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Zusammenfassung
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Interferon-gamma (IFN-y) spielt innerhalb des Immunsystems eine zentrale Rolle als Regulator
zellvermittelter Immunreaktionen. Es beeinfluflit neben der Aktivierung von Makrophagen auch
die Antigenprisentation und vermittelt sowohl antivirale als auch antimikrobielle Effekte. Bis
heute sind iiber 200 IFN-y-induzierte Gene beschrieben worden; vielen konnte bisher noch keine
Funktion innerhalb der Immunantwort zugeordnet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei IFN-y-induzierte Genprodukte charakterisiert: Inter-
feron-induzierbares Protein 35 (IFP35), Nociceptin/Orphanin FQ (Nociceptin/OFQ) und das
humane Guanylat-bindende Protein 3 (hGBP-3).

» IFP35 ist ein Leuzin-Zipper-Protein, dessen Expression durch Interferone reguliert wird. Es ist
im Zytoplasma lokalisiert und zeigt in der Immunfluoreszenz nach IFN-y-Induktion ein punktfor-
mig iiber das Zytoplasma verteiltes Muster. Mit Hilfe von Doppelimmunfluoreszenzen, subzelluli-
ren Fraktionierungen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde nachgewiesen, daf3
IFP35 weder mit einer Zellorganelle noch mit einem Zellkompartiment assoziiert ist. IFP35,
dessen theoretisches Molekulargewicht 31,74 kDa betrigt, eluierte in der Gelfiltration bei einem
Molekulargewicht von 150-440 kDa, was auf die Bildung von Homo- oder Heteromultimeren
hindeutet. Sowohl die Homodimerisierung von IFP35 als auch die Interaktion von IFP35 mit dem
IFN-induzierbaren Nmi-Protein wurde mit Hilfe von Transfektionsexperimenten nachgewiesen. In
der Immunfluoreszenz wurde eine partielle Kolokalisierung von IFP35 und Zytokeratin 19 beob-
achtet. Des weiteren kolokalisiert IFP35 mit einem noch unbekannten Protein, mit dem der gegen
pS3 gerichtete Antikdrper pAb1801 kreuzreagiert. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dall IFP35 ein Bestandteil zytoplasmatisch verteilter Proteinkomplexe ist, an deren Ausbildung
unterschiedliche Proteine beteiligt sind.

» Nociceptin/OFQ ist ein Neuropeptid, das an der Schmerzempfindung beteiligt ist. Ein ¢cDNA-
Klon von Nociceptin/OFQ, isoliert aus einer Genbank, die aus mRNAs der Makrophagen-Vorlédu-
ferzellinien THP-1 und U937 hergestellt worden war, wurde charakterisiert. Northern Blot-
Analysen ergaben, dafl die mRNA vorrangig in B-Lymphozyten des peripheren Blutes exprimiert
wird; die Expression der mRNA des Nociceptin/OFQ-Rezeptors hORL1 wurde in Monozyten
und Granulozyten nachgewiesen. Eine Expression der mRNA des Rezeptors wurde nur in Zellen
beobachtet, in denen die mRNA des Liganden nicht exprimiert wurde, so dal} eine autokrine
Funktion von Nociceptin/OFQ ausgeschlossen werden kann.

» Humanes GBP-3 wurde als vollstindiger cDNA-Klon aus einer Genbank isoliert, die fiir
cDNAs IFN-y- und 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA)-induzierter mRNAs angerei-
chert war. Die 2419 bp lange cDNA kodiert fiir ein 66,6 kDa groB3es Protein. Sowohl die Nuklein-
als auch die Aminosduresequenz weisen eine signifikante Homologie zu den Sequenzen der
humanen Guanylat-bindenden Proteine hGBP-1 und hGBP-2 auf; zusitzlich wurden zwei fiir
Guanylat-bindende Proteine charakteristische Konsensusmotive identifiziert. Die durch IFN-y und
PHA (Phytohidmagglutinin) induzierbare Expression der 2,4 kb groBen mRNA wurde vorrangig in
Monozyten sowie in Milzgewebe nachgewiesen. Die Untersuchung der Expression des hGBP-3-
Proteins mit Hilfe eines Antiserums, das gegen eine Peptidsequenz des hGBP-3 gerichtet ist,
bestitigte die Ergebnisse der Northern Blot-Untersuchungen weitgehend. Die Bindung von
rekombinantem hGBP-3-Protein an Agarose-gekoppeltes GTP, ein charakteristisches Merkmal der
GBP-Proteine, wurde nachgewiesen.
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Interferon-gamma (IFN-y) plays a central role as a regulator of cell mediated immunity affect-
ing activation of macrophages and presentation of antigens. In addition IFN-y mediates
antiviral as well as antimicrobial activities. At present, more than 200 IFN-y-induced genes
have been described; for most of them, no function within the immune response has yet been
described.
In this study three IFN-y-induced gene products were characterized: Interferon-inducible
protein 35 (IFP35), Nociceptin/Orphanin FQ (Nociceptin/OFQ) and human guanylate-binding
protein 3 (hGBP-3).
» IFP35 is a leucine zipper protein, whose expression is regulated by interferons. IFP35 is locali-
zed in the cytoplasm; following IFN-y-induction a speckled-like staining pattern of IFP 35 was
observed in immunofluorescence studies. Using double immunofluorescence, subcellular fraction-
ation and electron microscopy it was demonstrated that [FP35 does not associate with specific cell
organelles or compartments. IFP 35, a protein with a theoretical molecular mass of 31,74 kDa,
eluted at a molecular mass of 150-440 kDa in gelfiltration experiments, indicating the formation
of homo- or heteromultimeric complexes. Homodimerisation of IFP35 as well as interaction of
IFP35 with the IFN-inducible Nmi-protein was shown by transfection studies. In immun-
ofluorescence studies a partial colocalization of IFP35 with cytokeratin 19 was observed. In
addition IFP35 colocalizes with an unknown protein, which is recognized by the cross reacting
antibody pAb 1801 originally raised against pS3. These results indicate that IFP35 is a part of
cytoplasmic protein aggregates; in the formation of the aggregates a number of different proteins
seems to be involved.
» Nociceptin/OFQ is a neuropeptide involved in nociception. A cDNA clone of Nociceptin/ OFQ
isolated from a library, prepared from the macrophage precursor cell lines THP-1 and U937, was
characterized. Northern blot analyses revealed, that the mRNA of Nociceptin/OFQ is predomi-
nantly expressed in B-lymphocytes of the peripheral blood; the mRNA of the Nociceptin/OFQ
receptor hORL 1 was detected in monocytes and granulocytes. Expression of the receptor mRNA
was only observed in cells not expressing the mRNA of the ligand; thus an autocrine function of
Nociceptin/OFQ can be excluded.
» Human GBP-3 was isolated as a full length cDNA clone from a library enriched for cDNAs of
IFN-y- and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced mRNAs. The 2419 bp cDNA
encodes a protein with a molecular mass of 66,6 kDa. The nucleic acid as well as the amino acid
sequence are significantly homologous to the sequences of the human guanylate-binding proteins
hGBP-1 and hGBP-2; in addition two consensus motives characteristic for guanylate-binding
proteins were found. The expression of the 2,4 kb mRNA could be induced by IFN-y and phyto-
hemagglutinin (PHA) and was predominantly observed in monocytes as well as in the spleen. The
results of the northern blot analyses were confirmed by investigating the expression of the hGBP-3
protein, using a specific antiserum raised against a peptide sequence of hGBP-3. Binding of
recombinant hGBP-3 protein to agarose-coupled GTP, a characteristic feature of GBP-proteins,
was shown.
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1 Einleitung

1.1 Zytokine

Das Immunsystem ist ein funktionelles System, welches den Wirtsorganismus sowohl vor
potentiellen Pathogenen wie z.B. Viren und Bakterien als auch vor korpereigenen entarteten
Zellen schiitzt. Es besteht hauptsidchlich aus drei Komponenten: den Organen des lymphati-
schen Systems, den im Blut- und Lymphsystem zirkulierenden Immunzellen und verschiede-
nen nicht zelluldren Bestandteilen [1;253].

Zur letzten Gruppe gehoren die Zytokine, die ein komplexes Netzwerk kleiner interzellulér
wirkender Proteine bilden und an der Regulation der Immunantwort beteiligt sind. Bei den
Zytokinen handelt es sich um eine sehr uneinheitliche Gruppe von Proteinen, die bestimmte
gemeinsame Merkmale aufweist: So werden sie in Folge eines immunologischen Stimulus
kurzfristig von Zellen sezerniert und konnen autokrin, parakrin oder endokrin auf Zielzellen
wirken. Zytokine konnen synergistisch oder antagonistisch wirken und unter anderem die
Synthese anderer Zytokine wie auch ihrer Rezeptoren beeinflussen. Dabei ist die Reaktion der
Zelle auf einen Zytokinstimulus hiufig von der Synthese neuer mRNA und von neu syntheti-
sierten Proteinen abhingig. Zytokine beeinflussen die Zellteilung und Differenzierung von
Zellen [1;79]. Zu den Zytokinen gehoren unter anderem Interleukine, Tumor Nekrose Faktor,
Lymphotoxine, Kolonie-stimulierende Faktoren, Chemokine und Interferone [79].

1.2 Interferone

Vor ca. 40 Jahren wurde beobachtet, dafl mit hitzeinaktiviertem Influenzavirus inkubierte
Hiihnerzellen eine Substanz produzieren, die anderen Zellen eine Resistenz gegeniiber viraler
Infektion verleiht. Die Substanz wurde als Interferon (IFN) bezeichnet, abgeleitet vom Begriff
der viralen Interferenz, d.h. der EinfluBnahme auf den Ablauf von Virusinfektionen [147;219].

Heute sind zwei strukturell und funktionell unterschiedliche Gruppen von Interferonen
bekannt, die TypI- bzw. TypIl-Interferon genannt werden. Die Interferone sind Mitglieder der
Zytokinsuperfamilie von sekretierten Proteinen und iiben ihre biologischen Effekte iiber spezi-
fische Rezeptoren aus.

Zu den TypI-Interferonen gehdren IFN-o und -f. IFN-o und -B wurden urspriinglich als
Produkte von Leukozyten bzw. virusinfizierten Fibroblasten charakterisiert und dementspre-
chend Leukozyten- bzw. Fibroblasten-Interferon genannt. Sie werden von einer Vielzahl von
Zellen produziert. Der wichtigste native Induktor fiir die Synthese von Typ I-Interferonen ist
eine virale Infektion. Thre wichtigsten biologischen Funktionen sind die Inhibition viraler
Replikation, die Inhibition der Zellproliferation, die Aktivierung von NK-Zellen (,,natural
killer*-Zellen) und die Modulation der Expression von MHC (,,major histocompatibility com-
plex*; Haupthistokompatibilititskomplex) Klasse I Molekiilen [1;79].

Zu den Typ II-Interferonen gehort nur das IFN-y, welches anfinglich als Immun-Interferon
bezeichnet wurde. Sezerniert wird es vorrangig von aktivierten NK-Zellen, aktivierten T-Hel-
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fer-Zellen der Th1-Subklasse und aktivierten CD8+-zytotoxischen Zellen des Tcl-Phinotyps
[1;31;79;323]. Die Sekretion wird auf unterschiedliche Art und Weise initiiert: Bei T-Zellen
erfolgt die Induktion der IFN-y-Expression vorrangig als Folge einer Antigen- oder Mitogen-
Stimulation; in NK-Zellen wird die Produktion durch Zytokine wie TNF-o und IL-12 stimu-
liert, die von Makrophagen sezerniert werden. Biologisch aktives IFN-y besteht aus einem
nicht kovalent gebundenen Homodimer [31]. Die von IFN-y ausgeiibten Effekte sind mannig-
faltig. Sie umfassen u.a. die Aktivierung von mononukledren Phagozyten, die Stimulierung der
Expression von Gewebshistokompatibilitdtsantigenen, die Differenzierung von T-Lympho-
zyten und die Aktivierung von NK-Zellen.

1.2.1 Interferon-Rezeptoren und Signaltransduktion

Interferone vermitteln ihre Wirkung iiber Rezeptoren in der Zytoplasmamembran. Die Bindung
des Zytokins an den Rezeptor fiihrt zur Aktivierung des JAK (Janus Kinase)/STAT (,,signal
transducers and activators of transcription*)-Signaltransduktionsweges und zur Induktion der
Expression einer Reihe IFN-stimulierter Gene (ISG’s). Die ISG’s vermitteln die biologischen
Effekte der Interferone (Abb. 1).

Der IFN-y-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, der o-Untereinheit (IFN-yR1), die eine
hohe Affinitit zum Liganden hat und der B-Untereinheit (IFN-yR2), die fiir die Signal-
transduktion bendtigt wird. Jede Kette ist konstitutiv mit einer spezifischen Janus Kinase, einer
Protein Tyrosin Kinase, assoziiert: IFN-yR1 mit JAK1 und IFN-yR2 mit JAK2. Bei der
Signaltransduktion bindet IFN-y zunichst an zwei a-Untereinheiten des Rezeptors und indu-
ziert eine Dimerisierung von IFN-yR1. AnschlieBend assoziieren zwei -Untereinheiten mit
dem Komplex und es kommt zu einer Transphosphorylierung und reziproken Aktivierung der
Janus Kinasen. Die aktivierten Janus Kinasen bewirken eine Tyrosinphosphorylierung der
o-Untereinheiten. An die phosphorylierten o-Untereinheiten bindet zytosolisches STAT la,
auch p91 genannt. STATs bilden eine Familie von Proteinen, die Signale von verschiedenen
Zelloberflachen-Rezeptoren in den Zellkern leiten, wo sie die Transkription von Genen regu-
lieren. STAT 1o wird ebenfalls phosphoryliert, dissoziiert vom Rezeptor-Komplex ab und
bildet Homodimere. Das STAT la-Homodimer, welches GAF (,,gamma-interferon activation
factor*) genannt wird, transloziert in den Nukleus, bindet an GAS (,,gamma activated site*)-
Konsensussequenzen in den Promotoren bestimmter Gene und aktiviert deren Transkription
[129;240;323]. Die Menge an phosphoryliertem STAT lo wird negativ durch den Ubiquitin-
Proteasom-Weg reguliert [162].

Die Regulation der IFN-induzierten Genexpression kann zum einen im Rahmen der Primir-
antwort iiber GAS-Elemente erfolgen; sie kann zum anderen aber auch als Sekundirantwort
iiber Faktoren wie die Mitglieder der IRF (,interferon regulatory factors®)-Familie DNA
bindender Proteine vermittelt werden, die im Rahmen der Primirantwort verstirkt exprimiert
werden. Zur IRF-Familie von Transkriptionsfaktoren gehoren IRF-1, IRF-2, ISGF3f (= p48)
und ICSBP. Das IRF-1-Gen weist z.B. GAS-Elemente in der Promotorregion auf und ist durch
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IFN-y induzierbar; IRF-1 kann an ISRE (,,interferon stimulated response elements*)-Elemente
binden [248] und ist an der Aktivierung unterschiedlicher Gene beteiligt.

Der IFN-a Rezeptor besteht ebenfalls aus zwei Untereinheiten: IFNARI1 und IFNAR?2.
IFNAR?2 bindet den Liganden und ist konstitutiv mit JAK 1 assoziiert, wihrend IFNARI1 mit
der Janus Kinase Tyk 2 interagiert. Die Signaltransduktion wird durch die Bindung von IFN-a
oder -B an den Rezeptor initiiert. Die a- und B-Untereinheiten assoziieren, es kommt zur
Transphosphorylierung und Aktivierung der Janus Kinasen sowie zur Phosphorylierung der
o-Untereinheit. STAT 2 kann daraufhin an die a-Untereinheit binden und wird phosphoryliert.
An das phosphorylierte STAT?2 bindet STAT 1, das dadurch ebenfalls phosphoryliert wird.
AnschlieBend konnen STAT 2/STAT 1-Heterodimere oder STAT 1-Homodimere in den Zell-
kern wandern. STAT?2/STAT 1-Heterodimere binden ISGF3y; zusammen bilden sie den
ISGF 3 (,interferon stimulated gene factor 3*“)-Komplex, der an ISRE-Elemente binden kann
[129].

Die durch IFN-a und -y induzierten Signaltransduktionswege sind miteinander verbunden.
Wihrend bei beiden Transduktionswegen STAT 1-Homodimere gebildet werden, die an GAS-
Sequenzen binden kénnen, konnen sowohl ISGF 3, IRF-1 als auch das STAT 1-Homodimer in
Assoziation mit p48 an ISRE-Elemente binden [30].

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg wird von vielen Zytokinen, Hormonen und
Wachstumsfaktoren genutzt. Wie die Spezifitit auf ein bestimmtes Signal, wie z.B. die IFN-y-
Induktion, erhalten wird, ist noch weitgehend unbekannt. Diskutiert werden verschiedene Fak-
toren. So sind an der Signaltransduktion eine Reihe von STAT-Proteinen mit unterschiedlichen
DNA-Bindungsaffinititen beteiligt. Durch eine Variabilitit in der Sequenz der GAS- und
ISRE-Elemente konnte die Bindung bestimmter STAT-Komplexe an die DNA bevorzugt
erfolgen. AuBBerdem konnte das Zusammenspiel mehrerer aktivierter Faktoren die Spezifitit
des Signals beeinflussen. Weiterhin wird auch eine Beteiligung des MAP-Kinase Signaltrans-
duktionsweges, der Phospholipase A2 (PLA2), einer Protein Kinase (PKR), verschiedener
Phosphatasen wie der Protein-Tyrosin Phosphatase (PTP) und der eine SH2-Domine enthal-
tenden Phosphatase-1 (SHP-1) an der IFN-induzierten Signaltransduktion vermutet. Wahr-
scheinlich sind mehrere Signaltransduktionswege an der Regulation der biologischen Effekte
beteiligt [129;240;323].
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Abb. 1: Ubersicht iiber die IFN-induzierte Signaltransduktion

Dargestellt sind die IFN-Rezeptoren in der Zytoplasmamembran mit ihren Induktoren und den Rezep-
tor-assoziierten JAKs sowie die durch das jeweilige IFN aktivierten STAT-Proteine. Die sich im
Rahmen der IFN-induzierten Signalleitung bildenden Transkriptionsfaktorkomplexe mit der von ihnen
erkannten Konsensussequenz und einer Reihe exemplarisch ausgewihlter, iiber diese Konsensus-
sequenzen regulierte Gene sind aufgefiihrt (Nach Boehm et al. sowie Haque und Williams; abgewan-
delt [31;129]).

1.2.2 Immunregulatorische Funktionen von IFN-y

Die Erforschung der IFN-y-induzierten Genexpression ist von groem Interesse fiir die medizi-
nische Forschung. Die potenten immunmodulatorischen Eigenschaften von IFN-y wurden
bereits hinsichtlich der Therapie von Krebsbehandlungen untersucht: Interferone in Kombina-
tion mit zytotoxischen Pharmaka waren effektiv in der Behandlung von Haarzell-Leukédmien
[10] und chronischen myelogenen Leukdmien [172]. Erste Studien, die IFN-y in der Behand-
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lung von Nierenzellkarzinomen [44], Brustkrebs [235], Melanomen [163] und Gliomen [188]
einsetzten waren erfolgversprechend. Die molekularen Mechanismen, die den therapeutischen
Effekten von IFN-y zugrunde liegen, sind erst wenig erforscht [183;277].

Bis heute sind mehr als 200 IFN-y-induzierte Gene bekannt, welche die vielfiltige Wirkung
von IFN-y widerspiegeln (zur Ubersicht: http://198.94.213.64/ari/sup/im/im15/im15a.htm).
Die wichtigsten Effekte von IFN-y werden im folgenden exemplarisch dargestellt, um die
Komplexitit der IFN-y-vermittelten Effekte zu skizzieren.

1.2.2.1 Produktion von Immunglobulinen und Expression von Immunglobulin-Re-
zeptoren

IFN-y ist an der Kontrolle der Immunglobulinproduktion beteiligt. IFN-y ist in der Maus wich-
tigster Faktor beim Antikorperklassenwechsel zur IgG2a-Subklasse [73;287]. Die Wirkung von
IFN-y auf die B-Zelle ist abhingig von IL-2 und der B-Zell-Aktivierung durch den B-Zell-
Immunglobulin-Rezeptor; sie wird durch IL-1 verstirkt [288]. IFN-y ist ein Antagonist des
IL-4-vermittelten Antikorperklassenwechsels zur IgGyl- und e-Subklasse, wihrend IL-4 Anta-
gonist des IFN-y-vermittelten Klassenwechsels ist. Vermutlich findet dabei eine Kompetition
zwischen STAT 1 und STAT 6 um die Bindung an GAS-Elemente statt [27].

IFN-y induziert ebenfalls die Expression des fiir IgG2a-Molekiile hochaffinen FcyRI-
Rezeptors auf der Zelloberflache von Monozyten und Makrophagen [31;237].

Der Antikorperklassenwechsel zur IgG2a-Subklasse und die Induktion der Expression des
FcyRI-Rezeptors fordert Opsonierung und Phagozytose von potentiellen Pathogenen. Mit der
Bindung von IgG-Antikérper-Komplexen an den FcyRI-Rezeptor werden die Phospholipa-
se A2 und die Arachidonsidurekaskade wie auch der respriatorische ,,Burst* aktiviert [167].

1.2.2.2 Antigenpridsentation und Expression von Gewebshistokompatibilititsantigenen

Interferone sind an der Regulation der Expression von MHC Klasse I- und Klasse II-Genen
beteiligt. MHC Klasse I-Gene werden in den meisten Geweben mehr oder weniger stark kon-
stitutiv exprimiert und durch IFN-a, - und -y induziert. Die Induktion der Expression wird
durch Enhancer-Elemente mit ISRE- und NF-kB-Bindungsstellen kontrolliert [284]. Wihrend
an die ISRE-Konsensussequenz IFN-y-induziertes IRF-1 binden kann, bindet an die NF-xB-
Konsensussequenz der NF-kB-Transkriptionsfaktor. Die Aktivierung von NF-«kB erfolgt unter
anderem nach TNF-o-Stimulation von Zellen [14]. TNF-a iibt einen synergistischen Effekt auf
die IFN-y-induzierte Expression von MHC Klasse [-Molekiilen aus [96;148;149].

Die MHC Klasse I-vermittelte Antigenexpression ist dariiber hinaus von weiteren Faktoren
abhingig, deren Expression ebenfalls durch IFN-y reguliert wird. So wird die Expression des
B2m-Gens, welches fiir die Expression von MHC Klasse I-Molekiilen auf der Zelloberfldche
notwendig ist (zur Ubersicht: York et al.; [333]), durch IFN-q, -B, -y sowie durch TNF-a
induziert [31;164]. Auch die beiden Ketten des Transporters, der mit der Antigenprozessierung
assoziiert ist (TAP; ,transporter in antigen processing®), TAP1 und TAP2, werden konstitutiv
exprimiert; ihre Expression kann durch IFN-y [101;303] sowie durch TNF-a [101] gesteigert
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werden. Dariiber hinaus wird die Synthese von drei B-Untereinheiten der Proteasomen
(LMP-2, LMP-7 und MECL-1) durch IFN-y induziert. Proteasomen sind Endopetidasen, die
aus mehreren Untereinheiten bestehen und fiir die Generierung von Peptiden fiir die Beladung
von MHC Klasse I-Komplexen notwendig sind [333]. Die IFN-y-induzierten Proteine verdrén-
gen (-Untereinheiten, die konstitutiv in neu assoziierten Proteasomen Komplexen vorkommen
[124] und bewirken eine Verdnderung der proteolytischen Eigenschaften des Proteasoms.
LMP-2 und TAP1 werden ausgehend von einem einzigen bidirektionalen Promotor transkri-
biert; ihre Expression kann durch TNF-o und IFN-y induziert werden. Der gemeinsame
Promotor enthilt neben ISRE-Elementen und einem NF-kB-Element unter anderem auch eine
GAS-Konsensussequenz [23;210;326].

Die Expression von MHC Klasse [I-Komplexen wird durch IFN-y beeinflufit. Der
MHC Klasse II-Komplex wird in antigenprédsentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen und
B-Lymphozyten, konstitutiv exprimiert. Seine Expression kann dariiber hinaus in nahezu allen
Zellen, wie z.B. Makrophagen [165], durch IFN-y induziert werden. Alle wichtigen Gene fiir
den MHC Klasse II-Antigenprisentationsweg (Klasse II o- und B-Kette, invariante Kette, i,
DMA- und DMB-Kette) werden fiir die normale Expression von MHC Klasse I auf der
Zelloberflache benotigt und ihre Expression wird von einem einzigen IFN-y-induzierbaren
Transkriptionsfaktor, CIITA (,class Il transactivator®), kontrolliert. Eine DNA-Konsensus-
sequenz, an die der CIITA-Faktor bindet, wurde noch nicht identifiziert. Der Faktor besitzt
eine stark transaktivierende Domine, die in Verbindung mit der heterologen DNA-bindenden
Domine eines anderen Proteins aktivierend auf die Transkription wirken konnte. Es wird
angenommen, daf} CIITA als Koaktivator wirkt [31;194].

Der MHC Klasse II-Expressionsweg ist abhingig von der Anwesenheit von Peptiden im
lysosomalen/endosomalen Kompartiment [130]. Die Expression von drei lysosomalen Cathep-
sinen, die mit der Generierung von Peptiden fiir die Antigenpréisentation in Makrophagen in
Verbindung stehen, ist durch IFN-y induzierbar [178;179].

1.2.2.2.1 Antivirale Effekte von IFN-y

Die antivirale Wirkung von IFN-y wird vorrangig durch die Induktion der Expression von drei
Genen vermittelt: die durch dsSRNA aktivierte Protein Kinase (PKR), die 2’-5" Oligoadenylat-
Synthetase (2-5A Synthetase) und die dsSRNA-spezifische Adenosin Desaminase (dsSRAD).

Die PKR ist eine Serin-Threonin-Kinase [144]. Sie wird durch dsRNA aktiviert, die sowohl
von RNA- als auch DNA-Viren als Intermedidrprodukt gebildet wird. Der Aktivierung der
Kinase folgt eine Autophosphorylierung mit anschlieBender Phosphorylierung der o-Unter-
einheit des eukaryontischen Initiationsfaktors 2 (elF-2). Die Phosphorylierung verhindert die
Regenerierung von aktivem elF-2-GTP aus elF-2-GDP und somit die Bildung des Transla-
tions-Initiationskomplexes. Die PKR wird in vielen Zelltypen in geringem Male konstitutiv
exprimiert; die Expression kann sowohl durch Typl- als auch durch Typ [I-Interferone indu-
ziert werden. In der Promotorregion sind GAS-, ISRE- und NF-«B-Elemente vorhanden
[31;296].
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Die 2-5A Synthetase wird ebenfalls durch dsRNA aktiviert und setzt ATP zu 2’-5’-ver-
kniipftem Adenylat um. Dieses aktiviert die RNase L, die einzelstringige virale und zelluldre
RNA abbaut und somit Proteinsynthese und Virusvermehrung inhibiert [31;31;143].

Die dsRNA-spezifische Adenosin Desaminase katalysiert die Desaminierung von Adenosin
zu Inosin unter Verwendung von dsRNA als Substrat. Es wird angenommen, daf§ die Adeno-
sin Desaminase fiir die Entstehung modifizierter mRNA verantwortlich ist, die nicht mehr in

ein funktionelles Protein translatiert werden kann. Die Expression des Gens erfolgt nach
Induktion durch IFN-o und -y [21;31;190].

1.2.2.2.2 Antimikrobielle Effekte von IFN-y

Neben der Induktion antiviraler Aktivitit, stimuliert IFN-y auch die antimikrobielle Aktivitit
von Phagozyten und anderen Zellen. Die wirksame Bekidmpfung von Mikroorganismen kann
dabei auf zwei Wegen erfolgen. Zum einen wird durch IFN-y die Synthese von toxischen
Effektormolekiillen wie aktivierten Sauerstoffmolekiilen und Stickstoffmonoxid (NO) in
Phagozyten induziert. Zum anderen wird die Expression von Enzymen induziert, die fiir eine
Depletion wichtiger Wachstumskomponenten, wie z.B. essentieller Aminosduren oder Eisen,
in den infizierten Zellen sorgen und somit das Wachstum von Parasiten inhibieren.

Der sogenannte ,,Respiratory Burst® ist einer der immunologischen Vorginge, der zur
Abtotung phagozytierter Mikroorganismen fiihrt. Er ist charakterisiert durch einen erhohten
Sauerstoffverbrauch der phagozytierenden Zelle und resultiert in der Bildung von Superoxid-
anionen als reaktivem Sauerstoff-Zwischenprodukt. Das Zwischenprodukt wird zu weiteren
reaktiven Sauerstoffmetaboliten (Wasserstoffperoxid, Hydroxyl-Radikal und Singulett-Sauer-
stoff) umgesetzt. Diese reagieren mit unterschiedlichen Zellbestandteilen (Aminoséuren,
Lipide etc.) der phagozytierten Zelle und beeinflussen die Lebensfihigkeit des phagozytierten
Mikroorganismus. Die Produktion von Superoxydanionen wird durch die Membran-assoziierte
NADPH-abhingige Oxidase vermittelt, ein Multikomponenten-Flavozytochrom-Enzymkom-
plex [233]. Die Expression einer Komponente des Enzymkomplexes, das gp91-phox, wird
durch IFN-y im Rahmen der Primirantwort induziert [58]. Auch die Expression weiterer
Komponenten des Komplexes (p47-phox und p67-phox) wird durch IFN-y reguliert [126].

Stickstoffmonoxid ist eines der kleinsten sekretierten Produkte in Sédugetierzellen und u.a.
an der Vermittlung antimikrobieller und antiviraler Aktivitit beteiligt [223]. Die zytotoxische
Wirkungsweise des NO ist noch nicht vollstindig geklért, aber eine Interaktion von NO mit
reaktiven Sauerstoffmolekiilen wird diskutiert [1]. Synthetisiert wird NO in einer durch das
Enzym NO-Synthase (NOS) katalysierten Reaktion aus L-Arginin und molekularem Sauer-
stoff. Das Gen der NO-Synthase (iNOS) wird in nahezu allen Geweben nach geeigneter
Induktion exprimiert. Die Promotorregion von iNOS weist u.a. drei GAS-Elemente, zwei
NF-kB-, zwei ISRE- und zwei AP-1-Konsensussequenzen sowie zwei TNF-Response-
Elemente (TNF-RE) auf [329]. Die Expression des iNOS-Gens wird durch IFN-y induziert,
IL-4, -10 und -13 wie auch IFN-B wirken antagonistisch [85]; IRF-1 ist essentiell fiir die
IFN-y-vermittelte Induktion [157]. Parallel zur Induktion der Expression der NO-Synthase
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wird auch die Expression von zwei Genen, die in die Substrat- und Kofaktor-Synthese invol-
viert sind durch IFN-y induziert. Fiir die NO-Synthese wird Tetrahydrobiopterin/BH4 als Ko-
faktor benotigt [13]; IFN-y induziert die Expression von GTP-Zyklohydroxylase I, welches das
limitierende Enzym in der de novo Synthese des BH4 aus GTP ist. BH4 wird zwar in hohem
MaBe konstitutiv in Makrophagen exprimiert [174], ist aber in anderen Zellen limitierend [91].
AuBerdem wird die Expression der Argininosuccinat-Synthetase, dem limitierenden Enzym bei
der Synthese des einzigen physiologischen Stickstoffdonors Arginin, durch IFN-y induziert
[218].

Ein Beispiel fiir die IFN-y-induzierte Depletion einer fiir intrazelluldre Pathogene essentiel-
len Wachstumskomponente, stellt der Tryptophanstoffwechsel dar. Die Indolamin 2,3-Dioxy-
genase (IDO) und die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase (WRS) sind zwei Proteine des Tryp-
tophanmetabolismus und werden stark durch IFN-y induziert. Die IDO setzt Tryptophan zu
N-Formylkynurein um. Sie wird mit Ausnahme der Leber in allen Geweben exprimiert und
ihre Expression durch LPS, Virusinfektion oder durch IFN-y induziert [54;135]. Es wird ver-
mutet, da} durch die Entfernung von frei verfiigbarem Tryptophan aus der infizierten Zelle das
Wachstum von Parasiten reguliert wird [246]. Die WRS ist ein ,,Housekeeping*“-Gen und fiir
die Aminoacylierung von tRNATrp im Verlauf der Proteinsynthese verantwortlich. Sie wird
ebenfalls in nahezu allen Zellen exprimiert und die Expression durch IFN-y induziert. Ob die
Tryptophanyl-tRNA-Synthetase auch zur Tryptophan Depletion beitrdgt ist nicht klar [15;
106;108;166]. Eine andere Wirkung der WRS konnte auch die Bereitstellung notwendiger
Vorstufen fiir die Synthese Tryptophan-reicher Proteine, z.B. von Proteinen der IRF-Familie,
sein [331]. Die Induktion der WRS-Synthese wird durch GAS-Elemente reguliert [293].

1.2.2.3 Interaktion von Leukozyten und Endothel

Die Interaktion von Leukozyten und Endothel spielt eine zentrale Rolle in der Immunantwort.
Diese Wechselwirkung wird durch IFN-y beeinfluB3t. Liegt kein immunologischer Stimulus
vor, so zirkulieren die Leukozyten im Blut und Lymphsystem [122]. Tritt eine Infektion,
Entziindung oder Verletzung des Gewebes ein, kommt es zu einem Auswandern von Immun-
zellen in das Gewebe. Ein Vorgang, der durch die Antigenprisentation und Aktivierung von
T-Lymphozyten ausgelost wird. Die aktivierten T-Lymphozyten sezernieren Zytokine, wie z.B.
TNF. Diese wirken auf Endothelzellen ein und stimulieren die Produktion von vasodilatatori-
schen Substanzen wie NO und Prostazyklin sowie die Expression von Leukozyten-Zelladhi-
sionsmolekiilen (E-Selektin, VCAM-1 [,,vascular cell adhesion molecule-1“], ICAM-1
[,.intracellular adhesion molecule-1]). Leukozyten binden iiber die Zelladhdsionsmolekiile
locker an die Endothelzellen der postkapillaren Venulen und bewegen sich rollend an den
Adhésionsmolekiilen auf den Endothelzellen entlang. Die Endothelzellen sezernieren Chemo-
kine, die an die Zelloberflache der Endothelzellen binden und Leukozyten aktivieren. Uber
hochaffine Integrine erfolgt eine festere Bindung der Leukozyten an das Endothel. Erreichen
die Leukozyten Zell-Zell-Kontaktstellen des Endothels treten sie in das Gewebe tiber [1].
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IFN-y stimuliert die Wanderung von Lymphozyten und Monozyten, aber nicht die von
Granulozyten. IFN-y beeinfluBt dabei vermutlich sowohl die Sezernierung chemotaktisch
wirkender Substanzen als auch die Expression von Zelladhidsionsmolekiilen und somit die
hochaffine Bindung von Leukozyt und Endothelzelle. IFN-y induziert die Expression von Zell-
adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen. Die Expression einiger
chemotaktisch wirkender Faktoren, wie IP-10 (,.interferon-y-induced protein 10°), MIP-1a
(,,monocyte inflammatory protein la) und MIP-13, RANTES (,regulated by activation,
normal T-cell expressed and secreted”) und MCP-1 (,,monocyte chemotactic protein 1%), die
von Lymphozyten, Makrophagen und Gewebezellen, wie z.B. Endothelzellen, Fibroblasten
und Keratinozyten sezerniert werden, wird stark durch IFN-y induziert. Diese wirken als
chemoattraktive Substanzen fiir Lymphozyten und Monozyten, aber nicht — oder nur kaum —
fiir Granulozyten: RANTES und IP-10 wirken auf T-Lymphozyten und Monozyten; MCP-1
wirkt primédr auf Monozyten, MIP-1p und evtl. auch MIP-1a wirken vorrangig auf CD8+-
Zellen chemotaktisch. Eine synergistische Wirkung von IFN-y und TNF-o konnte unter
anderem fiir RANTES, IP-10 und MCP-1 beschrieben werden [31;79].

IFN-y spielt somit eine entscheidende Rolle bei der fiir die zellvermittelte Immunreaktion
wichtigen Interaktion von Leukozyten und Endothelzellen und beeinfluf3t, welche Zellen in das
Gewebe iibertreten und an den Ort der Infektion gelangen.

1.2.2.4 Aktivierung von Makrophagen

IFN-y ist einer der wirksamsten Aktivatoren von Makrophagen. Makrophagen sind in der Lage
Pathogene zu phagozytieren und Proteine zu prozessieren, d.h. in Peptide zu spalten [307]. Die
Peptide werden von den Makrophagen im Rahmen der Antigenprisentation in Verbindung mit
MHC Klasse I- bzw. MHC Klasse [I-Molekiilen prisentiert. Die prisentierten Antigene fiihren,
zusammen mit Zytokinen wie IL-12 und IFN-y, zur Proliferation und Differenzierung von
T-Lymphozyten zum Th1-Subtyp [1;320]. Th1-Zellen sind die Hauptproduzenten von IFN-y,
dem wichtigsten Aktivator von Makrophagen. Eine weitere Aktivierung von Makrophagen
kann uiber eine Stimulation mit LPS erreicht werden [2;238].

Makrophagen sind wichtige Effektorzellen bei der Bekdmpfung intrazelluldrer und extra-
zelluldrer Parasiten, viral infizierter Zellen und Tumorzellen. Sie sezernieren Chemokine, die
zur Rekrutierung von Entziindungszellen am Infektionsort fithren. AuBBerdem sind Makropha-
gen fiir die systemischen Folgen der Infektion, wie z.B. die Fieberreaktion, verantwortlich. Sie
sezernieren Wachstumsfaktoren und Komplementkomponenten [1].

1.2.2.5 IFN-yinduzierte Gene mit unbekannter Funktion

Die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Gene stellen nur einen kleinen Teil der
beschriebenen Gene dar, deren Expression durch IFN-y induziert wird. Sie spiegeln die pleio-
tropen Effekte wieder, an deren Regulation IFN-y beteiligt ist. Die biologischen Zusammen-
hinge sind in vielen Fillen noch nicht vollstindig geklért. So ist beispielsweise ein groBer Teil
der IFN-y-induzierten intrazelluldren Signalleitung aufgeklirt worden, die Interaktion der ein-
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zelnen, von unterschiedlichen Zytokinen induzierten Signaltransduktionswege aber z.T. noch
unbekannt. Auch die Erhaltung der Zytokinspezifitit, trotz der von unterschiedlichen Zyto-
kinen gemeinsam genutzten Komponenten der intrazelluldren Signalleitung, ist noch nicht
geklirt. Viele der komplexen Vorginge innerhalb des Immunsystems sind auch heute noch
nicht bekannt. So werden stindig neue Komponenten, wie z.B. Zytokine, beschrieben, ihre
Wirkungsweise auf die Immunantwort untersucht und als Folge dessen Kenntnisse iiber andere
Komponenten des Immunsystems revidiert oder ergéanzt.

Von vielen Genen, deren Expression durch IFN-y induziert werden kann, ist bis heute noch
nicht bekannt, welche Funktion sie ausiiben. Fiir andere Gene ist zwar eine Funktion beschrie-
ben worden, aber es ist noch nicht bekannt, welche Bedeutung die Regulation der Expression
durch IFN hat.

So wurde z.B. die Induktion der Zytokeratin 17 (CK17)-Expression durch IFN-y nachge-
wiesen. Was dies letztendlich bedeutet, konnte allerdings noch nicht gekldrt werden [32;1009;
304;312;313].

Ein weiteres klassisches Beispiel fiir IFN-y-induzierte Gene, deren Funktion noch unbe-
kannt ist, sind die Guanylat-bindenden Proteine (GBP). Es sind mittlerweile sieben Mitglieder
dieser Proteinfamilie beschrieben und ihre GTP-spaltende Aktivitdt nachgewiesen worden. Thre
Stellung innerhalb der IFN-y-vermittelten Effekte ist allerdings bis heute ein Ritsel [41;62-
64:84;222;224;274;275].

Ein Beispiel fiir ein Protein, dessen Expression in vielen Zellen durch IFN induziert wird,
und dessen Wirkungsweise und Funktion noch unbekannt ist, ist das Leuzin-Zipper Protein
IFP35. Aufgrund des Leuzin-Zipper Motivs wird vermutet, da3 IFP35 mit anderen Proteinen
interagiert. [16;18;43;319].



Einleitung 25

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von Genen, die an der Makrophagendifferenzie-
rung beteiligt sind bzw. deren Expression durch IFN-y induziert wird. In diesem Rahmen
sollten drei IFN-y-induzierte Genprodukte nidher untersucht werden:

» Das IFN-induzierbare Leuzin-Zipper-Protein IFP 35 sollte proteinchemisch charakterisiert
und seine subzellulidre Lokalisation untersucht werden. Aufgrund des Leuzin-Zipper-Motivs,
das Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln kann, wurde vermutet, dal IFP 35 mit ande-
ren Proteinen interagiert. Mogliche Bindungspartner von IFP 35 sollten identifiziert werden.

» Die cDNA des Neuropeptids Nociceptin/OFQ war aus einer fiir [IFN-y- und TPA-induzierte
Genprodukte angereicherten Genbank aus Makrophagen-Vorlduferzellen isoliert worden. Die
Untersuchung der mRNA-Expression von Nociceptin/OFQ und seinem Rezeptor, dem ORL 1-
Rezeptor, sollte zur Identifizierung von Zellinien bzw. Zellpopulationen des peripheren Blutes
fiihren, die den Liganden bzw. den Rezeptor exprimieren. Die Daten sollten eine Eingrenzung
der Funktion von Nociceptin/OFQ in der Peripherie ermdglichen.

» Die partielle cDNA eines Gens, welches fiir ein intrazelluldres Protein mit einer groflen
Homologie zu den bekannten IFN-induzierbaren humanen Guanylat-bindenden Proteinen
hGBP-1 und hGBP-2 kodiert, war aus einer fiir [IFN-y- und TPA-induzierte Genprodukte ange-
reicherten Genbank isoliert worden. In der vorliegenden Arbeit sollte der vollstindige cDNA-
Klon, der aufgrund seiner Homologie zu GBP-Proteinen hGBP-3 genannt wurde, isoliert und
charakterisiert werden. Die Expression in unterschiedlichen Zellinien sowie in peripheren
Geweben sollte analysiert werden. Des weiteren sollte die Funktion des Proteins untersucht
werden, d.h. die Bindung an Guanin-Nukleotide, die an Agarose immobilisiert wurden.
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Materialien

2 Materialien

2.1 Chemikalien
Agarose NEEO Ultra Qualitét
Albumin, Fraktion V
Aprotinin

Aqua Roti®-Phenol
Bromphenolblau
Césiumchlorid

Dextranblau

Dextransulfat

Diethanolamin
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol

Dodecylsulfat, Natriumsalz (SDS)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Glycin

Guanidinium-Isothiocyanat (GCN)
HEPES [N-2-Hydroxyethyl)Piperazin-N-(2-Ethansulfon-

sdure)]
Hexammincobalt(IIT)chlorid

Isopropyl B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)

N-Lauroylsarcosin
Maleinsiure
L-[*S]-Methionin (10 pCi/ul]
tri-Natriumcitrat-2-hydrat

p-Nitrophenyl-Phosphat Tabletten (20 mg)

Nonidet P-40 (NP-40)
Paraformaldehyd

Phenylmethylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Roti®-Phenol

rotiphorese® Gel 29:1 (40%)
rotiphorese® Gel 30
Saponin

N,N,N’,N’-Tetramethylethlyendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Triton-X-100
Tween®20, pure

Weitere Laborchemikalien in p.A. Qualitét

Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
GibcoBRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Amersham, Braunschweig

Riedel de Haén, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Deisenhofen
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
ICN, Meckenheim
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

2.2 Enzyme, Enzymsysteme und Reaktionszusdtze

BSA, aufgereinigt (10 mg/ml)

Desoxyribonukleotide: Ultrapure dNTP Set (100 mM)

New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus
Pharmacia, Freiburg
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DIG RNA Labeling Mix (10x)
DIG Oligonucleotide Tailing Kit
DNase I, RNase frei (10 U/ul)
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
m’G(5”)ppp(5°)G (Cap-Nukleotidanalog)
Oligo d(T): pd(T) 213, S U =5 pg/ul
Pfu-DNA-Polymerase, kloniert
Phosphatase, alkalische aus Kélberdarm (1 U/ul)
rATP; rCTP, rGTP, rUTP (10 mM)
Rabbit Reticulocyte Lysat Systems, Nuclease Treated
Restriktionsendonukleasen:
BamHI, HindIII, Ncol, Scal, Stul, Xbal, Xhol
AfIIII, EcoNI,

Restriktionsendonuklease-Puffer: SURE™/Cut Buffer Set

Reverse Transkriptase: SuperScript™ II RT (200 U/ul)
Ribonuklease-Inhibitor: RNasin® (40 U/ul)
RNA-Polymerase: T3-, T7-Polymerase (20 U/ul)
RNase A (100 mg/ml)

T4-DNA-Ligase (1 U/ul)

Twelve Pag Ampli Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

Stratagene, Hoofddorp, Niederl.
Boehringer, Mannheim
Promega, Heidelberg

Promega, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg

New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus
Boehringer, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
Promega, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
QIAGEN, Hilden
GibcoBRL, Eggenstein
Perkin Elmer, Vaterstetten

2.3 Grofenstandards, Isolierungs- und Entwicklungssysteme

Systeme zur RNA- und DNA-Isolierung:
QIAGEN Plasmid Midi Kit
QIAquick Gel Extraktion Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAshredder
RNeasy Mini Kit
Systeme zur Aufreinigung von Proteinen
Superose 6-Séule
Percoll
Protein G-Sepharose-4 Fast Flow
Entwicklungssysteme:
Blocking-Reagenz
CSPD®
ECL Western Blot Nachweis-Reagenz
ECL+plus Western Blot Nachweis-Reagenz
Magermilchpulver
GroBenstandards:
A DNA/Hind III-Fragmente
1 kb DNA-Leiter
0,24-9,5 kb RNA-Leiter
Density Marker Beads
Molekulargewichtsmarker fiir die Gelfiltration
(29000-700000)
Rekombinanter Protein-Molekulargewichtsmarker

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Boehringer, Mannheim
Boehringer Mannheim
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
AppliChem, Darmstadt

GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Pharmacia, Freiburg

Sigma, Deisenhofen
Amersham, Braunschweig
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RNA-Molekulargewichtsmarker I
RNA- Molekulargewichtsmarker I, Digoxigenin-markiert

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

2.4 Materialien fiir die Kultivierung von Bakterien

Ampicillin
Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

2.5 Medien und Zusdtze fiir die Isolierung und Kultivierung eukaryonter

Zellen

Aminopterin (100 x)

Balb/c-Maus

Buffy Coat

Cycloheximid (CHX)

Cytochalasin D

Dibutyryl-A-3:5-MP, zyklisch ({BcAMP)

Dulbecco’s MEM mit Glutamax I™; 4500 mg/l Glucose
(DMEM)

Fetales Kilberserum (FCS)

Ficoll Separating Solution; isotonische Losung;
Dichte 1,077 g/ml

Freund’sches Adjuvans, inkomplett (IFA)

Heparin: Liquemin N2500 (Heparin Na.; 2500 i.E.)

HT-Supplement (50 x)

Interferon y-1b: Imukin®; human, rekombinant
(100 pg=3 Mio. IE)

Interferon-o.: IFN-o 2b; Intron A 1x108U/mg

Interleukin-6, humanes rekombinantes

Nocodazol

Penicillin (10000 U/ml)-Streptomycin (10 mg/ml)-Losung

Plasmasteril; durchschnittl. MW: 450000

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (TPA)

Phytohdmagglutinin (PHA)

Polyethylenglycol 1500 (PEG 1500)

RPMI 1640 mit Glutamax I™ (RPMI)

SuperFect Transfection Reagent

2.6 Geridte
Blotapparatur: ,,Semi-Dry*“-Blot ,,Pegasus*
Brutschrank: Modell BS110E, BSO90E und KB 500
DNA-Sequencer 373 A
Durchflufzytometer: FACScan™
Elektrophoresekammer
DNA Sub Cell™ und Wide Mini Sub Cell™(K)
Minigel Twin

Boehringer, Mannheim
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg

GibcoBRL, Eggenstein
Charles River, Extertal
Blutbank, MH Hannover
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein

Biochrom, Berlin

Difco, Augsburg

Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen
GibcoBRL, Eggenstein

Thomae, Biberach
Essex, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fresenius, Bad Homburg
Sigma, Deisenhofen
Murex, Dartford, England
Boehringer, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
QIAGEN, Hilden

PHASE, Liibeck

Heraeus, Osterode

Applied Biosystems, Weiterstadt
Becton Dickinson, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen
Biometra, Gottingen
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Elektroporationsgeriit:
Gene Pulser, Modell 1652077

Gene Controler, Modell 1652098

ELISA-Reader: Titertek Multiskan® MCC/340

Geltrockner:
Modell 583
Homogenator:

Dounce-Homogenator mit S-Pistel

Ultra-Turrax T25
Hybridisierungsofen: OV-1
Magnetseparator: Vario-MACS
Mikroskope:

Konfokales Laser Scan Mikroskop: Biorad MRC1024 Sys-
tem mit Argon/Krypton Laser und E2/UBHS Filter Set
Axiophot, IDO3 und Elektronenmikroskop EM910
PCR-Thermo-Cycler: Gene Amp™ PCR System 9600

Photodokumentation:

UV-Kontaktlampe: Chroma 43, 302 nm

Kamera: E.A.S.Y. 429 K

Videodokumentation E.A.S.Y. RH-3 mit Video Copy

Prozessor p68E
Photometer: Ultrospec III

Quarzkiivette: Typ 105202-QS, Schichtdicke 1 cm, 60 ul
Rontgenfilmentwicklung: RP X-Omat Processor M6B

Rontgenfilmkassetten: X-Omat mit Verstédrkerfolie

Schiittelinkubator:
KS 10
G25
Spannungsgerit:
Power Supply 200/2.0
PHERO-stab 500
Speedvac-Concentrator SVC 100
Spezielle Software fiir EDV

373 DNA Sequencer Data Analysis Program Vers. 1.2.1
373 DNA Sequencer Data Collection Program Vers. 1.2.1
Blast Search, Datenbankrecherche

Microsoft Office 95
PC/GENE™ Version 6.8.5

PubMed Advanced MEDLINE Search, Literatursuche

Sequence Retrieval System, Sequenzinformation

SeqEd™ Vers. 1.0.3
Sterilbank:
Lamin Air, HA 2448

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Gelaire, Flow Laboratories,
Meckenheim

Bio-Rad, Miinchen

Braun, Melsungen
Janke&Kunkel, Staufen
Biometra, Gottingen
Miltenyi, Bergisch Gladbach

Biorad, Miinchen
Zeiss, Oberkochen
Perkin Elmer, Vaterstetten

Vetter, Wiesloch
Herolab, Wiesloch

Herolab, Wisloch
Pharmacia, Freiburg
Hellma, Miillheim
Kodak, Rochester, USA
Kodak, Rochester, USA

Biihler, Tiibingen
New Brunswick, Edison, USA

Bio-Rad, Miinchen
Biotech-Fischer, Reiskirchen
Savant, Farmingdale, NY, USA

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
Microsoft, Redmond, WA, USA
Intelligenetics, Mountain View,
CA, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
PubMed/medline.html
http://www.embl-heidelberg.de/ srs5/
Applied Biosystems, Weiterstadt

Heraeus, Osterode
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TC A60

Thermomixer: 5436
Ultraschallgerit: Branson Sonifier 250

UV-Crosslinker: UV-Stratalinker™ 1800

Vakuumkammer und -pumpe
Typ D8B mit Lyovac GT 2
Typ XF54 23050

Vakuumschrank: Typ VTR 5022

Waagen: 2002MP1 und 3719MP

Wasserbad: Typ 1002 und 1012

Wipptisch: WT 12

Zihlkammer (Neubauer-)

Zentrifuge:
Hochgeschwindigkeitszentrifuge JS-21
Ultrazentrifuge L5 65
Sepatech Biofuge 13
Minifuge GL

2.7 Verbrauchsmaterial
Acrylkiivetten 67.740, 10x4x45 mm
ALKONOX®

Centricon-30 und 100

Combitips (50 ml; 12,5 ml; 2,5 ml; 0,05 ml)

Deckglédschen & 12 mm
Kryorohrchen

Gelaire, Flow Laboratories,
Meckenheim

Eppendorf, Hamburg

Branson Ultrasonics, Danbury, CT,
USA

Stratagene, Hoofddorp, Niederl.

