gel 4x buffer

1,5M Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8 HCI

stacking gel buffer 0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,8 HCI
Acrylamid 30 % ig, Carl Roth (Karlsruhe, Germany)
APS 10 % ig

TEMED MERCK ( Darmstadt, Deutschland)
SDS-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1 % SDS
Transferpuffer 250 mM Tris, 2 M Glycin, pH 8,2 HCI

Ponceau S -Lisung

2 gPonceau S (MERCK), 30 gTrichloressigsdure, 30 g Sulfosalicylsiure
+ 100 ml H,O

TBS-T 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1% (v/v) Tween 20
WB-Blockpuffer 5% Magermilchpulver in TBS-T
Cycloheximid SIGMA (Deisenhofen, Deutschland)
DEMEM-Medium 10% (v/v) fotalem Kalberserum (FCA), 25 pg/ml Pyruvat und 2mM
+ Antibiotika Glutamin: + Antibiotika: 50 IU/ml Penicillin und 50 pg /ml Streptomycin
(Zellkulturmedium)
Gibco-BRL Life Technologies, Karlsruhe
+ DMSO (Einfriermedium) + 10% DMSO im jeweiligen Zellkulturmedium (Einfriermedium)
Opti-MEM Gibco-BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Trypsin/EDTA 0,25% Trypsin; 0,02% EDTA in PBS, Gibco-BRL Life Technologies, Karlsruhe
Toety lenimin) Img/ml in Wasser, Erhitzen auf 80°C, pH 7,2 einstellen (mit 5 M HCI), steril
EEN(Eolyctny enimin filtrieren (0,22pum)
FuGENEG6 Transfektionsreagenz, Roche
PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 7,4 mM Na7HPOA~ 1,5 mM KHZPO4; pH74
Fixierlosung 4% (w/v) PFA in PBS
PFA-Blocker 30mM Glycin in PBS
Methanol 99,8%, Merck KGaA

saponinhaltiger Blockpuffer

3% BSA; 0,01% Saponin in PBS

Fluoromount G

Southern Biotechnology Associates (Birmingham, Alabama, USA)

Stripp-Puffer

0,5 M NaCl, 0,5 M NaAct

Proteinmarker

Prestained Protein Ladder (Fermentas), Broad Range (Bio-Rad)

Tabelle 5.4.: Chemikalien, Losungen und Medicn
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5.1.4 Antikorper

In den folgenden Tabellen 5.2. und 5.3. sind dic verwendeten AntikOrper wiedergegeben.
Dabei sind den in Tabelle 5.2 aufgelisteten Primérantikrpern Verdiinnungen fir die
entsprechend angewandten molekularbiologischen Methoden zugeordnet. Hingegen sind in
Tabelle 5.3. die Sekundérantikorper fir die Detektion im Western Blot - bzw. ip

Immunfluoreszenz-Analysen zu finden.

5 ; Spezi Verdiinnung
Name Zielepitop l:as WB P - Referenz
HA.11 HA Maus 1:500 - 1:1000 | [Komak ez al., 2001)
hLamp-1 humanes Lamp-1 Kan. - - 1:5000 [Carlsson et az,
1993]
Transduction I_ap s
hLamp-1 humanes Lamp-1 Maus - - 1:5000 | (SanJose, California
USA)
PDI h, Maus, Ratte - PDI Kan. - - 1:2000 . SIGMaA,
(Deisenhofen, Ger.)
; L Santa C
A-14 cMyc Kan. 1:200 - 1:500 : ruz
% (Heidelberg)
oB11 Myc Mans || - A 1:500 Cell signalling
(Danvers, MA, USA)
9E10-Hyb Myc Maus - - - DSHB
Roche AG
3F10-Hyb HA Ratte - - -
Y (Basel, Schweiz)
gl N3 PFTSSRHPGFADLLSEQQLLEVQDC(C] Kan. - - 1:100 [Lange et al., 200 6]
Lamp-1 Maus Lamp-1 Ratte : b 1:1000 | BP Pharmington
(San Jose)
7N4B GRDRDDEEGAPLL[C] Kan. - - 1:500 [Komnak et a]. 2001)
A Roche AG
3F10 HA Ratte 1:1000 - -
(Basel, SCh\veiz)
Transduction Lab.s
Rab4 h, Maus, Ratte - Rab4 (CT) Maus | 1:1000 - - (San Jose, Califomia
USA)
Transduction Lab.s
AP-50 AP-50/p2a von AP-2 Maus | 1:250 - - (San Jose, California
USA)
: Roche AG
13.1.7.1 GFP Maus | 1:1000 - -
(Basel, Schweiz)

Tabelle 5.5: Primérantikorper Verwendete Primirantikérper mit entsprechend verwendeter Verd‘"!nnunu
Spezies und Referenz. Western Blot (WB), Immunprizipitation (IP), Immunfluoreszenzfirbung (IF), pyjy dO\\:‘x;
(PD). Kaninchen (Kan.), Meerschweinchen (Mrs), Human (h). Uberstand Hybridomazellen (Hyb)
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Material und Methoden

Name Zielepitop Spezies Verdiinnung | Referenz
e URP M TG Schaf 1:5000 Jackson ImmunoResearch
(USA)
w-rat-HRP Ratten-IgG Ziege 1:5000 Jackson ImmunoResearch
(USA)
w-rab-HRP KominaheiIaG Fiege 1:5000 Jackson ImmunoResearch
(USA)
; . ; Molecular Probes
a-rab Alexa-488 Kaninchen-1gG Ziege 1:1000 (e et o)
: - Molecular Probes
a-mouse Alexa-488 Maus-I1gG Ziege 1:1000 (B Oraat (IS )
] ) Molecular Probes
a-mouse Alexa-555 | Maus-IgG Ziege 1:1000 (Eugene, Oregon, USA)
: ; : Molecular Probes
a-rab Alexa-555 Kaninchen-IgG Ziege 1:1000 (Eugene, Oregon, USA)
. ) Molecular Probes
u-rat Alexa-633 Ratten-IgG Ziege 1:1000 (Eugene, Oregon, USA)
; . . Molecular Probes
a-rab Alexa-633 Kaninchen-IgG Ziege 1:1000 (Eugene, Oregon, USA)
' " Molecular Probes
a-mouse Alexa-633 | Maus-IgG Ziege 1:1000 (Eugene, Oregon, USA)

Tabelle 5.6: Sekundirantikorper Verwendete Sekundérantikdrper mit entsprechend verwendeter Verdiinnung,
Spezies und Referenz. Alexa Fluor-gekopplte  Sekundérantikrper fiir ~ Immundetektionen in
Immunzytochemischen Experimenten und HRP (Meerrettichperoxidase) gekoppelte Sekundirantikorper fiir
Western Blot Experimente.

