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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Hihnerembryo als Forschungsobjekt

Der Embryo des Haushuhns gallus gallus domesticus dient schon seit Uber 2000
Jahren als Modell fiir entwicklungsbiologische Studien. Neben den alten Agyptern
offnete auch Aristoteles die Eier von Hihnern zu verschiedenen Zeitpunkten um den
Fortschritt der Entwicklung des Embryos zu untersuchen [Stern, 2005]. 1628 entdeckte
Harvey im Hihnerembryo die Blutinseln und den Unterschied zwischen Arterien und
Venen [Stern, 2005]. Mit Transplantations-Experimenten konnten die zone of polarizing
activity (ZPA) und die apical ectodermal ridge (AER) als wichtige Regionen fir die
Entwicklung der Extremitaten definiert werden [Saunders, 1948; Zwilling, 1956; Tickle,
2004]. Die Blutbildung in der frihen Embryonalentwicklung des Huhns wurde erstmals
1960 von Romanoff beschrieben.

Nachdem 2004 das Hihnergenom vollstandig sequenziert wurde, [Wong, 2004], wurde
die Suche nach neuen Mitgliedern von Genfamilien, die in der Entwicklung wichtig sind,
ermoglicht.

Durch die EinflUhrung von neuen Methoden fir gain- and loss-of-function- sowie
Promotoranalysen, der Isolierung von embryonalen Stammzellen und der Entwicklung
von neuen transgenen Methoden [Stern, 2005] zahlt das Haushuhn neben dem
Fadenwurm C. elegans, der Taufliege D. melanogaster, dem Zebrabarbling D. rerio
und der Maus M. musculus auch heute zu einem der wichtigsten Modellorganismen.
Bei allen wird die Organbildung durch ahnliche Gene und Zellbewegungen wie bei
Saugetieren gesteuert [Gilbert, 2003].

Die Vorteile des Huhnerembryos liegen in der ganzjahrigen Verflugbarkeit, der kurzen
Generationszeit von 21 Tagen und im leichten Zugang zu dem sich entwickelnden
Embryo. Durch die einfache Bebritung und Handhabung des fast in sich
abgeschlossenen Systems ,Huhnerei, konnen Inkubationsbedingungen, wie die
Sauerstoffkonzentration und die Temperatur, leicht gesteuert werden. In unserer
Arbeitsgruppe dienen die aus dem Hihnerembryo gewonnen Erythrozyten schon lange
als Modell um Fragen zur Physiologie und Differenzierung der Erythrozyten
aufzuklaren. In dieser Arbeit wird vor allem die Entwicklung der Differenzierung von

embryonalen Erythrozyten untersucht.
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1.2 Die Erythropoiese

Als Erythropoiese bezeichnet man die Bildung von reifen Erythrozyten aus
hamatopoietischen Stammzellen des blutbildenden Knochenmarks. Sie teilt sich bei
allen Vertebraten in zwei unterschiedliche Phasen ein: Die nur in der
Embryonalentwicklung ablaufende primitive Erythropoiese und die lebenslang
ablaufende definitive Erythropoiese.

Die primitive Erythropoiese lauft aullerhalb des Wirbeltierembryos ab, d.h. im Inneren
der ,Blutinseln, die erstmals etwa 15 Stunden nach der Befruchtung in der Area opaca
aus mesodermalen Zellen entstehen. Wahrend sich die aulReren Zellen der Inseln zu
Endothelzellen entwickeln, entstehen im Inneren embryonale Blutzellen. Im weiteren
Verlauf der Entwicklung bilden die Endothelzellen das embryonale Gefallsystem und
die inneren Zellen bringen primitive Erythrozyten hervor. Diese werden als unreife
Vorlauferzellen, den Erythroblasten, in den Blutkreislauf entlassen. Dort vollziehen sie
eine Reihe von Teilungen, bis sie schlieBlich ihre Differenzierung abgeschlossen
haben [Baumann und Dragon 2005]. Ein ausdifferenzierter Erythrozyt von Wirbeltieren
fuhrt keine Transkription und Translation mehr aus und seine Ribosomen und

Mitochondrien sind abgebaut.

1.2.1 Stadien der Erythropoiese

Ausgehend von einer kleinen Population pluripotenter hamatopoietischer Stammzellen
(HSZ) entwickeln sich alle ausgereiften Blutzellen (Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten) des peripheren Blutes (siehe Abbildung 1.1). Die Differenzierung der
Erythropoiese beginnt auf der Ebene der colony-forming-unit granulocyte, erythrocyte,
monocyte, macrophage (CFU-GEMM). Aus diesen unreifen Vorlauferzellen
differenzieren sich die weiteren koloniebildenden Zellen der erythroiden Zellreihe, die
burst-forming-unit erythroid (BFU-E), die in der Zellkultur groRere Konglomerate
(bursts) von mehreren hundert Zellen bilden. Nach einigen Tagen zerfallen die bursts
in Kolonien, die aus den nun reiferen colony-forming-unit erythroid (CFU-E) bestehen.
In Tabelle 1.1 sind die nachfolgenden Blutzellen zusammengefasst, die sich unter

weiterer Stimulation, erst durch Teilung und dann durch Reifung, bilden.
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Tabelle 1.1: Proliferationsfahigkeit und Farbungsverhalten von S&ugerblutzellen in
verschiedenen Reifungsstadien.
Raues Endoplasmatisches Retikulum (rER), Hamoglobin (Hb)

Blutzellen (Grof3e)

Proliferationsfahigkeit

Zellorganellen

Farbung des

und Eigenschaften Zytoplasma
Proerythroblast gering, unkondensiertes basophil
(15-20um) Synthese von Ham und Chromatin, relativ
Globinketten groRer Nukleus, viele

Ribosomen
Basophiler gering, Chromatin kondensiert, | basophil
Erythroblast (~15um) | geringer Hb-Gehalt viele Ribosomen
Polychromatischer gering, Nukleus zunehmend basophil und
Erythroblast (~12um) | zunehmender Hb-Gehalt pyknotisch, rER nimmt | azidophil

ab
Orthochromatischer keine Teilungsfahigkeit Nukleus pyknotisch, eosinophil

Erythroblast (~9um)

fast vollstandiger Hb-
Gehalt, geringer RNA-
Gehalt

wird ausgestof3en; fast
kein rER

Retikulozyt (~8um)

aktiver Ubertritt ins
periphere Blut

kein Nukleus, wenige

Ribosomen

rot mit blauem

Retikulum

Erythrozyt (~7um)

vollstandiger Hb-Gehalt

kein Nukleus, keine

Zellorganellen

rot

Bei Sdugern sind Retikulozyten die ersten Zellen in der Blutzirkulation. Die Anzahl der
Retikulozyten im peripheren Blut betragt 0,5 — 1,6 %. Der reife, voll ausdifferenzierte
Erythrozyt ist bikonkav und besitzt keinen Nukleus und keine Mitochondrien oder
Ribosomen. Im Gegensatz dazu behalten die Erythrozyten von adulten Végeln und

Amphibien ihren inaktiven, pyknotischen Kern.

1.2.2 Regulation der Erythropoiese

Die Regulation der Erythropoiese und die damit verbundene Differenzierung der Zellen

unterliegt einer Vielzahl von externen Signalen, sowie den intrazellularen

Transkriptionsfaktoren und hamatopoietischen Wachstumsfaktoren (siehe Abbildung
1.1).
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Abbildung 1.1: Relative GroRe und morphologisches Aussehen von erythroiden Zellen
der Wirbeltiere in unterschiedlichen Differenzierungsstadien.

Pluripotente hamatopoietische Stammzelle (HSZ), Burst-forming unit-erythroid (BFU-E), Colony-
forming unit-erythroid (CFU-E), Proerythroblasten (Pro-EB), basophile Erythroblasten (Baso-
EB), polychromatische Erythroblasten (Poly-EB), orthochromatische Erythroblasten (Ortho-EB),
Retikulozyten  (Retik), und  Erythrozyten (Ery). (B) Transkriptionsfaktoren  der
Erythrozytendifferenzierung: Zinkfingerfaktoren die GATA Sequenzen binden (GATA-1, GATA-
2) (C) Rezeptoren fur hamatopoietische Wachstumsfaktoren: Stammzellfaktor-Rezeptor (c-KIT),
Erythropoietin Rezeptor (EPO-R), (D) Erythrozyten Proteine: gezeigt sind die Expressions-
Zeitraume von strukturellen und funktionellen erythroiden Proteinen; 15-Lipoxygenase (15-
LOX). Die Starke der Expression kann im angegebenen Zeitraum stark variieren. Modifiziert
nach Koury, 2002].

Die  hamatopoietischen = Wachstumsfaktoren sind  verantwortlich  fir die

Aufrechterhaltung der hamatopoietischen Stammzellen sowie deren Proliferation und

Differenzierung in die verschiedenen Zellreihen [Dexter, 1990; Heath, 1990; lhle und

Askew 1989].

Zu den Wachstumsfaktoren zahlen:

1. Kolonie-Stimulierende  Faktoren (CSF), Erythropoietin (EPO) und der
Stammzellfaktor (SCF). Sie wirken auf die Vorlauferzellen der verschiedenen
Zellreihen und steuern deren Proliferation und Differenzierung.

2. Interleukine IL-3, IL-6, IL-7, IL-1. Interleukine sind Proteine die von Leukozyten
sezerniert werden. Sie sind an der Zell-Aktivierung, Zell-Proliferation, Zell-

Differenzierung und an Zell-Zell-Interaktionen beteiligt.
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Wahrend der abschlieRenden Reifung der Retikulozyten zu Erythrozyten wird die
erythroide Lipoxygenase 15-LOX exprimiert. Sie ist verantwortlich fir die Degradation
der Mitochondrien [Thiele, 1979; Schewe und Rapoport, 1981].

1.2.3 Transkriptionsfaktoren der Erythropoiese

Das Programm der Erythropoiese wird hauptsachlich durch die DNA-Bindenden
Transkriptionsfaktoren GATA-2 und GATA-1 gesteuert [Shimizu und Yamamoto, 2007].
GATA-2 wird in ha@matopoietischen und in embryonalen Stammzellen sowie in
Endothelzellen exprimiert und ist damit fiir die Vermehrung wichtig und das Uberleben
von frlhen hamatopoietischen Zellen auf Kosten der Differenzierung essentiell.
[Shivdasani, 1996]. GATA-1 ist fur die spate erythroide Differenzierung verantwortlich
[Shivdasani, 1997].

Die Hauptkennzeichen der Erythrozytendifferenzierung ist die Synthese von grof3en
Mengen des sauerstofftransportierenden Proteins Hamoglobin. Die
Erythrozytendifferenzierung beinhaltet zum einen die koordinierte Regulation von zwei
unterschiedlichen Globin-Genen (a und B) und der Bereitstellung von Ham. Wie in
Abbildung 1.1 zu sehen, beginnt die Globin- und die Hamsynthese bereits in den
basophilen Erythroblasten. Die primare Kontrolle der Hdmbiosynthese wird durch das
Enzym 0&-ALA-Synthetase ausgelbt. In Abbildung 1.1 ist zu erkennen, dass der
Zeitraum der d-ALA-Synthetase-Expression vor der Globin-Expression, im Stadium der

Retikulozyten aufhért. Damit erliegt auch die Hdmbiosynthese.

1.3 Modelle der Erythrozytendifferenzierung

Zur Erforschung der Differenzierung menschlicher erythroider Zellen gibt es kein in
vitro-Modell, in dem die Stadien der Differenzierung durchgehend verfolgt werden
konnen, da keine passenden Kulturbedingungen gefunden sind, die eine anhaltende
Erneuerung von Vorlauferzellen und Erythropoiese gestatten [Marks, 1987]. Aus
diesem Grund werden Zelllinien aus verschiedenen Spezies als Modelle fiir die
erythroiden Zelldifferenzierung in vitro verwendet (siehe Tabelle 1.2).

Allerdings reprasentieren die genannten Zelllinien nur bestimmte Stadien der
Erythropoiese und sind nicht flr die Untersuchung der terminalen Differenzierung
geeignet, da es sich dabei um Vorstufen der Erythrozyten handelt. Sie kdnnen daher
allenfalls bedingt als Reifungsmodelle der erythroiden Zelldifferenzierung verwendet

werden.



Einleitung

Tabelle 1.2: Ubersicht der Modelle der erythroiden Zelldifferenzierung. Proerythroblasten
(Pro-EB)

Zelllinie Zellstadium Induktor der Organismus Literatur

Differenzierung

K562 Kolonien ahnlich Erythropoietin / Mensch Gahmberg

(Leukéamiezelllinie) | der BFU-E Butyrat und
Andersson,
1981

MEL CFU-E Dimethylsulfoxid und Maus Orkin, 1978

(Erythroleukamie- Hexamethylenbis-

zelllinie) acetamid

HD3 Erythrozyten- Temperaturerhéhung, | Huhn Beug, 1982

(HGhnererythro- ahnlich Hemin, Butyrat und

blastenzelllinie) pH

FVA Proerythroblasten | Erythropoietin Maus Koury, 1984

(Friendvirus-
infizierte Pro-EB)

Retikulozyten Vorstufe der Phenylhydrazin in vivo | Kaninchen Thiele, 1981

Erythrozyten

Im Gegensatz dazu bietet das System der Inkubation von embryonalen
Huhnererythrozyten die Mdglichkeit zu jedem Entwicklungstag einen direkten Bezug
zwischen den Erythrozyten aller Stadien und den jeweils vorherrschenden, auch von
auflen veranderbaren, physiologischen Bedingungen herzustellen. Es zeigt sich immer
mehr, dass es sich bei der Untersuchung der terminalen Differenzierung von

Erythrozyten im Hihnerembryo um ein flexibles und kostenglinstiges Modell handelt.

1.4 Entwicklung und Differenzierung der Erythrozyten

im Hiuhnerembryo

In der frGthen Embryonalentwicklung hoéherer Vertebraten gehdren embryonale
Erythrozyten zu den ersten Zelltypen, die eine lebenswichtige Funktion, den Transport
von Atemgasen austiben. Bereits 26 bis 38 Stunden nach Bebritungsbeginn treten die
ersten hamoglobinhaltigen Zellen in den Blutinseln des Dottersacks auf [Burns und
Ingram, 1973; Fucci, 1983], wobei Hamoglobin erstmals 24h nach der Eiablage
nachgewiesen werden kann. Sie sind gekennzeichnet durch embryonale

Hamoglobinarten, wie Hb P, P’, M und E [Brown und Ingram, 1974] und sie werden als
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unreife Erythroblasten in die Blutbahn entlassen. Die letzten mitotischen Teilungen und
die terminale Differenzierung schlie3en sie in der Blutbahn ab.

Die primitiven Erythrozyten des Huhns sind rund und besitzen einen groRen Kern, mit
lockerer Chromatinstruktur. Das Zytoplasma der teilungsfahigen primitiven
Erythrozyten ist basophil und es findet Transkription und Translation statt. An Tag 3 der
Bebritung ist der RNA- und ATP-Gehalt sehr hoch [Dragon, 2002]. Diese erste
Generation von primitiven roten Blutzellen ist bis zum sechsten Entwicklungstag die
vorherrschende Population in der Blutzirkulation [Bruns und Ingram, 1972] (siehe
Abbildung 1.2 Tag 5).

I ﬂ
Tag 11 -_ L : Tag 19 1‘?%

Abbildung 1.2 Ubersicht der Differenzierung von Hithnererythrozyten.

Zu sehen sind Blutausstriche verschiedener Entwicklungsstadien (Tag 5 bis Tag 19) von
Huhnererythrozyten: primitive Erythrozyten (pEZ), junge definitive Erythrozyten (JdEZ), definitive
Erythrozyten (dEZ).

Die definitive Erythrozytenpopulation taucht ab dem sechsten Tag erstmals im Blut des

Huhnerembryos auf (25-40% der gesamten Erythrozyten [Bruns und Ingram, 1972].
Die unreifen, postmitotischen und polychromatischen Zellen sind rund und der Zellkern
kondensiert immer mehr (Abbildung 1.2, Tag 7). Sie reifen in der Blutzirkulation zu
orthochromatischen Erythrozyten aus und besitzen weiterhin eine Translations- und
Transkriptionsaktivitat, welches ein Kennzeichen fiir nicht voll ausdifferenzierte
Erythrozyten ist. Der RNA-Gehalt nimmt weiter ab, wahrend der Hamoglobingehalt
ansteigt.

Ab Tag 11 (Abbildung 1.2) bilden die eosinophilen, ausdifferenzierten definitiven

Erythrozyten den Hauptanteil von 85% der Zellen in der Blutzirkulation. Ihre
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Morphologie ist oval, mit einem runden Zellkern und sie sind etwas kleiner als die
primitiven Erythrozyten.

Am 14. Entwicklungstag kann die erste Population unreifer, definitiver Erythrozyten,
wegen ihrer kurzen Lebensdauer im Blutkreislauf nicht mehr nachgewiesen werden
[Lemez, 1977].

Am Ende der zweiten Bebrutungswoche nehmen Transkription und Translation der
embryonalen Erythrozyten langsam ab. Zwischen Tag 17 und 18 stellen reife, definitive
Erythrozyten beides ein [Bruns und Ingram, 1973; Lasky und Tobin, 1979].

Gegen Ende der Entwicklung, zwischen Tag 16 und Tag 18, verlagert sich die gesamte
Hamatopoiese vom Dottersack ins Knochenmark und in die Milz. [Romanoff, 1960;
Dieterlen-Lievre, 1988].

Bis zu Tag 19 (Abbildung 1.2) steigt das Blutvolumen und damit wachst die
Erythrozytenanzahl standig. Die reifen, definitiven Erythrozyten entstehen aus
hamatopoetischen Stammzellen, und produzieren neben der vorlibergehend
auftretenden Hamoglobinart H auch die adulten Hamoglobinarten A und D [Burns und
Ingram, 1973, Beaupain, 1985]. Was auf molekularer Ebene fir den
Populationswechsel der Erythrozyten verantwortlich ist, konnte noch nicht geklart

werden.

1.5 Regulation der erythroiden Pyrimidin-5’-
Nucleotidase, der Carboanhydrase Il und von 2,3-
Bisphosphoglycerat

Bedingt durch die begrenzte Sauerstoffzufuhr durch die Eischale fallt ab dem 13. Tag
der Embryonalentwicklung der O,.-Partialdruck immer mehr ab, d.h. es kommt zu einer
progressiven, entwicklungsbedingten Hypoxie. Der hypoxische Stress fiihrt zur
Freisetzung von Noradrenalin (NoA) und Adenosin (A) ins Plasma [Dragon und
Baumann, 2001]. Durch die Ausschuttung von Noradrenalin und Adenosin, den first
messenger, werden die [(-adrenergen Rezeptoren (B-R) und die Adenosin A2
Rezeptoren (A;R) der definitiven Erythrozyten angeregt. Die Stimulierung der
Rezeptoren fuhrt zu einer Aktivierung des Gs-Proteins (G). Es kommt zum Austausch
von GDP durch GTP in der a-Untereinheit des G-Proteins. Die so freigesetzte a-
Untereinheit 16st sich von der B- und y-Untereinheit und wirkt als Effektor der
Adenylatcyclase (AC), die ATP zu cAMP umsetzt. Das als second messenger
bezeichnete cAMP kann z.B. die Proteinkinase A (PKA) durch Abspaltung des
regulatorischen Proteins (rP) aktivieren, die wiederum je nach Zelltyp unterschiedliche

Enzyme und Transkriptionsfaktoren Uber eine Phosphorylierung aktivieren kann. Als

8



Einleitung

Beispiel ist in Abbildung 1.3 die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB
gezeigt. Dies steht in Zusammenhang mit der Vermutung von Mass et al. die 2003
zeigen konnten, dass die Expression der Pyrimidin-5-Nukleotidase in definitiven
Erythrozyten durch eine Aktivierung der Transkription Uber die PKA-abhangige
Phosphorylierung von CREB-Proteinen ablauft.

Erythrozyt

Abbildung 1.3 Modell der Signaltransduktion im Erythrozyten

Stimulierung des B-adrenergen (B-R) und des Adenosin A2- Rezeptors (A2R) mit Noradrenalin
(NoA) und Adenosin (A), G-Protein (G), Proteinkinase-A (PK-A), regulatorisches Protein (rP),
+CAMP-response element-binding* Protein (CREB), ,cAMP response element‘-Sequenz (CRE),
Phosphatgruppe (P), Transkription (TK), Translation (TL) [modifiziert nach Mass, 2003].

In definitiven Erythrozyten bewirkt das cAMP Signal eine gesteigerte Synthese von
zellspezifischen Proteinen, wie der Carboanhydrase (CAIl) und der Pyrimidin-5'-
Nucleotidase (P5N), sowie des Hitzeschockproteins 70 (Hsp70). Zudem wurden eine
Erhéhung von 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3BPG) und ein Absinken der ATP-
Konzentration gemessen.

Wahrend der terminalen erythroiden Differenzierung treten Monophosphate und
Mononukleotide als Produkte der RNA-Degradation und des Abbaus von ribosomaler
RNA auf [Dragon und Baumann, 2001]. Die P5N katalysiert dabei die
Dephosphorylierung der Pyrimidinmononukleotide, CMP und UMP, in ihre zugehdérigen
Nukleoside. Uridin und Cytosin kénnen so in den Extrazellularraum abgegeben werden
und stehen somit in anderen Geweben zur Verfigung, was den Vorteil hat, dass eine
kostspielige Neusynthese der Nukleotide vermieden wird [Dragon, 2003]. Dieses
Enzym spielt auch bei der terminalen Reifung von humanen Erythrozyten eine wichtige

Rolle, denn ein Mangel an P5N durch einen Enzymdefekt fuhrt zu einer Form der
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hamolytischen Andmie, bei der Pyrimidinnukleotide und ribosomale RNA in den
Erythrozyten akkumulieren [Valentine, 1974; Paglia und Valentine, 1980].

Hsp70 spielt als Chaperon eine wichtige Rolle in der terminalen Differenzierung. Der
Abbau der Zellorganellen erfordert eine Vielzahl von Neufaltungen der Proteine die von
Hsp70 unterstitzt werden [Dragon und Baumann, 2003].

In Abhangigkeit vom Entwicklungsalter der Erythrozyten ist die PSN-Aktivitat in vitro in
primitiven Erythrozyten von Tag 4 sehr hoch, in den spaten primitiven (Tag 6) und den
frihen definitiven (Tag 8) Erythrozyten werden die niedrigsten Konzentrationen
gemessen, und erreicht ihr Maximum an Tag 16. Ab Tag 17 kommt es zu einem Abfall
der P5N-Aktivitat [Mass, 2003].

Die Genexpression von pbn folgt zeitlich verzégert dem Anstieg der Enzymaktivitat.
Eine Expression von p5n ist nur in den definitiven Erythrozyten, durch eine Stimulation
des B-adrenergen-/Adenosin-Rezeptors induzierbar. Die primitiven Erythrozyten
reagieren bei einer Stimulation mit cAMP nicht mit einer Erhéhung der Genexpression
von pbn [Mass 2003]. Dies hangt vermutlich damit zusammen, dass die

teilungsaktiven, primitiven Erythrozyten die Nukleotide fiir die DNA-Replikation

bendtigen.
15 1 _—
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Abbildung 1.4 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3BPG)- Konzentration und Carboanhydrase 11
(CAILI)- Aktivitat, sowie die Plasmakonzentration von Noradrenalin wéahrend der
Huhnerembryo Entwicklung [aus Dragon und Baumann 2003]

In der spaten Embryonalentwicklung (Zeitfenster Tag 11 bis Tag 19) kommt es zum
Anstieg des Noradrenalins im Plasma (siehe kleine Abbildung in Abbildung 1.4) und in

den definitiven Erythrozyten wird ein koordinierter Anstieg der CAll-Synthese und der
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2,3BPG-Konzentration nachgewiesen (siehe Abbildung 1.4) [Dragon, 1996; Dragon,
2002]. CAIll fuhrt zu einer Erhéhung der Bindungsaffinitdt und damit zu einem
verbesserten Transport von CO,. Dies ist wichtig, da in der spateren Entwicklung des
Hihnerembryos der pCO, steigt. Die Aktivierung der CAll Synthese hilft dabei die
Ausdehnung der respiratorischen Azidose und die damit verbundenen negativen
Effekte auf die Sauerstoffbeladung der Erythrozyten zu verringern [Koller, 1994].
2,3BPG sorgt daflir, dass bei relativ reduzierter Sauerstoffaufnahme, mehr Sauerstoff

abgegeben werden kann [Dragon, 1996].

1.6 Stimulation von ifr1 und tob Uber den CcAMP-

Signalweg

Mit Hilfe einer cDNA Bank wurden 2002 von Dragon et al. drei Gene identifiziert, die
sowohl in primitiven als auch in definitiven Erythrozyten des Hihnerembryos durch
Noradrenalin induziert werden. Es handelt sich dabei um die zu den Saugern
homologen immediate early genes fos (Protoonkogen, Transkriptionsfaktor), tob
(transducer of erbB2) und ifr1 (Interferon-related protein 1). Diese Gene sind in vielen
zellularen Systemen bekannt als Regulatoren der Proliferation und Differenzierung,
und ihr Studium kann damit Anhaltspunkte fliir die Funktion und Aufgabe in der spaten
Differenzierung der Erythrozyten im Hihnerembryo geben [Vietor, 2007; Dragon,
2002].

Wahrend der Differenzierung der Erythrozyten im Hihnerembryo konnte gezeigt
werden, dass ifr1, tob und fos kurzzeitig hoch reguliert werden. Parallel dazu laufen
andere cAMP-abhangige Prozesse, wie die CAll-, 2,3BPG- und P5N-Synthese und
ATP-Abbau ab, welche charakteristisch flr die spate erythroide Differenzierung sind
[Dragon, 2002].

1.6.1 Das antiproliferative Protein TOB

Uber die Stimulation mit Noradrenalin in vitro wird auch die Genexpression von tob in
primitiven und definitiven Erythrozyten induziert [Dragon, 2002]. Das 36,0 kDa grofe
TOB ist identisch mit TIS21 (TPA induced sequence 21) und PC3, und wurde
zusammen mit IFR1 (TIS7, PC4 (siehe 1.6.2) als immediate early-response gene in
Swiss 3T3 Fibroblasten [Varnum, 1989] und in PC12 Zellen [Tirone, 1989] entdeckt.
Die Transkripte und Proteine der immediate early-response genes werden sehr schnell
nach ihrer Stimulierung mit z.B. Wachstumsfaktoren wie nerve growth factor (NGF)
oder der Behandlung mit Phorbol Ester detektierbar [Fletcher, 1991; Bradbury, 1991].
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TOB gehort zu einer grolen APRO (antiproliferative) Proteinfamilie, welche die
Proliferation von Zelllinien blockiert, wenn diese Uberexprimiert werden [Jia und Meng,
2007]. Als Bindungspartner von TOB wurden die folgenden Proteine gefunden:
e erB2, SMAD1,2,4,5,8 [Jia und Meng, 2007] - Rezeptor-gebundene Zellzyklus
Kontrolle
o CAF1 [Ikematsu, 1999; Temme, 2004] - mRNA Metabolismus
e PABP und iPABP [Albrecht, 2004; Okochi, 2005] - zytoplasmatische Poly(A)
bindende Proteine
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass TOB ein PABP-abhangiger positiver Regulator
[Ezzeddine, 2007] und allgemeiner Aktivator der zytoplasmatischen mRNA-
Deadenylierung ist [Mauxion, 2008]. Die tob Knock-out Maus weist acht Wochen nach
der Geburt 30% mehr Knochenmasse auf und die erwachsenen Tiere entwickeln eine
erhdhte Neigung zu Krebs [Yoshida, 2000, 2003].
Durch einen Aminosaure-Sequenzvergleich (siehe Anhang), konnte eine hohe
Homologie (bis zu 94%) von TOB in unterschiedlichen Organismen, wie dem Huhn, der

Maus und dem Menschen, gefunden werden [Dragon, 2002].

1.6.2 IFR1 als Regulator in der Differenzierung

Auch IFR1 (48,8 kDa) ist in die Differenzierung verschiedener Zelltypen wie
epithelialen Zellen, Myoblasten, Neuronen oder hamatopoietischen Zellen involviert
[Vietor und Huber, 2007].

In Analogie zu TOB konnte auch bei IFR1 eine hohe Homologie des Proteins (bis zu
93%) in unterschiedlichen Organismen festgestellt werden [Dragon, 2002]. Uber das
Programm  ,Prosite  motif search® wurden unter anderem  mogliche
Phosphorylierungsstellen fiir die cAMP-abhangige PKA, Proteinkinase C (PKC),
Caseinkinase Il (CK Il)und eine Prolin-Glutaminsaure-Serin-Threonin (PEST)- Sequenz
gefunden.

Studien haben ergeben, dass die Regulation und Funktion von IFR1 in verschiedenen
Zelltypen (siehe Tabelle 1.3) durch eine Vielzahl von Mitogenen induziert werden kann:
So reagieren PC12 Zellen auf den nerve growth factor (NGF) mit der Transkription von
IFR1, zusammen mit TOB und FOS [Tirone und Shooter, 1989]. In der Swiss 3T3
Fibroblastenzelllinie wird IFR1 durch TPA und Serum, sowie EGF und FGF induziert
[Lim, 1987; Varnum, 1994]. Dabei scheint IFR1 immer eine Funktion als Regulator der
Differenzierung von Nerven, Muskeln, Zellen oder von hamatopoietischen
Vorlauferzellen einzunehmen. Es kdnnte also sein, dass die IFR1-Expression durch die
verschiedensten Liganden und auf den unterschiedlichsten Signalwegen reguliert
werden kann [Vietor und Huber, 2007].
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Tabelle 1.3 Regulation/Induktion und Funktion von IFR1 in verschiedenen Zelllinien

Zelllinie Modell fir: Regulation/Induktion Funktion Literatur
durch:

Chromaffine Nerven NGF Regulator der | Kujubu, 1987;
Zelllinie PC12 neuronalen Tirone und
(Ratte) Differenzierung | Shooter, 1989;
(Pheochromacyto Arenander,
ma) 1989
Swiss3T3 Fibroblasten | Tetradecanonyl- Zellproliferation |Lim , 1987;

Phorbolester (TPA) und und - Varnum, 1994
(Maus) Serum, sowie EGF, FGF | differenzierung
c2C12 Muskel antisense-IFR1 blockiert positiver Guardavaccaro,
(Maus) myozytenspezifische Regulator 1995

Expression von Myogenin | wahrend der

und Myosin Muskeldifferen-

zierung
IEC-17, IEC-18, Epithel EGF Erhéhung der | Rubin, 1998
Caco-2 IFR1 mRNA
(Mensch)
Brustdrisenzell- Krebs Ostrogen Korepressor Vietor, 2002
linie c-JunER der Transkript-
(Maus) ion; Interaktion
mit HDAC1

32DC13 (G) Hamato- G-CSF (granulocyte Myeloide Kreider und
(Maus) poiese colony-stimulating factor) | Differenzierung | Rovera, 1992

Die genaue Funktion des IFR1 Proteins ist noch nicht aufgeklart, bisher ist allerdings
bekannt, dass in vivo die IFR1-Expression in Differenzierungsprozessen [Varnum,
1989], Proliferationsereignissen [Rubin, 1998], Stresssituationen [lacopetti, 1996;
Dragon, 2001] und Regenerierungsprozessen [Roth, 2003] induziert wird. Von Vietor et
al. konnte 2005 gezeigt werden, dass IFR1 als Transkriptions-Repressor einer Reihe
von Genen agiert, aber die Funktionsweise ist noch nicht vollstandig geklart. So deuten
Studien mit der Myoblast Zelllinie C2C12 und tis7 Knock-out Mausen an, dass IFR1 fur
die muskelspezifischen Proteinexpression bendétigt sein konnte [Guardavaccaro, 1995;
Vadivelu, 2004].