Leybold, Koln

Millipore, Eschborn
Heraeus, Osterode
Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel
Biometra, Gottingen
Assistent, Sondheim/Rhon

Beckman, Palo Alto, CA, USA
Beckman, Palo Alto, CA, USA
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Sarstedt, Niirnbrecht
ALKONOX®, New York, NY, USA
Amicon, Witten

Eppendorf, Hamburg

Assistent, Sondheim/Rhon
NUNC, Wiesbaden

Elektroporationskiivetten: Gene Pulser™ Cuvette; 0,2 cm Bio-Rad, Miinchen
ELISA-Platten: PS Mikroplatte, U 96 Greiner, Niirtingen
Filterpapier: Whatman®3MM Chr (46 x 57 cm) Schleicher & Schuell, Dassel
Gewebeblot: Human 12-Lane Multiple Tissue Northern

(MTN™) Blot Clontech, Heidelberg
Gewebekulturflaschen, TC-Qualitit (75 cm?, 182 cm?) Greiner, Niirtingen
Gewebekulturplatten (6-, 24-Loch-Platten) Greiner, Niirtingen
Kollodiumbhiilsen und Vakuumglasapparatur Sartorius, Gottingen
Nitrozellulosemembran: Protran® BA 85, 0,45 pm Schleicher & Schuell
Nylonmembran: Hybond™-N Amersham, Braunschweig
PCR Softstripes 0,2 ml Biozym, Hess. Oldendorf
Permafluor Immunotech, Hamburg
Petrischalen (J 92 mm; & 145 mm) Greiner, Niirtingen
Petrischalen fiir die Zellkultur (145 x 20 mm; 60 x 15 mm)Greiner, Niirtingen
Pipettenspitzen (10 ul; 200 pl; 1000 pl) Sarstedt, Niirnbrecht
Plastikpipetten Sterilin (1 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml) Greiner, Niirtingen
Polyallomer Zentrifugenréhrchen (14x95 mm; 11x60 mm) Beckman, Palo Alto, CA, USA
Reagenz-Rohrchen: Polystyrol; 18,0/95 mm; TC-Qualitidt Greiner, Niirtingen
Reagenz-Rohrchen: Propylen, 17,0/100 mm, steril Greiner, Niirtingen
ReaktionsgefiBle (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml) Sarstedt, Nirnbrecht
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Rontgenfilm: Hyperfilm™-MP Amersham, Braunschweig
Spritzen, Kaniilen und Dreiwegehihne Braun, Melsungen
Sterilfilter: MILLEX®-GV, PorengréBe 0,2 um Millipore, Eschborn
Sterilfilter: Sartolab-V 150, Porengrée 0,2 um Sartorius, Gottingen
Suspensionkulturflaschen (250 ml, 550 ml) Greiner, Niirtingen
Suspensionskulturplatten (96-Loch-Platten) Greiner, Niirtingen
Testrohrchen: PP-Rohrchen; konisch, steril (15 ml; 50ml) Greiner, Niirtingen
Vernichtungsbeutel, Polypropylen Brand, Wertheim/Main

2.8 Antikorper

2.8.1 Primirantikorper (ungekoppelt)
anti-Catalase (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen humane Erythrozyten-Catalase

anti-Cathepsin D
1.) Polyklonales Antiserum aus Ziege gegen humanes Cathepsin D (zur Verfiigung gestellt
von K. v. Figura; [134])
2.) Muriner monoklonaler Antikorper (IgG2a) gegen das Cathepsin D-Protein (Oncogene,
Cambridge, MA, USA)
anti-CK7 Klon OV-TL12/30 (DAKO, Glostrup, Danemark)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1x) gegen humanes Zytokeratin 7
anti-CK 8 (Boehringer, Mannheim)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen humanes Zytokeratin 8
anti-CK 17 (Boehringer, Mannheim)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen humanes Zytokeratin 17
anti-CK 18 (Boehringer, Mannheim)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen humanes Zytokeratin 18

anti-CK 19 (Boehringer, Mannheim)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen humanes Zytokeratin 19

anti-FLAG MS (Integra Biosciences, Fernwald)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgGl) gegen das FLAG-Marker Oktapeptid
(N-DYKDDDDK-C)
anti-Galaktosyltransferase (zur Verfiigung gestellt von E.G. Berger)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG3) gegen humane Milch-Galaktosyltransferase [25]
anti-Golgi BCOP Protein Klon M3AS (Sigma, Deisenhofen)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen ein Epitop des 110 kDa groBen Golgi
BCOP-Proteins [3]
anti-HA Klon 12CAS (Boehringer, Mannheim)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG2b) gegen die vom humanen Influenza Hamaggluti-
nin (HA)-Protein abgeleitete HA-Epitop Sequenz (YPYDVPDYA)

anti-IFP 35
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen ein Fusionsprotein aus Maltose-Bindungs-
protein und IFP35 [16]
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anti-KDEL (zur Verfiigung gestellt von M. Rohde)
Muriner, monoklonaler Antikrper gegen das KDEL-Peptid
anti-Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (zur Verfiigung gestellt von K. v. Figura)
Polyklonales Antiserum aus Ziege gegen den humanen 300 kDa groen Mannose-6-Phos-
phat-Rezeptor
anti-MBP
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen bakterielles Maltose-Bindungsprotein [16].
anti-mitochondriales Antigen Klon 113-1 (BioGenex, San Ramon, Kalifornien, USA)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen ein 60 kDa groB3es Protein humaner Mito-
chondrien
Anti-Nmi (zur Verfiigung gestellt von L. Naumovski)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen die Aminosiuren 1-68 des Nmi-Proteins
anti-S26 (zur Verfiigung gestellt von J. Stahl)
Polyklonales Antiserum aus Schaf gegen das ribosomale S26 Protein [193].
anti-S3a (zur Verfiigung gestellt von J. Stahl)
Polyklonales Antiserum aus Ziege gegen das ribosomale S3a Protein [193].
anti-Transferrin-Rezeptor Klon T56/14 (Oncogene, Uniondale, NY, USA)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen den humanen 90 kDa groen Transferrin-
Rezeptor [302]

BP53-12 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG2a) gegen die Aminosduren 20-25 des humanen
pS3-Proteins [20]

CM-1 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen das humane p53-Protein [207]

DO-1 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG2a) gegen die Aminosduren 20-25 des humanen
pS3-Proteins [314]

pAb1801 (Oncogene, Cambridge, MA, USA)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen die Aminosduren 46-55 des humanen
pS3-Proteins [17]

pAb240 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK)
Muriner, monoklonaler Antikorper (IgG1) gegen die Aminosduren 213-217 des humanen
pS3-Proteins [113]

pAb421 (Oncogene, Cambridge, MA, USA)
Muriner, monoklonaler Antikorper (Subklasse IgG2a) gegen die Aminosiduren 371-380 des
humanen p53-Proteins [131]

2.8.2 Primérantikorper (konjugiert)

Anti-Digoxigenin-AP; Fab-Fragmente Boehringer, Mannheim
CD3-, CD14- und CD19- Micro Beads Miltenyi, Bergisch Gladbach
CD3-FITC/CD19-PE Pharmingen, Hamburg

Simultest™Control y1/y1 Becton Dickinson, Heidelberg
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2.8.3 Sekundirantikorper
Alle Sekunddrantikorper wurden von der Firma Jackson Immunity, West Grove, PA, USA,
bezogen.
Alkalische Phosphatase-konjugierte Antikorper:
Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)
Ziege-anti-Maus 1gG (H+L)
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-konjugierte Antikorper:
Esel-F(ab’),-Fragmente-anti-Kaninchen IgG (H+L), prdadsorbiert gegen Serumproteine von
Rind, Huhn, Ziege, Meerschweinchen, Hamster, Pferd, Mensch, Maus, Ratte, Schaf
Peroxidase-konjugierte Antikorper:
Kaninchen-anti-Ziege IgG (H+L) praadsorbiert gegen Serumproteine des Menschen
Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L), priadsorbiert gegen Serumproteine von Menschen, Maus
und Ratte
Ziege-F(ab’),-Fragmente-anti-Maus IgG (H+L); pridadsorbiert gegen Serumproteine von
Mensch, Rind und Pferd
Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat (TRITC)-konjugierte Antikorper:
Esel-F(ab’),-Fragmente-anti-Maus IgG (H+L), pridadsorbiert gegen Serumproteine von
Rind, Huhn, Ziege, Meerschweinchen, Hamster, Pferd, Mensch, Kaninchen, Schaf
Esel-F(ab’),-Fragmente-anti-Ziege 1gG (H+L), prdadsorbiert gegen Serumproteine von
Huhn, Meerschweinchen, Hamster, Pferd, Mensch, Maus, Kaninchen, Ratte
Ziege-F(ab’),-Fragmente-anti-Kaninchen IgG (H+L), pridadsorbiert gegen Serumproteinen
des Menschen
Ziege-F(ab’),-Fragmente-anti-Maus IgG (H+L), pridadsorbiert gegen Serumproteine von
Mensch, Rind und Pferd

2.9 Oligodesoxynukleotide

(Nicht homologe Bereiche fiir Mutagenese oder Klonierung sind unterstrichen dargestellt)

Vektorspezifische Primer fiir den pBluescript ® SK (-)Vektor

#329 :5- ACCATGATTACGCCAAGC -3’ Position 813 - 796
#612 :5- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ Position 626 - 645
#701 :5- GTAAAACGACGGCCAGTGAA -3’ Position 603 - 622
#702  5’- TAGGGCGAATTGGGTA -3’ Position 641 - 656
#703 :5’- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ Position 791 - 772
#829 5°- GCTATGACCATGATTACGC -3’ Position 819 - 801
#830 :5’- GTAAAACGACGGCCAGTG -3’ Position 603 - 620
Primer fiir IFP 35

#370 :5’- TTCTCAGCTGCTGCAGGTCC -3’ Position 196- 177
#389 :5’- TCCTATATGGGCACCCAAGC -3’ Position 941 - 922
#390 :5’- GACCCGGAAGTGCCTAAGTC -3’ Position 280- 299
#390R :5’- GACTTAGGCACTTCCGGGTC -3’ Position 299 - 280
#391 :5- ACTTGCTGCCCACCCAGT -3’ Position 725- 708
#392 :5- TCGGGAGCTACTGCCAGG -3’ Position 618 - 635
#395 :5’- CCATGGGCAGCTCCAAGG -3’ Position 466 - 449
#396 :5°- ACATTCCTGATATCTTGG -3’ Position 815- 832

#618 :5°- GCCACTGTGCCCAGCTCTGAA -3’ Position 53- 73
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Primer fiir Klon U

#763 :5°- GCGGTTCAGTGAGTTTATG -3’ Position 489 - 507
#789 :5°- ATCACCTGGACGCTCATG -3’ Position 639- 622
#825 :5°- ACTGACAGCTCTCAGCAC -3’ Position 11- 28
#826 :5°- AACCATTTGCTCAGTAGAAG -3’ Position 1034 - 1015

Primer fiir den hORL 1-Rezeptor (,,Accession‘-Nr. X77130)

#3831 :5- CCGTTCTGGGAGGTTATC -3’ Position 199- 216
#832 :5’- AACGGGAACACCGACAAC -3’ Position 732- 715
Primer fiir hGBP-3

#843 :5’- CCCAACTTGAAACACTGCC -3’ Position 1259 - 1277
#845 :5°- CTGTGAACAAAATTGATCAGGGTG -3’ Position 911- 934
#847 :5°- CTCGGATTATTGCTCGGC -3’ Position 1725 - 1742
#848 :5°- CTTGCCTTGAGCAGATCTGTCAG -3’ Position 986 - 964
#849 :5°- CAACCTTTGCGCTTCAGC -3’ Position 2034 - 2017
#850 :5°- CCAGGCTCTCACAGAGAC -3’ Position 1953 - 1970
#851 :5°- CACCAATTCCGGACACGC -3’ Position 379 - 396
#852 :5°- CTAGAAAGATATGGGCACC -3’ Position 440 - 422
#853 :5’- GAAGCCCTTGTTCTTCCC -3’ Position 717 - 700
#854 :5’- CTCTCACTGGTCCTGTGC -3’ Position 1601 - 1584
#855 :5°- CAGTCCTCTGGGCGTGC -3’ Position 2251 - 2235
#863 :5°- CGCGGATCCGCTTTAGAGATCCACATGTC -3’ Position 526 - 545
#864 :5°- CGCGGATCCGAGTAAAACACATGGATCATCG -3’ Position 2280 - 2259
#865 :5°- CGCACTGGCAAAAACTACCTGATGAA -3’ Position 664 - 689
#866 :5°- TTCATCAGGTAGTITTTTGCCAGTGCG -3’ Position 689 - 664

#867 :5°- TCCCCGCGGTCGACAAGTAACATCCTAGACATGG-3" Position 507 - 526

2.10 Vektoren, Plasmide und Genbanken

pBluescript® SK (-) (Stratagene, Hoofddorp, Niederl.)
Phagemid-Derivat des pUC19, das durch in vivo Exzision aus LambdaZAPIl/Uni-ZAP™ XR
hervorgeht

pBS Klon U
pBluescript® SK (-) Vektor mit in der multiplen Klonierungsstelle (MCS) eingefiigter voll-
standiger cDNA-Sequenz von Klon U (5’ — T7 — KlonU cDNA — T3 - 3°)

pBS 1383
pBluescript® SK (-) mit in der MCS eingefiigter cDNA-Sequenz von hGBP-1 ab Position
1913 (5’- T7 — hGBP-1 cDNA — T3 - 3’)

pBS 1989
Vektor pBluescript® SK (-) mit in der MCS eingefiigter cDNA-Sequenz von hGBP-2 von
Base 1381 bis 2030 (5° — T7 — hGBP-2 cDNA — T3 - 3’)

pCEP 4 FLAG (zur Verfiigung gestellt von L. Naumovski)
Eukaryontischer Expressionsvektor, basierend auf dem Vektor pCEP4 (Invitrogen, NV
Leek; Niederl.); in die Bam HI-Restriktionsschnittstelle wurde 3° vom CMV-Promotor eine fiir
das FLAG-Epitop kodierende Sequenz eingefiigt (5 — CMV — Nhel — FLAG — BamHI -3’)
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pCEP 4 FLAG Nmi (zur Verfiigung gestellt von L. Naumovski)
Eukaryontischer Expressionsvektor pCEP4 FLAG mit zwischen BamHI- und Xhol-
Restriktionsschnittstelle eingefiigter cDNA-Sequenz von Nmi, die fiir das Nmi-Protein ab
Aminoséure 2 kodiert

pDCR (zur Verfiigung gestellt von E. J. Taparowsky)
Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor und 3’ vom Promotor eingefiigter
fiir das HA-Epitop kodierender Sequenz, gefolgt von einer MCS mit Sall- und BamHI-
Restriktionsschnittstelle (AmpR, NeoR; pBR322 Ori [94])

pDCR B-ATF (zur Verfiigung gestellt von E. J. Taparowsky)
Eukaryontischer Expressionsvektor pDCR mit in der Sall-Restriktionsschnittstelle einge-
fiigter B-ATF-cDNA-Sequenz, die fiir Aminosdure 1-125 des B-ATF-Proteins kodiert; die
SalI-Restriktionsschnittstelle wurde bei der Klonierung zerstort [94]

pDCR IFP 35(zur Verfiigung gestellt von E. J. Taparowsky)
Eukaryontischer Expressionsvektor pDCR mit in die Sall-Restriktionsschnittstelle einge-
fiigter IFP35-cDNA-Sequenz [319]

pEVREFO-HA
Eukaryontischer Expressionsvektor pEVRFO [202] mit zwischen BamHI- und KpnlI-
Restriktionsschnittstelle eingefiigter fiir das HA-Epitop kodierender Sequenz

pGEM 135 komplett
Klonierungsvektor pGEM4Z (Promega, Heidelberg) mit in der MCS eingefiigter IFP35-
cDNA-Sequenz von Base 46 bis 1128 (5’— EcoRI — IFP35 — Sph1 -3’ [16]

pHMC 1.2/pBS (zur Verfiigung gestellt von D. K. Grandy)
Klonierungsvektor pBluescript mit in der MCS zwischen HindIII- und Xbal-Restriktions-
schnittstelle eingefiigter hORL 1-cDNA-Sequenz von Base 158 bis 1339 des HSORLI1
(,,Accession®-Nr.: X77130; 5’ — T7 — hORL 1-cDNA — T3 - 3°)

pPMAL™-¢ (New England Biolabs; Schwalbach/Taunus)
Plasmidvektor zur Expression von MBP-Fusionsproteinen

pMalc 135
Plasmidvektor pMAL™-c mit 3 vom pmalE-Gen iiber Stul- und HindIII-Restriktions-
schnittstellen eingefiigter aus pGEM 135 komplett isolierter fiir Aminosédure 2 bis 288 kodie-
render cDNA-Sequenz von IFP35 mit einer Deletion von 2 Aminosduren an Position 127
und 128 [16]

ExAssist™Helferphage (Stratagene)
Filamentoser Helferphage fiir die Superinfektion von E. coli XL-1 Blue bei der Umwand-
lung von rekombinantem Uni-ZAP™XR Klon in ein pBluescript-Phagemid

LambdaZAPII® /Uni-ZAP™XR (Stratagene)
Phagenvektor, der die direktionale Klonierung von DNA-Fragmenten zwischen EcoRI- und
Xho I-Restriktionsschnittstelle des pBluescript® SK (-) erlaubt. Uber in vivo Exzision kann
ein das cDNA-Fragment tragendes pBluescript-Phagemid isoliert werden [281].

Unidirektionale fiir IFN-y induzierte cDNAs angereicherte Genbank
Von Dr. B. Denecke hergestellte cDNA-Genbank, die aus je 1/3 mRNAs folgender Zellen
hergestellt wurde: 1.) fiir 24 h mit 10 nM TPA behandelte und anschlieBend zusitzlich fiir
24 h mit 1000 U/ml IFN-y induzierte U 937-Zellen, 2.) fiir 24 h mit 20 nM TPA behandelte
und anschlieBend zusétzlich fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y induzierte THP-1-Zellen, 3.) fiir
24 h mit 20 nM TPA behandelte und anschlieBend zusétzlich fiir 12 h mit 1000 U/ml IFN-y
und 50 pg/ml CHX behandelte THP-1-Zellen. Die Genbank wurde im Lambda ZAPII®-
Vektor kloniert.
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2.11 Bakterienstimme

E. coli DHSa. (GibcoBRL)
Genotyp: supE44 AlacU169 (¢80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl [128]

E. coli HB 101 (Promega)
Genotyp: supE44 ara-14 galK2 lacY1 A(gpt-proA)62 rpsL20 (Str') xyl-5 mtl-1 recAl3
A(mcerC-mrr) hsdS (r- m-). Wirtsstamm zur Subklonierung von cDNA-Sequenzen [38]

E. coli JM 109 (Promega)
Genotyp: F° traD36 lacl’ A(lacZ)M15 proA*B*/e14 (McrA") A(lac-proAB) thi gyrA96
(Nal") endAl hsdR17(rx-mg+) relAl supE44 recAl [332]

E. coli TB-1
Genotyp: F ara A(lac-proAB)rpsL (Str')[¢80 dlacA(lacZ)M15]thi hsdR (rg-mg+) [151]

E. coli XL.1-Blue (Stratagene)
Genotyp: recAl end Al gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl'ZAMI15
Tn/0(Tet")]" [125]

E. coli XLL1-Blue MRF’ (Stratagene)
Genotyp: A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end Al supE44, thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F’ proAB lacl'ZAM15 Tnl0(Tet")]¢

E. coli SOLR™ (Stratagene)
Genotyp: el4’ (mcrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbc, recB recJ uvrC umuC::Tn5 (Kan')
lac gyrA96 relA, thi-1 endAl A [F* proAB lacl"ZAM15]° Su” (nonsuppressing)

2.12 Zellinien

A 549 (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig)
Aus einem Alveolarzell-Karzinom abgeleitete humane Zellinie, die Typll-Alveolarzell-
Epithelzellmerkmale aufweist (DSM ACC 107; [116;189])

X63Ag8.653 (I. Steinmetz)
Von einem Balb/c-Myelom abgeleitete murine Myelom-Zellinie

GLC4 (zur Verfiigung gestellt von R. J. Scheper)
aus einem kleinzelligen Lungenkarzinom abgeleitete humane Zellinie [336]

GM637 (zur Verfiigung gestellt von S. L. Gupta)
Humane Fibroblasten-Zellinie, die iiber SV40-Transformation von Hautfibroblasten erhal-
ten wurde [171]

HaCaT (zur Verfiigung gestellt von N. E. Fusenig)
Spontan transformierte, schnell proliferierende humane Keratinozyten-Zellinie auf niedri-
gem Differenzierungsniveau [34]

HeLaS3 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig)
Klonales Derivat der aus einem Zervixkarzinom abgeleiteten HeLLa-Adenokarzinomzellinie.
Die Zellinie ist HPV-18 transformiert und enthilt eine deletierte Kopie des HPV-18
Genoms in die chromosomale DNA integriert (DSM ACC 161; [115;152;255; 273])

HL-60 (American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA)
Aus einer akuten myeloiden Leukidmie abgeleitete humane Zellinie (ATCC CCL 240; [75;
801
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Jurkat (American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA)
Humane T-Zell-Leukidmiezelline (ATCC TIB 152; [117])

Raji (zur Verfiigung gestellt von R. Schwinzer)
Humane Burkitt-Lymphomzellinie [102;256]

SW 1573 (zur Verfiigung gestellt von R. J. Scheper)
Von einem squamosen Lungenkarzinom abgeleitete Zellinie [317]

THP-1(American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA)
Aus einer akuten monozytiren Leukimie abgeleitete humane Monozyten-Zellinie (ATCC
TIB 202; [12;305])

U937 (zur Verfiigung gestellt von M. Goppelt-Striibe)
Humane histiozytire Lymphoma-Zellinie [294]

WISH (zur Verfiigung gestellt von P. v. Wussow)
Von humanem Amniongewebe abgeleitete Zellinie [136]

2.13 Puffer und andere Losungen

Agarplatten 1,5% (w/v) Bacto-Agar im entsprechenden Medium

DEPC- ddH,0O 0,01% (v/v) Diethylpyrocarbonat; iiber Nacht bei RT
inkubiert und 20 min lang bei 121°C inaktiviert

HAT-Medium DMEM-Medium mit 100 mM Hypoxanthin, 0,4 uM

Aminopterin, 16 puM Thymidin, 50 U/ml Penicillin und
50 pg/ml Streptomycin

HT-Medium DMEM-Medium mit 100 mM Hypoxanthin, 0,4 uM
Aminopterin, 16 pM Thymidin, 50 U/ml Penicillin und
50 pg/ml Streptomycin

LB-Medium 1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
1% (w/v) NaCl; pH 7,5
NZY-Medium 0,5% (w/v) NaCl; 0,2% (w/v) MgSO4x7H,0; 0,5%

(w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NZ-Amin (Casein-Hydro-
lysat); pH 7,5

Paraformaldehyd, 3% (3% PFA) 3% (w/v) Paraformaldehyd bei 80°C in PBS gelost, fil-
triert (PorengréBe 0,45 um) und bei -20°C gelagert

PBS (10x) 26,9 mM KCI; 14, 7mM KH,PO4; 1,37M NaCl;
80,6 mM Na,HPO,

SDS-PAGE-Ladelosung (2x) 73,2% (v/v) 0,5M TRIS-HCl, pH 6,8; 12,2% (v/v)
Glycerin; 1,95% (w/v) SDS; 4,88% (v/v) B-Mercapto-
ethanol; Bromphenolblau ad libitum

SM-Puffer 100 mM NaCl; 10mM MgSO4; 50 mM  TRIS-HCI
pH 7,5; 0,01% Gelatine

SSC (20x) 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

TE-Puffer 10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA; pH 7,0-8,0

Topagarose 0,7% (w/v) Agarose im entsprechenden Medium



38 Methoden

3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kaultivierung von Siugetierzellen

Die adhirent wachsenden Zellinien A549, GM 637, HaCaT, HelLaS3, SW 1573, WISH und
X63Ag8.653 wurden in DMEM-Medium kultiviert. Die leicht adhidrent wachsende Zellinie
GLC 4 sowie die Suspensionszellinien HL-60, Jurkat, Raji, THP-1 und U937 erhielten RPMI-
Medium. Alle Kultivierungsmedien enthielten 862 mg/l L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax I),
10% (v/v) FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin. Die Zellen wurden bei 37°C,
5% CO, und gesittigter Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Adhirent wachsende Zellen wurden sobald sie einen konfluenten Zellrasen bildeten einmal
mit PBS gewaschen und unter Einsatz von Trypsin-EDTA-Losung in Suspension gebracht;
GLC4-Zellen wurden bei Ausbildung eines konfluenten Zellrasens durch intensives Klopfen
abgelost. AnschlieBend wurden die Zellen in Kultivierungsmedium (0,12-0,3 ml/cm?) aufge-
nommen.

Suspensionszellen wurden bei einer Zelldichte von ca. 0,5-1x10°% Zellen/ml mit dem
2 bis 5fachen Volumen an frischem Kultivierungsmedium verdiinnt.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden Suspensionszellen bzw. in Suspension gebrachte adhirent
wachsende Zellen (Kap. 3.1.1) zentrifugiert (5-10 min; 100xg; RT), das Zellsediment in Kulti-
vierungsmedium suspendiert, ein Volumen Kultivierungsmedium mit 30% (v/v) FCS, und
20% (v/v) DMSO zugegeben und die Zellsuspension zu je 1 ml auf Kryorohrchen verteilt. Die
Zellen wurden in der Gasphase von fliissigem Stickstoff iiber Nacht eingefroren; Die Langzeit-
lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff.

Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad inkubiert, in 50 ml Kultivierungs-
medium iiberfiihrt, zentrifugiert (5-10 min; 100xg; RT) und das Zellsediment in Kultivierungs-
medium suspendiert. Die Zellen wurden in Kulturgefidle iiberfiihrt (sieche Kap. 3.1.1); nach
24 h erfolgte ein Mediumwechsel.

3.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte nach 1:2 Verdiinnung der Zellen in 0,4%iger
Trypanblau-Losung; tote Zellen sollten nach 5 min den blauen Farbstoff, der sich an Proteine
anlagert, aufgenommen haben und lebende noch nicht. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zihlkammer durch Zihlen der Zellen in den auflen liegenden GroB3quadraten
(Fliche: 1 mm?, Tiefe: 0,1 mm; Volumen: 10 cm?) die Zellzahl bestimmt.

3.1.4 Transienter Gentransfer in eukaryontische Zellen

Der transiente Gentransfer in eukaryontische Zellen (Transfektion) erfolgte mit Hilfe von
eukaryontischen Expressionsplasmiden. Von den zur Verfiigung stehenden Transfektions-



Methoden 39

agentien und -methoden, zeigte das polykationische SuperFect-Transfektionsreagenz die hoch-
ste Transfektionseffizienz bei HelLaS3-Zellen (SuperFect Transfection Reagent Handbook
11/97, QIAGEN).

In Suspension gebrachte Zellen (Kap. 3.1.1) wurden in einer entsprechenden Zelldichte
(Tab. 1) auf Gewebekulturplatten ausgesit und ca. 20 h spéter transfiziert: Fiir die Transfektion
von Zellen in einer 6-,,well“-Schale wurden 4 pug Expressionsplasmid in 100 pl Kultivie-
rungsmedium ohne Antibiotikum und FCS suspendiert, 10 pul SuperFect-Reagenz zugegeben
und es wurde 10 sek intensiv gemischt. Nach 10-20 miniitiger Inkubation bei RT wurden
600 pl Kultivierungsmedium mit FCS und Antibiotika zum Transfektionsgemisch gegeben und
das Ganze auf dem einmal mit PBS gewaschenen Zellrasen verteilt. Nach maximal 18 h
langer Inkubation mit dem Transfektionsgemisch wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit frischem Kultivierungsmedium versorgt. Fiir die Transfektion von Zellen in einer
24-,well“~-Schale wurden die in Tab. 1 aufgefiihrten Mengen verwendet.

Multiwell- | Zellzahl | Kultivierung der Zellen Transfektion der Zellen
Platten pro |Kultivierungs-| PBS | serumfreies | DNA/ |SuperFect | Kultivierungs-
,well“ | medium [ml] | [ml] | Medium [ul] |,,well*‘ [ug] [ul] Medium [pl]
24-, well“Platte | 5x10* 1 1 60 1 5 350
6-.well“Platte | 2x10° 3 3 100 4 10 600

Tab. 1: Transfektion von eukaryontischen Zellen mit SuperFect
Mengen- und Voluminaangaben fiir Kultivierung und Transfektion von Zellen in einer 24- bzw.
6-,,well“-Schale.

3.1.5 Induktion von Zellen mit unterschiedlichen Agentien

Fiir die Behandlung von Zellen mit unterschiedlichen Agentien wurden adhirent wachsende
Zellen am Vortag der Induktion so ausplattiert, da bei der Induktion am folgenden Tag ein
70-80% konfluenter Zellrasen vorlag. Bei transfizierten Zellen erfolgte die Induktion nach
Abschlu3 der Transfektion (Kap. 3.1.4). Suspensionszellen wurden am Tag der Aussaat
behandelt.

Cycloheximid wurde in einer Endkonzentration von 50 pg/ml (Stammldsung: 50 mg/ml in
Ethanol) eingesetzt. Soweit nichts anderes erwihnt wird, betrug die Induktionszeit 12 h.

Cytochalasin D (Stammloésung: 10 mM in DMSO) bzw. Nocodazol (Stammldsung:
50 mM in DMSO) wurden in einer Endkonzentration von 10 uM, 5 uM und 2 uM (Cyto-
chalasin D) bzw. 50 uM, 10 uM und 0,1 uM (Nocodazol) eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurde stets ein mit dem Losungsmittel behandelter Ansatz mitgefiihrt. Fiir Immunfluores-
zenzen wurden 1x10° Zellen/,,well* ausplattiert. Die Zugabe von Cytochalasin D bzw. Noco-
dazol erfolgte kurz vor der Induktion mit IFN-y; als Kontrolle fiir die Wirkung von
Cytochalasin D wurde eine Doppelimmunfluoreszenz mit Phalloidin und als Kontrolle fiir die
Nocodazol-Wirkung eine mit anti-Mannose-6-Phospat-Rezeptor-Antiserum durchgefiihrt. Fiir
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die Priparation nukledrer und zytoplasmatischer Extrakte aus Cytochalasin D- bzw.
Nocodazol-behandelten Zellen, wurden die Zellen zunéchst fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y
induziert und anschlieBend fiir 4 h zusitzlich mit 10 uM Cytochalasin D bzw. Nocodazol
behandelt.

Di-butyryl-cAMP (dBcAMP; Stammlosung: 0,1 M in PBS) wurde in einer Endkonzentra-
tion von 1 mM eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 72 h.

IFN-y wurde in einer Endkonzentration von 1000 U/ml (Stammldsung: 6000 U/ml in ddH,0)
und IFN-a (Stammlodsung: 5000 U/ml in ddH,0) in einer Konzentration von 500 U/ml einge-
setzt. Die Induktion erfolgte jeweils fiir 24 h. Bei Induktion von in Kulturflaschen ausgesiten
Zellen wurde IFN direkt in das Medium gegeben. Wurden in Gewebekulturplatten kultivierte
Zellen induziert, wurde das Kultivierungsmedium gegen Medium mit IFN ausgetauscht.

Lipopolysaccharid (LPS; Stammldsung: 1 mg/ml in PBS) wurde in einer Endkonzentration
von 33 ng/ml (Monozyten), 10 pg/ml (B-Lymphozyten) bzw. 1 pg/ml (mononukleire Zellen
des peripheren Blutes) eingesetzt; die Inkubationszeit betrug 20-48 h.

Phytohdmagglutinin (PHA; Stammlosung: 1 mg/ml in RPMI-Medium) wurde in einer Kon-
zentration von 8 ug/ml (T-Zellen des peripheren Blutes) bzw. 2 pg/ml (mononukledre Zellen
des peripheren Blutes) eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 24 bzw. 48 h.

TPA (Stammlosung: 1,62 mM in DMSO) wurden in einer Endkonzentration von
20 nM (THP-1; HL-60) bzw. 10 nM (U 937) eingesetzt; die Induktionszeit betrug 48 h. Mono-
zyten des peripheren Blutes wurden mit 25 nM TPA fiir 20-24 h behandelt. Bei Behandlung
von HL-60-Zellen, die bei einer DMSO-Konzentration von mehr als 1% zu einem Granulo-
zyten-dhnlichen Phénotyp differenzieren [74;133] wurde die TPA-Stammlosung mit wiBriger
Losung (ddH,O bzw. Medium) auf die Endkonzentration verdiinnt. Wurden THP-1- und
U937-Zellen mit TPA behandelt, so wurde von einer Verdiinnung der TPA-Stammldsung in
DMSO (10 uM TPA) ausgegangen. Wurde mit TPA und IFN-y induziert (TPA/IFN-Behand-
lung), so wurden die Zellen fiir 24 h mit TPA vorbehandelt; anschlieBend wurde fiir weitere
24 h mit 1000 U/ml IFN-y induziert. Fiir die Induktion mit TPA, IFN-y und CHX (TPA/IFN/
CHX-Behandlung) wurden die Zellen fiir 24 h mit TPA behandelt und anschlieBend fiir 12 h
mit IFN-y (1000 U/ml) und CHX (50 pg/ml).

3.1.6 Isolierung von peripheren Blutzellsubpopulationen

3.1.6.1 Trennung von mononuklediren und polymorphkernigen Blutzellen

Die Trennung von mononukledren und polymorphkernigen Zellen erfolgte aufgrund der unter-
schiedlichen spezifischen Dichte der einzelnen Blutzellpopulationen im Ficoll-Hypaque
Dichtegradienten [39].

Die Priparation erfolgte aus frischen ,,Buffy Coats* (aus ca. 450 ml Blut gewonnen; [253])
von gesunden Spendern. Zum ,,Buffy Coat* wurde 1 ml Heparin als Gerinnungshemmer und
anschlieBend das 4fache Volumen (200 ml) PBS gegeben; 15-20 ml Ficoll-Losung (1,077g/1)
wurden in ein 50 ml Reaktionsgefidl gegeben, mit dem verdiinnten ,,Buffy Coat* iiberschichtet
und zentrifugiert (20 min; 800xg; RT; ohne Bremse). AnschlieBend befanden sich die Granu-
lozyten und Erythrozyten im Sediment, gefolgt von einer schmalen dem Ficoll aufliegenden
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Ringfraktion, welche vorwiegend mononukledre Zellen enthilt, und der dariiberliegenden
Thombozytenschicht.

3.1.6.2 Immunmagnetische Aufreinigung von Monozyten, B- und T-Lymphozyten

Die Immunmagnetische Priparation von Monozyten, B- und T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe
von Antikorper-konjugierten paramagnetischen Partikeln (MACS-MicroBeads) mit einem
Durchmesser von < 100 nm. Zellpopulationen kénnen mit zellspezifischen Antikérpern mar-
kiert und mit Hilfe einer Sdule mit magnetisierbarer, ferromagnetischer Matrix unter Einsatz
eines starken Permanentmagneten isoliert werden [208;209].

Mononukledre Zellen der Ringfraktion (Kap. 3.1.6.1) wurden isoliert. Alle folgenden
Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen (200xg; 10 min;
mit Bremse), um Thrombozyten und restliches Ficoll zu entfernen. Die Zellen wurden in einer
Konzentration von 107 Zellen/90 ul in Absittigungslosung (2 mM EDTA und 0,5% (w/v) BSA
in PBS) suspendiert und 107 Zellen/10 ul Antikorper-konjugierte MACS-Beads zugegeben
(verwendete Antikorper: anti-CD14 fiir Monozyten, anti-CD19 fiir B-Lymphozyten; anti-CD3
fiir T-Lymphozyten). Es wurde 15 min lang bei 6-12°C inkubiert, auf ein Volumen von 50 ml
mit Absittigungslosung aufgefiillt, zentrifugiert (10 min; 300xg), der Uberstand entfernt und
das Sediment in einer Konzentration von 2x10® Zellen/ml in Absittigungslosung aufgenom-
men. Eine VS*-Trennsdule wurde in das Magnetfeld eines Vario MACS-Separators eingesetzt,
mit 3 ml Absittigungslosung dquilibriert und die Zellsuspension iiber die Sdule gegeben. Es
wurde viermal mit je 3 ml Absittigungslosung gewaschen und anschlieBend die Sédule dem
Magnetfeld entnommen. Die Zellen wurden mit 5 ml Absittigungslosung nach Angaben des
Herstellers eluiert, gezédhlt und Zellen fiir eine FACS-Analyse zur Bestimmung der Reinheit
der isolierten Zellfraktion entnommen (Kap. 3.4.7). Restliche Zellen wurden sedimentiert und
entweder in RPMI-Medium mit 10% (v/v) FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomy-
cin kultiviert und mit unterschiedlichen Agentien behandelt (Kap. 3.1.5) oder direkt fiir die
RNA-Priparation (Kap.3.3.3.2) im entsprechenden Lysispuffer bzw. fiir die Untersuchung der
Proteinexpression in SDS-PAGE-Ladelésung (1x107 Zellen/100 pl) aufgenommen.

3.1.6.3 Préiparation von Monozyten iiber Adhdirenz

Die Isolierung von Monozyten basiert auf der Fahigkeit dieser Zellen, an Plastikmaterialien zu
adhérieren [72].

Mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isolierte mononukledre Zellen (Kap.
3.1.6.1) wurden dreimal mit kaltem PBS gewaschen (200xg; 10 min; RT; ohne Bremse) und in
einer Konzentration von 3,5x10° Zellen/ml in RPMI-Medium mit 5% (v/v) AB-Serum,
50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin aufgenommen; je 30 ml Zellsuspension wurden
in eine Gewebekulturschale (J 145 mm) gegeben und die Zellen 1 h lang bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert. Anschliefend wurde mit 37°C warmem PBS solange gewaschen bis alle
nicht adhérenten, abgerundeten Zellen entfernt worden waren. Bei den auf den Platten verblie-
benen Zellen handelte es sich um die peripheren Blutmonozyten, die anschlieBend mit 20 ml
RPMI-Medium mit 5% AB-Serum, Penicillin und Streptomycin versorgt, evtl. mit verschie-
denen Agentien behandelt (Kap. 3.1.5) oder direkt fiir die RNA-Priparation (Kap. 3.3.3.2) im
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entsprechenden Lysispuffer bzw. fiir die Untersuchung der Proteinexpression in SDS-PAGE-
Ladelosung (1x107 Zellen/100 pl) aufgenommen wurden.

3.1.6.4 Prdparation von Granulozyten

Fiir die Priparation von Granulozyten aus der Sedimentfraktion des Ficoll-Gradienten (Kap.
3.1.6.1), wurden Thrombozytenschicht und mononukleire Schicht entfernt. Die Sedimentfrak-
tion wurde mit 1:2 PBS verdiinnt und mit dem gleichen Volumen Plasmasteril vermischt. Der
Ansatz wurde 30 min lang bei RT inkubiert, wobei sich der grofte Teil der Erythrozyten
absetzte. Die obere Granulozyten-reiche Fraktion wurde in ein neues Reaktionsgefif3 tiberfiihrt,
mit PBS auf 50 ml aufgefiillt und zentrifugiert (10 min; 400xg; RT). Der Uberstand wurde
vorsichtig entfernt und das Sediment mit mindestens 10 ml ddH,0/2 ml Sedimentfraktion ver-
setzt. Zur Lyse restlicher Erythrozyten wurde 30 sek lang durch Invertieren gemischt. An-
schlieBend wurden 10 ml zweifach konzentriertes PBS zugegeben, um wieder eine isotonische
Losung zu erhalten. Es wurde wiederum mit PBS auf 50 ml aufgefiillt, zentrifugiert
(5 min; 200xg) und zweimal mit PBS gewaschen. Die Granulozyten wurden direkt in der
RNA-Priparation eingesetzt (Kap. 3.3.3.2).

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Allgemeines

Zur dauerhaften Lagerung wurde fliissige Bakterienkultur mit Bakterien der logarithmischen
Wachstumsphase im Verhiltnis 1:2 mit 2x Hogness-Losung (7,2 mM K,HPOy; 2,6 mM
KH,PO,4; 4 mM Natriumcitrat; 2 mM MgSQOy; 8,8% [v/v] Glycerin) vermischt und bei -80°C
gelagert.

3.2.2 Elektrotransformation von Bakterien

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode zum Transfer von DNA in eukaryontische und
prokaryontische Zellen. Sie beruht auf einer voriibergehenden Erhohung der Plasmamembran-
permeabilitiit, hervorgerufen durch kurze elektrische Impulse hoher Feldstirke. Dies ermog-
licht es der DNA in die Zellen einzudringen [279]. Die Methode erlaubt ein hocheffizientes
Einbringen von superhelikaler Plasmid-DNA in Bakterienzellen (10'° Transformanden/ug
Plasmid DNA; [33;51;95]).

3.2.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Voraussetzung fiir eine effiziente Elektrotransformation von Bakterien ist die Entfernung
exogener Ladungstriger, die den Aufbau des elektrischen Feldes storen wiirden. Aus diesem
Grund wurden exponentiell wachsende Bakterien mehrfach mit einem HEPES-Puffersystem
gewaschen [33].

Fiir die Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 700 ml LB-Medium mit 10 ml
einer iiber-Nacht-Kultur angeimpft, bis zu einer optischen Dichte von 0,6 bei 600 nm Wellen-
linge (ODg) inkubiert und 15 min im Eisbad abgekiihlt; alle folgenden Schritte wurden bei
4°C durchgefiihrt. Die Bakterien wurden zentrifugiert (15 min; 3500xg) und einmal in 500 ml
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und einmal in 200 ml 1 mM HEPES (pH 7,5) gewaschen. AbschlieBend wurde einmal mit
10% (v/v) Glycerin gewaschen. Das Sediment wurde in 1,5 ml 10% Glycerin resuspendiert, in
Portionen zu je 150 pl abgefiillt, 5 min lang auf Eis inkubiert, in fliissigem Stickstoff eingefro-
ren und bei -80°C gelagert.

3.2.2.2 Elektrotransformation

Zu 40 pl auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Bakterien (Kap. 3.2.2.1) wurden entweder
1 ng Supercoil-Plasmid-DNA oder 0,5-2 ul aufgereinigte Ligation (Kap. 3.3.2.9) gegeben und
es wurde 5 min lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in Elektropora-
tionskiivetten gegeben und bei 400 Q, 25 uF und 2,5 kV elektroporiert. Die Bakterien wurden
in 1 ml SOC (2% [w/v] Bacto-Trypton; 0,5% [w/v] Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KClI;
10 mM MgCly; 10 mM MgSOy; 20 mM Glucose) suspendiert und 1 h lang bei 37°C auf dem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl unverdiinnte, 1:100 bzw. 1:1000 in SOC
verdiinnte Bakteriensuspension auf Selektivagar ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inku-
biert.

3.2.3 Phagenkompetente Bakterien

Um eine optimale Adsorption des A-Phagen an das Wirtsbakterium zu erreichen werden Bak-
terien in Medium, welches mit Maltose und Mg?*-Ionen supplementiert ist, kultiviert. Maltose
induziert die Expression des lamB-Proteins, des A-Rezeptors, der auch fiir den Maltosetrans-
port notwendig ist. Magnesiumionen unterstiitzen die Phagenadsorption. Da Phagen auch an
tote Bakterien adsorbieren, in denen sie nicht replizieren konnen, werden Zellen in der log-
arithmischen Phase verwendet.

E. coli XL1-Blue MRF’-Bakterien wurden in 50 ml LB-Medium mit 0,2% (w/v) Maltose
und 10 mM MgSO, angezogen, zentrifugiert (10 min; 800xg) und mit 10 mM MgSQO, auf eine
ODggp von 0,5 eingestellt.

3.2.4 Phagentiterbestimmung

Bei der Phagentiterbestimmung wurde folgendermallen vorgegangen: Die Phagensuspension
der entsprechenden Phagengenbank wurde 1:10 bis 1:100000 in SM-Puffer verdiinnt; jeweils
2,5 ul Phagenverdiinnung wurden zusammen mit 240 pl phagenkompetenten Bakterien
15 min lang bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 2,4 ml 48°C warme NZY-Topagarose
zugegeben und das Ganze auf NZY-Agarplatten (J 92 mm) ausplattiert. Die Platten wurden
iber Nacht bei 37°C inkubiert; am folgenden Tag wurde der Bakterientiter bestimmt.

3.2.5 Ausplattieren der Phagen und Plaquetransfer

Fiir die Suche nach bestimmen in der Genbank vorhandenen cDNAs wurden 600 pul phagen-
kompetente Bakterien mit 50000 pfu in SM-Puffer fiir 15 min auf den Schiittler bei 37°C
inkubiert. Anschliefend wurden 6 ml auf 48°C vorgewidrmte NZY-Topagarose zugegeben; das
Ganze wurde auf NZY-Agarplatten (J145 mm) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inku-
biert. Zum Plaquetransfer wurden die Agarplatten auf 4°C abgekiihlt, ein QIAbraine-Nylon-
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membranfilter fiir 2 min aufgelegt und die Lage des Filters mit Hilfe einer in Bromphenolblau-
Losung getauchten Kaniile markiert. Der Filter wurde anschlieBend mit der Phagenseite nach
oben 2 min lang in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 M Natriumhydroxid), 5 min lang
in Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl, 0,5 M TRIS-HCI pH 8,0) und 30 sek lang in Aquili-
brierungslosung (2x SSC; 0,2 M TRIS-HCI pH 7,6) inkubiert. Wurden nacheinander mehrere
Filter auf dieselbe Platte gelegt (Replikas), wurde der erste Filter 2 min, der zweite 4 min und
der dritte 8 min lang auf dem Agar belassen. Im Anschluf an die Aquilibrierung wurde der
Filter getrocknet und im UV-Stratalinker von beiden Seiten bestrahlt (Automatik-Einstellung).

Bei der Phagenvereinzelung wurden die aus dem Agar ausgestochenen Phagenplaques vor
dem Ausplattieren 30-60 min lang bei 4°C und 200 rpm geschiittelt und 5 pl einer 1:1000 bzw.
2 oder 5 pl einer 1:10000 Verdiinnung der Phagen in SM-Puffer zusammen mit 240 pl pha-
genkompetenten Bakterien inkubiert; es wurden 2,4 ml NZY-Topagarose zugegeben und es
wurde auf NZY-Agarplatten (& 92 mm) ausplattiert. Dariiber hinausgehend entspricht das
Vorgehen dem im vorangegangenen Absatz beschriebenen.

3.2.6 Isolierung von Phagen

Phagen, die in der Hybridisierung (Kap. 3.3.4.4) ein positives Signal gaben wurden mit einer
Pasteurpipette aus dem Agar ausgestochen, in 500 ul SM-Puffer mit 20 pul Chloroform iiber-
fiihrt und bei 4°C gelagert.

3.2.7 In vivo Exzision

Das LambdaZAPII®-Vektorsystem erlaubt eine Konversion des rekombinanten Lambda-
ZAPI®-Klons in ein pBluescript-Phagemid. Bedingung fiir diese sogenannte in vivo Exzision
ist eine Superinfektion des Wirtsbakteriums mit einem filamentdsen Helferphagen. Die vom
Helferphagen gebildeten Proteine erkennen den f1-Ori auf der Phagen-DNA, initiieren eine
Einzelstrangsynthese sowie die Rezirkularisierung und Verpackung der einzelstringigen DNA.
In einem nicht supprimierenden Bakterienstamm, in dem der filamentdse Helferphage, der eine
Amber-Mutation trigt, nicht replizieren kann, erfolgt die Zweitstrangsynthese [11;311].

Je 50 ml LB-Medium mit 0,2% (w/v) Maltose und 10 mM MgSO, wurden mit E. coli XL1-
Blue MRF’- bzw. E. coli SOLR- Bakterien angeimpft, iiber Nacht bei 30°C oder fiir 3 h bei
37°C im Schiittelinkubator inkubiert, zentrifugiert (10 min; 800xg; 4°C) und mit 10 mM
MgSO,-Losung auf eine ODgy, von 1,0 eingestellt. Es wurden 200 ul E. coli XL1-Blue MRF’-
Bakterien, 20 ul Phagensuspension und 2 pl ExAssist-Helferphage zusammengegeben und
15 min lang bei 37°C und 200 rpm auf dem Schiittelinkubator inkubiert. Es wurden 3 ml
2x YT-Medium (1% [w/v] NaCl; 1% [w/v] Hefeextrakt, 1,6% [w/v] Bacto-Trypton; pH 7,0)
zugegeben und es wurde 3 h lang bei 37°C auf dem Schiittelinkubator inkubiert; 1,5 ml der
Suspension wurden 20 min lang bei 70°C inkubiert und zentrifugiert (15 min; 4000xg; RT).
Der Uberstand enthielt die Phagemide. Es wurden 200 ul der o.g. E. coli SOLR-Bakterien mit
1 ul (a) bzw. 50 ul Phagemidsuspension (b), 15 min lang bei 37°C und 200 rpm inkubiert und
2 ul aus (a), 4 ul aus (b) bzw. 100 ul aus (b) auf einer LB-Agarplatte (& 92 mm) mit
100 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Nach einer Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden drei
Klone isoliert und eine Plasmid-Mini-Préiparation (Kap. 3.3.2.1.1) durchgefiihrt.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1.1 Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration und -reinheit

Die Konzentration von Nukleinsduren in waBriger Losung kann iiber die Messung der Absorp-
tion bei einer Wellenldnge von 260 nm (OD,¢), einer Wellenlidnge, bei der die in den Nuklein-
sduren enthaltenen Basen ihr Absorptionsmaximum aufweisen, im Spektralphotometer
bestimmt werden. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt nach dem Lambert Beer’schen
Gesetz: E=¢-c-d (E: Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge, €: molarer Extinktionskoef-
fizient [M-'cm!], ¢: Konzentration der DNA [mol/l], d: Schichtdicke der Losung [cm]). Dabei
betrdgt der Koeffizient (¢) fiir dsSDNA 20 und fiir ssSRNA 25. Abgeleitet von diesem Gesetz
erfolgte die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration nach folgender Regel: Eine OD,¢, von
1,0 entsprach einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml ssRNA.

Mit Hilfe des Quotienten OD,¢,/OD,g, wurde die Reinheit einer Nukleinsdureprédparation
bestimmt; Bei einem Quotienten von 1,8-1,9 bzw. 1,9-2,0 liegt eine hochreine Priparation von
DNA bzw. RNA vor [11].

Fir die Messung wurde eine Verdiinnung der Nukleinsdurelosung im Losungsmittel
(TE-Puffer oder ddH,O) vorgenommen und gegen das Losungsmittel als Referenz im Spek-
tralphotometer in einer Quarzkiivette gemessen. Der lineare Bereich fiir die Messung der
Absorption lag zwischen OD,¢, von 0,08 bis 0,9.

3.3.1.2 Agarosegelelektrophorese von DNA

Bei der Agarosegelelektrophorese werden Nukleinsiduren entsprechend ihrer Nettoladung im
elektrischen Feld aufgetrennt. Das Wanderungsverhalten im Gel hédngt von der Stirke des
angelegten elektrischen Feldes, der Ionenstirke, der Porengrofle der Matrix und der Temperatur
sowie von Nettoladung, Form und GroBe der aufzutrennenden Molekiile ab. Mit Hilfe von
Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert und bei einer Anregungswellenldnge im
UV-Bereich Licht im sichtbaren Wellenldngenbereich emittiert, werden die DNA-Banden im
Gel sichtbar gemacht [145;204;290].

Die DNA-Probe wurde 1:5 bis 1:10 in 10x HSE (4 M Harnstoff; 50% [w/v] Saccharose;
20 mM EDTA pH 7.8; 0,04% [w/v] Bromphenolblau) suspendiert und in einem horizontalen
0,8-2%igen Agarosegel mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE (40 mM TRIS-Acetat;
1 mM EDTA; pH 8,0) und 1x TAE als Elektrophoresepuffer bei 5 V/cm elektrophoretisch auf-
getrennt. Als Lingenstandard diente die 1 kb DNA-Leiter; zur DNA-Mengenabschitzung
wurden A DNA/Hind III-Fragmente in der Elektrophorese mitgefiihrt. Die Banden wurden auf
dem UV-Transilluminator sichtbar gemacht. Sofern es sich um eine préparative Gelelektropho-
rese handelte wurden anschlieend eine oder mehrere Banden aus dem Gel ausgeschnitten und
die DNA mittels QIAquick Gel Extraction Purification Kit isoliert ( Kap. 3.3.2.3).
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3.3.2 Priparation und Analyse von Plasmiden

3.3.2.1 Prdparation von Plasmid-DNA

Beide im folgenden beschriebenen Methoden basieren auf dem Prinzip der alkalischen Hydro-
lyse [28;29;145].

3.3.2.1.1 Plasmid-Mini-Priparation von DNA nach Birnboim

Die Plasmidpriparation nach Birnboim und Doly eignet sich fiir die schnelle Praparation von
Plasmiden aus einer groen Anzahl transformierter Bakterien. Die DNA kann sowohl in
Sequenzierungen als in der Restriktionsanalyse eingesetzt werden [28;29].

Es wurden 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin mit einer Bakterienkolonie ange-
impft und entweder fiir 3-4 h oder iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittelinkubator inkubiert;
1,5 ml der Kultur wurden zentrifugiert (15 sek; 15000xg). Nachdem das Sediment in 100 pl
Losung A (25 mM TRIS-HCI, pH 8,0; 50 mM Glucose; 10 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert
worden war, wurden 200 pl Losung B (0,2 M Natriumhydroxid; 1% [w/v] SDS) zugegeben.
Bevor und nachdem zusétzlich 150 ul Losung C (3 M Kaliumacetat pH 4,8) dem Ansatz hin-
zugefiigt worden waren, wurde durch Invertieren gemischt. Es wurde 10 min lang auf Eis
inkubiert und zentrifugiert (5 min; 15000xg; RT). Der Uberstand wurde einer P/C/I-Extraktion
(Kap. 3.3.2.2) unterzogen. Zur Prizipitation der DNA wurde die resultierende wilrige Phase
mit dem 0,7fachen Volumen Isopropanol versetzt und nochmals zentrifugiert. Das plasmid-
haltige Sediment wurde mit 200 ul 70%igem Ethanol gewaschen, vakuumgetrocknet und in
20 pl TE-Puffer mit 50 ug/ml RNase A resuspendiert.

Es wurden 5 pl der Prédparation in den Restriktionsverdau (Kap. 3.3.2.6) und 1 ug DNA
(ca. 5-11 pl) in der Sequenzierreaktion eingesetzt.

3.3.2.1.2 Plasmid-Midi-Priparation von DNA nach QIAGEN

Bei dieser Methode schlie3t sich an die alkalische Hydrolyse eine Aufreinigung der DNA iiber
eine Anionenaustauscher-Sdule unter entsprechenden Niedrigsalz und pH Bedingungen an.
Verbliebene RNA, Proteine und niedermolekulare Verunreinigungen werden durch Wasch-
puffer mittleren Salzgehaltes entfernt und die Plasmid-DNA mit einem Hochsalz-Puffer eluiert
(QIAGEN Plasmid Purification Handbook, 01/97, QIAGEN). Diese Plasmidpriparation hat
den Vorteil, daB reinere DNA in groleren Mengen isoliert werden kann. Die DNA wurde fiir
Restriktionsverdaue, Sequenzierungen und Transfektionen verwendet.

Es wurden 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin mit entsprechend transformierten
Bakterien angeimpft, iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittelinkubator inkubiert und die Bakte-
rien bei 7500xg und 4°C fiir 15 min sedimentiert. Die anschlieBende Priparation erfolgte nach
Angaben des Herstellers fiir die Verwendung von QIAGEN-tip 100 Siulen (QIAGEN Plasmid
Purification Handbook, 01/97, QIAGEN); die DNA wurde in 100 pul ddH,O aufgenommen.

3.3.2.2 Aufreinigung von Nukleinsduren aus wafrigen Losungen

Die Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (P/C/I-Extraktion) diente der Entfernung
kontaminierender Proteine aus wélrigen Losungen. Hierbei denaturiert Phenol Proteine.
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Chloroform denaturiert ebenfalls Proteine und ist fiir eine bessere Trennung von wilBriger und
phenolischer Phase verantwortlich. Isoamylalkohol verhindert ein Schaumen der Losung und
unterstiitzt ebenfalls die Phasentrennung. Denaturiertes Protein ist an der Interphase zu finden
[11].

Bei der P/C/I-Extraktion wurde das gleiche Volumen P/C/I-Losung (50% [v/v] TE-gesittigtes
Phenol pH 7,5-8,0; 48% [v/v] Chloroform; 2% [v/v] Isoamylalkohol) zur wilrigen Nuklein-
sdure-haltigen Losung gegeben, kurz intensiv geschiittelt und fiir 5 min (DNA) bzw. 10 min
(RNA) bei 15000xg zentrifugiert. Die obere wilrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefil3
iberfiihrt. Es schloB sich in der Regel eine Prizipitation der DNA (Kap.3.3.2.5) bzw. RNA an.

Bei der Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (C/I-Extraktion) wurde anstelle der P/C/I-
Losung ein Gemisch aus Chloroform und Isoamylalkohol (96% Chloroform; 4% Isoamylalko-
hol) eingesetzt. Dariiber hinausgehend war die Vorgehensweise identisch.

3.3.2.3 QIAquick-Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Bei dieser Methode werden ein in Agarose immobilisierte DNA-Fragmente (Kap. 3.3.1.2) in
einem chaotrope Salze enthaltenden Puffer solubilisiert, der optimale Bedingungen fiir die
Bindung der DNA an die Matrix einer QIAquick-Zentrifugationssdule bietet. Kontaminierende
Agentien werden in einem Waschschritt entfernt und die DNA kann effektiv unter Niedrig-
salz-Bedingungen im neutralen oder leicht basischen pH-Wert-Bereich eluiert werden
(QIAquick Handbook, 09/95, QIAGEN).

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde DNA im Agarosegel aufgetrennt und das
gewiinschte DNA-Fragment aus dem Gel ausgeschnitten. Die weitere Priparation erfolgte
exakt nach Angaben des Herstellers fiir das QIAquick Gel Extraktion Kit (QIAquick Hand-
book, 09/95, QIAGEN). Die DNA wurde mit 30 ul ddH,O eluiert.

3.3.2.4 QIAquick-Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Methode der Aufreinigung von PCR-Produkten iiber QIAquick-Zentrifugationssdulen
beruht auf dem bereits in Kap. 3.3.2.3 erwihnten Prinzip, allerdings mit der Ausnahme, daf}
hier bei der Bindung ein Puffer eingesetzt wird, der die effektive Bindung von PCR-Produkten
von mehr als 100 bp und die Entfernung von Primern bis zu 40 nt begiinstigt (QIAquick
Handbook, 09/95, QIAGEN).

Die Aufreinigung wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers fiir das QIAquick PCR
Purification Kit durchgefiihrt (QIAquick Handbook, 09/95, QIAGEN). Eluiert wurde die DNA
mit 30 ul ddH,O, welches vor der Zentrifugation eine Minute auf der Sdule belassen wurde.
Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden in der Klonierung und Sequenzierung eingesetzt.

3.3.2.5 Prdzipitation von DNA

Eine Prizipitation von DNA wurde vorgenommen, um nach einer Aufreinigung der DNA
mittels P/C/I-Extraktion (Kap. 3.3.2.2) restliches Phenol und Chloroform zu entfernen, eine
Entsalzung vorzunehmen oder um DNA zu konzentrieren. Die Methode beruht darauf, dal in
der Gegenwart einer hohen Konzentration (0,1-0,5 M) monovalenter Kationen Ethanol eine
strukturelle Verdnderung der Nukleinsduremolekiile und somit ihre Aggregation und Prizipita-
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tion bewirkt [98]. Kleine organische Molekiile und Salze werden mit Hilfe von 70%igem
Ethanol entfernt.

Bei der Prizipitation wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung pH 5,2 und das
2,5fache Volumen 100%igen Ethanols zur DNA-haltigen wilrigen Losung gegeben und
entweder fiir 1 h bei -80° C oder iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Anschliefend wurde 30 min
lang bei 4°C und 15000xg zentrifugiert, mit 200 ul 70%igem Ethanol gewaschen und die
DNA vakuumgetrocknet.

3.3.2.6 Hydrolyse von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurde mit Hilfe handelsiiblicher
Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt (Restriktionsverdau). Die bei einer Restriktion einzu-
setzende Enzymaktivitit ist abhédngig von der Temperatur, von der Menge der zu spaltenden
DNA (A), der Anzahl der vorhandenen Restriktionsschnittstellen auf dem Plasmid (B), der
Plasmidlinge (C) der Linge der Referenz-DNA (D; vom Hersteller angegeben), der Anzahl
der Schnittstellen der gewéhlten Endonuklease auf der Referenz-DNA (E) und der Menge an
Referenz-DNA (F); sie berechnet sich nach folgender Formel:

Enzymaktivitit [U] = (A [ug] X B x D [bp])/(C [bp] X F [ug] X E)

Der Restriktionsverdau erfolgte in der Regel in 20-50 pl Reaktionsvolumen. Es wurde das
SuRE™-Enzympuffersystem der Firma Boehringer verwendet; war dies nicht moglich wurden
die vom Enzymbhersteller mitgelieferten Puffer eingesetzt. Der Anteil des Enzyms am gesamten
Reaktionsvolumen betrug maximal 10%; die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte iiber
Nacht bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur. AnschlieBend wurde entweder eine
P/C/I-Extraktion (Kap. 3.3.2.2) durchgefiihrt oder die DNA im Agarosegel aufgetrennt und
einzelne DNA-Fragmente mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Kap. 3.3.2.3) aufgerei-
nigt.

3.3.2.7 Dephosphorylierung von DNA

Bei der Dephosphorylierung wird mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase eine freie Phosphat-
gruppe am 5’-Terminus linearer DNA entfernt [59]. Die Dephosphorylierung verhindert die
Religation von linearisierten Vektoren, da fiir die Ligation von DNA eine freie 5’-Phosphat-
gruppe bendtigt wird [11].

Fiir die Dephosphorylierung wurden 1-5 pg linearisierter Vektor, 2 ul 10x Alkalische
Kilber-Phosphatase-Puffer (vom Hersteller der Phosphatase), und 1 U Alkalische Kailber-
Phosphatase (1 U/ul) zusammengegeben, auf 20 ul mit ddH,O aufgefiillt, fiir 60 min bei 37°C
inkubiert und anschlieBend die Phosphatase 15 min lang bei 75°C inaktiviert. Es schlof sich
eine Aufreinigung (Kap. 3.3.2.2) und Prizipitation (Kap. 3.3.2.5) der DNA an.

3.3.2.8 Ligation von DNA
Die DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen benachbarter
5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppe doppelstringiger DNA [247;337].

Fiir die Ligation wurden 10 ng Vektor, ein 3 bis 10facher molarer Uberschuf8 an Fragment,
4 ul 5x Ligase-Puffer (vom Hersteller der Ligase mitgeliefert), 1 ul 20 uM Hexammincobalt-
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chlorid und 1 ul T4-DNA-Ligase (1 U/ul) zusammengegeben, auf 20 ul mit ddH,O aufgefiillt
und iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

3.3.2.9 Aufarbeitung von Ligationen fiir die Elektrotransformation

Eine Aufarbeitung der Ligation erfolgte, um Proteine und Salze aus dem Ligationsansatz zu
entfernen, da diese eine effektive Elektrotransformation von Bakterien verhindern wiirden.

Nach Zugabe von 100 ul TE-Puffer zum Ligationsansatz wurde eine P/C/I-Extraktion
vorgenommen (3.3.2.2) und zur Entfernung von restlichem Phenol und Chloroform das 4fache
Volumen wassergesittigten Ethers zugegeben, 4 sek lang geschiittelt, zentrifugiert (1 min;
15000xg), die obere Etherphase abgezogen und restlicher Ether verdampft. Die Prizipitation
der DNA erfolgte mit 1/10 Volumen 200 pg/ml Acrylamid und 1/10 Volumen 5 M Natrium-
chlorid als Féllungshilfe sowie dem 3fachen Volumen Ethanol fiir 1 h bei -80°C. Es wurde fiir
30 min bei 4°C und 15000xg zentrifugiert, das Sediment mit 70%igem Ethanol gewaschen
und das vakuumgetrocknete Sediment in 20 pl ddH,O aufgenommen. Vom Ligationsansatz
wurde 1/10 in die Elektrotransformation eingesetzt (Kap. 3.2.2.2).

3.3.2.10 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation von DNA-Frag-
menten. Doppelstriangige DNA, zwei Oligonukleotide (Primer), Desoxyribonukleotide und
eine DNA-Polymerase werden zusammengegeben; die zu amplifizierende DNA wird durch
Erhitzen denaturiert (Denaturierungsphase), in der nachfolgenden Abkiihlungsphase (An-
nealingphase) binden die Primer an die beiden Elternstringe und in der Elongationsphase fin-
det die Synthese von DNA komplementir zur DNA-Matrize statt. Die Annealingtemperatur
entsprach immer der Schmelztemperatur (Tm) des Oligonukleotids mit der niedrigsten Tm und
wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet: Tm =4 x (G+C) + 2 x (A+T) [11;265].

Fiir die PCR wurden 8 pl 1,25 mM dNTP-Mix, 5 pul 10x Ampli Taq PCR-Puffer (500 mM
KCI; 100 mM TRIS-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCl,; 0,01% Gelatine), 3 ul 10 pmol/ul Primer 1,
3 ul 10 pmol/ul Primer 2, 0,25 pl 5 U/ul Ampli Taqg DNA-Polymerase und 20,75 pl ddH,O
zusammengegeben; der Ansatz auf 72°C erhitzt und es wurden 10 pl in ddH,O geldste, zu
amplifizierende DNA zugegeben (Hot Start). Bei der Amplifikation von Plasmid-DNA wurden
1-10 pg, bei der Amplifikation von RT-Produkten 1/20 des Produktes (Kap. 3.3.2.12) und bei
der Amplifikation von Phagen-DNA 2,5 ul eingesetzt. Die Phagen wurden vorher fiir 10 min
zur Zerstorung der Proteinhiille bei 95°C hitzeinaktiviert. Die PCR wurde unter folgenden
Bedingungen fortgesetzt: es wurden 2 Zyklen mit 20 sek langer Denaturierung bei 96°C, 2 min
langem Annealing bei Tm und 3 min langer Elongation bei 72°C durchgefiihrt. Es folgten
38 Zyklen bei einer Denaturierungstemperatur von 94°C und dariiber hinaus gleichbleibenden
Bedingungen sowie ein abschlieBender Elongationsschritt bei 72°C fiir 10 min.

3.3.2.11 Mutagenese-PCR

Die Mutagenese-PCR setzt sich aus zwei Schritten zusammen; die Lage von Primern und
Restriktionsschnittstellen ist in Abb. 2 dargestellt: In einer ersten PCR wird mit je einem den
zu amplifizierenden Bereich flankierenden Primer und einem die Mutation tragenden Primer
eine PCR durchgefiihrt (Primer 1+3 bzw. Primer 2+4). Dabei sind die beiden Primer, welche
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die Mutation (Stern), tragen homolog zueinander (Primer 2 und 3). In einer zweiten PCR
(Fusions-PCR) werden die Produkte der beiden ersten PCRs in dquimolaren Mengen zusam-
mengegeben und bei niedriger Annealing-Temperatur die PCR-Produkte im Bereich der die
Mutation tragenden Primer (Primer 2 und 3) kondensiert. In Gegenwart der beiden auflenlie-
genden Primer (Primer 1 und 4) wird eine PCR durchgefiihrt, so dafl eine Amplifikation zum
Vollingenfragment von einem duBleren Primer bis zum néchsten erfolgen kann. Voraussetzung
fiir die erfolgreiche Mutagenese ist eine Spaltung der in die PCR eingesetzten DNA (R2 bei
PCRI1 mit Primer 1 und 3; R1 bei PCR 2 mit Primer 2 und 4; Kap. 3.3.2.6), um eine Ampli-
fikation nicht mutierter DNA zu vermeiden [114]. In der Mutagenese-PCR wurde die Pfu-
Polymerase eingesetzt, die eine geringere Fehlerrate als die sonst verwendete Ampli Taqg DNA-
Polymerase aufweist [105;192].