5.1.5 Zelllinien
HeLa - Humane Cervixcarzinom-Zellinie
HEK293 - Humane embryonale Nierenzellen, ATCC CRL-1537
Mausfibroblasten - Adulte, primdre und immortalisierte Fibroblasten aus

Wildtypmaiusen, C1C-7 Knockout Mdusen und Ostm1 Knockout

Maiusen, sowie CIC-7/Ostml Doppel-Knockout Maiusen
(AG Jentsch)

5.1.6 Bakterienstimme

XL1-Blue - endAl, hsdR12(r -, my+), supE44, gyrA46, thi-1, relAl, lac”,
F', proAB, lac19, lacZAMI135, tef', recAl
- elektropotente Zellen, 50ul Aliquots (Lagerung bei -80°C)

5.1.7 Mause
- Tiere der Linie C74 [Kornak et al., 2001]
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5.1.8 Elektronische Datenverarbeitung und Datenanalyse

Software Anwendung

- Auswertung der DNA-Sequnzdaten

- PCR Primer Design

- Planung rekombinanter PCR (Chimére)
- Sequenzalignment

Software-Paket DNASTAR 4.0 - 5.0 (DNASTAR Inc.,

Madison, US ) oder
Vector NTI Advance 9.0 (Infomax, Oxford, UK)

Nano Drop / ND-1000 V352. (Thermo SCIENTIFIC) Konzentrationsbestimmung von DNA

Chemi-Capt 5001/ Viber Lournat Wester Blot Analysator

Prozessierung und Analyse der Bilddateien desg

ZEN LSM 510-Meta Software (Zeiss) Fortiolalsn Lasarmilicost ons

Tabelle 5.7: Software fiir Elektronische Datenverarbeitung und Datenanalyse

5.2 Molekularbiologische Techniken
Die Bezugsquelle bzw. die Herstellung verwendeter Plasmidkonstrukte und Primer sind jm
Anhang zusammengefasst bzw. beschrieben. Alle neu generierten Konstrukte wurden

sequenziert, um zu verifizieren.

5.2.1 Transformation von E.coli

Die Transformation erfolgte durch Elektroporation. Dabei wurden 0,8 pl des Ligations-
ansatzes (siehe Ligation) auf Eis in 50 pl elektropotenten XL1-Blue Zellen aufgenommen ung
in eine Elektroporationskiivette tiberfiihrt. Mittels eines Stromstoes (25 uF, 2,0 kV, 400 Q)
wurde sodann die DNA in die Zelle geschleust. AnschlieBend wurden 800 pl LB-Medjum
zugegeben und 20-60 Minuten bei 37°C geschiittelt. Nach Anzentrifugation wurden etwa
100 pl des mit Zellen angereicherten Suspensionsunterstandes auf Agarplatten it

entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.2.2 Kultivierung von transformierten Bakterien

Zur Kultivierung wurde eine von den auf Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonjen
gepickt und in ein Erlenmeyerkolben mit 100 ml vorgelegtem LB-Medium mjt
entsprechendem Antibiotikum iiberfuihrt. Nach erfolgtem Animpfen wurde die Zellsuspensjon
iiber Nacht bei 37°C, 5 % (v/v) CO,, 230 rpm geschiittelt.

Im Falle von neu generierter Plasmid-DNA wurden Vorkulturen angelegt. Dazu wurden 3 1)
LB-Medium inklusive Antibiotikum mit einer Bakterienkolonie angeimpft und in weiterep

Schritten fiir die DNA- Sequenzierung aufgearbeitet (siehe 5.2.3 Isolierung von Plasmid-

DNA).
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Material und Methoden

5.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini- und Midi-Pripération)

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterien wurden kommerzielle Préipérations-
Kits entsprechend des zu isolierenden Maf3stabes (Mini- bzw. Midi-Mafstab) verwendet.
Dabei wurde fiir die Ubernachtkultur (Erwartungswert von 100-200 pg Plasmid-DNA) der
HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (PureLink™) verwendet. Die Prapédration der Plasmid-
DNA aus den Vorkulturen hingegen wurde mit dem NucleoSpin PlasmidQuickPur Kit
vorgenommen. Beide Kits beruhen auf dem Aufschluss der Zellsuspension durch alkalische
Lyse und selektiv reversibler Bindung von DNA an Silikamembranen.

Beiden Isolationsprépération geht eine Pelletierung der gewonnen Bakterienkultur durch

Zentrifugation voraus. AnschlieBende Arbeitsschritte erfolgten gemédf den Angaben des

Herstellers.

5.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt. Nach
Messung der optischen Dichte bei 260 nm mit dem Photometer GeneQuant II (Pharmacia,
Uppsala) und anschliefender Berechnung konnte die Plasmid-DNA-Konzentration ermittelt
werden. Ausgang fir die Berechnung war dabei die Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bei einer optischen Dichte von 1. Die Reinheit der Probe wird durch
den Quotienten aus den gemessenen optischen Dichten bei 260 nm durch 280 nm wieder

gegeben, welcher bei einer proteinfreien DNA Priépiration bei 1,8 liegt.

5.2.5 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung von DNA

Der Restriktionsverdau von DNA wurde nach Angaben des Enzymbherstellers mit
entsprechenden Mengen  an Restriktionsenzymen unter vorgeschriebenen Reaktions-
bedingungen durchgefiihrt.

Um eine mogliche Selbstligation komplementdrer Enden eines geschnittenen Vektors zu
unterbinden, wurden die 3'-Enden durch Zugabe von 1 U Alkalischer Phosphatase (Roche)
dephosphoryliert (nach Restriktionsverdau; 30 min, 37°C).
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5.2.6 DNA-Gelelektrophorese

Um dic DNA-Fragmente prdparativ Aufzutrennen wurde die Agarose-Gelelektrophorese
verwendet. Entsprechend der erwarteten DNA-FragmentgroBen wurden Gele mit 1-2¢4
Agarose in TAE-Puffer inklusive 5mg/l Ethidiumbromid hergestellt und anschlieBend in
Flachbettegelapparaturen in TAE-Puffer eingelegt. Die in Losung vorliegenden DNA-
Fragemente wurden mit 10 fachem DNA-Ladepuffer im Verhiltnis 3:1 versetzt und zur
Trennung in die eingelassenen Geltaschen aufgetragen. Neben den Proben wurde auBerdem
ein DNA-Marker (1kB-Leiter von Invitrogen) fir die Gréf3enbestimmung aufgetragen. Die
Proben wurden bei 100-160 V bis zum gewiinschten Auftrennungsgrad laufen gelassen und
mittels eines UV-Transilluminators photographiert. Im Falle der Weiterverarbeitung wurden
die jeweiligen Banden auf einem UV-Tisch mittels Skalpell herausgeschnitten und fiir dje

anschlieBende Prozedur in Eppendorfgefifien auf Eis gelagert.

5.2.7 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach Herstellerangaben mit dem

illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit durchgefiihrt.

5.2.8 Ligation

Die Ligation erfolgte mit T4 Ligase (1 pl, 5 U/pl) in spezifischem 5xT4-DNA-Ligase-Puffer
(2ul). Dabei wurden die zu legierenden Restriktionsfragmente beziiglich ihrer molaren
Mengen im ungefihren Verhiltnis von 1:3, Vektorfragment zu Insertfragment, eingesetzt und
inklusive von Ligase und Puffer mit HPLC-Wasser auf ein Reaktionsvolumen von 10 ]

aufgefullt. Der Ligationsansatz wurde anschlieflend bei 16°C iiber Nacht (12-16 h) inkubiert.

5.2.9 Amplifizierung von PCR Fragmenten

Die Amplifizierung spezifischer DNA-Segmente aus Plasmid-DNA (aus der Plasmid-DNA -
Datenbank der AG Jentsch) erfolgte mittels einer Polymerasekettenreaktion. Zur Initiation der
Polymeraseaktivitit wurden Primer verwendet, welche 5'-Uberhdnge beziiglich der zy
amplifizierenden DNA-Sequenz aufwiesen. In den entsprechenden 5’-Uberhiingen befanden

sich dabei, die fiir den nachfolgenden Restriktionsverdau spezifischen Enzymschnittstellen.