Obwohl IFR1 als zytosolisches Protein beschrieben wurde, konnte bisher nur eine

Funktion im Zellkern identifiziert werden. Dort dient es als transkriptioneller Ko-
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Repressor der Transkription, der mit dem Histondeacetylasekomplex interagiert [Vietor,
2002]. In unreifen Hdhnererythrozyten konnte gezeigt werden, dass die
Histondeacetylase ein Bestandteil der inneren Kernmatrix ist [Hendzel,1991] und nicht
nur Histone, sondern auch Proteine acetyliert und ihre Aktivitat damit direkt kontrolliert
werden kdnnen [Yoshida, 2003]. Darlber hinaus wurde in Hefe eine Acetyltransferase
entdeckt, die mit dem Ribosom verbunden ist und mit der wachsenden Polypeptidkette
interagiert [Gautschi, 2003]. In Sdugergewebe kommt die héchste mMRNA Expression
von IFR1 Homologen interessanterweise in der fetalen Leber [Buanne, 1998] vor, die
bekannt ist als Erythropoieseort, sowie im Blut [Su, 2002]. Das Auftauchen von IFR1 in
sehr differenzierten, postmitotischen Zellen Iasst eine wichtige Rolle von IFR1 in der

terminalen Differenzierung erythroider Zellen vermuten.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Unsere Arbeitsgruppe konnte anhand des Modells von embryonalen
Huhnererythrozyten in vorangegangenen Versuchen die cAMP-abhangige Regulierung
von CAIIl, P5N und 2,3BPG in den unterschiedlichen Stadien der Erythrozyten klaren.
Zudem konnte gezeigt werden, dass die ifr1, tob und fos mRNA, sowie das FOS

Protein in primitiven Erythrozyten mit NoA induziert werden kénnen [Dragon, 2002].

Zum heutigen Zeitpunkt ist Uber die Proteinexpression, den Abbau von mRNA oder
Ribosomen wahrend der terminalen Erythrozytendifferenzierung noch sehr wenig
bekannt. Mit Hilfe des Huhnererythrozyten-Modells kann zur Aufklarung der
Zusammenhange zwischen der Differenzierung und der Funktion der cAMP-

abhangigen Regulation der gefundenen Proteine IFR1 und TOB beitragen werden.

Fragestellungen dieser Arbeit sind:

e die cAMP-induzierte Expression von IFR1 und TOB in Abhangigkeit vom
Entwicklungstag

o Kann die ifr1/tob- Genexpression in definitiven Erythrozyten mit NoA induziert
werden?

e Kann die Proteinexpression von IFR1 und TOB in primitiven und definitiven
Erythrozyten mit NoA induziert werden?

e Untersuchungen zur Stabilitdt und der intrazellularen Verteilung der beiden
Proteine in definitiven Erythrozyten

e Funktioneller Nachweis der ifri mRNA und des dazugehdrigen, kodierenden
Gens durch Experimente mit RNA interference (RNAi) Technik

¢ Auffinden und Identifikation von potentiellen Bindungspartnern von IFR1 und
TOB

e Ableitung einer Funktion fir IFR1 und TOB in den sich differenzierenden

Erythrozyten

15



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat Hersteller
Abbé Refraktometer Zeiss, Jena

Autoklav Typ Tuttnauer 2540 EK

Systec, Wettenberg

Brutschrank mit Wendeautomatik

Grumbach, Wetzlar

Capilettor (1-5ul, 5-25ul, 10-50ul)

Selzer GmbH, Waghausel

Computer

Inspiron 8600, Dell, Frankfurt am
Main

Crosslinker

Stradagene, Cedar Creek USA;
Modell
Stardalinker 1800

Elektrophoresekammern:
Protean I, Mini-Protean |l

Bio-Rad, Munchen

Gefrierschrank

Privileg, Quelle Firth

Halbmikrokiivetten aus OS/QS

Hellma, Millheim/Baden

Heizblocke:
Thermomixer 5437
Blockthermostat BT 100

Eppendorf, Hamburg
Kleinfeld, Gehrden

Homogenisator

Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel,
Staufen

Hybridisierungsofen Typ OV4

Biometra, Gottingen

Kamera AxioCam MRm

Zeiss, Jena

Kihlschranke

Liebherr, Ochsenhausen

Kuhlzentrifugen:

Typ GS-15R Beckman, Minchen

Typ RC 5C Plus Sorvall (Du Pont), Bad Homburg
Magnetruhrer MR 80 Heidolph, Schwabach
Mikroskop AxioStar plus Zeiss, Jena
Mikrotiterplattenphotometer Typ 550 Bio-Rad, MUnchen
Mikrowellengerat Sharp

Millipore-Wasserfilter Milli-Q® UF Plus

Millipore, Eschborn

Multi-lmager Fluor-S

Bio-Rad, Minchen

Netzanschlussgerate:
PowerPac 200
Power Supply 2103

Bio-Rad, Minchen
LKB, Munchen

pH-Elektrode Typ 102-M6-S7

Ingold Messtechnik, Steinbach

pH-Meter Typ 763 multicalimatic

Knick, Berlin

Photometer Typ DU-64

Beckman, Minchen

Pipetten Eppendorf Research

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Pipettierhilfe, Typ accuboy

Tecnomara, Fernwald

Schittelinkubator Innova 4000

New Brunswick Scientific, NUrtingen

SpeedVac-Konzentrator SVC 100H

Savant, Hicksville
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Thermocycler Genius

Thermo-Dux, Wertheim/Main

Thermocycler Techne Genius

Biostep (vorher Techne), Jahnsdorf

Tischvortex Modell Reax 2000

Heidolph, Schwabach

Tischzentrifugen:
EBA I

Typ 5412
Biofuge Pico
Biofuge haemo

Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Transferzelle fur Western-Blot:
Trans-Blot SD Semi-Dry

Bio-Rad, Minchen

Trockenschrank

Memmert, Schwabach

Ultra-low-freezer -86°C Thermo
Scientific Revco Ultima Il

Kendro Laboratory Products,
Langenselbold

UV-Crosslinker Fluo

Link Vilber Lourmat, Marne la Vallee,
Frankreich

UV-Schirm Faust N 90

Konrad Benda, Wiesloch

UV-Vis Spektrophotometer Varian Cary
50 Bio

Varian, Darmstadt

Vakuumolpumpe

Pfeiffer Vakuumtechnik, Wetzlar

Waagen

Sartorius, Géttingen

Warmeschrank

Heraeus, Hanau

Wasserbad mit Thermostat Typ PC/4

Julabo, Seelbach

Wasserbadlangsschuttler Typ 1083

GFL, Burgwedel

Wipptisch/Kippschuttler

Biometra, Minchen

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Auslaufpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
BioSpin Disposable Chromatography
Colums - sterilized

Deckglaschen

Filter

Glaswaren

Handschuhe

Microcon YM-30 Mikrokonzentrator

Centrifugal Filter Units
Objekttrager

Parafilm

Pipettenspitzen mit und ohne Filter
Polyallomer Ultrazentrifugen Réhrchen
14 x 95 mm

Porablot NY plus (0,45um; positiviert)
Reaktionsgefale

Reaktionsgefalle

Hersteller
Sarstedt, NUmbrecht
BioRad, Minchen

Labonord, M6onchengladbach
Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe Schott, Mainz
Hartmann, Heidenheim
Millipore, Schwalbach

Superfrost Plus Menzel-Glaser,
Braunschweig

American National Can, Greenwich,
USA

Sarstedt, Niumbrecht

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Beckman, USA

Macherey-Nagel, Diren
Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
Sarstedt, Numbrecht

Falcon 15 ml, 50 ml Sarstedt,
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Skalpellklingen
Sterilfilter CN Filter 50mm

Durchmesser/0,2 ym Porengrofde
TransBlot Nitrocellulose Membran

(0,45 pm)

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt
Agarose LE Seakem
Albumin Fraktion V (BSA)

Bis(sulfosuccinimidyl)suberate BS3

CHAPS
DOTAP

DMP (Dimethyl Pimelimadate x 2HCI)

DSS (Disuccinimidyl Suberat)
DTT

DMRIE-C

Ham’s Medium F-10 (Seromed)

IPG pH 3-1 (nicht linear)
Liquemin (Heparin-Natrium)
MG132

M-MLV Reverse Transkriptase RNase H

minus Point Mutant
PANScript DNA Polymerase

PeqGold dNTP-Set ‘Long Range’

PeqGold RNAse A (20 mg/ml)
PeqGold TriFast FL Reagenz
Pharmalyte 3-11

Protein A Agarose Fast Flow

Random Hexamer Oligos 50 pmol/ul

RotiQuant
Taq DNA Polymerase

ECL advanced detection system

Anti-Digoxigenin-AP
Blockierungsreagenz
CDP-Star

Dig Easy Hyb
Digoxigenin-11-dUTP

Numbrecht
Feather, KoIn
Nalgene Uber VWR, Ismaning

BioRad, Miinchen

Hersteller

Cambrex Bio Science, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Perbio Science (Pierce), Bonn
GE Healthcare, Minchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Perbio Science (Pierce), Bonn
Perbio Science (Pierce), Bonn
GE Healthcare, Minchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

GE Healthcare, Mlnchen
Roche, Mannheim
Tocris Bioscience, USA
Promega, Mannheim

PAN-Biotech, Aidenbach
peglLab, Erlangen
peqlLab, Erlangen
peglLab, Erlangen

GE Healthcare, Mlunchen
(Millipore) Upstate, USA
GE Healthcare, Munchen
Carl Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim

GE Healthcare, Minchen
Roche, Mannheim

Alle hier nicht aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt)

oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.
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2.1.4 Puffer, Medien und Lésungen

2.1.4.1 Stammldésungen

EDTA

DTT
Cycloheximid
RNAseA

PMSF
Aprotinin
Ethidiumbromid
BSA (Albumin)
MG 132

2.1.4.2 Erythrozyten

Waschpuffer

Tris-Base
NaCl

KCI

CaCl, x 2H,0
Glucose

F10 Inkubationsmedium

Ham’s F10 Medium
Mit Zusatz von:
Hepes-NaOH

Noradrenalin

Transformationslésung

NaHCOs;
Ka[Fe(CN)e]
KCN

PBS Puffer

NaCl

KCI

NazHPO4 X2 Hzo
KH,PO,

0,5MpH 8,0

2 mMin H,O

100mg/ml in DMSO (50mM)

10 mg/ml

200 mM in Isopropanol

10 mg/mlin 10 mM HEPES pH 8,0

10 mg/ml

400 pg/ml in H,O

10 mM in DMSO (ce=10uM, d.h. 1l je ml)

50 mM
120 mM
4 mM
1,5 mM
5 mM

pH 7,4 bei 37 °C

20 mM

10 mM in F10 frisch angesetzt

149/l
200 mg/I
50 mg/I

pH 7,4 bei RT, steril filtriert

136 mM
3 mM
10 mM
2 mM
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TMK Lysepuffer

Tris, pH 7,4
MgC|2 X 6H20
KCI

Triton X-100
DTT

Hepes-TMK Lysepuffer

Hepes

MgCl, x 6H,0
KCI

Triton X

DTT

PMSF
Cycloheximid

pH 7,4 bei RT, steril filtriert

10 mM

5mM

100 mM

1%

2 mM (frisch zugeben)

pH 7,4 bei RT, steril filtriert

10 mM

5mM

100 mM

1%

2 mM (frisch zugeben)

1 mM (frisch zugeben)

100 ug/ul (frisch zugegeben)

2.1.4.3 siRNA Puffer und verwendete Liposomen

5 x siMAX Puffer

HEPES
KCI
MgC|2

pH 7,3 bei RT, steril filtriert

30 mM
100 mM
1 mM

Folgende Liposomen (Hersteller siehe 2.1.3) wurden verwendet: DOTAP, Gene

Silencer, Lipofectamine, DMRIE-C

2.1.4.4 Ribosomenpellets

Gradientenpuffer

Hepes-KOH
KCI

MgC|2

DTT

30% Saccharosekissen (w/w)

Saccharose
Gradientenpuffer
DTT

10%ige Sachharoselésung (w/w)

Saccharose
Gradientenpuffer
DTT

pH 7,4 bei RT

20 mM

100 mM

5 mM

2 mM (frisch zugeben)

3049
70 g
2 mM (frisch zugeben)

109
90g
2 mM (frisch zugeben)
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20%ige Sachharoselésung (w/w)

Saccharose
Gradientenpuffer
DTT

35%ige Sachharoselésung (w/w)

Saccharose
Gradientenpuffer
DTT

Puffer A

Saccharose
KCI

MgC|2
Tris-HCI

2.1.45 SDS-PAGE

SDS Probenpuffer 1x
NaH2PO4X Hzo 38,3 mM
NaHPO4 24,4 mM
Glycerin (v/v) 10 %
SDS (v/v) 2%
B-Mercaptoethanol(v/v) 0,5 %
Bromphenolblau(w/v) 0,001 %

20¢g
80g

2 mM (frisch zugeben)

359
65¢

2 mM (frisch zugeben)

pH 7,4 bei RT

250 mM
25 mM
5mM
50 mM

2 X

76,6 mM
48,8 mM
20 %

4 %

1%
0,002 %

3 X

115 mM
73,2 mM
30 %

6 %

1,5 %
0,003 %

SDS-Laufpuffer
Tris-HCI-Base

Glycin
SDS (w/v)

2.1.4.6 Farbungen

Coomassie Farbeldsung

Methanol (v/v)

Coomassie Brilliant Blue (w/v)
Eisessig (v/v)

H,O

Coomassie Fixierlésung

Methanol (v/v)
Eisessig (v/v)
H,O

pH 8,3 bei RT

25 mM
192 mM
0,1%

50 %
0,05 %
10 %
40 %

50 %
10 %
40 %
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Coomassie Entfarbeldsung

Methanol (v/v) 5%
Eisessig (v/v) 7%
H,O 88 %

Ponceau S Farbelésung

Ponceau S 24l
Trichloressigsaure 30 g/l
Sulfodalicylessigsaure 30 g/l

2.1.4.7 Western und Farwestern

Transferpuffer

Methanol (v/v) 20 %
Glycin 0,2M
Tris-HCI 25 mM

PBST-Puffer

PBS pH 7,4
Tween 20 (v/v) 0,05 %

Blockierlésung

PBS pH 7,4

Mit Zusatz von:

Tween 20 (v/v) 0,05 %
Magermilchpulver (w/v) 3 %

HBB-Puffer

Hepes-KOH pH7,5 25 mM

NaCl 25 mM

MgCl, 5 mM

DTT 1 mM (frisch zugeben)
Magermilchpulver (w/v) 5%

Hybridisierungspuffer

Hepes-KOH pH7,5 25 mM

KCI 75 mM

MgCl, 2,5 mM

EDTA 0,1 mM

Nonident (v/v) 0,1 %

DTT 1 mM (frisch zugeben)
Magermilchpulver (w/v) 1%
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2.1.4.8 2D Elektrophorese mit IPG

Reduzierungspuffer

Guanidinhydrochlorid
Tris-HCI
DTT

Alkylierungspuffer

Guanidinhydrochlorid
Tris-HCI
Jodazetamid

2D Standardlysepuffer

Harnstoff
CHAPS

DTT
Pharmalyte 3-11

Standard Reswelling Puffer

Harnstoff

CHAPS

DTT

Pharmalyte 3-11 (v/v)

2D Equilibrierungspuffer

Tris-HCI

SDS

Harnstoff
Glycerin
Bromphenolblau
DTT

2.1.4.9 AUT Elektrophorese
AUT-Probenpuffer

Harnstoff
Essigsaure (v/v)
B- Mercaptoethanol (v/v)

AUT Laufpuffer

Essigsaure
Triton X 100 (w/v)

pH 8,5 bei RT

6 M
0,5M

10 mM (frisch zugeben)

pH 8,5 bei RT

6 M
0,5M
40 mM

9M

2%

1 % (frisch zugeben)
0,8 %

8 M
1%
20 mM
0,5 %

pH 6,8 bei RT

50 mM

2%

6 M

30 %

in Spuren

1% (frisch zugeben)

6 M
2,5%
25%

09M
0,1 %
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AUT Equillibrierungspuffer

TRIS-HCI

SDS

Glycerin
B-Mercaptoethanol(v/v)
Bromphenolblau

2.1.4.10 Chemischer Crosslink

HBS-Puffer

Hepes
NaCl
DTT

2.1.4.11 UV-Crosslink
Puffer A

Saccharose
KCI

MgCl,
Tris-HCI

2.1.4.12 Northern Blot

Agarose-Formaldehydgel

Agarose
Formaldehyd
In 1 x MOPS-Puffer

10 x MOPS

MOPS-NaOH
Natrium-Azetat
EDTA

Auftragspuffer

Formamid

10 x MOPS

Formaldehyd (37 %)

H,0, steril

Glycerin

gesattigtes Bromphenolblau

20 x SSC

NaCl
Natrium-Citrat

pH 6,8 bei RT

62,5mM
2,3%

10 %
5%

in Spuren

pH 7,4 bei RT

20 mM
150 mM
2 mM (frisch zugeben)

pH 7,4 bei RT

250 mM
25 mM
5mM
50 mM

1%
2%

pH 7,0 (nur steril filtrieren)

200 mM
50 mM
10 mM

180 pl
40 pl
65 pl
50 ul
20 ul
20 ul

pH 7,0 mit 1 N HCI (steril filtriert)

3M
300 mM
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Prahybridisierungslosung

Na,HPO,4 0,25 mM
EDTA 1 mM

Hybridisierungslésung

Prahybridisierungslésung mit 20 % SDS

Hochsalzpuffer

Na;HPO, 20 mM
EDTA 1mM
SDS 10 %
Maleinsaurepuffer pH 7,5
Maleinsaure 100 mM
NaCl 150 mM
CDP-Star Waschpuffer pH 7,5
Maleinsaure 100 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,3 %
CDP-Star Detektionspuffer pH 9,5
Tris-HCI 100 mM
NaCl 200 mM

2.1.4.13 Agarose-Gelelektrophorese
10 x TBE Puffer

Tris 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 20 mM

Fur die Elektrophorese wurde der Puffer 1:20 verdinnt.

Auftragslosung fir DNA

Glycerin (v/v) 50 %
Bromphenolblau (w/v) 0,25 %
EDTA 1 mM



Material und Methoden

2.1.4.14 Molekulargewichtstandards

2.1.4.14.1 Proteinstandards

PeqGOLD Protein-Marker (Peglab, Erlangen)

Molekulargewichte (kDa): 116,0; 66,2; 45,0; 35,0; 25,0; 18,4; 14,4

PeqGOLD Prestained Protein-Marker (Peglab, Erlangen)

Molekulargewichte (kDa): 121,6; 81,4; 46,8; 32,0; 24,5; 20,4

Vor dem Auftrag auf das SDS-Gel wurden die Marker 1:4 mit 1 x SDS-Probenpuffer

verdunnt.

2.1.4.14.2 DNA- und RNA-Standards

Alle DNA-Standardlésungen wurden mit autoklaviertem und sterilfiltriertem Millipore-

Wasser angesetzt.

50 Basenpaarleiter (Amersham, Freiburg)
Fragmentlange in Schritten von 50 bp

10 ul Standard
5 ul Auftragsldsung fur Agarosegele
35 pl H,0

1 kb-Leiter (Peglab, Erlangen)
Fragmentlange (bp): 250-10000

10 ul Standard
10 ul Auftragslésung flr Agarosegele
80 ul H,O

Lambda DNA/Bst Ell Marker (Biomol, Hamburg)
Fragmentlange (bp): 117-8453

20 pl Standard
10 ul Auftragslésung fir Agarosegele
70 pl H,O

RNA-Langenstandard |, Digoxigenin-markiert (Roche, Mannheim)
Fragmentlange (nt): 310-6948
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2.1.4.15 Oligonukleotide/Primer RT-PCR

Die Primer fir die PCR und die DNA-Sequenzierungen wurden alle von der Firma

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.

Fur die Auswahl der Primersequenzen wurde das Programm Primer 3 verwendet.

Tabelle 2.1 Oligonukleotide und Primer fiir die RT-PCR

Primername
cbGlobin(s)
cbGlobin(as)
cCAll(s)
cCAll(as)
tob(s)
tob(as)
fos(s)
fos(as)
ifr1(s)
ifr1(as)

DNA Sequenz
5-CAGAGGTTCTTTGCGTCC-%
5-TAGGTGCTCCGTGATCTT-3
5-GGCGTGAAGTACGATGCAGAG-3
5-GGCAGCAGTCCAGTAGGGTC-3
5-GGCATAGCAGCTATGCAGCT-3’
5-GATCCTGAGGCAAGTTGCCA-3’
5-ACGGCCATCTCCACCAGTC-3
5-GGACAGCTGCTCGACTTTGC-3’
5-TGGGGTCGGGAATTGAAAGC-3
5-CAGCGTCCATGCTAAGAGTG-3’

Nucleotide
674—-691
1840-1823
119-139
67-48
96-115
375-356
317-335
520-501
696-717
980-960

Die Zusatze (s) oder (as) in den Bezeichnungen der Primer beziehen sich auf die

Orientierung sense oder antisense zum codierenden Strang der DNA.

Fur die reverse Transkription von RNA wurden Random Hexamer Primer pd(N)6 der

Firma GE Healthcare (Minchen) verwendet.

2.1.4.16 siRNA Sequenzen

Die verwendete siRNA Sequenz wurde mit Hilfe der siMAX Design-Software von

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) designt und auch von dort bezogen.

Tabelle 2.2 siRNA Sequenz.
siRNA Name mRNA Sequenz

ifr1-siRNA(s)

5-UGAAUGAAGUGAAGAAGAA-3’

Nucleotide
997-1018
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2.1.4.17 Antikdrper und rekombinantes IFR1

Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten Antikdrper, Verdiinnung und Hersteller.

Primarantikorper
Rabbit-Anti-IFR1-1gG
(Polyklonal, AS 38-373)
Rabbit-Anti-tob-1gG
(Polyklonal, AS 19-350)
Rabbit-Anti-fos-c-IgG

Rabbit-Anti-PABP-IgG

Rabbit-Anti-CAll-1IgG

Anti-digoxigenin-AP, Fab

fragments
Rekombinantes IFR1
(AS38-373) 5ug/ul

Sekundarantikorper
Goat-Anti-Rabbit-IgG

Verdinnung
1:20000 (1:40000)

1:5000

1:40000

1:50000

1:50000

1:2000 - 1 :5000

Verdinnung
1:10000

Hersteller

Davids Biotechnologie,
Regensburg

Davids Biotechnologie,
Regensburg

Santa Cruz
Biotechnologie, Santa
Cruz, CA, USA

R.E. Lloyd, Baylor
College of Medicine,
Houston, TX, USA
Chemicon International,
Hampshire, UK
Roche, Mannheim

AG Prof. Dr. Baumann
(eine Arbeitsgruppe)

Hersteller
Acris, Hiddenhausen
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit embryonalen Hihner Erythrozyten

2.2.1.1 Bebriutung der Eier

Die aus der Briterei Sud, Zentralniederlassung der BWE- Briterei Weser- Ems GmbH
& Co. KG in Regenstauf stammenden befruchteten Hihnereier der Rasse White
Leghorn (Gallus gallus) wurden in einem Brutschrank bei einer konstanten Temperatur
von 37,5°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% inkubiert. Die Eier wurden
sechsmal am Tag mit Hilfe der integrierten Wendeautomatik gewendet. Die Hiihnereier

wurden bis zum Beginn der Inkubation in einem Kihlschrank bei 10°C aufbewahrt.

2.2.1.2 Gewinnung der embryonalen Hilhnererythrozyten

Am Ende der gewlnschten Bebritungsdauer wurden die Eier aus dem Brutschrank
genommen und mit einem mit Isopropanol befeuchteten Kleenex abgewischt um
Verunreinigungen zu vermeiden. An der stumpfen Seite des Eis wurde die Schale tUber
der Luftkammer mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig aufgeklopft, die Schale entfernt, die
darunter liegenden Eimembranen wurden durchtrennt und die obere Halfte des Eis
wurde vorsichtig geoéffnet. Dabei wurde die Schale mit der dufleren und innern
Eimembran abgeldst ohne dabei groliere Gefalle oder den Dottersack zu verletzen.
Die Allantoisflissigkeit wurde gréftenteils mit einer Glas Pasteurpipette abgenommen,
und extraembryonal wurde das grofRe, vendse Blutgefall (Allantoisvene) durchtrennt.
Das austretende Blut wurde mit der Pasteurpipette in Waschpuffer (pro Ei ca. 1,5ml
Waschpuffer) gesammelt und das gewonnene Blut mehrerer Eier gepoolt. Zur
Vermeidung der Blutgerinnung wurde ab einer Bebritungszeit von 12 Tagen ca. 2 I.E.
Heprain/ml Waschpuffer zugegeben. Nach dem Sammeln des Blutes, wurde dieses
dreimal mit sterilem PBS gewaschen, wobei die Leukozyten verworfen wurden und das
PBS so gut wie mdglich entfernt wurde. Nach dem Waschen lagen gepackte

Erythrozyten mit einem Zytokrit von ca. 80% vor.

2.2.1.3 Invitro Inkubation

Die in vitro Inkubation der gewonnenen embryonalen Erythrozyten erfolgte im
Schittelwasserbad bei 37°C in 2ml Reaktionsgefallen. Zur ausreichenden
Sauerstoffversorgung der Erythrozyten wurden mit einer Kanilile zwei Lécher in die

Reaktionsgefaltideckel gestochen.
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1ml Inkubationsansatz setzte sich wie folgt zusammen: Als Flussigmedium wurde
HAM’s F10 mit einem Zusatz von 20mM HEPES verwendet, welches auf eine pH-Wert
von 7,4 bei 37°C eingestellt wurde. Anschlieffend wurde 100ul fetales Kalberserum und
mit Hilfe des Kapilletors 100ul gewaschenen, dicht gepackten embryonale
Huhnererythrozyten zugegeben. Sofern nicht anders beschrieben wurde nach 15
Minuten Inkubationszeit 10uM Noradrenalin je Ansatz zugegeben, der Kontrollansatz
(to) wurde ohne Noradrenalin inkubiert.

Fir die Dichtegradientenzentrifugation wurde nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden
45 Minuten 100ug/ml Cycloheximid zugegeben. Wie aus friheren Inkubationen der
Arbeitsgruppe ersichtlich, akkumuliert zu diesem Zeitpunkt das zu untersuchende
Protein IFR1. Im anschliellend verwendeten Lysepuffer wurde ebenfalls 100ug/ml
Cycloheximid zugesetzt.

Nach einer Gesamtinkubationszeit von 4h wurde %2 Volumen des Ansatzvolumens
eiskaltes, steriles PBS zugegeben und die Erythrozyten wurden in einer
Tischzentrifuge kurz abzentrifugiert (einige Sekunden, 4°C, 14000g). Nach dem
Verwerfen des Uberstandes wurden die Erythrozyten noch zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und die gepackten Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung fir die
Hamoglobinbestimmung oder den Western Blot in einem Eisblock auf Eis gestellt.

Die Hamoglobinbestimmung erfolgte mit 5pl gepackte Erythrozyten in  1ml
Transformationslésung. Fur die Herstellung von Ganzzell-Lysat SDS-Proben wurden
mit dem Capilettor 20ul gepackte Erythrozyten zu 280ul 1x SDS-Probenpuffer pipettiert
und fur eine Minute gevortext. Nach einer Inkubation von 5 Minuten auf Eis wurden die
Proben bei 40 % Ultraschall fir 10 Sekunden beschallt und anschlielend in zwei

Portionen in flissigen N, gefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.1.4 Bestimmung der Hamoglobinkonzentration

Die Hamoglobinkonzentration in gepackten Erythrozyten wurde mit Hilfe der
Cyanmethamoglobinmethode bestimmt. Durch die stark hypotone
Transformationslésung kommt es zu einer Lyse der Erythrozytenmembran und das
freigesetzte Hamoglobin wird mit dem Oxidationsmittel Kaliumhexacyanoferrat(lll) zu
Methamoglobin oxidiert und mit Cyanid in Cyanmethamoglobin umgewandelt. Die
Farbintensitdit des stabilen Cyanmethhamoglobin  Farbkomplexes ist der
Gesamthamoglobinkonzentration in der Probe proportional und wird photometrisch
gemessen.
Der Hamoglobingehalt wurde in allen weiteren Versuchen als Bezugsgrolle
ausgewahlt, da Hamoglobin den Hauptanteil der zellularen Proteine von Erythrozyten
ausmacht.
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Fir die photometrische Bestimmung wurden in der Regel 5pl gepackte Erythrozyten
oder bei der Verwendung von Hamolysat 10ul bereits lysierte Erythrozyten in 1ml
Transformationslésung pipettiert. Die Proben wurden nach sorgfaltigem vortexen fur 20
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, so dass die Oxidationsreaktion
komplett ablaufen konnte. Mittels einer Tischzentrifuge wurden die verbleibenden
Zellfragmente und DNA abzentrifugiert (RT, 10 min, 12000upm). Es erfolgte die
Bestimmung der Extinktion bei einer Wellenlange von 546nm und die Berechnung der

Gesamthamoglobinkonzentration durch  Umformung des Lambert-Beer'schen

Gesetzes.
E.. MG, -Vf
CHb[g/I] == =
g-d
Chp [9/1] Gesamthamoglobinkonzentration in g pro Liter Erythrozyten
Esss gemessene Extinktion bei 546nm
MGy Molekulargewicht von Hamoglobin (64500g/mol)
Extinktionskoeffizient von Cyanmethamoglobin bei 546nm (44000 M'cm™)
d Schichtdicke der Kuvett (1cm)
VFf Verdlnnungsfaktor

2.2.1.5 Lyse der embryonalen Hihnererythrozyten

Fir die Lyse wurde ein Volumenteil, meist 300 pl, der gepackten, gewaschenen
Erythrozyten mit drei Volumenteilen, 900 pl, des Lysepufffers versetzt, und mit der
Pipette vorsichtig gemischt. Nach der funfminutigen Inkubation auf Eis, wurde die aus
Lysepuffer und Zellteilen bestehende Suspension in einer auf 4°C vorgekihlten
Tischzentrifuge fir 10 Minuten bei 10000g zentrifugiert. Das so gewonnene Hamolysat
wurde, ohne das entstandene Pellet dabei zu verletzen, abgenommen und in einem
sterilen Glasgefal gesammelt. Zur Uberpriifung der Induzierbarkeit des IFR1 Proteins
im Western Blot wurden 100ul Hadmolysat mit 100ul 1x SDS Probenpuffer versetzt und
gut gevortext. Fur die Hamoglobinbestimmung wurden 10yl Hamolysat in 1ml
Transformationslésung gegeben. Fir die spatere Verwendung (siehe 2.2.4) wurde das
Hamolysat zu Portionen a 8ml in Plastikreaktionsgefalien in flissigen N, gefroren und
bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.1.6 Blutausstrich der embryonalen Hihnererythrozyten

Der Blutausstrich ist eine Methode zur Praparation von Vollblut oder gewaschenen
Erythrozyten und dient dem mikroskopischen Nachweis von vorhandenen primitiven
und definitiven Erythrozyten oder aber auch von Retikulozyten im embryonalen
Huhnerblut.