5 — —e—
3 I I

Abb. 2: Mutagenese PCR: Schematische Darstellung der Lage von Primern und Restriktions-
schnittstellen

Dargestellt ist der DNA-Strang (mit 5° und 3’ markiert) mit der Lage der fiir die Mutagenese-PCR

notwendigen Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen (R1 und R2) sowie der Lage der Primer

(Pfeile) und ihrer Orientierung (Pfeilspitze markiert 3’ Ende des Primers); die Position der Mutation ist

durch einen Stern markiert.

Fiir die PCR wurde die Matrizen-DNA einmal 5’ von der Mutation gespalten (R1) und in die
PCR mit dem Mutagenese-Primer 2 und dem 3’-lokalisierten Primer 4 eingesetzt und einmal
3’ von der Mutation (R2) fiir die PCR mit Mutagenese-Primer 3 und 5’-flankierendem Pri-
mer 1. Das Produkt wurde mittels Agarosegel (Kap. 3.3.1.2) und QIAquick-Sdule (Kap.
3.3.2.4) aufgereinigt. Fiir die PCR wurden 8 ul 1,25 mM dNTP-Mix, 5 ul 10x Pfu-DNA-
Polymerase-Puffer, 3 ul 10 pmol/ul Primer A (5’ bzw. 3’ flankierender Primer), 3 ul
10 pmol/ul Primer B (mit Mutation), 0,5 ul 2,5 U/ul Pfu-DNA-Polymerase und 20,5 ul ddH,O
zusammengegeben. Der Ansatz wurde auf 72°C erhitzt und es wurden 10 pg linearisierte in
10 ul ddH,O geloste DNA zugegeben (Hot Start). Es schlossen sich zwei Zyklen mit 30 sek
langer Denaturierung bei 96°C, 2 min langem Annealing bei Tm und 2 min langer Elongation
bei 72°C an, gefolgt von 28 Zyklen mit einer Denaturierungstemperatur von 94°C und einer
Elongationsdauer von 3 min bei dariiber hinaus gleichbleibenden Bedingungen. Abschlieend
wurde fiir 10 min ein Elongationsschritt bei 72°C durchgefiihrt.

Fiir die Fusions-PCR wurden 8 pl 1,25 mM dNTP-Mix, 5 ul 10x Pfu-DNA-Polymerase-
Puffer , 3 pul 10 pmol/ul Primer 1 (5’ flankierender Primer), 3 ul 10 pmol/ul Primer 2 (3’ flan-
kierender Primer), 0,5 pl 2,5 U/ul Pfu-DNA-Polymerase und 20,5 ul ddH,O zusammengege-
ben. Der Ansatz wurde auf 72° erhitzt und je ca. 10-30 ng PCR-Produkt aus den beiden PCRs
gelost in 10 pul ddH,O zugegeben; die beiden Amplifikate wurden in dquimolaren Mengen ein-
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gesetzt. Es schlossen sich fiinf Zyklen mit 30 sek langer Denaturierung bei 94°C, 2 min lan-
gem Annealing bei 35°C und 3 min langer Elongation bei 72°C an, gefolgt von 25 Zyklen mit
einer Annealingtemperatur bei Tm und einer Elongationsdauer von 3 min bei dariiber hinaus
gleichbleibenden Bedingungen. Ein abschlieBender Elongationsschritt wurde bei 72°C fiir
10 min durchgefiihrt.

3.3.2.12 RT-PCR

Die RT-PCR setzt sich aus zwei Reaktionsschritten zusammen: In der reversen Transkription
unter Verwendung einer reversen Transkriptase, die vorrangig als RNA-abhingige DNA-Poly-
merase wirkt, wird komplementire DNA (cDNA) generiert; die cDNA wird anschlieend in
einer PCR amplifiziert [11].

In der Gesamt-RNA-Priparation enthaltene genomische DNA wurde mit Hilfe eines
DNase-Verdaus entfernt. Dabei wurden 5 ug RNA, 1 pl 10x DNase I-Puffer, 0,5 pl 40 U/ul
RNasin, 1 pl 10 U/ul DNase I zusammengegeben und auf 10 ul mit DEPC-ddH,O aufgefiillt;
es wurde 15 min lang bei 37°C sowie zur Hitzeinaktivierung der DNase 10 min lang bei 65°C
inkubiert, der Ansatz auf Eis abgekiihlt, auf 100 pul mit DEPC-ddH,0O aufgefiillt und die DNA
mit 100 pl P/C/I-Losung extrahiert (siehe Kap. 3.3.2.2), wobei die phenolische Phase noch-
mals mit 100 pl DEPC-ddH,0O riickextrahiert und die aus dieser Extraktion resultierende
wilrige Phase mit der wiBrigen Phase der ersten Extraktion vereinigt wurde. Die RNA wurde
prézipitiert (Kap. 3.3.2.5), das RNA-Sediment getrocknet und die RNA anschlieBend in 10 pl
DEPC-ddH,0O suspendiert. Die Qualitdt der RNA wurde durch elektrophoretische Auftren-
nung von 1 ul RNA im denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel iiberpriift (Kap. 3.3.3.3).

Die RT-Reaktion wurde alternativ mit einem Oligo d(T)-Primer oder einem klonspezifi-
schen Primer durchgefiihrt. Es wurden 1-5 pg RNA, 1 ul 500 ng/ul Oligo d(T)- bzw. 0,7-1 ug
3’-Primer zusammengegeben. Nachdem mit DEPC-ddH,O auf 10 pl aufgefiillt worden war,
wurde der Ansatz 10 min lang bei 70°C zum Auflosen von Sekundérstrukturen inkubiert und
auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 4 pl 5x RT-Puffer (vom Hersteller der Polymerase
mitgeliefert), 2 ul 0,1 M DTT, 2 ul 1:10 verdiinntes RNasin (40 U/ul) und 1 pl 10 mM dNTP
zugegeben. Nach 2miniitiger Inkubation bei 42°C wurde, 1 ul SuperScript II (200 U/ul) zuge-
fiigt, die Probe 50 min bei 42°C und anschielend 15 min bei 70°C inkubiert.

Mit diesen RT-Produkten als Matrize wurde eine PCR-Reaktion wie in Kap. 3.3.2.10
beschrieben durchgefiihrt. In die PCR wurde 1/20 des RT-Produktes eingesetzt und als Kon-
trolle auf DNA-Kontamination eine RT-Probe mitgefiihrt, die keine Reverse Transkriptase
erhalten hatte.

3.3.2.13 Sequenzierung von DNA

Die hier verwendete Methode beruht auf der Didesoxy-Methode nach Sanger [268;269]. Es
wird ein ,,Tag-Cycle-Sequencing* durchgefiihrt, bei dem an unterschiedliche Fluorochrome
gekoppelte Didesoxynukleotide fiir einen Abbruch der Elongation sorgen. Das aufgereinigte
Produkt wird elektrophoretisch im Acrylamidgel aufgetrennt. Die Reihenfolge, in der die Fluo-
rochrom-gekoppelten PCR-Produkte das Gel passieren, gibt die Nukleotidsequenz an [276].

Es wurden 0,5-1 pg Plasmid-DNA bzw. 30-180 ng PCR-Produkt (5-11 ul des aufgereinig-
ten PCR-Produktes; Kap. 3.3.2.4), 10 pmol Oligonukleotid und 8 ul Dye Terminator Mix
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zusammengegeben; das Reaktionsvolumen wurde auf 20 pul mit ddH,O aufgefiillt. Beim ,,Taq
Cycle Sequencing® wurden 25 Zyklen mit folgenden Bedingungen durchlaufen: 96°C fiir
10 sek (Denaturierung), 50°C fiir 5 sek (teilweise auch bei 56°C; Annealing) und 60°C fiir
4 min (Elongation). Zum PCR-Produkt wurden 2 pul 3 M Natriumacetat-Losung pH 5.2 und
50 ul 95% Ethanol gegeben; es wurde 10 min lang auf Eis inkubiert, zentrifugiert (20 min;
15000xg), das Sediment mit 250 ul 70%igem Ethanol gewaschen, 3 min vakuumgetrocknet, in
3 ul Sequenzierladelosung (5 Teile Formamid; 1 Teil 25 mM EDTA, pH 8,0; 50 mg/ml
Dextran Blau) aufgenommen, fiir 2 min bei 90°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und das unten
angegebene Sequenziergel beladen.

Das Sequenziergel wurde nach Angaben des Herstellers pripariert: die Sequenzierglas-
platten (34 cm) wurden vor dem Zusammenbau mit ALKONOX und entmineralisiertem
Wasser gereinigt, mit 90%igem Isopropanol nachbehandelt und getrocknet. Fiir die Gelmatrix
wurden 30 g Harnstoff bei 37°C in 23,5 ml ddH,0 gelost, 7,5 ml rotiphorese Gel 29/1 (40%)
und 6 ml 10x TBE (890 mM TRIS-Base; 890 mM Borsiure; 20 mM EDTA; pH 8,0) zugeben,
die Fliissigkeit filtriert (0,22 um Porengrofe), 350 ul 10% (w/v) APS und 15 pul TEMED
zugegeben. Die Gelmatrix polymerisierte 1-2 h bei RT aus. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Die
Proben wurden wihrend eines 15stiindigen Sequenzierlaufs bei 27 Watt elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte am Apple-Computer mit ABI-Soft-
ware.

3.3.3 Priparation und Analyse von eukaryontischer RNA

3.3.3.1 Allgemeines

Zur Vermeidung des RNA-Abbaus durch RNasen wurde mit DEPC-ddH,0O gearbeitet. Alle
Puffer wurden, soweit sie kein TRIS enthielten, ebenfalls mit DEPC behandelt oder mit
DEPC-ddH,0 hergestellt.

3.3.3.2 Gesamt-RNA-Priiparation

Zur Priparation von Gesamt-RNA wurden drei unterschiedliche Methoden eingesetzt. Die
Wahl der Methode war abhédngig von der fiir die Praparation zur Verfiigung stehenden Menge
an eukaryontischen Zellen.

3.3.3.2.1 Gesamt-RNA-Priparation mittels Césiumchlorid-Dichtegradientenzentrifuga-
tion

Diese Priiparationsmethode wurde eingesetzt, wenn mehr als 5x107 Zellen zur Verfiigung stan-
den. Die Zellen wurden zunéchst mit einer Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen Losung lysiert
und Proteine denaturiert [65;78;306]. Die Aufreinigung der RNA iiber einen Césiumchlorid-
Dichtegradienten beruht darauf, da3 RNA eine hohere Dichte aufweist als DNA und Proteine;
sie kann somit im Gradienten von anderen zelluliren Makromolekiilen abgetrennt werden
[65;119].

Suspensionszellen wurden in einer Dichte von 1x107 Zellen/ml in GCN-Losung (4 M GCN;
25 mM Natriumcitrat pH 7,0; 0,5% [w/v] N-Lauroylsarcosin, 0,1 M [-Mercaptoethanol)
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aufgenommen und adhirente Zellen durch Zugabe der Guanidiniumlosung lysiert und von der
Gewebekulturschale abgelost. Je 5 ml Lysat wurden zur Scherung der DNA bei 2400 rpm fiir
20-25 sek mit dem Ultra Turrax-Gerét behandelt und auf Eis abgekiihlt. In Polyallomer Zen-
trifugenrohrchen wurden 2 ml 5,7 M CsCl-Losung (5,7 M CsCl; 20 mM TRIS-HCI pH 7.5;
2 mM EDTA pH 8,0; die Losung entspricht der 100%igen CsCl-Losung), 1,5 ml 40% CsCl-
Losung, 1,5 ml 30% CsCI-Losung, 1,5 ml 20% CsCl-Losung (Verdiinnungen der 100%igen
CsCl-Losung in 20 mM TRIS-HCI pH 7.,5; 2 mM EDTA pH 8,0) und 5 ml Zellhomogenat
iibereinander geschichtet und 18 h lang bei 36000 rpm im SW 40 ,,swing-out“-Rotor bei 18°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 200 ul DEPC-ddH,O 5 min lang bei 37°C gelost, und
eine P/C/I-Extraktion gefolgt von einer C/I-Extraktion vorgenommen (Kap. 3.3.2.2). Zur
wilrigen Phase wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung pH 5,7 und das 2,5fache
Volumen Ethanol gegeben, es wurde fiir 2 h bei -80°C oder iiber Nacht bei -20°C inkubiert,
zentrifugiert (30 min; 4°C; 15000xg), das Sediment mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 100 ul DEPC-ddH,0 aufgenommen.

3.3.3.2.2 Gesamt-RNA-Priparation unter Anwendung der ,,Single Step*-Methode

Diese Priparation wurde eingesetzt, wenn zwischen 1x107 und 5x107 Zellen zur Verfiigung
standen. Die Methode beruht darauf, da RNA in 4 M GCN Losung bei pH 4,0 in Gegenwart
einer organischen Phenol/Chloroform-Phase wasserloslich bleibt, wihrend Proteine und klei-
nere DNA-Fragmente in die organische Phase iibergehen und groBBere DNA-Fragmente und
manche Proteine in der Interphase verbleiben. Mit der Methode 148t sich schnell aus einer
groBeren Anzahl von Proben Gesamt-RNA in ausreichender Reinheit fiir die Northern-Analyse
gewinnen [66].

Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, in Losung D (4 M Guanidinium-Isothio-
cyanat; 0,025 M Natriumcitrat; 0,5% [w/v] N-Lauroylsarkosin; 0,1 M B-Mercaptoethanol;
pH 7,0) aufgenommen (1x107 Zellen/ml) und die genomische DNA durch 10maliges Auf- und
Abziehen der Losung durch eine 0,9x40 mm Kaniile geschert. Zu 4 ml Zell-Lysat wurden
nacheinander 400 ul 2 M Natriumacetat-Losung (pH 4,0), 4 ml wassergesittigtes Phenol und
800 ul Chloroform/Isoamylalkohol gegeben; nach Zugabe der ersten beiden Losungen wurde
durch Invertieren gemischt und nach Zugabe der letzten 10 sek intensiv geschiittelt. Es wurde
15 min lang auf Eis inkubiert, im Festwinkelrotor zentrifugiert (15 min; 4°C; 9700xg), zur
oberen wifirigen Phase das gleiche Volumen Isopropanol gegeben und die RNA eine Stunde
lang bei -20°C prizipitiert, im "swing-out"-Rotor zentrifugiert (30 min; 4°C; 15000xg ) und
das Sediment in 400 pl Losung D gelost. Nach Zugabe von 40 pl 2 M Natriumacetat-Losung
pH 4,0 und 440 pl Isopropanol wurde 2-16 h lang bei -20°C inkubiert, zentrifugiert (20 min;
15000xg; 4°C), das Sediment 10-15 min lang bei RT mit 200 ul 70%igem Ethanol inkubiert
und 15 min lang bei 4°C und 15000xg zentrifugiert. Das Sediment wurde getrocknet und in
50-100 pl DEPC-ddH,0 aufgenommen.

3.3.3.2.3 Gesamt-RNA-Priparation mit Hilfe des RNeasy Mini Kits

Diese Methode wurde angewendet, wenn nicht mehr als 1x107 Zellen fiir die RNA-Préparation
zur Verfiigung standen. Die Methode basiert auf einer Lyse der Zellen in GCN- und (-Mer-
captoethanol-haltigem Puffer; das Lysat wird durch Zentrifugation durch eine biopolymere
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Matrix homogenisiert, die RNA unter Hochsalz-Bedingungen an eine Membran gebunden,
Kontaminationen mit Hilfe eines GCN-haltigen Waschpuffer entfernt und die RNA mit
DEPC-ddH,O0 eluiert (RNeasy Mini Handbook, 1996, QIAGEN).

Die Zellen wurden bei 300xg fiir 5 min sedimentiert, in 600 ul RLT-Lysis-Puffer suspen-
diert, das Lysat auf eine QIAshredder-Siule gegeben, fiir 1 min bei 15000xg zentrifugiert und
die weitere Priparation exakt nach den Angaben des Herstellers fiir die Verwendung von
RNeasy Mini in der Priparation von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen durchgefiihrt
(RNeasy Mini Handbook, 1996, QIAGEN). Die RNA wurde mit 30 ul DEPC-ddH,O eluiert.

3.3.3.3 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Um RNAs entsprechend ihrer GroBe elektrophoretisch auftrennen zu konnen, miissen durch
Zugabe von denaturierenden Agentien (z.B. Formaldehyd) Sekundirstrukturen, die das Wan-
derungsverhalten im elektrischen Feld beeinflussen, aufgelost werden [182].

Fiir die Gelmatrix wurden 1-1,5% (w/v) Agarose in 1x Laufpuffer (20 mM MOPS pH 7.0;
8 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA pH 8,0) aufgekocht, auf ca. 50°C abgekiihlt, Ethidium-
bromid und Formaldehyd in einer Endkonzentration von 0,15 pg/ml bzw. 0,22 M zugegeben
und das Ganze wurde in eine Flachbett-Gelelektrophoreseapparatur gegeben. Als Elektrophore-
sepuffer diente 1x Laufpuffer. 1-15 pg Gesamt-RNA wurden in DEPC-ddH,O suspendiert; es
wurde 1/5 Volumen 5x RNA-Ladelosung (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 20% [v/v]
Glycerol; 2,2 M Formaldehyd; 10 mM EDTA; 0,2% [w/v] Bromphenolblau; 40% [v/v]
10x MOPS-Puffer [200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA; pH 7,0]) zugege-
ben, 5 min lang bei 56°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und die Probe im denaturierenden
Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die GroBenstandards wurden je nach
Herstellerangaben z.T. bei 65°C fiir 10 min denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei
3-5 V/cm. Die Banden wurden auf dem UV-Transilluminator bei 302 nm sichtbar gemacht
und das Bandenmuster dokumentiert.

3.3.3.4 Kapillartransfer von RNA auf Nylonmembran (Northern Blot)

Bei dieser Methode wird im denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennte RNA
(Kap. 3.3.3.3) unter Hochsalz-Bedingungen, welche die Bindung der RNA an die Membran
fordern, durch Kapillarkrifte auf eine ungeladene Nylonmembran transferiert [4;11].

Das Formaldehyd-Agarosegel (Kap. 3.3.3.3) wurde zweimal 15 min lang in 20x SSC auf
dem Kippschiittler gewaschen und der Kapillarblot nach der ,,Whatman 3MM filter paper
wick“-Methode [11] aufgebaut; dabei wurde das Gel mit der Oberseite nach unten auf den
Blot gelegt. Als Transferpuffer wurde 20x SSC verwendet; die RNA wurde auf Hybond N-
Nylonmembran transferiert (24 h). Anschliefend wurde die Membran in 6x SSC gewaschen,
getrocknet und anschlieBend die RNA im UV-Stratalinker bei automatischer Quervernetzung
kovalent an die Membran gebunden; dabei wurde die Membran von beiden Seiten bestrahlt.
Die Lagerung der Membran erfolgte bei RT.
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3.3.4 Northern- und Plaque-Hybridisierung mit Digoxigenin markierten Sonden

Digoxigenin (DIG) ist ein Steroid-Hapten, welches aus Digitalis-Pflanzen isoliert werden
kann. Die DIG-Markierung von Sonden fiir die Hybridisierung basiert in der Regel auf dem
enzymatischen Einbau von DIG-markiertem UTP, dUTP oder ddUTP in die Sonde. Nach der
Hybridisierung wird die DIG-markierte Sonde durch einen gegen DIG gerichteten Alkalische
Phosphatase-gekoppelten Antikorper detektiert und mittels enzymkatalysierter Chemiluminis-
zenz-Reaktion sichtbar gemacht [11].

3.3.4.1 Herstellung von Digoxigenin markierten cRNA-Sonden

Bei der Herstellung von cRNA-Sonden wurden DIG-markierte ,,run off*-Transkripte, homolog
zum nicht kodierenden Strang der DNA, unter Einsatz von DNA-abhiingigen RNA-Polymera-
sen hergestellt. Die verwendeten Plasmide trugen 3’ von der zu transkribierenden cDNA einen
T7-, T3- oder SP6-Promotor und wurden 5’ vom cDNA-Fragment oder im Fragment mit einer
Restriktionsendonuklease, welche keine 3’-iiberhingenden Enden hervorrief, linearisiert. Zur
Herstellung der Sonde wurden 1-2 pg Plasmid-DNA linearisiert (Kap. 3.3.2.6). Die DNA
wurde mittels P/C/I-Extraktion (Kap. 3.3.2.2) aufgereinigt, prazipitiert (Kap. 3.3.2.5) und in
14 ul DEPC-ddH,O gelost. Es wurden 1 ul RNasin, 2 pul 10x DIG RNA Labeling Mix, 2 ul
10x Transkriptionspuffer (vom Polymerasehersteller mitgeliefert) sowie 2 ul 20 U/ul RNA-
Polymerase zugegeben. Das Ganze wurde 2 h lang bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden
2 ul 10 U/ul RNase freie DNase I zugegeben; es wurde nochmals 15 min lang bei 37°C
inkubiert und die DNase-Reaktion mit 2 ul 200 mM EDTA pH 8,0 abgestoppt. Die Sonde
wurde mit 2,4 pul 4 M Lithiumchlorid und 75 pl 100%igem Ethanol fiir 2 h bei -80°C oder
iiber Nacht bei -20°C prizipitiert, zentrifugiert (15 min; 15000xg; 4°C), das Sediment mit
50 pl 70%igem kaltem Ethanol gewaschen, zentrifugiert, getrocknet und in 100 ul DEPC-
ddH,O0 fiir 20 min bei 37°C gelost.

Die Qualitidt der Sonde wurde iiberpriift, indem zum einen 5 ul der Sonde im denaturieren-
den Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt wurden und zum anderen ein
Vergleich der Sonde mit einer RNA-Sonde definierter Konzentrationen erfolgte. Fiir die
Standardreihe wurde eine 200 pg/ul konzentrierte cRNA-Sonde in RNA-Dilution-Buffer
(50% [v/v] DEPC-ddH,0; 30% [v/v] 20x SSC; 20% [v/v] Formaldehyd) 1/20 bis 1/20000
verdiinnt; von der neu hergestellten Sonde wurde ebenfalls eine Verdiinnungsreihe erstellt. Je
1 pl der Standardreihe bzw. der Sondenverdiinnung wurde auf Hybond N-Membran getropft,
getrocknet, von beiden Seiten im UV-Stratalinker (Automatik) bestrahlt, entwickelt (Kap.
3.3.4.5) und die Signalintensitéten verglichen.

Fiir die Herstellung einer fiir Nociceptin/OFQ spezifischen cRNA-Sonde wurde das Plas-
mid pBS Klon U mit der Restriktionsendonuklease Eco RI gespalten und eine RT-Reaktion mit
einer T7-RNA-Polymerase durchgefiihrt; fiir die Herstellung der ORL 1-Rezeptor-spezifischen
Sonde wurde das pHMC1.2/pBS-Plasmid mit Hind Il geschnitten und die reverse Transkrip-
tion mit Hilfe der T3-RNA-Polymerase durchgefiihrt. Die hGBP-1-spezifische Sonde wurde
durch Schneiden des pBS 1389-Plasmids mit Ncol und eine RT-Reaktion mit T3-RNA-Poly-
merase hergestellt; fiir die Synthese der hGBP-2-spezifischen Sonde wurde das Plasmid
pBS 1989 mit EcoNI geschnitten und die RT-Reaktion ebenfalls mit einer T3-RNA-Poly-
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merase durchgefiihrt. Die hGBP-3-spezifische Sonde wurde durch reverse Transkription
(T7-RNA-Polymerase) des mit Sca I geschnittenen pBS 2107-Plasmids erhalten.

3.3.4.2 Herstellung von Digoxigenin-markierten Oligonukleotiden

Die Markierung von Oligonukleotiden mit Digoxigenin wurde mit Hilfe des DIG-Oligonukleo-
tid Tailing Kits durchgefiihrt. Hierbei werden enzymatisch nicht markierte und DIG-11-dUTP
markierte Nukleotide an den 3’-Hydroxyl-Terminus des Oligonukleotids mit Hilfe der Termi-
nalen Transferase angehiingt [86].

Es wurden 4 pl 5x Reaktionspuffer, 4 pul 25 mM CoCl,-Losung, 100 pmol Oligonukleotid,
I ul T mM DIG-dUTP in ddH,O, 1 pl 10 mM dATP-Losung in TRIS-Puffer und 1 pl 50 U/ul
Terminale Transferase zusammengegeben. Nachdem mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt worden
war, wurde der Ansatz 25 min lang bei 37°C inkubiert und auf Eis abgekiihlt. Zur Prizipita-
tion und Aufreinigung der Sonde wurden 2 ul Glycogen/EDTA-L6sung, 2,5 pul 4 M Lithium-
chlorid und 75 pl Ethanol in den Ansatz gegeben, und es wurde 1 h lang bei -80°C prizipitiert,
30 min lang bei 4°C und 15000xg zentrifugiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, das Sedi-
ment getrocknet und die DNA in 40 ul ddH,O suspendiert.

Die Bestimmung der Markierungseffizienz erfolgte mit Hilfe eines Oligonukleotids defi-
nierter Konzentration (2,5 pmol/ul) nach der in Kap. 3.3.4.1 beschriecbenen Methode; als
Losungsmittel fiir die Verdiinnungsreihe diente ddH,O.

3.3.4.3 Northern-Hybridisierung

Bei der Northern-Hybridisierung werden RNA-Molekiile entsprechend ihrer Gréfe in einem
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und
bestimmte mRNAs mit Hilfe von genspezifischen Sonden nachgewiesen sowie ihre Grofie
bestimmt [155].

Northern Blots (Kap. 3.3.3.4) wurden 30 min lang in High-SDS-Hybridisierungspuffer
(7% [w/v] SDS; 50% [v/v] deionisiertes Formamid; 5x SSC; 50 mM Natriumphosphat-Puffer
pH 7,0; 2% [w/v] Blocking Reagenz; 0,1% [w/v] N-Lauroylsarkosin) bei 68°C und kontinuier-
licher Rotation prihybridisiert; die DIG-markierte cRNA-Sonde (Kap. 3.3.4.1) wurde in
20-50 ul DEPC-ddH,0 10 min lang gekocht, auf Eis abgekiihlt und in die Prihybridisierungs-
16sung gegeben (Endkonzentration von 30 ng/ml). Die Hybridisierung erfolgt bei 68°C iiber
Nacht. Die Membran wurde im folgenden zweimal 15-20 min lang mit Puffer 1 (2x SSC;
0,1% [w/v] SDS) bei RT und zweimal 20-30 min lang in Puffer 2 (0,1x SSC; 0,1% [w/v] SDS)
bei 68°C gewaschen. AnschlieBend wurde mit der Detektion fortgefahren (Kap. 3.3.4.5).

Zur Nachhybridisierung mit einer anderen Sonde wurde der Northern Blot nach der Ent-
wicklung zweimal in 2x SSC geschwenkt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbe-
wabhrt.

3.3.4.4 Plaquehybridisierung

Die Plaquehybridisierung mit DIG-markiertem Oligonukleotid wurde im Standardpuffer mit
poly (A) (5x SSC, 1% [w/v] Blocking-Reagenz, 0,1% [w/v] N-Lauroylsarkosin, 0,02% [w/V]
SDS, 0,1 mg/ml poly[A]) vorgenommen. Es wurde fiir 1 h bei 48°C unter stindiger Rotation
prahybridisiert (20 ml/100 cm?). Die Hybridisierung fand bei einer Sondenkonzentration von
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0,5 pmol/ml, einem Hybridisierungsvolumen von 2,5 ml pro 100 cm? Filterfliche und 48°C
iiber Nacht statt. Der Filter wurde anschlieBend zweimal 15 min lang in 2x SSC, 0,1% (w/v)
SDS bei 48°C gewaschen und mittels Chemiluminiszenz entwickelt (Kap. 3.3.4.5).

3.3.4.5 Immunologischer Nachweis mittels Chemiluminiszenz

Grundlage des Nachweises mittels Chemiluminiszenz ist eine enzymatische Reaktion in der
das Substrat CSPD® dephosphoryliert wird, wodurch ein metastabiles Phenolat-Anion ent-
steht, welches unter Emission von Lichtquanten zerféllt [24;270].

Fiir die Entwicklung wurde die Membran kurz mit DIG-Waschpuffer (0,3% [w/v] Tween 20;
0,1 M Maleinsiure; 0,15 M NaCl; pH 7,5) gewaschen, 30 min lang bei RT auf dem Schiittler
mit 1x Blocking Reagenz (1% [w/v] Blocking-Reagenz; 0,1 M Maleinsdure; 0,15 M NaCl;
pH 7.,5) und fiir weitere 30 min mit 1:10000 in 1x Blocking Reagenz verdiinntem alkalische
Phosphatase-konjugiertem anti-DIG-Antikorper (vorher 5 min lang bei 15000xg zentrifugiert)
inkubiert. Es wurde zweimal 15 min lang mit DIG-Waschpuffer gewaschen, die Membran
2 min lang in DIG-Detektionspuffer (100 mM TRIS-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl) &quilibriert,
fiir 5 min bei RT in 1:100 in Detektionspuffer verdiinntem CSPD inkubiert, die Membran in
Polypropylen-Beutel eingeschweif3t und 10 min lang bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurde
die Membran gegeniiber einem Rontgenfilm exponiert.

3.4 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

3.4.1 Herstellung monoklonaler Antikorper

Das von Kohler und Milstein beschriebene Prinzip der Herstellung monoklonaler Antikorper
basiert auf der Fusion einer Antikorper-produzierenden begrenzt teilungsfihigen B-Zelle, die
tiber das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) verfiigt, mit einer
sich kontinuierlich teilenden HGPRT-defizienten Myelomzelle; die dabei entstehende Hybrido-
mazelle ist unbegrenzt teilungsfihig, produziert einen spezifischen Antikorper und exprimiert
die HGPRT. Die HGPRT befihigt die Zelle, bei Blockierung der de novo Purinsynthese durch
Aminopterin, in Gegenwart von Hypoxanthin und Thymidin einen alternativen Syntheseweg
zu nutzen und zu iiberleben; das Prinzip ist Grundlage des Selektionsverfahrens auf entstan-
dene Hybridomazellen nach der Klonierung [11;132;169].

3.4.1.1 Immunisierung

Zur Herstellung der Immunisierungslosung wurden 500 pl PBS, in denen eine entsprechende
Menge MBP-IFP35-Fusionsprotein suspendiert war und 500 pl inkomplettes Freund’sches
Adjuvans (IFA) zusammengegeben. Mit Hilfe von zwei Spritzen und einem Dreiwegehahn
wurde eine Emulsion hergestellt; ein Tropfen der Immunisierungslosung durfte nicht mehr
verlaufen, wenn man ihn auf eine Wasserfliche tropfte. Einer weiblichen ca. 7 Wochen alten
Balb/c-Maus wurden viermal 500 pl der Immunisierungslosung intraperitoneal mit einer
0,55x25 mm Kaniile appliziert. Beim ersten Mal wurden 30 pg Antigen und 2,5 Wochen,
5,5 Wochen und 8 Wochen nach der ersten Immunisierung jeweils 40 ug Antigen injiziert.
Sieben Tage nach der letzten Injektion wurden der Maus wenige Tropfen Blut aus dem Augen-
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winkel entnommen, 1 h lang bei RT inkubiert und zentrifugiert (10 min; 1400xg; 4°C). Der
Uberstand wurde kurz bei 15000xg zentrifugiert und das erhaltene Serum im ELISA
(,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay*) auf seinen Antikorpertiter iiberpriift. Die Zellfusion
(Kap. 3.4.1.2) wurde neun Tage nach der letzten Injektion von Immunisierungslosung durch-
gefiihrt.

3.4.1.2 Zellfusion

Die getotete Maus wurde mit 70%igem techn. Ethanol desinfiziert und die Milz soweit mog-
lich ohne Fettgewebe entnommen. Die Milz wurde mit dem Stempel einer 2 ml Spritze durch
ein Sieb in eine kleine Petrischale mit 5 ml kaltem DMEM-Medium gepref3t. Milzzellen und
Medium wurden in ein 50 ml Reaktionsgefdl iiberfithrt und 5 min lang zum Absetzten von
Gewebeteilen auf Eis inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues 50 ml ReaktionsgefiB iiber-
fiihrt, auf 50 ml mit DMEM-Medium aufgefiillt und zentrifugiert (10 min; 300xg). Nach dem
Zentrifugieren wurde das Zellsediment vorsichtig in 20 ml DMEM-Medium resuspendiert und
die Anzahl lebender Milzzellen (Kap. 3.1.3) bestimmt; sie betrug 35x10° Zellen. Die gleiche
Anzahl (35x10° Zellen) X63Ag8.653-Myelomzellen, die 1-2 Wochen vor Gebrauch frisch in
Kultur genommen worden waren, wurde zentrifugiert (10 min; 300xg), in 20 ml DMEM-
Medium suspendiert, mit den Milzzellen in einem 50 ml Reaktionsgefdll vereint und 10 min
lang bei 130xg und RT zentrifugiert. Das Reaktionsgefidl mit dem Zellsediment wurde in ein
Becherglas mit 37°C warmem Wasser gehalten und das Zellsediment durch Klopfen gegen den
Becherglasrand gelockert. Innerhalb von einer Minute wurden 560 upl PEG 1500
(800 ul/50 Mio. Milzzellen) tropfenweise unter stindigem Klopfen des Reaktionsgefidles an
die Becherglaswand zu den Zellen gegeben (1. Minute der Fusion). Es wurde 1 min lang vor-
sichtig resuspendiert (2. Minute der Fusion). AnschlieBend wurden 10 ml auf 37°C temperier-
tes DMEM-Medium zugegeben; dabei wurde in Minute 3 und 4 der Fusion je 1 ml zugegeben,
in der 5. und 6. Minute je 4 ml. Das Reaktionsgefdl wurde auf 22 ml mit warmem DMEM-
Medium aufgefiillt und zum Herauswaschen des PEG’s 10 min lang bei 130xg und RT zentri-
fugiert. Das Zellsediment wurde 5-10 min lang bei RT inkubiert und in 88 ml HAT-Medium
(DMEM-Medium mit 100 uM Hypoxanthin, 0,4 uM Aminopterin, 16 pM Thymidin, 50 U/ml
Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin) mit 100 U/ml IL-6 und 20% (v/v) FCS aufgenommen.
AbschlieBend wurden in die Vertiefungen einer 96-,,well“-Platte fiir Suspensionszellen je
2 Tropfen Zellsuspension aus einer 10 ml Pipette gegeben; die duleren Vertiefungen wurden
dabei frei gelassen. Die Zellen wurden bei 5% CO,, 37°C und gesittigter Luftfeuchtigkeit
inkubiert und nach 9 Tagen mit 2 Tropfen HAT-Medium mit IL-6 und 20% FCS aufgefiillt.
Zwolf Tage nach der Fusion war das Wachstum von Zellklonen zu beobachten und die Unter-
suchungs- und Klonierungsphase begann.

3.4.1.3 Untersuchung auf antikiorperproduzierende Hybridomazellklone

Die Untersuchung von Hybridomazellen auf Sezernierung von IFP35-spezifischen Antikor-
pern erfolgte zuerst im ELISA und dann im Western Blot.

Der ELISA wurde entsprechend der Anleitung in Kap. 3.4.5 durchgefiihrt; dabei wurde zur
Bestimmung der IFP35-Spezifitit des Antikorpers sowohl die Reaktion der Hybridomazell-
kulturiiberstinde mit MBP-IFP35-Fusionsprotein als auch die Reaktion mit MBP-Protein
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untersucht. Als Erstantikorper wurden im ELISA 50 ul Zellkulturiiberstand eingesetzt. Fiir die
Untersuchung der Zellkulturiiberstinde im Western Blot wurden 5x10° IFN-y-induzierte
HelLaS3-Zellen in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen, im SDS-PAGE mit priparativem
Kamm aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert, die Membran in Streifen
geschnitten und eine Immundetektion (Kap. 3.4.4.2) mit Hybridomazellkulturiiberstand als
Erstantikorper durchgefiihrt.

Klongruppen, die im ELISA und Western Blot vorrangig mit MBP-IFP35-Fusionsprotein
reagierten, wurden auf eine 24-,,well“-Platte tiberfiihrt. Als Medium diente HAT-Medium mit
100 U/ml IL-6 und 20% FCS. Nach 6 Tagen wurde ein Teil der Zellen eines jeden Vorklones
kryokonserviert (Kap. 3.1.2), restliche Zellen auf eine 6-,,well“-Platte tiberfiihrt und eine Klo-
nierung vorgenommen.

3.4.1.4 Klonierung

Um einen reinen Hybridomazellklon zu erhalten, wurde ca. vier Wochen nach der Fusion klo-
niert. Die Zellen wurden in einer theoretischen Zelldichte von 5 Zellen, 1 Zelle bzw. 0,5 Zellen
pro Vertiefung auf einer 96-,,well“-Platte in HT-Medium (DMEM-Medium mit Hypoxanthin,
Thymidin, Penicillin und Streptomycin) mit IL-6 und 20% FCS ausplattiert. Es wurden jeweils
zwel Klonierungsplatten angelegt.

Positive Klone wurden mittels ELISA und Western Blot ermittelt (sieche Kap.3.4.5 und
3.4.4) und nochmals subkloniert. AbschlieBend wurden drei Einzelklone kryokonserviert (Kap.
3.1.2).

3.4.1.5 Gewinnung von Zellkulturiiberstand des monoklonalen Antikorpers

Mit der Gewinnung von Zellkulturiiberstand von Hybridomazellen konnen Antikorper in
groBeren Mengen in geringer Konzentration und Reinheit gewonnen werden; theoretisch sind
Antikorperkonzentrationen von 1 mg/ml mit einem Anteil von 5% spezifischem Antikorper in
10% FCS-haltigem Medium moglich [132].

Hybridomazellen wurden in HT-Medium mit 10% (v/v) FCS kultiviert, bis die Zellen
begannen abzusterben. Die Zellen wurden 10 min lang bei 200xg zentrifugiert, der Uberstand
mit 0,05% Natriumazid versetzt und bei -20°C gelagert. Der Uberstand wurde anschlieBend
entweder direkt in Versuchen eingesetzt oder iiber Protein G aufgereinigt und konzentriert
(Kap. 3.4.1.6).

3.4.1.6 Aufreinigung von monoklonalen Antikorpern mittels Protein G-Sdule

Die Methode basiert darauf, dal Antikorper mit ihrem Fc-Teil unter neutralen oder basischen
Bedingungen an den Protein G-Bestandteil einer Protein G-Sepharose-Gelmatrix binden,
kontaminierende Komponenten durch Waschen entfernt und die Antikorper mit Hilfe eines
Elutionspuffer mit saurem pH-Wert-Bereich wieder von der Matrix eluiert werden konnen.

Fir die Aufreinigung wurde eine Sdule mit ca. 2 ml Protein G-Sepharose-4 Fast Flow
Gelmatrix in 20%igem Ethanol gegossen, an das ,,Fast Performance Liquid Chromatography*-
System (FPLC-System) angeschlossen und mit 10 Sdulenvolumina Puffer A (20 mM Natrium-
phosphat pH 7,0) &quilibriert; 450 ml Hybridomazellkulturiiberstand wurden sterilfiltriert
(PorengréBe: 0,22 um) und der pH-Wert kontrolliert (> pH 7,0). Es wurden jeweils 90 ml
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Zellkulturiiberstand iiber die Saule gegeben (1 ml/min); anschieBend wurde solange mit
Puffer A gewaschen, bis nahezu kein Protein mehr im Durchflu nachzuweisen war. Eluiert
wurde mit Puffer B (100 mM Glycin pH 2,7; 1 ml/min); dabei wurden Fraktionen zu je 1 ml
gesammelt und die Hauptfraktionen sofort mit 1 M TRIS pH 8,5 neutralisiert. Zur Reinigung
der Sdaulenmatrix wurde dreimal abwechselnd mit je 5 Sdulenvolumina Puffer B und A gewa-
schen (1,3 ml/min) und abschlieBend mit 10 Sdulenvolumina 20%igem Ethanol dquilibriert
(1 ml/min).

Die Hauptfraktionen wurden vereint und mittels Kollodiumhiilse und Vakuumpumpe bei
4°C ankonzentriert und umgepuffert: Die Kollodiumhiilse wurde mehrfach mit ddH,O gespiilt,
nach Herstelleranleitung in die dazu gehorende Apparatur eingebaut und an Vakuum ange-
schlossen. Das Eluat wurde mittels Kollodiumhiilse unter Vakuum auf 4 ml eingeengt. Es
wurde zweimal das halbe Hiilsenvolumen PBS zugegeben und ebenfalls auf 4 ml eingeengt.
Uber Nacht wurde die Apparatur mit PBS gefiillt und ohne Vakuum dialysiert. Am folgenden
Tag wurden erneut unter Vakuum zwei halbe Hiilsenvolumen zugegeben und auf ca. 4 ml ein-
geengt und iiber Nacht dialysiert. AbschlieBend wurde die Hiilse mit PBS vollstindig gefiillt
und die Fliissigkeit auf ein Volumen von 4 ml eingeengt. Die Antikorperlosung wurde
anschlieBend 10 min lang bei 800xg zentrifugiert, der Uberstand mit 0,05% Natriumazid ver-
setzt und bei -20°C gelagert.

3.4.1.7 Ascitesproduktion

Die Ascites-Produktion stellt eine Moglichkeit dar, monoklonale Antikorper in hoher Konzen-
tration zu erhalten; theoretisch sind Antikdperkonzentrationen von 1-10 mg/ml mit einem
Anteil von 90% spezifischem Antikorper moglich [132].

Fiir die Ascitesproduktion wurden 4 weiblichen 10-12 Wochen alten Balb/c-Mdiusen je
300-400 ul IFA intraperitoneal appliziert. Drei Tage spiter wurden 8x10% Hybridomazellen aus
der Zellkultur einmal mit PBS gewaschenen, in 1,2 ml PBS aufgenommen und je 300 ul jeder
Maus i.p. appliziert. Ca. 21 Tage nach Beginn des Versuches wurde eine leichte Ascites-
bildung beobachtet. Innerhalb der folgenden 5 Tage wurden insgesamt 7 ml Ascites mit einer
1,10x50 mm Kaniile abgenommen. Die Ascitesfliissigkeit wurde fiir 1 h bei RT stehen gelas-
sen, iiber Nacht bei 4°C gelagert, zentrifugiert (10 min; 800xg), der Uberstand mit
0,05% Azid versetzt und bei -20°C gelagert. Vor Verwendung des Ascites wurde er z.T. bei
15000xg 10 min lang zentrifugiert; mit dem Uberstand wurde weitergearbeitet.

3.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Die zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen angewandte Gelelektrophorese findet
in einer Matrix aus polymerisiertem Acrylamid, quervernetzt durch N,N’-Methylen-Bisacryl-
amid statt. Die hier angewendete Methode basiert auf der denaturierenden diskontinuierlichen
Methode nach Laemmli [11;177;295].

Abhingig vom gewiinschten Auftrennungsbereich wurden entsprechend Tab. 1 Losung A
(rotiphorese Gel 30), Losung B (1,5 M TRIS-HCI pH 8.8), Losung C (10% [w/v] SDS),
ddH,0, 10% (w/v) APS und TEMED, zusammengegeben: Das Trenngel wurde zwischen
Glasscheiben der Minigelapparatur bis ca. 1,5 cm unter den Rand der U-Platte gegeben und fiir
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I h mit ddH,O iiberschichtet. Fiir des Sammelgel wurden 5 ml Sammelgellosung (10% [v/v]
Losung A; 25% [v/v] 0,5 M TRIS-HCI pH 6.8; 1% [v/v] Losung C), 50 ul 10% APS und
5 pl TEMED zusammengegeben, das Wasser vom Trenngel entfernt und das Sammelgel
gegossen. Die Proben wurden in SDS-PAGE-Ladelosung 1:2 bis 1:5 verdiinnt, 10 min lang bei
95°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V im
Sammelgel und bei 180-200 V, sobald die Proben in das Trenngel eingetreten waren. Als
Laufpuffer diente SDS-PAGE-Elektrophoresepuffer (50 mM TRIS; 383,7 mM Glycin;
0,1% [v/v] SDS).

Il 5% | 6% | 75% | 95% | 129% | 15%
Losung A [ml] 3 3,3 5 6,3 8 10
Losung B [ml] 5 5 5 5 5 5
Losung C [ml] 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
ddH,O [ml] 11,7 11 10 8,5 7 5
TEMED [ml] 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
10% APS [ml] 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

Tab. 2: Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gelmatrix fiir unterschiedliche Trennbereiche

343

Die Methode der Coomassiefdarbung beruht auf der unspezifischen Bindung des blauen Farb-
stoffs Coomassie Brilliant Blue an Proteine; die Nachweisgrenze liegt bei 0,3-1 pg Protein
[324].

Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder 30-45 min lang bei RT oder 10 min lang
bei 56°C in Coomassie-Firbelosung (0,045% [w/v] Coomassie Brilliant Blue R-250;
9,1% [v/v] Eisessig; 45,5% [v/v] Methanol) inkubiert und anschlieBend zur Entfernung iiber-
schiissigen Farbstoffs auf dem Schiittler bei RT in Entfirber (7,5% [v/v] Eisessig, 5% [v/V]
Methanol) inkubiert. Die Entfirberlosung wurde mehrfach gewechselt und die alte Entfirber-

Coomassiefiarbung von Proteingelen

16sung mittels Aktivkohle regeneriert.

3.4.4 Immunblot (Western Blot) und Immundetektion

Der Immunblot stellt eine Methode zur Detektion von Proteinen in Losung dar und basiert auf
einer spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktion. Die Methode umfallit zwei Schritte: die elek-
trophoretische Auftrennung von l6slichen Proteinen im SDS-PAGE und den Transfer der
Proteine auf eine Nylon- oder PVDF-Membran [49;300], sowie die Markierung eines Proteins
durch einen spezifischen Antikorper und die Visualisierung des Antigen-Antikorper-Kom-
plexes.

3.4.4.1 ,,Semi-dry“ Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose (Western Blot)

Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteinproben (Kap. 3.4.2) wurden unter Verwendung eines
Drei-Puffer-Systems in Anlehnung an Kyhse-Andersen auf Nitrozellulose-Membran transfe-
riert [175].
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Auf die Kathode der Blotapparatur wurden drei in Kathodenpuffer (25 mM TRIS-Base;
40 mM 6-Aminohexansdure; 20% [v/v] Ethanol) angefeuchtete Whatman 3 MM-Papiere, das
in Kathodenpuffer &dquilibrierte Trenngel und die in Anode 1-Puffer (30 mM TRIS-Base;
20% [v/v] Ethanol) dquilibrierte Nitrozellulosemembran gelegt. Es folgten drei in Anode 1-
Puffer angefeuchtete Whatman 3 MM-Filter, drei in Anode 2-Puffer (300 mM TRIS-Base;
20% [v/v] Ethanol) dquilibrierte Whatman 3 MM-Filter und die Anode. Der Transfer erfolgte
bei 0,8 mA/cm? fiir 1 h. AnschlieBend wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau S-
Farbelosung angefirbt (Stammlosung: 20% [w/v] Ponceau S in 30% TCA; Gebrauchslosung:
2% in ddH,0; [266]) und Markerbanden markiert; zur Entfernung des Ponceau S-Farbstoffs
wurde die Membran in ddH,O geschwenkt. Die Lagerung der Membran erfolgte bei -20°C in
PBS.

3.4.4.2 Immundetektion

In der Immundetektion wird ein auf Nitrozellulose-Membran immobilisiertes Antigen von
einem spezifischen Antikorper erkannt, der spezifische Erstantikorper mit einem Peroxidase-
konjugierten Antikorper markiert und der entstandene Immunkomplex in einer enzymatischen
Reaktion, die auf der Oxidierung von Luminol beruht, sichtbar gemacht [11;321].

Die mit Proteinen beladene Nitrozellulose (Kap. 3.4.4.1) wurde 30 min lang bei RT oder
iiber Nacht bei 4°C zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen in Absittigungslosung
(5% [w/v] Magermilchpulver, 0,1% [v/v] Tween 20 in PBS) inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran 1 h lang in Absittigungslosung mit Erstantikorper geschwenkt, iiberschiissiger
Antikorper durch 3 bis 4maliges Waschen mit Waschpuffer (0,1% [v/v] Tween 20 in PBS)
entfernt, mit 1/2500-1/5000 in Absittigungslosung verdiinntem Peroxidase-konjugiertem
Zweitantikorper fiir 0,5-1 h inkubiert und {iiberschiissiger Antikorper durch 4 bis 5Smaliges
Waschen mit Waschpuffer entfernt. Die Entwicklung erfolgte mit dem ECL (,,Enhanced
Chemiluminiscence*)- oder ECL+plus-System nach Herstellerangaben.

3.4.5 Indirekter ELISA zur Detektion spezifischer Antikorper

Der indirekte ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; [11;72]) wurde bei der Untersu-
chung von Hybridomazellen auf Sezernierung spezifischer Antikorper sowie bei der Bestim-
mung von Antikorpertitern eingesetzt.

Es wurden 5 ng/ul MBP- bzw. MBP-IFP35-Fusionsprotein, gelost in 50 ul Beschichtungs-
puffer (0,16% [w/v] Di-Natriumcarbonat; 0,29% [w/v] Natriumhydrogencarbonat; pH 9,4), in
die Vertiefungen einer Rundboden Mikrotiterplatte gegeben. Die Beschichtung mit dem Anti-
gen erfolgte fiir 2 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C; anschlieBend wurde dreimal mit
150-200 ul Waschpuffer (0,5% [v/v] Tween 20 in PBS) gewaschen. Mit 150 ul Waschpuffer
wurden bei 37°C fiir 90 min oder iiber Nacht bei 4°C unspezifische Bindungsstellen abgesiit-
tigt und es wurde nochmals dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Daraufthin erfolgte die
Zugabe des Erstantikorpers: Es wurden entweder 50 pl Hybridomazellkulturiiberstand, HAT-
Medium mit 20% FCS, Waschpuffer oder 50 ul einer Verdiinnung eines zu testenden Antikor-
pers gelost in Waschpuffer eingesetzt; die Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte fiir 1 h
bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 50 ul 1/5000 in Waschpuffer
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verdiinnter alkalische Phosphatase-konjugierter Zweitantikorper zugegeben und es wurde 1 h
lang bei 37°C inkubiert, gefolgt von dreimaligem Waschen mit Waschpuffer. Danach wurde
mit 100 ul auf 37°C vorgewidrmtem Diethanolaminpuffer (9,7% [v/v] Diethanolamin;
0,08% [w/v] MgCl,x6H,0) mit 20 mg/ml para-Nitrophenylphosphat 15 min lang bei 37°C
lichtgeschiitzt inkubiert und die enzymatische Reaktion mit 100 pul 0,5%iger Natriumhydroxid-
Losung abgestoppt. Der Nachweis erfolgte iiber die Bestimmung der optischen Dichte bei
405 nm im ELISA-Reader bestimmt.

3.4.6 Elektronenmikroskopie

Fiir die Analyse der IFP35-Aggregate mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden Zellen in
einer Dichte von 5x10° Zellen/6 cm Schale auf Zellkulturschalen ausgesit, am folgenden Tag
mit 1000 U/ml IFN-y fiir 24 h induziert, dreimal mit PBS gewaschen, mit Fixierungslosung
(0,15% [v/v] Glutaraldehyd, 0,2% [v/v] Formaldehyd in PBS) fiir 1 h auf Eis inkubiert und
dreimal mit PBS mit 0,01% [w/v] Glycin zum Absittigen freier Aldehydgruppen gewaschen.
Die folgenden Schritte wurden von Herrn Dr. Rohde durchgefiihrt: Die Zellen wurden von der
Schale abgeschabt und in 1,5% Agar in PBS eingebettet. Nach Erstarren der Masse wurden
kleine Wiirfel ausgeschnitten und in LRWhite nach folgendem Protokoll eingebettet: die Wiir-
fel wurden mit 30%igem, 50%igem, 70%igem und 90%igem Ethanol 30 min lang auf Eis
dehydriert, mit einer 2:1 Mischung aus LRWhite mit 1,5 pul Beschleuniger/ml Einbettmaterial
und 90%igem Ethanol 1 h lang auf Eis infiltriert, gefolgt von zwei einstiindigen und einer
iber-Nacht-Inkubation im reinen Einbettmaterial. AnschlieBend wurden die Proben in Gela-
tine-Kapseln mit frischem Einbettmaterial tiberfithrt und bei 50°C fiir 24 h auspolymerisiert.
Alternativ wurden die Proben entsprechend der Methode der progressiven Temperaturernied-
rigung (PLT) unter Verwendung von Lowicryl K4M-Sidulenmaterial eingebettet [263]. Die
Proben wurden zurechtgeschnitten und ultradiinne Schnitte mit dem Glasmesser erstellt. Die
Schnitte wurden auf Formvar-beschichtete Nickel 300-Gitternetze gegeben und vor der Anti-
korperreaktion auf PBS-Tropfen gelagert. Die Antikorpermarkierung des IFP35 erfolgte mit
Protein G-aufgereinigtem polyklonalem anti-IFP35-Antiserum in einer Konzentration von
250 bzw. 125 pg IgG Protein/ml. Das Antiserum war vor Verwendung 10 min lang bei
20000xg zentrifugiert worden, um Antikorperaggregate zu entfernen. Die Inkubation mit dem
Erstantikorper erfolgte iiber Nacht bei 4°C, gefolgt von einem 30 sek langen Waschgang mit
PBS. Zur Sichtbarmachung des Erstantikorpers wurde anschlieBend mit Protein A-Gold-
Komplexen (10 nm GoldpartikelgroBle) inkubiert; auch die Protein A-Gold-Suspension war
vorher zur Entfernung von Aggregaten bei 15000xg zentrifugiert worden. Die Schnitte wurden
abschlieend mit 0,01% (v/v) Tween 20 in PBS und ddH,O gewaschen und luftgetrocknet. Es
wurde 10 min lang mit 4% Uranylacetat in waBriger Losung (pH 4,5) gegengefirbt und die
Schnitte unter dem Zeiss Elektronenmikroskop EM910 bei auf 60 kV ansteigender Spannung
untersucht.

3.4.7 Direkte Imnmunfluoreszenz und DurchfluBlzytometrie

Die Durchflulzytometrie stellt eine Moglichkeit dar Zellpopulationen hinsichtlich Grofle und
Granularitit der enthaltenen Zellen zu charakterisieren; bei Verwendung Fluoreszenz-markier-
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ter Antikorper kann eine Zellpopulation auch in Bezug auf die Expression bestimmter Anti-
gene, wie z.B. Rezeptoren, charakterisiert werden [72;257].

Zur Bestimmung der Reinheit préaparierter von T- und B-Lymphozyten wurden
1x10° - 2,5x10° Zellen zentrifugiert (1-2 min; 300xg), mit 100 ul PBS gewaschen, in PBS mit
10% (v/v) FCS suspendiert, 10 min lang auf Eis inkubiert, einmal mit PBS gewaschen und in
100 ul PBS mit 10% FCS aufgenommen. Dem Ansatz wurden 10 ul eines Gemisches aus
Phycoerythrin (PE)-markierten anti-CD19- und FITC-markierten anti-CD3-Antikorpern bzw.
10 pl Fluoreszenz-markierter Kontrollantikérper (Simultest™Control y1/y1) zugefiigt und es
wurde 30 min lang bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in
3% PFA suspendiert und bis zur FACS-Messung bei 4°C gelagert.

Die Reinheit von Granulozyten- und Monozyten-Priparationen wurde aufgrund der GroBe
und Granularitdt dieser Zellen bestimmt. Die Zellen wurden in der o.g. Konzentration in
3% PFA suspendiert und im FACS-Gerit iiber ,,Forward*- und ,,Side‘“-Scatter analysiert.

3.4.8 Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunfluoreszenz werden zelluldre Proteine mittels spezifischer Antikorper
markiert und mit einem Fluorochrom-gekoppelten Antikorper gegen den Erstantikorper, sicht-
bar gemacht. Zur Detektion von intrazelluliren Molekiilen werden die Zellen vor der Immun-
fluoreszenz fixiert und permeabilisiert. Werden hierbei Alkohole oder Azeton verwendet, so
findet eine Koaggulation von Proteinen und eine Solubilisierung von Lipiden statt; sie fixieren
und permeabilisieren gleichzeitig [22]. Werden Aldehyde verwendet, so findet eine Querver-
netzung von Proteinen statt [254]; Zur Markierung intrazellulidrer Proteine muf} hier eine Per-
meabilisierung der Membranen vorgenommen werden [70].

Fiir die Immunfluoreszenz wurden Zellen in einer 24-,,well“-Platte auf Deckglidschen ausge-
sdt, evtl. transfiziert oder induziert, zweimal mit PBS gewaschen, fixiert und permeabilisiert;
dabei wurden die Deckgldschen vor Verwendung durch 10maliges Waschen mit Leitungswas-
ser, 10maliges Waschen mit ddH,O, einmaligem Waschen mit Methanol und einmaligem
Waschen mit Azeton entfettet. Die Fixierung und Permeabilisierung war abhingig vom
verwendeten Primirantikdrper: Bei Verwendung des anti-mitochondrialen, des anti-KDEL-
und des anti-Transferrin-Rezeptor-Antikorpers wurden die Zellen 10 min lang mit 3% PFA
fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und 15 min lang mit 0,2% (v/v) Triton-X-100 in PBS
permeabilisiert; bei Einsatz des anti-S3a-Antiserums wurden die Zellen 30 min lang mit
3% PFA und 15 min lang mit 0,2% (v/v) Triton-X-100 in PBS behandelt. Bei Benutzung des
anti-CathepsinD- und des anti-Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-Antikoérpers wurde nur mit
3% PFA fixiert. In Vorbereitung auf den Einsatz des anti-Catalase- und des anti-f§ COP-Anti-
korpers wurden die Zellen 10 min lang mit kaltem Methanol (-20°C) fixiert, zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend 1 min lang mit kaltem Azeton (-20°C) behandelt. Bei Verwen-
dung des polyklonalen anti-IFP35-Antiserums konnte mit jeder der oben angegebenen Metho-
den fixiert und permeabilisiert werden, wobei allerdings das Signal bei Verwendung von
Methanol und Azeton schwicher war. Der monoklonale anti-IFP35-Antikorper IEBSITA12
konnte nur bei Zellen eingesetzt werden, die mit Methanol undAzeton fixiert worden waren.
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Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, mit Ab-
sattigungslosung A (0,1% [w/v] Saponin, 10% [v/v] FCS in PBS) bzw. Absittigungslosung B
(0,05% [v/v] NP-40, 10% [v/v] FCS in PBS) wurde fiir 10-30 min bei RT inkubiert, gefolgt
von 30-60 min Inkubation bei RT mit dem entsprechenden Erstantikorper, verdiinnt in der ver-
wendeten Absittigungslosung. Es folgten zweimaliges Waschen mit PBS und eine 30-60 min
lange Inkubation bei RT mit einem Fluorochrom-markierten Antikdrper gegen Antikorper der
Spezies, aus welcher der Erstantikorper isoliert wurde. AbschlieBend wurden die Zellen
nochmals mit PBS gewaschen, mit Permafluor eingedeckt und der Deckglasrand mit Nagel-
lack versiegelt. Bei Verwendung von Saponin in nicht Triton-X-100 permeabilisierten Zellen
wurde jeweils einmal bzw. beim letzten Waschgang zweimal mit Absittigungslosung A
gewaschen, da die Permeabilisierung der Zellmembran durch Saponin reversibel ist und ohne
Saponin im Waschpuffer keine ausreichende Entfernung von iiberschiissigen Antikérpern aus
dem Zellinneren erfolgen konnte [267].

Die Immunfluoreszenzen wurden an einem Zeiss Axiophot mit Plan Neofluar 63x Objektiv
ausgewertet, welches die Moglichkeit bot, FITC- und TRITC-Molekiile separat oder auch
gleichzeitig anregen zu konnen; somit konnten potentiell kolokalisierende Strukturen ermittelt
werden. Wurde eine Kolokalisierung beobachtet, so wurde dies von Dr. M. Rohde mit Hilfe
der konfokalen Laser Scan Mikroskopie iiberpriift; die optischen Schnitte erfolgten in 0,25 um
Intervallen und kombinierte Z-Serien wurden auf einem Tektronix Phase 440 gedruckt.