Die Amplifizierung wurde nach folgendem priparativen Ansatz in PCR-Tubes mittels

Thermocycler (PerkinElmer) durchgefiihrt:
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Material und Methoden

Praparativer Standard-PCR-Ansatz:

1 pl DNA-Template

1,25 pl dNTPs (10mM)

1 ul DMSO (2% bzgl. Endvolumen)

je 1 pl Vorwirts und Riickwirtsprimer (Endkonzentration: 10 pM)

10 pl Phusion-Ploymersepuffer

1 pl Phusion

33,75 ul HPLC-Wasser (50 pl Endreaktionsvolumen)

Das zugehorige Standard-PCR-Programm ist nachstehend dargestellt, wobei die Annealing-

temperatur den eingesetzten Primern angepasst wurde (G, C- bzw. A, T-Gehalt):

Standard-PCR-Programm:

95°C - 2min
— 95°C - Imin
24x 55°C — Imin
(Zyklen) —  72°C - 1min —> Zcit abhingig von DNA-Templateldnge;
72°C — 2x1min 1 min pro 1kb
10°C — 0

Nach beendeter Reaktion wurden die in Losung vorliegenden DNA-Fragemente mit DNA-

Ladepuffer versetzt und entsprechend aufgearbeitet.

5.2.10 Rekombinante PCR

Die Generierung von DNA-Mutanten und Chimiren erfolgte mittels rekombinanter PCR und
den Einsatz spezifischer Primer. Dabei wurden die zu legierenden Fragmente der DNAs nach
pCR-Standardprotokoll amplifiziert und aufgereinigt (sieche Absatz 5.2.7., 5.2.8. sowie
5.2.10.) und anschlieBend als DNA-Templates in einer zweiten PCR aneinandergelagert. Die
PCR besteht dabei aus zwei Teilschritten. Im ersten Schritt lagern sich die zu kombinierenden
DNA-Fragmente (je | pl) nach priiparativen Standard-PCR-Ansatz (5.2.9.) aber ohne Primer

mit folgendem PCR-Programm zusammen:
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95°C — 2min
—>  95°C - 1min
5x 55°C — 1min

(Zyklen) — 72°C—1min

Nach Beendigung der Zyklen wurden die Primer zugesetzt und das neu generierte DNA-
Fragment nach Standard-PCR-Programm (5.2.9.) amplifiziert. Nach Aufreinigung der DNA
und anschliefendem Restriktionsverdau, konnte die neu generierten Inserts in die
entsprechenden Vektoren eingefligt werden.

Entscheidende Rolle fiir die Generierung mutierter DNA spielt der Einsatz spezifischer
Primer. Bei der Herstellung der Chimére wurden die inneren Primer der verwendeten
Primerpaare, d.h. der Vorwirts- bzw. Rickwirtsprimer der zu fusionierenden Stelle der
Templates so gewihlt, dass sie ein zueinander komplementéres 5°-Ende mit etwa 15
Nukleotiden besitzen. Nach Amplifizierung der zu fusionierenden DNA-Templates, konnten
die Uberhinge im ersten Schritt der 2" PCR hybridisieren und im folgenden Schritt als
fusioniertes DNA-Fragment amplifiziert werden. Im Falle der Generierung von DNA.-
Mutationen (z.B. Tripel-Alanin-Mutanten) wurden die entsprechend komplementiren
Uberhéinge der innern Primer mutiert, so dass dic zu fusioniecrenden DNA-Fragmente mit

mutierten Primerinsert hybridisieren.

5.2.11 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Um eine Genotypisierung von Miusen vorzunehmen, wurde genomische DNA aus
Schwanzbiopsien mit dem Invisorb® Spin Tissue Kit nach Herstellerangaben (iiber Siulen)
oder nach der "Hot Shot’-Methode isoliert.

Bei der "Hot Shot’-Methode wurden 75-100 ul Lysispuffer zum Gewebe pipettiert und nach

vollendeter alkalischer Lyse bei 95°C (ca. 60min) &quivalentes Volumen an

Neutralisationpuffer zugegeben und bei 4°C gelagert.
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5.2.12 Genotypisierung von CIC-7 Miusen mittels PCR
Praparativer PCR-Ansatz:

10 pl, der 1:20 verdiinnten Hot Shot-DNA oder 1 pl Sdulen-DNA

0,1 pl Taq

0,5 pul dNTPs (10 mM)

0,75 pul MgCl,

0,5 pl Primer (10 uM), Primerpaare wt: 6773 + 4272 und ko: 6775 + 6776
2,5 pl 10x Puffer

10 ul HPLC-Wasser

PCR-Programm:

95°C — 5 min
—3  95°C-30s
38x 55°C-30s
(Zykleny —  72°C—Imin
72°C — 6 min
10°C — o0
PCR-Produkte: wt: 400 bp

ko: 250 bp (unspezifische Bande bei 500 bp)

5.3 Biochemische Methoden
Folgende Arbeitsschritte wurden bei Verwendung von Proteinlysaten auf Eis bzw. bei 4°C

durchgefiihrt und, wenn angegeben, mit Protease-Inhibitoren versetzt, um den Abbau von

Proteinen zu minimalisieren.

5.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe - Membranpriparation

Fiir die Analyse relevanter Proteine wurden Gewebelysate aus Mausgehirnen hergesellt. Nach
Tstung der Maus durch Genickbruch wurde das Gehim freigelegt und in PBS auf Eis kurz
gcwasChen und zwischengelagert. AnschlieBend wurde je ein Gehirn in 2 ml HBS-Puffer
iberfiihrt und mittels Glaspotter von Hand oder durch Verwendung eines elektrischen Potters
it Teflonstab bei 1000 rpm homogenisiert. Nun wurden die Zellkerne und nicht-lysierten
en durch Zentrifugation bei 1000g 10 Minuten, 4°C abgetrennt und dem Ubertand,

Zell
sestehend  aus zytosolischer und membranoser Zellfraktion, Tritonx100 mit einer
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Endkonzentration von 1% zugefuigt. Es wurde wiederholt zentrifugiert (10000 g, 15 min, 4°C)
und der Uberstand weiter verarbeitet. Letztendlich wurde erneut zentrifugiert (50000 g, 20
min, 4°C) und der Uberstand unmittelbar weiter verwendet oder in fliissigen Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.

5.3.2 Herstellung von Proteinlysaten aus trasnfizierten HEK293- bzw.

MAF-Zellen
In 10 cm Zellkulturschalen kultivierte und transfizierte HEK293- bzw. MAF-Zellen wurden
24 bis 48 Stunden nach erfolgter Transfektion bei einer nahezu 100%igen Konfluenz geerntet.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen kurz in 1ml PBS gewaschen und mit 1ml HBS
1% Triton-X-100 versetzt. Nun wurden die Zellen mittels Zellschaber von den Schalen gelsst
und in ein Eppendorfgefil iiberfiihrt. Nach Zentrifugation (3000 rpm, 1 min, 4°C) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in kaltem Lysepuffer resuspendiert und 15 min auf einem
Uberkopfrotator bei 4°C inkubiert. AnschlieBend folgten zwei Zentrifugationsschritte (14000
rpm, 5 min und 40000 rpm, 20 min). Der letztendlich erhaltene Uberstand mit zellulidren
Membranen und Zytosol wurde bei nicht unmittelbarer Weiterverarbeitung in fliissigen

Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

5.3.3 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsiaure (BCA)

Die quantitative Bestimmung des Proteingehaltes wurde mit dem BCA Protein Assay Kit
durchgefiihrt. Dabei wurde die zu untersuchende Proteinprobe mit den Komponenten A und B
nach Herstellerangaben in einer Kiivette vereinigt und die Absorption bei 595 nm mittels
eines Photometers gemessen. Zusitzlich wurde eine BSA-Eichgerade mit diversen
Konzentrationen mit entsprechenden Absorptionswerten bei 595 nm erstellt, welche zur
Konzentrationsbestimmung der Proteinproben diente. Alle photometrisch ermittelten Werte

wurden von Fehlern jeweils dreimal aufgenommen und gemittelt.