Es wurden 5ul gewaschene Erythrozyten am Rand eines Objekttragers aufgebracht
und gleichmaBig mit der Kante eines Zweiten Objekttragers, der im spitzen Winkel (ca.
45°) aufgesetzt wurde, ausgestrichen. Die so ausgediinnten Blutzellen liegen nun
vereinzelt und kdnnen besser beurteilt werden. Das Praparat wurde an der Luft
getrocknet und anschlieBend fixiert und gefarbt. Dazu wurde der Objekttrager
waagrecht auf eine Farbebank gelegt und mit der MAY-GRUNWALD-Lésung
Uberschichtet. Nach 5 Min Einwirkzeit wurden die Ausstriche sorgfaltig mit H;Opigest.
abgespult und das Uberschissige Wasser wurde abgekippt. Mit der verdinnten
GIEMSA-Lésung (1VT GIEMSA Stammlésung plus 19VT HyOpigest) Wurden die
Objekttrager fir 20 Min gefarbt, schlieRlich mit HoOpigest. kraftig abgespilt, und die

Ausstriche schrag stehend an der Luft getrocknet.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinbestimmung nach M.M. Bradford

Der Proteingehalt der Ribosomenpellets wurde mit der Methode von Bradford (1976)
mit Hilfe einer selbst ermittelten Eichgeraden bestimmt. Grundlage des Test ist die
Reaktion der basischen, unpolaren Seitenketten von Aminosauren mit dem Coomassie
Brilliant Blue Farbstoff. Dabei kommt es zu einer Zunahme der Absorption bei 595 nm,
die photometrisch gemessen werden kann.

Fir die Eichgerade wurden aus einer BSA Stammldsung (400ug/ml) Verdiinnungen im
Bereich von 0-100ug/ml pipettiert. In einer 96-well Mikrotiterplatte wurden 50ul des
Standards oder der zu messenden, jeweils vorverdinnten Proben mit 200ul des
Bradford Reagenz versetzt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. Nach 5
Min Inkubation bei RT wurde die Platte im Mikroplattenlesegerat (Biorad) bei 595nm

ausgelesen.

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine in Polyacrylamidgelen in Abhangigkeit ihres
Molekulargewichts wurde nach der Methode von Lammli (1970) durchgefiihrt, wobei
eine Konzentrierung der Proben durch den Ubergang vom niedriger prozentigen
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Sammelgel in das héher prozentige, engporigere Trenngel erreicht wird. Durch SDS
werden die Proteine denaturiert und Uber kovalente Bindungen stark negativ geladen,
wodurch die Eigenladung der Proteine vernachlassigt werden kann. Es erfolgt die
Auftrennung nach der GroRRe der Proteine, kleinere Proteine wandern daher schneller,
als grofe.

In einer vertikalen Gelelektrophoreseapparatur wurde zuerst das Trenngel gegossen,
welches, je nach Verwendungszweck und nachzuweisenden Proteinen, eine andere
Prozentigkeit aufweist. Durch die Verwendung von unterschiedlichen Mengen an
Acrylamid kann die PorengroRe variieren, was sich in der Prozentangabe des
Trenngels widerspiegelt (siehe Tabelle 2.4). Nach der Auspolymerisierung wurde das

Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm eingefiigt.

Tabelle 2.4 Zusammensetzung der SDS Gele.
Die Angaben gelten fur ein Minigel der Gréf3e 6,5cm x 9,5cm

Trenngel | Trenngel Trenngel Sammelgel
(8%) (10%) (13%) (5%)
Acrylamid 30% mit 0,8% |2 ml 2,5ml 3ml 500ul
Bisacrylamid
1 M Tris/HCI pH 8,8 2,8 ml 2,8 ml 2,8 ml -
1 M Tris/HCI pH 6,8 - - - 375ul
20% SDS 37,5 37,5 ul 37,5 ul 15 pl
H,OMillipore 2,5ml 2 mil 1,5 ml 1,94ml
Bromphenolblau 4,8 mg/ml - - - 75ul
Amper Sulfat Lsg. 150 150 pl 150 pl 90 pl
4,5%
TEMED 6 ul 6 pl 6 pl 6 pl

Die Proben wurden mit 1x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 Min. bei 95°C denaturiert,
auf RT abgekuhlt und kurz anzentrifugiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden.
Anschlieend liel3 man die Proben bei 12,5mA/Gel in das Sammelgel einwandern, und
erhohte dann die Stromstarke auf 25 mA/Gel fur die Auftrennung der Proteine. Die
Elektrophorese

in 1x SDS Laufpuffer wurde so lange durchgefihrt, bis die

Bromphenolblaufront gerade in die untere Kammer lief.
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2.2.2.3 Coomassie Farbung

Die Grundlage dieser Farbung von Polyacrylamidgelen stellt die unspezifische Bindung
des Farbstoffes Coomassie Brillant Blau R250 an Proteine dar, wobei die
Nachweisgrenze bei ~0,1 ug/Proteinbande liegt.

Nach der Elektrophorese wurde das SDS-Polyacrylamidgel fir 30 Min. in Fixierlésung
leicht geschwenkt, und Gber Nacht bei RT in der Farbeldsung inkubiert. Die Entfarbung
erfolgte durch Schwenken fir 30 Min in Fixierlésung und der anschliellienden
Inkubation in der Comassie-Entfarbelésung, bis auf dem klaren Hintergrund nur noch
die blau gefarbten Proteinbanden zu erkennen waren. Um die Entfarbung zu beenden,

wurde der Entfarber durch Wasser ersetzt.

2.2.2.4 Silberfarbung

Die Nachweisgrenze der Silberfarbung liegt bei ~1ng/Proteinbande und ist damit sehr
viel sensitiver als die Coomassie Farbung. Um die Proteine in der Gelmatrix zu fixieren,
wurde das Polyacrylamidgel wird fir 30 Min in der Fixierldsung bei RT inkubiert, und
anschlief3end fur 15 Min in 50% Methanol geschwenkt. Es wurde finfmal fir 5 Min mit
H,Onigest. gewaschen, anschliefdend fir 60s in 0,02% Na,S,03; x 5 H,O eingelegt und
wieder zweimal mit HyOpest gewaschen. Die Farbung erfolgte mit 0,2%
Silbernitratiosung bei 4°C fur 25 Minuten. Die Silberreduktion wurde mit 3%
Natriumcarbonat in 0,009% (v/v) Formaldehydlésung bis zum gewilnschten
Entwicklungsgrad durchgefihrt. Die Entwicklungsreaktion wurde durch die Inkubation
mit 1,4% EDTA Ldsung fir 10min abgestoppt. Zuletzt wurden die Gele mit HyOpjgest.

gewaschen.

2.2.2.5 Western Blot

Der Western Blot bezeichnet die Ubertragung von Proteinen aus einem SDS
Polyacrylamidgel auf eine TrAgermembran, wobei die Proteine anschlieend Uber eine
Antigen-Antikorper-Reaktion nachgewiesen werden konnen.

Der Transfer der Proteine erfolgte Gber eine Semi-Dry Blotting Apparatur, wobei zuerst
eine Nitrozellulose-Membran und sechs Whatman-Chromatographie-Papiere auf die
Grolke des Gels zugeschnitten und flr 15 Min. in Transfer Puffer aquilibriert wurden.
AnschlieBend wurden drei Filterpapiere luftblasenfrei Ubereinander auf die
Graphitoberflache der Apparatur geschichtet und darauf die Nitrozellulose Membran.
Das Gel wurde vorsichtig auf die Membran gelegt und mit drei weiteren Whatman-
Papieren bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 20mA/Gel fir 30 Min.
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Zur Uberpriifung des Proteintransfers und zur Markierung des
Molekulargewichtstandards wurde eine reversible Ponceau-S Farbung durchgefuhrt.
Dabei wird die Membran fir 10 Min in Ponceau-S leicht schittelnd inkubiert und mit
H,Opigestdreimal kurz gewaschen. Die so sichtbaren Proteinbanden des Markers
wurden mit Bleistift markiert, um spater die GroRe der Proteine im Western Blot
abschatzen zu kénnen.

Um unspezifische Proteinbindungen an die Membran ausschlieen zu kdnnen, wurde
der Blot fir 30 Min bei RT schittelnd mit 3 % Magermilch in PBS blockiert. Die
Inkubation mit dem primaren (polyklonalen) Antikdrper in 3 % Magermilch/PBS erfolgte
Uber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit HyOpiqest Wurde die Membran mit
dem sekundaren Antikorper in 3 % Magermilch/PBS fur 1,5 Std. bei RT schuttelnd
inkubiert. Abschliefiend wurde dreimal kurz mit H;Opgest. gewaschen, fir 5 Min mit
PBST und fur 15 Min mit PBS, jeweils schittelnd bei RT. Die Detektion erfolgte nach
vier kurzen Waschschritten mit H>Op4est. Mit Hilfe des ECL Advance Western Blotting
Detection Kit. Dabei wurde die Membran 5 Minuten mit einem 1:1 Gemisch aus Lésung
A und B inkubiert und danach mit der Proteinseite nach oben in den Fluor-S
Multimager (BioRad) gelegt. Die Aufnahme der Chemiluminiszenz erfolgte fir 10 Min.

mit Hilfe der geratespezifischen Software Multi-Analyst PC Version 1.1 (BioRad).

2.2.2.6 Berechnung der IFR1 Proteinkonzentration in Erythrozyten

Die Berechung der Proteinkonzentration von IFR1 in Erythrozyten wurde ausgehend
von den Chemilumineszenz Signalen des Western Blots in Abbildung 3.14
durchgefiihrt.

292 g Hb sind in 1 | Erythrozyten (siehe Hb-Bestimmung)
Das entspricht 292 x 10° pug Hb sind in 1 | Erythrozyten
Hamolysat mit 100 pg Hb enthalten 0,045 pg IFR1 (laut Western Blot)

Daraus ergibt sich: 292 x 10° ug Hb x 0,045 ug IFR1 /100 pug Hb =
= 131400 pg IFR1 in 1 | Erythrozyten

Zusammen mit: 131400 pg IFR1 in 1 | Erythrozyten
48800 g IFR1 1 | Erythrozyten entspricht 1 M
Ergibt sich: 0,1314 g IFR1 x1 M /48800 = 2,7 uyM
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2.2.2.7 Far Western

Der Far Western Blot ist eine anerkannte Methode um Protein-Protein
Wechselwirkungen nachzuweisen [Pasquali, 2000]. Der Kontakt zwischen den
Proteinen ist dabei abhangig von der Proteinkonzentration, der Art der Gegenionen,
der lonenkonzentration, dem Redoxpotential und dem pH-Wert. Alle diese Faktoren
konnen die Proteinbindungen beeinflussen [Howell, 2006]. Im Gegensatz zum Western
Blot wird beim Far Western erst ein Protein (kein Antikdrper) eingesetzt um Protein-
Protein-Wechselwirkungen  festzustellen. So kénnen  Bindungspartner der
zugegebenen Protein Sonde (z.B. rekombinant hergestelltes Protein) oder des
geblotteten Proteins identifiziert werden.

Der Kontakt zwischen den Proteinen ist dabei abhangig von der Proteinkonzentration,
der Art der Gegenionen, der lonenkonzentration, dem Redoxpotential und dem pH-
Wert. Alle diese Faktoren kdnnen die Proteinbindungen beeinflussen [Howell, 2006].
Die durch eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden wie beim Western Blot auf
eine Nylon Membran geblottet und flr 30 Min bei RT in HBB Puffer geschwenkt. Das
rekombinante IFR1 wurde 1:1000 mit Hybridisierungspuffer verdiinnt, dabei auf eine
Konzentration von 5 ng/ul gebracht [Pasquali, 2000] und ebenfalls flir 30 Min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde die vorbehandelte Membran mit dem IFR1 Gberschichtet
und UN bei 4 °C hybridisiert.

Alle weiteren Schritte, wie die Inkubation mit dem Erst- und Zweitantikérper, die

Waschschritte sowie die Detektion erfolgen nach dem Protokoll des Western Blots.

2.2.2.8 Proteinsequenzierung mit MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Matrixunterstitzte Laser-Desorption/lonisation(engl. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization; MALDI) ist eine effektive Methode, Molekile zu ionisieren. Mit
Hilfe der MALDI kénnen auch gréfiere Bioplymere ionisiert werden, wobei diese in
einem elektrischen Feld beschleunigt werden und dann anhand ihrer Flugzeit (engl.
time of flight; TOF) das Masse/Ladungsverhalnis bestimmt wird. In der
Proteinsequenzierung werden trypsinverdaute Fragmente des zu sequenzierenden
Proteins mit MALDI-TOF massenspektrometrisch charakterisiert und die Sequenz kann

dann Uber Datenbankabgleiche gefunden werden.

2.2.2.8.1 Proteingewinnung aus SDS-Gelen

Die mit den zu sequenzierenden Proteinen geladenen 2D Gele wurden aus der
Gelapparatur entnommen und in Coomassiefarbeldsung flr 30min unter leichtem

Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde das Gel fir 3 h in 7 % (v/v) Essigsaure
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entfarbt. Zur vollstdndigen Enfarbung wurde das Gel 1 h in HyOpigest. Und danach Uber
Nacht geschenkt.

Mithilfe eines sauberen Skalpells wurden die ausgewahlten Proteinpunkte
ausgeschnitten, das jeweilige Gelvolumen durch abmessen mit einem Lineal bestimmt
und in kleine Wurfel mit 1mm Kantenlange geschnitten. Durch die Inkubation fur jeweils
30min in 50mM NH4HCO3, anschlieffend in 50mM NH4HCO; /25% Acetonitril und
zuletzt in 50% Acetonitril wurde SDS sowie andere Verunreinigungen aus dem Gel
geldst. Das Volumen der Extraktionslésungen betrug jeweils das Zweihunderfache des

Gelvolumens. Die so gereinigten Gelstlicke wurden flir 1h lyophilisiert.

2.2.2.8.2 Trypsinverdau

Der Verdau erfolgt mit der spezifischen Endonuklease Trypsin. Dazu wurden die
getrockneten Gelsticke mit dem 1,5-fachen des Gelvolumens mit Trypsin in 50mM
NH4HCO; versetzt. Die Endkonzentration an Trypsin sollte 2ug/100ul Gelvolumen

betragen. Der Verdau der Proteine erfolgte Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

2.2.2.8.3 Proteinextraktion

Nach dem Verdau wurden die Gelstlicke zweimal jeweils flr 2h 30min mit 100mM
NH4HCO; bei 37°C extrahiert. Zuletzt folgte die Extraktion mit 50mM
NH,HCO/50%Acetonitril ebenfalls fir 2h30min und 37°C. Alle Uberstéande wurden
vereinigt und gefriergetrocknet. Das so entstandene Pellet wurde in 10pl HyOpigest.
geldst und erneut lyophilisiert.

Die Sequenzierung wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Rainer Deutzmann
und Herrn Eduard Hochmuth, Lehrstuhl flr Biochemie |, Universitdt Regensburg,
durchgefihrt.

2.2.2.9 Zweidimensionale IPG-Elektrophorese

In der zweidimensionalen Gelelektrophorese mit immobilisierten pH Gradienten werden
Proteine sowohl nach ihrem isoelektrischen Punkt als auch nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Da dies zwei unabhangige Charakteristika von
Proteinen sind, erreicht man, auch bei Einsatz von komplexen Proteingemischen, eine
sehr gute Auflésung. In der ersten Dimension erfolgt eine ladungsspezifische
Auftrennung der Proteine entlang eines pH Gradienten. Dabei wandern Proteine in
einem starken Spannungsfeld, bis sie den pH-Wert erreichen, bei dem

ihre Nettoladung genau 0 Q betragt. Dies wird als Isoelektrische Focussierung
bezeichnet. In der zweiten Dimension erfolgt eine Auftrennung nach dem

Molekulargewicht in einer SDS-PAGE. Die klassische zweidimensionale
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Gelelektrophorese nach O’Farrell (1975) mit Tragerampholyten hat jedoch den
Nachteil, dass sie sehr schwer reproduzierbar ist. Erst die Einfuhrung der
immobilisierten pH Gradienten durch Bijellqvist et al. 1982 fihrte zu einer

ausreichenden Reproduzierbarkeit.

2.2.2.9.1 Alkylierung der Ribosomenpellets

Soweit im Text nicht anders vermerkt wurden alle Proben nach dem Protokoll von J.E.
Celis [Cell Biology, Academic Press, 1998] fur die 2D-Elektrophorese vorbereitet. Dies
beinhaltet die Extraktion der in der ersten Dimension storenden Nukleinsauren, die
dauerhafte Reduktion der Disulfidbricken durch Alkylierung sowie das Entfernen
stérender Salze durch Dialyse. Das Ausgangsmaterial war das in Puffer A geldste
Pellet nach der zweiten Ultrazentrifugation. 1000pg Protein wurden zu einem
Endvolumen von ca. 50yl mit Puffer A verdinnt. Es wurden 12,5yl Magnesiumazetat
und nach sorgfaltigem resuspendieren 125yl Eisessig zugegeben und die Lésung fur
1h auf Eis inkubiert. Daraufhin folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 12000rpm flr
10min. Der Uberstand wurde abgenommen und das RNA Pellet in 62,5ul 0,1M
Magnesiumazetat und 125ul Eisessig aufgenommen, 10min auf Eis gelassen und
anschlieend wie oben erneut zentrifugiert. Die beiden Uberstande wurden vereint und
zu gleichen Teilen, auf zwei GefalRe aufgeteilt. Die Fallung der Proteine erfolgte durch
Zugabe der funffachen Menge an kaltem Azeton. Vor der Zentrifugation wurden die
Proben fir 2h bei -80°C inkubiert. Anschliefend wurden die Proteine bei 10000rpm
und 4°C 12min gefallt. Das Pellet wurde daraufhin fir ca. 5min in einem Speedvac
Konzentrator getrocknet.

Das nun RNA freie Proteinpellet wurde in so viel Reduzierungspuffer aufgenommen,
dass die Proteinkonzentration 10ug/ul betrug. Um die Reoxidation zu vermeiden,
wurde die 1,5h dauernde Inkubation bei RT unter Stickstoff durchgeflihrt. Anschlielsend
erfolgte die Zugabe von Alkylierungspuffer im  Verhdlinis von  8,7pl
Alkylierungspuffer/100ul Reduzierungspuffer. Die Alkylierung wurde ebenfalls unter
Stickstoff bei RT fur 30min durchgeflhrt.

Die Dialyseschlduche wurden auf eine geeignete Lange zugeschnitten und
anschlielend nach Angabe des Herstellers vorbereitet. Hierfur wurden die Schlduche
zuerst in 250ml 2% NaHCO3/1mM EDTA Lésung flr 10min gekocht. Anschliel3end
wurden die Schlauche gut mit HyOpigest. gespilt und in 1mM EDTA Lésung flr 10min
gekocht. Die Aufbewahrung der Schlduche erfolgt in 1mM EDTA Ldsung bei 4°C. Die
eigentliche Dialyse der alkylierten Proben erfolgte gegen das 5000-fache Volumen an
1M Essigsaure unter Rihren bei 4°C Uber Nacht. Die Proteine konnten in 1M

Essigsaure bei -80°C gelagert werden.
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2.2.2.9.2 Vorbereitung der IPG Steifen

Die kommerziellen IPG Streifen mussen vor der Verwendung zuerst rehydriert werden.
Hierzu wurden 600ul Reswelling Puffer in eine Bahn des Reswelling Trays pipettiert
und anschliefiend den Streifen mit dem Gel nach unten auf den Puffer gelegt. Um den
Streifen luftdicht zu inkubieren, wurde der Streifen mit 3ml Mineraldl Giberschichtet. Das

Quellen des Streifens erfolgt Uber Nacht fir ca. 16h.

2.2.2.9.3 Denaturierung der Probe in Lysepuffer

Die alkylierten und dialysierten Proben wurden in einem Speedvac Konzentrator
getrocknet. Das Pellet konnte daraufhin in Standardlysepuffer aufgenommen werden,
so dass eine Endkonzentration an Proteinen von ca. 10ug/ul erreicht wurde. Die
Denaturierung der Proteine erfolgte Gber Nacht bei RT.

2.2.5.4 Erste Dimension

Der gequollene Streifen wurde aus dem Tray genommen und fiir eine Sekunde in
H.Oniest. getaucht, um Uberschiissigen Reswellingpuffer zu entfernen. Anschlielend
wurde der Streifen zwischen zwei befeuchtete Whatmanfilterpapiere gelegt, um
restliches Wasser und Reswellingpuffer aufzusaugen. Der Streifen wurde daraufhin in
der richtigen Orientierung in das Schiffchen gelegt und mit 1,3ml Mineraldl
Uberschichtet. An der Kathode und Anode wurde ein feuchtes Whatmanpapier (ca.
1cm x 0,5cm) auf dem Streifen platziert und die Kontakte Uber diesen Filterpapieren
angebracht. Die Probe wurde ca. 2cm vor der Anode mit Hilfe des Cuploader auf den
Streifen aufgetragen und mit 50ul Ol (iberschichtet. Das Schiffchen wurde nun im
IPGphor wie vorgesehen Platziert.

Soweit nicht anders vermerkt wurde im IPGphor folgendes Programm gefahren, bei
einem Stromlimit vom 50uA/Streifen.

Optimiertes Programm fir die |IEF:

Programm Spannung Zeit
Step and Hold 50V 16h
Step and Hold 150V 1h
Step and Hold 300V 1,5h
Step and Hold 500V 1,5h
Step and Hold 1000V 1h
Gradient 1000V-8000V 0,5h
Step and Hold 8000V bis 50kVh erreicht waren

Nach der ersten Dimension konnten die Streifen, soweit nicht sofort verarbeitet, bei -

80°C gelagert werden.
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2.2.2.9.4 Equilibrierung des Streifens mit SDS

Um die Proteine nach der ersten Dimension mit SDS zu beladen musste der Streifen
equlilibriert werden. Hierzu wurde der Streifen zuerst 10min in 2D-Waschpuffer + 1%
DTT geschwenkt und anschlieend noch einmal 10min in 2D-Waschpuffer ohne DTT

gewaschen.

2.2.2.9.5 Zweite Dimension

Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte in einem 13%igen Gel. Jedoch
wurde das 5% Sammelgel nur bis ca. 0,5cm unterhalb des Randes eingefullt und mit
Butanol Uberschichtet. Da keine Taschen nétig waren, wurde das Sammelgel ohne
Kamm gegossen. Nach der Equilibrierung des Streifens wurde dieser mit einem
Skalpell in jeweils 7,5cm lange Streifen geschnitten, wobei im sauren pH Bereich
zusatzlich 1,5cm abgeschnitten wurden. Jedes 7,5cm Stlick wurde nun auf eines der
13% Gele aufgelegt und mit 0,5% Agarosein 125mM Tris-HCI pH 6,8 und 0,1%(v/v)
SDS eingebettet. Nachdem die Agarose fest war, wurden die Gele in die Kammer
eingespannt. Die Gele liefen zuerst bei

12,5mA/Gel fir 1h und dann bei 25mA/Gel, bis das Bromphenolblau vollstandig

ausgelaufen war. Dies dauerte zwischen 2,5h und 3,5h.

2.2.2.10 Zweidimensionale Elektrophorese mit AUT-PAGE Acid-Urea-Triton X-100

Die Acid-Urea-Triton X-100 Polyacrylamidgelelektrophorese ist in der Untersuchung
der stark basischen Histone sehr beliebt und erméglicht es Proteine nach ihrem
Verhaltnis von Ladung zur Molekulargrée aufzutrennen. Vor allem fir die Trennung
von Histonen wurde diese Methode in der Literatur verwendet. So kann mit der AUT
eine hochauflésende Trennung von stark basischen Proteinen erreicht werden.

Die Proteine werden in einem sauren Puffer mit einem pH von ca. 4,5 geldst und alle
Proteine mit einem PKI hoher als 4,5 wandern im Gel zur Kathode. Je hoher hierbei die
positive Ladung im Verhaltnis zur MolekulargroRe ist desto schneller und damit weiter
werden die Proteine wandern.

In dieser Arbeit wurde die AUT-Elektrophorese als erste Dimension in einer 2D

Gelelektrophorese verwendet.

2.2.2.10.1 GieBen der AUT-Gele

Die Gelapparaturen wurden unter flieBendem H;Opiqest. gereinigt und wie unter 2.2.2.2
beschrieben zusammengebaut. Das 15%ige Trenngel wurde nach folgendem Schema

gegossen (siehe Tabelle 2.5).
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Tabelle 2.5 Zusammensetztung der AUT-Gele

Trenngel Sammelgel
Substanz (Endkonz)/ % des Gels 15% 5%
Harnstoff (8M) 3,69 1,29
30% Arcylamid/0,8%Bisacrylamid
(15%V/v) 3,75ml 420ul
Eisessig p.a (5% v/v) 375ul 125yl
Triton X 100 10% (6mM) 281yl 94ul
H20Millipore ad 7,5ml ad 2,5ml
4,5% Ammoniumpersulfat 200l 150ul
TEMED 35ul 35ul

Diese Angaben beziehen sich auf jeweils ein Gel. Wobei jeder Gelsandwich bis ca.
einen Zentimeter unterhalb des Kamms befillt wurde. Das Gel wurde mit Butanol
Uberschichtet und zur Polymerisation fur ca. 1h bei RT unter direkter Lichteinstrahlung
(Handelslbliche Glihbirne mit 60W) stehen gelassen.

Der Kamm wurde eingedriickt und die Polymerisation erfolgte ebenfalls bei RT unter

direkter Lichteinstrahlung (siehe oben) fur ca. 1h.

2.2.2.10.2 Probenvorbereitung

Die Proben wurden wie oben beschrieben alkyliert und dialysiert. Anschliefiend

wurde die Essigsaure in einem Speedvac Konzentrator abdestilliert und der Riickstand
in AUT-Probenpuffer aufgenommen. Die Endkonzentration an Proteinen sollte 10ug/pl

betragen.

2.2.2.10.3 Vorlauf und Probelauf der AUT-Gele

Das Gel wurde in die Gelapparatur eingespannt und die Kammern mit AUT-Laufpuffer
befillt. Anschliefend wurde das Gel bei umgekehrter Polaritat und 250V fir 2h bei RT
gereinigt. An diesen Vorlauf schloss sich der eigentliche Probenlauf an. Hierflr wurde
jeweils 50ug Protein in die Tasche pipettiert und das Gel flr 4h, ebenfalls bei
umgekehrter Polaritdt und 200V bei RT laufen gelassen.

2.2.2.10.4 Equilibrierung und zweite Dimension der AUT-Gele

Nach dem Lauf wurde die gewlinschte Spur aus dem Gel ausgeschnitten. Die
Umpufferung erfolgte in AUT-Equilibrierungspuffer flir 20min bei RT und unter sanftem
schwenken.

Die zweite Dimension wurde wie unter 2.2.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Die

Auftrennung erfolgte hier in 13%igen SDS-Gelen.
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2.2.3 Arbeiten mit Ribonucleinsauren

2.2.3.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Erythrozyten erfolgte mit dem PeqGold TriFast FL
Reagenz. Die Extraktion erfolgte laut Anleitung.

Fur die Homogenisierung wurden 50 ul gepackte Erythrozyten mit 200 ul H20 verdinnt
und mit 750 pl peqGoldTriFast FL versetzt und sorgfaltig gevortext. Zur besseren
Phasentrennung wurde die Probe 5 Min bei RT stehen gelassen, und anschlielend
200 pl Chloroform p.a. zugegeben. Nach 30 Sek vortexen und der folgenden
Inkubation von 3-10 Min bei RT wurde fir 5 Min bei 12000 x g die Lésung in zwei
Phasen getrennt. Von der oberen, wassrigen Phase, die die RNA enthalt, wurden
maximal 500 yl abgenommen und in einen neues 1,5 ml Reaktionsgefaf3, in welches
zuvor Isopropanol vorgelegt wurde, pipettiert. Anschiefsend wurden 15 Min bei 4 °C
inkubiert und fir 5 Min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die RNA setzt sich als
Prazipitat am Boden des Cups ab. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA Pellet
wurde zweimal in 1 ml 75%igem EtOH durch kurzes vortexen und zentrifugieren fir 8
Min bei 7500 x g und 4 °C gewaschen. Nach dem sorgfaltigen Entfernen des
Uberstands wurde das Pellet bei 45 °C und 1100upm im Thermomixer luftgetrocknet
und anschlielend in 10 pl H20 aufgenommen. Zur besseren Ldslichkeit wurde das
Pellet erst 10 Sek gut gevortext und anschlieRend je 3-mal fur 90 Sek auf Eis und 90
Sek auf 65 °C gestellt. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

Fir eine Konzentrationsbestimmung wurde 1 ul der RNA in 79 pl H20 verdiinnt und die
photometrisch die Absorption bei 260nm gemessen, dabei entspricht eine OD 260 von
1,0 einem RNA-Gehalt von 40ug/ml. Die Reinheit der RNA-L6sung wurde Uber das
Verhaltnis OD260/0D280 abgeschatzt. Der Sollwert einer reinen RNA-Lésung liegt
zwischen 1,8 und 2,1.

Zur Kontrolle wurde noch ein 0,8%iges TBE-Agarosegel gefahren. Dazu wurden fir ein
kleines Gel 0,32g Agarose mit 40 ml 1 x TBE-Puffer aufgekocht, kurz abkuihlt und 0,8
Ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben. Zu 0,5 ug der aufzutragenden RNA Probe
wurde 1 pl Auftragslosung pipettiert und mit RNAse-freiem H20 auf ein Endvolumen
von 10 pul aufgefillt. Nach kurzem Vortexen, abzentrifugieren, erhitzen auf 65 °C fir 5
Min, dem Abkuihlen auf Eis, nochmaligem Abzentrifugieren erfolgte der Gelauftrag und
der Gellauf wurde bei 80 V flir 45 Min durchgefiihrt. Das Gel wurde zum Schluss unter
UV-Licht fotografiert.
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2.2.3.2 Northern Blot

Mit dem Northern Blot kann mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennte RNA auf eine
Membran geblottet werden und durch die Hybridisierung mit komplementaren
Gensonden erfolgt eine spezifische Markierung von RNA-Sequenzen.