3.4.9 Immunprizipitation

Die Methode basiert auf der Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen, die iiber den Fc-
Teil der Antikorper an Protein A bzw. Protein G, welche an Agarose immobilisiert wurden,
binden konnen. Die Immobilisierung des Komplexes erlaubt eine leichte Entfernung kontami-
nierender Agentien und somit eine Reinigung des Komplexes [132].

Es wurden 2x10° Zellen pro Vertiefung einer 6-,,well“-Schale ausgesit. Die Zellen wurden
transfiziert und/oder induziert, fiir die Immunprizipitation in Suspension gebracht (Kap.
3.1.1), zweimal mit PBS gewaschen, in einer Zelldichte von 2x107 Zellen/ml in Lysispuffer
(50 mM TRIS-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,; 1 mM EDTA; 1% NP-40;
0,1 mM PMSF; in Anlehnung an Wadzinski et al. [316]) suspendiert, 45 min bis 3 h lang bei
4°C auf dem Kippschiittler inkubiert und 5 min lang bei 15000xg und 4°C zentrifugiert. Uber
Nacht wurden 50-200 ul des Uberstands und eine entsprechende Menge Antikorper auf dem
Kippschiittler bei 4°C inkubiert; dabei wurden bei 200 pl Prizipitationsvolumen 5-25 ug
monoklonaler Antikorper, 1-2 pl polyklonales Antiserum bzw. 100 ul Hybridomazellkultur-
iiberstand eingesetzt. AnschlieBend wurden 40-50 ul 50% Protein G-Sepharose (in Lysispuffer)
zugegeben, es wurde zwei weitere Stunden lang auf dem Kippschiittler inkubiert, zentrifugiert
(5 min; 550xg), der Uberstand abgezogen, 3-6 Mal mit je 1 ml Lysispuffer ohne NP-40 gewa-
schen und das Sediment in 30 ul SDS-PAGE-Ladeldsung aufgenommen; 5-10 pul wurden im
Western Blot (Kap. 3.4.4) untersucht.
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3.4.10 In vitro Synthese von Proteinen

Die in vitro Synthese von Proteinen setzt sich aus zwei Schritten zusammen: in vitro Tran-
skription und in vitro Translation. Bei der in vitro Transkription werden ausgehend von
Bakteriophagenpromotoren mit Hilfe von DNA-abhingigen RNA-Polymerasen aus Bakterio-
phagen ,.,run off*“-Transkripte erstellt [11]. Die Transkripte werden in der in vitro Translation
eingesetzt, die unter Einsatz von Retikulozytenlysaten stattfindet [167;239].

3.4.10.1 In vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription wurden 3 pg Plasmid-DNA mit einer Restriktionsendonuklease,
welche keine 3’-iiberhingenden Enden ergab, hydrolysiert (Kap. 3.3.2.6) und anschlie3end
mittels P/C/I-Extraktion (Kap. 3.3.2.2) und Ethanolfillung (Kap. 3.3.2.5) aufgereinigt. Fiir die
Transkription wurden 3 pg linearisierte DNA, 10 ul 10x Transkriptionspuffer (vom Hersteller
mitgeliefert), 5 ul 100 mM DTT, 1,25 pl 40 U/ul RNasin, 10 pl 2,5 mM rNTP’s sowie 1,0 pl
T3-, T7- oder SP6-RNA-Polymerase zusammengegeben und auf 50 pl mit DEPC-ddH,O auf-
gefiillt. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 1,25 ul DNase I
zugegeben, nochmals 15 min lang bei 37°C inkubiert, 150 ul DEPC-ddH,O zugefiigt und eine
P/C/I-Extraktion gefolgt von einer C/I-Extraktion (Kap. 3.3.2.2) durchgefiihrt. Die RNA
wurde iiber Nacht bei -20°C prizipitiert (Kap. 3.3.2.5), gewaschen, vakuumgetrocknet und in
30 ul DEPC-ddH,O suspendiert. Zur Kontrolle der Transkription wurden 3 pl auf einem
denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 3.3.3.3).

Bei Synthese von ,.gecapter RNA wurden 5 pg linearisierte DNA, 5 pl 10x Transkrip-
tionspuffer, 5 ul 0,1 M DTT, 5 pul 1 mg/ml BSA, 1,25 ul 40 U/ul RNasin, 2,5 ul 10 mM ATP,
2,5 ul 10 mM CTP, 2,5 ul 10 mM UTP, 2,5 ul 1 mM GTP, 5 pul 5 mM m’G(5")ppp(5°)G,
2 pl 20 U/ul RNA-Polymerase und 1,75 ul DEPC-ddH,0 zusammengegeben und auf 50 pl
mit DEPC-ddH,0 aufgefiillt.

3.4.10.2 In vitro Translation

In der Translation wurde die in Kap 3.4.10.1 erwihnte in vitro transkribierte RNA eingesetzt.
Der Translationsansatz setzte sich aus 1-2 ug in vitro transkribierte RNA, 1 pl 40 U/ul
RNasin, 1 ul 1 mM Aminosduremix ohne Methionin, 1 ul 1 mM Aminosduremix ohne Leuzin
(beide vom Hersteller des Lysates mitgeliefert) und 35 pl Retikulozytenlysat zusammen und
wurde auf 50 pl mit DEPC-ddH,O aufgefiillt. Hierbei war die RNA zunéchst in DEPC-ddH,O
fiir 10 min bei 67°C denaturiert und auf Eis abgekiihlt worden, bevor die anderen Reagenzien
zugegeben wurden. Nachdem der Ansatz 1 h lang bei 30°C inkubiert worden war, wurden
0,2 mg/ml RNase A zugegeben und es wurde 5 min lang bei 30°C inkubiert; im Western Blot
wurden 5 pl des in vitro Translationsansatzes eingesetzt.

Zur Synthese von radioaktiv-markierten in vitro translatierten Proteinen wurde anstelle von
1 ul 1 mM Aminosiuremix ohne Leuzin 2 pl 3S-Methionin zugegeben.

3.4.11 Expression und Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen

Das pMAL-c-Vektorsystem erlaubt eine leichte, schnelle und effiziente Expression und Auf-
reinigung von Proteinen. Das Gen fiir das zu exprimierende Protein wird im richtigen
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Leserahmen 3’ vom fiir das Maltose-Bindungsprotein (MBP) kodierenden malE-Gen von
E. coli kloniert und kann als MBP-Fusionsprotein in E. coli in groen Mengen exprimiert und
aufgrund der Affinitit des MBP-Fusionsproteinanteils zu Amylose bzw. Maltose affinitéts-
chromatographisch aufgereinigt werden. Die Expression des Fusionsproteins steht unter der
Kontrolle des tac-Promotors, dessen Aktivitdit durch den lac-Repressor reguliert wird
[5;90;97;161;196].

3.4.11.1 Isolierung von MBP-Fusionsproteinen

Fiir die Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen wurden 500 ml LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin mit 8 ml Bakteriensuspension einer iiber-Nacht-Kultur angeimpft und auf dem
Schiittler bei 37°C bis zu einer ODg(, von 0,5 kultiviert. Zur Induktion der Proteinexpression
wurde der Kultur 0,3 mM IPTG zugesetzt. Die Bakterien wurden weitere 2 h lang bei 37°C auf
dem Schiittler inkubiert und anschlieBend sedimentiert (20 min; 8000xg; 4°C). Das Sediment
wurde in 25 ml Column-Buffer (20 mM TRIS-HCI pH 7.,4; 200 mM Natriumchlorid,
1 mM EDTA pH 8,0; 10 mM B-Mercaptoethanol) suspendiert und iiber Nacht bei -20°C gela-
gert. Die Bakterien wurden nach Zugabe von 0,1 mM PMSF unter flieBendem, kaltem Wasser
aufgetaut, mit fiinf 15 sek langen Impulsen im Ultraschallgerit aufgeschlossen, die Suspension
zentrifugiert (30 min; 14000xg; 4°C) und der Uberstand mit dem 4fachen Volumen Column-
Buffer verdiinnt. Eine Amylosesédule (ca. 5 ml Bettvolumen; & 2,5 cm Sdulendurchmesser)
wurde mit 50 ml Column-Buffer #quilibriert, der Uberstand iiber die Siule gegeben (1 ml/min)
und die Sdule mit 40 ml Column-Buffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 mM Maltose
in Column-Buffer bei einer FluBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min. Es wurden Fraktionen zu je
1 ml gesammelt und im SDS-PAGE untersucht.

3.4.11.2 Konzentrierung und Umpufferung Proteinen

Eine Ankonzentrierung des Proteins erfolgte mittels Centricon-30. Es handelt sich bei der
Methode um eine Ultrafiltration der Probe durch eine anisotrope Membran mit einem Aus-
schluBvolumen von 30 kDa mittels Zentrifugalkraft.

Das Centricon wurde mit 1 ml ddH,O bei 5000xg und 4°C nach Herstelleranleitung gewa-
schen. AnschlieBend wurden je 2 ml der vereinigten Hauptfraktionen iiber ein Centricon bei
5000xg und 4°C gegeben. Zum Wechsel des Losungsmittels wurden zunidchst 1 ml und
anschlieBend zweimal 2 ml PBS durch das Centricon zentrifugiert. Die Rezentrifugation
erfolgte zweimal mit je 100 ul PBS.

3.4.11.3 Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Konzentration des Fusionsproteins wurde photometrisch durch die Bestimmung der OD»g,
im Spektralphotometer bestimmt. Hierbei entsprach eine OD,gy von 1,0 einer Proteinkonzen-
tration von 0,65 pg/ul.

3.4.12 Gelfiltration

Mittels Gelfiltration kdonnen Proteine ihrer GroBe nach getrennt werden [6;11;104;251]. Die
hier verwendete Superose 6 ist eine auf Agarose basierende, stark quervernetzte Matrix.
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HeLa S3-Zellen wurden ausplattiert (1x107 Zellen/182 cm?), am folgenden Tag fiir 24 h mit
1000 U/ml IFN-y induziert, in Suspension gebracht (Kap. 3.1.1), dreimal mit PBS gewaschen,
in PBS oder Intrazellularpuffer ohne Magnesium (3 mM NaCl; 140 mM KCI; 11 mM EGTA
pH 7.3; 10 mM HEPES pH 7.2; pH-Wert mit Kaliumhydroxid einstellen auf pH 7,2) in einer
Dichte von 3x107 Zellen/ml aufgenommen und im Dounce-Homogenator mit 20-25 Schligen
aufgeschlossen. Zelldebris und Nuklei wurden durch 10 min lange Zentrifugation bei 800xg
sedimentiert; anschlieBend wurde, bei Verwendung von Intrazellularpuffer, der Uberstand auf
eine Konzentration von 1 mM MgCl, eingestellt und 10 min lang auf Eis inkubiert. Der so
erhaltene postnukleire Uberstand wurde durch einen Sterilfilter (0,22 um PorengroBe) filtriert;
das gleiche Volumen PBS oder vollstindiger Intrazellularpuffer (3 mM NaCl; 140 mM KClI;
I mM MgCl,; 11 mM EGTA pH 7,3; 10 mM HEPES pH 7.2; pH-Wert mit Kaliumhydroxid
einstellen auf pH 7,2) wurde zugegeben und 100 pul wurden auf einer Superose6-Sidule
(HR 10/30) unter Einsatz des FPLC-Systems aufgetrennt. Aquilibriert und eluiert wurde mit
PBS bzw. Intrazellularpuffer bei einer FluBgeschwindigkeit von 0,25 ml/min. Es wurden
Fraktionen zu je 0,5 ml gesammelt und im Western Blot analysiert (Kap. 3.4.4). Kalibriert
wurde die Sdule mit Molekulargewichtsmarkern fiir die Gelchromatographie: Thyroglobulin
(669 kDa), Apoferritin (443 kDa), B-Amylase (200 kDa), Alkoholdehydrogenase aus Hefe
(150 kDa), Albumin (66 kDa) und Rinder-Carboanhydrase (29 kDa).

3.4.13 Subzelluliire Fraktionierung

Die subzelluldre Fraktionierung hat den Aufschlufl von Zellen in ihre Organellen und Kompar-
timente zum Ziel. Fiir die Fraktionierungen wurden HelaS3-Zellen ausgesit (7,5x10° Zel-
len/182 cm?), am folgenden Tag fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y induziert, in Suspension
gebracht (Kap. 3.1.1) und zweimal mit PBS gewaschen. Die weitere Prédparation erfolgte
jeweils bei 4°C.

3.4.13.1 Subzellulire Fraktionierung mittels differentieller Zentrifugation

Bei der differentiellen Zentrifugation werden die Zellen in einer isoosmotischen Losung homo-
genisiert und Organellen und Kompartimente bei unterschiedlicher Beschleunigung und Dauer
der Zentrifugation sequentiell aus dem Homogenat entfernt [81]. Die Durchfiihrung erfolgte in
Anlehnung an Singh et al. [285].

Die Zellen wurden in 0,25 M Sucrose in einer Dichte von 1x107 Zellen/ml aufgenommen
(ca. 4 ml Gesamtvolumen) und im Dounce-Homogenator mechanisch aufgeschlossen. Durch
10 min lange Zentrifugation bei 300xg wurden Zelldebris und Nuklei entfernt. Die Nuklei
wurden mit 0,25 M Sucrose gewaschen; der Uberstand wurde mit dem postnukleiren Uber-
stand der ersten Zentrifugation vereinigt und zur Sedimentation der Mitochondrien 20 min lang
bei 6000xg zentrifugiert. Das Sediment wurde dreimal mit 0,25 M Sucrose gewaschen und in
400 ul 0,25 M Sucrose aufgenommen. Zur Sedimentation der Peroxisomen wurde der post-
mitochondriale Uberstand 20 min bei 23000xg zentrifugiert, daB Sediment dreimal gewaschen
und in 400 pl 0,25 M Sucrose aufgenommen. Der postperoxisomale Uberstand wurde zur
Sedimentation von Mikrosomen und Membranen 20 min lang bei 100000xg zentrifugiert. Das
Sediment wurde in 400 pl 0,25 M Sucrose aufgenommen; der Uberstand (ca. 4 ml) stellte den
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zytoplasmatischen Uberstand dar. Die Fraktionen wurden im Western Blot untersucht; von den
Sedimentfraktionen wurde nur 1/10 des Volumens eingesetzt, das bei Lysat bzw. zytoplasmati-
schem Uberstand aufgetragen wurde.

3.4.13.2 Subzelluliire Fraktionierung mittels Dichtegradientenzentrifugation

Percoll ist eine mit Polyvinylpyrrolidon beschichtete Matrix, die im Zentrifugalfeld sigmoidal
isometrische Gradienten ausbildet, deren Dichteverteilung von der Zentrifugalkraft und der
Zentrifugationszeit abhingig ist [26;242;243;264].

Die Zellen wurden in 0,25 M Sucrose mit 0,1 mM PMSF und 10 pg/ml Aprotinin suspen-
diert (1,5x107 Zellen/ml) und im Dounce-Homogenator mechanisch aufgeschlossen. Der Zell-
aufschlul wurde mikroskopisch verfolgt und dann beendet, wenn die Mehrzahl der Zellen
einen GroBteil ihrer Mitochondrien freigesetzt hatten (ca. 10 StoBe). Zur Entfernung von
Nuklei und Zelltriimmern wurde 10 min lang bei 600-800xg zentrifugiert.

Die Percoll-Gradientenlosungen wurden auf zwei unterschiedliche Arten nach Anleitung
des Herstellers hergestellt: 1.) ausgehend von einer Percoll-Losung der Dichte 1,129 g/ml
wurde fiir den 30%igen und den 15%igen Gradienten eine isotonische Stammlosung (SIP) aus
9 Teilen Percoll (1,129 g/ml) und einem Teil 2,5 M Sucrose hergestellt. Von dieser SIP wurde
die Percoll-Losung fiir den Gradienten mit 1,05 g/ml Anfangsdichte durch Mischen von
1,67 ml SIP und 8,33 ml 0,25 M Sucrose und fiir den Gradienten mit 1,07 g/ml Anfangsdichte
durch Mischen von 3,31 ml SIP und 6,69 ml 0,25 M Sucrose hergestellt; 2.) fiir die Herstel-
lung eines Percoll-Gradienten mit einer Ausgangsdichte von 1,04 g/ml wurden 6,51 ml Percoll
(1,129 g/ml) und 10 ml 2,5 M Sucrose zusammengegeben, auf 100 ml mit ddH,O aufgefiillt
und mit je 100 pl 0,1 M PMSF und 10 mg/ml Aprotinin versetzt.

Fiir den Gradienten wurden 10 ml Percoll-Losung der entsprechenden Anfangsdichte vor-
gelegt und mit 600-750 pl des postnukleiren Uberstands bzw. 600-700 ul Density Marker
Beads-Losung (500-600 ul 0,25 M Sucrose mit je 10 ul eines jeden Density Marker Beads)
iiberschichtet. Die Zentrifugation erfolgte bei 27000xg fiir 1,5-2 h im JA 20-Festwinkelrotor.
Anschlieend wurden Fraktionen zu je 1 ml von oben vom Gradienten abgenommen und 10 pl
im Western Blot analysiert (Kap. 3.4.4).

3.4.14 ,,NP-40-Priparation‘ von nukleiiren und zytoplasmatischen Extrakten
Die Methode wurde in Anlehnung an Dignam et al. und Cox und Goding durchgefiihrt
[77;93].

Fiir die Prédparation von nukledren und zytoplasmatischen Extrakten wurden Zellen in Sus-
pension gebracht (Kap. 3.1.1) und zweimal mit PBS gewaschen. Die folgenden Schritte wur-
den bei 4°C durchgefiihrt. Das Zellsediment wurde in einer Konzentration von 2x107 Zellen/ml
in NP-40 Puffer (10 mM TRIS-HCI pH 7.4; 10 mM NaCl; 3 mM MgCl,; 0,5% [v/v] NP-40)
aufgenommen, 5-10 min lang auf Eis inkubiert und anschlieBend 5 min lang bei 800xg zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde nochmals zentrifugiert (15 min; 15000xg) und der resultierende
Uberstand als zytoplasmatischer Extrakt bezeichnet. Das Sediment aus der 800xg Zentrifuga-
tion wurde in Puffer C (20 mM HEPES pH 7,8; 420 mM NaCl; 3 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA
pH 8,0; 25% [v/v] Glycerin; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 10 ug/ml Aprotinin) in einer theore-
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tischen Konzentration von 1x107 Zellen/75 pl aufgenommen, 45 min lang unter gelegentlichem
Schiitteln inkubiert und abschlieBend 5 min lang bei 15000xg zentrifugiert. Der resultierende
Uberstand stellte den nukleiiren Extrakt dar.

3.4.15 GTP-Bindungsassay

Der GTP-Bindungsassay beruht darauf, da3 Guanylat-bindende Proteine in vitro an Agarose-
gebundenes GTP binden und die iiber das GTP an die Agarosematrix gekoppelten Proteine von
anderen Proteinen durch einfaches Waschen getrennt werden konnen. Die Durchfiihrung
erfolgte in Anlehnung an Cheng et al. [63].

Zellen wurden in Suspension gebracht (Kap. 3.1.1), zweimal mit PBS gewaschen, bei
-80°C eingefroren, in CSK-Puffer (1% [v/v] Triton-X-100; 10 mM PIPES pH 6,8;
100 mM KCI; 300 mM Sucrose; 2,5 mM MgCl,; 1 mM CaCl,; 1 mM PMSF) aufgenommen
(2x107 Zellen/ml), fiir 1 h bei 4°C auf dem Kippschiittler inkubiert und zentrifugiert (30 min;
15000xg); 100-200 ul Uberstand (gleiche Mengen innerhalb des selben Versuches) wurden
zusammen mit 100 pul 50% GTP-Agarose (in CSK-Puffer dquilibriert) 1 h lang auf dem Kipp-
schiittler bei 4°C inkubiert und anschlieBend 5 min lang bei 4°C und 550xg zentrifugiert. Die
GTP-Agarose wurde viermal mit je 1 ml GTP-Waschpuffer (150 mM NaCl; 20 mM TRIS-
HCI; 5 mM MgCl,; 1 mM DTT; pH 7,2) gewaschen und das Sediment in 30 ul SDS-PAGE-
Ladeldsung aufgenommen. Eine Analyse der Fraktionen erfolgte im Western Blot (Kap. 3.4.4).
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4 Ergebnisse

4.1 IFP35

IFP35 wurde urspriinglich von Bange et al. aus einer cDNA-Genbank IFN-induzierter HeLa-
Zellen isoliert. Die mRNA-Expression wird sowohl durch TypI- als auch durch Typ II-Inter-
ferone induziert. Die Expression der mRNA von IFP35 ist dosisabhédngig und weist ein Maxi-
mum bei 1000 U/ml IFN-y auf. In unbehandelten Zellen ist nur eine geringe Expression der
mRNA zu verzeichnen. Eine Expression der mRNA konnte nicht nur in HeLa-Zellen nachge-
wiesen werden; sie wird ebenfalls in U937-Makrophagen-Vorlduferzellen, der von Amnion-
gewebe abgeleiteten Epithelzellinie WISH, mononukleédren peripheren Blut-Leukozyten und
humanen priméren Fibroblasten durch IFN-y induziert. Das IFP 35-Protein enthélt N-terminal
ein Leuzin-Zipper-Motiv. Eine Homodimerisierung von IFP35-Molekiilen konnte in vitro
nachgewiesen werden. In einer Prédparation zytoplasmatischer und nukledrer Extrakte, unter
Einsatz des Detergens NP-40, wurde IFP35 nach IFN-y-Induktion primir in der nukleédren
Fraktion wiedergefunden [16]. IFP35 ist auf Chromosom 1721 lokalisiert [43].

4.1.1 Bestimmung der Nuklein- und Aminosiuresequenz von IFP 35

Im Verlauf der Arbeit wurden von zwei anderen Arbeitsgruppen Nuklein- und Aminoséure-
sequenzen von IFP35 veroffentlicht, die von der von Bange et al. veroffentlichten IFP35-
Aminosduresequenz [16] und der ihr zugrunde liegenden Sequenz des aus der HeLLa-Genbank
isolierten IFP35-cDNA-Klons abweichen: die abweichenden Sequenzen wurden zum einen
durch Sequenzierung eines aus einer humanen B-Zell-cDNA-Genbank isolierten Klons [319]
und zum anderen durch Sequenzierung des genomische Klons von IFP35 (,,Accession‘-Num-
mer: 1.78833; [43;286]) bestimmt. Die [FP35-Sequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit noch
einmal iiberpriift.

Zur Uberpriifung der Sequenz wurde eine RT-PCR mit anschlieBender Sequenzierung der
PCR-Produkte durchgefiihrt. RNA von TPA/IFN-y/CHX-induzierten THP-1-Zellen und von
IFN-y-induzierten HeLaS3-Zellen wurde isoliert und die reverse Transkription mit Hilfe von
Oligo (dT)-Primern durchgefiihrt. Die erhaltenen RT-Produkte wurden in einer PCR (Primer:
#618 und #389) eingesetzt und anschlieBend das PCR-Produkt sequenziert (Primern: #391,
#392, #618, #389). Parallel dazu wurde der urspriinglich von Bange et al. aus der HeLa-
Genbank isolierte, im pGEM4Z-Vektor subklonierte, cDNA-Klon von IFP35 (pGEM 135
komplett; [16]) sequenziert.

Die von Wang et al. [319] ermittelte cDNA-Sequenz weicht von der Sequenz, die der von
Bange et al. [16] veroffentlichen Aminoséduresequenz zu Grunde lag, in mehreren Punkten ab.
Dabei muf} beriicksichtigt werden, dall ein Teil der Differenzen auf die Anwendung unter-
schiedlicher genetischer Kodes zuriickzufiihren ist. So sind die in der Verdffentlichung von
Wang et al. erwdhnten Abweichungen an Aminosdureposition 69, 103, 166 und 201 im
Vergleich zu der von Bange et al. publizierten Aminosduresequenz, darauf zuriickzufiihren,
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dal von Wang et al. nicht der universelle genetische Kode angewendet wurde; die Nuklein-
sduresequenzen stimmen an diesen Stellen iiberein (vgl. Kap. 6.1 und Kap. 6.2).

Weitere Sequenzunterschiede wirkten sich auf die Aminosduresequenz aus. Es zeigte sich,
daf} an Position 80 der Aminosduresequenz die von Bange et al. ermittelte Aminosdure Serin
und an Position 111 das Valin richtig ist. Von Wang et al. [319] war an diesen Stellen ein
Tyrosin bzw. Lysin beschrieben worden. Als weiterer Unterschied wurde von Wang et al.
zwischen Aminosdure 126 und 127 der von Bange et al. verdffentlichen Sequenz eine Insertion
von zwei Aminosiduren (Methionin und Valin) beschrieben. Diese Aminosduren fehlen in der
von Bange et al. veroffentlichten Sequenz, sind aber, wie sich mittels Sequenzierung von RT-
PCR-Produkten bestitigte, in der Aminosduresequenz des nativen IFP35-Proteins vorhanden.
Eine Sequenzierung des pGEM 135 komplett zeigte, dal bereits die aus der HeLa-Genbank
isolierte cDNA von IFP35 diese Deletion aufweist. Damit weisen alle Plasmid-Konstrukte, die
auf dem pGEM 135 komplett aufbauend konstruiert wurden diese Deletion auf.

Vollstindig differieren die von Wang et al. und Bange et al. publizierten Aminoséure-
sequenzen ab Position 276. Dabei stellte sich heraus, daf die von Bange et al. ermittelte
Sequenz ab dieser Position falsch ist; die von Wang et al. beschriebene Insertion von zwei
Guanin-Nukleotiden zwischen Position 897 und 898 der Nukleinsduresequenz, die der von
Bange et al. veroffentlichten Aminosiduresequenz zugrunde lag, wurde mit Hilfe der Sequen-
zierung von RT-PCR-Produkten bestdtigt. Der daraus resultierende Leserahmenwechsel fiihrt
zu unterschiedlichen C-Termini. Eine Sequenzierung des pGEM 135 komplett ergab, daf} die
aus der HeLa-Genbank isolierte cDNA diese Insertion trigt und somit ein Sequenzierfehler zur
Veroffentlichung der fehlerhaften Aminosduresequenz fiihrte.

Eine letzte Differenz der Nukleinsduresequenzen gibt es auBerhalb des kodierenden
Bereichs an Position 1004. Es stellte sich heraus, da3 das von Bange et al. veroffentlichte
Adenin auf einen Sequenzierfehler zuriickzufiihren ist.

Alle Korrekturen der Nukleinsduresequenz stehen im Einklang mit der Sequenz des geno-
mischen Klons, wobei die Insertion der sechs Nukleotide an Position 483 (Aminosdure 126)
genau an einem Intron-Exon-Ubergang liegt und bei der Bestimmung der Aminosiuresequenz
nicht beriicksichtigt wurde [43;286]. Eine Ubersicht iiber die Sequenzunterschiede ist in
Tab. 3 dargestellt; die korrigierte IFP35 Nuklein- und Aminosduresequenz ist in Abb. 3 zu
sehen. Vergleiche der erwidhnten Nuklein- und Aminosduresequenzen sind in Kap. 6.1 und
Kap. 6.2 dargestellt.

Die korrigierte Sequenz enthilt einen 864 bp langen offenen Leserahmen und kodiert fiir
ein 864 As langes Protein mit etwas groBerem Molekulargewicht (31,74 kDa), als urspriinglich
von Bange et al. veroffentlicht (31,13 kDa; [16]).
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AGACCACAGC CCTTTGGGGG GTACAAACAA GAGTTCAGTT GCTGTGAATT CTGCCACTGT 60
GCCCAGCTCT GAAGCCTCAG CTCTTGCCAA ACAGACCCGA GACCCATGTC AGCCCCACTG 120
M S A P L 5

GATGCCGCCC TCCACGCCCT TCAGGAGGAG CAGGCCAGAC TCAAGATGAG GCTGTGGGAC 180
D A A L HAL Q EE Q AR L K MU R L W D 25
CTGCAGCAGC TGAGAAAGGA GCTCGGGGAC TCCCCCAAAG ACAAGGTCCC ATTTTCAGTG 240
L ¢ ¢ L R K E L G D S P K DK V P F S V 45
CCCAAGATCC CCCTGGTATT CCGAGGACAC ACCCAGCAGG ACCCGGAAGT GCCTAAGTCT 300
P K I P L V F R G H T Q Q D P E V P K S 65
TTAGTTTCCA ATTTGCGGAT CCACTGCCCT CTGCTTGCGG GCTCTGCTCT GATCACCTTT 360
L v s§ N L R I HC P L L A G S A L I T F 85
GATGACCCCA AAGTGGCTGA GCAGGTGCTG CAACAAAAGG AGCACACGAT CAACATGGAG 420
p D P K VA E Q VL ©Q Q K E H T I N M E 105
GAGTGCCGGC TGCGGGTGCA GGTCCAGCCC TTGGAGCTGC CCATGGTCAC CACCATCCAG 480
E C R L RV Q V o P L E L P M V T T I Q 125
GTGATGGTGT CCAGCCAGTT GAGTGGCCGG AGGGTGTTGG TCACTGGATT TCCTGCCAGC 540
v M VvV § s L S8 G R RV L V T G F P A § 145
CTCAGGCTGA GTGAGGAGGA GCTGCTGGAC AAGCTAGAGA TCTTCTTTGG CAAGACTAGG 600
L R L S E E E L L D K L E I F F G K T R 165
AACGGAGGTG GCGATGTGGA CGTTCGGGAG CTACTGCCAG GGAGTGTCAT GCTGGGGTTT 660
N G G G D VD VRE L L P G S VM L G F 185
GCTAGGGATG GAGTGGCTCA GCGTCTGTGC CAAATCGGCC AGTTCACAGT GCCACTGGGT 720
A R D GV A Q RL C © I G Q F T V P L G 205
GGGCAGCAAG TCCCTCTGAG AGTCTCTCCG TATGTGAATG GGGAGATCCA GAAGGCTGAG 780
G ¢ ¢ VvV P L R V S P Y VN G E I Q K A E 225
ATCAGGTCGC AGCCAGTTCC CCGCTCGGTA CTGGTGCTCA ACATTCCTGA TATCTTGGAT 840
I R S QP VP R SV L VL NI P D I L D 245
GGCCCGGAGC TGCATGACGT CCTGGAGATC CACTTCCAGA AGCCCACCCG CGGGGGCGGG 900
G P E L H DV L E I HF Q K P T R G G G 265
GAGGTAGAGG CCCTGACAGT CGTACCCCAA GGACAGCAGG GCCTAGCAGT CTTCACCTICT 960
E VE AL T V VP Q G Q ¢ G L A V F T S§ 285
GAGTCAGGCT AGGGGCCTCC CCTTCTCATC CTCCCCACCC CCCCGCCAAG GTTCTCACAC 1020
E S G - 288
TGGCCTGGGC TTGGGTGCCC ATATAGGAGG TCTGTATGTT CACCAACAGT GCGGAGGGGT 1080
CACACATTGC AAAACACTGC CCAGAACAGT AAAAAGAGCC TGCATGCCAA AAAAAAAA 1138

Abb. 3:  IFP 35: Nuklein- und Aminosiuresequenz nach Korrektur
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Amino- bzw. | Sequenz Sequenz Sequenz Anderung der Fehler im
Nukleinséure- nach nach nach Aminosiure- pGEM 135
Position Bange et al. | Wang et al. | Smith etal. | sequenz von komplett
und Bange et al.
Brown et al.
As 69 N D/N N nein nein
As 103 N D/N N nein nein
As 166 N D/N N nein nein
As 201 T R/T T nein nein
As 80 S Y S nein nein
As 111 \% L \% nein nein
As 127 fehlt M fehlt (Splice M Insertion ja
Ubergang)
As 128 fehlt \Y% fehlt (Splice V Insertion ja
Ubergang)
bp 897 fehlt G G Ja (falscher C- nein
Terminus)
bp 898 fehlt G G Ja (falscher C- nein
Terminus)
bp1004 A fehlt fehlt nein nein

Tab.3: Vergleich von verschiedenen, verdffentlichten Amino- und Nukleinsiduresequenzen
von IFP 35

Dargestellt sind die Unterschiede zwischen den von Bange et al. [16], Wang et al. [319] und Smith et al.
[286] bzw. Brown et al. [43] verodffentlichen Sequenzen sowie deren Einfluf} auf die von Bange et al.
verdffentlichte Proteinsequenz. Ebenfalls dargestellt ist, inwiefern der aus der HeLa-Genbank isolierte
cDNA-Klon (pGEM 135komplett) mit der mittels Sequenzierung von RT-PCR-Produkten bestitigten
Sequenz iibereinstimmt. Im oberen Bereich der Tabelle sind die Aminosdurepositionen angegeben, an
denen ein Sequenzunterschied aufgrund der Verwendung von unterschiedlichen genetischen Kodes
auftritt; bei Wang et al. ist links die in der Veroffentlichung aufgefiihrte Proteinsequenz und rechts
daneben die Sequenz, die sich bei der Translation der von Wang et al. verdffentlichten Nukleinsiure-
sequenz unter Verwendung des universellen genetischen Kodes ergibt, aufgefiihrt.

4.1.2 Herstellung und Charakterisierung eines monoklonalen Antikorpers gegen IFP 35

Wichtige Werkzeuge bei der Charakterisierung von Proteinen sind monoklonale Antikorper.
Sie weisen eine hohere Antigenspezifitit als polyklonale Seren auf. Daher wurde zusétzlich zu
dem bereits vorhandenen polyklonalen Antiserum gegen IFP35 [16] ein monoklonaler Anti-
korper gegen IFP35 generiert. Dieser Antikorper sollte sowohl in der Immunfluoreszenz, im
Western Blot wie auch in der Immunprizipitation einsetzbar sein.

Zur Generierung des Antikorpers wurde eine Balb/c-Maus iiber einen Zeitraum von 10 Wo-
chen viermal mit aufgereinigtem MBP-IFP35-Fusionsprotein immunisiert und neun Tage nach
der letzten Injektion die Zellfusion durchgefiihrt. Nach einer Wachstums- und Selektionsphase
wurden die erhaltenen Hybridomazellklone auf Sekretion eines spezifischen Antikorpers gegen
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IFP35 untersucht. Dabei wurden in der Regel Klongruppen eingesetzt. Bei der ersten
Untersuchung wurden potentiell positive Klongruppen im ELISA ermittelt. Hierbei wurde zur
Differenzierung von Antikorpern, die gegen den MBP-Teil, und Antikorpern, die gegen den
IFP35-Teil des MBP-IFP35-Fusionsproteins gerichtet sind, MBP-Protein bzw. MBP-IFP35-
Fusionsprotein als Antigen eingesetzt. Es wurden zwei Klongruppen identifiziert, die mehr als
2fach stirker mit MBP-IFP35-Fusionsprotein als mit MBP-Protein allein reagierten:
Klongruppe ICB2, die 3fach stirker und Klongruppe IEBS, die 5.,4fach stirker mit MBP-
IFP35-Fusionsprotein reagierte. Simtliche mindestens schwach positiven Klongruppen wurden
im Western Blot mit Zellextrakt aus IFN-y-induzierten HeLLa S3-Zellen getestet. Alle potentiell
positive Klongruppen wurden subkloniert. In der zweiten Untersuchung konnte nur noch ein
positiver Klon ermittelt werden: Klon IEBSIIA12. Dieser wurde nochmals subkloniert und drei
Klone wurden isoliert (IEB5SIIA12I, IEBSIIA12II und IEBSIIA12III). Eine nihere Charak-
terisierung des Hybridomazellklons IEBSIIA12I ergab, dall er Antikorper der IgG1-Subklasse
sezernierte.

Im folgenden wurde der Hybridomazellklon IEBSIIA12 in Zellkultur angezogen. Zellkultur-
iiberstand wurde gewonnen und z.T. affinitdtschromatographisch unter Einsatz von Protein G-
Sepharose aufgereinigt und ankonzentriert. Ein Teil der Zellen des IEBSIIA12I-Subklons
wurde fiir die Ascitesproduktion herangezogen.

AnschlieBend wurde der monoklonale Antikorper nidher charakterisiert. Es wurde im
ELISA mit MBP-IFP35-Fusionsprotein eine Titration von unterschiedlichen Aufarbeitungen
(Zellkulturiiberstand, Protein G-aufgereinigter Antikdrper und Ascites) des Antikorpers vorge-
nommen. Dabei wurde fiir den Zellkulturiiberstand ein Titer [253] von 1/3200, fiir den Pro-
tein G-aufgereinigten Antikorper ein Titer von 1/102400 und fiir die Ascitesfliissigkeit ein
Titer von 1/409600 bestimmt (Abb. 4).

Die Spezifitit des Antikorpers wurde im Western Blot untersucht. Hierzu wurden Extrakte
von IFN-y-induzierten HelaS3-Zellen und in vitro translatiertes IFP35 herangezogen. Es
zeigte sich, dal der monoklonale Antikorper eine spezifische IFP35-Bande bei ca. 35 kDa
sowohl bei Zellextrakten unbehandelter als auch IFN-y-induzierter HeLaS3-Zellen erkennt
(Abb. 5; Spur 5 und 6; vergleiche Bange et al. [16]). Wie auch bei Verwendung des bereits
vorher charakterisierten polyklonalen Antiserum [16] war die Bande bei nicht induzierten
Zellen schwicher als bei induzierten (Daten nicht gezeigt). Dariiber hinaus wurde vom mono-
klonalen Antikorper in vitro translatiertes IFP35 erkannt (Abb. 5; Spur 1). Das in vitro transla-
tierte IFP35 konnte mit Hilfe des IEBSIIA12-Antikorpers prizipitiert werden (Abb. 5; Spur 2).
Die spezifische IFP35-Bande wurde nicht mehr beobachtet, wenn der monoklonale Antikorper
mit 1 mg/ml MBP-IFP35-Fusionsprotein pridabsorbiert wurde (Abb.5; Spur 3 und 4); ein
Hinweis auf die Spezifitit des Antikorpers.

Der IEBSIIA12-Antikorper erkennt das IFP35-Protein dariiber hinaus auch spezifisch in der
Immunfluoreszenz (siehe Kap 4.1.3).
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Verdiinnung des Antikorpers

Abb. 4: Titerbestimmung von unterschiedlichen Aufarbeitungen des monoklonalen Antikor-
pers IEB5ITA12

Mikrotiterplatten wurden mit MBP-IFP35-Fusionsprotein 2 h lang bei 37°C beschichtet. Die Erstanti-
korper wurden 1/200 in Waschpuffer vorverdiinnt und dann jeweils 1:2 seriell verdiinnt. Die Entwick-
lung erfolgte mit Alkalischer Phosphatase-gekoppeltem anti-Maus-Antikorper und einer Farbreaktion.
Fiir den Zellkulturiiberstand (grau) konnte ein Titer von 1/3200, fiir den iiber ProteinG aufgereinigten
Antikorper (schwarz) einer von 1/102400 und fiir den Ascites (wei}) ein Titer von 1/409600 bestimmt
werden.

Abb. 5: Nachweis der Spezifitit des monoklonalen
i _ anti-IFP 35-Antikorpers IEBSITIA12 im Wes-
Praabsorption tern Blot
z Dargestellt ist ein Western Blot mit in vitro translatiertem
m IFP35 (Spur 1 und 3), mit vom Antikorper IEBSIIA12 pra-
iy zipitiertem in vitro translatiertem IFP35 (Spur 2 und 4)
sowie mit Gesamtextrakt von unbehandelten (Spur 5) und
IFN-y-induzierten HelLa S3-Zellen (Spur 6); der Blot wurde
35— mit dem monoklonalen Antikorper IEBSIIA12 (Spur 1, 2, 5
; ” i und 6), bzw. mit pridabsorbiertem IEBSIIA12-Antikoper
A2 SIS TS (Spur 3 und 4) entwickelt. Mit einem Pfeil ist die Bande,
die das vollstindige IFP35-Protein reprisentiert, markiert
und mit einem Stern das ausgehend vom zweiten Start-
kodon des IFP35-Gens alternativ translatierte IFP35-Protein (Spur 1 und 2; vergleiche Bange et al. [16]).
Bei der in vitro Translation wurde das Plasmid pGEM 135komplett eingesetzt; unter Einsatz der SP6-
RNA-Polymerase wurden in vitro Transkripte synthetisiert. HelLa S3-Zellextrakt wurde gewonnen,
indem die Zellen nach der Induktion in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen wurden. Die Pri-
absorption des anti-IFP35-Antikorpers IEBSIIA12 wurde mit 1 mg/ml MBP-IFP35-Fusionsprotein
0,5 h lang bei 4°C durchgefiihrt.

Translat
Translat

IP
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4.1.3 Subzellulire Lokalisierung von IFP 35 in der Immunfluoreszenz

Von Bange et al. waren bereits Versuche zur subzelluldren Lokalisierung von IFP35 beschrie-
ben worden. Dabei waren nukledre und zytoplasmatische Extrakte IFN-behandelter HeLLa S3-
Zellen untersucht worden. IFP35 wurde hierbei vor IFN-y-Induktion sowohl in der zytoplas-
matischen als auch in der nukledren Fraktion nachgewiesen. Nach IFN-y-Induktion war IFP35
vorrangig in der nukledren Fraktion zu finden [16]. Die nukledre Lokalisierung von IFP35
wurde mit einer anderen Methode, der Immunfluoreszenz, iiberpriift.

HeLaS3-Zellen wurden auf Deckglidschen ausgesit und am folgenden Tag fiir 24 h mit
1000 U/ml IFN-y induziert. Die Zellen wurden mit PFA fixiert und mit Triton-X-100 permea-
bilisiert. AnschlieBend wurde mit polyklonalem anti-IFP35-Antiserum inkubiert, gefolgt von
einem Fluorochrom-markierten Zweitantikorper. In den Immunfluoreszenzen wurde nach
IFN-y-Stimulation ein zytoplasmatisch verteiltes Punktmuster beobachtet. Es bestand aus 6-20
groBBen Punkten, begleitet von einer Reihe kleinerer Punkte. Meistens waren die Punkte locker
iiber das Zytoplasma verteilt (Abb. 6; Abb. 16). In manchen Versuchen waren sie dagegen in
einem Kreis um den Zellkern angeordnet (Daten nicht dargestellt). Eine Abhéngigkeit des
Musters von den Versuchsbedingungen konnte nicht festgestellt werden. Vor IFN-y-Induktion
wurden lediglich in manchen Zellen vereinzelt kleine Punkte im Zytoplasma beobachtet.
Dariiber hinaus war eine schwache Grundfiarbung des Zytoplasmas zu beobachten; bei indu-
zierten Zellen schien das Zytoplasma stédrker als bei nicht induzierten Zellen zu fluoreszieren
(Abb. 6).

Zur Bestitigung der Spezifitit des beobachteten zytoplasmatischen Punktmusters wurde der
Versuch mit dem monoklonalen Antikorper gegen IFP35 durchgefiihrt. Bei Fixierung der
Zellen mit Paraformaldehyd konnte zunéchst kein Punktmuster bei IFN-y-induzierten Zellen
beobachtet werden. Es wurden darauthin unterschiedliche Fixierungs- und Permeabilisie-
rungsbedingungen ausprobiert, da die Fixierung der Zellen die Strukturerhaltung des Antigens
beeinflussen kann; dies beeinfluft wiederum die Erkennung und Bindung des Antikorpers an
das Antigen. Der monoklonale Antikorper IEBSIIA12 zeigte bei Methanol-Azeton-Fixierung
das gleiche zytoplasmatische IFN-y-induzierte Punktmuster wie das polyklonale Antiserum.
Die zytoplasmatische und nukleire Basisfirbung war deutlich geringer als beim polyklonalen
Antiserum. Mit Hilfe einer Doppelimmunfluoreszenz mit monoklonalem Antikorper und poly-
klonalem Antiserum gegen IFP35 konnte nachgewiesen werden, dafl beide Antikorper diesel-
ben Strukturen erkennen.

Ein weiterer Hinweis auf die Spezifitit des Antikorpers war, dal bei Prdabsorption des
Antikorpers mit 1 mg/ml MBP-Fusionsprotein kein Punktmuster mehr zu beobachten war
(Daten nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob das charakteristische IFP35-Muster spezifisch fiir HeLa S3-Zellen
ist wurden Immunfluoreszenzen mit Zellinien, die sich aus unterschiedlichen Geweben und
Zelltypen ableiteten, durchgefiihrt. Ein dhnliches, aber feineres Punktmuster wurde in der
humanen Fibroblasten-Zellinie GM 637 (Abb. 7a und b) und der von Amnionzellen abgeleite-
ten WISH-Zellinie (Daten nicht gezeigt) nach IFN-y-Induktion beobachtet. In der Makro-
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phagen-Vorlauferzellinie THP-1 trat dieses Muster nach IFN-y-Induktion TPA-behandelter
Zellen auf (Abb. 7e und f). Ein feines Punktmuster in teilweise ,,perlschnurartiger Anordnung
wurde in Zellen der Lungenkarzinom-Zellinien SW 1573 (Abb. 20) und A549 (Abb. 7c und d)
beobachtet.

Der zeitliche Verlauf der Ausbildung und die Stabilitit des IFP35-Verteilungsmusters
wurde anschlieBend untersucht. Zellen wurden entweder unterschiedlich lange mit IFN-y indu-
ziert oder es wurde 24 h lang mit IFN-y induziert und anschlieend der Induktionsstimulus ent-
fernt. In HeLaS3-Zellen wurde bereits 6-12 h nach IFN-y-Induktion das typische IFP35-
Verteilungsmuster beobachtet. Die Strukturen waren allerdings noch wesentlich kleiner als
nach 24 h; 48 h nach Induktion war das IFP35-Muster intensiver als nach 24 h. Im Verlauf der
Induktion schien nur die Intensitdt des Musters zuzunehmen. Die Anzahl der Aggregate nahm
kaum zu. Entfernte man den Induktionsreiz 24 h nach IFN-y-Induktion, so blieb das typische
Verteilungsmuster mehr als 96 h erhalten (Daten nicht gezeigt).

Um zu iiberpriifen, ob das IFP35-Verteilungsmuster nur durch Typ II-Interferon oder auch
durch TypIl-Interferone induzierbar ist, wurden HeLaS3-Zellen mit IFN-a induziert. Die
Induktion des spezifischen Punktmusters wurde auch in IFN-a induzierten Zellen beobachtet;
das Muster war allerdings weniger intensiv als in IFN-y-induzierten Zellen (Abb. 6).

Abb. 6: Induktion des IFP 35-Verteilungsmusters durch IFN-a und IFN-y in HeLa S3-Zellen
Zu sehen sind unbehandelte HelLa S3-Zellen (A), fiir 24 h mit 500 U/ml IFN-a (B) bzw. fiir 24 h mit
1000 U/ml IFN-y induzierte Zellen (C). Fiir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen 10 min lang mit
3% PFA fixiert, mit 0,1% Triton-X-100 5 min lang permeabilisiert und mit 0,1% Saponin, 10% FCS in
PBS abgesiittigt. Anschlieend wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit polyklonalem anti-IFP35-
Antiserum und FITC-konjugiertem anti-Kaninchen-Antikorper (Spezies: Esel) durchgefiihrt. Die
Immunfluoreszenzen wurden am Zeiss Axiophot ausgewertet.
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Abb.7: Typisches IFN-y-induziertes Verteilungsmuster von IFP 35 in verschiedenen Zellinien
Dargestellt sind jeweils nicht induzierte (A,C,E) und IFN-y-induzierte (B,D,F) humane Fibroblasten
(GM637; A und B), Alveolarzell-Karzinomzellen (A549; C und D) und Makrophagen-Vorlduferzellen
(THP-1; E und F). Die GM637- und A 549-Zellen wurden fiir die Immunfluoreszenz auf Deckgldschen
ausplattiert und fiir 24 h mit IFN-y induziert. Bei THP-1-Zellen wurden sowohl die nicht IFN-y-
induzierten als auch die IFN-y-induzierten Zellen vor Induktion fiir 24 h mit 20 nM TPA behandelt. Im
Anschluf} an die Induktion wurden die Zellen entweder 30 min lang mit PFA fixiert, mit 10% FCS,
0,1% Saponin in PBS abgesittigt und mit anti-IFP35-Antiserum und FITC-konjugiertem anti-Kanin-
chen-Antikorper (Spezies: Ziege) gefarbt (THP-1) oder mit Methanol und Azeton fixiert mit
0,5% Saponin in PBS abgesittigt und die indirekte Immunfluoreszenz mit monoklonalem anti-IFP35-
Antikorper und FITC-konjugiertem anti-Maus-Antikdrper (Spezies: Ziege) durchgefithrt (GM637). Die
A549-Zellen wurden 10 min lang mit PFA fixiert, mit 0,1% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert, mit
0,05% NP-40, 10% FCS in PBS abgesiittigt und es wurde mit polyklonalem anti-IFP 35-Antiserum und
FITC-konjugiertem anti-Kaninchen-Antikorper (Spezies: Esel) entwickelt. Die Auswertung der
Immunfluoreszenz erfolgte am Zeiss Axiophot.
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4.1.4 Kolokalisierungsexperimente mit Organellen- und Kompartiment-spezifischen
Antikorpern

Das IFN-induzierte IFP35-Punktmuster erinnert stark an eine Lokalisierung von Proteinen in
einem bestimmten Zellkompartiment oder einem Organell. Zur Priifung, ob IFP35 in einem
Organell oder einem Kompartiment lokalisiert ist, wurden im folgenden Doppelimmunfluores-
zenzen mit anti-IFP35-Antikorpern und Antikorpern gegen Leitproteine bestimmter Zellkom-
partimente durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden HelLaS3-Zellen 24 h lang mit IFN-y indu-
ziert, anschlieBend fixiert, permeabilisiert und unspezifische Bindungsstellen abgesittigt. Es
folgte die Inkubation mit einem Antikorper, der ein Organellen- bzw. Kompartiment-spezifi-
sches Leitprotein erkennt (Tab. 4), und einem anti-IFP35-Antikorper. Je nachdem, aus welcher
Spezies (Schaf, Ziege, Kaninchen oder Maus) der Organellen- bzw. Kompartiment-spezifische
Antikorper stammte, wurde der monoklonale Antikorper oder das polyklonale Antiserum
gegen IFP35 eingesetzt. Die verwendeten Zweitantikdrper waren mit unterschiedlichen Fluoro-
chromen markiert.

Antikorper Kompartiment / Organelle

anti-BCOP und Golgi-Komplex

anti-Galactosyltransferase

anti-Catalase Peroxisomen

anti-Cathepsin D Lysosomen
anti-Mannose-6-Phosphat-Rezeptor spite Endosomen und trans-Golgi Netzwerk
anti-KDEL Peptid Endoplasmatisches Retikulum
anti-Mitochondriales Antigen Mitochondrien

anti-S3a Ribosomen

anti-Transferrin Rezeptor frithe Endosomen und Zytoplasmamembran

Tab.4: Liste mit in der Doppelimmunfluoreszenz verwendeten Antikorpern gegen Organel-
len- bzw. Kompartiment-spezifische Leitproteine

Aufgefiihrt sind die Antikorper gegen Leitproteine bestimmter Kompartimente und Organellen sowie

das Kompartiment, fiir welches das Leitprotein spezifisch ist.

Bei den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Organellen- und Komparti-
ment-spezifischen Antikorpern konnten die entsprechenden Zellorganellen und -kompartimen-
te dargestellt werden, es ergab sich aber keine Kolokalisation mit dem charakteristischen
IFP35-Verteilungsmuster. Mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie bzw. der konfokalen Laser
Scan Mikroskopie konnte eine Kolokalisierung von IFP35 mit folgenden Organellen bzw.
Kompartimenten ausgeschlossen werden: Golgi-Apparat (anti-BCOP-Antikorper; [3]), Endo-
somen, Zytoplasmamembran und trans-Golgi-Netzwerk (anti-Transferrin-Rezeptor- und anti-
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor- Antikorper; [272;302]), Mitochondrien (anti-mitochondriales
Antigen-Antikorper; [139]), Lysosomen (anti-Cathepsin D-Antikorper; [134]) und Peroxiso-
men (anti-Catalase-Antikorper; [138]). Eine Kolokalisierung mit dem endoplasmatischen Reti-
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kulum (anti-KDEL-Antikorper; [309b]) oder Ribosomen (anti-S3a-Antikorper; [193]) war
ebenfalls nicht zu beobachten.

Die konfokale Laser Scan Mikroskopie wurde in den Fillen eingesetzt, in denen mit der
konventionellen Mikroskopie keine eindeutige Entscheidung iiber eine Kolokalisierung ge-
troffen werden konnte. Beispielhaft sind Ergebnisse fiir Mitochondrien und Peroxisomen in
Abb. 8 dargestellt.

Abb. 8:  Untersuchung der Kolokalisierung von IFP 35 und Mitochondrien bzw. Peroxisomen
Bei gleichzeitiger Anfiarbung mitochondrialer Antigene (A) und des IFP35-Proteins liegen die IFP35
beinhaltenden punktartigen Strukturen (griin) abseits der Mitochondrienfirbung. Bei der Fiarbung der
Catalase (B) als peroxisomalem Leitprotein, wurden in der konfokalen Mikroskopie mehrere Ebenen
iibereinander gelegt, so daBl hier an manchen Stellen Catalase und IFP35 scheinbar kolokalisieren
(gelbe Punkte). Die Zellen wurden fiir die Firbung mit dem Mitochondrienmarker 10 min lang mit PFA
fixiert und 15 min lang mit 0,2% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert; fiir die Firbung der Catalase
wurde mit Methanol und Azeton fixiert. Es wurde mit 10% FCS, 0,1% Saponin in PBS abgesittigt und
die Immunfluoreszenz mit anti-mitochondrialem Antigen-Antikérper und polyklonalem anti-IFP35-
Antiserum (A) bzw. mit anti-Catalase-Antiserum und monoklonalem anti-IFP35-Antikorper (B)
durchgefiihrt. Als Zweitantikorper dienten bei der Mitochondrienfirbung FITC-konjugierter anti-
Kaninchen- bzw. TRITC-konjugierter anti-Maus-Antikorper (Spezies: Ziege) und bei der Peroxisomen-
fairbung TRITC-konjugierter anti-Kaninchen- bzw. FITC-konjugierter anti-Maus-Antikdrper (Spezies:
Ziege). Die Aufnahme erfolgte am konfokalen Laser Scan Mikroskop in Intervallen von 0,25 um;
dargestellt sind kombinierte Z-Serien. Der Marker entspricht 10 um.

4.1.5 Subzellulire Lokalisierung von IFP 35 mittels subzelluléirer Fraktionierung

Die Ergebnisse der Kolokalisierungsexperimente deuteten auf eine Lokalisierung von IFP35
im Zytoplasma hin. Um dies niher zu untersuchen, wurden Zellextrakte von IFN-y-induzierten
HeLaS3-Zellen hergestellt und subzellulidre Fraktionierungen durchgefiihrt. Hierbei wurden
zwei unterschiedliche Methoden angewendet: zum einen die differentielle Zentrifugation, bei
der die Organellen und Kompartimente ihrem Sedimentationskoeffizienten entsprechend bei
unterschiedlicher Zentrifugalbeschleunigung sedimentiert werden und zum anderen die Gleich-



82 Ergebnisse

gewichts-Dichtegradientenzentrifugation, bei der eine Auftrennung der Organellen und Kom-
partimente entsprechend ihrer Dichte erfolgt.

Zunichst wurden Dichtegradientenzentrifugationen durchgefiihrt. HelLa S3-Zellen wurden
mit IFN-y induziert, im Dounce-Homogenator mechanisch aufgeschlossen und Zelltriimmer
und Nuklei durch Zentrifugation entfernt. Der postnukleire Uberstand wurde auf eine Percoll-
Losung mit einer Dichte von 1,07 g/ml, 1,05 g/ml bzw. 1,04 g/ml geschichtet und zentrifu-
giert. Die Entladung erfolgte von oben und die Analyse der gesammelten Fraktionen mittels
Western Blot. Dabei wurde der Western Blot zum einen mit anti-IFP35-Antikorpern ent-
wickelt, um die Lokalisierung von IFP35 zu ermitteln. Zum anderen wurde mit Antikorpern
gegen Organellen- bzw. Kompartiment-spezifische Leitproteine entwickelt; dies diente, zusam-
men mit Markern (,,Density Marker Beads*), die bei der Zentrifugation zur Bestimmung des
Dichteverlaufs des Gradienten mitgefiihrt wurden, der Kontrolle der Zellfraktionierung.

Die Auftrennung von zytoplasmatischem Extrakt im Percoll-Gradienten einer Ausgangs-
dichte von 1,07 g/ml ergab keine ausreichende Trennung von Zellorganellen und zytoplasmati-
schen Proteinen. Bei Einsatz eines Percoll-Gradienten mit einer Ausgangsdichte von 1,05 g/ml
ergab sich eine verbesserte Trennung der Fraktionen. Nach Beendigung der Zentrifugation
hatte sich ein Dichtegradient von ca. 1,0 g/ml bis 1,9 g/ml eingestellt (Abb. 9 oben). Die
Kompartiment-spezifischen Leitproteine sedimentierten vorrangig in den erwarteten Fraktio-
nen. Die Mitochondrien sedimentierten sowohl in den Fraktionen der geringsten als auch der
groBten Dichte. Dies 1d6t sich darauf zuriickfiihren, dal die Mitochondrien aufgrund ihrer
GroBe sehr leicht im Rahmen des mechanischen Zellaufschlusses partiell zerstort werden und
somit ein Teil der mitochondrialen Proteine in der zytoplasmatischen Fraktion zu finden ist.
Ein partieller Aufschluf} dieser groen Organellen lie} sich mit den zur Verfiigung stehenden
Mitteln, d.h. Einsatz von hypotonischen AufschluBpuffern und kiirzerem mechanischem Auf-
schluB3, nicht vollstindig verhindern. Auch der lysosomale Marker CathepsinD war in geringen
Mengen in der Fraktion geringster Dichte anzutreffen, sedimentiert aber vorrangig in Fraktio-
nen grofter Dichte. Transferrin als Endosomen- und Plasmamembranmarker, sowie Catalase
als Peroxisomenmarker und Ribosomen (anti-S26 Antikorper) sedimentierten zusammen mit
IFP35 in den beiden Fraktionen geringster Dichte (Abb. 9 unten).

Um eine bessere Trennung des IFP35-Proteins von Peroxisomen und Endosomen zu errei-
chen, wurde ein Percoll-Gradient mit einer Dichte von 1,04 g/ml gewihlt. IFP35 und S26
sedimentierten wiederum in den Fraktionen geringster Dichte, wihrend der peroxisomale
Marker vorrangig in Fraktionen groerer Dichte anzutreffen war. Der endosomale Marker fand
sich in der zweiten Fraktion wieder (Abb. 10). Aufgrund der Ergebnisse der Dichtegradienten-
zentrifugation konnte eine Kolokalisation mit Zellorganellen und definierten Kompartimenten
ausgeschlossen werden, da IFP35 zusammen mit dem ribosomalen Marker in der Fraktion
geringster Dichte kosedimentiert.
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Abb.9: Subzelluliire Fraktionierung unter Verwendung eines Percoll-Gradienten mit einer
Anfangsdichte von 1,05 g/cm?

Abgebildet ist ein Western Blot mit Fraktionen einer Percoll-Dichtegradientenzentrifugation, in der
postnukleirer Uberstand aufgetrennt wurde (unten); der Western Blot wurde mit unterschiedlichen
Antikorpern, spezifisch fiir Leitproteine bestimmter Zellorganellen und -kompartimente, entwickelt. Im
oberen Teil ist der Dichteverlauf des Gradienten, bestimmt iiber die Verteilung von Marker-Partikeln
im Gradienten, zu sehen. HeLS3-Zellen wurden fiir 24 h mit IFN-y induziert und mechanisch aufge-
schlossen; postnukleirer Uberstand wurde iiber Percoll-Losung einer Dichte von 1,05 g/cm® geschich-
tet und zentrifugiert. Die Entladung des dabei entstehenden Gradienten erfolgte von oben. Fiir den
Western Blot wurden die Fraktionen im SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran trans-
feriert und mit unterschiedlichen Antikorpern entwickelt: anti-Transferrin-Rezeptor, anti-mitochondri-
ales Antigen, anti-Catalase, anti-Cathepsin D, anti-S26 und anti-IFP 35.
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Abb. 10: Subzelluliire Fraktionierung unter Verwendung eines Percoll-Gradienten mit einer
Anfangsdichte von 1,04 g/cm’®

Zu sehen ist ein Western Blot mit Fraktionen einer Percoll-Dichtegradientenzentrifugation, in der post-
nukleirer Uberstand aufgetrennt wurde (unten); der Western Blot wurde mit unterschiedlichen Antikor-
pern, spezifisch fiir Leitproteine bestimmter Zellorganellen und Zellkompartimente, entwickelt.
HelL.aS3-Zellen wurden 24 h lang mit IFN-y induziert und mechanisch aufgeschlossen; postnukleédrer
Uberstand wurde iiber Percoll-Losung einer Dichte von 1,04 g/cm? geschichtet und zentrifugiert. Die
Entladung des dabei entstehenden Dichtegradienten erfolgte von oben. Die Fraktionen wurden im SDS-
PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und der Western Blot mit unterschiedlichen
Antikorpern entwickelt: anti-Transferrin-Rezeptor, anti-mitochondriales Antigen, anti-Catalase, anti-
Cathepsin D, anti-S26 und anti-IFP 35.