5.3.4 (Co-) Immunpriézipitation

Fiir die Prézipitation von iiberexprimierten getagten Proteinen aus tansfizierten HEK293-
Zellen wurden Antikorper aus Uberstinden von Hybridomazellen verwendet. Dabei wurden
die im Uberschuss vorliegenden Antikorper (1,5 ml des Uberstandes; gegen HA- bzw. Myc-
Epitope ) mittels Zugabe von 50 pl Protein-G-Sepharose (mit Waschpuffer-1 vorgewaschen)
immobilisiert (90 min auf Uberkopfrotator bei 4°C ). Der Inkubation folgten drei Waschritte
des Pellets mit Waschpuffer-II (3x1 min bei 5000 rpm). Im letzten Waschschritt wurde das
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Pellet in 50 pl Ausgangsvolumen aufgenommen und zu 500 pl gewonnen Proteinextrakt
mgegeben und invertiert. Nach 90 Minuten Inkubation auf einem Uberkopfrotator bei 4°C
surden nicht gebundene Proteine mit Waschpuffer-I1II von der Matrix gewaschen (3x 1min
000rpm, vortexen). Anschlieend wurden die Protein-Antikdrper-Protein-G-Sepharose —
Lomplexe erneut mit einem Niedrigsalzpuffer (Waschpuffer-1I) gewaschen, um in folgenden
sufarbeitungen (v.a. in der SDS-PAGE) mogliche Komplikationen durch zu hohe
ialzkonzentrationen zu vermeiden. Der letzte Schritt stellt die Denaturierung/Mobilisierung
ier Proteine dar, welcher durch Zugabe von 100 pl 2x Proben-Puffer zum Pellet, vortexen
wnd 15 min Inkubation bei 55°C realisiert wurde. Um die prazipitierten sowie coprézipitierten
>oteine zu analysiern, wurden nicht mobilsierte Proteine sowie iiberschiissige Protein-G-
iepharose durch Zentrifugation (5000 rpm, 3 min) vom Uberstand abgetrennt. Die in
*robenpuffer vorliegenden Proteine wurden bei -20°C gelagert.

4ls Input-Kontrolle wurden 150 pl (Ausgangs-) Lysat mit 50 pl 4x Proben-Puffer vereinigt
mnd ebenso bei 55°C 15 min inkubiert.

3.5 GST-Pulldown

it Hilfe des GST-Pulldowns wurden im Lysat vorliegende spezifische Proteine mittels an
Glutathion-Sepharose gekoppelter GST-Fusionsproteine (Ostm1-C-Terminus) prézipitiert.
Experimentell wurden dazu 30 ug Fusionsprotein mit 5 mg Proteinlysat vereinigt und bei 4°C
7 gtunden auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde das
Prazipitat mit Waschpuffer aufgereinigt (3x 5 min, 500 g, 4°C und 1x 2500 g, 5 min, 4°C)
nd in 100 pl 1x Proben-Puffer resuspendiert. Nach Denaturierung (15 min, 55°C) und
-meuter Zentrifugation (2500 g, 10 min, 4°C) konnte der Uberstand weiterverarbeitet oder bei
s0eC gelagert werden. Als Input-Kontrolle wurden ebenfalls 5 mg/ml in Probenpufter
aufgenommenes Proteinlysat verwendet, welches auch denaturiert wurde (15 min 55°C).

Um gleiChe Mengen an GST-gekoppelten Fusionsproteinen einsetzen zu konnen, wurden in
T vorversuch verwendete Fusionsprotein und 2 pg BSA mittels SDS-PAGE aufgetrennt
nd durch anschlieBende Coomassie-Firbung visualisiert. Durch die mitgelaufene BSA-
Bande mit bekannter Proteinkonzentration, konnten so die Konzentrationen der
?usionSPTOteine abgeschiitzt und entsprechend mit Glutathion-Sepharose fiir den Einsatz im
qu-PulldOWH verdiinnt werden. Auch eine angefertigte Ponceau S-Fiarbung, nach erfolgter
spS-P AGE und Western Blot priizipitierter Proteine, diente als Kontrolle des Einsatzes

Jeicher Mengen an GST-gekoppelten Fusionsproteinen.
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5.3.6 SDS-Gelelektrophorese

Diec SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von
Proteinen nach ihrer MolekiilgroBe, in dem die reduzierten Proteine mit Natriumdodecylsulfat
(sodium dodecyl sulphate — SDS) beladen wurden wund entsprechend ihres
Masse/Ladungsverhiltnisses in einem Polyacrylamidgel (Trenngel) elektrophoretisch
aufgetrennt wurden. Durch ein vorgeschaltetes Sammelgel mit niedrigem pH-Wert in
Kombination mit glycinhaltigem Laufpuffer konnte in der diskontinuierlichen SDS-PAGE die
Trennschérfe erhoht werden.

Praktisch wurde zuerst das SDS-Gel, Trenn- und Sammelgel (8-12,5%ig), gegossen und
Geltaschen mit Hilfe eines Gelkammes (10 bzw. 15 Taschen) gesetzt. Die hergestellten Gele
wurden dann in SDS-Laufpuffer geflillten Minigelkammern gesetzt und die aufzutrennen
Proteinlosungen in Probenpuffer in die Geltaschen iiberfiihrt. Zudem wurde das Gel mit
einem Molekulargewichtsmarker fir die spétere Identifizierung von detektierten Proteinen
(bzgl. ihrer Laufgrole im Gel) beladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei

120 V bis unmittelbar vor dem Austritt der blauen Probenpufterfront aus dem Gel.

5.3.7 Western Blot und Ponceau S-Fiarbung

Nach erfolgter gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Triagermembran (Nitrocellulose-Membran) transferiert, um eine anschlieende Detektion der
Proteine zu ermdglichen. Fiir die elektrophoretische Ubertragung wurde das Tank-Blot-
System angewandt, welche in Transferpuffer bei 75 V fur 2 h auf Eis im Kiihlraum (4C°)
realisiert wurde.

Nach dem Western Blot wurde die Membran in Ponceau S - Losung inkubiert, um Qualitit
des Proteintransfers zu iiberpriifen. Dafiir wurde die Membran etwa 2 Minuten in Ponceau S-

Losung inkubiert und anschlieBend durch Waschen Wasser entfirbt. Zudem wurden die

Membranen zur Dokumentation eingescannt.

5.3.8 Immundetektion

Fiir die Detektion der Proteine wurden Primirantikrper entweder gegen das Protein gerichtet
oder gegen an Protein fusionierte Tags (HA-, Myc-Epitope) verwendet. Durch Bindung von
HRP-konjugierten Sekundérantikdrpern an den Primérantikorper konnten die Proteine durch
ein Chemolumineszenz-basiertes System indirekt detektiert werden.