Die isolierte RNA wird in einem 1 % Agarosegel mit 1 % Formaldehyd aufgetrennt.
Dazu wurden 0,6 g Agarose mit 6 ml 10 x MOPS und 51 ml steriles H20OMillipore in
einem Erlenmeyerkdlbchen in einem Mikrowellengerat aufgekocht und fir ein paar
Minuten auf ca. 55 °C abgekuhlt. Es wurden 1,62 ml 37 % Formaldehydlésung
zugegeben und das noch flissige Gel in eine Gelkammer gegossen und gewartet bis
das Gel auspolymerisiert.

Von der isolierten RNA aus 2.2.3.1 wurden 10 pg in einer SpeedVac Zentrifuge im
Vakuum bis nahe der Trockne lyophilisiert, anschlieend mit 6 pl Auftragspuffer
versetzt und vor dem Auftrag fur 10 Min bei 65 °C erhitzt. Die Proben wurden
zusammen mit 1 pl Digoxigenin-markierter RNA Standard, der mit 6 pl Auftragspuffer
verdinnt wurde, aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 50 V
fur 150 Min in 1 x MOPS Puffer durchgefuhrt.

Im Anschluss wurde das Gel fir 30 Min mit Ethidiumbromid inkubiert, dabei wurden
10ul Ethidiumbromid-Stammlésung in 200 ml 0,5 x TBE-Puffer pipettiert. Nach der
Farbung wurde fir 30 Min mit 200 ml 0,5 x TBE-Puffer entfarbt und unter UV-Licht
fotografiert.

Um die RNA vom Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran zu Ubertragen, wurde
ein Kapillarblot aufgebaut. Dabei wurde eine Wanne mit 10 x SSC-Losung gefillt und
Uber eine Erhodhung in der Mitte wurde Whatman Chromatographiepapier so gelegt,
dass es auf beiden Seite in die Pufferlésung eintaucht. Darauf wurden nacheinander,
ein in 10 x SSC getranktes, ein Schwammtuch und ein weiteres Whatman Papier,
welches etwas grolier als das Gel und die Membran ist, gestapelt. Nach der 10-
mindtigen Aquilibrierung in 10 x SSC wurden erst das Gel und dann die Membran
luftblasenfrei aufgelegt. Damit kein Kurzschluss entstehen kann, und der Puffer an der
Membran vorbei gesaugt werden kann, wird der Bereich um die Membran mit
Frischhaltefolie abgedichtet. Zum Abschluss werden zwei feuchte Filterpapiere auf der
Membran positioniert und ein ca. 10 cm hoher Papierhandtuch Stapel, der mit einer
Glasplatte und einem Gewicht von ca. 0,5 kg beschwert wird. Durch Diffusion der
Flussigkeit in Richtung der trockenen Papierhandticher wird die RNA vom Gel auf die
Membran transferiert. Der Kapillarblot wurde nach 16-20 h vorsichtig abgebaut, wobei
die Taschen auf der Membran mit Bleistift markiert wurden und die Membran wird fir
10 Min in 2 x SSC gewaschen. Nach dem Trocknen durch auflegen auf Whatmann

Papier, wurden beide Seiten der Membran 30 Sek mit dem UV-Crosslinker bestrahlt
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und fur 2h bei 80 °C im Trockenschrank gebacken. Der so getrocknete Blot kann bei

RT im Dunkeln mehrere Monate aufbewahrt werden.

Die Hybridisierung zum Nachweis der RNA auf der Membran erfolgte mit einer
Digoxigenin markierten cDNA-Sonde (siehe 2.2.3.5). Diese wurde funf Minuten bei 94
°C denaturiert und sofort zum Abkuhlen auf Eis gestellt.

Die Membran wurde in den Roller Ofen in einer Rollerfasche (150 mm x 35 mm)
gegeben erst fir 1 h bei 50 °C in Prahybridisierungslésung und anschlieend UN bei
50°C in Hybridisierungslésung inkubiert. Es wurde 3 x 20 Min bei 50 °C in Waschpuffer

gewaschen.

Zum Nachweis der Dig-markierten RNA wurden folgenden Waschschritte bei RT

ausgefuhrt:

5 Min Hochsalzpuffer mit Tween

1h Hochsalz/Tween + 5 % Blocking Lésung

30 Min Hochsalz/Tween/Blocking + AntiDig-Antikérper (1:20000)
4 x 10 Min Hochsalz/Tween

5 Min Detektionspuffer

Die Detektion erfolgte mit 5 pl CDP-Star in 495ul Detektionspuffer. Um eine bessere
Verteilung des chemilunineszenten Substrats zu erreichen, wurde die Membran in
Frischhaltefolie eingeschlagen und nach funf Minuten wurde die Chemilumineszenz auf

den Membranen mit einem Bio-Rad Multi-lmager System aufgezeichnet.

Prahybridisierungsléosung: 20 ml Dig Easy Hyb (vorgewarmt)
6 ml Lésung + 300 pl Blockingldsung
Hybridisierungslésung 6 ml Lésung + 300 ul Blockingldsung + 15 pl

2.2.3.3 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Bei der reversen Transkription von RNA in cDNA handelt es sich um einen Nachweis
der Genexpression von spezifischen Genen in Geweben oder Zellen. Fir den Ansatz
wurden 5 pug der Gesamt RNA in einem 10 pl Ansatz eingesetzt.

RNA template 4 ul

Random Hexamer Primer (50 pmol/pl) 1l
Wurden im Thermocycler fur 10 Min auf 60 °C erhitzt, kurz auf Eis gestellt,
anzentrifugiert und fur 15 Min bei RT inkubiert.
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Anschliellend wurden die folgenden Komponenten zusammen pipettiert, gemischt und

dann zum Ansatz gegeben:

dNTPs (je 10 mM) 0,5l
5 x RT Puffer 2 ul
H2OMillipore sterilfiltriert und autoklaviert 5ul
MMLV RT (H-) (200 U/ul) 0,5

Im Thermocycler wurde der Ansatz fir 60 Min bei 42 °C und im Anschluss fir 15 Min
bei 70 °C inkubiert, auf Eis gestellt, kurz anzentrifugiert und fir die Verwendung als
Vorlage in der PCR 1:5 mit H20O verdiinnt. Zur Aufbewahrung wurde die cDNA bei 4 °C
im Kihlschrank oder bei -80 °C deponiert.

2.2.3.4 Polymerasekettenreaktion (, quantitative* PCR)
Fir die PCR mit spezifischen Primern von IFR1, TOB, FOS und CAIll wurde die zur

urspriinglichen, aus embryonalen Erythrozyten gewonnenen RNA komplementéare
cDNA verwendet. Vor der RNA Isolierung wurden die Erythrozyten fir 4 h mit

Noradrenalin inkubiert, um so die erhaltene mMRNA Menge zu erhéhen.

PCR zum Nachweis von 18s und28s rRNA
Folgender 40 ul Ansatz wurde flir die PCR verwendet, dabei wurden die in Tabelle 2.1

aufgeflihrten Primerpaare pipettiert.

cDNA template 2 ul
H2OMillipore 8 ul
Sense-Primer (s) (100 pmol/pul) 0,1 ul
Antisense-Primer (as) (100 pmol/pul) 0,1 pl
H20 32,1
10 x NH4-PCR-Puffer 5ul
MgCI2 (50 mM) 1,5 ul
dNTPs (je 10 mM) 1 ul
PanScript (5 U/ul) 0,2 ul

Durchgefiihrt wurde das PCR Programm:

94 °C 2 Min 30 Sek
56 °C 1 Min
72°C 1 Min
94 °C 1 Min
56 °C 1 Min
72°C 1 Min
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Anschliel3end wurden je 9 yl PCR Produkt zu 1 yl Auftragspuffer gegeben und auf ein
2%iges Agarosegel mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid geladen. Der Standard wurde ganz
rechts aufgetragen. Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert (Bioprint).

2.2.3.5 PCR zur Herstellung einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde

Fur die Hybridisierungen wurde ein DNA-Fragment in einer PCR mit Digoxigenin
markiert. Zur Kontrolle wurde eine Reaktion ohne Digoxigenin-markierte Nukleotide

angesetzt. Der PCR-Ansatz bestand aus folgenden Komponenten:

Kontrolle Sonde
cDNA Template aus RT-PCR 2 ul 2 ul
Primer ,sonde1(s)* (10 pmol/ul) 0,5 ul 0,5 ul
Primer ,sonde1(as)“ (10 pmol/ul) 0,5 ul 0,5 ul
H20 (Millipore, autoklaviert und steriffiltriert) 11 ul 9 ul
10 x NH4-Reaktionspuffer 2,5 ul 2,5 ul
MgClI2-Lésung (5 mM) 7,5 ul 7,5 ul
Dig-dNTP-Mix (0,7 mM Dig-dUTP;

1,3 mM dTTP; je 2 mM dATP, dCTP, dGTP) 2,5 ul
dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,5 ul

PanScript DNA Polymerase (0,625 U/pl) 0,5 ul 0,5 ul
Gesamt 25 ul 25 ul

PCR Programm:

94 °C 2min30s

57 °C 1 min

72 °C 1 min

94 °C 1 min

57 °C 1 min 35 Zyklen
72 °C 1 min

94 °C 1 min

57 °C 1 min

72 °C 10 min

15°C 0
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Zur Uberpriifung wurde je 1ul der Kontrolle oder der Sonde mit 3,5 ul H20 und 0,5 pl
Auftragspuffer versehen und auf einem 2%igen Agarosegel mit 0,2 pg/mi
Ethidiumbromid aufgetragen. Die Sonde wurde mit 75 yl H20 verdinnt, in zu finf

Portionen a 20 pl aufgeteilt und bei -80 °C eingefroren.

2.2.3.6 Chemischer Crosslink

Der chemische Crosslink stellt eine Moéglichkeit dar, die Assoziation von IFR1 mit
anderen Proteinen oder mRNA zu untersuchen. Dafir konnen verschiedene

Crosslinker verwendet werden.

2.2.3.6.1 Probenvorbereitung

Der chemische Crosslink wurde mit einem Polysmoenpellet nach einer zweiten
Ultrazentrifugation durchgefiihrt, wobei das Pellet mit Gradientenpuffer auf die
gewlnschte Konzentration von 0,2ug/pl und das gewiinschte Endvolumen von 200pl
verdinnt wurde. Sowohl die Crosslinkproben als auch die Kontrolle wurden in einem

gemeinsamen Ansatz pipettiert und erst vor dem eigentlichem Crosslink getrennt.

2.2.3.6.2 Chemischer Crosslink mit DSS und DMP

Fir die chemischen Crosslinks wurde zum einen der wasserunldsliche, ungeladene,
membranpermeable, homobifunktionelle N-Hydroxysuccinimide Ester (= NHS Ester)
DSS (= Disuccinimidyl Suberat) verwendet. Er reagiert mit Primaren Aminogruppen (-
NH.) in Puffern mit dem pH Wert von 7 bis 9, und bildet dabei stabile Amid Bindungen
aus. Ziele der NHS Ester sind die Primaren Amine in der Seitenkette von Lysin in
Proteinen oder am N-Terminus von jedem Polypeptid. Zum anderen wurden die
Crosslink Versuche mit DMP, einem wasserloslichen, membranpermeablen,
homobifunktionalem Imidoester durchgefiihrt. Seine funktionelle Gruppe, ein
Imidoester, acetyliert spezifisch Primaren Amine (-NH,) und hat eine sehr geringe
Kreuzreaktivitdt zu anderen nukleophilen Gruppen in Proteinen [Hand und Jencks,
1962; Mattson, 1993]. Zudem beeinflusst das Endprodukt der Imidoamid Reaktion nicht
die Ladung der Proteine, ihre native Konformation oder die Aktivitat des Proteins.

Das verdinnte Polysomenpellet mit einer Endkonzentration von 0,2ug/ul
Gesamtprotein wurde in vier Ansatze a 200ul aufgeteilt und mit je 20ul (1/10 des
Gesamtvolumens) 1mM, 2,5mM, 5mM DSS in DMSO bzw. mit 20ul 1TmM, 2,5mM und
5mM DMP in HBS-Puffer versetzt und fir 30 Min bei RT inkubiert. Als Kontrolle wurden
20ul DMSO bzw. 20ul HBS-Puffer mit dem verdinnten Polysomenpellet inkubiert. Der
Crosslink wurde mit 11ul (1/20 des Gesamtvolumens) 1M Tris-HCI pH 7,5 unter
Inkubation fir 15 Min auf Eis, abgestoppt.
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2.2.3.6.3 Detektion der Crosslinks (iber Western Blot

Um den Crosslink im Western Blot nachweisen zu kénnen, wurden die Crosslinkproben
und Kontrollen mit Aceton gefallt. Dazu wurde zu den Proben je 4 Volumenteile
eiskaltes Aceton p.a pipettiert und das Protein UN bei -20°C geféllt. AnschlieRend
wurden die Proben aufgetaut, gevortext und fir 10 Min bei 10000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Pellets luftgetrocknet und in 30 pl
1 x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die DMSO Kontrolle wurde in 60ul 1 x SDS-
Probenpuffer aufgenommen, um eine héhere Verdiinnung zu erhalten, da die Signale
der Kontrolle bei der Detektion sonst die Signale des Crosslinks Uberstrahlen wirden.
Fur die SDS-PAGE wurden dann je 10 pul je Crosslink/Kontrolle pro Spur auf ein 8%
Polyacrylamidgel geladen. Die SDS-PAGE, der Western Blot sowie die Detektion
wurden wie unter 2.2.2.5 beschrieben durchgefuhrt. Der Transfer der Proteine lief fur
1h bei 20mA/Gel.

2.2.3.7 UV Crosslink von Nukleinsauren und IFR1

Durch den Einsatz von ultraviolettem Licht der Wellenlange 253nm konnen
photochemische Crosslinks zwischen Proteinen und RNA induziert werden. Die so
reaktivierten Heterozyklen der Basen kdnnen eine kovalente Bindung mit benachbarten
Proteinen oder Nukleinsduren eingehen [Meisenheimer und Koch, 1997] Bei der
Verwendung eines nativen Protein-RNA-Komplexes kénnen mit dieser Technik

Interaktionen zwischen Proteinen und RNA charakterisiert werden [Haynes, 1999].

2.2.3.7.1 Probenvorbereitung

Der UV Crosslink wurde mit dem Pellet nach einer zweiten Ultrazentrifugation
durchgefiihrt, wobei das Pellet mit Puffer A auf die gewlinschte Konzentration und das
gewlnschte Endvolumen verdinnt wurde. Sowohl die Crosslinkproben als auch die
Kontrollen wurden in einem gemeinsamen Ansatz pipettiert und erst vor dem

eigentlichem Crosslink getrennt.

2.2.3.7.2 UV Crosslink

Ein gekuhlter Metallblock wurde mit Parafilm Gberzogen und mit dem Boden eines
Cups kleine Vertiefungen in den Parafilm gemacht. Jeweils 15ul sowohl der zu
Crosslink Proben als auch der Kontrollen wurden in die Vertiefungen pipettiert. Der
Metallblock mit den Crosslinkproben wurde in einem Crosslinker der Firma STRADA in
einem Abstand von ca. 8cm von der Lichtquelle aufgestellt, und fir 15min mit UV-Licht

der Wellenlange 253nm bestrahlt. Der Kontrollblock wurde fir 15min neben den
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Crosslinker gestellt, ohne bestrahlt zu werden. Nach 15min  wurden alle
Crosslinkproben und alle Kontrollen vom Parafilm eingesammelt und

vereinigt.

2.2.3.7.3 Detektion des Crosslinks liber Western Blot

Crosslink und Kontrolle wurden mit 3x SDS-Probenpuffer im Verhaltnis 2:1 versetzt
und anschlieBend auf ein 8% Polyacrylamidgel aufgetragen. Um zu verhindern, dass
das in diesen Mengen aufgetragene IFR1 alle anderen Signale Uberstrahlt, wurde nach
der SDS-PAGE und dem Western Blot (1h bei 20mA/Gel) die Membran oberhalb der
45 kD Markerbande waagrecht zerschnitten. Die so erhaltenen beiden Membranteile

wurden getrennt voneinander im Multi-Imager analysiert.

2.2.3.8 Silencing von mRNA mittels siRNA

RNA interference ist ein effektives Werkzeug um die Genexpression in
verschiedensten Organismen (Pflanzen, Insekten und Nematoden) und in der Zellkultur
von Saugerzellen zu inhibieren. Durch das Einbringen von siRNAs in Zellkulturzellen
kann eine bestimmte mRNA spezifisch in ihrer Menge reduziert werden. Es wurde
herausgefunden, dass kurze dsRNA (weniger als 30 Nukleotide), bezeichnet als small
interfering RNAs (si RNA), Gen spezifisches Silencing in Saugerzellen hervorrufen
kann [Caplen, 2001].

Mit dem von der MWG-Biotech AG kostenlosen siRNA Such Programm (siRNAdesign)
wurden insgesamt 51 verschiedene siRNAs fur die Gallus gallus ifr1 mRNA designt. In
dieser Dissertation wurde nur eine synthetisierte siRNA in den Versuchen eingesetzt,
die einerseits aus dem mittleren Teil der mMRNA stammt und zudem eine recht hohen
Ubereinstimmung mit der IFR1 Sequenz hat, also gute Voraussetzungen fiir eine erste
Transfektion darstellte.

In Vorversuchen wurde die Effektivitdt der siRNA in Abhangigkeit vom verwendeten
Transfektionsreagenz, vom Medium und bestimmten Inkubationsbedingungen
ausgetestet. Es stellte sich heraus, dass mit DMRIE-C eine Transfektion in Tag 14
Erythrozyten erreicht werden konnte. Alle anderen Transfektionsreagenzien brachten
nur ein sehr geringes oder gar kein silencing.

Aus diesem Grund wurde fiir die isolierten NoA-induzierten Tag 14 Erythrozyten auch
die Anleitung fir Suspensionszellen optimiert. So wurden Tag14 Erythrozyten in
Waschpuffer pH 7,4 gesammelt und mit PBS dreimal gewaschen. Laut
Gebrauchsanweisung wurden die Liposomen 1:40 in 0,5ml Ham’s F10 Medium pH 7,2
vorverdinnt und anschlieRend die siRNA im Verhaltnis 1ug siRNA zu 12 pl Liposomen

oder eben. Der Zytokrit sollte bei der Transfektion 2% betragen, deshalb wurden 10pl
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gepackte Erythrozyten dazu pipettiert. Das Liposomen/Erythrozyten Gemisch mit
siRNA wurde bei 37°C fir 2 Stunden mittelstark geschuttelt. Nach der Zugabe von 10%
FCS wurde der gesamte Ansatz fir eine weitere Stunde bei 37°C und mittelstarkem
Schutteln inkubiert. AbschlieRend wurde 10uM NoA zugegeben und flr weitere 4
Stunden bei 37°C mittelstark schittelnd inkubieren. Die transfizierten Erythrozyten
wurden zweimal in PBS gewaschen. Von den so erhaltenen Proben wurde der
Hamoglobingehalt bestimmt und SDS-Proben fir den Westernblot wurden wie in
Material und Methoden beschrieben hergestellt. Im 10 %igen SDS-Gel wurden 50ug
Hb pro Spur aufgetragen.

2.2.4 Ultrazentrifugation

2.2.4.1 30% Saccharosekissen

Fir die Herstellung eines Polysomenpellets mittels eines 30%igen Saccharosekissens
wurden 4 ml 30%ige Saccharoselésung in ein Beckman Ultrazentrifugenrohrchen
pipettiert und 8ml des aufgetauten Hamolysats (siehe 2.2.1.5) vorsichtig dartber
geschichtet. Im TST 41.14 Ausschwingrotor wurden die Hamolysate fir 16h bei 30000
upm (120000 x g) und 4 °C in der Kontron Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das erhaltene Polysomenpellet wurde zweimal kurz mit
Gradientenpuffer gewaschen und anschlieBend in 400 pl Gradientenpuffer
aufgenommen. Der Gesamtproteingehalt wurde nach der Proteinbestimmung nach

Bradford bestimmt.

2.2.4.2 Dichtegradientenzentrifugation mit  Saccharose (kontinuierlichen

Sacchrosegradienten)

Bei der Dichtegradientenzentrifugation handelt es sich um ein physikalisches
Trennverfahren, wobei geldste Makromolekule mittels einer Ultrazentrifuge anhand
ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit aufgetrennt werden. Bei der Trennung
sedimentieren die unterschiedlich dichten Molekule (Makromolekdul / Protein / Ribosom-
Komplex) solange wie ihre Dichte groRer ist, als die Dichte des Losungsmittels und
umso schneller, je gréRer der Dichteunterschied ist.

Zum Giessen des 10-35%igen linearen Saccharosegradienten wurden 5 ml der
35%igen Saccharoseldsung in einem Ultrazentrifugenréhrchen vorgelegt und kurz in
flissigem Stickstoff gefroren. Darauf wurden 4 ml der 20%igen Ldsung pipettiert,
ebenfalls kurz gefroren und mit 4 ml der 10%igen Lésung vorsichtig Uberschichtet. Das

Réhrchen wurde mit Parafilm Uberschichtet und bei -20 °C stehend gelagert. Bei
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Bedarf wurde der Gradient 30 Min stehend aufgetaut und anschliel3end fir 3 h bei RT
horizontal auf einer waagrechten Flache abgelegt. Der Gradient wurde aufgestellt und
500 pl wurden von oben abgenommen. Nach dem Beladen des Gradienten mit dem
Polysomenpellet (entsprechend 2500ug Gesamtprotein) ohne weitere Behandlung des
Pellets (= Kontrolle), wurden die Zentrifugenbecher austariert und in einem TST 41.14
Ausschwingrotor fir 1 h 25 Min bei 40000 upm (120000 x g) und 4 °C, ohne Bremse,
zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Abnahme des Gradienten. Fur die Fraktionen 1-
10 wurden mit einer Pipette von oben jeweils 500 pl vorsichtig abgenommen und flr
die Fraktionen 11-16 je 1 ml. Die Abnahme erfolgte auf Eis in 1,5 ml Cups. Nach dem
kurzen vortexen und anzentrifugieren wurden je Fraktion 2 x 50 ul direkt fir die RNA-
Isolierung und die Acetonfallung abgenommen. Zudem wurden 100 pl fir die RNA- und

die Saccharosekonzentrationsbestimmung separiert.

o
—
S
“-i-*’ Hypotone Lyze Miedertourige Zentrifugation
. L —— I
Ly=at mit Ribozomen
Zentrifugstion und mRkL,
10, 10000y, 4°C
& Membrantraktion
mit Kernen
Inkubstion mit Kern
10 pbd Mo,
.
10% Saccharose
Ly=at auf ein 30%iges Pellet auf 10-35%igen
Saccharozekiszen Zaccharozegradienten
trazentrifugstion trazentrifugation
' 16 h, 150000g, 4%C 55", 2650004, 4°C
35% Saccharose
Abnahme der Fraktionen
Palyribozomen Pellet wan oben

Abbildung 2.1 Schema der Low-speed Zentrifugation und der anschlieRenden
Ultrazentrifugation zur Gewinnung des Polysomenpellets.

2.2.4.3 Abweichende Saccharosegradienten fur die Interaktionsstudien

Fir die Behandlung mit EDTA wurde den verschiedenen Saccharoselésungen 20 mM
EDTA zugesetzt, das Polysomenpellet wurde vor dem Auftrag auf den Gradienten auf
eine Konzentration von 20 mM EDTA gebracht und bei 4 °C fiir 20 Min inkubiert.
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RNAseA wurde zu einem Polysomenpellet in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
pipettiert und zusammen fir 15 Min bei 4 °C inkubiert, bevor es auf den unveranderten
Gradienten aufgebracht wurde.

Bei der Kombination von RNAseA und EDTA Behandlung, wurde das Polysomenpellet
erst mit 100pg/pl RNAseA behandelt und dann 20 mM EDTA zugegeben. Die
Inkubationen mit RNAseA und EDTA erfolgen wie oben beschrieben. Das behandelte
Polysomenpellet wurde auf einen EDTA-Gradienten geladen.

Fir die Studien zur Salzsensitivitat wurde eine Polsyomenprobe mit 4M KCI-Lésung
auf eine Konzentration von 0,5 M KCI und 0,9 M KCI gebracht, 10 Min bei 4 °C
inkubiert und auf einen Gradienten geladen, der die gleiche Konzentration von KCI

Salz enthielt.

2.2.4.4 Proteinfallung mit Aceton

Die gesammelten Fraktionen wurden fir die SDS-PAGE mittels Acetonfallung
aufbereitet. Dazu wurden fir 0,5 M KCI-, EDTA-, EDTA-RNAse- und Kontroll-
Gradienten je 50 pl Fraktion mit 200l HoOpigest. verdiinnt (fir den 0,9 M KCI-Gradient
25 pl Fraktion + 225 ul HyOpigest.), Mit 1 ml eiskaltem Aceton p.a. versetzt, gevortext und
fir 2 h bei -80 °C oder UN bei -20 °C gefallt. Fur die weitere Verarbeitung wurden die
Proben aufgetaut, gevortext und fir 10 Min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, die Pellets luftgetrocknet und anschlieRend in 25 pl
(12 pl bei 0,9 M KCI) 1 x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Fiir die SDS-PAGE wurden
dann je 10 pl je Fraktion, pro Spur geladen.

2.2.45 Saccharosekonzentrationsbestimmung mit dem Refraktometer

Das Abbe-Refraktometer ist ein optisches Messgerat zur Bestimmund des
Brechungsindexes von Flissigkeiten. Um die Saccharosekonzentration der einzelnen
Fraktionen zu bestimmen, wurden je 80 ul der Fraktion auf das aufgeklappte
Doppelprisma aufgebracht und das Prisma verschlossen. Im rechten Okular wurde die
Grenzflache zwischen dem hellen und dem dunklen Teil des Gesichtsfeldes auf die
Mitte des Fadenkreuzes gedreht und durch Drehen des Kompensators am Tubus des
Okulars scharf gestellt. Im linken Okular (Ablesemikroskop) kann nun die optische

Dichte in % abgelesen werden.
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2.2.4.6 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierungen mittels Dye Terminator Cycle Sequencing wurden von
der Firma Entelechon (Regensburg) auf einem ABI Prism 377-96 Sequenziergerat
(Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt. Fir die Sequenzierung von PCR-
Produkten wurde eine Menge von 20 ng DNA pro 100 bp bendtigt. Es wurden 5-
6 pmol des entsprechenden Sequenzierprimers hinzugefiigt. Im Fall eines
degenerierten Primers wurden 50 pmol verwendet. Die Proben wurden in 0,2 ml

PCR-Gefalen angesetzt. Das Gesamtvolumen betrug 15 pl.

2.2.5 Software und Internetdienste

Der Text und die Tabellen wurden mit den Programmen Word und Excel fir Windows,
Version 2003 (Microsoft) auf einem Personal Computer erstellt. Die Diagramme
wurden mit Power Point fir Windows Version 2003 (Microsoft) oder mit Excel fir
Windows Version 2003 erstellt. Die Auswertung der Multi Imager Daten erfolgte unter
Verwendung der Bio Rad Multi-Analyst Software Version 1.1. Fur die Literatursuchen
wurde das PubMed Suchprogramm benutzt. Die Erstellung des Literaturverzeichnisses
erfolgte mit dem Programm Endnote 8.0 flir Windows (Thomson Reuters, Research
Information Systems Inc., Carlsbad, USA). Fir DNA-Sequenzuntersuchungen wurde

das Programm Generunner (Hastings Software Inc.) verwendet.

2.2.6 Statistik

Samtliche Ergebnisse der in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen von Western Blots,
RT-PCR und Far Western wurden, sofern nicht anders angegeben, dreimal wiederholt.
In den Abbildungen ist nur ein Beispiel gezeigt. Signifikanzberechnungen zwischen den
einzelnen Gruppen wurden mit Hilfe des Student’s unpaired t-test durchgefihrt. Ein p-
Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet und in den jeweiligen

Graphen mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation von IFR1 und TOB in Abhangigkeit vom

Entwicklungstag

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ab welchen Entwicklungstagen des
Hihnerembryos die Synthese der Proteine IFR1 und TOB unter der Stimulation mit
Noradrenalin (NoA) induzierbar sind. Im Weiteren wurde die Stabilitdt und
Induzierbarkeit, sowie die Lokalisierung von IFR1 und TOB in mittleren und spaten
Tagen der Embryonalentwicklung untersucht, um Anhaltspunkte flr den Einfluss dieser

Proteine auf die terminalen Differenzierung zu finden.

3.1.1 Expression von IFR1 und TOB in primitiven und frihen
definitiven Erythrozyten

Aus friiheren Untersuchungen in primitiven Erythrozyten ist bekannt, dass sowohl die
fos, ifr1 und tob mRNA, als auch das FOS Protein durch NoA induziert werden kénnen
[Dragon, 2002]. Es lag deshalb nahe, die Proteinexpression von IFR1 und TOB im
Vergleich zu FOS in primitiven Erythrozyten genauer zu untersuchen, um eine
mogliche Funktion der Proteine wahrend der Differenzierung zu klaren.

Der Northern Blot in Abbildung 3.1 zeigt, dass die Genexpression von ifr1 und tob,
sowie fur fos (fur fos wurde die mRNA Expression 2002 von Dragon et al. bereits

gezeigt) mit NoA in primitiven Tag 5 Erythrozyten induziert werden kann.

Tag 5 —24h___

ty = NoA NoA
Tag 11

ifr1 | ””
tob .’

RNA

Abbildung 3.1 NoA induzierte Expression in primitiven Erythrozyten.

Tag 5 und Tag 11 Erythrozyten wurden fir 4 Stunden mit 10 yM NoOA inkubiert und die
Genexpression wurde im Northern Blot (n=3) bestimmt (Auftrag 10ug RNA pro Spur, t,
uninduzierte Erythrozyten).
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In den frihen primitiven Stadien kommt es nach Stimulation der Erythrozyten mit 10uM
NoA fur 4 Stunden, nur zur Translation von FOS [Dragon, 2002], welches im Western
Blot als 55 kD Proteinbande auftaucht, wahrend die Translation von IFR1 und TOB
unterdrickt ist (siehe Western Blot Abbildung 3.2 Tag 5 und 7).

IFR1 TOB FOS
t, 4 h NoA to 4 h NoA to 4 h NoA
MG Tagll MG Tagll MG Tagll
132 132 132
Tag 5 —-— —_ i
Tag 7 . — o el .
Tag 11 -_ - e — T a—

Abbildung 3.2 NoA induzierte Expression in primitiven, frihen und spaten definitiven
Erythrozyten.

Tag 5 bis Tag 11 Erythrozyten wurden fiir 4 Stunden mit 10 uM NoA (+/- MG 132) inkubiert und
die Proteinexpression wurde im Western Blot (n=3) bestimmt (100ug Hb pro Spur aus Ganzzell-
Lysat, to Ganzzell-Lysat aus uninduzierte Erythrozyten, Tag 11 als direkter Vergleich).

Es kdnnte sich dabei um einen Mechanismus der unreifen erythroiden Zellen handeln,
der die mRNA in einem inaktiven Status halt, da die translatierten Proteine
moglicherweise auf die Reifung der erythroiden Zellen einen hemmenden Einfluss
haben kénnten.