Eine Differenzierung zwischen zytoplasmatischer Lokalisierung von IFP35 und Bindung an
die Zytoplasmamembran wurde mit Hilfe der differentiellen Zentrifugation vorgenommen.
Hierbei wurden HeLLaS3-Zellen in 0,25 M Sucrose im Dounce-Homogenator aufgeschlossen.
AnschlieBend erfolgte eine Reihe von Zentrifugationsschritten bei denen sukzessiv Nuklei und
Zelltrimmer, Mitochondrien, Peroxisomen, Mikrosomen und Membranen sedimentiert wur-
den. IFP35 konnte bei dieser Form der subzellulidren Fraktionierung zu einem gewissen Anteil
in der mitochondrialen Fraktion und in der mikrosomalen Fraktion isoliert werden; vorrangig
wurde IFP35 in der zytoplasmatischen Fraktion, dem 100000xg-Uberstand, vorgefunden
(Abb. 11). Die vorrangige Lokalisierung von IFP35 im 100000xg-Uberstand, wiederum
zusammen mit dem ribosomalen Marker S26 (Daten nicht gezeigt), bestitigt die Vermutung,
dal der grofite Teil des Proteins in der zytoplasmatischen Fraktion anzutreffen ist.
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Abb. 11: Subzellulidre Fraktionierung mittels differentieller Zentrifugation

Dargestellt ist ein Western Blot mit Fraktionen der differentiellen Zentrifugation: mitochondriale
(Spur 1), peroxisomale (Spur 2), mikrosomale Fraktion (Spur 3) sowie 100000xg-Uberstand (Spur 4);
der Blot wurde mit unterschiedlichen, fiir Leitproteine von Organellen bzw. Kompartimenten spezifi-
schen, Antikorpern entwickelt. HeLLa S3-Zellen wurden fiir 24 h mit IFN-y induziert, mechanisch aufge-
schlossen und sukzessiv Nuklei, Mitochondrien, Peroxisomen und Mikrosomen sedimentiert. Der bei
einer Zentrifugation bei 100000xg erhaltene Uberstand wird als 100000xg-Uberstand bezeichnet und
enthilt vorrangig zytoplasmatische Proteine. Die einzelnen Fraktionen wurden im SDS-PAGE aufge-
trennt und im Western Blot analysiert. Der Western Blot wurde mit folgenden Antikorpern entwickelt:
anti-mitochondriales Antigen, anti-Catalase, anti-Cathepsin D und anti-IFP35.

4.1.6 Elektronenmikroskopische Analyse der IFP 35-Strukturen

Zur Bestitigung der Vermutung, dafl IFP35 zytoplasmatisch lokalisiert ist, wurden elektro-
nenmikroskopische Untersuchungen vorgenommen. Die Zellen wurden fixiert und von
Dr. M. Rohde der ,,postembedding labeling”-Technik unterzogen. Dabei wurden Protein G-
aufgereinigtes anti-IFP35-Antiserum und Protein A-Gold-Komplexe (10 nm GoldpartikelgroB3e)
eingesetzt. Es zeigte sich, daB3 IFP35 weder mit einem Zellkompartiment noch mit einer Orga-
nelle assoziiert ist. Die Goldpartikel waren in Aggregaten iiber das Zytoplasma verteilt. Diese
Aggregate enthielten im Durchschnitt 6-12 Goldpartikel, was auf eine Aggregation von IFP35
im Zytoplasma hindeutet (Abb. 12); nicht induzierte Zellen waren anndhernd ohne Goldparti-
kel (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung verschiedener Einbettmedien (LRWhite und
Lowicryl K4M) ergab gleiche Ergebnisse. Eine Gegenfdrbung der Schnitte mit Uranylacetat
zeigte, da} die Aggregate nicht von einer Membran umgeben sind. Bei der Auszidhlung von
50 Clustern fand sich nur ein Cluster, welches an der Zytoplasmamembran lokalisiert war und
zwei Cluster, die in der Nidhe der Zellkernmembran lagen.



86 Ergebnisse

Abb. 12: Lokalisierung von IFP 35 in der Elelektronenmikroskopie

Bild a zeigt einen Uberblick, wobei der Pfeil auf ein Goldpartikelaggregat zeigt. In b und ¢ sind repri-
sentative Aggregate zu sehen; hierbei wurden 125 pug IgG/ml Erstantikorper eingesetzt. Bei der Aus-
zdhlung von 50 Clustern konnten im Durchschnitt 8,8 + 1,8 Goldpartikel pro Aggregat gezihlt werden.
Bild d zeigt reprisentative Aggregate, die bei Einsatz von 250 pg IgG/ml Erstantikérper beobachtet
werden konnen. Zellen, die zur Kontrolle mit polyklonalem anti-MBP Antiserum, gefolgt von Pro-
tein A-Komplexen, behandelt worden waren, zeigten keine Goldkomplexe. Die Balken reprisentieren
200 nm. Mit G bzw. Pfeilen sind die Goldpartikelkomplexe gekennzeichnet, mit M Mitochondrien und
mit N der Nukleus.

Aufgrund der Ergebnisse aus Immunfluoreszenz, subzelluldrer Fraktionierung und Elektro-
nenmikroskopie kann gefolgert werden, da3 IFP35 zytoplasmatisch lokalisiert ist, nicht mit
einer Membran assoziiert ist und vermutlich Aggregate im Zytoplasma bildet.
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4.1.7 Bestimmung des Molekulargewichts der IFP 35-enthaltenden Aggregate

Mit Hilfe der Gelfiltration wurde im folgenden untersucht, wie grof3 das native Molekularge-
wicht von IFP35 bzw. der IFP35-Aggregate ist.

Zu diesem Zweck wurden IFN-y-induzierte HelLaS3-Zellen mechanisch aufgeschlossen,
postnukleirer Uberstand auf einer Superose 6-Gelfiltrationssiule aufgetrennt und die erhalte-
nen Fraktionen im Western Blot untersucht. IFP35, dessen theoretisches Molekulargewicht
ca. 31,74 kDa betrigt, eluierte bei einem Molekulargewicht von 150-440 kDa, dem 5 bis 12fa-
chen des Molekulargewichts von IFP35 (Abb. 13). Die ordungsgemife Auftrennung der Pro-
teine wurde mittels Silbergel iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Der Einsatz eines Zellaufschuf3-
puffers, der eine Zusammensetzung aufwies, die intrazelluldren Salzkonzentrationen entspricht
(Intrazellularpuffer), anstelle des PBS, ergab das gleiche Ergebnis. Die Ergebnisse zeigen, daf}
IFP35 in der Zelle Aggregate bildet.
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Abb. 13: Bestimmung des nativen Molekulargewichts von IFP 35 mit Hilfe der Gelfiltration
IFP35 eluiert vorrangig bei einem Molekulargewicht von 150-440 kDa. HeLaS3-Zellen wurden mit
1000 U/ml IFN-y fiir 24 h induziert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen/ml in PBS
aufgenommen, homogenisiert und Zelltriimmer und Nuklei durch Zentrifugation entfernt. Der post-
nukleire Uberstand wurde auf eine Superose6-Siule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit PBS bei
einer Laufgeschwindigkeit von 0,25 ml/min; es wurden Fraktionen zu je 0,5 ml gesammelt und im
Western Blot mit anti-IFP35-Antiserum analysiert. Die Sdule wurde mit Molekulargewichtsmarkern
kalibriert: Thyroglobulin (669 kDa), Apoferritin (443 kDa), beta-Amylase (200 kDa), Alkohol
Dehydrogenase (150 kDa), Albumin (66 kDa), Carboanhydrase (29 kDa).
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4.1.8 Nachweis der IFN-unabhingigen Bildung der IFP 35-enthaltenden Aggregate
und der Homodimerisierung von IFP 35

Um zu untersuchen, ob die Bildung des punktférmigen IFP35-Expressionsmusters von einer
IFN-Induktion und somit evtl. von der Expression eines ebenfalls nach IFN-Induktion
vermehrt exprimierten Faktors abhéngig ist, wurden transiente Transfektionen durchgefiihrt.
HeLaS3-Zellen wurden transient mit einem eukaryontischen Expressionsplasmid transfiziert,
das fir HA-markiertes rekombinantes IFP35 kodiert. Die Zellen wurde mit IFN-y induziert
und eine Doppelimmunfluoreszenz mit anti-HA-Antikorper und polyklonalem anti-IFP35-
Antiserum durchgefiihrt.

Zunichst wurde untersucht, ob sich das rekombinante HA-markierte IFP35 genauso in der
IFN-y-induzierten Zelle verhilt wie das endogene IFP35. Bei Betrachtung der IFN-y-induzier-
ten mit dem IFP35-Expressionskonstrukt transfizierten Zellen wurde beobachtet, daf} sich das
mit einer HA-Markierung versehene rekombinante IFP35 genauso in der Zelle verteilt wie das
endogene IFP35 (vergleiche Abb. 6 und Abb. 14); bei Durchfiihrung einer Doppelimmunfluo-
reszenz mit anti-HA-Antikorper und anti-IFP35-Antiserum wurden keine Punkte registriert,
die vom anti-IFP35-Antiserum aber nicht vom anti-HA-Antikorper erkannt werden (Daten
nicht gezeigt); ein Indiz fiir die Interaktion von rekombinantem und endogenem IFP35.

Abb. 14: Aggregatbildung von IFP 35 in transfizierten HelLa S3-Zellen

Dargestellt sind nur mit dem Vektor transfizierte Zellen (A) und Zellen, die HA-markiertes rekombi-
nantes IFP35 exprimieren (B). Fiir den Versuch wurden HelaS3-Zellen mit dem eukaryontischen
Expressionsvektor pDCR (A) bzw. mit dem pDCRIFP35-Konstrukt (B), welches fiir HA-markiertes
rekombinantes IFP35 kodiert, transfiziert und mit 1000 U/ml IFN-y 24 h lang induziert. AnschlieBend
erfolgte fiir 10 min eine Fixierung der Zellen mit PFA, eine Behandlung mit 100 mM Ammonium-
chlorid in PBS fiir 15 min und eine Absittigung unspezifischer Bindungsstellen mit 10% FCS,
0,05% NP-40 in PBS. Die indirekte Immunfluoreszenz wurde mit monoklonalem anti-HA-Antikorper
durchgefiihrt. Als Zweitantikdrper diente TRITC-konjugierter anti-Maus-Antikorper (Spezies: Ziege).
Die Aufnahme erfolgte an Zeiss Axiophot.
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Dariiber hinaus wurde beobachtet, dal das spezifische IFP35-Muster auch in transfizierten
Zellen auftritt, die nicht mit IFN-y induziert worden waren.

Der definitive Beweis fiir die Kolokalisierung von rekombinantem und endogenem IFP 35
und fiir die Homodimerisierung der beiden Proteine wurde mit Hilfe von Immunprizipitations-
experimenten erbracht. HeLLa S3-Zellen wurden mit einem Expressionskonstrukt, kodierend fiir
rekombinantes HA-markiertes IFP35, transfiziert und mit IFN-y induziert. Die Zellen wurden
lysiert und der postnukleire Uberstand in eine Immunprizipitation mit anti-HA-Antikorper
eingesetzt. Dabei konnte das endogene IFP35 mit dem HA-markierten rekombinanten IFP35
prézipitiert werden (Abb. 15).

Abb. 15: Koimmunprézipitation von endogenem und HA-mar-
kiertem IFP 35

Zytopl' IP Gezeigt ist zytoplasmatischer Extrakt (Spur 1 und 2) bzw. Immun-
Extrakt prazipitat (Spur 3 und 4) von mit Vektor (pDCR; Spur 1 und 3),
| 5 9 I = 9 I bzw. IFP35-Expressionskonstrukt (pDCRIFP35; Spur2 und 4)
§ & § & transfizierten Zellen. HelLaS3-Zellen wurden transfiziert und an-

schlieBend fiir 24 h mit IFN-y induziert. Die Zellen wurden abgeldst,
lysiert und zentrifugiert. 130 ul Gesamtlysat und 12,5 ul 0,4 mg/ml
anti-HA-Antikorper wurden auf 200 pul mit Lysispuffer aufgefiillt.
Die Protein G-Sepharose wurde 4x gewaschen und in 30 ul SDS-
PAGE-Ladelosung aufgenommen. Die Entwicklung des Western
Blots erfolgte mit dem Antikoérper gegen IFP35. Die Bande des
rekombinanten IFP35 (Pfeil) in Spur 2 ist nur sehr schwach zu
sehen, da das rekombinante IFP35 nur gering groBer ist als das
endogene IFP35 (Stern) und vom stark exprimierten endogenen
1 2 3 4 IFP35 schlecht abgetrennt werden kann.

Es wurde somit die Aggregatbildung von IFP35 in transfizierten Zellen gezeigt. Ob es sich
dabei um Homomultimere oder um Heteromultimere unter Mitwirkung anderer Proteine
handelt, ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht zu entscheiden.

4.1.9 Abhiingigkeit des spezifischen IFP 35-Verteilungsmusters von der Proteinbiosyn-
these

Als niéchstes wurde untersucht, ob die Bildung der IFP35-Aggregate von der Expression ande-
rer Proteine abhéngig ist. Zu diesem Zweck wurden HeLLa S3-Zellen zum einen fiir Immunfluo-
reszenzstudien und parallel dazu fiir die Gewinnung von Zellextrakten ausplattiert. Die Zellen
wurden entweder parallel mit CHX und IFN-y 24 h lang behandelt oder zuerst 24 h lang mit
IFN-y induziert und anschliefend unterschiedlich lange zusitzlich mit CHX behandelt. Die
Immunfluoreszenz wurde mit polyklonalem anti-IFP35-Antiserum entwickelt und die fiir die
Gewinnung von Gesamtextrakt vorgesehenen Zellen in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen
und im Western Blot mit anti-IFP35-Antiserum analysiert.
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Es zeigte sich, da} die Aggregatbildung von IFP35 und die vermehrte Expression von
IFP35 nach IFN-y-Induktion ausblieben, wenn parallel zur IFN-y-Induktion die Proteinbio-
synthese mit CHX inhibiert wurde. Auflerdem wurde beobachtet, dal Zellen, die fiir 24 h mit
IFN-y induziert worden waren, die typische IFP35-Struktur zeigten, diese Aggregate aber be-
reits 0,5 h nach Zugabe von CHX an Intensitiit verloren. Im Verlauf der CHX Behandlung
verlor das Punktmuster kontinuierlich an Intensitit, bis nach 2 h nur noch einzelne Punkte zu
erkennen waren. Drei Stunden nach Zugabe von CHX zu den IFN-y-induzierten Zellen konnte
die spezifische IFN-induzierte IFP35-Struktur nicht mehr beobachtet werden (Abb. 16).

Im Western Blot zeigte sich, daB die Menge an IFP35 in dieser Zeit nicht abnahm
(Abb. 17).

Abb. 16: Behandlung IFN-y-indu-
zierter HeLa S3-Zel-
len mit Cycloheximid
(Immunfluoreszenz)

HeLaS3-Zellen wurden fiir 24 h mit
IFN-y induziert (b-d) und anschlie-
Bend fiir 1 h (¢) bzw. 3 h (d) mit
Cycloheximid behandelt; unbehan-
delte Kontrollzellen (a). Fiir die
Immunfluoreszenz wurden die Zel-
len mit IFN-y (1000 U/ml) induziert;
24 h spiter erfolgte der Zusatz von
50 ug/ml  CHX. Alle Ansitze
wurden 30 min lang mit PFA fixiert
und iiber Nacht mit 10% FCS,
0,1% Saponin in PBS abgesiittigt.
Als Erstantikdrper wurde das poly-
klonale anti-IFP35-Antiserum und
als Zweitantikdrper FITC-konjugier-
ter anti-Kaninchen-Antikdrper aus
der Ziege verwendet. Die Aufnahme
erfolgte am Zeiss Axiophot.
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Abb. 17: Behandlung IFN-y-induzierter Zellen mit Cycloheximid (Western Blot)

Fiir den parallel zur Immunfluoreszenz durchgefiihrten Western Blot wurden HelLa S3-Zellen ausplat-
tiert, am folgenden Tag mit IFN-y (1000 U/ml; Spur 2-7) bzw. mit IFN-y (1000 U/ml) und CHX
(50 pg/ml) gleichzeitig (Spur 8) oder nur mit CHX (50 pg/ml; Spur 9) behandelt; 24 h spéter wurden
die mit IFN-y induzierten Zellen fiir 0,5 h (Spur 3), 1 h (Spur 4), 2h (Spur 5), 3h (Spur 6) oder
6 h (Spur 7) mit 50 pg/ml CHX behandelt; nicht behandelte Zellen (Spur 2); Zellen, die weder mit
CHX noch mit IFN-y behandelt wurden sind in Spur 1 zu sehen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur-
den die Zellen in einer Konzentration von 2x10’ Zellen/ml in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen
und 15 pul im Western Blot unter Verwendung des polyklonalen anti-IFP 35-Antiserums analysiert.

4.1.10 Abhingigkeit des zytoplasmatischen IFP 35-Verteilungsmusters von Substanzen,
die das Zytoskelett beeintrichtigen

Die Beobachtung, dal IFP35 nicht wie viele andere zytoplasmatische Proteine mehr oder
weniger homogen im Zytoplasma verteilt ist, sondern in Aggregaten im Zytoplasma auftritt
und in einer Priparation von nukledren und zytoplasmatischen Extrakten unter Verwendung
von NP-40 vorrangig in der nukledren Fraktion vorzufinden ist (in der auch Teile des Zyto-
skeletts lokalisieren), fiihrte zu der Vermutung, daf3 IFP35 mit dem Zytoskelett assoziiert sein
konnte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde eine Doppelimmunfluoreszenz mit anti-
IFP35-Antikorper und fluoreszenzmarkiertem Phalloidin durchgefiihrt. Phalloidin lagert sich
an die F-Aktin-Elemente in der Zelle an und dient dementsprechend als Marker fiir die
Lokalisierung des Aktins [327]. Die Immunfluoreszenz wurde unter Einsatz der konfokalen
Laser Scan Mikroskopie analysiert. Eine Kolokalisierung mit dem Aktinskelett konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 18a).

Dariiber hinaus wurden HeLaS3-Zellen mit Cytochalasin D bzw. Nocodazol behandelt.
Cytochalasin D ist ein Agens, welches das Aktinskelett zerstort [250], Nocodazol depolymeri-
siert Mikrotubuli [259;335]. Dabei wurde zuerst Cytochalasin D bzw. Nocodazol zu den Zel-
len gegeben; anschlieBend wurden die Zellen mit IFN-y 24 h lang induziert. Abgesehen von
einer starken Beeintrdchtigung der Zellmorphologie konnte kein Effekt auf die Bildung der
IFP35-Aggregate beobachtet werden. Die Priparation von nukledren und zytoplasmatischen
Extrakten aus IFN-y-induzierten Zellen, die im Anschluf3 an eine 24stiindige IFN-y-Induktion
zusitzlich 4 h lang mit Cytochalasin D bzw. Nocodazol behandelt worden waren, ergab keine
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Anderung der Lokalisierung von IFP35; IFP35 wurde immer noch vorrangig aus der nuklesiren
Fraktion isoliert (Daten nicht gezeigt).

4.1.11 TIFP 35 und Zytokeratine

Nachdem eine Interaktion von IFP35 mit dem Aktinskelett und dem Mikrotubulinetz nicht
beobachtet werden konnte, wurde untersucht, ob IFP35 in HelLa S3-Zellen mit Intermediarfila-
menten interagiert. Doppelimmunfluoreszenzstudien mit IFP35 und den in HeLaS3-Zellen
exprimierten Zytokeratinen 7, 8, 17 und 18 [213] zeigten keine eindeutige Kolokalisierung.

Da in SW1573-und A549-Zellen ein etwas anderes IFP35-Verteilungsmuster beobachtet
werden konnte, bei dem die IFP35-Aggregate sich z.T. entlang von ,,Bogen‘ formierten (Pfeile
in Abb. 18b), wurde auch in diesen Zellen eine Kolokalisierung mit Zytokeratinen untersucht.
SW1573- und A549-Zellen exprimieren u.a. Zytokeratin 19 und es wurde dementsprechend
eine Doppelimmunfluoreszenz mit anti-IFP35 und anti-Zytokeratin 19 in IFN-y-induzierten
Zellen durchgefiihrt. In der Epifluoreszenzmikroskopie war zu beobachten, dall der Teil der
IFP35-Aggregate, der die bogenformigen Strukturen formt, mit Zytokeratin 19 kolokalisiert
(Abb. 18).

IFP35 ist somit, wie es auch das Verhalten in der ,,NP-40-Préparation” von nukledren und
zytoplasmatischen Extrakten vermuten 1d6t, zumindest zum Teil mit dem Zytoskelett assoziiert.

Abb. 18: Partielle Kolokalisierung von IFP 35 und CK 19 in IFN-y-induzierten SW 1573-Zellen
Die Doppelimmunfluoreszenz von Aktinskelett (griin) und IFP35 (rot) ist in Abbildung A dargestellt.
Die Doppelimmunfluoreszenz von IFP35 (griin) und CK 19 (rot) ist in B zu sehen; Bereiche in denen
IFP35 und CK 19 kolokalisieren sind exemplarisch mit einem Pfeil markiert worden. Die Zellen wur-
den fiir die Immunfluoreszenz auf Deckgldschen ausplattiert und am folgenden Tag fiir 24 h mit IFN-y
(1000 U/ml) induziert. Die Zellen wurden 10 min lang mit PFA fixiert, 5 min lang mit 0,1% (B) bzw.
0,2% (A) Triton-X-100 in PBS permeabilisiert. Die indirekte Immunfluoreszenz fand unter Einsatz des
polyklonalen anti-IFP35-Antiserums (A und B), FITC-markiertem Phalloidin (A) bzw. eines mono-
klonalen Antikorpers gegen CK 19 (B) statt. Als Sekundérantikdrper wurden ein TRITC-konjugierter
anti-Maus- und ein TRITC- (A) bzw. FITC-konjugierter (B) anti-Kaninchen-Antikorper aus Esel ein-
gesetzt. Die Aufnahme erfolgte am Zeiss Axiophot.
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4.1.12 Interaktion von IFP 35 und B-ATF

Wihrend der Arbeit an der subzelluldren Lokalisierung von IFP 35 wurde eine Interaktion von
IFP35 mit B-ATF berichtet [319].

B-ATF wurde von Dorsey et al. aus einer cDNA-Genbank isoliert, die aus mRNAs
Eppstein Barr Virus-stimulierter B-Zellen generiert worden waren. Die B-ATF-cDNA kodiert
fiir ein 125 Aminoséduren groB3es Protein, welches in transfizierten COS 1-Zellen eine nukleire
Verteilung aufweist. B-ATF weist am Aminoterminus eine Serin-reiche Region gefolgt von
einem Leuzin-Zipper mit basischer Region, auf. Eine Homodimerisierung von B-ATF konnte
nicht nachgewiesen werden. B-ATF bildet Heterodimere mit Jun-B, c-Jun und c-Fos und bin-
det in Verbindung mit c-Jun an die AP-1-Erkennungssequenz. Es wurde die Hypothese aufge-
stellt, da B-ATF mit anderen Proteinen interagieren und dadurch entweder EinfluB} auf die
Transkription bestimmter Gene nehmen oder durch die Bindung an Leuzin-Zipper-Proteine als
negativer Regulator wirken konnte [94;319].

B-ATF und IFP35 werden in B- und T-Zellinien koexprimiert. Die beiden Proteine zeigen
in einer Priparation zytoplasmatischer und nukledrer Extrakte ein gleiches Verteilungsmuster.
Eine Interaktion von B-ATF und IFP35 konnte sowohl im Rahmen des interaktiven Klonierens
im ,,Two Hybrid“ System [11] als auch durch Koprizipitation von Fusionsproteinen in vitro
nachgewiesen werden. Eine Bindung von IFP35 mit Jun-B oder eine transaktivierende Wir-
kung von IFP35 konnte im Hefesystem nicht beobachtet werden. In HeLLa S3-Zellen, auf die
sich die vorangegangenen Arbeiten konzentrierten, wird B-ATF nicht exprimiert [94;319].

Zur Untersuchung einer moglichen Interaktion von IFP35 und B-ATF wurden HelLaS3-
Zellen mit einem eukaryontischen Expressionsplasmid, das fiir HA-markiertes rekombinantes
IFP35 bzw. B-ATF kodiert, transfiziert. Es wurde zytoplasmatischer Extrakt gewonnen und
eine Immunprizipitation mit anti-HA-Antikorper bzw. polyklonalem anti-IFP35-Antiserum
durchgefiihrt. Eine Interaktion der beiden Proteine lie sich nicht nachweisen. Wihrend mit
dem anti-HA-Antikorper aus Zellextrakten von Zellen, die mit dem IFP35-Expressionskon-
strukt transfiziert worden waren, das endogene IFP35 prizipitiert werden konnte (Abb. 19;
Spur 5), konnte aus Extrakten von Zellen, die rekombinantes B-ATF exprimierten, weder mit
anti-IFP35-Antiserum das HA-markierte rekombinante B-ATF (Abb. 19; Spur 9) noch mit
dem anti-HA-Antikorper das endogene IFP 35 koprizipitiert werden (Abb. 19; Spur 6).
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Abb. 19: Versuch der Koimmunprizipitation von IFP 35 und B-ATF

Gezeigt ist die Koimmunprizipitation von endogenem IFP35 (offener Pfeil) und rekombinantem IFP35
(schwarzer Pfeil) aus HeLaS3-Zellen, die mit einem Expressionskonstrukt, kodierend fiir HA-
markiertes rekombinantes IFP35, transfiziert worden waren; des weiteren ist der Versuch der
Koimmunprizipitation von IFP35 und B-ATF (Stern) aus Zellen dargestellt, die mit einem fiir HA-mar-
kiertes B-ATF kodierenden Expressionskonstrukt transfiziert worden waren (Spur 6 und 9). HeLaS3-
Zellen wurden mit dem pDCR-Vektor (Spur 1, 4, 7 und 10), mit dem pDCRIFP35- (Spur 2, 5, 8 und
11) bzw. mit dem pDCR B-ATF-Konstrukt (Spur 3, 6, 9 und 12) transfiziert, 24 h lang mit 1000 U/ml
IFN-y induziert, lysiert und anschlieBend zentrifugiert; 110 pul Gesamtlysat wurden in die Immunpri-
zipitation eingesetzt. Zum Gesamtlysat wurden 12,5 pl 0,4 mg/ml anti-HA-Antikorper (Spur 1-6) bzw.
2 ul anti-IFP35-Antiserum gegeben (Spur 7-12); bei der Immunprizipitation mit anti-IFP35-Antiserum
wurde auf 200 pl mit Lysispuffer aufgefiillt. Die Protein G-Sepharose wurde 5x gewaschen, in 30 pl
SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen und der Western Blot mit anti-HA-Antikorper (Spur 1-3 und
7-9) bzw. monoklonalem anti-IFP35-Antikorper (Spur 4-6 und 10-12) entwickelt.

4.1.13 Interaktion von IFP 35 und Nmi

Ein weiterer potentieller Bindungspartner von IFP35 ist Nmi, ein ebenfalls IFN-induziertes
Protein.

Nmi wurde von Bao und Zervos im Rahmen des interaktiven Klonierens im ,,Two Hybrid*
System [11] isoliert. Das Protein weist im N-Terminus eine Homologie zur ,.coiled-coil“-
Struktur des C. elegans Proteins CEF59 und im C-Terminus eine Homologie zu IFP35 auf.
Die Nmi-mRNA wird ebenso wie die mRNA von IFP35 in einer Reihe von Zellen exprimiert;
Nmi wird u.a. in A549- und HelLaS3-Zellen exprimiert. Nmi interagiert mit N-Myc, C-Myc,
Max, Mxil und diversen anderen Transkriptionsfaktoren wie z.B. Fos. Dabei hat Nmi keine
basische Region und auch keine andere gut definierte Struktur. Es wird vermutet, da Nmi als
eine Art Adaptermolekiil funktioniert, wobei es die Interaktion von Zip- und/oder HLH-Pro-
teindoménen enthaltenden Proteinen unterstiitzt, wie z.B. das HTLV-1 Tax-Protein oder das
HMG-1-Protein [18].
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Von der Arbeitsgruppe von L. Naumovski wurde in Immunfluoreszenzstudien zur sub-
zelluldren Lokalisierung von Nmi vorwiegend ein zytoplasmatisch verteiltes Punktmuster in
IFN-induzierten Zellen beobachtet [181].

Zur Untersuchung der Interaktion von Nmi und IFP35 wurde zunéchst eine Doppelimmun-
fluoreszenz mit anti-Nmi- und anti-IFP35-Antikorpern durchgefiihrt. Hierbei konnte in
SW1573- (Abb. 20) und HeLaS3-Zellen (Daten nicht gezeigt) eine weitgehend Kolokalisie-
rung von IFP35 und Nmi beobachtet werden; lediglich die vielen kleinen, bei Verwendung des
polyklonalen anti-Nmi-Antiserums auftretenden, Punkte schienen nur zum Teil mit IFP35 zu
kolokalisieren. Bestitigen lie3 sich dieses Ergebnis Hilfe einer Doppelimmunfluoreszenz mit
monoklonalem anti-FLAG-Antikoérper und anti-IFP35-Antiserum in IFN-y-induzierten
HeLaS3-Zellen, die mit einem fiir FLAG-markiertes rekombinantes Nmi kodierenden Expres-
sionskonstrukt (pCEP4 FLAG Nmi) transfiziert worden waren. Hier wiesen das endogene
IFP35 und das rekombinante HA-markierte Nmi eine nahezu vollstindige Kolokalisierung auf
(nicht gezeigte Daten).

Abb. 20: Kolokalisierung von IFP 35 und Nmi in SW 1573-Zellen

Abgebildet ist eine Doppelimmunfluoreszenz mit SW 1573-Zellen und anti-Nmi-Antiserum (A) sowie
monoklonalem anti-IFP35-Antikérper (B). Fiir die Immunfluoreszenz wurden SW 1573-Zellen 24 h
lang mit 1000 U/ml IFN-y induziert und anschlieBend 10 min lang mit Methanol und 1 min lang mit
Azeton fixiert. Es wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit monoklonalem anti-IFP35-Antikorper
und polyklonalem anti-Nmi-Antiserum durchgefiihrt. Als Sekundérantikoérper wurden ein TRITC-kon-
jugierter anti-Maus- und ein FITC-konjugierter anti-Kaninchen-Antikorper (Spezies: Esel) eingesetzt.
Die Aufnahme erfolgte am Zeiss Axiophot.

Des weiteren wurden HelaS3-Zellen mit einem fiir FLAG-markiertes rekombinantes Nmi
kodierenden Expressionskonstrukt transfiziert; Zell-Lysat wurde generiert und eine Immunpré-
zipitation mit dem anti-IFP35-Antikorper durchgefiihrt. Dabei wurde eine Koimmunprizipita-
tion von IFP35 und FLAG-markiertem rekombinantem Nmi nachgewiesen (Abb. 21).

Dariiber hinaus wurde beobachtet, da3 die Menge von Nmi-Protein in IFN-y-induzierten
Zellen nach CHX-Gabe nicht abnimmt, wihrend das Nmi-spezifische Muster, wie bei IFP35
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(Kap. 4.1.9), nach 3stiindiger CHX-Behandlung der Zellen nicht mehr zu beobachten ist
(Daten nicht gezeigt).

Abb. 21: Koimmunprizipitation von IFP 35 und Nmi

HeLa S3-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor pCEP4
Zyt0p| | FLAG (Spur 1 und 3) bzw. mit dem Konstrukt pCEP4
Extra kt FLAG Nmi, das fiir FLAG-markiertes rekombinantes Nmi
kodiert, (Spur 2 und 4) transfiziert. AnschlieBend wurden

S _ S _ die Zellen 24 h lang mit 1000 U/ml IFN-y induziert, 1 h lang
[kDa] < % < % bei 4°C lysiert und zentrifugiert; 150 ul des Uberstands
50 o (Gesamtlysat; Spur 1 und 2), 50 pl Lysispuffer und 2 pl
— A _J anti-IFP35-Antiserum wurden in die Immunprizipitation
— == ag§— | cingesetzt (Spur 3 und 4). Die Prizipitation der Antigen-
35— 85 < Antikorper-Komplexe fand unter Einsatz von Protein G-
- Sepharose statt. Die Sepharose wurde nach mehrmaligem
30 - P P g
s 5_ - o Waschen in SDS-PAGE-Ladeldsung aufgenommen und die
_ Proben im Western Blot mit anti-FLAG M5-Antikorper
12 3 4 P

untersucht. Der Pfeil zeigt das FLAG-markierte rekom-
binante Nmi-Protein.

4.1.14 Interaktion von IFP 35 mit einer vom anti-p53 Antikorper pAb1801 erkannten
antigenen Determinante

Bei einer Literatursuche konnte ein nicht IFN-induziertes Protein gefunden werden, das in der
Immunfluoreszenz ein genauso wahllos verteiltes zytoplasmatisches Punktmuster aufweist wie
IFP35. Es handelt sich dabei um p53, ein Tumorsuppressorprotein [215].

Es wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit anti-IFP35-Antiserum und dem gegen p53
gerichteten Antikorper pAbl1801 in verschiedenen Zellinien durchgefiihrt. Dabei konnte in
HeLaS3-Zellen (Abb. 22A) sowie in SW 1573-Zellen (Abb. 22 B) eine Kolokalisierung von
IFP35 und den vom Antikérper pAb1801 erkannten Strukturen beobachtet werden. Wihrend
in HeLLaS3-Zellen in der konfokalen Laser Scan Mikroskopie eine nahezu 100%ige Kolokali-
sierung beobachtet wurde, kolokalisierten in SW1573-Zellen nur 10-20 Prozent. Auch die
kleinen IFP35-Aggregate, die in manchen nicht induzierten Zellen auftraten, kolokalisierten
(Daten nicht gezeigt). Nach 3stiindiger CHX-Behandlung von HelaS3-Zellen mit anschlie-
Bender Immunfluoreszenz konnte eine Auflosung des mit dem pAb1801-Antikdrper nachge-
wiesenen Punktmusters beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das p53-Punktmuster war in
induzierten wie auch nicht induzierten HelLaS3-Zellen sowie bei Anwendung unterschiedli-
cher Fixierungsbedingungen (Paraformaldehyd; Methanol und Azeton) nachweisbar, was das
Auftreten von fixierungsbedingten Artefakten ausschlieft.
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Abb. 22: Nachweis der Kolokalisierung von IFP35 und dem vom Antikérper pAb1801 er-
kannten Protein in der Immunfluoreszenz

Abgebildet ist eine Doppelimmunfluoreszenz in HeLLaS3- (A) und SW 1573-Zellen (B). IFP35 ist griin
markiert und das vom pAb1801-Antikorper erkannte Protein rot; kolokalisierende Bereiche sind gelb.
Die Zellen wurden fiir die Priparation 10 min lang mit PFA fixiert, 5 min lang mit 0,1% Trition-X-100
in PBS permeabilisiert und mit 0,05% NP-40, 10%FCS in PBS abgesiittigt. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation mit polyklonalem anti-IFP35-Antiserum und dem anti-p53-Antikorper pAb1801. Als Zweit-
antikorper wurden FITC-konjugierter anti-Kaninchen- und TRITC-konjugierter anti-Maus-Antikorper
aus Esel eingesetzt. Die Aufnahme erfolgte am konfokalen Laser Scan Mikroskop.

Bei Verwendung anderer monoklonaler Antikorper gegen pS3 (DO-1, BP53-12, pAb421,
pAb240) sowie eines polyklonalen gegen p53 gerichteten Antiserums (CM-1) konnte dieses
Punktmuster nicht beobachtet werden. Auch der Einsatz unterschiedlicher Zellfixierungs-
methoden brachte kein anderes Ergebnis (Tab. 5).

Von Bartek et al. war eine Kreuzreaktion von Antikorper pAb1801 mit einem unbekannten
Protein beschrieben worden [20]. Es wurde dementsprechend die Spezifitit des pAb1801-
Antikorpers iiberpriift. Bei allen Antikorpern gegen p53 wurde untersucht, ob sie spezifisch
in vitro translatiertes p53 erkennen und in der Lage sind [3*S]-Methionin markiertes p53 zu
prézipitieren. Dies war bei allen Antikorpern der Fall. Auerdem wurde im Western Blot mit
Zellextrakten unterschiedlicher Zellinien gepriift, welche Banden von den einzelnen Antikor-
pern im Bereich zwischen 50-60 kDa, d.h. im Bereich des Molekulargewichts von p53,
erkannt werden. Alle Antikorper zeigten bei SW 1573-Zellen eine Bande bei 50 kDa, die dem
pS3-Protein entspricht. Mit Ausnahme des Antikorpers pAb1801 erkannten die Antikorper in
den anderen Zellinien keine oder nur eine sehr schwache Bande im entsprechenden Bereich;
nur vom Antikorper pAb1801 wurde zusitzlich in allen Zellinien eine Bande bei 55 kDa
detektiert (Tab. 5).
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Anti- | Epitop | Immun- Immun- | Western Blot mit:
korper [As] |fluoreszenz | praziptation | in vitro HelLa |SK-N-SH|[SW 1573
Translat

BP53-12 20-25 - + 50 kDa| (55 kDa) n.d.| 50kDa;

(55 kDa)

CM-1 - + 50 kDa| (50 kDa) |  50kDa

DO-1 20-25 - + 50 kDa| (50 kDa) nd.| 50kDa

pAb1801 46-55 + + 50kDa| (50kDa)| 55kDa| 50kDa;

55 kDa; 55 kDa

pAb240 | 213-217 - + 50 kDa %) nd.| 50kDa

pAb421 | 371-380 - + %) %) n.d. %
Tab.5: Zusammenfassung der mit den unterschiedlichen Antikorpern gegen p53 erhaltenen

Ergebnisse

Aufgefiihrt sind die verwendeten Antikdrper und die Lage des Epitops, welches vom Antikérper im
pS53-Protein erkannt wird. Die Antikorper wurden in Bezug auf verschiedene Charakteristika unter-
sucht: a.) die Fihigkeit in vitro translatiertes p53-Protein zu prizipitieren, b.) die Erkennung einer be-
stimmten Struktur in der Immunfluoreszenz mit HeLL.aS3-Zellen und c.) die Erkennung spezifischer
p53-Banden im Western Blot mit in vitro translatiertem p53 und dem Gesamtextrakt unterschiedlicher
Zellinien. Die Ergebnisse sind in der Tabelle dargestellt. In Klammern gesetzte Werte bedeuten, daf3
nur eine sehr schwache Bande bei diesem Molekulargewicht beobachtet wurde.

Zusammengefalit, kreuzreagiert der monoklonale Antikorper pAb1801 gegen p53 mit einem
Protein, welches nicht p53 ist und das mit IFP35 abhéngig von der untersuchten Zellinie mehr
oder weniger stark kolokalisiert. Das unbekannte Protein wird auch in unbehandelten Zellen
exprimiert und seine Expression wird nicht durch IFN-y beeinfluf3t.
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4.2 Untersuchung der aus einer subtrahierten Makrophagen-Genbank iso-
lierten cDNA-Klone von Nociceptin/OFQ und hGBP-3

Neben den Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisierung von IFP35 und der Identifikation
moglicher Bindungspartner, wurden im Rahmen der Arbeit auch andere IFN-y-induzierte bzw.
an der Differenzierung von Monozyten beteiligte Genprodukte untersucht. Es handelt es sich
zum einen um einen cDNA-Klon, der fiir das Neuropeptid Nociceptin/OFQ kodiert und zum
anderen um einen cDNA-Klon mit groBer Homologie zu den humanen Guanylat-bindenden
Proteinen hGBP-1 und hGBP-2. Beide cDNA-Klone wurden aus einer Genbank isoliert, die fur
cDNAs TPA- und IFN-y-induzierter mRNAs angereichert war; die Genbank wurde aus
entsprechend behandelten THP-1- und U 937-Makrophagen-Vorliduferzellen erstellt.

4.2.1 Nociceptin/OFQ: ein von B-Zellen sezerniertes immunologisch wirksames Peptid?

Nociceptin/OFQ ist ein urspriinglich aus Ratten [206] bzw. Schweinehirn [258] isoliertes
Neuropeptid und Ligand des ORL 1-Rezeptors [216]. Nociceptin/OFQ weist eine grole Homo-
logie zum Neuropeptid Dynorphin auf und beeinfluflit die Schmerzempfindung [206;258].

4.2.1.1 Sequenzierung des Vollingenklons

Als erstes wurde der isolierte noch unbekannte ¢cDNA-Klon von ,,Klon U“ (im Konstrukt
pBS Klon U) mit Hilfe der pBluescript SK(-) Vektorprimer #703 und #612 sequenziert. Ein
Sequenzvergleich mit der EMBL- und GENBANK-Datenbank ergab, daf die isolierte cDNA
fast vollstindig mit der eines bereits bekannten Neuropeptids, dem Nociceptin/OFQ, iiberein-
stimmt.

Um zu iiberpriifen, ob der aus Makrophagen-Vorliduferzellen isolierte cDNA-Klon, mit der
Nukleinsduresequenz des bereits beschriebenen Neuropeptids [217;228] vollstindig iiberein-
stimmt, wurde die cDNA von Klon U mit den Primern #664, #763, #789 doppelstringig
sequenziert. Auerdem wurde untersucht, ob der isolierte cDNA-Klon Sequenzfehler enthilt:
Es wurde eine RT-PCR mit Gesamt-RNA von THP-1-Zellen, die mit TPA und IFN-y induziert
worden waren, durchgefiihrt und die PCR-Produkte sequenziert; die RT-Reaktion wurde mit
Primer #826 und die PCR mit den Primern #825 und #826 durchgefiihrt. Die Sequenzierung
erfolgte mit den Primern #763, #789, #825 und #826.

Die mit Hilfe der Sequenzierung von RT-PCR-Produkten bestitigte Sequenz von Klon U
weicht an zweil Positionen von allen in der EMBL-, GENBANK- oder EST-Datenbank
beschriebenen Nociceptin/OFQ-Sequenzen ab (Tab. 6): an Position 313 und 967 befindet sich
in der cDNA-Sequenz von Klon U eindeutig ein Adenin anstelle eines Guanin. Wihrend die
Transition an Position 967 keine Auswirkung auf die Proteinsequenz hat, fiihrt die Transition
an Position 313 zu einem Austausch von Threonin gegen Alanin an Aminosdureposition 89.

An Nukleinsdureposition 192 weisen die cDNA-Sequenzen von Klon U, Prepronociceptin
(ID Nr.: HSPPNMRNA) und dem Exon 3 des Prepronociceptins (ID Nr.: HSPPNEX3) ein
Thymidin auf, wéihrend in der Sequenz des Preproorphanin FQ (ID Nr.: HSU48263) an dieser
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Stelle ein Cytosin zu finden ist. Fiir beide Nukleotide 146t sich in der EST-Datenbank je eine
Bestitigung finden (Pro: ID Nr.: AA282862, Kontra: ID Nr.: Z20405). Der Nukleotidaus-
tausch wiirde nicht zu einem Aminosdureaustausch fiithren und ist dementsprechend eine stille
Mutation.

An Nukleinsdureposition 662, auBerhalb des kodierenden Bereichs, ist bei Klon U ein
Adenin zu finden, welches sich mit einer Ausnahme (ID Nr.: AA80635) in allen der EST-
Datenbank entnommenen Sequenzen wiederfindet. In zwei Sequenzen aus der EMBL- bzw.
GENBANK-Datenbank gibt es an dieser Stelle ein Cytosin und bei einer Sequenz ist das

Nukleotid nicht eindeutig definiert (ID Nr.: HSU48263: M).
Die Unterschiede zwischen der cDNA-Sequenz von Klon U und den verschiedenen in den
Datenbanken beschriebenen Nociceptin/OFQ-Sequenzen sind in Tab. 6 zusammengefalit. Die

mittels Sequenzierung von RT-PCR-Produkten bestitigte cDNA-Sequenz von Klon U ist in
Abb. 23 dargestellt.

Position | Position | Position | Position
ID Nr. 192 313 662 967
Klon U/RT-PCR T A A A
HSPPNMRNA T G C G
HSU48263 C G M G
HSPPNEX3 T G - -
HSPPNEX4 - - C G
AA282757 - - A G
AA282862 T G - -
AA283020 - - A G
AA283106 - - A -
AA648997 - - A G
AA760677 - - - G
AA806350 - - C G
AA809444 - - - G
AA845221 - - - G
HSAAACBIR C G - -
HUM116DO4A - - - G
R45100 - - - G

Tab. 6:  Vergleich von verschiedenen, beschriebenen, humanen Nociceptin/OFQ-Sequenzen
Dargestellt ist ein Vergleich der Sequenz von Klon U (oberer Teil) mit den in der EMBL- bzw. GEN-
BANK-Datenbank verdffentlichten Sequenzen (mittlerer Teil) und den in der EST-Datenbank
beschriebenen Teilsequenzen von Nociceptin/OFQ (unterer Teil).
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GGAGCCGGGG ACTGACAGCT CTCAGCACCT GCTTCCTGCT CCTGCACCAT GAAAGTCCTG 60
M K V L 4

CTTTGTGACC TGCTGCTGCT CAGTCTCTTC TCCAGTGTGT TCAGCAGTTG TCAGAGGGAC 120
L ¢ p L L L L S L F S8 S VvV F S S C QO R D 24

TGTCTCACAT GCCAGGAGAA GCTCCACCCA GCCCTGGACA GCTTCGACCT GGAGGTGTGC 180
c L T ¢ Q E K L H P A L D S F D L E V C 44

ATCCTCGAGT GTGAAGAGAA GGTCTTCCCC AGCCCCCTCT GGACTCCATG CACCAAGGIC 240
I L E C E E K VvV F P S P L W T P C T K V 64

ATGGCCAGGA GCTCTTGGCA GCTCAGCCCT GCCGCCCCAG AGCATGTGGC GGCTGCTCTIC 300
M A R S S W Q L S P A A P E H V A A A L 84

TACCAGCCGA GAGCTTCGGA GATGCAGCAT CTGCGGCGAA TGCCCCGAGT CCGGAGCTTG 360
Y 0P R A S E M Q0 H L R R M P R V R S L 104

TTCCAGGAGC AGGAAGAGCC CGAGCCTGGC ATGGAGGAGG CTGGTGAGAT GGAGCAGAAG 420
F 0 E Q E E P E P G M E E A G E M E QO K 124

CAGCTGCAGA AGAGATTTGG GGGCTTCACC GGGGCCCGGA AGTCGGCCAG GAAGTTGGCC 480
0O L 0 K R F G G F T G A R K S A R K L A 144

AATCAGAAGC GGTTCAGTGA GTTTATGAGG CAATACTTGG TCCTGAGCAT GCAGTCCAGC 540
N 0O K R F S E F M R Q Y L VvV L S M 0 S S 164

CAGCGCCGGC GCACCCTGCA CCAGAATGGT AATGTGTAGC CGGAAGGGGC GCTCCTCCCA 600
O R R R T L H OQ N G N VvV - 176

GCTGTACCGG CCACTGCAAC CCATGAGCGT CCAGGTGATC CCCCAAACAG CATGTGCTCA 660
GACCCAGACC TGCCGCCTGG GAATCAGGAT TCCTTCTTCC CCAAGGCACT GAGCGCCTGC 720
AGATCCCGCA GGCTTCGTTT GCCTCCAGAA CCTTCCCGIC TGATTGTTCC TCCCCAGCCC 780
CCTGGCATGT TTCACCACAA CCCTGTITGCT ACATCAGAGT GTATTTTTGT AATTCCTCTA 840
GCTACCATTT CAATAGCCCC ATCTCTCCTG CTCACCCGCC TCTTGCCCCT TCTAGGGGCA 900
GGTGAAAGGA ATAGGAAATT GAACCTGGGG TTTTGACTTG CCACTGCCAT AACTTGTITTG 960
TAAAAGAGCT GTTCTTTITG ACTGATTGTT TTAAACAACG ATTTCTCCAT TAAACTTCTA 1020
CTGAGCAAAT GGTTAATAAA AAAAAAAAAA AAAAA 1055

Abb. 23: Nuklein- und Aminoséiuresequenz von Klon U

Dargestellt ist die vollstandige, mittels Sequenzierung von RT-PCR-Produkten iiberpriifte, cDNA-
Sequenz von Klon U. Der Bereich des Nociceptin/OFQ Peptides ist unterstrichen dargestellt; Nuklein-
sdurepositionen in denen sich die cDNA-Sequenz von Klon U von bereits verdffentlichten Nociceptin/
OFQ-Sequenzen unterscheidet, sind fett gedruckt.

4.2.1.2 Expressionsmuster von Nociceptin/OF(Q und seinem Rezeptors ORL1 in THP-1-
und U937-Zellen

Nachdem bekannt war, um welches Gen es sich bei dem isolierten cDNA-Klon handelt, wurde
untersucht, ob die Expression der mRNA von Nociceptin/OFQ durch IFN-y induziert wird und
ob die Expression durch TPA oder CHX reguliert wird.
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Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA von THP-1- und U937-Zellen isoliert, die unter-
schiedlich behandelt worden waren:
1. U937-Zellen (unbehandelt)
U937-Zellen 48 h TPA (10 nM)
U937-Zellen 24 h IFN-y (1000 U/ml)
U937-Zellen 24 h TPA (10 nM) und anschlieBend 24 h IFN-y (1000 U/ml)
THP-1-Zellen (unbehandelt)
THP-1-Zellen 48 h TPA (20 nM)
THP-1-Zellen 24 h IFN-y (1000 U/ml)
THP-1-Zellen 12 h CHX
THP-1-Zellen 24 h TPA (20 nM); anschlieBend fiir 24 h TPA und IFN-y (1000 U/ml);
(TPA/IFN-y)
10. THP-1 Zellen 24 h TPA (20 nM); anschlieBend fiir 12 h TPA, IFN-y (1000 U/ml) und
CHX (50 pg/ml); (TPA/IFN-y/CHX)

PN kWD

AuBerdem wurde die Regulation der mRNA-Expression durch IFN-y in einer Zellinie nicht
hidmatopoetischen Ursprungs, der Adenokarzinomzellinie HeLa S3, untersucht; es wurde Ge-
samt-RNA von unbehandelten bzw. fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y-induzierten Zellen einge-
setzt.

Die RNA wurde im denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und auf Nylonmembran transferiert. Die Hybridisierung fand mit einer Nociceptin/OFQ-spe-
zifischen cRNA-Sonde statt.

Die Northern-Hybridisierung mit der Nociceptin/OFQ-Sonde ergab, da3 die mRNA dieses
Neuropeptids ausschlieBlich in THP-1-Zellen, die mit TPA und IFN-y behandelt worden
waren, exprimiert wird; die Expression in TPA/IFN-y-induzierten Zellen ist CHX sensibel. In
U937-Zellen wurde eine Expression der Nociceptin/OFQ-mRNA weder bei IFN-y noch bei
TPA/IFN-y-induzierten Zellen beobachtet (Abb. 24).

Als nidchstes wurde die mRNA-Expression des ORL 1-Rezeptors untersucht. Als Positiv-
kontrolle diente Raji-RNA, da aus der Literatur bekannt war, da} Raji-Zellen den Rezeptor
exprimieren [322].

Es wurde eine cRNA-Sonde hergestellt, die nur den kodierenden Bereich des ORL1-
Rezeptors umfafite, da aus Vorversuchen bekannt war, da3 bei Einschlu3 des 3’ nicht transla-
tierten Bereichs in die Sonde unspezifische Banden in den Vordergrund treten (Daten nicht
gezeigt). Die nur den kodierenden Bereich umfassende Sonde erkannte in der Hybridisierung
eine einzelne Bande bei 3,5 kb (Abb. 25), die der theoretischen Grofle der mRNA entspricht
[322].
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Abb. 24: Expression der Nociceptin/OFQ-mRNA in U937-, THP-1- und HeL.a S3-Zellen
Abgebildet ist ein Northern Blot mit Gesamt-RNA (15 pg/Spur) unterschiedlich behandelter Zellen.
U 937-Zellen: unbehandelt (Spur 1), TPA- (Spur 2), IFN-y- (Spur 3) und TPA/IFN-y- behandelt (Spur 4);
THP-1-Zellen: unbehandelt (Spur5), TPA- (Spur 6), IFN-y- (Spur 7), CHX- (Spur 8), TPA/IFN-y-
(Spur 9) und TPA/IFN-y/CHX-behandelt (Spur 10); HeLLaS3-Zellen: unbehandelt (Spur 11) und mit
IFN-y induziert (Spur 12). Die Hybridisierung (oben) erfolgte mit einer fiir Nociceptin/OFQ-mRNA
spezifischen cRNA-Sonde; die spezifische Bande ist mit einem Pfeil markiert. Zur Darstellung von
Qualitdt und Menge der im denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Gesamt-RNA
ist das Ethidiumbromidgel vor dem Transfer abgebildet (unten).

Der Northern Blot mit RNAs unterschiedlich behandelter U937- und THP-1-Zellen zeigt, daf3
die mRNA des ORL 1-Rezeptors konstitutiv in U937- und THP-1-Zellen exprimiert wird. Die
Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA wurde dariiber hinaus in U937-Zellen beobachtet, die
mit TPA, IFN-y bzw. TPA/IFN-y behandelt worden waren; in THP-1-Zellen war keine
Expression der mRNA zu verzeichnen, wenn die Zellen mit TPA behandelt worden waren
(TPA, TPA/IFN-y und TPA/IFN-y/CHX). CHX hat keinen Einflul auf die Expression der
mRNA des ORL 1-Rezeptors in THP-1-Zellen (Abb. 25).

Vergleicht man das Expressionsmuster von Ligand und Rezeptor, zeigt sich, dal in U937-
und THP-1-Zellen die mRNA von Nociceptin/OFQ und dem ORL1-Rezeptor gegenliufig
exprimiert werden, d.h., die mRNA des Liganden wird nur dort exprimiert, wo die mRNA des
Rezeptors nicht exprimiert wird (Abb. 24; Abb. 25).
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Abb. 25: Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in THP-1- und U 937-Zellen

Dargestellt ist ein Northern Blot mit Gesamt-RNA (15 pg/Spur) unterschiedlich behandelter U937-
und THP-1-Zellen. U937-Zellen: unbehandelt (Spur 1), TPA- (Spur 2), IFN-y- (Spur 3) und TPA/
IFN-y-behandelt (Spur 4); THP-1-Zellen: unbehandelt (Spur 5), TPA- (Spur 6), IFN-y- (Spur 7), CHX-
(Spur 8), TPA/IFN-y- (Spur 9) und TPA/IFN-y/CHX-behandelt (Spur 10); Raji-Zellen (unbehandelt,
Spur 11) dienten als Positivkontrolle. Die Hybridisierung erfolgte mit einer cRNA-Sonde, welche fiir
die ORL 1-Rezeptor-mRNA spezifisch ist (oben). Zur Darstellung von Qualitdt und Menge der im
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Gesamt-RNA ist das Ethidiumbromidgel
vor dem Transfer abgebildet (unten).

Im folgenden wurde die Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in unterschiedlichen
Zellinien untersucht und die Induzierbarkeit der Rezeptor-mRNA-Expression durch IFN-y
iiberpriift. Es zeigte sich, dal die mRNA des ORL 1-Rezeptors sowohl in der Lungenkarzi-
nom-Zellinie SW 1573 als auch in der von einem kleinzelligen Lungenkarzinom abgeleiteten
Zellinie GLC 4 exprimiert wird; eine schwache Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA wurde
in Jurkat-Zellen nachgewiesen. IFN-y hat keinen signifikanten Einflul auf die Expression der
mRNA des Rezeptors (Abb. 26).
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Abb. 26: Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in Zellinien hiamatopoetischen und nicht
himatopoetischen Ursprungs

Fiir den Nachweis der Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in unterschiedlichen Zellinien wurde ein
Northern Blot mit Gesamt-RNA (Spur 1-4: unbestimmte Menge; Spur 5-12: 15 pg/Spur) von verschie-
denen unbehandelten (Spur 1, 3, 5, 7, und 11) oder fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y (Spur 2, 4, 6, 8, 10
und 12) induzierten Zellen hidmatopoetischen (Jurkat, Raji) und nicht hidmatopoetischen (GLC4,
HeLaS3, SW1573 und WISH) Ursprungs durchgefithrt und mit einer fiir die ORL 1-Rezeptor-mRNA-
spezifischen cRNA-Sonde hybridisiert. Zur Darstellung der schwachen mRNA-Expression in Jurkat-
Zellen, im Vergleich zur Expression in Raji-Zellen, wurde eine lidngere Exposition unterhalb der
eigentlichen Banden eingefiigt (kleines Bild). Zur Abschitzung von Qualitit und Menge der im denatu-
rierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Gesamt-RNA ist das mit Ethidiumbromid
gefirbe Gel vor dem Transfer abgebildet (unten).

Des weiteren wurde untersucht, ob die mRNA des ORL 1-Rezeptors auch in einer anderen
monozytiren Zellinie (HL-60), die ein fritheres Entwicklungsstadium der Monozytenentwick-
lung darstellt, exprimiert wird; es wurde ebenfalls iiberpriift, welchen Einflul IFN-y auf die
Expression hat und ob — wie in THP-1-Zellen — TPA einen reprimierenden Effekt auf die
Expression der Rezeptor-mRNA ausiibt. Eine Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA fand
sich auch in dieser Makrophagen-Vorlduferzellinie. TPA hat auch in dieser Zellinie einen stark
reprimierenden Effekt auf die Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA (Abb. 27).



106 Ergebnisse

Abb. 27: Regulation der ORL 1-Rezeptor-
mRNA Expression durch TPA,

HL-60 THP-1 U937 IFN-y und dBcAMP in verschie-
>~ > > denen Makrophagen-Vorliufer-
= % < % = zellinign

= = = = < = Northern Blot mit Gesamt-RNA (15 pg/Spur)
E o cRlaE m o unterschiedlich behandelter HL-60- (Spur 1-3),
I = — 1 e == ' g =] —

THP-1- (Spur 4-6) und U937-Zellen (Spur 7-9):
unbehandelt (Spur 1, 4 und 7), IFN-y- (Spur 2),
dBcAMP- (Spur 5 und 8) und TPA/IFN-y-
(Spur 6 und 9) behandelt. Der Blot wurde mit
— - -— einer fiir die ORL.I—.Rezep.tor-mR.l\I.A spezifi-
schen Sonde hybridisiert; die spezifische Ban-
de ist mit einem Pfeil markiert. Das Ethidium-
bromid-gefirbte, denaturierende Agarosegel
vor dem Northern-Transfer ist zur Abschit-
zung der aufgetragenen RNA-Menge und
deren Qualitédt unten abgebildet.
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Dariiber hinaus wurde der Einflu von Di-butyryl-cAMP (dBcAMP) auf die Expression der
Rezeptor-mRNA untersucht. Di-butyryl-cAMP erhoht die Expression von G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren auf der Zytoplasmamembran [48]. Eine Erhohung der Rezeptordichte kann
von entscheidender Bedeutung fiir spitere funktionelle Studien sein. Es wurde sowohl in THP-
1- als auch in U937-Zellen eine vermehrte Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA nach
dBcAMP-Behandlung festgestellt (Abb. 27).