Experimentell wurde die Nitrocellulose-Membran mit immobilisierten Proteinen zuerst 45

Minuten in Blockpuffer schwenkend bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
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~dung Zu verhindern. Anschliefend wurde die Membran mit Primédrantikorperlosung
~marantikorper in Blockpuffer mit entsprechender Verdiinnung) eingetiitet/eingeschweif3t
« aber Nacht bei 4°C schwenken gelassen. Nach Inkubation des Primédrantikdrpers wurde
~Membran viermal sieben Minuten in TBS-T, gewaschen bevor der Sekundérantikdrper in
mﬁ‘er fir eine Stunde zugegeben wurde. Abermals wurde viermal sieben Minuten mit
ST gewaschen. Fiir die anschlieBende Detektion wurde das Chemolumineszenz-basierte
=m won Pierce nach Herstellerangaben verwendet. Zur Dokumentation wurde ein CCD-
erabasiertes System genutzt, wobei die Entwicklungszeiten in Abhéngigkeit zur Menge

- detektierenden Proteine bzw. der Antikorper standen.

19 Strippen von Western Blot Membranen

- cine erneute Immundetektion von Western Blot Membranen mussten gebundene
“ikorper wieder mobilisiert werden. Dies wurde durch Inkubation der Membran in Stripp-
er (30 min auf Schiittler) und anschlieBendem Waschen in T-BST realisiert.

110 Coomassie-Firbung
- Coomassie-Féirbung diente als Quantifizierung der im Pulldown verwendeten GST-

P clten Fusionsproteine und wurde experimentell nach erfolgter Auftrennung mittels
% pAGE in drei Schritten durchgeftihrt. Im ersten Schritt wurde das Gel 3 Stunden

#elnd in Fixierlosung inkubiert. Anschliefend wurde das Gel geféarbt, indem es in

erlosUNg mit 0,25% Coomassic Blue R-250 uberfiihrt wurde. Nachdem sich das Gel
—ogen plau gefirbt hatte (nach 2 bis 4 h), wurde es in Entfarbelésung gelegt bis sich

echende Proteinbanden abzeichneten und der Hintergrund ausbleichte. Die Gele wurden
sreich

cGele €

end mit Wasser gespult und zur Lagerung eingeschweif}t. Zur Dokumentation wurden

jngescannt.

311 Stabilititsassay
: Stabilititsassay wurden in 10 cm Zellkulturschalen kultivierte, mit entsprechenden
- en transfizierte HEK203-Zellen cingesetzt (Einzeltransfektion von CIC-7-cDNA,

: fe 1(t10n von Ostml-cDNA und CIC-7-cDNA bzw. Ostm1-ANT-cDNA und CIC-7-

THA)-
1oh exlmld (100 pg/ml) zupipettiert, um die weitere Expression zu unterbinden. Nach

12h nach Transfektion (Zeitpunkt Ty) wurden den subkonfluenten Zellen

edenen Zeitpunkten wurden die Zellen dann geerntet und wie in vorherigen Kapiteln

:rschl

73



5.3.6 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung  von
Proteinen nach ihrer Molekiilgrof3e, in dem die reduzierten Proteine mit Natriumdodecylsulfat
(sodium dodecyl sulphate — SDS) beladen wurden und entsprechend  jhreg
Masse/Ladungsverhéltnisses in einem Polyacrylamidgel (Trenngel) elektrophoretisch
aufgetrennt wurden. Durch ein vorgeschaltetes Sammelgel mit niedrigem pH-Wert in
Kombination mit glycinhaltigem Laufpuffer konnte in der diskontinuierlichen SDS-PAGE die
Trennschirfe erhoht werden.

Praktisch wurde zuerst das SDS-Gel, Trenn- und Sammelgel (8-12,5%ig), gegossen und
Geltaschen mit Hilfe eines Gelkammes (10 bzw. 15 Taschen) gesetzt. Die hergestellten Gele
wurden dann in SDS-Laufpuffer gefiillten Minigelkammern gesetzt und die aufzutrennen
Proteinlosungen in Probenpuffer in die Geltaschen tiberfiihrt. Zudem wurde das Gel mit
einem Molekulargewichtsmarker fiir die spétere Identifizierung von detektierten Proteinen
(bzgl. ihrer LaufgroBe im Gel) beladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bej

120 V bis unmittelbar vor dem Austritt der blaucn Probenpufferfront aus dem Gel.

5.3.7 Western Blot und Ponceau S-Firbung

Nach erfolgter gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Tragermembran (Nitrocellulose-Membran) transferiert, um eine anschlieBende Detektion der
Proteine zu ermdglichen. Fiir die elektrophoretische Ubertragung wurde das Tank-B]ot-
System angewandt, welche in Transferpuffer bei 75 V fir 2 h auf Eis im Kiihlraum (4Co)
realisiert wurde.

Nach dem Western Blot wurde die Membran in Ponceau S - Losung inkubiert, um Qualit:t
des Proteintransfers zu iiberpriifen. Daflir wurde die Membran etwa 2 Minuten in Ponceay S-
Losung inkubiert und anschlieend durch Waschen Wasser entfirbt. Zudem wurden die

Membranen zur Dokumentation eingescannt.

5.3.8 Immundetektion

Fiir die Detektion der Proteine wurden Primédrantikorper entweder gegen das Protein gerichtet
oder gegen an Protein fusionierte 7ags (HA-, Myc-Epitope) verwendet. Durch Bindung vop
HRP-konjugierten Sekundérantikérpern an den Primirantikorper konnten die Proteine durch
ein Chemolumineszenz-basiertes System indirekt detektiert werden.

Experimentell wurde die Nitrocellulose-Membran mit immobilisierten Proteinen zuerst 45

Minuten in Blockpuffer schwenkend bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
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Bindung zu verhindern. AnschlieBend wurde die Membran mit Primérantikorperlosung
(Primérantikdrper in Blockpuffer mit entsprechender Verdiinnung) eingetiitet/eingeschweif3t
und iiber Nacht bei 4°C schwenken gelassen. Nach Inkubation des Primérantikdrpers wurde
die Membran viermal sieben Minuten in TBS-T, gewaschen bevor der Sekunddrantikorper in
Blockpuffer fiir eine Stunde zugegeben wurde. Abermals wurde viermal sieben Minuten mit
TBS-T gewaschen. Fiir die anschlieBende Detektion wurde das Chemolumineszenz-basierte
System von Pierce nach Herstellerangaben verwendet. Zur Dokumentation wurde ein CCD-
Kamerabasiertes System genutzt, wobei die Entwicklungszeiten in Abhéngigkeit zur Menge

der zu detektierenden Proteine bzw. der Antikorper standen.

5.3.9 Strippen von Western Blot Membranen

Fiir eine erneute Immundetektion von Western Blot Membranen mussten gebundene
Antikorper wieder mobilisiert werden. Dies wurde durch Inkubation der Membran in Stripp-

Puffer (30 min auf Schiittler) und anschlieBendem Waschen in T-BST realisiert.

5.3.10 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Fiarbung diente als Quantifizierung der im Pulldown verwendeten GST-
gekoppelten Fusionsproteine und wurde experimentell nach erfolgter Auftrennung mittels
SDS-PAGE in drei Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde das Gel 3 Stunden
schiittelnd in Fixierldsung inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel gefarbt, indem es in
Fixierldsung mit 0,25% Coomassie Blue R-250 iiberfuhrt wurde. Nachdem sich das Gel
homogen blau gefirbt hatte (nach 2 bis 4 h), wurde es in Entfarbelosung gelegt bis sich
entsprechende Proteinbanden abzeichneten und der Hintergrund ausbleichte. Die Gele wurden
ausreichend mit Wasser gespiilt und zur Lagerung eingeschweiit. Zur Dokumentation wurden

die Gele eingescannt.