Der Proteasomen-Inhibitor MG 132 flihrt zu einer Inaktivierung der multikatalytischen
Protease und es kommt dadurch in den meisten Zellen zu einem Anstieg der
Proteinkonzentration. Durch die Hemmung des Proteinabbaus kénnen mogliche
Interaktionen der Proteine untereinander bestimmt werden. In Gegenwart von MG132
lasst sich die Expression von IFR1 und TOB in primitiven Erythrozyten nicht steigern,
FOS ist weiterhin induziert. Da sich IFR1 und TOB werden in den Erythrozyten nicht
translatiert, da sie sich bei Zugabe von MG132 nicht anhaufen.

Erst ab Tag 8 kdnnen in den Ganzzell-Lysaten IFR1 als 48,8 kD, TOB als 36,0 kD im
Western Blot nachgewiesen werden (Abbildung 3.2). Durch die Zugabe von MG132
zeigt TOB ein leicht verstarktes Western Blot Signal, da es ohne MG132 durch
Proteasomen [Sasajima, 2002] wieder abgebaut wird. Im Gegensatz dazu wird das
IFR1 Signal schwacher. Dies lasst darauf schlieffen, dass die Transkription oder die
Translation von IFR1 durch andere Proteine, wie z.B. TOB, die nicht mehr Gber das

Proteasom abgebaut werden, gehemmt oder abgebaut wird.
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3.1.2 Noradrenalin induziert IFR1 und TOB in Tag 11
Erythrozyten

Dragon et al. konnten bereits 2002 in Tag 11 Erythrozyten des Hidhnerembryos
nachweisen, dass sowohl die mRNAs von fos, ifr1 und tob, als auch die Expression
von FOS mit NoA in vitro induziert werden kénnen. Aus diesem Grund soll in dieser
Arbeit die zeitabhangige Expression (Uber 4 Stunden) der Proteine IFR1 und TOB in
Tag 11 Erythrozyten, in Abhangigkeit von NoA, untersucht werden.

Nach Stimulation von Tag 11 Erythrozyten mit 10uM NoA, Uber einen Zeitraum von 15
bis 240 Minuten, konnten in den Ganzzell-Lysaten IFR1, TOB und FOS im Western
Blot nachgewiesen werden (Abbildung 3.3). Als Ladungskontrolle wurde das PolyA-
bindende Protein PABP (71 kD) gewahlt, das in Erythrozyten aller Entwicklungstage
gleich stark exprimiert wird. Nach 30 Minuten Inkubation mit NoA konnten die ersten
TOB Signale detektiert werden, die bei 2 Stunden ihr Maximum aufwiesen und bei 4
Stunden bereits wieder abfielen. Ebenso steigt FOS nach 60 Minuten auf ein Maximum
bei 4 Stunden an [Dragon, 2002]. Im Gegensatz dazu ist IFR1 bereits gering konstitutiv
exprimiert und steigt ab einer Inkubationszeit von 2 Stunden an. Die Induktion von
IFR1, FOS und TOB kann, wie erwartet, durch den B-adrenergen Rezeptorantagonist
Propranolol blockiert werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Proteine von tob, ifr1 und fos zeitlich versetzt
exprimiert werden und nach unterschiedlich langer Inkubation mit NoA, ihre maximale
Expression erreichen. Die erhdhte Proteinexpression ist demnach Ursache einer

erhohten mRNA-Expression [Dragon, 2002].

NoA NoA +P uw
Zeit[min]: © 15 30 60 120 240 0 120 240 (kD]
' ' 66.2

FOS ! B
IFR1 " - " 45.0
45.0

TOB pa—— Y

& # L] '

PABP T~ e S 06.2

Abbildung 3.3 Proteinexpression von IFR1 und TOB in Tag 11 Erythrozyten.

Vor (0 Min) und zu verschiedenen Zeitpunkten (15 — 240 Min) der Inkubation mit 10uM NoA +/-
10uM Propranolol. Im Western Blot (n=3) wurden 100ug Hb pro Spur aus Ganzzell-Lysat
aufgetragen.
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Neben NoA kénnen die Proteine IFR1, TOB und FOS auch durch den Adenosin A,
Rezeptor-Agonisten CPCA oder durch die direkte Stimulierung der Adenylylcyclase mit
Forskolin induziert werden (Abbildung 3.4). Beide fuhren wie NoA zu einer Erhdhung
der cAMP-Konzentration und regulieren die Genexpression von ifr1, fos und tob. Mit
CPCA und Forskolin kann diese ebenfalls gesteigert werden [Dragon, 2002].

Im Folgenden wurde getestet, ob die Induktion von IFR1, TOB und FOS in Tag 11
Erythrozyten von der Aktivierung der Proteinkinase A abhangig sind (Abbildung 3.4).
Dazu wurde der PKA-spezifischen Inhibitors H89 zusammen mit NoA inkubiert. Da
cAMP in vielen Fallen in der Lage ist die Genexpression durch Proteinkinase A-
abhangige Phosphorylierung von CREB-like Transkriptionsfaktoren zu aktivieren (siehe
Einleitung Abbildung 1.3) [De Cesare, 1999; Shaywitz und Greenberg, 1999], kénnte
dies ein Anhaltspunkt dafiir sein, dass die Regulierung von ifr1, fos und tob Gene Uber

eine CREB-abhangige Aktivierung der Transkription ablauft [Maas, 2003].

4h 4h
t, - CP F 1 t, - NoA NoA/H89
wee s -~
o e e IFR1 e G
— TOB .

e il 7. - R ——

Abbildung 3.4 Western Blot Analyse der Induktion von IFR1 und TOB von Tag 11
Erythrozyten.

Inkubation far 4 Stunden mit 10uM CPCA (CP), 100 uM Forskolin (F) oder mit 10 uM NoA+/- 10
MM H89 (n=3). (to) Ganzzell-Lysat vor der Inkubation. Auftrag 100ug Hb pro Spur aus Ganzzell-
Lysat.

3.1.3 Der Einfluss des Proteasomen-Inhibitors MG132 auf IFR1
und TOB in Tag 11 Erythrozyten

Um mogliche Interaktionen von IFR1 und TOB zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit

durch Zugabe des Proteasomen-Inhibitors MG 132 zu NoA induzierten Tag 11

Erythrozyten der Proteinabbau gehemmt.

In einem ersten Versuch wurden Tag 11 Erythrozyten mit 10 yM NoA +/- MG132 fir 16

Stunden inkubiert und die Proteinexpression im Western Blot nachgewiesen

(Abbildung 3.5 A).

In der Anwesenheit des Proteasom Inhibitors MG132 nimmt das IFR1 Protein bei 16h

Inkubation mit NoA signifikant ab (Abbildung 3.6). Das zum Vergleich mit aufgetragene

CAIl nimmt ebenfalls ab. Zur gleichen Zeit steigt der Gehalt an TOB Protein signifikant
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an (Abbildung 3.6), so dass es modglich sein kénnte, dass TOB die Expression von
IFR1 inhibiert. Ohne MG132 gibt es weniger TOB Protein, als in der 4 Stunden NoA
Inkubations-Kontrolle, da es nach 16-stlindiger Inkubation bereits Uber das Proteasom
abgebaut wird [Sasajima, 2002]. IFR1 ist, genau wie Call, nicht vom Abbau betroffen,
sondern akkumuliert Uber die 16-stiindige NoA Stimulierung. Beides sind langlebige

Proteine, die 24 Stunden unter NoA Stimulierung exprimiert werden.

A 16h B 16h + 24h
NoA t; NoA NoA ty,  NoA NoA
4h +MG132 = +MG132 =—

IFR1 Rp— da E
TOB W = .
CAIll e m—

L

Abbildung 3.5 Western Blot Analyse (n=3) der Induktion von IFR1 und TOB von Tag 11
Erythrozyten +/- 10pM MG132.

(A) Inkubation der Erythrozyten fir 16 Stunden mit 10uM NoA +/- 10uM MG132. t, Ganzzell-
Lysat aus uninduzierten Erythrozyten. Expressionskontrolle 4 Stunden mit 10uM NoA.

(B) Inkubation fir 16h mit 10uM NoA und folgende 24h Inkubation mit 10uM NoA +/- 10uM
MG132.

IFR1 * TOB
160 { \ 16 *
* *
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N c
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Abbildung 3.6 Graphische Darstellung der Western Blot Signale von IFR1 und TOB aus
der Abbildung 3.5 A.

(FUr die schwacheren TOB Signale wurde hier ein anderer Mal3stab verwendet) n=3, *
Signifikanznachweis t-Test.

Um zu zeigen, dass die Expression von IFR1 mit TOB zusammen hangt, wurden im
zweiten Teil der Versuchsreihe Tag 11 Erythrozyten 16 Stunden mit NoA vorinkubiert
und anschlieflend fir 24 Stunden mit 10uM NoA +/- MG 132 behandelt (Abbildung 3.5
B).
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Nach der Vorinkubation Uber 16 Stunden mit NoA ist wenig TOB in der Zelle
vorhanden, da es Uber die Proteasomen abgebaut wird (Abbildung 3.5 A, 16h NoA).
IFR1 akkumuliert in den Erythrozyten. Durch die anschlieliende 24-stiindige Inkubation
mit MG132, kommt es zu einem Anstieg der Proteinexpression von IFR1 und TOB.
Durch die Inhibition des Proteasoms kann das bis dahin gebildete Protein von IFR1
und TOB akkumulieren. Allerdings kann die geringe Menge von TOB IFR1 nicht
inhibieren, welches sich Uber die insgesamt 40 Stunden angesammelt hat.

TOB wird bereits nach 12 Stunden NoA Inkubation abgebaut, IFR1 wird nach einer
Gesamtinkubationszeit von 40 Stunden ebenfalls abgebaut (Abbildung 3.11). Deshalb
fuhrt die Inkubation ohne MG132 fiihrt zu einem Abfall beider Signale im Western Blot.

3.1.4 Expression von IFR1 und TOB in definitiven Erythrozyten
17 bis 19 Tage alter Hihnerembryos

Aufgrund der Ergebnisse aus 3.1.1 die eine mRNA Expression von ifr1, tob und fos,
allerdings keine Proteinexpression fur IFR1 und TOB in NoA-induzierten primitiven
Erythrozyten ergaben, wurde die Induzierbarkeit der Proteinexpression von IFR1, TOB
und FOS in den spaten Tagen der Erythrozytendifferenzierung untersucht.

Je nach Entwicklungsstand unterscheiden sich die definitiven Erythrozyten in ihrer
Morphologie (siehe Einleitung Abbildung 1.2) [Bruns und Ingram, 1973].

Wie in Abbildung 3.7 zu sehen, erfolgt bei einer Stimulierung mit 10uM NoA fiir 4
Stunden bei allen spaten Entwicklungstagen von Tag 17 bis 19 eine Induktion von
IFR1, TOB und FOS in den Erythrozyten. Als Vergleich diente das Ganzzell-Lysat von
Tag 11 Erythrozyten, PABP diente als Ladungskontrolle.

Tag 17 Tag 1l Tag 18 Tag 19 Tag 19

t; NoA NoA+P NoA t, NoA NoA+P t, NOA NOA+P to NoA NoA+AD
- e e ' @A FOS e
S e G = D v o gy ™ [FR1 —
- p— — e — TOB —

Abbildung 3.7 NoA-induzierte Proteinexpression von Tag 17 bis 19 und Tag 11
Erythrozyten.

Die Erythrozyten wurden fiir 4 h mit NoA behandelt, +/- Propranolol (P) oder +/- Actinomycin D
(AD). Auftrag im Western Blot (n=3) je Spur 100 ug Hb Ganzzell-Lysat.
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Auch in den spaten Tagen (Tag 17 bis Tag 19) der Embryoentwicklung ist eine
Induktion der Proteinexpression in den definitiven Erythrozyten mit NoA immer noch
moglich und ist auch nicht durch das unterschiedliche Entwicklungsstadium beeinflusst.
Bei Stimulation der Erythrozyten mit NoA und der gleichzeitigen Zugabe von 10uM
Propranolol, einem nicht selektiver Blocker der beiden B1- und [2-adrenergen
Rezeptoren, wird die Proteinexpression von IFR1, TOB und FOS gehemmt. Damit wird
die cAMP-abhangige Expression dieser drei Proteine in definitiven Erythrozyten
bestatigt. Dragon et al konnten 2002 bereits zeigen, dass die mRNA Expression der
drei Gene cAMP-abhangig ist. PABP wird von Propranolol nicht beeinflusst, da es nicht
cAMP-abhangig induziert wird.

In Tag 19 Erythrozyten die mit NoA stimuliert wurden und zusatzlich mit 10 uM
Actinomycin D behandelt wurden, konnte ebenfalls eine Hemmung der
Proteinexpression von IFR1, TOB und FOS festgestellt werden. PABP wird schon
friher transkribiert und translatiert, weshalb Actinomycin D keinen Einfluss auf seine
Expression hat.

Das interkalierende Antibiotikum Actinomycin D, welches die DNA-abhangige RNA-
Polymerase blockiert, unterdriickt die Transkription der Gene in Tag 19 Erythrozyten.
Die Mdglichkeit in dieser spaten Phase der Differenzierung noch Einfluss auf die
Transkription von ifr1, tob und fos zu nehmen, kdnnte darauf hinweisen, dass sie unter
den letzten Genen sind, die transkribiert und reguliert werden, bevor der Kern wahrend
der abschlielenden erythroiden Reifung inaktiviert wird. Die Bedeutung kann dadurch
untermauert werden, dass die Carboanhydrase Il, in der terminalen Differenzierung
der Erythrozyten auch cAMP abhangig induziert werden kann [Dragon und Baumann,
2003].

3.1.5 Untersuchung der Stabilitdt von IFR1 und TOB in Tag 11
und Tag 17 Erythrozyten

Wie in 3.1.4 festgestellt, kann selbst in sehr spaten Stadien der
Erythrozytendifferenzierung die IFR1- und TOB-Expression mit NoA stimuliert werden.
Um die Dauer der NoA-Induzierbarkeit und die Stabilitat von IFR1 und TOB sowohl auf
Transkriptions-, als auch auf Translations-Ebene zu untersuchen, wurden Erythrozyten
des 11. Entwicklungstages mit und ohne 10uM NoA inkubiert und UGber einen Zeitraum
von 24h die mRNA und die Proteinexpression bestimmt. Fir die [IFR1
Proteinexpression sollte zudem geklart werden, ob sich die Induzierbarkeit mit NoA
Uber 72 h von Tag 11 zu Tag 17 Erythrozyten unterscheidet.

Die RT-PCR wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt, dabei

wurde neben ifr1 und fob auch die mRNA von fos und B-globin amplifiziert. 8-globin
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wurde in Tag 11 Erythrozyten durch die Stimulierung mit NoA nicht beeinflusst, die
Genexpression ist gleich bleibend [Dragon, 2002] und dient hier als Kontrolle der RT-
PCR (Abbildung 3.8). Fur fos, ifr1 und tob ergeben sich jeweils unterschiedliche
Maxima, wie in den Graphen der Abbildung 3.9 zu sehen ist. So erreicht fos bereits bei
2 Stunden NoA Inkubation ein Maximum, wahrend ifr1 von 4 bis 12 Stunden ein
Plateau erreicht und tob zwischen 4 bis 8 Stunden die starksten Signale in der RT-PCR
aufweist (Abbildung 3.8 und Graph Abbildung 3.9).

Kontrolle 10 uM NoA
Zeit[h]: t, 12 24 2 4 8 12 18 24 5xt,
fOS D e W— W—— pa—
ifr1 T R e e S— S— —
tob — Sl e
B -globin — RS e

Abbildung 3.8 PCR Analyse (n=4) der cAMP-abhagige Genexpression von ifr1, fos, tob
und B-globin in definitiven Erythrozyten von Tag 11.

Inkubation ohne (t;) oder fiir 2 bis 24 Stunden mit 10 uM NoA oder fiir 12 und 24 Stunden ohne
NoA als Kontrolle. Gleiche Mengen an cDNA wurden mit spezifischen Primer durch PCR
amplifiziert (fiir to auch die 5-fache Menge, 5xty).

—=— Kontrolle
—— NoA
¥ 55Xt

601

404 ifr1

EtBr Fluoreszenz
EtBr Fluoreszenz

Zeit [h]

EtBr Fluoreszenz
EtBr Fluoreszenz

0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3.9 Auswertung der Ethidium Bromid (EtBr) Fluoreszenz der aufgetragenen
PCR Produkte von fos, ifr1, tob und B-—globin aus Abbildung 3.8 in Abhé&ngigkeit von der
Zeit in Stunden [h].
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Im Vergleich zur mRNA sind im Western Blot (Abbildung 3.10) die Proteinexpressionen
von FOS, IFR1 (Tag 11 und Tag 17) und TOB zu sehen. PABP dient als
Ladungskontrolle, da es in Erythrozyten zu jeder Zeit gleich stark induziert ist. So folgt
der Zeitverlauf des FOS Proteins dem Anstieg der fos mRNA Expression und bildet bei
2 Stunden ein Maximum (siehe Abbildung 3.8 und Abbildung 3.10), wie auch von
Dragon et al 2002 bereits gezeigt werden konnte. Das IFR1 Protein wird fast parallel
zur Bildung seiner mRNA translatiert (4 bis 12 Stunden) und erreicht, sowohl bei Tag
11, als auch bei Tag 17, zwischen 8 bis 12 Stunden ein Plateau. TOB erreicht sein
Maximum bereits nach 2 Stunden NoA Inkubation, wahrend seine mRNA nach 4
Stunden maximal transkribiert wird, es kommt zu einer Verschiebung der
Proteinexpression. Die Kontrolle der TOB-Expression erfolgt post-translational auf
Ebene der Proteine und nicht auf Ebene der mRNA

Das TOB Proteine geht der IFR1 Proteinexpression als kurzer Impuls voraus. Die
beiden stabilen Proteine, IFR1 und FOS die Gber 18 Stunden hinweg akkumulieren,

werden erst langsam abgebaut.

Kontrolle 10uM NoA
Zeit[h]: 24 12 t, 2 4 8 12 18 24
FOS - w5
TOB L Jp—" -

'T';';il . R ——

LA ————
Tag 17

Abbildung 3.10 Western Blot Analyse (h=3) von Ganzzell-Lysaten mit unterschiedlich
langen Induktionszeiten

cAMP-abhangige Expression der Erythrozyten von Tag 11 und Tag 17 (nur fir IFR1) +/- 10 yM
NOA Uber einen Zeitraum von (2 bis 24 h). Auftrag 100 ug Hb pro Spur.

Fir IFR1 wurde die NoA-Induzierbarkeit und die Stabilitdtsuntersuchungen in Tag 11
und Tag 17 Erythrozyten Giber 96 Stunden fortgefiihrt, da IFR1 nach 24-stiindiger NoA
Inkubation immer noch exprimiert wird. Dazu wurden Tag 11 bzw. Tag 17 Erythrozyten
fir 6 bis 96 Stunden mit 10uM NoA stimuliert und die Proteinexpression im Western

Blot nachgewiesen.
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10 uM NoA
Zeit[h]: O 6 16 24 48 72 96 0
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Abbildung 3.11 Stabilitdtsnachweis von IFR1 in Tag 11 und Tag 17 Erythrozyten.
Dargestellt ist die Proteinexpression im Western Blot (n=3) unter permanenter NoA-
Stimulierung (10 uyM) von 6 Stunden bis zu 4 Tagen. Auftrag 100 ug Hb pro Spur. 0 entspricht
den uninkubierten Erythrozyten.

Der Vergleich von Tag 11 und Tag 17 Erythrozyten in Abbildung 3.11 zeigt, einen
gleich bleibenden Proteingehalt des IFR1 Proteins bis zu 24 Stunden permanenter
NoA Stimulierung. Ab einer Inkubation von 48 Stunden mit NoA wird IFR1 trotz der
Stimulation abgebaut. IFR1 ist sowohl in definitiven Erythrozyten des 11. und 17.
Entwicklungstages ein stabil exprimiertes Protein, welches in der terminalen
Differenzierung der Erythrozyten in Hiuhnerembryos eine wichtige Rolle zu spielen

scheint.

3.1.6 Intrazelluléare Verteilung von IFR1 und TOB in Tag 11 und
Tag 17 Erythrozyten

In nicht-erythroiden Zellen wurde fir TOB [Jia, 2007] und fur IFR1 [Vietor, 2002] ein
Vorkommen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus beobachtet. Um die
Lokalisierung von IFR1 und TOB in definitiven Erythrozyten zu bestimmen, wurden die
Tag 11 Erythrozyten tber 16 Stunden mit 10uM NoA stimuliert und anschlieltend, wie
in Material und Methoden beschrieben, lysiert um das unfraktionierte Hamolysat in
Zytosol und Membran aufzutrennen. Zusammen mit dem Ganzzell-Lysat der
Erythrozyten wurden die Proben auf IFR1 und TOB im Western Blot getestet. FOS das
als Transkriptionsfaktor im Kern vorkommt, wurde nach 2 Stunden NoA Stimulierung
im Membranpellet gefunden, wahrend TOB auch nach 6 Stunden Inkubationszeit in der
zytosolischen Fraktion nachgewiesen wurde. Da TOB ein sehr kurzlebiges Protein ist
(siehe 3.1.2) und nach 4 Stunden bereits wieder abgebaut wird, sind die Banden im
Western Blot sehr schwach und es gibt keine Daten flir die 16 Stunden Inkubation mit

NoA, da kein TOB Protein mehr nachweisbar ist.
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Fur IFR1 wurde festgestellt, dass es sich nach 2 Stunden Inkubation in der
zytosolischen Fraktion befindet, allerdings wandert ein Teil des Proteins nach 16-

stiindiger Inkubation mit NoA in das Membranpellet.

0 1 Me Zy

430 t
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Abbildung 3.12 Stimulierung von Tag 11 Erythrozyten fir 2, 6 und 16 Stunden mit 10uM
NoA.

Die Proteine (entsprechend 100ug Hb pro Spur) wurden als Ganzzell-Lysat (H), Membranpellet
(Me) und als zytosolische Fraktion (Zy) im Western Blot (n=4) aufgetragen.

Um eine Aussage daruber treffen zu konnen, wo IFR1 in Erythrozyten der spaten
Entwicklungsstadien des Huhnerembryos lokalisiert ist, wurden auch Tag 17
Erythrozyten in einem Zeitraum von 16 Stunden mit NoA stimuliert. Da der
Schwerpunkt der Arbeit auf der Induzierbarkeit, der Lokalisierung und Expression von
IFR1 liegt, wurde der Western Blot der Lokalisierungsstudien flr Tag 17 nur fur IFR1
durchgeflhrt.

Die definitiven Tag 17 Erythrozyten wurden fur 4, 8 und 16 Stunden mit 10uM NoA
stimuliert und anschliel3end, wie in Material und Methoden beschrieben, lysiert um das
unfraktionierte Hamolysat in Zytosol und Membran aufzutrennen.

Im Western Blot wurden dann die Ganzzell-Lysate im Vergleich zu Zytosol und

Membran aufgetragen und analysiert.

4h NoA 8h NoA 16h NoOA Mmw
H Zy Me H Zy Me H Zy Me [kD]

FRI Sy ooy -« - - 45.0

Abbildung 3.13 Stimulierung von Tag 17 Erythrozyten fiur 4, 8 und 16 Stunden mit 10uM
NoA.

Die Proteine (entsprechend 100ug Hb pro Spur) wurden als Ganzzell-Lysat (H), Membran (Me)
und Zytosol (Zy) im Western Blot (n=3) aufgetragen.

Dabei wurde festgestellt, dass IFR1 nach 4h Inkubation mit NoA fast ausschlief3lich im

Zytosol vorkommt, allerdings verschiebt sich ein geringer Anteil nach 8h NoOA
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Stimulierung ins Membranpellet, nach 16-stindiger Inkubation mit NoA ist in beiden
Fraktionen ungefahr gleich viel IFR1 Protein zu finden.

Die Verteilung von IFR1 auf Membranpellet und Zytosol ist in Tag 11 und Tag 17
Erythrozyten abhangig vom Zeitfenster der NoA Stimulierung, in dem IFR1 analysiert

wird.

3.1.7 Konzentrationsbestimmung von IFR1 Protein in Tag 11
Erythrozyten

Da IFR1 in definitiven Erythrozyten stabil exprimiert wird (siehe 3.1.4), stellte sich die
Frage, ob die Konzentration von IFR1 in Erythrozyten des 11. Entwicklungstages
bestimmt werden kann. Die Konzentrationsbestimmung ist wichtig, um eine
Abschatzung fur die Menge an IFR1 in den Erythrozyten machen zu kdnnen.

IFR1 wurde Uber 20 Stunden mit NoA inkubiert um eine ausreichend grof3e Menge an
Protein fur den Western Blot zur Verfigung zu haben. Im Western Blot wurde je

zweimal Ganzzell-Lysat, das 50 und 100 ug Hamoglobin entsprach, aufgetragen.

20h NoA

Hb [ug]: 100 50 100 50
e e g e |FR1

50 30 20 10 ngrIFR1

D W e—

70
GOL
50 -
40 |

30 | — Lineare Eichkurve

fg: y = 1,2808x + 1,6929

\ 4

Chemilumineszenz

0

0 5 10 1520 25 30 35 40 45 50 55
rlFR1 [ng]-

Abbildung 3.14 Quantifizierung des IFR1 Gehalts in Ganzzell-Lysat nach 20-stindiger
Inkubation mit 10uM NoA.

Zur Berechnung des Proteingehalts wurde das Westernsignal von 10-50ng rekombinantem
IFR1 (rlIFR1) verwendet um eine lineare Eichkurve zu erstellen(n=4). *-Markierung entspricht
dem IFR1-Western Blot Signal von 100ug Hb.

Fur die Kalibrierung wurden 10 bis 50 ng rekombinantes IFR1 aufgetragen und eine
lineare Eichkurve anhand der Western Blot Signale (Chemilumineszenz) erstellt. Im

Vergleich ergab sich, dass das IFR1-Signal des Ganzzell-Lysats [100ug Hb] einer
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Menge von ~ 45 ng rekombinantem IFR1 entspricht. Mit Hilfe des Molekulargewichts
von IFR1 von 48.800 g/mol und der Hamoglobinkonzentration von Tag 11 Erythrozyten
von 292 g Hb/l wurde eine mittlere IFR1-Konzentration von 2,7 yM berechnet (siehe
2.2.2.6).

3.2 Silencing von IFR1 in Tag 14 Erythrozyten

Durch das Einbringen von siRNA (small interfering RNA) mittels Transfektion sollte in
den Erythrozyten die IFR1 mRNA spezifisch in ihrer Menge reduziert werden. Die sich
aus dieser Manipulation ergebenden Anderungen des Phénotyps der Zellen kénnten
dann der Funktion des fir die jeweilige mMRNA kodierenden Gens zugeordnet werden.
Wir wissen bereits, dass 12-24 Stunden nach Stimulierung durch cAMP die Induktion
einiger cAMP-abhangiger Gene zum Stillstand (call, ifr1) kommt und einige Gene
herunterreguliert (hsp70, fos, tob, pbn-lI) werden. Durch die Ausschaltung von IFR1
mittels RNA interference konnten diese Gene daraufhin untersucht werden, ob ihr
mRNA-Level stabilisiert wird und ob die Transkriptionsrate im Kern erhdht ist.

Da die Transfektion von Erythrozyten aus Hihnerembryos noch nicht beschrieben
wurde, wurde dafir ein Protokoll wie in Material und Methoden (siehe 2.2.3.8)

beschriebenen erarbeitet.

A
4h MW
b, NE K LK 1pg 1pg LK 2pg [kD]

6 pl Lipos. 12 pl Lipos.

Transfektionsbedingungen
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B 4h 6 ul Lipos. 12 pl Lipos. MW
tp, NOA K LK 1pg 1ug LK 2ug [kD]

L ——— - .

Transfektionsbedingungen

Abbildung 3.15 RNAI mit ifrl siRNA in Tag 14 Erythrozyten.

Abbildung A: Proteingel des Western Blots zur Darstellung des gleichmafigen Proteinauftrags.
Abbildung B: Western Blot mit IFR1 Antikorper. t; uninkubierte Erythrozyten, 4h NoA Wert als
Kontrolle des Western Blots. Die Kontrolle K wurde wie die transfizierten Proben behandelt,
allerdings ohne Liposomen oder siRNA Zugabe, Liposomenkontrolle LK jeweils mit 6 bzw. 12 pl
Lipsomen, und die mit 1 bzw. 2 ug ifr1 siRNA transfizierten Proben. Auftrag je Spur 50ug Hb im
Western Blot (n=3).

Fir die Kontrolle ohne Liposomen/siRNA wurden Erythrozyten von Tag 14 verwendet,
die unter denselben Bedingungen inkubiert wurden wie die nur mit Liposomen
behandelten Kontroll-Erythrozyten und die mit siRNA transfizierten Erythrozyten. Die
Western Blot Banden (Abbildung 3.15 B) wurden anschlieBend analysiert und
ausgewertet, wobei die hochste Chemilumineszenz der Kontrolle gleich 100 % gesetzt
wurde. Zum Nachweis des gleichmaRigen Proteinauftrags wird das Proteingel in
Abbildung 3.16 B gezeigt.

Bei der Inkubation mit DMRIE-C (= Kontrolle mit Liposomen) kam es immer zu einer
signifikanten Hamolyse der Erythrozyten (vgl. Graph Abbildung 3.16). Die Zugabe von
6yl Liposomen brachte einen um bis zu 15 % niedrigeren Wert bei der
Chemilumineszenz im Western Blot, bei 12 pl Liposomen kam es sogar zu 31,7 %

weniger starkem Signal (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Mittelwerte, Standardabweichung und silencing der einzelnen transfizierten
Proben und der Kontrollen.
Dargestellt in % Chemilumineszenz, bezogen auf die Kontrolle ohne Liposomen / siRNA
(100%). * Liposomen wirken auf die Erythrozyten hamolytisch, was bei der Kontrolle ohne
Liposomen nicht der Fall ist.

MW [%] | STABW [%] | Silencing [%]: Relatives
Silencing [%]

Kontrolle ohne Liposomen/siRNA 100,0

Kontrolle 6pl Liposomen 84,8 3,8 *15,2

1ug ifr1 siRNA / 6l Lipos 57,2 7,5 42,8 27,6%
Kontrolle 12ul Liposomen 68,3 3,2 *31,7

1ug ifr1 siRNA / 12l Lipos 25,8 8,2 74,2 42,5 %
2ug ifr1 siRNA / 12pl Lipos 29,4 71 70,6 38,9 %

Bei der Verwendung von 12 pl Liposomen mit 1ug ifr1 siRNA das silencing mit 74,2 %
am hochsten. Mit der gleichen Liposomen Menge und 2ug ifr1 siRNA konnte nur ein

silencing von 70,6 % erreicht werden, bei der Verwendung von 6 ul DMRIE-C mit 1ug
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ifr1 siRNA sind es nur 42,8%. Davon ausgehend, dass auch bei der Transfektion mit
dem siRNA/Liposomen Gemisch, die Liposomen durch ihre Hamolyse der Erythrozyten
eine Art ,silencing” von 15,2 bzw. 31,7 % hervorrufen, sollten die relativen silencing
Werte ermittelt werden, indem die silencing Werte mit den Hamolyse Werten korrigiert

werden. Die %-Werte flur das silencing sind in Tabelle 3.1 zusammengefalit.