Als Ergebnis der Northern-Hybridisierungen 148t sich abschlieBend festhalten, daf3 die
Nociceptin/OFQ-mRNA nur in TPA/IFN-y-induzierten THP-1-Zellen vermehrt exprimiert
wird. Die mRNA des Rezeptors wird dagegen konstitutiv sowohl in nicht induzierten U937-,
THP-1- und HL-60-Makrophagen-Vorlduferzellinien als auch in B- (Raji) und schwach in
T-(Jurkat) Zell-Lymphomzellinien exprimiert; auch in Zellinien nicht hdmatopoetischen Ur-
sprungs (GLC4 und SW1573) ist eine Expression der mRNA des ORL-1-Rezeptors nachzu-
weisen. TPA fiihrt in THP-1- und HL-60-Zellen zu einer nahezu vollstindigen Reprimierung
der Expression des ORL 1-Rezeptors; in U937-Zellen hat TPA dagegen keinen Einfluf} auf die
Expression. Die Expression von Ligand und Rezeptor ist gegenldufig; beide werden nicht zur
gleichen Zeit in der Zelle exprimiert.

4.2.1.3 Expression von Nociceptin/OFQ und ORL 1-Rezeptor in Zellpopulationen des
peripheren Blutes

Nachdem die Nociceptin/OFQ-mRNA in TPA/IFN-y-induzierten Makrophagen-Vorliufer-
zellen und die mRNA des Rezeptors sowohl in Makrophagen-Vorliduferzellen als auch in Raji-
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Zellen nachgewiesen worden war, stellte sich die Frage, in welchen Zellen des peripheren
Blutes Ligand und Rezeptor exprimiert werden.

Zunichst wurden periphere Blutmonozyten auf Expression des Liganden untersucht. Mono-
zyten wurden aus peripherem Blut isoliert und anschliefend fiir 24 h mit IFN-y, fiir 48 h mit
TPA oder fiir 24 h mit TPA und anschlieBend 24 h lang mit IFN-y induziert. Dabei wurde eine
geringere TPA-Konzentration als in den Experimenten mit den Zellinien verwendet; bei zu
hoher TPA-Konzentration war die Sterblichkeitsrate der Monozyten zu hoch.

Es wurde beobachtet, dafl die Nociceptin/OFQ-mRNA schwach in Monozyten des periphe-
ren Blutes exprimiert wird und die Expression nicht durch TPA (5 nM) oder IFN-y (250 U/ml)
beeinflult wird. Auch die Behandlung der Zellen fiir 24 h mit TPA und anschlieBend fiir 24 h
mit IFN-y hatte keinen signifikanten Einfluf} auf die mRNA-Expression (Daten nicht gezeigt).

Nachdem in Monozyten nur eine sehr schwache Expression der Nociceptin/OFQ-mRNA
beobachtet werden konnte, obwohl in der Makrophagen-Vorlduferzellinie THP-1 die Nocicep-
tin/OFQ-mRNA exprimiert wird (Abb. 24), wurde die Untersuchung der Expression der
mRNA von Ligand und Rezeptor in anderen Zellen des peripheren Blutes fortgesetzt.

Hierzu wurden mononukleidre Zellen mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten von Erythrozyten
und Granulozyten getrennt. Die einzelnen mononukledren Zellpopulationen wurden mit Hilfe
von Antikorper-konjugierten Magnetpartikeln immunmagnetisch aufgereinigt. Zur weiteren
Aufreinigung der Granulozyten wurden Erythrozyten aufgrund ihrer spezifischen Dichte abge-
trennt; restliche in der granulozytidren Fraktion verbliebene Erythrozyten wurden lysiert. Die
Reinheit der isolierten Zellfraktionen wurde mittels FACS-Analyse bestimmt; sie lag fiir
B-Lymphozyten bei 90%, fiir T-Lymphozyten bei 98%, fiir Monozyten bei 96% und fiir Gra-
nulozyten bei iiber 95%.

Als Ergebnis der Northern-Analysen mit RNAs von peripheren Blutzellen 146t sich festhal-
ten, dal Nociceptin/OFQ vorrangig in nicht induzierten B-Lymphozyten exprimiert wird; eine
geringe Expression ist in Monozyten zu verzeichnen. Der ORL 1-Rezeptor wird nahezu aus-
schlieBlich in Monozyten und Granulozyten exprimiert; eine geringe Expression ist in B-Zellen
festzustellen. LPS und PHA iiben in peripheren mononukledren Blutzellen keinen Einfluf3 auf
die Expression des Rezeptors aus (Abb. 28).
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Abb. 28: Expression der mRNA von Nocicep-
tin/OFQ und vom ORL 1-Rezeptor in
Zellen des peripheren Blutes
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PBMC S 5 = E zellen (PBMC) zu sehen, der mit einer fiir die
< T = § = ORL 1-Rezeptor-mRNA spezifischen cRNA-Sonde
8_3 — N N & @ hybridisiert wurde: die Zellen wurden fiir die Prépa-
O o m - = O

ration in RPMI mit 5% AB-Serum entweder 48 h
lang unbehandelt in Kultur gehalten (Spur 1) oder
48 h lang mit 1 pg/ml LPS (Spur 2) bzw. 2 ug/ml
PHA (Spur 3) behandelt. In B ist ein Northern Blot
mit Gesamt-RNA (9 pg/Spur) von immunmagne-
tisch aufgereinigten unbehandelten B-Lymphozyten
(Spur 4), T-Lymphozyten (Spur 5) und Monozyten
. < (Spur 6) sowie von Granulozyten (Spur 7) abgebil-
det, der parallel mit der Nociceptin/OFQ-spezifi-
schen (Stern) und der ORL 1-Rezeptor-spezifischen
(Pfeil) cRNA-Sonde hybridisiert wurde. Zur Darstel-
lung von Qualitit und Menge der im denaturierenden
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Ge-
samt-RNA ist das Ethidiumbromidgel vor dem
Transfer abgebildet (unten).

.
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4.2.2 Humanes GBP-3: ein Interferon-y-induziertes Guanylat-bindendes Protein

Bei ,,Klon 2107 handelt es sich um eine cDNA, die ebenfalls aus der subtrahierten Genbank
isoliert wurde. Von Klon 2107 wurde eine PCR mit Phagen und den Primern #701 und #329
durchgefiihrt und das ca. 1,8 kb groe PCR Produkt mit dem Primer #703 sequenziert. Die
erhaltene Sequenz wurde mit der EMBL- und GENBANK-Datenbank verglichen. Hier ergab
sich eine grole Homologie zu den beiden IFN-induzierbaren humanen Guanylat-bindenden
Proteinen hGBP-1 und hGBP-2 [63;291]. Klon 2107 wurde aufgrund dieser Homologie und
weiterer im folgenden beschriebenen Charakteristika spéter in hGBP-3 umbenannt.

4.2.2.1 Isolierung und Sequenzierung des Vollingenklons

Aufgrund der groBen Homologie zu den beiden Guanylat-bindenden Proteinen, deren IFN-
Induzierbarkeit bereits beschrieben worden war, wurde eine weitere Untersuchung von
hGBP-3 vorgenommen. Zundchst wurde eine in vivo Exzision und eine Sequenzierung der
erhaltenen cDNA (pBS 2107) vorgenommen. Die Sequenz umfafit 1668 Nukleotide. Bei
Analyse der cDNA wurde festgestellt, da} es einen groferen Leserahmen gibt, der allerdings
kein ATG mit vorausgehendem Stopkodon umfaflt. Es wurde vermutet, da3 es sich bei
Klon 2107 um einen Partialklon handelt und die cDNA im 5’-Bereich unvollstindig ist.

Zur Isolierung eines vollstindigen cDNA-Klons wurde eine unidirektionale Oligo (dT)-
geprimte Lambda Zapll cDNA-Genbank aus mRNAs TPA- und IFN-y-induzierter Makropha-
gen-Vorlduferzellinien eingesetzt. Dabei wurden zwei Oligonukleotide (#845 und #848) ver-
wendet, deren Spezifitit in einem Vortest untersucht wurde: Im Vortest wurde neben dem
Phagen von Klon 2107, der Phage 1989 verwendet. Der Phage 1989 enthilt die partielle
cDNA-Sequenz des humanen GBP-2 von Base 1381 bis 2030 und ist in diesem Bereich
partiell homolog zur cDNA-Sequenz von hGBP-3 (Kap. 6.3). Es wurde eine Plaquehybridisie-
rung unter Verwendung beider Phagen durchgefiihrt, um optimale Hybridisierungsbedingun-
gen festzulegen. Das Oligonukleotid #848 hybridisierte spezifisch mit hGBP-3 und wurde zur
Isolierung des 5’-Terminus von hGBP-3 eingesetzt (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Isolierung des 5’-Terminus wurden 258350 pfu ausplattiert und 73 positive Klone
isoliert. AnschlieBend wurde eine PCR mit 29 der isolierten Klone durchgefiihrt. Mit Hilfe des
Vektorprimers #829 und des klonspezifischen Primers #848 wurde untersucht, welche die
langste unter den isolierten cDNAs ist. Mit den klonspezifischen Primern #843 und #849
wurde anschlieBend iiberpriift, ob die in der ersten PCR erhaltenen Amplifikate auch tatséich-
lich spezifisch sind. Von 29 untersuchten Klonen enthielten 28 spezifisch hGBP-3 cDNA. Von
11 Phagenklonen wurde eine Phagenvereinzelung vorgenommen. Auch hier wurde wiederum
das Oligonukleotid #848 bei der Hybridisierung eingesetzt. Von allen vereinzelten Klonen
wurden je 3 Klone isoliert und anschlieBend wieder in der PCR analysiert. Die PCR-Produkte
der beiden Klone, welche die lingste cDNA-Sequenz im 5'-Bereich von hGBP-3 aufwiesen,
wurden anschlieBend sequenziert. Der Klon 2107/8-1 ist ein Partialklon und beinhaltet die
cDNA-Sequenz von hGBP-3 von Base 611 bis zum 3'-Ende der cDNA.
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Der aus der Genbank isolierte cDNA-Klon 2107/18-1 ist im 5'-Bereich 750 bp lidnger als
der urspriingliche hGBP-3-Klon und umfafit an Position 523 den Translationsstart. Der Trans-
lationsstart wurde dadurch ermittelt, da ihm der lingste offene Leserahmen folgt, ihm ein
Stopkodon vorausgeht und die Proteinsequenz ebenso wie die Nukleinsduresequenz stark
homolog zu den bereits publizierten Sequenzen fiir hGBP-1 und hGBP-2 ist. Auch dieser Klon
(pBS 2107-18/1) wurde wiederum einer Vollingensequenzierung unterzogen. Hierbei stellte
sich heraus, da der Klon im Bereich zwischen Base 1349 bis 1420 des Ursprungsklons
(pBS 2107) anstelle der 78 bp des 2107-Ursprungsklons eine Sequenz von 114 bp beinhaltet,
die keine Homologie zum Ursprungsklon aufweist (sieche Alignment in Kap. 6.5).

Um festzustellen, welche cDNA-Sequenz — 2107 oder 2107/18-1 — korrekt ist, wurde eine
RT-PCR mit RNA aus TPA/IFN-y-induzierten HL-60-Zellen und IFN-y-induzierten THP-1-
Zellen durchgefiihrt. Die mRNA wurde unter Einsatz von Oligo (dT)-Primern revers transkri-
biert und eine PCR mit den Primern #863 und #864 durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
mit den Primern #850 und #855 sequenziert. Es stellte sich dabei heraus, daf} die im urspriing-
lichen 2107-cDNA-Klon (pBS 2107) enthaltene Sequenz im 3’-Bereich diejenige ist, die der
cDNA-Sequenz der untersuchten Zellen entspricht.

Um fiir weitere Arbeiten ein fehlerfreies Vollingenkonstrukt von hGBP-3 zur Verfiigung zu
haben, wurde ein Vollingenklon aus den Konstrukten pBS 2107 und pBS 2107/18-1 erstellt.
Das pBS 2107-Plasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease Bam HI in der multiplen Klo-
nierungssequenz 5' von der Klonierungsstelle und mit Ncol an Position 1553 der vollstindigen
2107-cDNA (5' vom nicht homologen Bereich) geschnitten. Das 3821 bp Fragment des
hydrolysierten pBS 2107-Konstrukts, welches vorrangig den Vektoranteil und den 3’-Terminus
von hGBP-3 umfafit, und das 1551 Fragment des pBS 2107/18-1-Konstrukts, welches den
5’-Terminus der 2107-cDNA und einen geringen Teil der Vektorsequenz im 5’-Bereich des
cDNA-Fragmentes enthilt, wurden isoliert und zum pBS 2107 V-Konstrukt ligiert.

Das pBS 2107 V-Konstrukt enthilt die vollstindige cDNA-Sequenz von hGBP-3 von Base
1 bis 2419. Der Translationsstart befindet sich an Position 523 und das Terminationskodon an
Position 2281 (Abb. 29). Im Bereich von Base 510 bis 2109 weist der Klon eine Homologie
von bis zu 78% zu den beiden humanen GBPs, hGBP-1 und hGBP-2, auf. Die Homologie im
3' nicht translatierten Bereich sowie im Bereich ab Base 2109 ist gering. Im 5' nicht translatier-
ten Bereich zwischen Base 1 und 510 146t sich keine signifikante Homologie zwischen der
hGBP-3-cDNA und den Sequenzen der anderen humanen GBP-Proteine feststellen (Kap. 6.3).
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CCAGGCTGTG GAACCTTTGT TCTTTCACTC TTTGCAATAA ATCTTGCTGC TGCTCACTCT 60
TTGGGTCCAC ACTGCCTTTA TGAGCTGTAA CACTCACTGG GAATGTCTGC AGCTTCACTC 120
CTGAAGCCGG CGAGACCACG AACCCACCAG GAGGAACAAA CAACTCCAGA CGCGCAGCCT 130
TAAGAGCTGT AACACTCACC GCGAAGGICT GCAGCTTCAC TCCTGAGCCA GCCAGACCAC 240
GAACCCACCA GAAGGAAGAA ACTCCAAACA CATCCGAACA TCAGAAGGAG CAAACTCCTIG 300
ACACGCCACC TTTAAGAACC GTGACACTCA ACGCTAGGGT CCGCGGCTTC ATTCTTGAAG 360
TCAGTGAGAC CAAGAACCCA CCAATTCCGG ACACGCTAAT TGTTGTAGAT CATCACTTCA 420
AGGTGCCCAT ATCTTTCTAG TGGAAAAATT ATTCTGGCCT CCGCTGCATA CAAATCAGGC 480
AACCAGAATT CTACATATAT AAGGCAAAGT AACATCCTAG ACATGGCTTT AGAGATCCAC 540
M A L E I H 6
ATGTCAGACC CCATGTGCCT CATCGAGAAC TTTAATGAGC AGCTGAAGGT TAATCAGGAA 600
M S D P M C L I E N F N E Q L K V N Q E 26
GCTTTGGAGA TCCTGTCTGC CATTATGCAA CCTGTAGTTG TGGTAGCGAT TGTGGGCCTC 660
A L E I L S A I M Q P V V VvV V Aad I V G L 46
TATCGCACTG GCAAATCCTA CCTGATGAAC AAGCTGGCTG GGAAGAACAA GGGCTTCTCT 720
Y R T 6 K 8§ Y L M N K L A G K N K G F S 66
GTTGCATCTA CGGTGCAGTC TCACACCAAG GGAATTTGGA TATGGTGTGT GCCTCATCCC 780
v A S T Vv QS H T K G I W I W C V P H P 86
AACTGGCCAA ATCACACATT AGTTCTGCTT GACACCGAGG GCCTGGGAGA TGTAGAGAAG 840
N w P N H T L V L L D T E 6 L G D V E K 106
GCTGACAACA AGAATGATAT CCAGATCTTT GCACTGGCAC TCTTACTGAG CAGCACCTTT 900
A D N K N D I Q I F A L A L L L S S T F 126
GTGTACAATA CTGTGAACAA AATTGATCAG GGTGCTATCG ACCTACTGCA CAATGTGACA 960
Vv Y N T vV NK I D QQ G A I DL L H N V T 146
GAACTGACAG ATCTGCTCAA GGCAAGAAAC TCACCCGACC TTGACAGGGT TGAAGATCCT 1020
E L T D L L K A RN S P D L DR V E D P 166
GCTGACTCTG CGAGCTTCTT CCCAGACTTA GTGTGGACTC TGAGAGATTT CTGCTTAGGC 1080
A D S A S F F P DL V W T L R DF C L G 186
CTGGAAATAG ATGGGCAACT TGTCACACCA GATGAATACC TGGAGAATTC CCTAAGGCCA 1140
L £E I D G @ L VvV T P D E Y L E N S L R P 206
AAGCAAGGTA GTGATCAAAG AGTTCAAAAT TTCAATTTGC CTCGTCTGTG TATACAGAAG 1200
K 0 G S D QR V QN F N L P R L C I Q0 K 226
TTCTTTCCAA AAAAGAAATG CTTTATCTTT GACTTACCTG CTCACCAAAA AAAGCTTGCC 1260
F F P K K K cC F I F D L P A H Q K K L A 246
CAACTTGAAA CACTGCCTGA TGATGAGCTA GAGCCTGAAT TTGTGCAACA AGTGACAGAA 1320
0O L E T L P D D E L E P E F V Q Q V T E 266
TTCTGTTCCT ACATCTTTAG CCATTCTATG ACCAAGACTC TTCCAGGTGG CATCATGGTC 1380
F ¢ S Y I F § H S M T K T L P G G I M V 286
AATGGATCTC GTCTAAAGAA CCTGGTGCTG ACCTATGTCA ATGCCATCAG CAGTGGGGAT 1440
N 6 S R L KN L V L T Y V N A4 I S S G D 306
CTGCCTTGCA TAGAGAATGC AGTCCTGGCC TTGGCTCAGA GAGAGAACTC AGCTGCAGTIG 1500
L P ¢ I E N A V L A L A Q R E N S A A V 326
CAAAAGGCCA TTGCCCACTA TGACCAGCAA ATGGGCCAGA AAGTGCAGCT GCCCATGGAA 1560
O K A I A HY D Q Q M G Q K V Q L P M E 346
ACCCTCCAGG AGCTGCTGGA CCTGCACAGG ACCAGTGAGA GGGAGGCCAT TGAAGICTTC 1620
T L ¢ E L L D L H R T S E R E A I E V F 366
ATGAAAAACT CTTTCAAGGA TGTAGACCAA AGTTTCCAGA AAGAATTGGA GACTCTACTA 1680
M K N S F K D VvV D Q S F Q K E L E T L L 386
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GATGCAAAAC AGAATGACAT TTGTAAACGG AACCTGGAAG CATCCTCGGA TTATTGCTCG 1740
D A K Q N D I ¢ KR N L E A S S D Y C 8 406
GCTTTACTTA AGGATATTTT TGGTCCTCTA GAAGAAGCAG TGAAGCAGGG AATTTATTCT 1800
A L L K D I F G P L E E A V K Q G I Y S 426
AAGCCAGGAG GCCATAATCT CTTCATTCAG AAAACAGAAG AACTGAAGGC AAAGTACTAT 1860
K P G G H N L F I 0 K T E E L K A K Y Y 446
CGGGAGCCTC GGAAAGGAAT ACAGGCTGAA GAAGTTCTGC AGAAATATTT AAAGTCCAAG 1920
R E P R K G I Q A E E V L QO K Y L K S K 466
GAGTCTGTGA GTCATGCAAT ATTACAGACT GACCAGGCTC TCACAGAGAC GGAAAAAAAG 1980
E S Vv § H A I L O T D QA L T E T E K K 486
AAGAAAGAGG CACAAGTGAA AGCAGAAGCT GAAAAGGCTG AAGCGCAAAG GTTGGCGGCG 2040
K K E A Q V K A E A E K A E A Q R L A A 506
ATTCAAAGGC AGAACGAGCA AATGATGCAG GAGAGGGAGA GACTCCATCA GGAACAAGTIG 2100
I QR Q NE Q M M Q ERE R L HQ E Q V 526
AGACAAATGG AGATAGCCAA ACAAAATTGG CTGGCAGAGC AACAGAAAAT GCAGGAACAA 2160
R 0o M E I A K O N W L A E Q0 Q K M 0O E Q 546
CAGATGCAGG AACAGGCTGC ACAGCTCAGC ACAACATTCC AAGCTCAAAA TAGAAGCCTT 2220
O M O E Q A A QL S T T F Q A Q N R S L 566
CTCAGTGAGC TCCAGCACGC CCAGAGGACT GTTAATAACG ATGATCCATG TGTTTTACTC 2280
L S E L Q H A Q R T V N N D D P C V L L 586
TAAAGTGCTA AATATGGGAG TTTCCTTTTT TTACTCTTTG TCACTGATGA CACAACAGAA 2340
AAGAAACTGT AGACCTTGGG ACAATCAACA TTTAAATAAA CTTTATAATT ATTTTTTCAA 2400
ACTTTAAAAA AAAAAAAAA 2419

Abb. 29: Humanes GBP-3: Nuklein- und Aminosiuresequenz

Dargestellt ist die vollstindige cDNA-Sequenz von hGBP-3 mit 2419 Basen, die einen Leserahmen fiir
ein 586 Aminosduren groBes Protein umfafit. Unterstrichen dargestellt sind potentielle Konsensus-
sequenzen fiir Guanylat-bindende Proteine; innerhalb dieser Sequenzen sind die konservierten Nukleo-
tide fett gedruckt. Daneben ist der Bereich, der fiir die Herstellung eines anti-Peptid-Antikorpers aus-
gewihlt wurde, durchbrochen, unterstrichen dargestellt.

4.2.2.2 Sequenzvergleich mit bereits bekannten Guanylat-bindenden Proteinen

Die isolierte cDNA kodiert im Bereich von Position 523 bis 2280 fiir ein 586 As langes Pro-
tein, welches ein theoretisches Molekulargewicht von 66,6 kDa aufweist.

Ein Vergleich des hGBP-3 Proteins mit den beiden beschriebenen GBP-Proteinen (,,Acces-
sion“-Nummer: M55542 [hGBP-1], M55543 [hGBP-2]; [64]) ergab 57% gleiche und 30,4%
dhnliche Aminosduren. Die Homologie ist im N-terminalen Bereich besonders ausgeprigt. Im
C-terminalen Bereich ab Aminosiure 495 ist die Homologie dagegen gering (siche Kap. 6.4).

Wie auch hGBP-1 und hGBP-2 weist die hGBP-3-Aminosiduresequenz zwei von drei fiir
GTP-bindende Proteine publizierte Konsensussequenzen [88] auf (Position 45-52 und 97-100).
Die dritte Konsensussequenz, die normalerweise den GBP-Proteinen fehlt [64], konnte in
hGBP-3 vorhanden sein (Position 132-135); allerdings ist ein Abstand von nur 32 Amino-
sduren zwischen der zweiten und dritten Konsensussequenz ungewohnlich [88] und somit die
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Funktion dieser potentiellen Konsensussequenz in der Guanylat-Bindung fraglich (Abb. 29;
Kap. 6.4). Auch die von Schwemmle et al. [274] und Han et al. [127] postulierte mog-
licherweise die Guanylat-Spezifitit der GBP-Proteine beeinflussende TLRD-Sequenz ist in der
Aminosduresequenz von hGBP-3 an Position 179-182 zu finden.

4.2.2.3 Expressionsmuster von hGBP-3 in verschiedenen Zellinien und Blutzellpopula-
tionen

Auch beim hGBP-3 wurde — wie bereits bei Klon U — zunichst das Expressionsverhalten in

THP-1- und U 937-Zellen ndher untersucht.

Eine hGBP-3-Sonde, die nicht mit hGBP-1- und hGBP-2-mRNA kreuzhybridisiert, wurde
hergestellt. Zu diesem Zweck wurde ein Sequenzvergleich der drei cDNAs vorgenommen; es
wurden Bereiche gesucht, die eine geringe Homologie aufweisen. Dies ist im 3'-Bereich der
cDNA-Sequenzen gegeben. Es wurden dementsprechend drei Sonden hergestellt:

» Fiir die hGBP-1-Sonde wurde Phagenklon 1389 (#863), isoliert aus der subtrahierten Gen-
bank, verwendet. Der Klon enthilt die cDNA von hGBP-1 von Base 1913 bis 2881. Das
aus der in vivo Exzision hervorgegangene Konstrukt wurde fiir die Herstellung der cRNA-
Sonde mit der Restriktionsendonuklease Ncol (Position 2413) geschnitten. Anschlieend
erfolgte die Synthese eines ,,run off*-Transkripts mit der T3-RNA-Polymerase.

» Die hGBP-2-Sonde wurde ebenfalls mit Hilfe einer aus der subtrahierten Genbank isolierten
cDNA hergestellt. Es handelte sich dabei um den Phagenklon 1989 (#865), der die
hGBP-2-cDNA von Base 1381 bis 2030 umfaflt. Hier wurde nach in vivo Exzision das
Plasmid mit EcoNI (Position 1831) geschnitten und die Transkription ebenfalls mit der
T3-RNA-Polymerase durchgefiihrt.

» Die hGBP-3-Sonde wurde aus dem urspriinglichen 2107-Klon (pBS 2107) hergestellt. Das
Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Scal (Position 1855) geschnitten, das ent-
stehende 1,6 kb-Fragment isoliert und die in vitro Transkription mit Hilfe der T7-RNA-
Polymerase durchgefiihrt.
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Abb. 30: Nachweis der Spezifitit der hGBP-3-
cRNA-Sonde

Dargestellt ist ein Northern Blot mit Gesamt-RNA
(15 pg/Spur) von unbehandelten (Spur 1, 3 und 5)
bzw. TPA/IFN-y-behandelten (Spur 2, 4 und 6) THP-1-
Zellen, der zerschnitten wurde; einzelne Streifen
wurden mit einer hGBP-1- (Spur 1 und 2), hGBP-2-
(Spur 2 und 3) bzw. hGBP-3- (Spur 5 und 6) spezifi-
schen cRNA-Sonde hybridisiert: Zur Kontrolle des
RNA-Auftrages ist unterhalb des Blots das Ethidium-
bromid-gefirbe denaturierende Agarosegel abge-
bildet.
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Die Untersuchung der Spezifitit der hGBP-3 Sonde ergab, daf die drei Sonden unterschied-
liche groBe mRNAs erkennen. Die hGBP-1-Sonde erkennt eine mRNA bei ca. 3,0 kb, die
hGBP-2-Sonde eine bei ca. 2,2 kb und die hGBP-3 Sonde eine bei ca. 2,4 kb. Eine Kreuzreak-
tion der Sonden war nicht zu beobachten (Abb. 30). Die mRNA-Grolen von hGBP-1 und
hGBP-2 entsprachen den bereits publizierten [64].

Nachdem die Spezifitit der hGBP-3-Sonde sichergestellt worden war, wurde ein Northern
Blot mit THP-1- und U937-Zellen und den bereits in Kapitel 4.2.1.2 nédher beschriebenen
Induktionen durchgefiihrt. Dies diente der Ermittlung, ob die mRNA durch IFN-y oder eines
der anderen bei Gewinnung der RNA fiir die Erstellung der Genbank verwendeten Agentien
induziert wird.

Es zeigte sich, dal die hGBP-3-mRNA in U937-Zellen durch IFN-y induziert und daf} die
Induktion durch Vorbehandlung der Zellen mit TPA verstirkt wird. In THP-1-Zellen ist die
IFN-y-Induktion wesentlich stdrker als in U937-Zellen; eine Vorbehandlung der THP-1-Zellen
mit TPA hat keinen Einflu} auf die Expression der mRNA. Die mRNA-Expression wird nicht
durch CHX reguliert (Abb. 31). Die Ergebnisse konnten durch eine Northern-Hybridisierung
mit dem Digoxigenin-markierten Oligonukleotid #848 reproduziert werden (Daten nicht
gezeigt).
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Abb. 31: Expression der hGBP-3-mRNA in U937- und THP-1-Zellen

Abgebildet ist ein Northern Blot mit Gesamt-RNA (15 pg/Spur) unterschiedlich behandelter Zellen.
U937-Zellen: unbehandelt (Spur 1), TPA- (Spur 2), IFN-y- (Spur 3) und TPA/IFN-y-behandelt
(Spur 4); THP-1-Zellen: unbehandelt (Spur 5), TPA- (Spur 6), IFN-y- (Spur 7), CHX- (Spur 8), TPA/
IFN-y- (Spur 9) und TPA/IFN-y/CHX-behandelt (Spur 10). Die Hybridisierung (oben) erfolgte mit
einer fiir hGBP-3-mRNA spezifischen cRNA-Sonde. Zur Darstellung von Qualitit und Menge der im
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten Gesamt-RNA ist das Ethidiumbromidgel
vor dem Transfer abgebildet (unten).

Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob die hGBP-3-mRNA auch in IFN-o induzierten
Zellen exprimiert wird und ob die IFN-y-Induktion sowie die Superinduktion der mRNA-
Expression nach vorheriger TPA-Behandlung der Zellen, in einer anderen Makrophagen-Vor-
lauferzellinie ebenfalls nachgewiesen werden kann.

In HL-60-Zellen — wie in U937-Zellen — ist die hGBP-3-mRNA-Expression nach IFN-y-
Induktion relativ gering. Die Expression steigt stark an, wenn die Zellen mit TPA vorbehandelt
wurden. Da dieser Effekt nur in U937- und HL-60-Zellen auftritt und nicht bei den bereits
etwas stiarker zum makrophagenidhnlichen Typ ausdifferenzierten THP-1-Zellen, kann vermu-
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tet werden, dal die Expression der hGBP-3-mRNA erst in relativ ausdifferenzierten Zellen
durch IFN-y induziert werden kann. Die mRNA-Expression von hGBP-3 wird nicht durch
IFN-a induziert; auch nach Vorbehandlung der Zellen mit TPA wurde keine Induktion der
mRNA-Expression von hGBP-3 durch IFN-a beobachtet (Abb. 32).

Abb. 32: Untersuchung des Einflusses von
IFN-y und IFN-a auf die hGBP-3-

THP-1 HL-00 mRNA-Expression in THP-1- und
~ = - HL-60-Zellen
= = = Dargestellt ist ein Northern Blot mit Gesamt-RNA
I — -~ = (15 pug/Spur) von THP-1- (Spur 1-5) und HL-60-
= =C = 5C = =C Zellen (Spur 6-8): nicht behandelt (Spur 1 und 6),
- mit 1000 U/ml IFN-y (Spur 2 und 7) bzw.
.

250 U/ml IFN-a (Spur 4) induziert, mit TPA/IFN-y
(Spur 3 und 8) bzw. TPA/IFN-a (Spur 5; ebenfalls
250 U/ml IFN-a) behandelt; die Hybridisierung
erfolgte unter Einsatz einer fiir hGBP-3-mRNA
spezifischen cRNA-Sonde. Das mit Ethidium-
bromid gefirbte denaturierende Agarosegel vor
dem RNA-Transfer ist im unteren Bereich der
Abbildung zu sehen.

Im folgenden wurde untersucht, inwiefern eine IFN-y-Induktion der mRNA-Expression auch
in anderen Zellinien zu verzeichnen ist. Hierbei wurden verschiedene Zellinien unterschiedli-
chen nicht monozytiren Ursprungs auf IFN-y-Induzierbarkeit der hGBP-3-mRNA-Expression
tiberpriift: Adenokarzinomzellen (HeLa), Keratinozyten (HaCaT), T-Zell Lymphomzellen
(Jurkat) und Burkitt Lymphomzellen (Raji).

In keiner Zellinie war eine konstitutive Expression der hGBP-3-mRNA zu beobachten. In fast
allen Zellinien wird die Expression der mRNA durch IFN-y induziert: Die Expression der
hGBP-3-mRNA wird in der Keratinozytenzellinie HaCaT besonders stark durch IFN-y indu-
ziert. In den beiden Zellinien himatopoetischen Ursprungs (Jurkat, Raji) war eine IFN-y-indu-
zierte hGBP-3-mRNA-Expression kaum nachweisbar (Abb. 33). In der embryonalen WISH
Zellinie konnte keine Expression der mRNA nach IFN-y-Induktion verzeichnet werden (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 33: Nachweis der IFN-y-induzierten hGBP-3-
mRNA-Expression in Zellinien hémato-
poetischen und nicht himatopoetischen
Ursprungs

Zur Uberpriifung der IFN-y-Induzierbarkeit der hGBP-3-

mRNA-Expression wurde ein Northern Blot mit Ges-

amt-RNA (15 pg/Spur) von unbehandelten (Spur 1, 3, 5

und 7) oder IFN-y-induzierten (Spur 2, 4, 6 und 8)

HeLaS3- (Spur 1 und 2), HaCaT- (Spur 3 und 4), Jur-

kat- (Spur 5 und 6) und Raji-Zellen (Spur 7 und 8) mit

einer hGBP-3-spezifischen cRNA-Sonde hybridisiert.

Zur Darstellung der schwachen Expression von hGBP-3

in IFN-y-induzierten Raji- und Jurkat-Zellen (Spur 6

und 8) ist zusitzlich eine ldngere Exposition zu sehen

(kleines Bild). Zur Darstellung von Qualitdt und Menge

der im denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennten Gesamt-RNA ist das Ethidiumbromidgel
vor dem Transfer abgebildet (unten).
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4.2.2.4 Nachweis der hGBP-3-mRNA in unterschiedlich induzierten Leukozyten des peri-
pheren Blutes und verschiedenen Geweben

Zur Untersuchung der hGBP-3-mRNA-Expression in verschiedenen menschlichen Geweben
wurde ein kiuflich erwerblicher Northern Blot mit mRNAs diverser humaner Gewebe mit der
hGBP-3-Sonde hybridisiert.
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Abb. 34: Expression der hGBP-3-mRNA in humanem Gewebe
Ein kommerziell erhiltlicher Northern Blot mit RNA verschiedener humaner Gewebe wurde mit einer
hGBP-3-spezifischen Sonde hybridisiert.

Im Gewebeblot wurde die hGBP-3-mRNA vorrangig in der Milz nachgewiesen. In Lunge,
Plazenta, Diinndarm und Thymus konnte selbst nach langer Exposition nur ein sehr schwaches
Signal vorgefunden werden (Abb. 34), wihrend die hGBP-3-mRNA in Leber (Daten nicht
gezeigt), Niere, Colon, Skelett, Herz und Gehirn nicht exprimiert wird (Abb. 34).
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Im Anschlu} an den Nachweis der hGBP-3-mRNA in Milzgewebe wurde untersucht, ob
die mRNA in Monozyten oder anderen peripheren Blutzellen exprimiert wird und ob die
Expression der mRNA durch IFN-y oder andere Substanzen reguliert wird.

Abb. 35: Expression der hGBP-3-mRNA in Lym-
phozyten und Monozyten des peripheren

Blutes
B- P Zur Untersuchung der hGBP-3-mRNA-Expression in
OHOZy en peripheren Blutzellen wurde ein Northern Blot mit
Zellen Zellen Gesamt-RNA von immunmagnetisch aufgereinigten
B-Lymphozyen (Spurl und 2) und T-Lymphozyten

o < < O 5 (Spur 3 und 4) bzw. iiber A(.ih'eirenz isolierten Monozyten

| % . E | & % T (Spur 5-8) hergestellt; die Zellen waren entweder
24 h mit 10 pg/ml LPS (B-Zellen; Spur 2) oder 8 ug/ml

ot . PHA (Spur 4) behandelt oder 20 h mit 33 ng/ml LPS
(Monozyten; Spur 7), 25 mM TPA (Spur 6) bzw.

1000 U/ml IFN-y (Spur 8) behandelt worden. Die Hybri-
disierung erfolgte mit einer fiir hGBP-3-mRNA spezifi-
schen cRNA-Sonde. Im unteren Bereich der Abbildung
ist zur Abschitzung von Menge und Qualitét der elektro-
phoretisch aufgetrennten RNA das mit Ethidiumbromid

gefirbte denaturierende Agarosegel vor dem Northern-
23456748 Transfer zu sehen.

Es wurde beobachtet, da3 die hGBP-3-mRNA nicht nur in IFN-y induzierten Makrophagen
exprimiert wird; sie wird auch stark in PHA-stimulierten T-Zellen exprimiert (Abb. 35).

Der Nachweis der hGBP-3-mRNA in IFN-y-induzierten Makrophagen und PHA-stimulier-
ten T-Lymphozyten steht im Einklang mit dem Nachweis der mRNA in der Milz.

4.2.2.5 Nachweis der IFN-yInduzierbarkeit der hGBP-3 Proteinexpression

Fiir den Nachweis der Expression des hGBP-3-Proteins wurde ein polyklonales Antiserum her-
gestellt. Die Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen das hGBP-3-Protein brachte das
gleiche Problem mit sich wie die Analyse der mRNA-Expression: die Homologie zu den
bereits bekannten GBP-Proteinen, hGBP-1 und hGBP-2. Fiir die Immunisierung eines Kanin-
chens wurde deshalb ein Peptid synthetisiert, welches einem Bereich im hGBP-3-Protein ent-
spricht, der keine Homologie zu den beiden anderen Proteinen aufweist. Die Peptid-Sequenz
lautet: RLHQEQVRQMEIAKQC. Hierbei entsprechen die ersten 15 Aminosduren der
Sequenz des hGBP-3-Proteins von As 520-534 (Abb. 29; Kap. 6.4). Uber ein C-terminal an
die Sequenz angefiigtes Cystein wurde das Peptid mittels Glutaraldehyd an KLH gekoppelt
und in der Kaninchen-Immunisierung eingesetzt; beides wurde von der Firma Eurogentec
durchgefiihrt.
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Das erhaltene Antiserum wurde zunichst im ,,Spottest* analysiert. Hierfiir wurden das Pep-
tid, das an KLH gekoppelte Peptid sowie das Triagermaterial KLH auf Nitrocellulose aufgetra-
gen, getrocknet und eine Entwicklung mit dem Priimmunserum, dem anti-hGBP-3-Antiserum
und dem mit 100 pg/ml Peptid prdaabsorbierten anti-hGBP-3 Antiserum vorgenommen. Die
Untersuchung ergab, dafl das Praiimmunserum sowohl das KLH-gekoppelte Peptid, als auch
KLH erkennt, aber keine Reaktion mit dem Peptid allein zeigt (Daten nicht gezeigt). Das Anti-
serum erkennt dagegen, neben dem KLH-gekoppelten Peptid und dem Trigermaterial, auch
das Peptid allein. Dabei wurden 100 ng Peptid gut und 10 ng nur noch sehr schwach bei einer
Antikorperverdiinnung von 1/1000 nachgewiesen. Eine Prdabsorption des Antiserums mit
100 pg/ml Peptid unterband die Detektion des Peptides, wihrend KLH und KLH-gekoppeltes
Peptid noch erkannt wurden (Abb. 36).

Dariiber hinaus wurde fiir den Spezifititstest ein MBP-hGBP-3 Fusionsprotein hergestellt.
Fir die Herstellung des MBP-Fusionsproteins wurde eine PCR mit den Primern #863 und
#864 und dem pBS 2107 V-Konstrukt als Matrize durchgefiihrt und das PCR-Produkt mit der
Restriktionsendonuklease BamHI geschnitten. Das Produkt wurde in den mit BamHI
geschnittenen pEVRFO-HA-Vektor kloniert. Es entstand das Konstrukt pEVRFO-HA 2107#13
welches einen Basenaustausch von G nach T an Position 2102 und die Insertion eines Cytosins
an Position 2268 aufweist. Das hGBP-3-Fragment wurde mit Hilfe der Restriktionsendonukle-
ase BamHI aus dem pEVRFO-HA 2107#13-Konstrukt herausgeschnitten und in die Bam HI-
Schnittstelle des pMAL-c-Vektors eingefiigt. Das entstandene pMAL-c 2107V#1-Konstrukt
umfaBt C-terminal vom malE-Gen die klonierte cDNA von hGBP-3 von Base 526 bis 2280,
d.h. ohne Start- und Stopkodon, mit einem Aminosidureaustausch an Position 527 (Arginin
gegen Isoleucin) und einem verdnderten C-Terminus (CVLL anstelle von MCFT). Es werden
Start- und Stopkodon vom Vektor genutzt. In der Region der fiir die Immunisierung verwen-
deten Peptidsequenz (As 520-534) weist das MBP-hGBP-3-Fusionsprotein dementsprechend
einen Aminosdureaustausch (As 527) auf.

In einem Western Blot mit MBP-Protein und MBP-hGBP-3-Fusionsprotein wurde eine spe-
zifische Interaktion mit dem MBP-hGBP-3-Fusionsprotein beobachtet, die bei Prdabsorption
mit 100 pg/ml hGBP-3-Peptid nicht zu verzeichnen war (Daten nicht gezeigt).

Da die zur Immunisierung verwendete Sequenz keine Homologie zu den Aminoséure-
sequenzen von hGBP-1 und hGBP-2 aufweist, kann davon ausgegangen werden, daf}3 das Anti-
serum fiir das hGBP-3-Protein spezifisch ist.
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Abb. 36: Nachweis der Spezifitit des Antiserums gegen hGBP-3

In A und B ist das Ergebnis eines Spottests mit hGBP-3-Peptid, KLH bzw. KLH-gekoppeltem
hGBP-3-Peptid als Antigen dargestellt; in C und D ist das Ergebnis eines Immunblots mit U 937-Zell-
extrakten zu sehen. Der Pfeil in C und D zeigt die spezifische hGBP-3-Bande bei ca. 66 kDa; der Stern
markiert vermutlich alternativ prozessiertes hGBP-3. Fiir den Spottest (A und B) wurden jeweils 1 pg,
100 ng, 10 ng, 1 ng bzw. 100 pg hGBP-3-Peptid (Spur 1 und 4), KLH (Spur 2 und 5) oder KLH-ge-
koppeltes Peptid (3 und 6) auf Nitrozellulosemembran aufgetragen; fiir den Western Blot (C und D)
wurde Gesamtextrakt (1x10%Zellen/ml in SDS-PAGE-Ladelosung) unbehandelter (Spur 7 und 10),
IFN-y- (Spur 8 und 11) bzw. TPA/IFN-y-behandelter (Spur 9 und 12) U937-Zellen elektrophoretisch
im SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Bei A und C wurde mit nicht
praabsorbiertem hGBP-3-Antiserum (1/1000 verdiinnt) entwickelt und bei B und D mit préabsorbier-
tem; fiir die Praabsorption des Antiserums wurde 1/1000 verdiinntes anti-hGBP-3-Antiserum mit
100 pg/ml hGBP-3-Peptid iiber Nacht bei 4°C (B) oder 1 h bei RT (D) inkubiert.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die in den Northern Blots beobachtete Induktion der
hGBP-3-Expression nach IFN-y- bzw. TPA/IFN-y-Behandlung von THP-1- und U937-Zellen
auch auf Proteinebene zu beobachten ist. Es wurde Gesamtextrakt von unterschiedlich indu-
zierten THP-1- und U937-Zellen hergestellt, die Extrakte im SDS-PAGE aufgetrennt und ein
Western Blot mit dem Antiserum gegen hGBP-3 durchgefiihrt.
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Abb. 37: Expression des hGBP-3-Proteins in unterschiedlich induzierten U937- und THP-1-
Zellen
U937- und THP-1-Zellen wurden nicht behandelt (Spur 1 und 7), mit TPA behandelt (Spur 2 und 8),
24 h lang mit 1000 U/ml IFN-y (Spur 3 und 9) bzw. 500 U/ml IFN-a (Spur 6 und 12) induziert oder mit
TPA und IFN-y- (Spur 4 und 10) bzw. TPA und IFN-a- (Spur 5 und 11; ebenfalls 500U/ml IFN-o)
behandelt; die Zellen wurden in einer Konzentration von 1x108 Zellen/ml in SDS-PAGE-Ladeldsung
aufgenommen und gleiche Mengen im SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transfe-
riert. Der Western Blot wurde mit anti-hGBP-3-Antiserum entwickelt. Der Pfeil markiert die spezifi-
sche hGBP-3-Bande bei ca. 66 kDa; der Stern kennzeichnet vermutlich alternativ prozessiertes hGBP-3.

Wihrend nicht behandelte THP-1-Zellen nahezu keine Expression des hGBP-3-Proteins zeigen,
wurde in IFN-y-induzierten THP-1-Zellen und etwas stirker bei TPA- und IFN-y-behandelten
THP-1-Zellen eine Bande bei ca. 66 kDa beobachtet. Bei U937-Zellen wurde in nicht behandelten
Zellen keine und in IFN-y-induzierten Zellen nur eine sehr schwache Bande nachgewiesen; eine
wesentlich stirkere Bande wurde bei TPA- und IFN-y-behandelten Zellen beobachtet. Die Ergeb-
nisse des Western Blots entsprechen somit genau den bereits auf mRNA-Ebene fiir THP-1- und
U937-Zellen ermittelten Ergebnissen (vergl. Abb. 31 und Abb. 37). Wie bereits aufgrund der
Untersuchung der mRNA-Expression in IFN-o-behandelten THP-1-Zellen erwartet, wurde bei
beiden Zellinien keine Induktion der Expression des hGBP-3-Proteins durch IFN-a beobachtet.
Auch eine Vorbehandlung der Zellen mit TPA &dnderte daran nichts (Abb. 37). Wurde das Anti-
serum mit 100 pug/ml hGBP-3-Peptid pridabsorbiert, so wurde die Bande bei 66 kDa nicht
beobachtet. Welche Bedeutung die etwas tiefer gelegene Bande bei etwas mehr als 50 kDa hat, die
ebenfalls nach Pridabsorption des Antiserums nicht mehr nachgewiesen wird, ist nicht geklért; es
konnte sich dabei um alternativ prozessiertes hGBP-3 handeln (Abb. 36).

Dariiber hinausgehend wurde untersucht ob sich die Ergebnisse der mRNA-Expressions-
studien in peripheren Blutzellen auch auf Proteinebene nachvollziehen lassen.
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Abb. 38: Expression des hGBP-3-Proteins in Zellen des peripheren Blutes

Fiir den Western Blot wurden Monozyten, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten immunmagnetisch
aufgereinigt und anschlieBend unbehandelt in Kultur gehalten (Spur 1, 7 und 9) oder fiir 24 h mit
1000 U/ml IFN-y (Spur 2 und 11), 33 ng/ml LPS (Monozyten; Spur 3), 10 pg/ml LPS (B-Zellen;
Spur 8), 8 ug/ml PHA (Spur 3+10), 25 nM TPA (Spur 5) oder gleichzeitig mit 1000 U/ml IFN-y und
33 ng/ml LPS (Spur 6) behandelt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1x10® Zellen/ml in
SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen, gleiche Mengen im SDS-PAGE aufgetrennt und ein Western
Blot mit Antiserum gegen hGBP-3 durchgefiihrt. Der Pfeil markiert die spezifische hGBP-3-Bande bei
ca. 66 kDa; der Stern kennzeichnet vermutlich alternativ prozessiertes hGBP-3.

Die Expression des hGBP-3-Proteins wurde in IFN-y-induzierten Monozyten und in PHA-
behandelten T-Lymphozyten nachgewiesen; keine Expression fand sich in LPS- oder TPA-
stimulierten Monozyten oder LPS-behandelten B-Lymphozyten. Zusétzlich wurde nachgewie-
sen, daB die hGBP-3-Proteinexpression in Monozyten auch durch PHA und in T-Lymphozyten
auch durch IFN-y induziert wird.

4.2.2.6 Nachweis der GTP-Bindung von hGBP-3

Fiir den Nachweis der GTP-Bindung wurden ein eukaryontisches Expressionsplasmid, kodie-
rend fiir HA-markiertes rekombinantes hGBP-3, und ein Expressionskonstrukt mit mutierter
hGBP-3-Sequenz hergestellt. Fiir die Konstruktion des hGBP-3-Expressionskonstrukts mit
C-terminal lokalisierter HA-Markierung wurde eine PCR mit den Primern #863 und #864
durchgefiihrt, das PCR-Produkt mit der Restriktionsendonuklease Bam HI geschnitten und in
den ebenfalls BamHI-geschnittenen pEVRFO-HA-Vektor eingefiigt. Dabei entstanden aus-
schlieBlich Konstrukte, die an unterschiedlichen Stellen Mutationen aufwiesen. Aus dem
pEVRFO-HA 2107#13-Konstrukt mit den bereits in Kapitel 4.2.2.5 beschriebenen Mutationen
im 3'-Bereich und dem pEVRFO-HA 2107#29-Konstrukt, mit einer Mutation an Position 664
(Cytosin gegen Thymidin, resultierend in einem Aminosdureaustausch von Arginin gegen
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Cystein), wurde ein Konstrukt mit fehlerfreier hGBP-3-Sequenz hergestellt: Mit Hilfe der
Restriktionsendonuklease Xbal wurde der mutierte Bereich aus dem Konstrukt pEVRFO-HA
2107#13 deletiert und durch das nicht mutierte Xbal-Fragment des pEVRFO-HA 2107#29
Konstrukts ersetzt. Es entstand das Konstrukt pEVRFO-HA 2107V#4, das fiir die hGBP-3
Aminosduresequenz von 2 bis 586 kodiert.

Des weiteren wurde ein Konstrukt mit mutierter GTP-Bindungssequenz kloniert. Es wurde
an Aminosdureposition 52 ein Austausch von Serin gegen Asparagin vorgenommen. Durch
diese Mutation konnte in anderen Guanylat-bindenden Proteinen ein Verlust der GTP-Bindung
erreicht werden [103;236]. Es wurde eine Mutagenese-PCR durchgefiihrt: Mit den Primern
#863 und #866 und Stul-geschnittenem pBS 2107V#4-Konstrukt bzw. den Primern #865 und
864 und Afllll-geschnittenem pBS 2107V#4-Konstrukt wurde zunichst die Mutagenese
durchgefiihrt und anschlieend in einer Fusions-PCR ein hGBP-3-PCR-Produkt von Base 526
bis 2280 mit Mutationen an Position 676 und 677 (TC gegen AA ausgetauscht) generiert. Das
Fragment wurde mit Bam HI nachgeschnitten und in den mit BamHI linearisierten pEVRFO-
HA-Vektor 5' von der HA-Markierungssequenz kloniert. Das entstandene Konstrukt wurde
pEVRFO-HA 2107 Asn52#17 genannt.

Zur Analyse der GTP-Bindung wurden HelLaS3-Zellen mit dem Waildtypkonstrukt
(pEVRFO-HA 2107V#4) bzw. dem mutierten hGBP-3-Konstrukt (pEVRFO-HA 2107
AsnS52#17) transfiziert, die Zellen geerntet, in CSK-Puffer lysiert und der zytoplasmatische
Uberstand zusammen mit GTP-Agarose inkubiert. Die Agarose wurde gewaschen und
anschlieend in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen. Die Proben wurden im Western Blot
mit anti-HA-Antikorper analysiert.

Es wurde beobachtet, da3 das Wildtypkonstrukt GTP-Agarose bindet, wihrend die Mutante
nur eine sehr geringe Bindung an die GTP-Agarose zeigt (Abb. 39). Das hGBP-3-Protein bin-
det dementsprechend GTP und die Aminosdure Serin an Position 52 spielt bei der Bindung
eine entscheidende Rolle; die Mutation des Serin 52 fiihrt allerdings nicht zu einer vollstindi-
gen Inhibition der Bindung.

Abb. 39: Bindung von hGBP-3 an Agarose-ge-
zytopl. GTP- koppeltes GTP
Extrakt Bindung HeLa S3-Zellen wurden mit dem Vektor (Spur 1 und 4;
P s pEVRFO-HA), dem Wildtypkonstrukt, kodierend fiir
i 1 s e A rekombinantes HA-markiertes hGBP-3 (Spur2 und 5;
= =235 = = 5 pEVRF0-HA2107V#4), oder der Mutante, kodierend
[kDa] > = = > = = fiir mutiertes HA-markiertes hGBP-3 (Spur 3 und 6;
Lo o LD pEVRFO-HA 2107 Asn52#17) transfiziert, 12 h nach
160 — der Transfektion fiir 24 h mit 1000 U/ml IFN-y indu-
105 ziert und in CSK-Puffer lysiert. Der zytoplasmatische
oA Uberstand (Spur 1-3) wurde mit an Agarose gebunde-
- | - nem GTP inkubiert. Die gewaschene Agarose wurde
(o i O BE = in SDS-PAGE-Ladelosung aufgenommen und ein
Immunblot mit anti-HA-Antikdrper durchgefiihrt. Spur
35 4-6 zeigen das Ergebnis der GTP-Bindung.
[ < A<
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5 Diskussion

Die Gesundheit und Lebensfihigkeit des Organismus wird stindig durch potentielle Patho-
gene, wie Bakterien, Viren, Protozoen und Helminthen wie auch durch entartete korpereigene
Zellen bedroht. Dem Schutz des Organismus vor derartigen Krankheitserregern dient das
Immunsystem. Man unterscheidet dabei zwei Formen der Immunantwort: die unspezifische
Immunantwort, wird u.a. von Makrophagen, Monozyten, Granulozyten, NK-Zellen und dem
Komplement vermittelt; die erworbene spezifische Immunantwort wird vorrangig von Lym-
phozyten und Antikorpern vermittelt [1]. Reguliert wird die Immunantwort durch ein Netz-
werk kleiner interzelluldr wirkender Proteine, den Zytokinen. Zu dieser Gruppe gehoren auch
die Interferone [79].

Die Interferone bilden eine Familie von Proteinen, die verschiedene biologische Funktionen
ausiiben. IFN-y ist ein wichtiger Faktor im Rahmen der zellvermittelten Immunitit. Die vielfal-
tigen Effekte von IFN-y schlieBen u.a. die Fihigkeit zur Inhibition viraler Replikation, die
Stimulation antimikrobieller Aktivitit sowie die Kontrolle des Zellwachstums und der Diffe-
renzierung ein. IFN-y beeinflult die fiir die Immunantwort wichtige Interaktion von Leuko-
zyten und Endothel und ist einer der wirksamsten Aktivatoren von Makrophagen [1;82;244].
Interferone beeinflussen dariiber hinaus die Phagolysosomenfusion und die Azidifikation von
Vakuolen, die zelluldire Kompartimentierung, [156;282;283] und den Aufbau des Zytoskeletts
[32;109;304;312;313].

Vermittelt werden die Effektorfunktionen von IFN-y durch die Regulation der Expression
verschiedener Gene, wie z.B. der von Proteinen, die an der Antigenprésentation beteiligt sind.
IFN-y bindet an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfldche und aktiviert den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg. Es kommt zur Bildung von spezifischen Transkriptionskomplexen
wie GAF und ISGF3, die durch Bindung an Konsensussequenzen in Promotoren und Enhan-
cern die Transkription von Genen beeinflussen [31;129;240;323].

Bis heute sind mehr als 200 Gene beschrieben worden, deren Expression durch IFN-y indu-
ziert wird (http://198.94.213.64/ari/sup/im/im15/im15a.htm). Von vielen ist die Funktion noch
nicht bekannt [31].

In dieser Arbeit wurden drei Gene untersucht, deren mRNA nach Stimulation mit Interferon
vermehrt exprimiert wird. Hierbei handelt es sich um zwei intrazelluldr lokalisierte Proteine
und ein sezerniertes Protein.

5.1 IFP35 und zytoplasmatische Multiproteinkomplexe

5.1.1 [IFP35, ein Leuzin-Zipper-Protein

IFP35 ist ein Protein, welches in vielen Zellinien und Geweben exprimiert wird und dessen
Expression sowohl durch IFN-a als auch IFN-y induziert wird [16;319]. Das IFP35-Protein
weist N-terminal ein sogenanntes Leuzin-Zipper-Motiv auf. Dieses Motiv besteht aus einer
periodischen Wiederholung der Aminosdure Leuzin oder anderer hydrophober Aminosiduren



Diskussion 125

an jeder siebten Aminosdureposition und umfaft mindestens acht Umdrehungen der o-Helix.
Es kommt zur Ausbildung einer parallelen doppelstringigen, o-helikalen sogenannten ,,coiled
coil“-Struktur, die es Proteinen erlaubt Dimere auszubilden [229]. Das Leuzin-Zipper-Motiv
wurde zuerst fiir Proteine der AP-1-Familie von Transkriptionsfaktoren beschrieben, die
zusitzlich zum Leuzin-Zipper eine basische, fiir die DNA-Bindung notwendige, Domiine
besitzen [153;180]. Spiter wurde festgestellt, dal Leuzin-Zipper-Motive nicht auf DNA-
bindende Proteine beschrinkt sind, sondern Doménen darstellen, die allgemein Protein-Protein-
Wechselwirkungen vermitteln [8;45;46;111;141;260;315].

IFP35 gehort zu den Leuzin-Zipper-Proteinen ohne DNA-bindende basische Doméne, ver-
fiigt aber wie viele andere Leuzin-Zipper-Proteine iiber die Fahigkeit zur Homodimerisierung.
IFP35 ist in nicht induzierten Zellen bei der Priparation von nukleédren und zytoplasmatischen
Extrakten, unter Verwendung von NP-40 als Detergens, sowohl in der zytoplasmatischen als
auch in der nukledren Fraktion nachzuweisen; nach IFN-Induktion ist IFP35 vermehrt in der
nukledren Fraktion lokalisiert. Der Umstand, dal IFP 35 einen Leuzin-Zipper aufweist und nach
IFN-Induktion vorwiegend in der nukledren Fraktion zelluldrer Extrakte anzutreffen ist,
fithrte zu der Annahme, daf3 IFP35 im Nukleus lokalisiert ist [16;319].

5.1.2 Lokalisierung von IFP 35 im Zytoplasma IFN-y-induzierter Zellen

Immunfluoreszenzstudien, bei denen sowohl ein polyklonales Antiserum gegen IFP35 als auch
ein monoklonaler Antikorper gegen IFP35 verwendet wurde, zeigten, dal IFP35 nach IFN-y-
und IFN-o-Induktion im Zytoplasma punktartige Strukturen ausbildet. Diese zytoplasmatische
Verteilung wurde in Zellinien unterschiedlichen Ursprungs beobachtet. Grofle, Anzahl und
Anordnung des Punktmusters variierten in Abhédngigkeit von der Zellinie. So war nach IFN-y-
Induktion von HeLaS3-Zellen die Entstehung von 10-20 groéBeren, wahllos im Zytoplasma
verteilten Strukturen zu beobachten, wihrend in einer anderen Zellinie, wie z.B. der Fibro-
blastenzelline GM 637, eine groere Anzahl kleinerer Strukturen beobachtet wurde. In anderen
Zellinien, z.B. den Lungenkarzinomzellinien SW 1573 und A 549, waren die Punkte teilweise
»perlschnurartig® angeordnet. In nicht induzierten Zellen waren diese Strukturen nicht oder nur
vereinzelt vorzufinden. Eine Lokalisierung von IFP35 im Nukleus wurde nicht beobachtet. Die
Spezifitit des entstehenden Punktmusters wurde dadurch bestitigt, da3 1.) dieses Muster nach
Priaabsorption des Antiserums nicht mehr beobachtet werden konnte und 2.) zwei verschiedene
Antikorper gegen IFP35 dasselbe Ergebnis zeigten.

Das IFN-induzierte Verteilungsmuster konnte erstmals 6-12 h nach IFN-Induktion beob-
achtet werden, wobei die Anzahl der punktférmigen Strukturen mit der Zeit kaum anstieg, die
GroBe allerdings zunahm. Ein Hinweis darauf, dal IFP35 an definierten Ankerpunkten in der
Zelle akkumuliert. Ein Abbau der Aggregate konnte selbst 96 h nach Entfernung des Induk-
tionsreizes kaum beobachtet werden, was dafiir spricht, dal diese Komplexe sehr stabil sind
und nur langsam abgebaut werden.

Die spezifische Struktur erinnerte an die Verteilung von bekannten zelluldren Organellen
oder Kompartimenten. In Doppelimmunfluoreszenzstudien mit Antikdrpern gegen verschie-
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dene Organellen und subzellulire Kompartimente konnte jedoch eine Kolokalisierung mit
beschriebenen Strukturen wie Mitochondrien, Lysosomen, Peroxisomen, Golgi Apparat, Endo-
somen und der Plasmamembran nicht nachgewiesen werden. Subzellulire Fraktionierungen
unter Verwendung von Percoll-Gradienten fiihrten zu dem Ergebnis, dal IFP35 zusammen mit
einem Marker fiir das Zytoplasma in der Fraktion geringster Dichte kolokalisiert; ein Hinweis
auf die zytoplasmatische Lokalisierung des Proteins. Dieses Ergebnis konnte mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie bestitigt werden; es wurde fast ausschlieBlich zytoplasmatisch ver-
teiltes IFP35 nachgewiesen, welches nicht in Zellorganellen oder Kompartimenten lokalisiert
war und keine Assoziation mit Membranen zeigte.