5.3.11 Stabilitatsassay

Fiir den Stabilititsassay wurden in 10 cm Zellkulturschalen kultivierte, mit entsprechenden
Proteinen transfizierte HEK293-Zellen eingesetzt (Einzeltransfektion von CIC-7-cDNA,
Kotransfektion von Ostm1-cDNA und CIC-7-cDNA bzw. Ostm1-ANT-cDNA und CIC-7-
cDNA). 12h nach Transfektion (Zeitpunkt To) wurden den subkonfluenten Zellen
Cycloheximid (100 pg/ml) zupipettiert, um die weitere Expression zu unterbinden. Nach

verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen dann geerntet und wie in vorherigen Kapiteln
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(5.3.2./6./7./8.) erldutert bis zur Immundetektion aufgearbeitet. Letztendlich kann durch

Quantifizierung der Western Blots die CIC-7 Halbwertszeit ermittelt werden.

5.4 Zellkulturarbeiten

Zellkulturarbeiten wurden ausschliefilich unter einer Sterilbank unter Verwendung
sterilisierter Reagenzien und Materialen durchgefiihrt. Zellkulturinkubatoren (37°C mit 5%
(v/v) COz-Konzentration in Wasserdampf gesittigte Atmosphire) dienten der Kultivierung
aller verwendeten Zellen. Zellkulturschalen sowie Wellplatten wurden von der Firma Nunc

(Nagle Nunc International, Wiesbaden) bezogen.

5.4.1 Kultur von HeLa-, HEK293- und MAF- Zellen

Hela-, HEK293- und MAF-Zellen wurden in DEMEM-Medium mit 10% (v/v) fStalem
Kilberserum (FCS), 25 pg/ml Pyruvat und 2 mM Glutamin kultiviert und zur Vermeidung
mikrobieller Kontamination mit Antibiotika (50 IU/ml Pencillin und 50 pg/ml Streptomycin)
versetzt. Die Passagierung der Zellen erfolgte bei nahezu 100%iger Konfluenz im Verhiltnig
1:5 bis 1:10. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin-EDTA
(1 ml pro 10 cm Schale) geldst. Nach 5 Minuten Inkubation im Zellkultur-Inkubator lagen die
Zellen vereinzelt vor, so dass nun durch Zugabe von frischem DEMEM-Medium (mit
Antibiotika) die Proteaseaktivititen unterbunden wurden und die Zellen in neue

Kulturschalen, Wellplatten bzw. fiir FRET in “live-cell dishes™ ausgesit werden konnten.

5.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Auf 10 cm Zellkulturschalen wachsende Zellen wurden nach erreichen 100%iger Konfluenz
mit PBS gewaschen und trypsiniert. Die vereinzelten Zellen wurden in frischem DEMEM-
Medium (mit Antibiotika) aufgenommen und in Falcon iiberfiihrt. Nun wurden die Zellen
pelletiert (500g, Smin), in 5 ml frischem DEMEM-Medium mit 10% (v/v) DMSO ohne
Antibiotika resuspendiert und in Kryorohrchen iiberfithrt. AnschlieBend wurden die Zellen
etappenweise von -20°C auf —80°C in Isopropanolbehilter oder Styroporboxen eingefroren
und in fliissigen Stickstoff eingelagert.

Um eingefrorene Zellen wieder zu kultivieren, wurde dic Zellsuspension im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und das Einfriermedium durch frisches DEMEM-Medium mit Antibiotikg
nach Sedimentation der Zellen (500 g, 5 min) ersetzt. Nun konnten die Zellen ausgesiit

werden, jedoch wurden sie erst nach erneuter Passagierung zur Transfektion weiterverwendet
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5.4.3 Transiente Transfektion

5.4.3.1 mit FuGENE6

HeLa- und MAF-Zellen wurden fiir spitere Immunfluoreszenzfarbungen in 12-Wellplatten
auf Deckglidschen kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit FuGENE6 (Roche AG, Basel,
Schweiz), wobei pro Well zu 0,5-1ug DNA 1,2 pl FuGENE in 100ul Opti-MEM zupipettiert
und nach Vortexen 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. In der Zwischenzeit
wurde das Zellkulturmedium der zu transfizierenden Zellen durch frisches ersetzt (1ml pro
Well). Im letzten Schritt wurde der DNA-FuGENE-Mix tropfenweise in die Wells gegeben.
Nach 12 Stunden wurde das Zellkulturmedium erneuert.

Die Transfektion von in 'live-cell dishes' kultivierten Zellen wurde ebenso mit FuGENE,

jedoch mit dem dopplten Ansatz an FuGENE, Opti-MEM und Plasmid- DNA durchgefiihrt.

5.4.3.2 mit PEI

Die Transfektion mit PEI von HEK293- und MAF-Zellen in 10 cm Zellkulturschalen wurde
analog, wie in Kapitel 5.4.3.1. mit FuGENE beschrieben, durchgefiihrt, wobei natiirlich die
Mengen relevanter Komponenten (PEI, Plasmid-DNA, Opti-MEM) dem Zellzuwachs
angeglichen wurde. Dementsprechend wurden 8 pg DNA mit 12ul PEI in 500ul Opti-MEM
zu den subkonfluenten Zellen zugegeben. Die in 10 cm Schalen transfizierten Zellen wurden
ausschlieBlich fiir die biochemische Methoden (Co-)Immunprézipitation, GST-Pulldown und

Stabilititsassay verwendet.

5.5 Immunzytochemie von Zellkulturen

5.5.1 Fixierung mit Paraformaldehyd oder Methanol

In 12-Wellplatten auf Deckgldschen kultivierte und transfizierte HeLa- bzw. MAF-Zellen
wurden fiir die anschlieBende Immunfluoreszenzfirbung mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert.
Praktisch wurde zuerst das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen kurz mit PBS
gewaschen. Nun erfolgte die Fixierung durch 15 Minuten Inkubation mit 4% (w/v) PFA/PBS.
Danach wurde die Fixierlosung entfernt und die noch freien PFA-Bindungsstellen durch
5 Minuten Inkubation mit 30 mM Glycin in PBS abgesiittigt. Nun wurden die fixierten Zellen
mit PBS gewaschen und konnten fiir die weitere Priparation der Immunfloureszenzfarbung
verwendet werden.

Bei der Methanol-Fixierung wurden die auf den Deckgldschen mit PBS gewachsenen Zellen

durch Inkubation mit vorgefiihltem Methanol (etwa -20°C) 5 Minuten bei -20°C fixiert. Nach
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erfolgter Fixierung wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und ohne

Immunfluoreszenzfirbungen direkt auf Objekttriger fixiert (Fixierung siehe 5.5.2.).

5.5.2 Immunfluoreszenzen

Nach der PFA-Fixierung der Zellen auf Deckglischen konnte nun die Immun-
fluoreszenzfirbung durchgefiihrt werden. Zuerst wurden die Zellen durch Inkubation mit 39,
(w /v) BSA, 0,1% (w/v) Saponin in PBS (saponinhaltiger Blockpuffer) 30 Minuten
permeabilisiert und geblockt. Bis hierhin wurden alle Experimente bzgl. der auf
Deckglaschen kultivierten und transfizierten Zellen in den 12-Wellplatten durchgefiihrt. Die
folgende Inkubation mit Antikérpern hingegen fand in so genannten feuchten Kammern statt,
wobei die zwischenzeitlichen Waschschritte wiederum in den 12-Wellplatten vorgenommen
wurden. Eine feuchte Kammer stellte dabei eine mit Parafilm und feuchten Tuchern
ausgekleidete Zellkulturschale dar. Pro Ansatz wurden 50 pl Primirantikérper entsprechend
ihrer Verdiinnung in 3% (w /v) BSA, 0,1% (w/v) Saponin in PBS auf den Parafilm pipettiert
und das Deckgldschen mit den Zellen kopfiiber auf die Tropfen gelegt. Anschliefend wurde
die Zellkulturschale abgedeckt und die Zellen in Primérantikdrperldsung iiber Nacht
inkubiert. Danach wurde viermal in PBS gewaschen (I1x kurz, 3x 5 min) und der
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper mit entsprechender Verdiinnung in saponinhaltigem
Blockpuffer nach gleicher Prozedur auf die Deckglischen gebracht. Nach einer Stunde
Inkubation der Sekundirantikorperlosung wurden die Zellen wiederum viermal in PRS
gewaschen (1x kurz, 3x 5min) und anschlieend die Deckgldschen mittels Fluoromount G auf
Objekttrdger fixiert. Nach Trocknung des Fixiermediums konnten die Priparate im
Kiihlschrank gelagert werden.