* *
100,0 - (_\* _x
. )
*
ﬁ 80,0 1 / m Kontrolle ohne
Q Lipos./siRNA
= 60,0 - .
£ 60, O Kontrolle mit
= 400 Liposomen
g 0 1ug ifrl SIRNA mit
G 20.0 Liposomen
S B 2g ifrl SIRNA mit
- Liposomen

0,0 -

6pl Lipos. 12 yl Lipos.

Abbildung 3.16 Tag 14 Erythrozyten wurden transfiziert mit 6pl Liposomen und 1pg ifrl
siRNA oder mit 12 pl Liposomen und 1 pg oder 2 pg ifrl siRNA.

Als Kontrolle wurden die Erythrozyten ohne DMRIE-C / ifr1 siRNA, und nur mit DMRIE-C
behandelt. Die Inkubationszeiten waren bei allen Versuchen gleich. Auftrag im Western Blot
50ug Hb (n=3).

Trotz der Hamolyse der 12 ul DMRIE-C Liposomen wurde das beste silencing mit 12 pl
DMRIE-C zusammen mit 1 ug ifr1 siRNA erreicht (siehe Abbildung 3.16).

Das IFR1 Protein erreicht nach der Stimulierung der Erythrozyten mit NoA nach ca. 4-
6h einen Expressions-Hohepunkt, d.h. das Protein nimmt bis zu diesem Zeitpunkt zu,
im Vergleich zu nicht stimulierten Erythrozyten. Die Stimulierung mit NoA fuhrt also zu
mehr Protein im Western Blot und damit ist das Silencing besser erkennbar. Die mittels
Transformation eingeschleuste ifr1 siRNA erfullt also die Aufgabe und die neu
gebildete ifr1 mRNA wird zerstort, es kommt also zu einem Abfall des IFR1 Proteins,
da weniger ifri mRNA translatiert werden kann. Allerdings reichten die erzielten
silencing Raten nicht aus, um die ifrf mRNA und damit seine Proteinexpression ganz
auszuschalten. Aus diesem Grund wurden keine weiteren Versuche mit siRNA

durchgefiihrt.

68



Ergebnisse

3.3 Interaktionsstudien von IFR1 und TOB mit

Polysomen

Wie in 3.1.6 festgestellt, ist TOB ein zytosolisches Protein, welches durch seine
Bindung an PABP [Albrecht, 2004; Okochi, 2005], oder den Ccr4/Caf1 Komplex an
Polysomen binden kénnte. Demnach kdnnte TOB eine entscheidende Rolle in der
Translation der terminalen Differenzierung in Huihnererythrozyten spielen. Fir IFR1
konnte nachgewiesen werden, dass ein Teil innerhalb von 16 Stunden vom Zytosol in
den Kern wandert 3.1.6 und in einer Konzentration von 2,7 uyM pro Erythrozyten
vorkommt (siehe 3.1.7).

Eine Mdoglichkeit, die Assoziation von IFR1 oder TOB mit anderen Proteinen oder
mRNA zu untersuchen stellt die Ultrazentrifugation von Polysomenpellets durch
linearen Saccharosegradienten dar.

Durch  die  Fraktionierung von  Erythrozyten und der anschlieBenden
Sacchrosegradientenzentrifugation kénnen Interaktionen zwischen Proteinen mit
Polyribosomen oder der wachsenden Polypeptidkette nhachgewiesen werden. Es sollte
festgestellt werden ob TOB mit PABP Molekulen, die an Polysomen gebunden sind,
interagiert und wo das teilweise zytosolische IFR1 Protein bei der Translation lokalisiert
sein konnte.

Fir die Interaktionsstudien von IFR1 und TOB mit Polysomen oder der transkribierten
mRNA wurde das Hamolysat der Erythrozyten von Tag 14 (oder Tag 11) oder das
Polysomenpellet, welches aus dem Hamolysat gewonnen wurde, in verschiedenen
Versuche mit einem linearem Saccharosegradienten von 10 % bis 35% oder 43 %

Saccharose aufgetrennt.

3.3.1 IFR1 Expression in Ganzzell-Lysat und Hamolysat von
Erythrozyten verschiedener Entwicklungstage

FUr die Studien der Ermittlung von potentiellen Bindungspartnern fur IFR1 mittels
Crosslink, Saccharosedichtegradientenzentrifugation und IEF-2D-/AUT2D-
Elektrophorese, sollte genigend IFR1 Protein in Form von Polysomenpellets zur
Verflgung stehen. Aus diesem Grund wurden an den Entwicklungstagen 11, 14 und 18
Erythrozyten entnommen und fiir 4 Stunden mit 10uM NoA inkubiert. Das gewonnene
Ganzzell-Lysat und Hamolysat (wie in Material und Methoden beschrieben) wurde im

Western Blot auf ihren Proteingehalt getestet.
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Abbildung 3.17 Tag 11, 14 und 19 Erythrozyten wurden mit 10uM NoA fur 4 Stunden
induziert.

(A) Bestimmung der Protein Expression im Western Blot (Auftrag: Hamolysat = Ly und
Ganzzell-Lysat aus dicht gepackten Erythrozyten = GZ je 100ug Hb) und (B) durch Bestimmung
der Chemilumineszenz der ausgewerteten Banden (Western Blot n=3, keine Signifikanz).

Die Proteinexpression von IFR1 ist in Erythrozyten an Tag 14 sowohl im Ganzzell-
Lysat als auch im Hamolysat am hochsten. Sowohl in Tag 11, als auch in Tag 19 ist
weniger IFR1 zu detektieren. Fur weitere Versuche wurden deshalb das Hamolysat

und die Ganzzellextrakte von Tag 14 Erythrozyten verwendet.

3.3.2 Saccharosegradientenzentrifugation mit Hamolysat

Durch  die  Ultrazentrifugation = von  Hamolysat Uber einen linearen
Saccharosegradienten sollte nachgewiesen werden, in welchen Fraktionen IFR1 und
TOB lokalisiert sind.

Wie in Material und Methoden beschrieben wurden Erythrozyten, die zuvor 4 Stunden
mit NoA inkubiert wurden, mit Hilfe eines linearen Saccharosegradienten durch
Ultrazentrifugation kontinuierlich aufgetrennt und die so erhaltenen Fraktionen wurden
analysiert. Im Western Blot wurde neben TOB auch PABP und IFR1 ausgetestet,
zudem wurde die rRNA (= Ribosomen) und die RNAs von CAIl und R—Globin im

Northern nachgewiesen.
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Saccharose 10% 43%

Fraktionen .. 1 2 3 4 5 67 8 9

Gesamt-RNA

Northern Blot

TOB *“"- .~ |Western Blot

271 51 = e ——

Abbildung 3.18 Polysomen Fraktionierung von definitiven Erythrozyten.

Analyse der Polysomen von Erythrozyten nach der Inkubation fir 4 h mit 10 uyM NoA.
Hamolysat (L), Fraktion 1 (10% Saccharose) bis Fraktion 9 (43% Saccharose). Western Blot mit
100pl Fraktion Acetongefallt (n=3), Gesamt-RNA mit 50pl Fraktion in Trifast (n=2), Northernblot
mit 10ug RNA (n=3).

Wie in der obigen Abbildung 3.18 zu sehen ist, ist die mRNA von ca// und —globin in
den Fraktionen 5 bis 9 nachweisbar, die in der Gesamt RNA die ribosomalen
Fraktionen darstellen .In den Fraktionen 1 bis 4 ist die mMRNA Menge sehr gering (38—
globin) und oder gar nicht nachzuweisen (call). Anders verhalt sich TOB und der
groflite Teil von PABP, die beide im Western Blot in den ersten Fraktionen (TOB in
Fraktion 1 und 2, PABP in den Fraktionen 1 bis 4), detektiert wurden. In Fraktion 1 und
2 des Gradienten sind die I6slichen, zytosolischen Proteine lokalisiert. TOB interagiert
nicht mit den ribosomalen Fraktionen und wurde deshalb in den folgenden
Untersuchungen nicht mit einbezogen. IFR1 konnte im Western Blot in den Fraktionen
4 bis 7 nachgewiesen werden, kolokalisiert mit den ribosomalen Fraktionen der
Gesamt-RNA. Aus diesem Grund wurden weitere Versuche mit Saccharosegradienten
durchgefuhrt, mit dem Ziel mogliche Interaktionen von IFR1 mit den Polyribosomen zu

charakterisieren.
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3.3.3 IFR1 Akkumulation im Polysomenpellet

Um sicher zu stellen, dass kein IFR1 bei der Praparation verloren geht, wurde nach
den verschiedenen Zentrifugationen immer eine Probe enthommen und anschliel3end
im Western Blot auf IFR1 getestet. PABP diente dabei als Ladungskontrolle, da es bei

der gesamten Inkubation konstant exprimiert wird.

n 5

ra)
m L
2 s 209
~ ()
< o g-g
5 o S 3
= 8w = gE
C + OGJU)U')
- X & O = > >
5= Y n af O
=5 5T § .o
g:mCEOO
N® c 8 5x¥X
S N & 2 os s

O g 0o 0 >
T > 9 o un 9
S0 09D g oo
IFR1 - - e e

1Y -] - —_—

100 pg Hb 5ug
Gesamtpr.

Abbildung 3.19 Western Blot (n=3) zur Uberprufung der IFR1 Akkumulation in Tag 14
Erythrozyten nach 4h NoA Inkubation.

Nach verschiedenen Zentrifugationsschritten und verschiedenen Vorbehandlungen mit 0,5 oder
0,9 M KCI wurden 100 ug Hb oder 5 ug Gesamtprotein im Westen Blot aufgetragen. t,
uninkubierte Erythrozyten.

In Abbildung 3.19 ist zu erkennen, dass IFR1 Uber die Ultrazentrifugation durch ein
30%iges Saccharosekissen gut akkumuliert werden kann. Im Ganzzellextrakt t, der
uninkubierten, gepackten Tag 14 Erythrozyten, ist IFR1 und PABP nur sehr schwach
exprimiert, nach der NoA-Inkubation ist das IFR1 Signal wieder starker. Auch im
Hamolysat ist das IFR1 Signal ahnlich hoch wie im Ganzzellextrakt. Nach der
Zentrifugation Uber das 30%ige Saccharosekissen wurde eine Probe aus dem
Uberstand entnommen. Im Western Blot ist kein IFR1 mehr zu sehen, dafiir hat sich
die Proteinmenge im Polysomenpellet angereichert. Wird das Polysomenpellet mit 0,5
oder 0,9 M KCI behandelt, und erneut Uber ein 30%iges Saccharosekissen, mit 0,5 M

oder 0,9 M KCI, zentrifugiert, so andert sich nichts am IFR1 Proteingehalt.
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3.3.4 Polysomenpraparation mit einem  kontinuierlichen

Saccharosegradienten

In 3.3.2 konnte bereits gezeigt werden, dass IFR1 mit den ribosomalen Fraktionen
kolokalisiert ist. Um die Interaktion von IFR1 mit Ribosomen genauer charakterisieren
zu koénnen, wurde die Anreicherung von Polysomen in einem Pellet und die
biochemischen Analysen optimiert [Ji, 2003].

Die Anreicherung von Polysomen erfolgte, wie in Material und Methoden beschrieben,
aus Tag 14 Erythrozyten die 4 Stunden mit NoA inkubiert wurden. Nach der Lyse der
Erythrozyten wurde das Hamolysat Uber ein Saccharosekissen zentrifugiert und das so
erhaltene Polysomenpellet wurde wie folgt behandelt:

1. nicht vorbehandelt (Kontrolle)

2. mit 0,5 M KCI vorbehandelt (Entfernung polysomengebundener Proteine)

3. mit 0,9 M KCI (Entfernung intrinsischer, ribosomaler Proteine)

4. mit 20 mM EDTA (Dissoziation der 80s Ribosomen in die Untereinheiten)

5. mit 10pg/ul RnaseA (Hydrolyse der mRNA und teilweise der rRNA)

6. mit 20 mM EDTA und 10pg/ul RnaseA (kompletter Abbau der RNA)
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3.3.4.1 Kontroll-Gradient

Zur Bestatigung der Kolokalisation von IFR1 mit den ribosomalen Fraktionen in 3.3.2
wurde ein Kontroll-Gradient gefahren. In Abbildung 3.20 ist zu erkennen, dass IFR1 im
Western Blot in den Fraktionen 8 bis 16 detektierbar ist, wobei ab Fraktion 12 der
Gehalt an IFR1 langsam abnimmt. In diesen Fraktionen ist die 18s und 28s rRNA
nachzuweisen, sowie die 5,8s/5s und kleinere RNAs, die im Polysomenprofil bei 254

nm mit dem 60s/80s Peak libereinstimmen.

£ 60s/80s
% Polysomen
N 40s
&)
@)
Saccharose 10% 35%

Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Pe
IFR1 bl T T T

PABP S i e cis e et s s it sl g anis gt O

28s — S — — — —
RNA 18s —’n-——-.—.

5,8s/5s und kleine RNA

Abbildung 3.20 Kontroll-Gradient: Unbehandelte Polysomenpraparation von Tag 14
Erythrozyten nach 4 h NoA (10 uM) Inkubation.

Die Polysomen wurden nach der UZ durch einen 10 — 35 %igen Saccharosegradienten
fraktioniert und die Fraktionen wurden im Western Blot auf IFR1 und PABP, auf ihre rRNA und
ihr RNA-Profil bei einer OD von 254 nm untersucht. Unbehandeltes Polysomenpellet Pe (10 pg
Gesamtprotein) als Positivkontrolle.

Das RNA Profil zeigt deutlich den Peak der 40s Untereinheit, der auch mit der rRNA
Praparation zusammen fallt (Fraktionen 5 bis 8). Die 60s Untereinheiten sind im Profil
nicht zu erkennen. Ab Fraktion 9 fallt der 60s mit dem 80s Peak zusammen, in der
rRNA sind hier die 28s und die 18s Banden zu erkennen. In den letzten Fraktionen sind
Polysomen n-ter Ordnung im Profil zu erkennen. PABP kommt in allen Fraktionen

ungefahr gleichmagig verteilt vor.

3.3.4.2 0,5M KCI-Gradient

Bei der Behandlung des Polysomenpellets mit 0,5 M KCI kann getestet werden, wie
grol3 die Bindungsaffinitat von IFR1 an die Polysomen ist. Mit 0,5 M KCI kénnen an

Ribosomen assoziierte Translationsfaktoren, Aminoacyl-tRNA Synthetasen und einige
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Proteinkinasen entfernt werden, intrinsische, ribosomale Proteine sind davon nicht
betroffen [Spirin, 1990].

60s/80s

Polysomen

40s

OD 254nm

Fraktion 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 Pe
IFR1 L L LT -

PABP =& o i

RNA - BEBEREREEEEC

Abbildung 3.21 0,5 M KCI Gradient: Mit 0,5 M KCI behandelte Polysomenpréaparation von
Tag 14 Erythrozyten nach 4 h NoA (10 uM) Inkubation.

Die Polysomen wurden nach der UZ durch einen 10 — 35 %igen Saccharosegradienten mit 0,5
M KClI, fraktioniert und die Fraktionen wurden im Western Blot auf IFR1 und PABP, auf ihre
rRNA und ihr RNA-Profil bei einer OD von 254 nm untersucht. Unbehandeltes Polysomenpellet
Pe (10 ug Gesamtprotein) als Positivkontrolle.

Auch im 0,5M KCI-Gradient ist IFR1 mit den ribosomalen Fraktionen kolokalisiert und
kann nicht von den Polysomen dissoziiert werden. Allerdings verschiebt sich das IFR1
Signal im Western Blot, im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abbildung 3.20) nach links in
die Fraktionen 6 bis 12. In diesen Fraktionen ist die 18s und 28s rRNA nachzuweisen,
die im Polysomenprofil mit dem 60s/80s Peak Ubereinstimmt.

Das OD 254 nm Profil zeigt ebenfalls eine leichte Verschiebung nach links, der Peak
der 40s Untereinheit erscheint schon in Fraktion 4 wund stimmt mit dem
Ethidiumbromidgel der rRNA (berein. Die rRNA kann bis in die letzten Fraktionen
nachgewiesen werden, d.h. auch hier tauchen Polysomen auf. Ab Fraktion 7 steigt das
Profil wieder an und zeigt eine Zunahme der 60s/80s als Peak an. Das PABP Western
Blot Signal lasst nur in den letzten beiden Fraktionen (15 und 16) leicht nach, verteilt
sich aber ansonsten wieder konstant Uber alle Fraktionen.

Das Vorkommen von IFR1 in den ribosomalen Fraktionen unter diesen Konditionen
lasst auf eine hohe Bindungsaffinitat von IFR1 schlieBen. Um herauszufinden, wie
stark IFR1 an die Ribosomen gebunden ist, kann die Salzkonzentration noch erhoéht

werden.
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3.3.4.3 0,9 M KCI-Gradient

Um die Starke der Bindung von IFR1 an die ribosomalen Fraktionen zu testen, wurde
das Polysomenpellet mit 0,9 M KCI behandelt. Mit 0,9 M KCI kénnen alle I6slichen
Proteinsynthesefaktoren und einige intrinsische, ribosomale Proteine entfernt werden
[Sherton und Wool, 1972].

60s/80s

OD 254nm
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Abbildung 3.22 0,9 M KCI Gradient: Mit 0,9 M KCI behandelte Polysomenpraparation von
Tag 14 Erythrozyten nach 4 h NoA (10 uM) Inkubation.

Die Polysomen wurden nach der UZ durch einen 10 — 35 %igen Saccharosegradienten mit 0,9
M KCI, fraktioniert und die Fraktionen wurden im Western Blot auf IFR1 und PABP, auf ihre
rRNA und ihr RNA-Profil bei der OD 254 nm untersucht. Unbehandeltes Polysomenpellet Pe
(10 ug Gesamtprotein) als Positivkontrolle.

Durch die Behandlung mit 0,9 M KCI kann der Grofiteil von IFR1 von den Ribosomen
geldst werden und korreliert nicht mehr mit der rRNA Praparation der 40s und 60s
Untereinheit (Abbildung 3.22). IFR1 wird im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abbildung
3.20) nach links in die Fraktionen 1 und 2 verschoben. Dort sind die l6slichen Proteine
im Gradienten lokalisiert (Vergleiche hierzu Abbildung 3.18: TOB kommt in den ersten
Fraktionen vor, wahrend IFR1 in den ribosomalen Fraktionen auftaucht). Auch das
RNA Profil ist im Vergleich zur Kontrolle nach links verschoben. Die rRNA ist im
Ethidiumbromidgel nur bis Fraktion 12 nachzuweisen, auch das Profil nimmt hier
deutlich ab, was darauf hindeuten kdnnte, dass Polysomen zu Monosomen (entspricht
einzelnen 80s Ribosomenkomplexen) wurden und damit in den hinteren Fraktionen
keine Ribosomen mehr vorkommen. Dafiir spricht auch, dass PABP ab Fraktion 13
stark abnimmt, in der letzten Fraktion gar nicht mehr detektiert wird. Dies steht im
Gegensatz zur Behandlung mit 0,5 M KCI, da hier sowohl PABP als auch dir rRNA bis

in die letzte Fraktion vorkommt.
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Mit 0,9 M KCI kann IFR1 im Western Blot in die ersten Fraktionen verschoben werden

und wird damit zum loslichen Protein, das nicht mehr an Ribosomen bindet.

3.3.4.4 EDTA-Gradient
Die Behandlung mit 20 mM EDTA zeigt, ob Mg**-lonen einen Effekt auf die Stabilitat

des gesuchten Proteins und des Ribosomenkomplexes haben [Ji, 2003]. Die Mg?*-
lonen stabilisieren die rRNA Strukturen héherer Ordnung, die als Bindungsstellen flr
einige ribosomale Proteine dienen. Sie stabilisieren intermolekulare Kontakte zwischen
den ribosomalen Proteinen und der rRNA [Klein, 2004]. Da die Bildung und
Aufrechterhaltung von 80s Ribosomen Mg**-lonen benétigt, kénnen Polyribosomen
durch die Zugabe von EDTA gespalten werden, d.h. der Anteil an freien 40s und 60s

Untereinheiten nimmt zu.

60s

40s

OD 254nm

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

IFR1 “b.-.-—.-. L

PABP - e 9 e s o s e &

RNA

Abbildung 3.23 EDTA Gradient: Mit 20 mM EDTA behandelte Polysomenpréparation von
Tag 14 Erythrozyten nach 4 h NoA (10 uM) Inkubation.

Die Polysomen wurden nach der UZ durch einen 10 — 35 %igen Saccharosegradienten mit 0,9
M KClI, fraktioniert und die Fraktionen wurden im Western Blot auf IFR1 und PABP, auf ihre
rRNA und ihr RNA-Profil bei einer OD von 254 nm untersucht. Unbehandeltes Polysomenpellet
Pe (10 ug Gesamtprotein) als Positivkontrolle.

Durch die Behandlung des Polysomenpellets mit 20 mM EDTA, wird IFR1 im
Gradienten nach links in den loslichen Protein Pool verschoben, ein Teil bleibt aber
weiterhin bis Fraktion 8 nachweisbar und ist immer noch mit den die 18s und 28s rRNA

enthaltenden Fraktionen assoziiert.
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Im OD 254 nm Profil ist zu erkennen, dass sich das Profil im Vergleich zur Kontrolle in
Abbildung 3.20 stark nach links verschoben hat und die 40s Untereinheiten eine
Schulter im Profil ergibt, wahren die 60s Untereinheiten einen ausgepragten Peak
bilden. Die 80s ribosomalen Komplexe sind nur andeutungsweise in Fraktion 8 zu
sehen. Die 18s rRNA ist im Ethidiumbromidgel in den Fraktionen 3 und 4 deutlich zu
erkennen. Die 28s rRNA wird in Fraktion 4 nachgewiesen. Auch PABP wird bei der
Behandlung mit EDTA nach links verschoben, kann aber bis in Fraktion 12 im Western
Blot nachgewiesen werden. Trotz der Dissoziation der 80s Ribosomen in ihre 40s und
60s Untereinheit, konnte nicht geklart werden, ob IFR1 an die 40s oder 60s

Untereinheit bindet.

3.3.4.5 RNAseA-Gradient

Mit niedrigen Konzentrationen von RNAseA (10pg/pl) kann die mRNA zwischen
Ribosomen verdaut werden und es kommt zu einer Anhaufung von ,80s“ Monosomen,
die ursprunglichen aus den Monomeren und den 80s Ribosomen aus den verdauten

Polysomen stammen [Ji, 2003].

,80s"

OD 254nm

Fraktion 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 Pe
IFR1 et GES Gue Gl Sun GED Gup sep e @D

P N

PABP ..-:ﬁ‘._:' - - 1_utut_.im._x.1__—-l—
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Abbildung 3.24 RNAseA Gradient: Mit 10 pg/ul  RNAseA  behandelte
Polysomenpréaparation von Tag 14 Erythrozyten nach 4 h NoA (10 uM) Inkubation.

Die Polysomen wurden nach der UZ durch einen 10 — 35 %igen Saccharosegradienten
fraktioniert und die Fraktionen wurden im Western Blot auf IFR1 und PABP, auf ihre rRNA und
ihr RNA-Profil bei einer OD von 254 nm untersucht. Unbehandeltes Polysomenpellet Pe (10 pg
Gesamtprotein) als Positivkontrolle.
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Das Polysomenprofil verschieb sich zu den ,80s* Monosomen, im RNA Gel sind
verschiedene GrélRen an RNA zu sehen, was daran liegt, dass die RNA durch die
RNAseA schon leicht abgebaut wurde(Abbildung 3.24). Das Western Blot Signal von
IFR1 bleibt in den Fraktionen 8 bis 16 (siehe Kontroll-Gradient Abbildung 3.20). PABP
verteilt sich Uber alle Fraktionen, wie im Western Blot zu sehen ist. Trotz der
Behandlung mit RNAseA kosedimentiert IFR1 mit den 80s Monosomen, was bedeutet,
dass IFR1 mit den translatierenden Ribosomen assoziiert ist und das die mRNA fir
diese Interaktion nicht notwendig ist. Die Assoziation von IFR1 mit den Ribosomen ist
nicht RNA abhangig

3.3.4.6 20 mM EDTA und 100 ng/pl RNAseA
Mit hohen Konzentrationen von RNAseA (100ng/pl) kann mRNA und rRNA verdaut

werden. Durch die Behandlung mit 20 mM EDTA werden die Ribosomen in ihre 40s

und 60s Untereinheiten dissoziiert. Es kommt zu einem kompletten Abbau der RNA.

OD 254nm

Fraktion 4 , 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 Pe_
PABP ===————

IFR1 9 sns s ... o

RNA

Abbildung 3.25: RNAseA-EDTA Gradient.
Mit 100 ng/pul RNAseA und 20 mM EDTA behandelte Polysomenpraparation von Tag 14
Erythrozyten nach 4 h NoA (10 yM) Inkubation.

Die abgebaute RNA kann im Ethidiumbromidgel in der ersten Fraktion nachgewiesen
werden (Abbildung 3.25). Im Polysomenprofil kdénnen keine Ribosomen oder
Untereinheiten mehr nachgewiesen werden. IFR1 ist von den abgebauten Ribsomen
dissoziiert und im Western Blot nach links in die Fraktionen 1 bis 5 (siehe Kontroll-
Gradient Abbildung 3.20) verschoben. IFR1 kann nur mit intakten Ribosomen oder

Untereinheiten assoziiert sein.
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3.4 Crosslink

Die in den Interaktionsstudien erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass es fir IFR1
bestimmte Bindungspartner wahrend der terminalen Differenzierung geben muss. Eine
andere Moglichkeit, die Assoziation von IFR1 mit anderen Proteinen oder mRNA zu
untersuchen stellt die Methode des Crosslinks dar.

Die vorangegangenen Expressionsstudien zeigen, dass ifr1 mit zu den letzten Genen
in der terminalen Differenzierung zahlt, die Gber cAMP-induziert werden kénnen und
deren Protein damit eine noch nicht erkannte Aufgabe tGbernimmt. Um die Funktion von
IFR1 zu charakterisieren, sollten mogliche Bindungspartner von IFR1 identifiziert
werden. In einem Polysomenpellet ist IFR1 Uber einen Western Blot nachzuweisen. Mit
einen chemischen oder UV-Licht induzierten Crosslink, sollte eine spezifische

Vernetzung von Proteinen oder Nukleinsduren mit IFR1 aufgedeckt werden.

3.4.1 Chemischer Crosslink mit dem Imidoester DMP (Dimethyl
Pimelimidate2HCI)

Im folgenden Versuch sollte IFR1 durch den Crosslinker DMP mit anderen Proteinen
verbunden werden und es sollte ein shift der IFR1 Western Blot Bande in
héhermolekulare Bereiche erfolgen.

Das zweimal Uber ein 30%iges Saccharosekissen aufgereinigte Polysomenpellet
wurde mit 1 mM, 2,5 mM und 5 mM DMP behandelt. Eine Vorbehandlung des
Polysomenpellets mit 0,5 M KCI sollte zeigen, ob die Entfernung von an Ribosomen
assoziierten Proteinen, eine Auswirkung auf die Effizienz des Crosslinks haben kénnte.

Es wurden jeweils 20 ug Gesamtprotein je Spur aufgetragen.

2x UZ-Pellet 2x UZ-Pellet + KCI
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Abbildung 3.26 Western Blot (n=3) eines Chemischen Crosslink mit 1 bis 5 mM DMP und
IFR1 Antikérper. HBS und unbehandeltes Polysomenpellet (Pe, 10 ug) als Kontrolle.
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Bei beiden Polysomenpellets ist die 48 kD IFR1 Bande deutlich erkennbar, die
Intensitat des Chemilumineszenz Signals entspricht der in der Kontrolle aufgetragenen
10 pg Gesamtprotein in der dufRersten rechten Spur (Pe). In den HBS-Puffer Kontrollen
beider Polysomenpellets tritt ein smear auf. Das heil’t, dass der HBS-Puffer, der zur
Loésung des DMP Pulvers verwendet wird, ohne den Crosslinker auch zu
unspezifischen Vernetzungen mit IFR1 fuhrt. Aus diesem Grund wurde in folgenden

Versuchen ein anderer chemischer Crosslinker verwendet.

3.4.2 Chemischer Crosslink mit Hilfe von NHS Estern

Untersucht wurden, wie schon bei den Crosslink Versuchen zuvor, ein zweimal Uber
ein 30%iges Saccharosekissen aufgereinigtes Polysomenpellet und ein einfach
gereinigtes Pellet, welches vor dem Auftrag auf das zweite 30%ige Saccharosekissen,
mit 0,5 mM KCI vorbehandelt wurde. Wie in Abbildung 3.27 A zu sehen, zeigt der
Western Blot in allen Proben bei 48 kD die IFR1 Bande, allerdings nehmen bei beiden
gecrosslinkten Polysomenpellets die Western Blot Signale von 1 mM zu 5 mM DSS
Behandlung stark ab. In der DMSO Kontrolle des Western Blots sind keine
unspezifischen Wechselwirkungen mit IFR1 zu sehen, da in beiden Fallen kein smear
zu erkennen ist und das Signal unverandert stark bleibt. Das Coomassie gefarbte SDS-
Gel (Abbildung 3.27 B) zeigt in der DMSO Kontrolle keinen smear, sondern vereinzelt
Banden, wahrend in den mit DSS behandelten Proben im Gel vermehrt ein smear zu
erkennen ist. Im obersten Teil des Gels ist zudem mehr Protein sichtbar, eventuell
handelt es sich hierbei um durch den Crosslink vernetzte Proteine, die aufgrund ihrer

Groflle nicht mehr ins Gel einwandern konnten.
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Abbildung 3.27 (A) Western Blot (n=3) und (B) SDS-Gel von einem chemischen Crosslink
mit DSS in verschiedenen Konzentrationen (1 bis 5 mM) und DMSO als Kontrolle.
Polysomenpellet ohne Vorbehandlung (= 2x UZ Pellet) und Polysomenpellet mit 0,5 M KCI
vorbehandelt (= 2x UZ Pellet + KCI). Polysomenpellet (Pe) als Positivkontrolle Auftrag 10ug
Gesamtprotein.

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen dem 2x UZ Pellet und dem mit 0,5 M
KCI vorbehandelten Pellet. Dies bedeutet, dass die Behandlung mit KCI keinen
Einfluss auf den Crosslink hat und damit auch keine Bindungspartner von IFR1 mit der
Behandlung wegfallen. IFR1 scheint also nicht mit leicht assoziierten ribosomalen
Proteinen in Wechselwirkung zu stehen.