Unter Anwendung von Immunfluoreszenz, subzellulidrer Fraktionierung und Elektronen-
mikroskopie konnte gezeigt werden, dal IFP35 punktartige Strukturen im Zytoplasma ausbil-
det, die nicht in Kompartimenten oder Organellen lokalisiert sind. Die GroBe dieser Strukturen
in der Immunfluoreszenz, wie auch die Anzahl der Goldpartikel in der Elektronenmikroskopie,
146t auf die Bildung von Proteinaggregaten schliefen.

Aggregatbildung wurde bereits fiir andere Proteine beschrieben. Ein zytoplasmatisch ver-
teiltes punktformiges Muster in der Immunfluoreszenz wurde von Moll et al. bei Verwendung
von Antikorpern gegen das Tumorsuppressorprotein pS3 beobachtet [215]. Fiir Ubiquitin und
Proteasomen-Antigene wurden perinukledre Aggregate beschrieben [325]. Die Ausbildung
zytoplasmatischer Ribonukleoproteinkomplexe wurde fiir das Leuzin-Zipper Protein LINE-1
nachgewiesen [141]. Auch fiir IFN-induzierte Proteine sind Aggregatbildungen beschrieben
worden: So finden sich IFN-induzierbare Proteine in PML NBs (,,human promyelocyte leu-
kemia nuclear bodies*); hierbei handelt es sich um Multiproteinkomplexe, die mit der nukle&-
ren Matrix assoziiert sind [107;120;170].

Uber die Funktion dieser Proteinaggregate und die strukturellen Hintergriinde wird in der
Regel nur spekuliert. So wird vermutet, da3 die Ubiquitin-Protasomen-Komplexe, die u.a.
nach Behandlung von Zellen mit Proteasomen-Inhibitoren auftreten, in Zentren entstehen, in
denen die durch Ubiquitin und Proteasomen vermittelte Proteolyse stattfindet. In diesen
,Proteolyse-Zentren sammeln sich die Ubiquitin-Proteasomen-Komplexe, wenn die Proteo-
lyse gehemmt und die Freisetzung der Komplexkomponenten Ubiquitin, Peptid und Proteasom
verhindert wird. Es wird vermutet, daf} die Aggregate, wenn sie einmal entstanden sind, nicht
oder nur sehr langsam abgebaut werden [325]. Im Fall der von Moll et al. beschriebenen
Lokalisierung des p53-Tumorsuppressorproteins im Zytoplasma wird durch diese Sequestrie-
rung vermutlich eine Translozierung von p53 in den Zellkern verhindert; p53 steht dann nicht
mehr als Suppressor im Zellkern zur Verfiigung [214;215;234]. Bei den PML NBs wird ver-
mutet, daf sie eine Rolle in der Vermittlung antiviraler Effekte von Interferonen spielen, da sie
mit viralen Proteinen interagieren und die Expression einiger PML NB-assoziierter Proteine
IFN-induzierbar ist [120].
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5.1.3 [IFP35ist in Proteinkomplexen organisiert

Aufgrund der Ergebnisse aus Immunfluoreszenz und Elektronenmikroskopie, wurde das native
Molekulargewicht von IFP35 bestimmt. IFP35 eluierte bei der Auftrennung von postnukle-
drem Uberstand auf einer Gelfiltrationssiule bei einem Molekulargewicht von 150-440 kDa.
Dies legt die Vermutung nahe, daB3 IFP35 Homo- oder Heteromultimere ausbildet und in
gro3en Multiproteinkomplexen lokalisiert ist.

Die Beobachtung, daBl endogenes und rekombinantes IFP35 in Immunprizipitationsstudien
dimerisieren, 1468t vermuten, dal mehrere IFP35-Molekiile in einem derartigen Proteinaggregat
vorhanden sind. Eine Inhibition der Translation mit Cycloheximid [100] zeigte, daB die
Bildung der Aggregate von einer weiteren Komponente abhingig ist. Die spezifische, in der
Immunfluoreszenz sichtbare, IFP35-Struktur 16ste sich nach 3stiindiger Behandlung der Zellen
mit CHX auf, wihrend im Western Blot kein Abbau des IFP35-Proteins zu verzeichnen war.
Es wird dementsprechend vermutet, da3 an der Ausbildung des punktférmigen IFP35-Vertei-
lungsmusters eine CHX-sensible Komponente beteiligt ist. Es muf} sich bei der CHX-sensiblen
Komponente nicht zwangsldaufig um ein Protein des Komplexes handeln. Es kann auch ein
Enzym sein, welches notwendige Bestandteile des Komplexes vor ihrer Bindung modifiziert
und somit fiir die Interaktion mit dem Komplex aktiviert.

5.1.4 Identifizierung der Interaktionspartner von IFP 35 und potentieller Komponen-
ten des postulierten Multiproteinkomplexes

Ein Interaktionspartner von IFP35 konnte in Nmi gefunden werden. Nmi ist wie IFP35 ein
IFN-induziertes Protein mit bisher unbekannter Funktion und weist im C-Terminus eine
Homologie zu IFP35 auf [18]. Wie IFP35 zeigt Nmi ein nach IFN-Induktion auftretendes
zytoplasmatisch verteiltes punktformiges Verteilungsmuster [181]. In der Doppelimmunfluo-
reszenz wurde eine Kolokalisierung und in der Immunprizipitation von rekombinantem Nmi
und endogenem IFP35 eine Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen.

Die von Wang et al. veroffentlichte Interaktion von IFP35 und B-ATF [319], einem Leuzin-
Zipper-Protein mit basischer Region, konnte weder mittels Immunfluoreszenz noch mit Hilfe
der Immunprizipitation bestitigt werden.

Die Tatsache, dal IFP35 im Zytoplasma lokalisiert ist, aber nach Lyse der Zellen mit
NP-40 in der nukledren Fraktion anzutreffen ist, fithrte zu der Vermutung, da3 IFP35 mit
Komponenten des Zytoskeletts, wie z.B. Zytokeratinen, assoziiert sein konnte [67;68;187].
Das Zytoskelett setzt sich vornehmlich aus drei Komponenten zusammen: dem Aktinskelett,
den Mikrotubuli und den Intermediérfilamenten. Die Bildung des IFN-induzierten IFP35-Ver-
teilungsmusters wurde durch Cytochalasin D, ein Agens, welches das Aktinskelett zerstort,
nicht verhindert [250]. Auch durch Nocodazol, ein die Mikrotubuli depolymerisierendes
Agens [335], wurde die punktférmige Verteilung von IFP35 nicht aufgelost. Das Aktinskelett
und die Mikrotubuli sind dementsprechend nicht die Strukturen, die fiir die Organisation der
Struktur verantwortlich sind. Dariiber hinaus kann ausgeschlossen werden, daf3 IFP35 mit dem
Aktinskelett interagiert, da in der Immunfluoreszenz keine Kolokalisierung mit dem Aktin-
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skelett beobachtet wurde. Ein wichtiges Ergebnis war die Beobachtung, dafl IFP35 mit einem
Bestandteil der Intermediérfilamente, dem Zytokeratin 19 (CK 19) interagiert. In den Lungen-
karzinom-Zellinien A 549 und SW 1573 wurde in den Bereichen, in denen eine perlschnur-
artige Anordnung der IFP35 enthaltenden Komplexe vorlag, eine Kolokalisierung mit CK 19
beobachtet. Doppelimmunfluoreszenzen mit Antikoérpern gegen IFP35 und die in HelaS3-
Zellen exprimierten Zytokeratine 7, 8, 17 und 18 zeigten keine in der konventionellen Mikro-
skopie erkennbare Kolokalisierung. In dieser Zellinie war, anders als in den genannten
Lungenkarzinom-Zellinien, keine in irgendeiner Form geordnete regelméfige Anordnung der
IFP35 enthaltenden Aggregate beobachtet worden. Vermutlich gibt es iiber das CK 19 hinaus-
gehend weitere Strukturproteine, die IFP35 beinhaltende Multiproteinkomplexe binden.

Moll et al. beschrieben kiirzlich eine zytoplasmatische Struktur, die der in HeLa S3-Zellen
beobachteten IFP35-Struktur sehr #hnelt. Es handelt sich dabei um im Zytoplasma se-
questriertes p53. Diese Komplexe wurden vorrangig bei Verwendung des gegen p53 gerichte-
ten monoklonalen Antikorpers pAb1801 beobachtet [214;215;234]. In der konfokalen Laser
Scan Mikroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit eine vollstindige Kolokalisierung des
IFP35-Punktmusters und der vom Antikdrper pAbl1801 erkannten Struktur in HeLLaS3-Zellen
beobachtet. In Zellinien, in denen eine teilweise Kolokalisierung von IFP35 und CK 19 beob-
achtet werden kann, ist diese Kolokalisierung nur partiell (ca. 10-20%). Durch Untersuchun-
gen zur Spezifitit des pAb1801-Antikorpers wurde nachgewiesen, da3 es sich bei dem Pro-
tein, welches die von dem Antikorper erkannten Strukturen bildet, nicht um p53, sondern um
eine Kreuzreaktion mit einem bisher unbekannten Protein handelt. Eine Kreuzreaktion des
pADb1801-Antikdrpers war bereits in édlteren Publikationen vermutet worden; mit dem Antikor-
per pAb1801 waren in der Immunfluoreszenz punktartige Strukturen in Zellen beobachtet
worden, in denen mit anderen Methoden kein p53 nachgewiesen werden konnte [20].

Im Western Blot konnte in HeLa S3-Zellextrakten mit verschiedenen monoklonalen Anti-
korpern gegen p53 und einem polyklonalen, gegen p53 gerichteten Antiserum, p53 nur sehr
schwach bzw. gar nicht nachgewiesen werden. Dies entspricht Veroffentlichungen, wonach
pS53 in HeLa-Zellen kaum nachweisbar ist [186;200;271]. In der Lungenkarzinomzellinie
SW 1573 wurde p53 von allen im Western Blot einsetzbaren Antikdrpern nachgewiesen. Ein
weiteres Indiz fiir die Kreuzreaktion von Antikorper pAb1801 sind von Wang et al. im Rah-
men der Untersuchungen zur Interaktion von IFP35 und B-ATF durchgefiihrte Studien zur
Interaktion von p53 und IFP35; hier wurde keine eindeutige Interaktion der beiden Proteine
beobachtet [318].

Bei dem Protein, mit dem der Antikdrper pAb1801 kreuzreagiert, handelt es sich nicht um
IFP35 oder Nmi, weil die vom pAb1801-Antikorper erkannte punktartige Struktur nicht in
allen untersuchten Zellinien vollstindig mit IFP35 oder Nmi kolokalisiert und bereits in nicht
induzierten Zellen vorhanden ist. Es konnte sich bei dem in der Kreuzreaktion erkannten Pro-
tein um das gesuchte Strukturprotein handeln, an das die IFP35 enthaltenden Komplexe
zumindest teilweise binden und durch das sie evtl. am Zytoskelett verankert werden. Die Ver-
mutung wird dadurch gestiitzt, da3 das Punktmuster in allen untersuchten Zellinien (sowohl in
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unbehandelten als auch in IFN-y-induzierten Zellen) zu beobachten und nach Behandlung der
Zellen mit CHX nicht mehr nachweisbar ist. Die Bindung von IFP35 an die von Antikorper
pAb1801 erkannten Strukturen und die Bildung der Proteinaggregate ist nicht IFN-y-abhéngig,
da 1.) IFP35 in nicht induzierten, rekombinantes IFP35 exprimierenden Zellen ebenfalls mit
den vom pAb1801-Antikorper detektierten Strukturen kolokalisiert und 2.) in nicht induzierten
Zellen mit dem Antiserum gegen IFP35 teilweise kleinere, punktférmige Strukturen
nachgewiesen werden konnen, die mit den von Antikdrper pAbl801 erkannten Strukturen
kolokalisieren. Ein weiteres Indiz fiir die IFN-unabhéngige Bildung dieser Proteinaggregate ist
die Beobachtung, dall groe IFP35 enthaltende Komplexe in der Gelfiltration auch in nicht
induzierten Zellen nachweisbar sind (nicht gezeigte Daten). Infolge IFN-Induktion nehmen sie
allerdings in ihrer Anzahl und Grofe zu und die IFN-induzierten Proteine wie IFP35 und Nmi
sind erst dann in der Immunfluoreszenz nachweisbar.

Es gibt aufgrund der vorliegenden Daten drei potentielle Interaktionspartner von IFP35, die
an der Bildung zytoplasmatischer Aggregate beteiligt sein konnten. Das IFN-induzierbare
Nmi-Protein ist nach den vorliegenden Ergebnissen immer in den postulierten Aggregaten vor-
handen, da eine Kolokalisierung von Nmi und IFP35 in allen untersuchten Zellinien beobach-
tet wurde. Die Anordnung der Proteinaggregate deutet darauf hin, daB3 sie an einer Kompo-
nente des Zytoskeletts verankert sind, die auch als Initiationspunkt fiir die Komplexbildung
fungieren konnte. Eine partielle Interaktion von IFP35 und CK19 wurde beobachtet. In
Zusammenarbeit mit B. Omary wurde nachgewiesen, dal} die Interaktion der Proteine von der
Phosphorylierung von IFP35 abhingt (Omary, nicht veroffentlichte Daten). Mit dem Protein,
mit dem der Antikdrper pAb1801 kreuzreagiert, liegt ein weiterer Bindungspartner vor.

5.1.5 Zusammenfassung und Ausblick

IFP35 ist ein Protein, welches nach IFN-Induktion ein bisher fir IFN-induzierte Zellen noch
nicht beschriebenes Punktmuster im Zytoplasma ausbildet. IFP35 interagiert mit Nmi, das
wiederum mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie N-Myc, C-Myc, Max, Mxil und Fos
interagieren kann [18]. AuBerdem interagiert IFP35 phosphorylierungsabhingig mit CK 19,
einem Mitglied der Familie der Intermediirfilamente, fiir die eine Beteiligung an der intrazellu-
laren Signalleitung [19;50;232] und der Genregulation [301] diskutiert wird. Wie diese Inter-
aktion aussieht ist noch nicht geklirt, aber die Interakion von Komplexkomponenten mit
Transkriptionsfaktoren und deren Verankerung am Zytoskelett, wie z.B. an CK 19, konnte
dabei eine wichtige Rolle spielen. Fiir Nmi ist bereits eine Funktion als Adaptermolekiil in der
Protein-Protein-Interaktion diskutiert worden. Eine derartige Funktion ist fiir das HTLV-1
Tax-Protein oder das HMG-1-Protein beschrieben worden; beide interagieren mit der basi-
schen Region von bZip-Transkriptionsfaktoren [18]. IFP 35 konnte in diesen Komplexen eine
Verbindung zwischen Nmi und anderen Komponenten des Komplexes herstellen und somit der
Oligomerisierung der Proteine dienen.

Die Komplexe assoziieren vermutlich mit Zellstrukturen, die bereits vor der IFN-Induktion
vorhanden sind. Neben CK 19 spielt hierbei das vom Antikérper pAb1801 erkannte Protein
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eine Rolle. Es wird zum einen in nicht induzierten Zellen exprimiert und scheint dort mit
IFP35 zu interagieren, wo IFP35 nicht mit CK 19 interagiert. Da in sdmtlichen bisher unter-
suchten Zellinien mindestens eine partielle Kolokalisierung von IFP35 und dem vom
pAb1801-Antikorper erkannten Protein beobachtet werden konnte, wird vermutet, daf} dieses
Protein, wie auch Nmi eine Rolle in der Aggregatbildung oder Aggregaterhaltung spielt.
Moglicherweise handelt es sich bei dem Protein sogar um die Zytoskelettkomponente, die
dafiir verantwortlich ist, dal die zytoplasmatisch lokalisierten Komplexe in der Zellfraktionie-
rung in der nukledren, auch Zytoskelettkomponenten enthaltenden, Fraktion lokalisieren.
Dementsprechend kann eine Identifizierung dieses Proteins zur Aufkldrung der Funktion bzw.
Struktur von IFP35 und der Multiproteinkomplexe beitragen. Zur Zeit wird versucht dieses
Protein durch Untersuchung einer Expressionsgenbank mit Hilfe des pAb1801-Antikorpers zu
identifizieren.

5.2 Nociceptin/OFQ, ein Neuropeptid mit immunologischer Funktion?

5.2.1 Nociceptin/OFQ und sein Rezeptor ORL 1

Die Erforschung von Nociceptin/OFQ begann mit der Entdeckung seines Rezeptors. Er wurde
1994, aufgrund seiner Homologie zu bereits bekannten Opioid-Rezeptoren, von mehreren
Gruppen als cDNA-Klon bzw. genomischer DNA-Klon aus verschiedenen Spezies isoliert und
zundchst unterschiedlich benannt [47;61;112;176;216;227;318;322]; Mollereau et al. isolierten
den Rezeptor aus humaner genomischer DNA und nannten ihn ORL1 (,,opioid receptor-like
receptor 1°) [216]. Bei dem ORL 1-Rezeptor handelt es sich um einen sieben Transmembran-
dominen umfassenden, G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der strukturell und funktionell den
Opioid-Rezeptoren &hnlich ist [216]. Der ORL 1-Rezeptor sprach auf Aktivierung mit
bekannten Opioiden oder Opioid-Rezeptor-Agonisten sehr schlecht oder gar nicht an. Dement-
sprechend wurde vermutet, dal er nicht zu den klassischen Opioid-Rezeptoren gehort und
einen noch unbekannten Liganden bindet [47;216;318;322].

Der endogene Ligand des ORL 1-Rezeptors wurde parallel von zwei Arbeitsgruppen
beschrieben und unterschiedlich benannt: von Meunier et al. wurde der Ligand aus dem Gehirn
von Ratten isoliert und Nociceptin genannt, da er die Nociception, d.h. die Wahrnehmung von
Schmerz vermittelt [206]; Reinscheid et al. isolierten den Liganden aus dem Gehirn von
Schweinen und nannten ihn Orphanin FQ (OFQ), da er endogener Ligand eines Orphan-
Rezeptors ist und die letzten beiden Aminosduren F und Q sind [258]. Es handelt sich bei dem
Liganden um ein Heptadecapeptid mit groer Homologie zu Dynorphin A. Das Peptid bindet
hochaffin an den ORL 1-Rezeptor und ist in der Lage die Forskulin-vermittelte Stimulation der
Adenylat-Zyklase zu inhibieren [206;258]; Nociceptin/OFQ ist nicht in der Lage Opioid-
Rezeptoren zu aktivieren [258]. Die cDNA-Sequenz von Nociceptin/OFQ wurde 1996 verof-
fentlicht und weist eine groe Homologie zu Preproenkephalin und Preprodynorphin auf
[217;228].
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Die Expression und Funktion von Nociceptin/OFQ im zentralen Nervensystem (ZNS) ist
vielfach untersucht worden [7;47;89;110;112;176;216;217;228;241;258;261;330]. Intracere-
broventricular injiziert beeinfluBt Nociceptin/OFQ in Miusen die Bewegungsaktivitdt und
steigert die Schmerzempfindung. Es wird eine von den Funktionen der Opioide abweichende
bzw. anti-Opioid-Rolle von Nociceptin/OFQ im ZNS vermutet [123;206;212;258].

Auf molekularer Ebene inhibiert Nociceptin/OFQ die Adenylat-Zyklase [206;258], beein-
fluBt spannungsabhingige Ca?*-Kanile [76;168] und die Aktivitidt von K*-Kanilen [201;309;
334]. Vermutlich iibt der ORL 1-Rezeptor die Effekte iiber Go- oder Gi-Untereinheiten von
G-Proteinen aus [76].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein, aus einer fiir cDNAs IFN-y- und TPA-induzierter
mRNAs angereicherten Genbank isolierter, cDNA-Klon von Nociceptin/OFQ charakterisiert.
Die Aminosiduresequenz des isolierten Nociceptin/OFQ Klons weist an Position 89 einen
Aminosdureaustausch auf und stellt somit eine Variante der von Nothacker et al. und
Mollereau et al. publizierten Sequenzen dar [217;228].

5.2.2 Expression von Nociceptin/OFQ und vom ORL 1-Rezeptor in Zellen himatopoe-
tischen Ursprungs

Wihrend iiber die Expression des ORL 1-Rezeptors in Zellen hdmatopoetischen Ursprungs
bereits vereinzelt Daten vorlagen, war in Bezug auf die Expression des Liganden in derartigen
Zellen nur wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Northern-Analysen nachgewiesen, daf} die
mRNA-Expression von Nociceptin/OFQ durch IFN-y reguliert wird. Die Expression der
mRNA wurde nach IFN-y-Induktion in mit TPA zur Differenzierung angeregten THP-1-
Zellen, einer Makrophagen-Vorlduferzellinie, induziert. In nicht behandelten, TPA-behandel-
ten oder nur IFN-y-induzierten Zellen war keine signifikante Expression der Nociceptin/OFQ-
mRNA nachzuweisen. In einer anderen Makrophagen-Vorlduferzellinie, U937, wie auch in
Monozyten des peripheren Blutes wurde nach TPA- und IFN-y-Behandlung keine nennenswer-
te Steigerung der Expression des Liganden beobachtet; es lag eine geringe basale Expression
der Nociceptin/OFQ-mRNA in Monozyten des peripheren Blutes vor. Es wird dement-
sprechend vermutet, dafl eine Induktion der Nociceptin/OFQ-mRNA-Expression durch IFN-y
nicht generell in allen Zellen monozytidren Ursprungs erfolgt, sondern zellinienspezifisch ist.

Eine Expression der Nociceptin/OFQ-mRNA in peripheren Geweben und Zellen wurde bis-
her nur in humanem Milzgewebe und in nicht weiter differenzierten humanen Leukozyten des
peripheren Blutes nachgewiesen [228]. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenom-
mene Identifizierung einer die Nociceptin/OFQ-mRNA stark exprimierenden Blutzell-
population stellt einen entscheidenden Schritt in der Charakterisierung von Nociceptin/OFQ
dar. Im Gegensatz zur geringfiigigen Expression in Monozyten, wurde die Nociceptin/OFQ-
mRNA in unbehandelten B-Lymphozyten des peripheren Blutes in groen Mengen exprimiert.
B-Lymphozyten sind somit vermutlich die primédr Nociceptin/OFQ sezernierenden Immun-
zellen.
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Dariiber hinaus wurden erfolgreich Blutzellsubpopulationen identifiziert, welche die mRNA
des Rezeptors exprimieren. Es wurden sowohl in Monozyten des peripheren Blutes als auch in
Granulozyten grole Mengen der ORL 1-Rezeptor-mRNA im Northern Blot nachgewiesen;
eine geringe Expression war in B- und T-Lymphozyten zu beobachten. Die Ergebnisse werden
durch dieses Jahr von Peluso et al. veroffentlichte Daten bestitigt: Bei der Untersuchung von
Leukozyten des peripheren Blutes wurde hier eine Expression der Rezeptor-mRNA in Mono-
zyten wie auch in nicht weiter differenzierten Lymphozyten beobachtet [241]. In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in Leukozyten des
peripheren Blutes nicht durch PHA oder LPS beeinfluf3t. Dies steht im Gegensatz zu den von
Wick et al. ermittelten Ergebnissen; dort wurde die Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in
humanen Lymphozyten durch PHA induziert [322].

Bei der Untersuchung einer Reihe von Zellinien hdmatopoetischen und nicht himatopoeti-
schen Ursprungs wurde nachgewiesen, da3 der ORL 1-Rezeptor in einer Vielzahl von Zellen
mehr oder weniger stark konstitutiv exprimiert wird; eine Beobachtung, die fiir Zellen hima-
topoetischen Ursprungs durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestitigt wird [241;322].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Expression der ORL 1-Rezeptor-mRNA in unbehan-
delten Zellen der Makrophagen-Vorlduferzellinien U937, HL-60 und THP-1 nachgewiesen.
Wihrend die Expression des Rezeptors in U937-Zellen nicht durch TPA beeinflufit wird, wird
die Expression in THP-1-Zellen durch TPA allein sowie durch TPA in Kombination mit IFN-y
vollstindig reprimiert. Auch HL-60-Zellen zeigen eine Reprimierung der Rezeptorexpression
nach TPA/IFN-y-Behandlung. Interessanterweise wird die mRNA des Rezeptors nur dann
exprimiert, wenn die mRNA des Liganden nicht oder nur sehr schwach exprimiert wird. Die
mRNA des Rezeptors wird z.B. in Monozyten stark exprimiert, wihrend nur eine geringe
Expression der Nociceptin/OFQ-mRNA in dieser Zellpopulation nachweisbar war. Der umge-
kehrte Fall liegt bei B-Lymphozyten vor. Diese gegenldufige Expression wurde bei sdmtlichen
untersuchten Zellen sowie bei Verwendung verschiedener Induktoren beobachtet.

Zusammenfassend laft sich sagen, dal die mRNA des ORL 1-Rezeptors in nahezu allen
untersuchten Zellen himatopoetischen wie auch nicht hamatopoetischen Ursprungs exprimiert
wird; eine Ausnahme stellen uv.a. TPA-behandelte THP-1- und HL-60-Zellen dar. Einen
wesentlichen Schritt in der Charakterisierung von Nociceptin/OFQ und seinem Rezeptor stellt
die Identifizierung der Zellpopulationen des peripheren Blutes dar, welche die mRNA des
Rezeptors bzw. des Liganden exprimieren. Im peripheren Blut wird der Rezeptor hauptsich-
lich in Monozyten und Granulozyten exprimiert; eine Expression des Liganden ist iiberwie-
gend in B-Lymphozyten zu beobachten. Ligand und Rezeptor unterliegen einer gegenldufigen
Expression; bei starker Expression der mRNA des Liganden ist die Expression der mRNA des
ORL 1-Rezeptors kaum nachweisbar. Es kann aufgrund dessen ausgeschlossen werden, daf}
eine autokrine Stimulation der Zellen durch Nociceptin/OFQ erfolgt.
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5.2.3 Immunologische Funktion von Neuropeptiden

Auch wenn eine Funktion von Nociceptin/OFQ im Immunsystem noch nicht beschrieben ist,
so ist doch einiges iiber die Wirkung anderer Neuropeptide auf das Immunsystem bekannt.

Bereits im vorigen Jahrhundert wurde von Elie Metchnikoff festgestellt, dal Substanzen,
fiir die primédr eine Wirkung auf das Nervensystem beschrieben worden war, auch auf das
Immunsystem Einfluf nehmen: Opium, ein Opiat-Alkaloid, zeigte supprimierende Wirkung
auf die zelluldre Immunitét und setzte die Abwehrkraft von Meerschweinchen gegeniiber einer
Infektion mit Bakterien herab [52]; spdter wurde festgestellt, da T-Lymphozyten [328] und
Monozyten [191] iiber Opiat-Rezeptoren verfiigen. Die Expression von Opioid-Rezeptoren,
d.h. den Rezeptoren einer Klasse von Neuropeptiden, den Opioid-Peptiden, wurde fiir ver-
schiedene Immunzellen beschrieben.

Fiir endogene Opioid-Peptide und exogene Opiat-Alkaloide wurde eine Vielzahl moglicher
Effekte beschrieben: Forderung der Aktivitdt von NK-Zellen [160;199], Supprimierung der
Antikorperproduktion [137;150;297], Beeinflussung der Proliferation von Lymphozyten, Aus-
bildung des Tc-Lymphozyten-Subtyps [56], Forderung der IFN-y-Produktion von Lympho-
zyten [197], Regulation von Aktivierung, Proliferation und Effektorfunktionen mononukleirer
Zellen [99;195;278;292], Beeinflussung der Chemotaxis von Monozyten und Granulozyten
[308].

Neben den bereits bekannten Wirkungen von Opioiden, die einen Ansatzpunkt fiir die
Untersuchung moglicher Effekte von Nociceptin/OFQ im Immunsystem bieten, kann auch die
Untersuchung einer Beteiligung von Nociceptin/OFQ an der neurogenen Entziindung, die mit
der Wirkung von Neuropeptiden in Verbindung gebracht wird, einen Hinweis auf die Rolle
von Nociceptin/OFQ in der Peripherie geben. Hierbei fiihren fiir den Korper schidliche
mechanische, elektrische, thermische oder auch chemische Reize zu einer Aktivierung periphe-
rer Nervenendigungen priméirer sensorischer Neurone und zu einer Freisetzung proinflammato-
rischer Neuropeptide. Diese bewirken eine Reihe von Veridnderungen, die unter dem Begriff
,heurogene Entziindung" zusammengefallt werden; diese Effekte sind u.a. prikapilldre Vaso-
dilatation, postkapilldre Plasmaextravasation und Aktivierung von Mastzellen. Die neurogene
Entziindung wird von einer Reihe von Neuropeptiden (,.calcitonin-gene related peptide*=
CGRP, Neurokinin A, Somatostatin und Substanz P) vermittelt [142;205;262]; Rezeptoren fiir
CGRP, Somatostatin und Substanz P wurden auf Monozyten, T- und B-Lymphozyten nach-
gewiesen [184].

Von den an der neurogenen Entziindung beteiligten Neuropeptiden wurde Substanz P am
besten untersucht. Substanz P wurde urspriinglich als ein Mediator der Nociception beschrie-
ben. Wie bei den Opioiden wurde spiter eine Wirkung des Neuropeptids auf Zellen des
peripheren Blutes nachgewiesen. Der Rezeptor fiir Substanz P wird auf T- und B-Lympho-
zyten, Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen, Mastzellen, Endothelzellen und Eosinophilen
exprimiert [140]. In Makrophagen fordert Substanz P die Produktion von Superoxidanionen,
steigert Phagozytose und Zytotoxizitit, beeinflut die Produktion inflammatorischer Zytokine
wie IL-1, IL-6 und TNF-a und stimuliert die Chemotaxis von Monozyten und polymorph-
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kernigen Leukozyten [92;140]. In Bezug auf die Wirkungsweise von Substanz P in der neuro-
genen Entziindung war die Untersuchung von Knockout-Miusen von groBer Bedeutung. Mit
Hilfe von Knockout-Méusen, denen das Preprotachykinin A Gen fehlt, welches fiir Substanz P
und Neurokinin A kodiert, wurde nachgewiesen, da8 Tachykinine die Plasmaextravasion im
Rahmen der neurogenen Entziindung beeinflussen [53]. Knockout-Miduse, denen der Sub-
stanz P-Rezeptor (Neurokinin-1-Rezeptor) fehlt und bei denen die Bildung intrapulmonaler
Immunkomplexe induziert wurde, zeigten im Gegensatz zu Wildtypstimmen nahezu keine
Entziindungsreaktion; Substanz P ist somit ein wichtiger Faktor in der Entstehung bzw. im
Verlauf von Entziindungsreaktionen [40]. In Monozyten wird sowohl der Rezeptor exprimiert
als auch das Peptid sezerniert, so dal eine autokrine Stimulation stattfinden kann.

Uber die Funktion von Nociceptin/OFQ im Immunsystem kann zur Zeit nur spekuliert wer-
den. Obwohl Nociceptin/OFQ strukturell mit den Opioiden verwandt ist, weist es funktionell
eher anti-Opioid-Effekte auf [123;206;212;258]. Aufgrund seiner Nociception vermittelnden
Wirkung dhnelt es funktionell eher Neuropeptiden wie Substanz P, deren Wirkung in der neu-
rogenen Entziindung durch Opioide reprimiert werden kann [142]. Eine Beteiligung von
Nociceptin/OFQ an der neurogenen Entziindung ist dementsprechend wahrscheinlich. Bei der
Untersuchung mdoglicher Effekte von Nociceptin/OFQ ist die Analyse der Expression des
Rezeptors auf der Zelloberfliche von Bedeutung, da die Expression der mRNA noch keine
Aussage iiber die Expression des Rezeptorproteins erlaubt. Zu diesem Zweck wurde versucht
die peripheren Blutzellsubpopulationen, die den Rezeptor exprimieren, mit Hilfe von Biotin-
und Fluorochrom-markiertem Nociceptin/OFQ in der FACS-Analyse zu identifizieren. Dieser
Versuch war vermutlich aufgrund mangelnder Sensitivitit des Nachweissystems nicht erfolg-
reich (Daten nicht gezeigt). Zur niheren Untersuchung der Expression des Rezeptorproteins
werden zur Zeit anti-Peptid-Antiseren gegen das ORL 1-Protein hergestellt.

Parallel zur Herstellung der Antiseren werden Vorversuche zur Wirkung von Nociceptin/
OFQ auf Monozyten und Granulozyten durchgefiihrt. Untersuchungen zur chemotaktischen
Wirkung von Nociceptin/OFQ bzw. zur inhibitorischen Wirkung von Nociceptin/OFQ auf
f-MLP-vermittelte Chemotaxis von Granulozyten und Monozyten zeigten bisher keine
erkennbaren Effekte. Es wurde ebenfalls kein Einflul auf die Produktion der Zytokine IL-1,
IL-6 und TNF-a nachgewiesen (Daten nicht gezeigt), deren Expression z.B. von Substanz P
beeinfluf3t wird (s.0.).

Nachdem in einer Reihe von Untersuchungen zur Funktion von Nociceptin/OFQ keine
Nociceptin/OFQ-vermittelten Effekte beobachtet werden konnten, wird in Zukunft der Beweis
erbracht werden miissen, dal der ORL 1-Rezeptor in Zellen, in denen eine Expression der
Rezeptor-mRNA nachgewiesen wurde, exprimiert und funktionell aktiv ist. Dariiber hinaus
mul} der Nachweis erbracht werden, dal nicht nur die mRNA des Liganden in B-Lympho-
zyten exprimiert wird, sondern auch das Nociceptin/OFQ-Peptid sezerniert wird. Bereits von
Nothacker et al. war vermutet worden, dafl durch unterschiedliche Prozessierung des Prepro-
nociceptins neben Nociceptin/OFQ auch andere Peptide freigesetzt und sezerniert werden
konnten [228]. Diese Theorie bewahrheitete sich dieses Jahr mit der Entdeckung von Nocista-
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tin. Nocistatin bindet nicht an den ORL 1-Rezeptor und scheint eine dem Nociceptin entgegen-
gesetzte Rolle in der Nociception zu spielen [121;211;231]. Auch diese, durch unterschiedliche
Prozessierung generierten Peptide konnten von B-Zellen sezerniert werden und Effekte auf das
Immunsystem ausiiben.

5.3 Humanes GBP-3: Klonierung, Expression und Charakterisierung eines
IFN-yinduzierbaren Guanylat-bindenden Proteins

5.3.1 Guanylat-bindende Proteine: eine Gruppe IFN-induzierbarer Proteine unbe-
kannter Funktion

Die GBPs wurden urspriinglich als IFN-induzierbare Guanylat-bindenden Proteine (GBP) in
Fibroblasten und Makrophagen beschrieben [63;291]. Sie gehoren zur Familie der G-Protein-
Superfamilie der GTPasen. GTPasen spielen eine Rolle bei der Signaltransduktion, dem Vesi-
keltransport und der Translation [35-37].

Innerhalb dieser Familie stellen die GBPs eine Subgruppe dar, die durch mehrere Charakte-
ristika von anderen GTP-bindenden Proteinen unterschieden werden kann. Ihr Molekular-
gewicht umfait ca. 65 kDa. Sie binden spezifisch an Guanin-Nukleotide (GTP, GDP und
GMP), die an Agarose immobilisiert wurden [62-64]; GBPs binden Guaninnukleotide nur
schwach in Losung, zeigen einen hohen Ky-Wert fiir die GTP-Hydrolysereaktion, konnen
multiple Zyklen der Hydrolyse in Abwesenheit von Nukleotid-Austausch-Faktoren ausiiben
und setzen GDP und GMP als Reaktionsprodukte der Hydrolyse frei [224;275]. Im Gegensatz
zu anderen GTP-bindenden Proteinen weisen GBPs nur die ersten zwei der drei fiir GTP-
bindende Proteine typischen Konsensusmotive auf [9;64;83;88;127;154;203;236;274]. GBPs
zeigen nahezu keine Bindung an andere Nukleotide [64].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der vollstindige cDNA-Klon von ,,Klon 2107 aus einer
cDNA-Genbank, hergestellt aus mRNAs TPA- und IFN-y-induzierter Makrophagen-Vorlau-
ferzellen, isoliert. Klon 2107 weist eine grole Homologie zu bereits bekannten IFN-induzierten
GBP-Proteinen auf und wird als hGBP-3 (humanes Guanylat-bindendes Protein 3) bezeichnet.

5.3.2 Humanes GBP-3 trigt alle wichtigen Sequenzmerkmale von GBP-Proteinen

Die isolierte vollstindige hGBP-3-cDNA umfaflt 2419 Basenpaare und kodiert fiir ein 586 As
umfassendes 66,6 kDa groBes Protein (Tab. 7). Ein Vergleich von hGBP-3 mit den beiden
beschriebenen humanen GBP-Proteinen, hGBP-1 und hGBP-2, ergab 57% homologe und 30%
dhnliche Aminosiuren.

Die Homologie ist im N-terminalen Bereich besonders stark ausgeprigt, in dem auch zwei
fiir Guanylat-bindende Proteine typische Konsensussequenzen identifiziert werden konnten.
Auch die Sequenz eines potentiellen dritten Konsensusmotivs wurde nachgewiesen. GTP-bin-
dende Proteine weisen im allgemeinen drei Konsensusmotive auf. Das erste lautet
GXXXXGKS(T), das zweite DXXG und das dritte N/TKXD. Hierbei interagieren die ersten
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beiden Doménen mit den Phosphatgruppen der Nukleotide bzw. auch mit einem Mg?**-Kofak-
tor. Das dritte Motiv ist fiir die Nukleotidspezifitdt verantwortlich. Der Abstand zwischen den
Konsensusmotiven betridgt mindestens 40 Aminosduren [83;88;236]. Das Fehlen der dritten
Domiine ist typisch fiir GBPs; sie fehlt den GBPs aus Mensch [64], Maus [64;127], Ratte [9]
und Huhn [274]. Obwohl die Nukleotid-spezifizierende dritte Domine fehlt, zeigen die
beschriebenen GBPs nahezu keine Bindung an andere Nukleotide [64]. Andere Proteine, denen
die dritte Konsensussequenz fehlt, weisen abweichende Nukleotid-Bindungseigenschaften auf:
Kinesin [230] zeigt eine hohere Affinitit fir ATP anstelle von GTP [71;173]; die PEP-
Carboxykinase bindet vorrangig ITP anstelle von GTP. Es wird vermutet, dal es iiber die
ersten beiden Dominen hinausgehend in GBP-Proteinen eine weitere Domine gibt, die sich
von der von Dever et al. [88] fiir GTP-bindende Proteine beschriebenen dritten Doméne unter-
scheidet und fiir die Nukleotidspezifitit verantwortlich ist. Diskutiert wird hierbei die Sequenz
,»TLRD* der humanen GBPs, die auch im hGBP-3-Protein vorhanden ist. Die Sequenz dhnelt
dem TVRD-Motiv des Hiithner-GBP; der Austausch der N/TKXD-Konsensussequenz gegen
das TVRD-Motiv soll fiir die verdnderte Guanylat-Bindung der GBP-Proteine verantwortlich
sein [127;274]; fir die dhnliche Sequenz TQXD wurde bereits eine Beteiligung an der GTP-
Bindung fiir ein nicht zu den GBP-Proteinen gehorendes GTP-bindendes Protein beschrieben
[280]. Beim mGBP3 ist an entsprechender Stelle, anstelle des TVRD Motivs, die Sequenz
AVRD zu finden [127].

Iso-
Protein »Accession“-|cDNA|Protein|  Konsensusmotive fiir die prenylie-
Nummer [kb] | [As] Guanylat-Bindung [Pos.] rungs-
signal
I 11 (TIT) CAAX
hGBP-1 M55542 2881 | 592 | As45-52 |As 97-100| As 181-184 Ja
hGBP-2 M55543 2107 | 591 | As45-52 |As 97-100| As 179-182 Ja
hGBP-3 2419 | 586 | As45-52 |As 97-100| As 179-182 Ja
mGBP-1/magl [M55544 2807 | 589 | As45-52 |As 97-100| As 179-182 Ja
mGBPma/mag?2 [M81128 3295 | 623 | As43-50 [As 95- 98| As 177-180| Nein
mGBP-3 U44731 2486 | 620 | As 39-46 [As 91- 94| As 173-176| Nein
p67 M80367 2396 | 591 | As47-54|As99-102| As 181-184 Ja
Chicken GBP |X92112 1877 | 573 | As46-53 |As 98-107| As 175-178 Ja

Tab. 7: Vergleich charakteristischer Daten der beschriebenen GBP-Proteine

Aufgefiihrt ist die GroBe der Nuklein- und Aminosduresequenz und die Lage der fiir GBP-Proteine
postulierten typischen Konsensusmotive; I und II sind die beiden fiir GTP-bindende Proteine typischen
Konsensussequenzen, die sich in der Sequenz aller GBP-Proteine finden lassen; III ist das fiir GBP-
Proteine postulierte alternative dritte Konsensusmotiv (TLRD-Motiv), welches die Guanylat-Bindung
spezifizieren soll. Dariiber hinaus ist aufgefiihrt, ob die Proteine iiber ein Isoprenylierungssignal
verfiigen.
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Es konnte mit hGBP-3 eine cDNA identifiziert werden, die eine groBe Homologie zu bereits
beschriebenen Guanylat-bindenden Proteinen aufweist und iiber alle fiir GBP-Proteine charak-
teristischen Konsensusmotive verfiigt. Es sind sowohl die beiden ersten, fiir die Bindung der
Phosphatgruppen notwendigen, Motive vorhanden als auch das TLRD-Motiv als Alternative
zum dritten Konsensusmotiv GTP-bindender Proteine. Dariiber hinaus weist hGBP-3 an Posi-
tion 132 bis 135 die Sequenz NKID auf. Diese Sequenz entspricht dem, normalerweise nicht
in Guanylat-bindenden Proteinen vorhandenen, dritten Motiv, das fiir GTP-bindende Proteine
von Dever et al. beschrieben wurde; es ist allerdings nur 32 Aminoséduren, anstelle der von
Dever et al. beschriebenen mindestens 40 Aminosiduren [88], vom zweiten Konsensusmotiv
entfernt. Ob dieses Motiv eine Nukleotid-spezifizierende Funktion hat, bleibt noch zu untersu-
chen.

5.3.3 Humanes GBP-3: ein membrangebundenes Protein?

Uber die fiir die Guanylat-Bindung charakteristischen Konsensusmotive hinausgehend weist
hGBP-3 ein CAAX-Motiv am C-Terminus auf, iiber das nur ein Teil der GBP-Proteine verfiigt
(Tab. 7). Das Motiv ist Erkennungssequenz fiir die Prenyltransferase und somit fiir die Iso-
prenylierung von Proteinen verantwortlich [57;69].

Die Isoprenylierung ist eine posttranslationale Modifikation, bei der eine C15- oder C20-
Kohlenwasserstoffkette iiber eine Thiolfunktion an das Protein angelagert wird [57]. Am
besten untersucht wurde die Wirkung der Isoprenylierung bei p21ras [87;158;159]; dort spielt
sie eine wichtige Rolle bei der Verankerung des Proteins in der Membran [87;158;159]. Eine
Beteiligung dieser Proteinmodifikation an einer Protein-Protein-Interaktion wird fiir nicht in
der Membran verankerte Proteine mit Isoprenylierungssignal diskutiert [60;198;245]. Mit
Ausnahme der Mitglieder der Ras-Superfamilie, gibt es nur noch wenige isoprenylierte GTP-
bindende Proteine [225], zu denen auch die GBP-Proteine gehdren. Humanes GBP-1 und das
p67-Protein aus der Ratte weisen nicht nur das Konsensusmotiv auf, sondern konnten erfolg-
reich in vitro isoprenyliert werden [9;222;275;310]. Bei den humanen GBP-Proteinen, hGBP-1
und hGBP-2, scheint die Isoprenylierung nicht zu einer Lokalisierung der Proteine an der
Membran zu fiithren, da diese GBPs in der Immunfluoreszenz homogen in der Zelle verteilt
sind [62] und in der Zellfraktionierung vorrangig (85%) im zytoplasmatischen 100000xg-
Uberstand zu finden sind [222].

Zur subzelluldren Lokalisierung von hGBP-3 wurde ein polyklonales Antiserum gegen eine
Peptidsequenz von hGBP-3 hergestellt, welche nur eine sehr geringe Homologie zu den ande-
ren humanen GBP-Proteinen zeigt. Wihrend in der Inmunfluoreszenz bisher keine eindeutige
Aussage dariiber getroffen werden konnte, ob hGBP-3 membrangebunden ist, deuten die
Ergebnisse der Fraktionierung von Zellen in Membranfraktion und 100000xg-Uberstand
darauf hin, dal auch hGBP-3 vorrangig zytoplasmatisch lokalisiert ist (nicht gezeigte Daten).
Es scheint sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse abzuzeichnen, dal hGBP-3 wie auch
hGBP-1 und hGBP-2 [62] frei im Zytoplasma verteilt ist und die Isoprenylierung auch hier
nicht zu einer Verankerung des Proteins an der Membran fiihrt.
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5.3.4 Humanes GBP-3: ein Protein, dessen Expression nicht nur durch IFN-y reguliert
wird

In Makrophagen-Vorlduferzellinien (THP-1, U937 und HL-60) wird die mRNA von hGBP-3
nach IFN-y-Induktion exprimiert. Gleiche Ergebnisse lieBen sich bei der Untersuchung der
Proteinexpression von hGBP-3 mit Hilfe von Western Blot-Analysen verzeichnen; die Protein-
expression wurde dabei mit Hilfe des im vorangegangenen Kapitel erwihnten Antikorpers
gegen eine Peptidsequenz von hGBP-3 untersucht. Wihrend in IFN-y-induzierten Adenokar-
zinomzellen (HeLaS3), Keratinozyten (HaCaT), T-Zell- (Jurkat) und B-Zell- (Raji)-
Lymphomzellen eine Induktion der hGBP-3-mRNA-Expression zu beobachten war, wurde
eine IFN-y-induzierte Steigerung der Proteinexpression nur in HaCaT-Zellen, aber nicht in
HeLaS3-, Jurkat- und Raji-Zellen, beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Humanes GBP-3 wird nicht nur in Zellinien, sondern auch in Zellen des peripheren Blutes
exprimiert. Die Expression von hGBP-3 wird in Monozyten und T-Lymphozyten des periphe-
ren Blutes durch IFN-y bzw. durch PHA induziert. LPS zeigt weder in B-Lymphozyten noch
in Monozyten einen Einflu} auf die Expression. Es wurde keine signifikante Expression von
mRNA und Protein in IFN-a-induzierten Zellen beobachtet.

Der hGBP-3 Klon weist nicht nur eine Homologie zu den Sequenzen bereits bekannter
humaner GBPs auf. Auch die mRNA- und Protein-Expression weist Ahnlichkeiten auf. Vor-
rangig ist dabei die Induktion der hGBP-Expression durch IFN-y zu nennen. Die GBPs wurden
urspriinglich als IFN-induzierbare Proteine beschrieben. Die mRNA von hGBP-1 gehort zu
den am stirksten durch IFN induzierten mRNAs [63] und weist in der Promotorregion eine
GAS-Konsensussequenz auf [42;146;185]. Die Regulation der Expression von hGBP-3 in
Makrophagen-Vorlduferzellen deutet darauf hin, dal die Expression von hGBP-3 vom Diffe-
renzierungsgrad der Monozyten abhéngig ist: Von den verwendeten Zellinien ist THP-1 die in
der Monozyten-Makrophagen-Entwicklung am weitesten entwickelte Zellinie, wihrend die
U937- und HL-60-Zellen frithere Stadien der Entwicklung darstellen. Wéhrend die mRNA in
den weniger differenzierten Zellen erst nach Einleitung der Differenzierung durch TPA expri-
miert wird, ist sie in den differenzierteren THP-1-Zellen bereits nach IFN-y-Induktion nach-
zuweisen. Die Ergebnisse decken sich mit Daten aus der Untersuchung der Proteinexpression.

Bereits von Nantais et al. wurde eine Induktion der Proteinexpression von hGBPs in
THP-1- und HL-60-Zellen nach IFN-y- und LPS-Induktion beobachtet, die durch Vorbehand-
lung der Zellen mit Agentien, welche die Differenzierung auslosen, verstirkt wurde [222];
dabei ist zu beachten, dafl die Versuche mit Antiseren durchgefiihrt wurden, die aus Immuni-
sierungen mit vollstindigem hGBP-Protein hervorgingen und dementsprechend vermutlich mit
allen humanen GBP-Proteinen reagieren [62;222]. Es kann aufgrund der vorliegenden Daten
vermutet werden, dafl die GBP-Expression bei allen humanen GBP-Proteinen vom Differen-
zierungsgrad der induzierten Monozyten abhingig ist. Wie bei hGBP-1 [84], wird auch die
Induktion der hGBP-3-mRNA nicht durch CHX beeinfluft. Somit gehort hGBP-3 zu den
Genen der Primérantwort auf einen IFN-y-Stimulus.
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Ein entscheidender Unterschied zwischen der Expression von hGBP-3 und der Expression
anderer humaner GBPs besteht darin, da3 die hGBP-3-Expression nicht durch IFN-a induziert
wird. IFN-y ist zwar der potenteste Induktor der hGBP-1-Expression, die Expression wird aber
auch durch IFN-o und -f induziert [62;63;84;291]. Die Beobachtung, dal die hGBP-3-
Expression nicht durch IFN-a induziert wird, legt die Vermutung nahe, da3 die einzelnen
GBPs in der Zelle unterschiedliche Funktionen ausiiben.

Ein interessantes Ergebnis war, dal in Zellinien nicht monozytiren Ursprungs, mit Aus-
nahme von Keratinozyten, die mRNA von hGBP-3 nach IFN-y-Induktion verstirkt exprimiert
wird, aber keine Expression des hGBP-3-Proteins nachgewiesen werden konnte. Ein Phéno-
men, das bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachtet wurde: wihrend von Decker et al.
eine verstirkte mRNA-Expression von humanen GBP-1 nach IFN-Induktion von HeLa-Zellen
beschrieben wurde [84], konnte von Cheng et al. keine Induktion der Expression von hGBP-
Proteinen nachgewiesen werden [62]. Es besteht die Moglichkeit, da die GBP-mRNA in die-
sen Zellen instabil ist, nicht translatiert oder das Protein sehr schnell intrazelluldr abgebaut
wird [271].

Das humane GBP-3 weist eine interessante, bisher fiir andere humane GBPs nicht in die-
sem Umfang charakterisierte, Expression in Geweben und peripheren Blutzellen auf. Von
Staeheli et al. wurde die Expression von GBP-mRNA in der Milz von poly (I) poly (C)-
behandelten Méusen nachgewiesen [291]; die mRNA von hGBP-1 wurde in Lymphozyten
IFN-behandelter Miuse, in in vitro IFN-stimulierten Lymphozyten sowie in den Lymphozyten
IFN-behandelter Patienten nachgewiesen [62]; eine weitere Differenzierung der exprimieren-
den Blutzellpopulationen fand jedoch noch nicht statt. Fiir hGBP-3 wurde im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt, dal die mRNA in humanem Milzgewebe exprimiert wird. Ein wichtiger
Befund war auch hier die Identifikation der peripheren Blutzellen, die hGBP-3 exprimieren.
Das hGBP-3-Protein wurde in aktivierten T-Lymphozyten und Monozyten aber nicht in akti-
vierten B-Lymphozyten nachgewiesen. Neu war die Beobachtung, dafl die Expression eines
GBPs nicht nur durch IFN-y sondern auch durch PHA induziert werden kann.

5.3.5 Humanes GBP-3: ein Guanylat-bindendes Protein

Neben gemeinsamen Sequenzmerkmalen weisen die GBPs ein charakteristisches Nukleotid-
Bindungsverhalten auf.

Zur Untersuchung des Nukleotidbindungsverhaltens von hGBP-3 wurde ein eukaryonti-
sches Expressionskonstrukt von hGBP-3 und eine Mutante hergestellt. Die Mutante weist in
der letzten Position des ersten fiir Guanylat-bindende Proteine typischen Konsensusmotivs eine
Mutation von Serin zu Asparagin auf; dieses Serin ist an der Bindung der Phosphatgruppen der
Nukleotide bzw. an der Bindung des Mg?*-Kofaktors beteiligt [88;236]. Eine Mutation zu
Asparagin fiihrt zu einer stark reduzierten Affinitit fiir GTP [103]. Zur Uberpriifung der
Guanylat-Bindung wurden HeLaS3-Zellen transfiziert, zytoplasmatische Zellextrakte ge-
wonnen und rekombinantes hGBP-3-Protein mit GTP-gebundener Agarose prizipitiert. Dabei
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wurde eine Bindung von hGBP-3 an GTP-Agarose nachgewiesen; die Mutante band GTP
wesentlich schwicher.

Die GBPs weisen charakteristischerweise eine Bindung von GTP, GDP und GMP auf,
wobei die Hauptreaktionsprodukte der GTP-Hydrolyse unterschiedlich sind. Das hGBP-1-
Protein hydrolysiert GTP zu GMP (85%). Bei niedrigen Temperaturen wird auch GDP (56%)
gebildet. Dieses kann aber weder als Substrat noch als Inhibitor fungieren. Andere Nukleotide
werden nicht in groBerem Malle gebunden bzw. hydrolysiert. Die Entfernung der Phosphat-
reste erfolgt vermutlich sequentiell und nicht unter Freisetzung von Pyrophosphat. Das
hGBP-1-Protein zeigt keine Guanylat-Zyklase- und Geranylyltransferase-Aktivitit. Es finden
multiple Hydrolysezyklen in Abwesenheit von Austausch-Faktoren statt. Mit seiner starken
intrinsischen GTPase-Aktivitidt und seinem hohen K, -Wert dhnelt hGBP-1 anderen hochmole-
kularen GTPasen. Humanes GBP-2-Protein setzt GTP vorrangig zu GDP und weniger zu GMP
um. Die humanen GBP-Proteine, hGBP-1 und hGBP-2, haben dementsprechend die gleiche
Substrat-, aber unterschiedliche Produktspezifititen. Beide hydrolysieren kein GDP; bei
hGBP-2 ist GDP ein Inhibitor der GTP-Hydrolyse, wihrend dies bei hGBP-1 nicht der Fall ist
[224;275].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die spezifische Bindung von hGBP-3 an GTP-gekoppelte
Agarose nachgewiesen, womit ein weiteres Kriterium der GBPs erfiillt ist. Die Untersuchung
der Bindung an GDP und GMP sowie an andere Nukleotide steht noch aus.

5.3.6 Ausblick

Mit hGBP-3 konnte ein Klon isoliert werden, der in Bezug auf alle bisher untersuchten Eigen-
schaften fiir GBP-Proteine charakteristische Merkmale aufweist. Das Protein ist ca. 66 kDa
gro} und weist fiir Guanylat-bindende Proteine charakteristische Sequenzmotive auf. Die
Expression wird durch IFN-y induziert. Humanes GBP-3 weist ein fiir einige GBPs charakte-
ristisches Isoprenylierungssignal auf und bindet GTP.

Dariiber hinausgehend sind noch Fragen offen, wie zum Beispiel die Nukleotidspezifitit
von hGBP-3. Es bleibt zu untersuchen, ob neben GTP auch andere Nukleotide von hGBP-3
gebunden werden. Des weiteren stehen noch Untersuchungen zur GTP-Spaltung aus.

Wichtig ist die eindeutige Beantwortung der Frage, ob hGBP-3 membranassoziiert ist.
Nantais et al. hatten bei ihren Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisierung von GBPs
beobachtet, da3 ca. 85% zytoplasmatisch verteilt sind [222]. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde ein Antiserum gegen eine Peptidsequenz von hGBP-3 hergestellt und eine
eukaryontisches Expressionsplasmid, das fiir HA-markiertes rekombinantes hGBP-3 kodiert,
generiert; da die Methoden zur subzelluldren Lokalisierung von Proteinen im Labor etabliert
sind, ist mit einer iiber die erwihnten Vorversuche hinausgehenden zuverldssigen Beantwor-
tung der Frage in Kiirze zu rechnen.

Neben dem Bindungsverhalten und der Lokalisierung kann die postulierte, die Guanylat-
Spezifitit bestimmende Sequenz charakterisiert werden. Mit Hilfe von mutagenisierten
hGBP-3-Konstrukten kann tiberpriift werden, ob die Sequenz TLRD, die bei allen drei huma-
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nen GBPs identisch ist, eine Rolle bei der GTP-Bindung spielt [127;274;280]. In diesem
Zusammenhang kann auch untersucht werden, welche Bedeutung die im hGBP-3-Protein zu
findende NKID-Sequenz, die dem dritten Konsensusmotiv Guanylat-bindender Proteine ent-
spricht, fiir die Guanylat-Bindung hat.

Man kann viel in Bezug auf die GBP-Proteine untersuchen; einiges scheint fiir eine umfas-
sende Charakterisierung notwendig zu sein, anderes scheint eher auf eine Liebe zum Detail
zuriickzugehen. Egal vor welchem Hintergrund diese Analysen durchgefiihrt werden, hofft
man, daB sie irgendwann einmal dazu fiihren eine seit Entdeckung der GBP-Proteine vor mehr
als 15 Jahren offene Frage zu kléren:

5.3.7 Welche Funktion haben GBP-Proteine?

Es gibt bis heute acht klonierte GBPs: drei humane GBPs (hGBP-1, hGBP-2 und hGBP-3),
drei murine GBPs (mGBP-1/mag-1, mGBP-2/mag2, mGBP3), ein GBP aus der Ratte (p67)
sowie ein aus dem Huhn isoliertes GBP. Die GBPs sind in weiten Bereichen der Sequenz und
in wesentlichen Charakteristika, wie den Konsensusmotiven fiir die GTP-Bindung, dem
Nukleotid-Bindungsverhalten und dem Nukleotid-Hydrolyseverhalten @hnlich. Sie sind in
unterschiedlichen Spezies weit verbreitet und ihre Expression ist durch IFN-y induzierbar. Und
auch in einem letzten Punkt gleichen sie einander: ihre Funktion ist nicht bekannt. Ein
Problem, dal nicht nur in Bezug auf GBPs existiert. Auch von anderen IFN-induzierten GTP-
bindenden Proteinen, wie dem IGTP [298;299], IRG-47 [118], TGTP [55]/ Mg21 [178] und
LRG-47 [289] ist die Funktion bislang unbekannt. Eine weitere GTP-bindende, IFN-induzier-
bare Proteinfamilie, die Mx-Proteine, vermitteln teilweise antivirale Effekte; hier ist die GTP-
Bindung notwendig fiir die antivirale Wirkung [220;221;249].
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5.4 Schlupwort

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei sehr unterschiedliche Gene untersucht, deren Expression
durch IFN-y reguliert wird.

Mit IFP35 wurde die Assoziation eines IFN-induzierten Proteins mit groen zytoplasmati-
schen Multiproteinkomplexen beschrieben. Die Untersuchung von Klon 2107 fiihrte zur Iden-
tifizierung und Charakterisierung eines neuen Guanylat-bindenden Proteins, hGBP-3, dessen
Expression durch IFN-y und PHA induziert werden kann. Mit der Isolierung von Nociceptin/
OFQ aus IFN-y induzierten Makrophagen-Vorlduferzellen und der Identifizierung der peri-
pheren Blutzellen, die den Liganden bzw. den Rezeptor exprimieren, konnte ein potentiell
immunologisch wirksames Neuropeptid niher charakterisiert werden.

In Anlehnung an ein Puzzle, dessen Einzelteile mit der Bildseite nach unten auf dem Tisch
liegen und bei dem die Teile zundchst umgedreht, betrachtet und dann zu einem grof3en
Ganzen zusammenfiigt werden, wurden im Rahmen dieser Arbeit isolierte Bereiche der
Immunantwort untersucht, die irgendwann in das groe Ganze eingefiigt werden konnen. Die
Teile sind klein, aber ohne sie wird das Puzzle immer unvollstidndig und vielleicht auch unver-
stiandlich bleiben.
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6 Anhang

6.1 Vergleich unterschiedlicher IFP 35-Nukleinsdiiuresequenzen

Verglichen werden die verdffentlichte IFP35-cDNA-Sequenz von Wang et al. (IFP35 Wang et
al.; [319]), der partielle publizierte genomische Klon (IFP35 genom.Klon; ,,Accession®-Num-
mer L78833; [43;286]), die der Proteinsequenz von Bange et al. [16] zugrunde liegende
Nukleinsduresequenz (IFP35 alt) und die Sequenz des aus der HelLa-Genbank isolierten
cDNA-Klons von IFP35 (pGEM 135 komplett). Die korrigierte Sequenz ist in der ersten Zeile
aufgefiihrt (IFP35 korrigiert).