Die Visualisierung und Auswertung wurde am konfokalen Mikroskop (LSM510) im seriellen

Modus durchgefiihrt.

5.5.3 Lokalisationsassay

Experimentell wurden blind Einzel- und Kotransfektion an HeLa-Zellen nach 5.4.3.] mit
FuGENE durchgefiihrt und die Zellen entsprechend den Abschnitten 5.5.1 und 5.5.2 fixiert,
gefdrbt und detektiert. Die Zuordnung der iiberexprimierten Ostm1-CD4-Chimire gz,
zelluldren Kompartimenten erfolgte in vier Kategorien; Endoplasmatisches Retikulum (ER),
Lysosomen (Lys), Plasmamembran (PM) und undefiniert (undef.). Die lysosomale
Lokalisation wurde durch die Detektion des schon erwihnten lysosomalen Markerproteing

Lamp-1 realisiert, wobei neben der Kolokalisation des Ostm1-CD4-Chimérs und Lamp-1
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Material und Methoden

auch CIC-7 detektierbar sein musste. Die Zuordnung zum endoplasmatischem Retikulum und
zur Plasmamembran wurde ohne spezifische Markerproteine aufgrund der charakteristischen
zellularen Struktur bzw. Lokalisation vorgenommen. Fiir die spétere Quantifizierung wurden
pro Deckglaschen mehr als 100 Zellen gezihlt, wobei jede Zelle individuell ausgewertet und
einer der vier Kategorien zugeordnet wurde. Im Falle, dass sich die Zellen mit entsprechend
exprimierten Chiméren nicht eindeutig zu einem der drei beschriebenen Zellkompartimenten

(ER, Lys, PM) zuordnen lieB, wurden die Zellen in der Kategorie undefiniert mitgeftihrt.

5.5.4 FRET - Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer, Akzeptorbleaching
Zunichst wurden die in ‘live-cell dishes' kultivierten HeLa-Zellen mit ¢cDNA FRET-
kompetenter  Proteine  (Proteine  gebunden an  Donorfluorophor  (ECFP)  bzw.
Akzeptorfluorophor (EYFP)) transfiziert. Nach einer Expressionszeit von etwa 24 Stunden
und hinreichender Konfluenz wurden das Zellkulturmedium durch Standard-Puffer ersetzt
und FRET-Messungen am konfokalen Mikroskop in vivo durchgefiihrt. Dabei wurden vor und
nach dem Bleichen Aufnahmen im seriellen Modus (Anregung: 2-Photonen-Mikroskopie 810
nm 8% Output-Power, 514 nm 1% Output-Power; Detektion: 430-505 nm und 537-655 nm)
und Lambda Stack Modus (Anregung: 2-Photonen-Mikroskopie 810 nm 8% Output-Power,
Detektion: 414 nm, 425 nm, 436 nm, 447 nm, 457 nm, 468 nm, 479 nm, 489 nm, 500 nm, 511
nm, 521 nm, 532 nm, 543 nm, 554 nm, 564 nm, 575 nm, 586 nm, 596 nm, 607 nm, 618 nm,
628 nm, 639 nm) aufgenommen. Die Auswertung erfolgte tber die LSM 510-META
Software.

Das Bleichen erfolgte innerhalb eines definierten Areals (region of interest, ROI) fiir I Minute
mit dem 514 nm-Laser bei 100% Output-Power. Fir die Untersuchung der FRET-Eftfizienz
wurden innerhalb des gebleichten Areals im Lambda Stack Modus (vor und nach Bleichen)
erncut ROIs gesetzt, welche (kolokalisierte) fluoreszierende Proteine beinhalteten und deren
Emissionsintensititen aufgenommen wurden. Auerdem wurden parallel Intensititen eines
ROIs auBerhalb der gebleichten Areale erfasst, um eine Hintergrundkorrektur zu ermoglichen.
Die korrigierten Intensititen wurden nun vergleichend in zwei Diagrammen dargestellt. In
einem Diagramm wurden die gesamten Intensititen cines Versuches auf die Intensitét von
479 nm vor dem Bleichen normalisiert, um Aussagen zur CFP-Fluoreszenzinderung treffen
zu konnen. In dem anderen Diagramm wurden die jeweiligen Intensitéten von vor und nach
dem Bleichen auf den entsprechenden Intensititswert von 479 nm (vor und nach dem
Bleichen) normalisiert, welches zur Untersuchung der YFP-Fluoreszenzinderung dient.

Hingegen wurden bei der Darstellung der Emmissionsdetektion der einzelexprimierten YFP-
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Konstrukte nur die Emissionsintensititen vor dem Bleichen aufgefiihrt, da sich die YFP-
Konstrukte mit der entsprechenden Methodik nicht anregen licBen. Normalisiert wurden die
Emissionsintensititen der einzelexprimierten YFP-Konstrukte dabei auf die gemittelte
Emissionsintensitit bei 479 nm vor dem Bleichen des Versuchsansatzes mit selbigem YFP-
Konstrukt und zu untersuchendem CFP-Konstrukt.

Alle Diagramme wurden dabei aus gemittelten Emissionsintensititen mehrerer
Versuchsansitze unter gleichen Bedingungen (GroBe der ROI, Bleichvorgang) mit
entsprechender Standardabweichung erstellt.

Die FRET-Effizienz wurde durch den Vergleich der CFP-Fluoreszenzinderung vor und nach
dem Bleichen ermittelt, wobei die gemittelten Emissionsintensitiiten im Bereich von 436 nm —
498 nm (normalisiert auf die Intensitdt von 479 nm vor dem Bleichen) in die Berechnung

einbezogen wurden.
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A Anhang

A.1 Plasmidvektoren und DNA-Konstrukte
Lfd. | Name Beschreibung
-Nr.