In Abbildung 3.28 ist die Abnahme des Chemilumineszenz Signals graphisch
dargestellt. Zwischen der Behandlung mit 1 mM DSS und 2,5 mM DSS fallt das
Chemilumineszenz Signal signifikant ab, eine Erhéhung der DSS Konzentration auf 5

mM bringt nur wenig Signalreduktion.
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Abbildung 3.28 Graphik der Western Blot Signale aus Abbildung 3.27.

(A) des chemischen Crosslinks mit DSS in verschiedenen Konzentrationen (1 bis 5 mM).
Polysomenpellet ohne Vorbehandlung (= 2x UZ Pellet) und Polysomenpellet mit 0,5 M KCI
vorbehandelt (= 2x UZ Pellet + KCl).

Durch die Verringerung des IFR1 Signals im Western Blot kann gezeigt werden, dass
IFR1 mit anderen Proteinen vernetzt werden kann, allerdings ist nicht ganz klar, wo
das vernetzte IFR1 wieder zu finden ist. Einzige Erklarung hierfir ware, dass IFR1
durch den Crosslink mit anderen Proteinen so grol wird, dass es nicht mehr ins Gel
einlaufen kann und sich damit im oberen Teil, also im Sammelgel, anhauft. Dies wiirde
auch den leichten smear im Western Blot selber erklaren.

Der chemische Crosslink konnte nur einen Ansatz flir eventuelle Bindungspartner von
IFR1 liefen. Aus diesem Grund wurden weitere Versuche mit dem UV-Crosslink
durchgefihrt.

3.4.3 UV-Crosslink von RNA und Proteinen

Mit Hilfe von ultraviolettem Licht der Wellenldnge 253 nm kdnnen die Heterozyklen von
Basen, also auch von in RNA und Proteinen vorkommenden Basen, spezifisch
angeregt werden und mit benachbarten Molekllen kovalente Bindungen ausbilden.
Durch die UV Bestrahlung eines Polysomenpellets konnte sich darin vorhandenes
IFR1 kovalent mit Nukleinsauren verbinden. Im Western Blot wirde sich dies durch

einen shift der IFR1 Bande nach oben, zu einem héheren Molekulargewicht auern.

3.4.3.1 Quantitativer UV-Crosslink

Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, ob der UV-Crosslink funktioniert, wurde
eine UV-Licht bestrahlte im Vergleich zu einer nicht bestrahlten Polysomenpelletprobe

im Western Blot quantitativ analysiert.

83



Ergebnisse

A K CL K CL K CL MW
[kD]

IFRL - . g s G0 &

B Kontrolle Crosslink

IFR1 o s G S8 GOR 9

Abbildung 3.29 Western Blot mit IFR1 Antikdrper. Quantitative Crosslinks.
Kontrolle K ohne Bestrahlung, Crosslink CL mit 253 nm UV Licht bestrahlt. Auftrag je 10 ug
Gesamtprotein pro Spur.

In Abbildung 3.29 A wurde die Kontrolle K und die UV bestrahlte Polysomenpelletprobe
abwechselnd aufgetragen, in Abbildung 3.29 B erst dreimal die Kontrolle, dann dreimal
die Crosslink Proben, um einen direkten Vergleich der Western Blot Signale zu
erhalten. Die UV Crosslink Proben zeigen ein niedrigeres IFR1 Signal als die
Kontrollen. Der geringe Unterschied der Signale bewegt sich innerhalb der
Standardabweichung und ist fir eine genaue quantitative Bestimmung nicht
ausreichend. Wie bereits publiziert ist der Anteil eines Crosslinks zwischen RNA und
Proteinen oft so gering, dass unser Nachweisverfahren, der Western Blot, nicht sensitiv
genug ist, um so kleine Anderungen im Molekulargewicht oder in der Reduktion von
Banden, nachzuweisen. Aus diesem Grund wurde der UV Crosslink in folgenden

Versuchen qualitativ ausgewertet.

3.4.3.2 Qualitativer UV-Crosslink

Da die quantitative Bestimmung des UV-Crosslinks nicht signifikant war, sollte die
Zunahme des Molekulargewichts durch die entstehenden Vernetzungen qualitativ
beurteilt werden. Durch die Verwendung von mehr Protein im Ausgangsmaterial sollte
erreicht werden, dass hohermolekulare Signale im Western Blot besser detektierbar
werden, unter anderem durch die Entstehung eines diffusen, sich Uber die Spur

ziehenden smears.
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Abbildung 3.30 A Western Blot (n=3) mit IFR1 Antikdrper eines qualitativen Crosslin
Coomassie gefarbtes SDS-Gel.

Aufgetragen wurden die jeweils in den Spuren angegebenen Mengen Proteins von einem
Polysomenpellet.

Im Versuch wurden UV Licht behandelte und nicht behandelte Polysomenpelletproben
mit 25 pg, 37,5 pug und 50 pg Gesamtproteingehalt auf ein SDS-Gel geladen
(Abbildung 3.30 A). Im unteren Teil ist das starke IFR1 Signal zu erkennen, welches
aufgrund der Uberstrahlung keine quantitative Aussage zulasst. Auf Hohe des 66 kD
Markers ist ein smear nachzuweisen der erst ab 37,5 ug eingesetzter Proteinmenge
ein leichter smear erkennen lasst. Ein gut sichtbarer Unterschied in der Intensitat des
smears zeigt sich bei 50 ug Proteinauftrag. Da der Antikérper gegen IFR1 hier bindet,
kann davon ausgegangen werden, dass sich in diesen Spuren IFR1 kovalent an
Nukleinsauren gebunden hat und somit diese diffusen, héhermolekularen Signale
auftauchen.

Mit dem Poly-A-binding-protein (PABP), welches an das poly-A Ende der mRNA bindet
[Munroe und Jacobson 1990], sollte geklart werden, ob IFR1 direkt an RNA bindet.
Nach dem UV-Crosslink und dem anschlieenden Proteintransfer (Auftrag je Spur 37,5
Mg Gesamtprotein), wurde der untere Teil der Membran mit dem starken IFR1 Signal
bei ca. 48 kD abgeschnitten und verworfen. Die restliche Membran wurde in der Mitte
senkrecht auseinander geschnitten und je eine Halfte mit IFR1 Antikdrper oder PABP
Antikorper inkubiert. In Abbildung 3.31 (links) wurde der IFR1 Antikdrper verwendet
und es ist ein leichter smear zu sehen, der bei der vernetzten Probe deutlich starker ist,

als bei der Kontrolle. Der Western Blot mit dem PABP Antikorper (Abbildung 3.31
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rechts) zeigt bei der Crosslinkprobe ein starkes Signal, dass sich fast Uber die ganze

Spur in den héhermolekularen Bereich, bis tber 122 kD, zieht.

IFR1-AK PABP-AK

MW K CL K CL
[kD] - :

122

Abbildung 3.31 Western Blots (n=2) im direkten Vergleich eines UV-Crosslink mit IFR1
und PABP Antikdrper. Auftrag je Spur 37,5 pg polysomale Proteine.

Der Western Blot zeigt nach dem UV-Licht induzierten Crosslink, dass IFR1 RNA-
Bindungspartner hat, allerdings sind die Bindungen nicht so deutlich wie bei dem RNA-
bindenden Protein PABP. Um eventuelle Bindungspartner zu identifizieren missen
weiter Versuche durchgefiihrt werden.
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3.5 Identifizierung potentieller Bindungspartner von
IFR1 mit Far Western Blots von IEF-2D- und AUT-
Gelelektrophorese und MALDI-TOF

Durch die Suche von Interaktionspartnern von IFR1 im Polysomenpellet, wurde durch
die Saccharosegradienten (siehe 3.3) gezeigt, dass IFR1 mit den ribosomalen
Fraktionen assoziiert ist. Die folgenden Versuche sollten mdgliche Bindungspartner

von IFR1 identifizieren.

3.5.1 Identifizierung von IFR1-Wechselwirkungen durch Far
Western Blots

Um Bindungspartner von IFR1 im Polysomenpellet zu identifizieren sollten mit Hilfe des

Far Western Blots Protein-Protein-Wechselwirkungen nachgewiesen werden.

3.5.1.1 Far Western Blot der 2D-Gele nach der IEF

Um zu testen, ob IFR1 mit anderen Proteinen in Wechselwirkung treten kann, sollte mit
Hilfe der IEF eine wesentlich bessere Auftrennung der einzelnen Proteine aus einer
Polysomenpraparation erfolgen. Fir die Analyse von Proteinproben mit der MADLI-
TOF Massenspekirometrie ist eine gute Auftrennung Voraussetzung fir eine
Bestimmung. Die IEF und der Far Western erfolgte wie in Material und Methoden
beschrieben.

Nach der ersten IEF mit IPG-strips von pH 3-11 und dem ersten Far Western wurde
festgestellt, dass sich hauptsachlich im letzen Drittel des strips, also im basischen pH
Bereich, Proteine aus der Polysomenpraparation anreichern. Im ersten, sauren bis
neutralen Drittel konnte ein sehr starkes Signal detektiert werden, welches IFR1 zu

zuordnen ist. IFR1 hat einen berechneten pl von 6,8 (errechnet mit www.expasy.org)

und das erste Drittel des IPG-strips entspricht einem pH Bereich von 3-7 (Daten nicht
gezeigt).

In Abbildung 3.32 A und B, ist nur noch ein Teil des letzen Drittels des im SDS-Gel
aufgetrennten IPG-strips abgebildet, in dem sich die basischen Proteine angesammelt
haben. Es konnten in mehreren Wiederholungen (n=8) des Far Western Blots
insgesamt 12 verschiedene Signale je einem Protein spot zugeordnet werden. Die am
haufigsten vorkommenden und reproduzierbarsten spots waren die so nhummerierten
Proteine 1 bis 3. Diese ausgewahlten Proteine wurden im MALDI-TOF analysiert (siehe
3.5.2.1).
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A pH11 mw B Far Western Blot
" [kD]

Abbildung 3.32 (A) IEF-Gel und der dazugehdrige IFR1 Far Western (B).
Die Zahlen bezeichnen Far Western Signale (B), die nicht eindeutig einem Protein spot im Gel
(A) zuordnen lassen. Es wurden nur Proteine ausgewabhlt, die in mehreren Wiederholungen (n =
4) reproduzierbar zu zuordnen waren. Auftrag: 300 ug Polysomale Proteine.

3.5.1.2 Far Western Blot der 2D-Gele nach der AUT-Elektrophorese

Um eine bessere Auftrennung der Proteine die mit IFR1 im Far Western wechselwirken
kénnen aus der Polysomenpraparation zu erhalten, wurde die Acid-Urea-Triton-X
Gelelektrophorese (AUT) verwendet, eine weitere Moglichkeit Proteine in der ersten
Dimension in Abh&ngigkeit ihrer Ladung zu trennen.

Die AUT-Elektrophorese und der Far Western wurden wie in Material und Methoden

beschrieben durchgefuhrt.

A Laufrichtung AUT R B Far Western Blot

Abbildung 3.33 IFR1 Far Western Blot eine AUT-2D- Gels.

Die Far Western Blot Signale (B) und die entsprechenden Protein spots auf dem Gel (A) sind
jeweils Buchstaben zugeordnet worden. Es sind nur Proteine angegeben, die eindeutig
zuzuordnen sind und bei den Wiederholungen (n=6) reproduzierbar auftraten. Auftrag: 50 ug
Polysomale Proteine
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Das AUT-2D-Gel in Abbildung 3.33 A zeigt Uber 40 Protein spots. Viele davon sind
nicht eindeutig zu zuordnen. Am oberen Rand des Gels ist, zur besseren Orientierung,
eine Spur des AUT-Gels der ersten Dimension aufgelegt. In Abbildung 3.33 B ist der
Far Western abgebildet, auf dem das IFR1 Signal bei 48 kD zu erkennen ist und
zudem noch weitere Signale, alle unterhalb von 33 kD, die mit IFR1 wechselwirken.
Drei der Signale (Buchstaben a-c) lassen sich, nach mehrmaliger Wiederholung (n=6)
des Far Western Blots, eindeutig und reproduzierbar den Protein spots auf dem Gel
zuordnen. Die so bestimmten Proteine a und b wurden im MALDI-TOF analysiert
(siehe 3.5.2.2 MALDI-TOF der Proteine aus den AUT-2D Gelen).

3.5.2 Identifizierung von potentiellen Bindungspartner von IFR1

Mit Hilfe der Massenspektrometrie erfolgte die Identifizierung der Proteine, die mit IFR1
wechselwirken. Durch die IPG-strips und die AUT-Gelelektrophorese konnten
verschiedene Proteine aufgetrennt werden. Davon wurden insgesamt funf ausgewahlt,

die signifikant haufig im Far Western ein Signal ergaben.

3.5.2.1 MALDI-TOF der Proteine aus den IEF-2D Gelen

Die zu identifizierenden Proteine wurden anhand der Haufigkeit ihres Auftretens im Far
Western Blot, der Intensitat ihrer Signale und der Eindeutigkeit der Zuordnung auf den
eindimensionalen SDS-Gelen ausgewahlt. Nach diesen Kriterien wurden die Proteine
1, 2 und 4 ausgeschnitten (Abbildung 3.34 A) und wie in Material und Methoden
beschrieben aus den Gelen mittels Trypsinverdau extrahiert. In Abbildung 3.34 B ist ein
Coomassie gefarbtes 2D Gel nach der IEF zu sehen. Die auszuschneidenden Proteine

sind mit Pfeilen markiert, im Gel daneben sind die ausgeschnittenen Stellen zu sehen.
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Abbildung 3.34 Coomassie gefarbtes IEF-2D-Gel zur MALDI-TOF Analyse.
In Gel A sind die Proteine, die ausgeschnitten wurden, mit Pfeilen und Ziffern markiert. In Gel B
wurden die Gelstiickchen ausgeschnitten. Auftragsmenge 300 ug polysomale Proteine.
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Die massenspektrometrische Identifizierung der Proteine ergab folgendes (Tabelle
3.2):

Tabelle 3.2 Ergebnisse der MALDI-TOF Untersuchung der in der IEF-2D Elektrophorese
ausgesuchten Proteine.

Proteinbezeichnung 1 2 3

Protein nach MALDI- S3a L7a L5

TOF

Spezies Gallus gallus Gallus gallus Gallus gallus
Molekulares Gewicht 29848 Da 39981 Da 34070 Da
Isoelektrischer Punkt 9,74 10,51 9,73

Alle drei identifizierten Proteine konnten dem Haushuhn Gallus gallus zugeordnet
werden. Es handelt sich dabei um Proteine der kleinen (S3a) und der grof3en (L7a und
L5) ribosomalen Untereinheiten. Demnach kommt es zu einer Wechselwirkung

zwischen IFR1 und den hier identifizierten ribosomalen Proteinen.

3.5.2.2 MALDI-TOF der Proteine aus den AUT-2D Gelen

Mittels der Haufigkeit ihres Auftretens im Far Western Blot, der Intensitat ihrer Signale
und der Eindeutigkeit der Zuordnung auf den eindimensionalen SDS-Gelen wurden die
zu identifizierenden Proteine ausgewahlt. Es wurde darauf geachtet, dass nur Signale
ausgewahlt wurden, die eindeutig nur einem einzigen Protein spot zugeordnet werden
konnten.

Fir die AUT-2D Elektrophorese wurden die Proteine a und b ausgeschnitten und
identifiziert.

A Laufrichtung AUT-Gel - MW B Laufrichtung AUT-Gel
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Abbildung 3.35 Coomassie gefarbtes AUT-2D-Gel zur MALDI-TOF Analyse.
In Gel A sind die Proteine, die ausgeschnitten wurden, mit Pfeilen und Buchstaben markiert. Gel
B nach dem Ausschneiden der Gelstiickchen. Auftragsmenge 50 ug polysomale Proteine.
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Tabelle 3.3 Ergebnisse der MALDI-TOF Untersuchung der in der AUT-2D Elektrophorese
ausgesuchten Proteine.

Proteinbezeichnung a b

Protein nach MALDI-TOF L8 L13

Spezies Xenopus laevis Gallus gallus
Molekulares Gewicht 26995 Da 24381 Da
Isoelektrischer Punkt 11,12 11,75

Die identifizierten Proteine konnten dem Haushuhn Gallus gallus und Xenopus laevis
zugeordnet werden. Bei den potentiellen Bindungspartnern von IFR1 handelt es sich
um Proteine der grofRen (L7a und L5) ribosomalen Untereinheit. Durch die MALDI-TOF
und den Far Western konnte eine Wechselwirkung zwischen IFR1 und den hier

identifizierten ribosomalen Proteinen bestatigt werden.

3.5.2.3 Sequenzvergleiche der IFR1 Bindungspartner
Durch die MALDI-TOF Untersuchung der in den Far Western Blots gefundenen IFR1

Bindungspartnern konnten funf verschiedene ribosomale Proteine eindeutig bestimmt
werden.
Bei allen funf potentiellen IFR1 Bindungspartner wurden die Primarstrukturen paar

weise mit Hilfe des Dotplotverfahrens (http://expasy.org/tools/) auf Ahnlichkeiten hin

untersucht. Da keines der untersuchten Paare besondere Sequenzahnlichkeiten
zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass IFR1 keine bestimmten Motive der
Priméarstruktur erkennt. Wahrscheinlicher ist, dass |IFR1 Sekundar- oder

Tertiarstrukturen erkennt.
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4 Diskussion

4.1 Die erythroide IFR1 und TOB Expression ist

abhangig vom Entwicklungsstadium

Dragon et al. konnten 2002 bereits zeigen, dass die Expression von ifr1, tob und fos
mRNA (ber den cAMP-Signalweg in mit Noradrenalin stimulierten Erythrozyten von
Tag 11 Huhnerembryos induziert wird. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die
Proteinexpression von IFR1 und TOB in primitiven und definitiven Erythrozyten

genauer untersucht.

4.1.1 Primitive Erythrozyten

In primitiven Erythrozyten des 5. Entwicklungstages ist die IFR1 und TOB
Proteinexpression (Erythroblasten mit Zellteilungsaktivitat, geringerem
Hamoglobingehalt, hohem RNA-Gehalt [Baumann, 1986]) unter dem Einfluss von NoA
nur schwach induzierbar, obwohl nach 4-stiindiger NoA Inkubation bereits eine
deutliche Erhéhung der ifr1- und tob-mRNA Expression (Abbildung 3.1) nachweisbar
ist [Dragon, 2002]. Ahnliches gilt fir die friihesten definitiven Erythrozyten in der
Zirkulation (Tag 7-8; postmitotische Erythroblasten mit geringem Hamoglobingehalt):
Auch sie kénnen die IFR1 Expression nach NoA-Zugabe kaum induzieren (Abbildung
3.2). Im Gegensatz dazu ist FOS in allen Stadien, auch in primitiven Erythrozyten,
induzierbar. Die ca/l mRNA kann in Tag 5 Erythrozyten bei einer in vitro Inkubation mit
NoA ebenfalls exprimiert werden [Dragon, 2001], wahrend in vivo die Induktion der
CAIl Synthese durch Hypoxie erst ab Tag 7 festgestellt wurde [Baumann, 1986].

InTabelle 4.1 ist eine Ubersicht der Induzierbarkeit der RNA und der Proteine in

verschieden Entwicklungsstadien der Erythrozyten dargestellit.

92



Diskussion

Tabelle 4.1: cAMP-induzierte Transkription und Translation von Erythrozyten des
Huhnerembryos verschiedener Entwicklungstage. Alle Erythrozyten wurden fir 4h mit 1uM
NoA induziert.
Entwicklungsstand Erythrozyten Tag 5 Tag7/8 Tag 11 Tag 19
primitive &
frihe mittlere spate
primitive definitive definitive definitive
Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten

mRNA Protein

mRNA Protein

mRNA Protein

mRNA Protein

TKund TL unterschiedlich reguliert bei:

IFR1 + n.b. () + + + +
TOB + n.b. - + + + +
CAll + n.b. + + + + n.b.
TK unterschiedlich reguliert bei:

P5SN - - + +

HSP70 aus [Dragon, 2001] - n.b. + n.b.

TK gleichbleibend reguliert bei:

FOS + | + n.b. | + + | + + | +

n.b. nicht bekannt, + wird gebildet,
Transkription, TL = Translation

(+) wird gering gebildet, - wird nicht gebildet, TK =

In der Literatur wurde in Kaninchen-Retikulozyten ein Translationssilencing-
Mechanismus flir die erythroide 15-Lipoxygenase beschrieben. Die 15-LOX mRNA
kommt dort als ein freies zytoplasmatisches mMRNP (messenger Ribonukleoprotein)
vor, das translational inaktiv ist [Thiele, 1982]. Sie wird nach ihrer Transkription bis zu
ihrer Aktivierung als inaktive Form in den Erythroblasten gelagert. Die Synthese der
Lipoxygenase findet nur in den reiferen Retikulozyten statt die das periphere Blut
erreicht haben, nicht in Erythroblasten oder in den frihen, sehr jungen Stadien der
Retikulozyten [Thiele, 1979].

Diese Art der Translationshemmung konnte auch erklaren, weshalb in den unreifen
erythroiden Zellen die mRNA von ifr1, tob und cal/l zwar vorhanden ist, aber kein
Protein nachgewiesen werden kann. Die in primitiven Erythrozyten benétigten Proteine
mudssen in ausreichender Menge zur Verfigung gestellt werden, da diese
teilungsfahigen Zellen eine hohe Transkriptions- und Translationsaktivitat besitzen, und
ihre DNA replizieren mussen. Durch den mdglichen hemmenden Einfluss von IFR1,
TOB und CAII, kénnte die Reifung der primitiven erythroiden Zellen negativ beeinflusst
werden. Eine andere Erklarung fir die fehlende Proteinsynthese von IFR1, TOB und
CAIl in den jungen, primitiven Erythrozyten kdénnte auch sein, dass diese Proteine in
den primitiven Erythrozyten keine Funktion Gbernehmen, sondern erst in den spateren
Stadien der Embryoentwicklung, z.B. beim Eintreten der entwicklungsbedingten

Hypoxie.
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4.1.2 Definitive Erythrozyten

Im Gegensatz zur fehlenden Translation von IFR1, TOB und FOS in primitiven
Erythrozyten sind die drei Proteine in definitiven, embryonalen Erythrozyten
(Inkubationstag 11) transient exprimiert. Allerdings zeigen sie nach der Induktion mit
NoA eine unterschiedlich lange Verweildauer und Stabilitdt (Abbildung 3.3 und
Abbildung 3.10) und ihre zugehdérige mRNA hat zu verschiedenen Zeitpunkten ein
Maximum (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2 Ubersicht der mRNA und Proteinmaxima der Kurzzeit- und
Langzeitinkubation von IFR1, TOB und FOS in NoA-induzierten Tag 11 Erythrozyten

TOB mRNA [h] Protein
leichter Anstieg 2 Maximum
Maximum 4-8 Abnahme
Abnahme 12-24 Abnahme; kein Protein bei 24 h
IFR1 mRNA [h] Protein
leichter Anstieg 2 Leichter Anstieg
Maximum 4-12 Anstieg; Maximum bei 8-12h
- 24-48 Abnahme
FOS mRNA [h] Protein
Maximum 2 Anstieg
Langsame Abnahme 4 Maximum
Abnahme 8-24 Abnahme

Auffallig ist, dass TOB Protein abgebaut wird, obwohl die mRNA von TOB noch an
Menge zunimmt, wahrend bei IFR1 Gen- und Proteinexpression parallel verlauft. Bei
FOS geht ein mRNA-Maximum bei 2 Stunden dem Proteinmaximum bei 4 Stunden
voran. Es gibt in den definitiven embryonalen Erythrozyten also eine zeitlich
aufeinander abgestimmte Induktion der mRNA und der Proteinexpression durch cAMP.
Werden NoA-stimulierte Tag 11 Erythrozyten mit dem (-adrenergen Rezeptor
Antagonist Propranolol versetzt, so werden alle drei Proteine nur gering exprimiert
(Abbildung 3.3). Dies hangt damit zusammen, dass die Genexpression von ifr1, tob
und fos mit Propranolol fast komplett inhibiert werden kann [Dragon, 2002] und somit
nur eine minimale Proteinsynthese stattfindet. Durch die Blockierung der 31- und (2-
adrenegen Rezeptoren mit Propranolol, kann NoA nicht mehr an die Rezeptoren
binden, der cAMP-Signalweg wird gehemmt und es erfolgt keine Transkription der drei
mRNAs [Dragon, 2002].

Mit den Adenosin A2-Rezeptoragonisten CPCA und Forskolin (Abbildung 3.4), einem
direkten Aktivator der Adenylatcyclase, konnen IFR1, TOB und FOS in definitiven
Erythrozyten induziert werden. Das Ergebnis stellt klar, dass das cAMP-Signal flr die
Induktion notwendig ist, wie Dragon et al. 2002 bereits bei der Transkription von ifr1,

tob und fos in erythroiden Zellen zeigen konnten.
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Fur eine Beteiligung des klassischen Signalstransduktionsweges uber die cAMP-
aktivierte Proteinkinase A spricht, dass die NoA-abhangige Induktion von
IFR1/FOS/TOB durch den Proteinkinase A-spezifischen Inhibitor H89 komplett
aufgehoben werden kann, wenn er dem Inkubationsmedium zugegeben wird
(Abbildung 3.4).

Damit ist klar, dass die Translation von IFR1, TOB und FOS in definitiven Erythrozyten
durch die hormonelle Induktion mit NoA Uber die Signalkaskade cAMP — PKA —
CREB-Phosphorylierung — Transkription ablauft.

Der Signalweg wird physiologisch bedeutsam, wenn im Embryo hypoxiebedingt
Adenosin und Noradrenalin freigesetzt werden. Durch die Ausschittung des
Stresshormons NoA und der damit einhergehenden vermehrten Synthese von cAMP
konnte eine Beschleunigung der Differenzierung ausgelést werden, die zu einer

schnelleren Reifung der definitiven Erythrozyten flhrt.

4.1.3 Spate definitive Erythrozyten

Auch in den spaten definitiven Erythrozyten von Tag 17 bis Tag 19 (Abbildung 3.7)
fuhrt das NoA-bedingte Stresssignal zur Transkription der ifr1, tob und fos mRNA, die
dann in Protein Ubersetzt wird. Selbst in fast ausdifferenzierten Erythrozyten des 19.
Entwicklungstages kann die IFR1-Expression durch NoA noch deutlich induziert
werden, obwohl in der spaten terminalen Differenzierung der Kern der definitiven
Erythrozyten kondensiert [Bruns und Ingram, 1973], die Proteinsynthese abnimmt
(einige Ribosomen bleiben erhalten) und die Zellen sich auf ihre letztendliche
Hauptaufgabe vorbereiten, dem Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidtransport. Selbst so
spat ist eine Hemmung der NoA induzierten Proteinsynthese durch Propranolol oder
Actinomycin D moglich (Abbildung 3.7). Da Actinomycin D die DNA-abhangige RNA-
Polymerase blockiert, kommt es zu einem mRNA- und Proteinabfall. Die mdgliche
Blockierung der Induzierung mit Actinomycin D in Tag 19 Erythrozyten weist darauf hin,
dass sowohl IFR1, als auch TOB und FOS unter den letzten Genen sind, die
transkribiert und reguliert werden, bevor der Kern wahrend der abschlielenden
erythroiden Reifung inaktiviert wird.

Interessanterweise steigt, parallel zur dieser induzierbaren Expression von IRF1, TOB
und FOS, im letzten Drittel der Embryonalentwicklung die CAII-Aktivitat im
Huhnererythrozyten zusammen mit der ca// mRNA an [Dragon 2003]. Dies hangt damit
zusammen, dass ab dem 13. Tag der Embryonalentwicklung NoA im Plasma ansteigt
(Abbildung 1.4) und damit die Gen- und Proteinexpression von CAIll gesteigert wird.
Dieser Anstieg dient dazu, die negativen Effekte der Hypercapnie auf den pH Wert des

Blutes und auf die Hamoglobin Sauerstoff Affinitdt zu minimieren [Birchard und Black,
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1986]. Diese Anpassung ist fir den Embryo Uberlebenswichtig. Allerdings ist die ca//
mRNA Menge in der RT-PCR von Tag 19 Erythrozyten sehr gering, da die definitiven
Erythrozyten bis zu diesem Tag genugend CAIlI bilden konnten.

4.2 Mdgliche Funktionen der induzierten Proteine

Sowohl fir IFR1 als auch fir TOB wurden in der Literatur verschiedene Funktionen
beschrieben, die einen Zusammenhang zwischen der terminalen Differenzierung und
der Induzierbarkeit von IFR1 und TOB bestatigen.

Im System der definitiven Erythrozyten ist TOB ein kurzlebiges Protein. Fur TOB
konnte bereits nachgewiesen werden, dass es zum einen sehr labil ist [Varnum, 1994]
und dass es Uber Proteasomen abgebaut wird [Sasajima, 2002]. Es gehdrt zur Familie
der APRO Proteine [Matsuda, 2001] die mit einigen zellularen Signalsystemen in
Verbindung gebracht werden, wie z.B. Tyrosin-Rezeptor-Kinasen [Matsuda, 1996],
Rezeptor-Serin-Kinasen [Yoshida, 2000] und Cyclin-abhangige Kinasen [Inamdar,
1996]. TOB unterdriickt dabei ein mitogenes Signal, indem es an die Komponenten
(ErbB2, Smad1, 5 und 8, Caf1) des Signalwegs bindet.

Zudem verstarkt es die mRNA-Deadenylierung in Saugerzellen, indem es zur gleichen
Zeit an den CCR4-CAF1-Nuklease Komplex [Ezzeddine, 2007] und an
zytoplasmatisches Poly(A)-bindende Protein binden kann [Ezzeddine, 2007; Okochi,
2005]. Von Mauxion et al 2008 gezeigt werden, dass BTG2, ein Mitglied der BTG/TOB
APRO-Proteinfamilie, ein allgemeiner Aktivator der mRNA-Deadenylierung ist. Es ist
bekannt, dass die Deadenylierung der erste und wichtigste Schritt ist, der den mRNA-
Abbau in Saugerzellen auslost [Meyer, 2004; Parker und Song, 2004]. Die
ausschliel3liche Lokalisation von TOB im Zytosol und die nicht nachweisbare Bindung
an Ribosomen ist aullerdem eine ideale Voraussetzung fur seine Funktion als
Bindungspartner von Ccr4/Caf1 und PABP.

Eine mogliche Erklarung fur die Beschrankung der TOB-Proteinexpression auf die
post-mitotische Phase der Reifung von Erythrozyten kénnte die Eigenschaft der TOB-
Proteinfamilie sein, die Zellproliferation zu inhibieren und als Repressor der
Transkription zu dienen [Jia und Meng, 2007]. Zudem kommt es durch TOB in der
spaten Differenzierung zu einem schnelleren Abbau von kurz zuvor synthetisierten
mRNAs um eine schnelle Installierung eines neuen Genexpressions Programms zu
vereinfachen [Mauxion, 2008].