IFP35 KORRIGIERT — AGACCACAGCCCTTTGGGGGGTACAAACAAGAGTTCAGTTGCTGTGAATT - 50
IFP35 ALT - AGACCACAGCCCTTTGGGGGGTACAAACAAGAGTTCAGTTGCTGTGAATT — 50
pGem 135 komplett- AGACCACAGCCCTTTGGGGGGTACAAACAAGAGTTCAGTTGCTGTGAATT - 50
IFP35 WANG ET AL.-

IFP35 GENOM.KLON — A—————— oo - 1

IFP35 KORRIGIERT - CTGCCACTGTGCCCAGCTCTGAAGCCTCAGCTCTTGCCAAACAGACCCGA - 100
IFP35 ALT — CTGCCACTGTGCCCAGCTCTGAAGCCTCAGCTCTTGCCAAACAGACCCGA - 100
PGEM 135 KOMPLETT- CTGCCACTGTGCCCAGCTCTGAAGCCTCAGCTCTTGCCAAACAGACCCGA - 100
IFP35 WANG ET AL.-

IFP35 GENOM.KLON — —————— oo - 1
IFP35 KORRIGIERT - GACCCATGTCAGCCCCACTGGATGCCGCCCTCCACGCCCTTCAGGAGGAG — 150
IFP35 ALT - GACCCATGTCAGCCCCACTGGATGCCGCCCTCCACGCCCTTCAGGAGGAG — 150
PGEM 135 KOMPLETT- GACCCATGTCAGCCCCACTGGATGCCGCCCTCCACGCCCTTCAGGAGGAG - 150
IFP35 WANG ET AL.- CCGCCCTCCACGCCCTTCAGGAGGAG — 26
IFP35 GENOM.KLON — ——————— oo CTTCC-——-——- - 6

IFP35 KORRIGIERT — CAGGCCAGACTCAAGATGAGGCTGTGGGACCTGCAGCAGCTGAGAAAGGA - 200

IFP35 ALT — CAGGCCAGACTCAAGATGAGGCTGTGGGACCTGCAGCAGCTGAGAAAGGA - 200
PGEM 135 KOMPLETT- CAGGCCAGACTCAAGATGAGGCTGTGGGACCTGCAGCAGCTGAGAAAGGA - 200
IFP35 WANG ET AL.- CAGGCCAGACTCAAGATGAGGCTGTGGGACCTGCAGCAGCTGAGAAAGGA - 76

IFP35 GENOM.KLON

IFP35 KORRIGIERT GCTCGGGGACTCCCCCAAAGACAAGGTCCCATTTTCAGTGCCCAAGATCC — 250
IFP35 ALT — GCTCGGGGACTCCCCCAAAGACAAGGTCCCATTTTCAGTGCCCAAGATCC - 250
PGEM 135 KOMPLETT- GCTCGGGGACTCCCCCAAAGACAAGGTCCCATTTTCAGTGCCCAAGATCC - 250
IFP35 WANG ET AL.- GCTCGGGGACTCCCCCAAAGACAAGGTCCCATTTTCAGTGCCCAAGATCC - 126
IFP35 GENOM.KLON - ——————————————————————— AGGTCCCATTTTCAGTGCCCAAGATCC - 33

kA hkhkhk A hkhkhkrhkdhkhrhkhkhkhhkhkhhk,xxk*x

IFP35 KORRIGIERT CCCTGGTATTCCGAGGACACACCCAGCAGGACCCGGAAGTGCCTAAGTCT — 300
IFP35 ALT — CCCTGGTATTCCGAGGACACACCCAGCAGGACCCGGAAGTGCCTAAGTICT - 300
PGEM 135 KOMPLETT- CCCTGGTATTCCGAGGACACACCCAGCAGGACCCGGAAGTGCCTAAGTICT - 300
IFP35 WANG ET AL.- CCCTGGTATTCCGAGGACACACCCAGCAGGACCCGGAAGTGCCTAAGTICT - 176
IFP35 GENOM.KLON CCCTGGTATTCCGAGGACACACCCAGCAGGACCCGGAAGTGCCTAAGTICT - 83

R SRS SRS SRS SR RS RS R R R R R SRR E R R R R R R R R R SRR SR

IFP35 KORRIGIERT TTAGTTTCCAATTTGCGGATCCACTGCCCTCTGCTTGCGGGCTCTGCTCT — 350
IFP35 ALT — TTAGTTTCCAATTTGCGGATCCACTGCCCTCTGCTTGCGGGCTCTGCTCT - 350
PGEM 135 KOMPLETT- TTAGTTTCCAATTTGCGGATCCACTGCCCTCTGCTTGCGGGCTCTGCTICT - 350
IFP35 WANG ET AL.- TTAGTTTCCAATTTGCGGATCCACTGCCCTCTGCTTGCGGGCTATGCTICT - 226
IFP35 GENOM.KLON TTAGTTTCCAATTTGCGGATCCACTGCCCTCTGCTTGCGGGCTCTGCTCT — 133

R R RS SRS SRS SR SRR R SRR SRR RS R RS SRR R R R R R RS R I
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IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON

IFP35 KORRIGIERT
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON

GATCACCTTTGATGACCCCAAAG
GATCACCTTTGATGACCCCAAAG———————————————————————————
GATCACCTTTGATGACCCCAAAG———————————————————————————
GATCACCTTTGATGACCCCAAAG———————————————————————————
GATCACCTTTGATGACCCCAAAGGTAAGCTCATGGGGAGCCTCAGGAGGG

khkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkxx*k

TGGCT
————————————————————————————————————————————— TGGCT
————————————————————————————————————————————— TGGCT
————————————————————————————————————————————— TGGCT
AGGTGGGGAGGGTTCCCAGTACTGACCCTGTTTCCCACCACCCAGTGGCT

* k k k Kk

GAGCAGGTGCTGCAACAAAAGGAGCACACGATCAACATGGAGGAGTGCCG
GAGCAGGTGCTGCAACAAAAGGAGCACACGATCAACATGGAGGAGTGCCG
GAGCAGGTGCTGCAACAAAAGGAGCACACGATCAACATGGAGGAGTGCCG
GAGCAGGTGCTGCAACAAAAGGAGCACACGATCAACATGGAGGAGTGCCG
GAGCAGGTGCTGCAACAAAAGGAGCACACGATCAACATGGAGGAGTGCCG

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkxkx*%

GCTGCGGGTGCAGGTCCAGCCCTTGGAGCTGCCCATGGTCACCACCATCC
GCTGCGGGTGCAGGTCCAGCCCTTGGAGCTGCCCATGGTCACCACCATCC
GCTGCGGGTGCAGGTCCAGCCCTTGGAGCTGCCCATGGTCACCACCATCC
GCTGCGGCTGCAGGTCCAGCCCTTGGAGCTGCCCATGGTCACCACCATCC
GCTGCGGGTGCAGGTCCAGCCCTTGGAGCTGCCCATGGTCACCACCATCC

khkkhkhkhkkhkoekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhk Ak hkhkkh%

AGGTGATG
AGGTG————— =
AGGTG——————
AGGTGATG————————— =
AGGTGATGGTATGACAGAATCCTGGGGCATGCAAAGCATGCCATGCACCT
*****###

GGGCATGGGGAAGTGGAGCTGTGTCTGGGACCACCCCTTGCTGTCTCCCC

——==GTGTCCAGCCAGTTGAGTGGCCGGAGGGTGTTGGTCACTGGATTTC
——————— TCCAGCCAGTTGAGTGGCCGGAGGGTGTTGGTCACTGGATTTC
——————— TCCAGCCAGTTGAGTGGCCGGAGGGTGTTGGTCACTGGATTTC
————GTGTCCAGCCAGTTGAGTGGCCGGAGGGTGTTGGTCACTGGATTTC
CTAGGTGTCCAGCCAGTTGAGTGGCCGGAGGGTGTTGGTCACTGGATTTC

###*******************************************

CTGCCAGCCTCAGGCTGAGTGAGGAGGAGCTGCTGGACAAGCTAGAGATC
CTGCCAGCCTCAGGCTGAGTGAGGAGGAGCTGCTGGACAAGCTAGAGATC
CTGCCAGCCTCAGGCTGAGTGAGGAGGAGCTGCTGGACAAGCTAGAGATC
CTGCCAGCCTCAGGCTGAGTGAGGAGGAGCTGCTGGACAAGCTAGAGATC
CTGCCAGCCTCAGGCTGAGTGAGGAGGAGCTGCTGGACAAGCTAGAGATC

R R R i b e A b e S b S b A b e S b e b b e i b A b b b S b S b B S b b

TTCTTTGGCAAGACTAGGAACGGAGGTGGCGATGTGGACGTTCGGGAGCT
TTCTTTGGCAAGACTAGGAACGGAGGTGGCGATGTGGACGTTCGGGAGCT
TTCTTTGGCAAGACTAGGAACGGAGGTGGCGATGTGGACGTTCGGGAGCT
TTCTTTGGCAAGACTAGGAACGGAGGTGGCGATGTGGACGTTCGGGAGCT
TTCTTTGGCAAGACTAGGAACGGAGGTGGCGATGTGGACGTTCGGGAGCT

R R R ik e i b S b A b A b e S b e b B b e b A b i b S b i i b B S b B i b

373
373
373
249
183

378
378
378
254
233

428
428
428
304
283

478
478
478
354
333

486
483
483
362
383

486
483
483
362
433

532
526
526
408
483

582
576
576
458
533

632
626
626
508
583
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IFP35 KORRIGIERT - ACTGCCAGGGAGTGTCATGCTGGGGTTTGCTAGGGATGGAG————————m— - 673
IFP35 ALT - ACTGCCAGGGAGTGTCATGCTGGGGTTTGCTAGGGATGGAG-———————— - 667
PGEM 135 KOMPLETT- ACTGCCAGGGAGTIGTCATGCTGGGGTTTGCTAGGGATGGAG————————— - 667
IFP35 WANG ET AL.- ACTGCCAGGGAGTGTCATGCTIGGGGTTTGCTAGGGATGGAG————————— - 549
IFP35 GENOM.KLON — ACTGCCAGGGAGTGTCATGCTGGGGTTTGCTAGGGATGGAGGTGAGGGCT - 633

hAhkkhkhkkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkdhhkdhkhkhkhkhkhkhrkhkhkdhkhkdhhkdhhrhhhkhdxk
IFP35 KORRIGIERT - - 673
IFP35 ALT e ——————————————————————————— - 667
PGEM 135 KOMPLETT— ————— e - 667
IFP35 WANG ET AL .- ——m e - 549
IFP35 GENOM.KLON — ATGCAGGCCTCCTGCAGGGGAGAGGGTATAGGGTGTGCAAGATTATGGTG - 683
IFP35 KORRIGIERT - - 673
IFP35 ALT e —————————————————————— - 667
PGEM 135 KOMPLETT— ———————— e - 667
IFP35 WANG ET AL .- ——m e - 549
IFP35 GENOM.KLON — CAGGGAGAGGAGAGGGCTTGATGCTAAAGGCCCACCCCTCCTTGCTCCCC - 733
IFP35 KORRIGIERT - —-—--TGGCTCAGCGTCTGTGCCAAATCGGCCAGTTCACAGTGCCACTGGG - 719
IFP35 ALT - ————TGGCTCAGCGTCTGTGCCAAATCGGCCAGTTCACAGTGCCACTGGG — 713
PGEM 135 KOMPLETT- —---TGGCTCAGCGTCTGTGCCAAATCGGCCAGTTCACAGTGCCACTGGG — 713
IFP35 WANG ET AL.- --——-TGGCTCAGCGTCTGTGCCAAATCGGCCAGTTCACAGTGCCACTGGG - 595
IFP35 GENOM.KLON — ACAGTGGCTCAGCGTCTGTGCCAAATCGGCCAGTTCACAGTGCCACTGGG - 783

hAhkkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkdhkhkdhkhkhkrkhkhA bk kA hk )k khk* %

IFP35 KORRIGIERT - TGGGCAGCAAGTCCCTCTGAGAGTCTCTCCGTATGTGAATGGGGAGATCC - 769
IFP35 ALT - TGGGCAGCAAGTCCCTCTGAGAGTCTCTCCGTATGTGAATGGGGAGATCC - 763
PGEM 135 KOMPLETT- TGGGCAGCAAGTCCCTCTGAGAGTCTCTCCGTATGTGAATGGGGAGATCC — 763
IFP35 WANG ET AL.- TGGGCAGCAAGICCCTCTGAGAGTCTCICCGTATGTGAATGGGGAGATCC - 645
IFP35 GENOM.KLON — TGGGCAGCAAGICCCTCTGAGAGTCTCICCGTATGTGAATGGGGAGATCC - 833

dAhkkhkhkkhhkkhhkhhkhkhk kb hkhkdhhkhkhk bk hA kA kb Ak khkkdhkx %
IFP35 KORRIGIERT - AGAAGGCTGAG - 780
IFP35 ALT — AGAAGGCTGAG———————————— e - 774
PGEM 135 KOMPLETT- AGAAGGCTGAG——————————————— e - 774
IFP35 WANG ET AL.- AGAAGGCTGAG-———————————— e - 656
IFP35 GENOM.KLON — AGAAGGCTGAGGTAAGCAGGAGGGGTGAAGAACAGGGGCTGGGCIGGGTA - 883

K,k khkhkkkkkk kK
IFP35 KORRIGIERT - - 780
IFP35 ALT e - 774
PGEM 135 KOMPLETT— —————————— e - 774
IFP35 WANG ET AL .- ——m e - 656
IFP35 GENOM.KLON — ACCTGTCTGCCTIGCCAGGAACTTGCCCAATGAAGGATCAGAGGCCCCAAA - 933
IFP35 KORRIGIERT - - 780
IFP35 ALT e - 774
PGEM 135 KOMPLETT— —————————— e - 774
IFP35 WANG ET AL .- ——— e - 656
IFP35 GENOM.KLON - CCCCACTGACCTACCTACCCACCATCAGCCTCTCCAGGCCTCCCGACCTC - 983
IFP35 KORRIGIERT - - 780
IFP35 ALT B e - 774
PGEM 135 KOMPLETT— —————————— e - 774
IFP35 WANG ET AL .- ——m e - 656
IFP35 GENOM.KLON - ATACCCCCATGGGGCACTGCCTGCCCTACCCCCAGCCCCCAGCCCTTCTC -1033
IFP35 KORRIGIERT - ATCAGGTCGCAGCC - 794
IFP35 ALT e ATCAGGTCGCAGCC - 788
PGEM 135 KOMPLETT— ———————————— oo ATCAGGTCGCAGCC - 788
IFP35 WANG ET AL .- ————————— e ATCAGGTCGCAGCC - 670
IFP35 GENOM.KLON - CCATGAGCCTTTGCCATCTCCTGGCTCCTTTTCCAGATCAGGTCGCAGCC -1083

*khkkkhkhkkikkkhkkhkkkhkkkk
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IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

IFP35 KORRIGIERT
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT
IFP35 WANG ET AL.
IFP35 GENOM.KLON

IFP35 KORRIGIERT -
IFP35 ALT -
PGEM 135 KOMPLETT-
IFP35 WANG ET AL.-
IFP35 GENOM.KLON -

AGTTCCCCGCTCGGTACTGGTGCTCAACATTCCTGATATCTTGGATGGCC
AGTTCCCCGCTCGGTACTGGTGCTCAACATTCCTGATATCTTGGATGGCC
AGTTCCCCGCTCGGTACTGGTGCTCAACATTCCTGATATCTTGGATGGCC
AGTTCCCCGCTCGGTACTGGTGCTCAACATTCCTGATATCTTGGATGGCC
AGTTCCCCGCTCGGTACTGGTGCTCAACATTCCTGATATCTTGGATGGCC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhrkhkhkhrkhkhxkxkx%

CGGAGCTGCATGACGTCCTGGAGATCCACTTCCAGAAGCCCACCCGCGGG
CGGAGCTGCATGACGTCCTGGAGATCCACTTCCAGAAGCCCACCCGCGGG
CGGAGCTGCATGACGTCCTGGAGATCCACTTCCAGAAGCCCACCCGCGGG
CGGAGCTGCATGACGTCCTGGAGATCCACTTCCAGAAGCCCACCCGCGGG
CGGAGCTGCATGACGTCCTGGAGATCCACTTCCAGAAGCCCACCCGCGGG

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkxkx%

GGCGGGGAGGTAGAGGCCCTGACAGTCGTACCCCAAGGACAGCAGGGCCT
GGCGG—-AGGTAGAGGCCCTGACAGTCGTACCCCAAGGACAGCAGGGCCT
GGCGG—-AGGTAGAGGCCCTGACAGTCGTACCCCAAGGACAGCAGGGCCT
GGCGGGGAGGTAGAGGCCCTGACAGTCGTACCCCAAGGACAGCAGGGCCT
GGCGGGGAGGTAGAGGCCCTGACAGTCGTACCCCAAGGACAGCAGGGCCT

*****##*******************************************

AGCAGTCTTCACCTCTGAGTCAGGCTAGGGGCCTCCCCTTCTCATCCTCC
AGCAGTCTTCACCTCTGAGTCAGGCTAGGGGCCTCCCCTTCTCATCCTCC
AGCAGTCTTCACCTCTGAGTCAGGCTAGGGGCCTCCCCTTCTCATCCTCC
AGCAGTCTTCACCTCTGAGTCAGGCTAGGGGCCTCCCCTTCTCATCCTCC
AGCAGTCTTCACCTCTGAGTCAGGCTAGGGGCCTCCCCTTCTCATCCTCC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkhkkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkxkx%

CCACCCCCCCAGCCAAGGTTCTCACACTGGCCTGGGCTTGGGTGCCCATA
CCACCCCCCCAGCCAAGGTTCTCACACTGGCCTGGGCTTGGGTGCCCATA
CCACCCCCCC—-GCCAAGGTTCTCACACTGGCCTGGGCTTGGGTGCCCATA
CCACCCCCCC-GCCAAGGTTCTCACACTGGCCTGGGCTTGGGTGCCCATA
CCACCCCCCC—-GCCAAGGTTCTCACACTGGCCTGGGCTTGGGTGCCCATA

LEEEEEE SRS SEEEEEERE R R R R R R R R R R R R R R R

TAGGAGGTCTGTATGTTCACCAACAGTGCGGAGGGGTCACACATTGCAAA
TAGGAGGTCTGTATGTTCACCAACAGTGCGGAGGGGTCACACATTGCAAA
TAGGAGGTCTGTATGTTCACCAACAGTGCGGAGGGGTCACACATTGCAAA
TAGGAGGTCTGTATGTTCACCAACAGTGCGGAGGGGTCACACATTGCAAA
TAGGAGGTCTGTATGTTCACCAACAGTGCGGAGGGGTCACACATTGCAAA

khkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkxkk%

ACACTGCCCAGAACAGTAAAAAGAGCCTGCATGCCAAAAAAAAAA
ACACTGCCCAGAACAGTAAAAAGAGCCTGCATGCCAAAAAAAAAA
ACACTGCCCAGAACAGTAAAAAGAGCCTGCATGCCAAAAAAAAAA
ACACTGCCCAGAACAGTAAAAAGAGCCTGCATGCCAAAAAAAAAA

ACACTGCCCAGAACAGTAAAAAGAGCCTGCATGCCATGAT
]k K ok k kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

- 844
- 838
- 838
- 720
-1133

- 894
- 888
- 888
- 770
-1183

- 944
- 936
- 936
- 820
-1233

994
- 986
- 986
- 870
-1283

-1044
-1036
-1035
- 919
-1332

-1094
-1086
-1085
- 969
-1382

-1139
-1131
-1130
-1014
-1422
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6.2 Vergleich unterschiedlicher IFP 35-Aminosduresequenzen

Verglichen werden die verdffentlichte IFP35-Proteinsequenz von Wang et al. (IFP35 Wang et
al.; [319]), die sich aufgrund der Translation der in Wang et al. publizierten cDNA-Sequenz
von IFP35 ergebende Proteinsequenz (IFP35 Wang Transl.), die translatierte Sequenz des par-
tiellen, publizierten genomischen Klons (IFP35 genom.Klon; ,,Accession“-Nummer L78833;
[43;286]), die Proteinsequenz fiir die der aus der HeLa-Genbank isolierte IFP35-cDNA-Klon
kodiert (pGEM 135 komplett) und die von Bange et al. veroffentlichte IFP35-Sequenz (IFP35
Bange et al.; [16]). Die korrigierte Sequenz ist in der ersten Zeile aufgefiihrt (IFP 35 korrigiert).

IFP35 KORRIGIERT MSAPLDAALHALQEEQARLKMRLWDLOQOLRKELGDSPKDKVPFSVPKIPL 50
IFP35 Wang Transl. MSAPLDAALHALQEEQARLKMRLWDLQQLRKELGDSPKDKVPFSVPKIPL 50
IFP35 WANG ET AL. MSAPLDAALHALQEEQARLKMRLWDLQQLRKELGDSPKDKVPFSVPKIPL 50
IFP35 Bange et al. MSAPLDAALHALQEEQARLKMRLWDLQQLRKELGDSPKDKVPFSVPKIPL 50
PGEM135 komplett MSAPLDAALHALQEEQARLKMRLWDLQQLRKELGDSPKDKVPEFSVPKIPL 50
IFP35 genom.Klon  —————————————————————— VPFSVPKIPL 10
*kkkkkkkkk*k
IFP35 KORRIGIERT VFRGHTQODPEVPKSLVSNLRIHCPLLAGSALITFDDPKVAEQVLOOKEH 100
IFP35 WANG TRANSL. VFRGHTQQDPEVPKSLVSNLRIHCPLLAGYALITFDDPKVAEQVLQQKEH 100
IFP35 WANG ET AL. VFRGHTQQDPEVPKSLVSDLRIHCPLLAGSALITFDDPKVAEQVLQQKEH 100
IFP35 BANGE ET AL. VFRGHTQQDPEVPKSLVSNLRIHCPLLAGSALITFDDPKVAEQVLQQKEH 100
PGEM135 komplett VFRGHTQQDPEVPKSLVSNLRIHCPLLAGSALITFDDPKVAEQVLQQKEH 100
IFP35 GENOM.KLON VFRGHTQQODPEVPKSLVSNLRIHCPLLAGSALITFDDPKVAEQVLQQKEH 60
Fohkkdkkkkkdkkhhkkdkhdx hdkkhhkkdkhdx dkkhhkkkhrkkkkxhkkkx
IFP35 KORRIGIERT TINMEECRLRVQVOPLELPMVTTIQVMVSSQLSGRRVLVTGFPASLRLSE 150
IFP35 WANG TRANSL. TINMEECRLRLQVQPLELPMVTITIQVMVSSQLSGRRVLVTIGFPASLRLSE 150
IFP35 WANG ET AL. TIDMEECRLRVQVQPLELPMVTITIQVMVSSQLSGRRVLVIGFPASLRLSE 150
IFP35 BANGE ET AL. TINMEECRLRVQVQPLELPMVTITIQV--SSQLSGRRVLVTGFPASLRLSE 148
PGEM135 KOMPLETT TINMEECRLRVQVQPLELPMVTTIQV--SSQLSGRRVLVTGFPASLRLSE 148
IFP35 GENOM.KLON TINMEECRLRVQVQPLELPMVTTIQV--SSQLSGRRVLVTGFPASLRLSE 108
Kok kkok ok okok k| ok ok ook ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok khkkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk khkhkkkkkx*k
IFP35 KORRIGIERT EELLDKLEIFFGKTRNGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 200
IFP35 WANG TRANSL. EELLDKLEIFFGKTRNGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 200
IFP35 WANG ET AL. EELLDKLEIFFGKTRDGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 200
IFP35 BANGE ET AL. EELLDKLEIFFGKTRNGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 198
PGEM135 KOMPLETT EELLDKLEIFFGKTRNGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 198
IFP35 GENOM.KLON EELLDKLEIFFGKTRNGGGDVDVRELLPGSVMLGFARDGVAQRLCQIGQF 158
Fhkkdkkkkkdkkhhkk dhkkdkhhhkkhhrhkdhhhhkkhkdhrkkdkkxkkkkx
IFP35 KORRIGIERT TVPLGGQQOVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 250
IFP35 WANG TRANSL. TVPLGGQQVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 250
IFP35 WANG ET AL. RVPLGGQQVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 250
IFP35 BANGE ET AL. TVPLGGQQVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 248
PGEM135 KOMPLETT TVPLGGQQVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 248
IFP35 GENOM.KLON TVPLGGQQVPLRVSPYVNGEIQKAEIRSQPVPRSVLVLNIPDILDGPELH 208
khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhkhhkkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkxkk
IFP35 KORRIGIERT DVLEIHFQKPTRGGGEVEALTVVPQO--GQQOGLAVFTSESG 288
IFP35 WANG TRANSL. DVLEIHFQKPTRGGGEVEALTVVPQ--GQQGLAVFTSESG 288
IFP35 WANG ET AL. DVLEIHFQKPTRGGGEVEALTVVPQ--GQQGLAVFTSESG 288
IFP35 BANGE ET AL. DVLEIHFQKPTRGGGGRGPDSRTPRTAGPSSLHL-————-— 282
PGEM135 KOMPLETT DVLEIHFQKPTRGGGEVEALTVVPQ--GQQGLAVFTSESG 286
IFP35 GENOM.KLON DVLEIHFQKPTRGGGEVEALTVVPQ--GQQGLAVFTS——— 243

*khkkhkhkkhkhkhkkkhkkhk*k * * *
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6.3 Vergleich der Nukleinsdiuresequenzen von hGBP-1, hGBP-2 und hGBP-3

Dargestellt ist ein Vergleich der Nukleinsiduresequenzen von hGBP-1 (,,Accession“-Nummer:
M55542), hGBP-2 (,,Accession‘“-Nummer: M55543) und dem im Rahmen dieser Arbeit
charakterisierten hGBP-3.

hGBP-3 CCAGGCTGTGGAACCTTTGTTCTTTCACTCTTTGCAATAAATCTTGCTGC 50
hGBP-1 —mmmm e
HSGBP2 ~  ——mm e
hGBP-3 TGCTCACTCTTTGGGTCCACACTGCCTTTATGAGCTGTAACACTCACTGG 100
hGBP-1 —mmmm e
hGBP-2 ~  —mmmm e
hGBP-3 GAATGTCTGCAGCTTCACTCCTGAAGCCGGCGAGACCACGAACCCACCAG 150
hGBP-1 —mmmm e
hGBP-2 ~  —mmmm e
hGBP-3 GAGGAACAAACAACTCCAGACGCGCAGCCTTAAGAGCTGTAACACTCACC 200
hGBP-1 ~  —mmmm e
hGBP-2 ~  —mmmm e
hGBP-3 GCGAAGGTCTGCAGCTTCACTCCTGAGCCAGCCAGACCACGAACCCACCA 250
hGBP-1 ~  —mmmm e
hGBP-2 ~  —mmmm e
hGBP-3 GAAGGAAGAAACTCCAAACACATCCGAACATCAGAAGGAGCAAACTCCTG 300
hGBP-1 —mmmm e
hGBP-2 o
hGBP-3 ACACGCCACCTTTAAGAACCGTGACACTCAACGCTAGGGTCCGCGGCTTC 350
hGBP-1 ~  —m e
hGBP-2 o
hGBP-3 ATTCTTGAAGTCAGTGAGACCAAGAACCCACCAATTCCGGACACGCTAAT 400
hGBP-1 —m e
hGBP-2 ~  ———————— AGTAAAAGTCCACAGTTACCGTGAGAGAAAAA 32
hGBP-3 TGTTGTAGATCATCACTTCAAGGTGCCCATATCTTTCTAGTGGAAAAATT 450
hGBP-1 —m e
hGBP-2 AAGAGGAGAAAGCAGTGCAGCCAAACTCGGAAGAAAAGAGAGGAGGAAAA 82
hGBP-3 ATTCTGGCCTCCGCTGCATACAAATCAGGCAACCAGAATTCTACATATAT 500
hGBP-1 ————ACAGAAGTGCTAGAAGCCAGTGCTCGTGAACTAAGGAGAAAAAGAA 46
hGBP-2 GGACTCGACTTTCACATTGGAACAACCTTCTTTCCAGTGCTAAGGCTCTC 132
*
hGBP-3 AAGGCAAAGTAACATC-—-CTAGACATGGCTTTAGAGATCCACATGTCAGA 548
hGBP-1 CAGACAAGGGAACAGC--CTGGACATGGCATCAGAGATCCACATGACAGG 94
hGBP-2 TGATCTGGGGAACAACACCTGGACATGGCTCCAGAGATCAACTTGCCGGG 182
_*__‘*‘****‘* **.********. * k ok ok kkk **.** *.*.
hGBP-3 CCCCATGTGCCTCATCGAGAACTTTAATGAGCAGCTGAAGGTTAATCAGG 598
hGBP-1 CCCAATGTGCCTCATTGAGAACACTAATGGGCGACTGATGGCGAATCCAG 144
hGBP-2 CCCAATGAGCCTCATTGATAACACTAAAGGGCAGCTGGTGGTGAATCCAG 232
* % % ***-******* **‘***. ***.*.**..***..** .**** .*
hGBP-3 AAGCTTTGGAGATCCTGTCTGCCATTATGCAACCTGTAGTTGTGGTAGCG 648
hGBP-1 AAGCTCTGAAGATCCTTTCTGCCATTACACAGCCTATGGTGGTGGTGGCA 194
hGBP-2 AAGCTCTGAAGATCCTATCTGCAATTACGCAGCCTGTGGTGGTGGTGGCG 282

*kkhkkkhkk kk khkkkkhkkhkk khkkhkkk *hkkk **'***.*.**.*****.**.
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149

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

ATTGTGGGCCTCTATCGCACTGGCAAATCCTACCTGATGAACAAGCTGGC
ATTGTGGGCCTCTACCGCACAGGCAAATCCTACCTGATGAACAAGCTGGC
ATTGTGGGCCTCTATCGCACAGGCAAATCCTACCTGATGAACAAGCTGGC

khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk *hkkhkhkk *hkhhkkhhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhrkhkkhkhhkkxxx*

TGGGAAGAACAAGGGCTTCTCTGTTGCATCTACGGTGCAGTCTCACACCA
TGGAAAGAAAAAGGGCTTCTCTCTGGGCTCCACGGTGCAGTCTCACACTA
TGGGAAGAAAAACGGCTTCTCTCTAGGCTCCACAGTGAAGTCTCACACCA

*kkk kkhkkkk kk Kkkhkkkhkkkkhkkk x 0k Xk kk kkk kkkhkkkkkkkk X

AGGGAATTTGGATATGGTGTGTGCCTCATCCCAACTGGCCAAATCACACA
AAGGAATCTGGATGTGGTGTGTGCCCCACCCCAAGAAGCCAGGCCACATC
AGGGAATCTGGATGTGGTGTGTGCCTCATCCCAAGAAGCCAGAACACACC

* kkkkk khkkhkkhkk khkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkk *k khkkkk * kK k * k% %

TTAGTTCTGCTTGACACCGAGGGCCTGGGAGATGTAGAGAAGGCTGACAA
CTAGTTCTGCTGGACACCGAGGGTCTGGGAGATGTAGAGAAGGGTGACAA
CTAGTTCTGCTCGACACTGAGGGCCTGGGAGATATAGAGAAGGGTGACAA

khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkk hhkkhkkhkk hhkkhkkhhk hhkkhkkhkhkkhkhhkk *Akhkkhkkhkhkhkkk *hkkkkk

CAAGAATGATATCCAGATCTTTGCACTGGCACTCTTACTGAGCAGCACCT
CCAGAATGACTCCTGGATCTTCGCCCTGGCCGTCCTCCTGAGCAGCACCT
TGAGAATGACTCCTGGATCTTTGCCTTGGCCATCCTCCTGAGCAGCACCT

*k Kk kk kK * *kkkkk k% * kK Xk Xk k kkhkkkkhkkkhkkkkk

TTGTGTACAATA-C-TGTGAACAAAATTGATCAGGGTGCTATCGACCTAC
TCGTGTACAATAGCATAGGAACC-—-ATCAACCAGCAGGCTATGGACCAAC
TCGTGTACAATAGCATGGGAACC-—-ATCAACCAGCAGGCCATGGACCAAC

* kkkkkkkkhkkk Kk K * kK Kk * x * Kk kK Kk kk Kkkkk k%

TGCACAATGTGACAGAACTGACAGATCTGCTCAAGGCAAGAAACTCACCC
TGTACTATGTGACAGAGCTGACACATAGAATCCGATCAAAATCCTCACCT
TTCACTATGTGACAGAGCTGACAGATCGAATCAAGGCAAACTCCTCACCT

* Kk kkhkkhkkhkkhkkhkkhkk khkkhkkkk k% * x * k% * k ok k k%

GACCTTGACAGG—————- GTTGAAGATCCTGCTGACTCTGCGAGCTTCTT
GATGAGAATGAGAATGAGGTTGAGGATTCAGCTGACTTTGTGAGCTTICTT
GGT—————- AACAATTCTGTAGACGACTCAGCTGACTTTGTGAGCTTTTT

* *k kK kK * kkkkkhkk kk Kkkhkkhkkk k%

CCCAGACTTAGTGTGGACTCTGAGAGATTTCTGCTTAGGCCTGGAAATAG
CCCAGACTTTGTGTGGACACTGAGAGATTTCTCCCTGGACTTGGAAGCAG
TCCAGCATTTGTGTGGACTCTCAGAGATTTCACCCTGGAACTGGAAGTAG

* Kk Kk Kk *k kkhkkkkhkkhkhkk kk Kkhkhkhkkkhkkk * k% * Kk Kk kK * x

ATGGGCAACTTGTCACACCAGATGAATACCTGGAGAATTCCCTAAGGCCA
ATGGACAACCCCTCACACCAGATGAGTACCTGACATACTCCCTGAAGCTG
ATGGAGAACCCATCACTGCTGATGACTACTTGGAGCTTTCGCTAAAGCTA

* Kk Kk Kk * Kk * Kk Kk Kk * kkkkk Kkkk kK Kk kk Kk k%

AAGCAAGGTAGTGATCAAAGAGTTCAAAATTTCAATTTGCCTCGTCTGTG
AAGAAAGGTACCAGTCAAAAAGATGAAACTTTTAACCTGCCCAGACTCTG
AGAAAAGGTACTGATAAGAAAAGTAAAAGCTTTAATGATCCTICGGTTGTG

* * ok Kk k kK * k* k X * Kk kK * Kk Kk Kk * * * * k%

TATACAGAAGTTCTTTCCAAAAAAGAAATGCTTTATCTTTGACTTACCTG
TATCCGGAAATTCTTCCCAAAGAAAAAATGCTTTGTCTTTGATCGGCCCG
CATCCGAAAGTTCTTCCCCAAGAGGAAGTGCTTCGTCTTCGATTGGCCCG

*k Kk *k Kkhkkkk kk kk K *k kkk Kk Kk *kkk k% * Kk  x

CTCACCAAAAAAAG--CTTGCCCAACTTGAAACACTGCCTGATGATGAGC
TTCACCGCAGGAAG—-CTTGCCCAGCTCGAGAAACTACAAGATGAAGAGC
——CTCCTAAGAAGTACCTTGCTCACCTAGAGCAGCTAAAGGAGGAAGAGC

* kK * * *hkkkkk *k *k kK * * *k Kkk Kkkk*k

698
244
332

748
294
382

798
344
432

848
394
482

898
444
532

946
492
580

996
542
630

1040
592
674

1090
642
724

1140
692
774

1190
742
824

1240
792
874

1288
840
922
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hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

TAGAGCCTGAATTTGTGCAACAAGTGACAGAATTCTGTTCCTACATCTTT
TGGACCCCGAATTTGTGCAACAAGTAGCAGACTTCTGTTCCTACATCTTT
TGAACCCTGATTTCATAGAACAAGTTGCAGAATTTTGTTCCTACATCCTC

* * Kk kk k% * * Kk kkkkk *kkkk kk khkkkkkkikkkkkkx X

AGCCATTCTATGACCAAGACTCTTCCAGGTGGCATCATGGTCAATGGATC
AGTAATTCCAAAACTAAAACTCTTTCAGGAGGCATCCAGGTCAACGGGCC
AGCCATTCCAATGTCAAGACTCTTTCAGGTGGCATTGCAGTCAATGGGCC

* * *kk Kk ok Kk Kkkkkkk kkhkkk khkkkk Kk kkk kK *

TCGTCTAAAGAACCTGGTGCTGACCTATGTCAATGCCATCAGCAGTGGGG
TCGTCTAGAGAGCCTGGTGCTGACCTACGTCAATGCCATCAGCAGTGGGG
TCGTCTAGAGAGCCTGGTGCTGACCTACGTCAATGCCATCAGCAGTGGGG

khkkhkhkhkkhkk hhkk khkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkh d*hkhkkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkk,kx%

ATCTGCCTTGCATAGAGAATGCAGTCCTGGCCTTGGCTCAGAGAGAGAAC
ATCTGCCGTGCATGGAGAACGCAGTCCTGGCCTTGGCCCAGATAGAGAAC
ATCTACCCTGCATGGAGAACGCAGTCCTGGCCTTGGCCCAGATAGAGAAC

khkkhkk hhk hkhkkhkkhkk hkhkkhkkhkk khkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhk *hkkk khkkkkk*k

TCAGCTGCAGTGCAAAAGGCCATTGCCCACTATGACCAGCAAATGGGCCA
TCAGCTGCAGTGCAAAAGGCTATTGCCCACTATGAACAGCAGATGGGCCA
TCAGCCGCAGTGGAAAAGGCTATTGCCCACTATGAACAGCAGATGGGCCA

khkkhkkhkk khkkhkhkkhkk kkhkhkkhkkhkhkk Ahkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkk *khkhkhkk *khkhkkkk%k

GAAAGTGCAGCTGCCCATGGAAACCCTCCAGGAGCTGCTGGACCTGCACA
GAAGGTGCAGCTGCCCACAGAAAGCCTCCAGGAGCTGCTGGACCTGCACA
GAAGGTGCAGCTGCCCACGGAAACCCTCCAGGAGCTGCTGGACCTGCACA

*kkk kkhkkkkkhkkkhkhkkkkk khkkk Kkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkkk

GGACCAGTGAGAGGGAGGCCATTGAAGTCTTCATGAAAAACTCTTTCAAG
GGGACAGTGAGAGAGAGGCCATTGAAGTCTTCATCAGGAGTTCCTTCAAA
GGGACAGTGAGAGAGAGGCCATTGAAGTCTTCATGAAGAACTCTTTCAAG

* % khkkhkhkkhkkhkhkhkk kkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkkx * * *k kkkkk

GATGTAGACCAAAGTTTCCAGAAAGAATTGGAGACTCTACTAGATGCAAA
GATGTGGACCATCTATTTCAAAAGGAGTTAGCGGCCCAGCTAGAAAAAAA
GATGTGGACCAAATGTTCCAGAGGAAATTAGGGGCCCAGTTGGAAGCAAG

*kkkk Kkkkk *k kK K * k*kk*x k* kX * % * k% * x

ACAGAATGACATTTGTAAACGGAACCTGGAAGCATCCTCGGATTATTGCT
GCGGGATGACTTTTGTAAACAGAATCAGGAAGCATCATCAGATCGTTGCT
GCGAGATGACTTTTGTAAGCAGAATTCCAAAGCATCATCAGATTGTTGCA

* *khkkkkhkk khkkkkkkikk Kk kkk *khkkkhkkkk K*k Kkkhkk * Kk k%

CGGCTTTACTTAAGGATATTTTTGGTCCTCTAGAAGAAGCAGTGAAGCAG
CAGGTTTACTTCAGGTCATTTTCAGTCCTCTAGAAGAAGAAGTGAAGGCG
TGGCTTTACTTCAGGATATATTTGGCCCTTTAGAAGAAGATGTCAAGCAG

* kkkkkkk kkk *k kK * kkk khkkkhkkkkk *k Kk k*k *

GGAATTTATTCTAAGCCAGGAGGCCATAATCTCTTCATTCAGAAAACAGA
GGAATTTATTCGAAACCAGGGGGCTATCGTCTCTTTGTTCAGAAGCTACA
GGAACATTTTCTAAACCAGGAGGTTACCGTCTCTTTACTCAGAAGCTGCA

* Kk Kk Kk * kkk kk Kkkkkk KKk * * ok Kk k k% * ok Kk Kk k% *

AGAACTGAAGGCAAAGTACTATCGGGAGCCTCGGAAAGGAATACAGGCTG
AGACCTGAAGAAAAAGTACTATGAGGAACCGAGGAAGGGGATACAGGCTG
GGAGCTGAAGAATAAGTACTACCAGGTGCCAAGGAAGGGGATACAGGCCA

* Kk kkkkkk *kkhkkkkKk * x * x *khkkk kk Kkhkkkkkkkk

AAGAAGTTCTGCAGAAATATTTAAAGTCCAAGGAGTCTGTGAGTCATGCA
AAGAGATTCTGCAGACATACTTGAAATCCAAGGAGTCTATGACTGATGCA
AAGAGGTGCTGAAAAAATATTTGGAGTCCAAGGAGGATGTGGCTGATGCA

* Kk Kk Kk * kkk ok Kk kkk Kk * kkkkkhkkk Kk * k% * KkkKkk*%

1338
890
972

1388
940
1022

1438
990
1072

1488
1040
1122

1538
1090
1172

1588
1140
1222

1638
1190
1272

1688
1240
1322

1738
1290
1372

1788
1340
1422

1838
1390
1472

1888
1440
1522

1938
1490
1572
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151

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

ATATTACAGACTGACCAGGCTCTCACAGAGACGGAAAAAAAGAAGAAAGA
ATTCTCCAGACAGACCAGACTCTCACAGAAAAAGAAAAGGAGATTGAAGT
CTTCTACAGACTGATCAGTCACTCTCAGAAAAGGAAAAAGCGATTGAAGT

* * kkkkk kk kkk k kkk Kkkkk X * Kk Kk kk * % * k%

GGCACAAGTGAAAGCAGAAGCTGAAAAGGCTGAAGCGCAAAGGTTGGCGG
GGAACGTGTGAAAGCTGAGTCTGCACAGGCTTCAGCAAAAATGTTGCAGG
GGAACGTATAAAGGCTGAATCTGCAGAAGCTGCAAAGAAAATGTTGGAGG

*k kK * Kk kk k% *kk k Kk kkk * *kk Kk kk * x

CGATTCAAAGGCAGAACGAGCAAATGATGCAGGAGAGGGAGAGACTCCAT
AAATGCAAAGAAAGAATGAGCAGATGATGGAACAGAAGGAGAGGAGTTAT
AAATACAAAAGAAGAATGAGGAGATGATGGAACAGAAAGAGAAGAGTTAT

*k  kk kK *kkk Kkkhkk Kk Kkhkkkkk X * k% * kK k * x

CAGGAACAAGTGAGACAA-———————————, ATGGAGATAGCCAAACAAAA
CAGGAACACTTGAAACAACTGACTGAGAAGATGGAGAACGACAGGGTCCA
CAGGAACATGTGAAACAATTGACTGAGAAGATGGAGAGGGACAGGGCCCA

*kkkkkkk *kk kkkk * ok ok k kK Kk * k% *

TTGGCTGGCAGAGCAACAGAAAATGCAGGAACAACAGATGCAGGAACAGG
GTTGCTGAAAGAGCAAGAGAGGACCCTCGCTCTTAAACTTCAGGAACAGG
GTTAATGGCAGAGCAAGAGAAGACCCTCGCTCTTAAACTTCAGGAACAGG

* * * *hkkkhkkkk Kkkhkk * * * * * * kkkkkkkkk*k

CTGCACAGCTCAGCACAACATTCCAAGCTCAAAATAGAAGCCTTCTCAGT
AGCAACTACTAAAAGAGGGATTTCAAAAAGAAAGCAGAATAATGAAAAAT
AACGCCTTCTCAAGGAGGGATTCGAGAATGAGAGCAAGAGACTTCAAAAA

* **k  Kx * k% * * % * * * *

GAGCTCCAGCACGCCCAGAGGACTGTTAATAACGATGATCCA---TGTGT
GAGATACAGGATCTCCAGACGAAAATGAGACGACGAAAGGCA-—-TGTAC
GACATATGGGATATCCAGATGAGAAGCAAATCATTGGAGCCAATATGTAA

* * * * % *kkKkk KKk * * * x * k%

TTTACTCTAAAGTGCTAAATATGGGAGTTTCCTTTTTTTACTCTTTGTCA
CATAAGCTAAAGACCAGAGCCTTCCTGTCACCCCTAACCAAGGCATAATT
CATACTCTAAAAGTCCAAGGAGCAAAATTTGCCTGTCCAGCTCCCTCTCC

* % * Kk Kk kK * * * *

CTGATGACACAACAGAAAAGAAACTGTAGACCTTGGGACAATCAACATTT
GAAACAATTTTAGAATTTGGAACAAGCGTCACTACATTTGATAATAATTA

CCAAGAAACAACATGAATGAGCAACTTCAGAGTGTCAAACAACTGCCATT
* ok * *

AAATAAACTTTATAATTATTTTTTCAAACTTTAAAAAAAAAAAAAA————
GATCTTGCATCATAACACCAAAAGTTTATAAAGGCATGTGGTACAATGAT
AAACTTAACTCAAAATCATGATGCATGCATTTTTGTTGAACCATAAAGTT

* *k kK * k%

CAAAATCATGTTTTTTCTTAAAAAAAAAAAAAAGACTGTAAATTGTGCAA
TGCAAAGTAAAGGTTAAGTATGAGGTCAATGTTTT———————————————

CAAAGATGCATTTACCTCTGTATCAACTCAGGAAATCTCATAAGCTGGTA

1988
1540
1622

2038
1590
1672

2088
1640
1722

2126
1690
1772

2176
1740
1822

2226
1790
1872

2273
1837
1922

2323
1887
1972

2373
1937
2022

2419
1987
2072

2037
2107

2087

2137

2187



152

Anhang

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

hGBP-3
hGBP-1
hGBP-2

CTGGCCAAGTCTACAATGTCCCAATATCAAGGACAACCACCCTAGCTTICT

2237

2287

2337

2387

2437

2487

2537

2587

2637

2687

2737

2787

2837

2881
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6.4 Vergleich der Aminosduresequenzen von hGBP-1, hGBP-2 und hGBP-3

Dargestellt ist ein Vergleich der Aminosiduresequenzen von hGBP-1 (,,Accession®“-Nummer:
M55542), hGBP-2 (,,Accession‘“-Nummer: M55543) und dem im Rahmen dieser Arbeit
charakterisierten hGBP-3.

hGBP-3 MALEIHMSDPMCLIENFNEQLKVNQEALEILSAIMQPVVVVAIVGLYRTG 50
hGBP-1 MASEIHMTGPMCLIENTNGRLMANPEALKILSAITQPMVVVAIVGLYRTG 50
hGBP-2 MAPEINLPGPMSLIDNTKGQLVVNPEALKILSAITQPVVVVAIVGLYRTG 50
* % **‘---**-**-* -..* .*.***.***** **.************
hGBP-3 KSYLMNKLAGKNKGFSVASTVQSHTKGIWIWCVPHPNWPNHTLVLLDTEG 100
hGBP-1 KSYLMNKLAGKKKGFSLGSTVQSHTKGIWMWCVPHPKKPGHILVLLDTEG 100
hGBP-2 KSYLMNKLAGKKNGFSLGSTVKSHTKGIWMWCVPHPKKPEHTLVLLDTEG 100
***********"***"***.*******.******. *.*.********
hGBP-3 LGDVEKADNKNDIQIFALALLLSSTFVYNTVNKIDQGAIDLLHNVTELTD 150
hGBP-1 LGDVEKGDNQNDSWIFALAVLLSSTFVYNSIGTINQQAMDQLYYVTELTH 150
hGBP-2 LGDIEKGDNENDSWIFALAILLSSTFVYNSMGTINQQAMDQLHYVTELTD 150
***‘**‘**‘** *****‘*********....*.* *.* *. *****.
hGBP-3 LLKARNSPDLD-—RVEDPADSASFFPDLVWTLRDFCLGLEIDGQLVTPDE 198
hGBP-1 RIRSKSSPDENENEVEDSADFVSFFPDFVWTLRDFSLDLEADGQPLTPDE 200
hGBP-2 RIKANSSPGNN--SVDDSADFVSFFPAFVWTLRDFTLELEVDGEPITADD 198
----- **‘ . *‘*‘** -****..******* *.** **. .*.*.
hGBP-3 YLENSLRPKQGSDQRVQONFNLPRLCIQKFFPKKKCFIFDLPAHQKKLAQL 248
hGBP-1 YLTYSLKLKKGTSQKDETFNLPRLCIRKFFPKKKCFVFDRPVHRRKLAQL 250
hGBP-2 YLELSLKLRKGTDKKSKSFNDPRLCIRKFFPKRKCFVFDWPAPKKYLAHL 248
**‘ **‘ --*---- --** *****‘*****.***.** *.... **.*
hGBP-3 ETLPDDELEPEFVQQVTEFCSYIFSHSMTKTLPGGIMVNGSRLKNLVLTY 298
hGBP-1 EKLQDEELDPEFVQQVADFCSYIFSNSKTKTLSGGIQVNGPRLESLVLTY 300
hGBP-2 EQLKEEELNPDFIEQVAEFCSYILSHSNVKTLSGGIAVNGPRLESLVLTY 298
* *--** ‘*‘*“**“*****‘*‘* -***'*** ***.**..*****
hGBP-3 VNAISSGDLPCIENAVLALAQRENSAAVQKATIAHYDQOMGOKVQLPMETL 348
hGBP-1 VNAISSGDLPCMENAVLALAQIENSAAVQKATAHYEQQOMGQKVQLPTESL 350
hGBP-2 VNAISSGDLPCMENAVLALAQIENSAAVEKATAHYEQQMGQKVQLPTETL 348
***********-********* ******‘******.********** *k.*
hGBP-3 QELLDLHRTSEREAIEVFMKNSFKDVDQSFQKELETLLDAKQNDICKRNL 398
hGBP-1 QELLDLHRDSEREAIEVF IRSSFKDVDHLFQKELAAQLEKKRDDFCKQNQ 400
hGBP-2 QELLDLHRDSEREAIEVFMKNSFKDVDQMFQRKLGAQLEARRDDFCKQNS 398
********-*********---******- **‘.*.. ‘k. ...*.**.*
hGBP-3 EASSDYCSALLKDIFGPLEEAVKQGIYSKPGGHNLFIQKTEELKAKYYRE 448
hGBP-1 EASSDRCSGLLQVIFSPLEEEVKAGIYSKPGGYRLFVQKLODLKKKYYEE 450
hGBP-2 KASSDCCMALLQDIFGPLEEDVKQGTFSKPGGYRLFTQKLQELKNKYYQV ~ 448
.**** * ‘**‘ **‘****‘**‘*"*****..**.** ..'k* * k% %
hGBP-3 PRKGIQAEEVLQOKYLKSKESVSHAILQTDQALTETEKKKKEAQVKAEAEK 498
hGBP-1 PRKGIQAEEILQTYLKSKESMTDAILQTDQTLTEKEKEIEVERVKAESAQ 500
hGBP-2 PRKGIQAKEVLKKYLESKEDVADALLQTDQSLSEKEKAIEVERIKAESAE 498
*******-*-*--**-***----*-*****-*.*.** . ...*'k'k...
hGBP-3 AEAQRLAATQRONEQMMQERERLHQEQVRQ-———MEIAKQNWLAEQOKMO 544
hGBP-1 ASAKMLQEMORKNEQMMEQKERSYQEHLKQLTEKMENDRVQLLKEQERTL 550
hGBP-2 AAKKMLEEIQKKNEEMMEQKEKSYQEHVKQLTEKMERDRAQLMAEQEKTL 548
*- --*---*--**-**---*- -**---* ** . . - . **oo
hGBP-3 EQQMQOEQAAQLSTTFQAQNRSLLSELQHAQRTVNNDDP-CVLL 586
hGBP-1 ALKLQEQEQLLKEGFQKESRIMKNEIQDLQTKMRRRKA-CTIS 592
hGBP-2 ALKLQEQERLLKEGFENESKRLOKDIWDIQMRSKSLEPICNIL 591

* Kk * * * *
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6.5 Vergleich der Nukleinsduresequenzen von Klon 2107 und 2107/18-1
Dargestellt ist ein Sequenzvergleich zwischen dem Ursprungsklon 2107 (pBS 2107) mit feh-
lendem 5’-Terminus und dem Vollingenklon mit fehlerhafter Sequenz im 3’-Bereich

(pBS 2107-18/1).

2107-18/1 - CCAGGCTGTGGAACCTTTGTTCTTTCACTCTTTGCAATAAATCTTGCTGC — 50
2107-18/1 - TGCTCACTCTTTGGGTCCACACTGCCTTTATGAGCTGTAACACTCACTGG — 100
2107-18/1 - GAATGTCTGCAGCTTCACTCCTGAAGCCGGCGAGACCACGAACCCACCAG - 150
2107-18/1 - GAGGAACAAACAACTCCAGACGCGCAGCCTTAAGAGCTGTAACACTCACC - 200
2107-18/1 - GCGAAGGTCTGCAGCTTCACTCCTGAGCCAGCCAGACCACGAACCCACCA — 250
2107-18/1 - GAAGGAAGAAACTCCAAACACATCCGAACATCAGAAGGAGCAAACTCCTG — 300
2107-18/1 - ACACGCCACCTTTAAGAACCGTGACACTCAACGCTAGGGTCCGCGGCTTC - 350
2107-18/1 - ATTCTTGAAGTCAGTGAGACCAAGAACCCACCAATTCCGGACACGCTAAT - 400
2107-18/1 - TGTTGTAGATCATCACTTCAAGGTGCCCATATCTTTCTAGTGGAAAAATT — 450
2107-18/1 - ATTCTGGCCTCCGCTGCATACAAATCAGGCAACCAGAATTCTACATATAT - 500
2107-18/1 - AARGGCAAAGTAACATCCTAGACATGGCTTTAGAGATCCACATGTCAGACC — 550
2107-18/1 - CCATGTGCCTCATCGAGAACTTTAATGAGCAGCTGAAGGTTAATCAGGAA — 600
2107-18/1 - GCTTTGGAGATCCTGTCTGCCATTATGCAACCTGTAGTTGTGGTAGCGAT — 650
2107-18/1 - TGTGGGCCTCTATCGCACTGGCAAATCCTACCTGATGAACAAGCTGGCTG — 700
2107 - G- 1
2107-18/1 - GGAAGAACAAGGGCTTCTCTGTTGCATCTACGGTGCAGTCTCACACCAAG - 750
2107 - CCCAACTGGCCAAATCACACATT - 51
s - WA
2107 - CTGGGAGATGTAGAGAAGGCTGACAACA — 101
oncsan - T
2107 ~ AGAATGATATCCAGATCTTTGCACTGGCACTCTTACTGAGCAGCACCTTT - 151
2107-18/1 - AAMPATAH AT P AT A AR AT — 900
2107 ~ GTGTACAATACTGTGAACAAAATTGATCAGGGTGCTATCGACCTACTGCA - 201
2107-18/1 - CHIAAMALCHAAAMAH AT A — 050
2107 - GACAGATCTGCTCAAGGCAAGAAACTCACCCGACC - 251
orcsan - LT T
2107 - TCTTCCCAGACTTA - 301
07-18/1 |||||||||||||||||||||||||||||||||||$$é$$éééﬁéﬁéii£ Loso
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2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107

2107-18/1

CTTAGGCCTGGAAATAGATGGGCAACT - 351
HI||||||||||H|||||||||||H|||||||||||H|||||||||
TGCTTAGGCCTGGAAATAGATGGGCAACT -1100
|||||||||||||TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT?TTTTTTTT o
GAATACCTGGAGAATTCCCTAAGGCCAAAGCAAGGTA -1150
CTGTGTATACAGAAG - 451
HI||||||||||H|||||||||IIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIII
GTCTGTGTATACAGAAG —-1200
ACCTGCTCACCAARAA - 501
HI||||||||||H|||||||||IIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIII
ACTTACCTGCTCACCAARAA -1250
TGAGCTAGAGCCTGAAT - 551
HI||||||||||H|||||||||IIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIII
GATGAGCTAGAGCCTGAAT -1300
TTGTGCAACAAGTGACAGAATTCTGTTCCTACATCTTTAGCCATTCTATG - 601
N
TTGTGCAACAAGTGACAGAATTCTGTTCCTACATCTTTAGCCATTCTATG -1350
GATCTCGTCTAAAGAA - 651
HI||||||||||H|||||||||IIH!!!!!!!!!!!HIIIIIIIII
AATGGATCTCGTCTAAAGAA -1400
N o
CCTGGTGCTGACCTATGTCAATGCCATCAGCAGTGGGGATCTGCCTTGCA -1450
T msanmanTnTmT -
TAGAGAATGCAGTCCTGGCCTTGGCTCAGAGAGAGAACTCAGCTGCAGTG -1500
AATGGGCCAGAAAGTGCAGCT - 801
HIIII|||||||H|||||||||||H|||||||||||H|||||||||
CAGCAAATGGGCCAGAAAGTGCAGCT -1550
- 851
IIHII|||||H||||||IIH|||||||H|||||||H|||||||H
CATGGAAACCCTCCAGGAGCTG CACAGGAC -1600
GAAAAACTCTTTCAAGGATGTAGACCAA - 901
|||||H|||||H|||||HII||||H|||||H|||||H|||||H
ATGAAAAACTCTTTCAAGGATGTAGACCAA -1650
CTACTAGATGCAAAACAGAATGACAT - 951
|||||H|||||H|||||HII||||H|||||H|||||H|||||H
GACTCTACTAGATGCAAAACAGAATGACAT -1700
GCTCGGCTTTACTTA -1001
|||||H|||||H|||||HII||||H|||||H|||||H|||||H
TTGCTCGGCTTTACTTA -1750
CCTCTAGAAGAAGCAGTGAAGCAGGGAATTTATTCT -1051
|||||HI|||IH|||||H||||||H|||||H|||||H|||||H
TTGGTCCTCTAGAAGAAGCAGTGAAGCAGGGAATTTATTCT -1800



156

Anhang

2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107
2107-18/1
2107

2107-18/1

AAGCCAGGAGGCCATAATCTCTTCATTCAGAAAACAGAAGAACTGAAGGC

AAGCCAGGAGGCCATAATCTCTTCATTCAGAAAACAGAAGAACTGAAGGC

GCCTCGGAAAGGAATACAGGCTGAAGAAGTTCTGC

GCCTCGGAAAGGAATACAGGCTGAAGAAGTTCTGC

TGTGAGTCATGCAATATTACAGACT

TCTGTGAGTCATGCAATATTACAGACT

CGGAAAAAAAGAAGAAAGAGGCACAAGTGAA

AGACGGAAAAAAAGAAGAAAGAGGCACAAGTGAA

TGGCGGCGATTCAAAGGC

GGCGGCGATTCAAAGGC

AGACTCCATCAGGAACAAGTG

GAGACTCCATCAGGAACAATAA

AGACAAATGGAGATAGCCAAACAAAATTGGCTGGCAGAGCAACAGAAAAT

CGATGAGAGTATGTAGCAGTGGCAAAGAGGGAGAGGCAGCAAGATCTTGT

GCAGGA—— === = AC

GGCTCTCAGCAGGGAGTCTGGAGCCAGAAAGTCTGGGTATGAATCCAAGC

AACAGATGCAGGAACAGGCTGCACAGCTCAGCACAACATTCCAAGCTCAA

TCCACCTCTTAGAACAGGCTGCACAGCTCAGCACAACATTCCAAGCTCAA

CAGAGGACTGTTAATAA

CCCAGAGGACTGTTAATAA

CTCTAAAGTGCTAAATATGGGAGTTTCCTTT

GATGATCCATGTIGTTTTACTCTAAAGTGCTAAATATGGGAGTTTCCTTT

GATGACACAACAGAAAAGAAACTGTAGACCTTG

CTGATGACACAACAGAAAAGAAACTGTAGACCTTG

AAATAAACTTTATAATTATTTTTTCAAAAAAAAAA

TTAAATAAACTTTATAATTATTTTTTCAAACTTTAAA

AAAAAAAAAA

AAAA

-1669

—-2454

-1101

-1850

-1151

-1900

-1201

-1950

-1251

-2000

-1301

-2050

-1351

-2100

-1401

-2150

-1409

-2200

-1459

-2250

-1509

-2300

-1559

-2350

-1609

-2400

-1659

-2450
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