1 pCDNA3.1(+) Expression in eukaryotischen Zellen, Invitrogen
(Karlsruhe) Ampicillin- und Neomycinresistenz, T7-
und CMV-Pormotor, SV40-Replikationsursprung

2 | pEGFP-N-3 Expression als EGFP-Fusionsprotein (enhanced

pEYFP-N-3 green/yellow/cyan fluorescent protein) in

pECFP-N-3 eukaryotischen Zellen, Clontech (Heidelberg),
Kanamycin- und Neomycinresistenz, SV40-
Replikationsursprung, EGFP Cterminal, CMV-
Pormotor,

3 | pCl-neo Expression in eukaryotischen Zellen, Invitrogen
(Karlsruhe) Ampicillin- und Neomycinresistenz, T7-
und CMV-Pormotor, SV40-Replikationsursprung

4 rCIC-7 HA CT CIC-7 aus Ratte mit C-terminaler HA-Fusion in pCI-
neo

5 Ostml Myc CT Ostm1 aus Maus mit C-terminalen Myc-Epitop im
Vektor pPCDNA3.1(+)

6 Ostml - Ostml - CD4 - Myc CT Ostm1-Chimire mit C-Terminus von CD4, sowie C-
terminalen Myc-Epitop im Vektor pPCDNA3.1(+)

7 Ostml - CD4 - CD4 - Myc CT Ostm1-Chimédre mit C-Terminus und
Transmembran-doméne von CD4, sowie C-
terminalen Myc-Epitop im Vektor pCDNA3.1(+)

8 | Ostml - CD4 - Ostml - Myc CT Ostm1-Chimare mit Transmembrandoméne von CD4,
sowie C-terminalen Myc-Epitop im Vektor
pCDNA3.1(+)

9 CD4 - Myc CT humanes CD4 mit C-terminalen Myc-Epitop im
Vektor pPCDNA3.1(+)

10 | CD4 - CD4 - Ostml - Myc CT Ostm1-Chimére mit N-Terminus und
Transmembran-doméne von CD4, sowie C-
terminalen Myc-Epitop im Vektor pPCDNA3.1(+)

11 | CD4 - Ostml - Ostml - Myc CT Ostm1-Chimédre mit N-Terminus von CD4, sowie C-
terminalen Myc-Epitop im Vektor pPCDNA3.1(+)

12 | CD4 - Ostml - CD4 - Myc CT Ostm1-Chimére mit N-Terminus und C-Terminus
von CD4, sowie C-terminalen Myc-Epitop im Vektor
pCDNA3.1(+)

13 | Ostml ANT(w/o0 aa 40-278) - Myc CT Deletionskonstrukt von Ostm1, putatives Signalpeptid

vorhanden, Deletion der putativen
Glykosylierungsstellen, mit C-terminalen Myc-
Epitop im Vektor pPCDNA3.1(+)

Fortsetzung auf folgender Seite...
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Lfd. | Name Beschreibung
-Nr.

14 | Ostml - EGFP CT Ostm1 aus Maus mit C-terminalen EGFP im Vektor
pEGFP-N3

15 | Ostml - Ostm] - CD4 - EGFP CT Ostm1-Chimidre mit C-Terminus von CD4, sowie C-
terminalen EGFP im Vektor pEGFP-N3

16 | Ostml - CD4 - CD4 - EGFP CT Ostm1-Chimére mit C-Terminus und
Transmembran-doméne von CD4, sowie C-
terminalen EGFP im Vektor pEGFP-N3

17 | Ostml - CD4 - Ostml - EGFP CT Ostm1-Chimére mit Transmembrandomine von CD4,
sowie C-terminalen EGFP im Vektor pEGFP-N3

18 | CD4 - EGFPCT humanes CD4 mit C-terminalen EGFP im Vektor
pEGFP-N3

19 | CD4 - CD4 - Ostml - EGFP CT Ostm1-Chimére mit N-Terminus und
Transmembran-doméine von CD4, sowie C-
terminalen EGFP im Vektor pEGFP-N3

20 | CD4 - Ostml - Ostml - EGFP CT Ostm1-Chimire mit N-Terminus von CD4, sowie C-
terminalen EGFP im Vektor pEGFP-N3

21 CD4 - Ostml - CD4 - EGFP CT Ostm1-Chimire mit N-Terminus und C-Terminus
von CD4, sowie C-terminalen EGFP im Vektor
pEGFP-N3

22 | OstmlANT(w/o aa 40-278) - EGFP CT | Deletionskonstrukt von Ostml, putatives Signalpeptid
vorhanden, Deletion der putativen
Glykosylierungsstellen, mit C-terminalen EGFP im
Vektor pEGFP-N3

23 | rCIC-7 CIC-7 aus Ratte im Vektor pCDNA3.1(+)

24 | CIC-7-EGFPCT CIC-7 aus Ratte mit mit C-terminalen EGFP im
Vektor pEGFP-N3

25 | CIC-7-ECFPCT CIC-7 aus Ratte mit mit C-terminalen ECFP im
Vektor pECFP-N3

26 | Ostml - EYFP CT Ostm1 aus Maus mit C-terminalen EYFP im Vektor
pEYFP-N3

27 | CD4-Ostm1-CD4 - EYFP CT Ostm1-Chimidre mit N-Terminus und C-Terminus
von CD4, sowie C-terminalen EYFP im Vektor
pEYFP-N3

28 | CIC-7-EYFP CT CIC-7 aus Ratte mit mit C-terminalen EYFP im
Vektor pEYFP-N3

29 | CIC-6 -CFP CT CIC-6 mit C-terminalen ECFP im Vektor pECFP-N3

30 | Ostml - EGFP CT ( Ala 287-293, but Ostm1 aus Maus mit C-terminalen EGFP,

Gly-291)

Transmembrandomanmutante (Ala 287-293, aber
Gly-291) im Vektor pEGFP-N3

Fortsetzung auf folgender Seite...
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Lfd. | Name Beschreibung
-Nr.
31 | Ostml - EGFP CT (Ala 294-301) Ostm] aus Maus mit C-terminalen EGFP,
Transmembrandomidnmutante (Ala 294-301) im
Vektor pEGFP-N3
32 | Ostml - EGFP CT (Ala 302-309) Ostm] aus Maus mit C-terminalen EGFP,
Transmembrandomadnmutante (Ala 302-309) im
Vektor pEGFP-N3
33 | CD4 - Ostml - CD4 - EGFP CT (Ala Ostm1-Chimére mit N-Terminus und C-Terminus
398-404, but Gly-402) von CD4, Transmembrandomidnmutante (Ala 398-
404, aber Gly-402) sowie C-terminalen EGFP im
Vektor pEGFP-N3
34 | CD4 - Ostml - CD4 - EGFP CT (Ala Ostm1-Chimare mit N-Terminus und C-Terminus
405-412) von CD4, Transmembrandomédnmutante (Ala 405-
412) sowie C-terminalen EGFP im Vektor pEGFP-
N3
35 | CD4 - Ostml - CD4 - EGFP CT (Ala Ostm1-Chimiére mit N-Terminus und C-Terminus

413-420)

von CD4, Transmembrandomédnmutante (Ala 413-
420) sowie C-terminalen EGFP im Vektor pEGFP-
N3

Tabelle A.1: Palsmidvektoren und DNA-Konstrukte

A.2 Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeteten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech

AG, Minchen, Deutschland oder Biomers, Ulm, Deutschland bezogen.

Ver-

wendung

Bezeichnung

Sequenz

CIC-7-HA(CT) Sequenzanalyse

01144 jf mC7genl3as

CACCAGCAGATACTGTGAGGC

01968 rC7_lw_13as GCGAAAGTCTTTCAGCCTC
03103-t3seq ATTAACCCTCACTAAAG
04180-7A14 AGCCTGCTTCATTGACAT
05227 _C7-1800-f GAGGGCCTCTATGACATGC
05548 7E6 CAGCTGGAGCTGCAGCTG
05562_7ERI1 GGCCCGGCTCCGTTCAGC
06446_7THA-RI TGCAGCGGAGACTGAGGCTG

06694 c7-2009_as

caaaatttatgaggccagggc

06695 c7-2254 s

gtctigatttactcgtctc

06696_c7-2864_as

caaccttctctctcctec

06793 03941 2615TRAP as

GACAGAATCACGCCAGACACCT

Fortsetzung auf folgender Seite ...
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