IFR1 wird als Regulator der neuronalen Differenzierung in der Chromaffinen Zelllinie
PC12 der Ratten [Tirone und Shooter, 1989] und als positiver Regulator wahrend der

Muskeldifferenzierung in der C2C12 Myoblastenzelllinie der Maus [Guardavaccaro,
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1995] beschrieben. Zudem stellten Vadivelu et al 2004 eine regulatorische Rolle von
TIS7 (=IFR1) wahrend der Muskelregeneration in adulten Mausen fest. IFR1 ist meist
an verschiedenen Differenzierungsprozessen beteiligt und konnte auch in den
definitiven Erythrozyten des Hihnerembryos eine Rolle bei der terminalen
Differenzierung spielen.

Eine mdgliche Erklarung fur die Induzierbarkeit in so einem spaten Reifungsstadium
der Erythrozyten ware, dass IFR1 und TOB die Translation von mRNA in der
terminalen Differenzierung herab setzen oder hemmen und damit die letzte Phase der
Differenzierung unterstiitzen. So kénnte die verbleibende Translationsmaschinerie flir
die letzten, wichtigen noch zu translatierenden mRNAs zur Verfligung steht um somit
die Differenzierung voranzutreiben.

Im System der spaten terminalen Differenzierung konnte TOB in Huhnererythrozyten
dazu beitragen, dass ein Teil der zu translatierenden mRNAs erst deadenyliert und
dann abgebaut wird und damit den Abschluss der Differenzierung voranzutreiben,
indem es die Translation der mRNA einiger spat exprimierter Gene hemmt. Gegen
Ende der Differenzierung ist der mRNA Pool relativ klein, da nur noch sehr wenige
Proteine synthetisiert werden. Uber den TOB-Impuls kénnte es zum unspezifischen
Abbau von mRNA und damit zu einer Verschiebung im translatierten mRNA Pool
kommen, bei der stabilere mRNA weiterhin translatiert werden kann, wahrend unstabile
mRNA schneller abgebaut werden. TOB wirde so Uber die Verdanderung des mRNA
Pools indirekt die Proteinsynthese beeinflussen. Dies kdénnte auch erklaren, warum
IFR1 in den spaten Tagen der Differenzierung immer noch Gber NoA induziert werden
kann. Es kénnte einen noch ungeklarten Mechanismus geben, der Uber die kurzzeitige,
instabile TOB Expression die Differenzierung steuern kann. Allerdings ist noch nichts
Genaueres bekannt (Uber die Regulierung der letzen Schritte des

Differenzierungsprogramms, das in embryonale Erythrozyten in Gang gesetzt wird.

4.3 Stabilitat von TOB und IFR1

In den Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass TOB ein instabiles Protein ist, das
nach 2 Stunden Inkubation mit NoA wieder abgebaut wird. Es kann aber, wie erwartet,
durch die Zugabe des Proteasominhibitors MG132 stabilisiert werden, da es Uber das
Proteasom nicht mehr abgebaut wird [Sasajima, 2002]. Im Gegensatz zu TOB kann bei
IFR1 nicht dieselbe Wirkung beobachtet werden, sondern das sehr stabile Protein,
welches seine maximale Expression erst nach 8 Stunden zeigt (Abbildung 3.10),
akkumuliert paradoxerweise bei der Zugabe von MG132 ins Medium weniger stark.

Dies ist sowohl nach 4-stindiger NoA Stimulierung in Erythrozyten des 5. bis 11.
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Entwicklungstages zu sehen (Abbildung 3.2) als auch nach 16-stindiger NoA
Stimulierung in Tag 11 Erythrozyten (Abbildung 3.5). Auch bei CAIl kommt es durch
Zugabe von MG132 zu einer Hemmung der Translation.

Es kann also beobachtet werden, dass mit MG132 TOB angereichert wird, und
langsam ansteigende Proteine wie IFR1 gehemmt werden. Werden definitive
Erythrozyten des 11. Entwicklungstages flir 16 Stunden ohne MG132 mit NoA
stimuliert, kommt es wie erwartet nach 2 Stunden zum Abbau von TOB und zur
Akkumulation von IFR1 (fur CAIIl liegen keine Daten vor). Auch eine folgende 24-
stiindige NoA + MG132 Inkubation flhrt nicht zum erkennbaren Abbau von IFR1,
vielmehr wird IFR1 aufgrund seiner Stabilitdt nach der langen Inkubationsdauer von 40
Stunden langsam abgebaut.

Eine mogliche Erklarung ware, dass die Anhaufung von TOB in definitiven Erythrozyten
durch die Verstarkung der Deadenylierung [Ezzeddine, 2007] zum vermehrten Abbau
von mRNA und damit offensichtlich zur Inhibition der Translation von CAIl und IFR1
fuhrt. Die kurzzeitige, transiente TOB Expression kénnte ein wichtiger Faktor fir die
effiziente CAll- und damit auch fiir die IFR1-Synthese oder Regulation dieser Gene
sein. Fur TOB wurde nachgewiesen, dass es in T-Lymphozyten durch die Bindung an
PABP als Translationsrepressor der Zellspezifischen IL-2 mRNA agiert [Okochi, 2005].
So konnte die kurze Expression von TOB unter normalen Inkubationsbedingungen die
Beschleunigung des Abbaus der zellularen mRNA hervorrufen und damit als eine Art
LAktivator® flr die schnelle Umorganisation der Genexpression von IFR1 und CAllI

dienen.

4.4 TOB ist im Zytosol lokalisiert, IFR1 wandert vom

Zytosol in den Kern

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IFR1 und TOB in definitiven Erythrozyten
unterschiedlich lokalisiert sind. TOB wird im Zytosol nachgewiesen und ein Teil von
IFR1 wandert nach 16-stlindiger Inkubation mit NoA vom Zytosol in die Fraktion, die
den Zellkern enthalt (Abbildung 3.12). Diese Erkenntnisse vervollstandigen die
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe von 2007 [Steiner, 2007], in denen eine zytosolische
Lokalisation fiur IFR1 und TOB wahrend der Kurzzeitinkubation von 6 Stunden
beschrieben wurde. In der Literatur wurde zudem sowohl fir TOB [Jia, 2007] als auch
fur IFR1 [Vietor, 2002] in nicht-erythroiden Zellen ein Vorkommen im Zytoplasma und
im Kern beobachtet. Der Transkriptionsfaktor FOS, der als eindeutiger Kernmarker
dient (Abbildung 3.12), bindet an AP-1 Bindungsstellen als Heterodimer mit anderen

Aktivatoren (z.B. Jun und Maf) der Transkription [Angel, 1991].
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Definitive embryonale Hihnererythrozyten exprimieren nur noch wenige Gene, die mit
der terminalen erythroiden Differenzierung abgeschaltet werden. Die Abschaltung
eines Gens wird begleitet von Deacetylierungen der gebundenen Histone in der
jeweiligen Genregion [Mutskov, 2004.]. Auch in Hdhnererythrozyten wurde fiir die
HDAC1 [Li, 1996] gezeigt, dass sie einen festen kernassoziierten und einen
zytosolischen Anteil hat.

Wie gezeigt werden konnte, ist IFR1 wahrend der terminalen Erythrozytenreifung 12-24
Stunden nach der Stimulierung mit cAMP teilweise kernlokalisiert. Innerhalb dieser Zeit
kommt die Induktion einiger cAMP-abhangiger Gene, wie call und ifr1, zum Stillstand
bzw. einige Gene, darunter tob, fos, hsp70 und p5n, die herunterreguliert werden.

Eine mdgliche Erklarung dafiir ware, dass IFR1 an dieser terminalen Genabschaltung
beteiligt sein kénnte. So koéonnte IFR1 in embryonalen Huihnererythrozyten eine
Funktion als ,Gen-Silencer® haben, und damit wirde das cAMP-Signal eine neue
reifungsbeschleunigende Funktion haben, die im Kontext des HUhnerembryos eine
adaptive MaRnahme an Hypoxie darstellen wirde.

Lokalisierungsstudien in PC12-Zellen und in einer epithelialen Brustdrisenzelllinie der
Maus zeigten eine Umverteilung von IFR1 vom Zytosol zur Plasmamembran nach
hormoneller Stimulation und eine allmahliche Akkumulation von IFR1 im Kern [Dragon,
2003; Hebbes, 1988]. Dieses Ergebnis weist IFR1 eine mogliche Verbindung zwischen
membranstandigen Rezeptorsignalen und der Transkriptionsregulation zu.

In der epithelialen Brustdriisenzelllinie konnte IFR1 erstmals eine spezifische Funktion
zugewiesen werden, die auch fir terminal differenzierende Erythrozyten in Betracht
kame [Vietor, 2002]: IFR1 bindet und aktiviert in diesen Zellen die Histondeazetylase1
des SIN3-Komplexes und hemmt in Folge die Expression einer Reihe von Genen. Im
Kern der definitiven Erythrozyten konnte demnach IFR1 mit DNA-gebundenen
Histonen in Kontakt kommen und dort als Signal fir die HDAC1, d.h. als
Histondeazetylase-Aktivator dienen.

Da es bei der terminalen erythroiden Differenzierung schlussendlich zur
Transkriptionshemmung aller noch aktiven Gene kommt, kénnte das IFR1-Protein an
der Hemmung einiger Gene beteiligt sein. Damit wirde also cAMP in embryonalen
Erythrozyten nach einem starken ,On-Signal® fir Gene (evtl. Histonazetylierungen
durch Phospho-CREB) mdglicherweise Uber die Induktion von IFR1 ein zeitlich
versetztes ,Off“-Signal far die Transkription von Genen liefern
(Histondeazetylierungen).

Neben IFR1 und TOB wird auch die Pyrimidin-5'-Nukleotidase durch Noradrenalin und
Adenosin in definitiven Erythrozyten induziert [Dragon, 1998; Mass, 2003]. Das

Schlusselenzym des Pyrimidinstoffwechsels, ist an der Einstellung der
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Pyrimidinnukleotidkonzentrationen von UTP und CTP, und damit an der Einstellung der
O,-Affinitdt des Hamoglobins beteiligt [Dragon, 1998]. In zirkulierenden embryonalen
Huhnererythrozyten findet wahrend der Differenzierung ein massiver Abbau der
ribosomalen RNA statt (Baumann, 2003.). Daher ist es wahrscheinlich, dass die
Nukleotide, die sich in embryonalen Erythrozyten anreichern, aus dem RNA-Abbau
stammen. Abbauende Enzyme, wie die Pyrimidin-5'-Nuleotidase, entscheiden dariber,
ob die Mononukleotide aus dem RNA-Abbau im Erythrozyten verbleiben und zu
Trinukleotiden phosphoryliert werden, oder ob sie - dephosphoryliert zu Nukleosiden -
die Zelle verlassen. Zeitgleich mit der Pyrimidin-5‘-Nuleotidase wird auch IFR1 in NoA
stimulierten definitiven Erythrozyten, tGber den cAMP Signalweg, hoch reguliert.

So konnte die Aufgabe des zytosolischen, hoch regulierten IFR1, ahnlich der Rolle der
Pyrimidin-5‘-Nuleotidase die am RNA Abbau beteiligt ist, darin bestehen, dass IFR
verstarkend auf die Proteinacetylierung wirkt und somit zum Abbau der ribosomalen
RNA beitragen, oder aber durch seine Bindung an die Ribosomen diese als Ziel fiir den

Abbau markieren.

4.5 Knock-down der Genexpression von ifrl in

definitiven Erythrozyten

In dieser Arbeit konnte keine ausreichendes silencing der IFR1 mRNA erreicht werden.
Es konnte zwar mit DMRIE-C eine Transfektion in Tag 14 Erythrozyten gezeigt werden,
allerdings kam es nicht zu einem vollkommenen Ausschalten von ifr1.
Interessant ware ein 90-100%iger knock down der ifri mRNA, da so Gene, deren
steady-state-Level sich durch die IFR1-Expressionshemmung stabilisieren lassen, auf
ihre Transkription- und Translationssaktivitat hin untersucht werden kénnten. Auch die
Auswirkungen auf die zuletzt exprimierten Proteine wie TOB und CAIl, oder deren
mRNAs kénnte nachgewiesen werden.
Trotz Optimierung der Anleitung von Suspensionszellen war die Transfektion der
Erythrozyten ein Problem, da es sich dabei nicht um teilende Zellen handelt, sondern
um post-mitotische, definitive Erythrozyten, und alle sich bisherigen in der Literatur
beschriebenen Transfektionen auf sich teilende, adharente- oder Suspensions-Zellen
beschrankten.
Durch die NoA Induktion wurde die mRNA Expression der Erythrozyten erhdht.
Deshalb schien die eingebrachte siRNA nicht auszureichen, um die durch NoA
induzierte ifrf mRNA zu silencen. Zudem hatten fiir ein effizientes silencing mehrere
siRNAs ausgetestet werden missen, um die Kreuzreaktivitat der verwendeten siRNA
auszuschlieRen.
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Ein weiteres Problem war die Stabilitdt der Transfektion, die flr Erythrozyten nicht
bekannt ist, obwohl es ausreicht die siRNA selbst in die Zelle zu bringen, um transient
den RNAI-Effekt zu initiieren [Elbashir, 2001]. Durch die verwendeten Liposomen trat
eine starke Hamolyse auf, die in der 4h NoA Kontrolle nicht festgestellt wurde. Deshalb
konnte nicht sichergestellt werden, ob der erzielte knock-down durch die transfizierte
siRNA zustande kam.

Versuche in Tag 11 Erythrozyten nach 4 Stunden ohne NoA Zugabe kdnnten eventuell
klaren, ob die relativ geringe Menge an mRNA (Abbildung 3.15) so gesilenct werden
konnte, dass es auf mRNA Ebene zu keinem Signal mehr kommt.

Wenn IFR1, wie vermutet, an ribosomale Proteine binden kann und damit die
Translation von anderen Proteinen beeinflusst, kénnte durch das silencing geklart
werden, ob es zu einer besseren oder schlechteren Translation anderer Proteine
kommt und die Funktion von IFR1 in der terminalen Differenzierung von Erythrozyten

konnte aufgedeckt werden.

4.6 IFR1 ist in definitiven Erythrozyten mit Ribosomen

assoziiert

Wahrend TOB in den I6slichen Fraktionen des linearen Saccharosegradienten wieder
zu finden ist, ist IFR1 im Gegensatz dazu mit den ribosomalen Fraktionen im
Saccharosegradienten assoziiert ist (3.3.4). Die Bindung von IFR1 an Ribosomen ist
sehr stark und wird oft nur mit den Ribosomen im Gradientenprofil verschoben. So
kann durch die Behandlungen mit KCI davon ausgegangen werden, dass IFR1 nicht an
polysomengebundene Proteine assoziiert ist, die bei 0,5 M KCI abdisoziieren, sondern
mit intrinsischen, ribosomalen Proteinen, da es sich bei 0,9M KCI mit in die vorderen
Fraktionen verschieben lasst. Die durch die EDTA-Behandlung hervorgerufene
Dissoziation der 80s-Ribosomen in die 40s- und 60s-Untereinheiten konnte aufzeigen,
dass IFR1 mit einer oder beiden Untereinheiten wechselwirkt. Zudem konnte die
RnaseA Behandlung klaren, dass die Hydrolyse der mRNA die Bindung von IFR1 nicht
beeinflusst und damit IFR1 nicht an die mRNA gebunden ist. Erst bei einem kompletten
Abbau der RNA durch EDTA und RnaseA 16st sich IFR1 von den Ribosomen und wird
frei 16slich.

Die Bindung von IFR1 an Ribosomen und sein Vorkommen im Zytoplasma weisen auf
eine mogliche Funktion von IFR1 hin. So sind Ribosomen, wie 90% der
Saugerproteine, N°terminal acetyliert [Driessen, 1985] und die Deacetylierung dient

als ein Signal fur den Abbau von Proteinen. AuRerdem sind Histondeacetylasen, wie
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HDAC1, in der Lage, auch andere, nicht-Histon Proteine zu acetylieren [Yoshida,
2003].

In diesem Zusammenhang konnte IFR1 der Protein- oder Histondeacetylase als Signal
dienen, damit die ribosomale RNA deacetyliert und damit abgebaut werden kdnnte.

Im Gegensatz zu TOB akkumuliert IFR1 in NoA-induzierten definitiven Erythrozyten
Uber einige Stunden hinweg (Konzentration von ~2,7 uM in Tag 11 Erythrozyten
Abbildung 3.14) und findet sich in den ribosomalen Fraktionen wieder (siehe 3.3.4),
bevor es nach 24 Stunden langsam abgebaut wird (Abbildung 3.11). Mit einer
ungefahren Schatzung des Ribosomengehalts von Tag 11 Erythrozyten von 0,8 — 1,5
umol/l Erythrozyten, basierend auf 380 — 660 pg extrahierte RNA pro 10° Erythrozyten;
MCV = 180 fl, MWirna = 2280 kD [Romanoff, 1967; Dragon und Baumann, 2003;
Loening, 1968], konnte ein ungefahres Verhaltnis von mindestens einem IFR1 Moleklil
pro Ribosom ausgerechnet werden. Die Haufigkeit von IFR1 und die nachgewiesene
ribosomale Lokalisation legen nahe, dass IFR1 einen hauptsachlichen Effekt auf das
Translationssystem haben muss. Unterstitzt wird diese These durch die mittels 2D-
Gelelektrophorese, Far Western Blot und MALDI-TOF Massenspektrometrie
gefundenen Bindungspartner. Es handelt sich dabei um die ribosomalen Proteine L7a,

L8, L13 und S3a (siehe 3.5), die Uber IFR1 miteinander verbunden sein kbénnten.

4.7 Potentielle Bindungspartner von IFR1

4.7.1 Intermolekulare  Wechselwirkungen von IFR1 mit
Proteinen

Die verschiedensten chemischen Crosslinker werden eingesetzt, um intramolekulare
oder intermolekulare Protein Interaktionen zu untersuchen. Die Verwendung von
homobifunktionellen Crosslinkern, die an beiden Seiten die gleiche reaktive Gruppe
tragen und Uber eine Kohlenstoffkette miteinander verbunden sind, hat den Vorteil,
dass identische funktionelle Gruppen von Proteinen miteinander verbunden werden.
Ein Nachteil ist sicher, dass sie eine groRe Anzahl von undefinierbaren Produkten
hervorrufen kénnen [Avrameas, 1969].

Mit der Hilfe von DSS und DMP sollte ein intermolekulares Crosslinking stattfinden, um
damit Protein-Protein-Wechselwirkungen aufklaren zu kénnen. Um die Menge an
Crosslink Produkt abschatzen zu kénnen und um die Reaktionskonditionen zu
optimieren, wurde eine eindimensionale SDS-PAGE und ein anschlieRender Western
Blot mit IFR1 Antikdrper durchgefihrt.
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In dem mit DMP durchgeflhrten Crosslink kam es nicht, wie erwartet durch die
Bindung von Proteinen an IFR1 zur Bildung einer hohermolekularen Bande, sondern
nur zu einem Proteinschmier, der allerdings auch in der Kontrolle mit HBS-Puffer (20
mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,4) sichtbar wurde. Trotz der geringen Kreuzreaktivitat
kam es nicht zur Bildung von spezifischen Bindungen. Der auftretenden Schmier in den
Spuren des Western Blots konnte nicht erklart werden (Abbildung 3.26).

Da mit DSS in Saccharomyces cerevisiae mittels Protein-Protein Crosslink die
raumliche Ausrichtung von Proteinen innerhalb der 40s ribosomalen Untereinheit
geklart werden konnte [Yeh, 1986], wurde dieser Crosslinker flir weitere Versuche
verwendet. Es kam zu keinem Shift der IFR1-Bande im Western Blot, allerdings kam
es zu einer Reduzierung der IFR1-Bande mit ansteigendem Crosslink- Reagenz und
zu keiner Reaktion mit der DMSO Kontrolle. Das Ergebnis in Abbildung 3.27 A zeigt,
dass IFR1 mit Proteinen aus dem Polysomenpellet wechselwirkt und so eventuell
grolie, komplexe Molekiile entstehen, die nicht mehr in das SDS-Gel einwandern
konnen und damit in den Taschen des Sammelgels hangen bleiben bzw., wie in
Abbildung 3.27 B zu sehen, einen Proteinschmier in hdhermolekularen Bereichen des
SDS-Gels hinterlassen.

Ein limitierender Faktor in dieser Crosslinkreaktion kdnnte sein, dass alle Reagenzien
zur gleichen Zeit zusammen kommen und damit viele verschiedene Crosslink Produkte
entstehen konnen. Eine Mdoglichkeit der Verbesserung wirde darin bestehen, den
Crosslink auf zwei Schritte aufzuteilen. Dabei kdnnte rekombinantes IFR1 Protein erst
mit dem Crosslinker reagieren, um ein ,aktiviertes“ Protein zu bilden. AnschlieRend
kdnnte Uberschissiges DSS Reagenz entfernt werden und das aktivierte Protein
kdnnte mit einem zweiten potentiellen Bindungspartner gemischt werden, um eine
Wechselwirkung zu erzielen [Hermanson, 1996].

Die weitere Vorgehensweise bei der eindeutigen Identifizierung eines Bindungspartner
von IFR1 mittels Crosslinks ware die Isolierung eines Protein-shifts von IFR1 im
Western Blot und die anschlieRende Analyse der verdauten Proteine mit der MALDI-

TOF-Massenspektrometrie.

4.7.2 Kovalente Bindung von IFR1 an RNA durch RNA
Bindeproteine

In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von ultraviolettem Licht
der Wellenlange 253nm ein photochemischer Crosslink zwischen dem IFR1 Protein
und RNA induziert werden kann. Bei der Verwendung eines nativen Protein-RNA-
Komplexes koénnen mit dieser Technik Interaktionen zwischen Proteinen und RNA

charakterisiert werden [Haynes, 1999].
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Bei der Quantifizierung des UV Crosslinks aus Abbildung 3.29 konnten zwischen den
Kontrollen und den Crosslinks keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, da
die Effizienz eines UV Crosslinks sehr gering und auf der Proteinebene fast nicht
nachweisbar ist. Von Meisenheimer und Koch wurde 1997 eine typische Ausbeute fir
einen UV-Crosslink von 5 bis 20 % fur RNA-bindende Proteine beschrieben.

Mit einer Erhéhung der Proteinmenge (Abbildung 3.30 A) konnte eine zumindest eine
qualitative Aussage getroffen werden: IFR1 bindet an RNA, denn in den UV-Licht
bestrahlten Pelletproben konnte im Western Blot ein héhermolekularer Schmier, der
deutlich starker als bei den nicht bestrahlten Kontrollproben war, detektiert werden. Es
kommt also zu einer kovalenten Verknipfung zwischen IFR1 und RNA, allerdings kann
das RNA bindende Protein PABP (Vergleich der beiden Western Blots in Abbildung
3.31) im Vergleich zu IFR1 deutlich mehr RNA binden.

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass IFR1 in der Nahe von RNA
lokalisiert ist, aber selber wahrscheinlich keine RNA Bindedomane besitzt. So erklart
sich auch, dass im Far Western Blots und MALDI-TOF (3.5) L5 und S3a, zwei RNA-
Bindeproteine, als Bindungspartner von IFR1 identifiziert wurden. Es liegt also nahe,
dass IFR1 Uber L5 oder S3a in einem UV-Crosslink an die RNA kovalent gebunden

werden konnte.

4.7.3 Identifizierung von IFR1-Bindungspartnern mit Hilfe des
Far Western Blots

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche IFR1 Bindungspartner zu finden und zu
identifizieren. Mit Hilfe des Far Western Blots konnte gezeigt werden, dass IFR1 mit
ribosomalen Proteinen in Wechselwirkung treten kann.

Entscheidend fiur die Auswahl der Proteine in der IEF-2D- und der AUT-2D-
Gelelektrophorese waren die Reproduzierbarkeit und Haufigkeit der wechselwirkenden
Proteine, die leichte Zuordnung der Proteine vom Far Western Blot zum
eindimensionalen SDS-Gel, die Lage des Proteins, die Ausschneidbarkeit des Proteins
(ohne stérende Nachbarproteine) und die GrélRe des Spots, da fur die Identifizierung
mit der MALDI-TOF Massenspektrometrie genug Proteinmateriel zur Verfligung stehen
sollte.

Mit dem Far Western Blot der IEF-2D (Abbildung 3.32 B) konnten einige Proteine
detektiert werden, die mit dem rekombinanten IFR1 reagieren. Es wurden die Proteine
1, 2 und 3 ausgewahlt, die bei insgesamt vier Western Blots am haufigsten ein
Ubereinstimmendes Signal zeigten. Protein 3 ist mit ca. 33 kD Molekulargewicht etwas

groler als Protein 1 und 2.
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Um eine bessere Auflésung der ribosomalen Proteine mit einem pl von 11 und mehr zu
erreichen, wurde die AUT-Gelelektrophorese verwendet. Die Abbildung 3.33 B des Far
Western Blots zeigt deutlich bei 48 kD das IFR1 Signal als Spot. Um ionische
Wechselwirkungen des rekombinanten IFR1 mit unspezifischen Proteinen auf der
Membran zu verringern, wurde die Membran mit 1M KCI gewaschen. Es wurden nur
Proteine detektieren, die nach dem Waschschritt mit 1M KCI, stark mit IFR1
wechselwirken. Nach mehrmaligen Wiederholungen des Far Western Blots zeigten
sich mit a, b und ¢ bezeichneten Proteine, als konstant nachweisbar (Abbildung 3.33).
Ein direkter Vergleich der Far Western Blot Signale von der IEF-2D-Elektrophorese mit
der AUT-2D-Elektrophorese ist nicht méglich. So wurde von Kaltschmidt und Wittmann
1970 beschrieben, dass die Ldslichkeit mancher ribosomaler Proteine stark vom pH-
Wert des Puffers abhangig ist. Der Standardlysepuffer der IEF hat einen neutralen pH
Wert von ca. 7, wahrend der AUT-Auftragspuffer einen pH Wert von ca. 4,5 hat. So
kbnnen sich ribosomale Proteine, die meist basisch sind, in den beiden
unterschiedlichen Puffern unterschiedlich gut I6sen, was zur Folge hat, dass in der IEF
und dem AUT System nicht die gleichen Proteine in der gleichen Menge gel6st sind.
Dies fuhrt dazu, dass mit beiden Systemen unterschiedliche ribosomale Proteine mit
dem rekombinanten IFR1 wechselwirken. Interessanterweise bindet IFR1 nicht
generell alle basischen Proteine (Abbildung 3.32), da im Far Western Blot ein Groliteil
der im SDS-Gel ersichtlichen Proteine keine Signale mit dem rekombinanten IFR1 gibt.
In allen Far Western Blots der AUT-2D- und der IEF-2D-Gelelektrophorese konnte eine
hohe Variabilitdt in der Anzahl der Chemilumineszenz Signale festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Fur die Reproduzierbarkeit des Far Western Blots scheinen
verschiedene Einflisse, wie die Umgebungstemperatur beim Gellauf, die
unterschiedliche Effizienz in der Ubertragung von der ersten in die zweite Dimension,
die Zusammensetzung und die Eigenschaften des rekombinanten IFR1 und die
Beladung des IPG-Steifens bzw. AUT-Gels mit genauen Mengen an Gesamtprotein
aus dem Polysomenpellet eine Rolle zu spielen.

Wie in den Polysomenpraparationen (siehe 3.3.4) gezeigt werden konnte, ist IFR1 in
vivo mit Ribosomen assoziiert. Dies bestatigt die Ergebnisse des Far Western Blots,
dass rekombinantes IFR1 an ribosomale Proteine bindet. Trotztdem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es mit dem rekombinanten IFR1 zu falsch positiven
Ergebnissen kommt und falsche Bindungspartner bestimmt werden, denn der Far
Western Blot ermoglicht durch seinen Aufbau Proteinkontakte, die in vivo nicht moglich
waren [Phizicky und Fields, 1995].

Ebenso sind falsch negative Ergebnisse moglich. So kann es sein, dass Proteine, die

IFR1 in vivo binden, im Far Western nicht detektierbar sind. Dies kdnnte daran liegen,
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dass mogliche Bindungsstellen von Proteinen, an die IFR1 binden kann, durch die

denaturierenden Bedingungen in der SDS-PAGE nicht zuganglich sind.

4.7.4 Ribosomale Proteine als Bindungspartner von IFR1

Die massenspektrometrischen Sequenzbestimmung sollte die Bindungspartner, die mit
dem rekombinanten IFR1 Protein im Far Western Blot der IEF-2D- und der AUT-2D-
Gelelektrophorese wechselwirken, identifizieren.

Die ausgesuchten Proteine 1, 2 und 3 der IEF- und a und b der AUT-Elektrophorese
wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten (siehe Abbildung 3.34 und Abbildung 3.35)
und in der MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert.

Die Ergebnisse der Massenspektrometrie zeigten, dass alle analysierten Proteine der
grolien 60s oder der kleinen 40s ribosomalen Untereinheit zugeordnet werden kénnen
(Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3 Ubersicht der ausgeschnittenen Proteine und der in der MALDI-TOF
identifizierten Proteine, sowie der Ubereinstimmung der gefundenen Sequenz mit bereits
publizierten Sequenzen.

Proteinbezeichnung Ribosomales Protein Spezies

1 (aus IEF) S3a Gallus gallus

2 (aus IEF) L7a Gallus gallus

3 (aus IEF) L5 Gallus gallus

a (aus AUT) L8 Xenopus laevis
b (aus AUT) L13 Gallus gallus

Da in Gallus gallus noch keine Sequenz von L8 publiziert ist, wurde L8 der Spezies
Xenopus laevis zugeordnet.

Um einen Zusammenhang zwischen den analysierten Proteinen mit IFR1 herzustellen,
wurde nach den Funktionen der ribosomalen Proteine gesucht.

In der Literatur sind fir L5 mehrere bekannte Funktionen beschrieben. So bindet es an
die 5s-rRNA und kann auch die 5s-rRNA aus dem Kern exportieren oder in den Kern
importieren [Rudt und Pieler, 1996]. Aulerdem ist L5 in der Lage mit verschiedenen
Proteinen zu interagieren und deren Lokalisation zu kontrollieren. Nachgewiesen ist die
Beteiligung/Beeinflussung von L5 am Kerntransport von Mdm2, einem Inhibitor des
p53-Genprodukts [Marechal, 1994]. Das ribosomale Protein S3a bindet in vivo das 3’-
OH Ende der 18s RNA [Svobada und McConkey, 1978], interagiert mit der mRNA
[Stahl und Kobets, 1981], mit Initiationsfaktoren [Nygard, 1987], der Initiator-tRNA
[Westermann, 1981] und dem Elongationsfaktor EF2 [Nygard, 1987]. AuRerdem wird
vermutet, dass S3a auch bei der Apoptose involviert ist [Kho und Zarbl, 1992; Kho,

1996]. Fir die anderen nachgewiesenen Proteine sind noch keine Funktionen bekannt.
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Beide Proteine konnen, wie oben beschrieben, mit externen Proteinen wechselwirken,
also theoretisch kénnte IFR1 mit L5 oder S3a eine Bindung eingehen. Mit Hilfe von
chemischen Crosslikern wurde in der Literatur die rdumliche Anordnung von
ribosomalen Proteinen untersucht. So kénnen L8 und L7a direkt Uber Crosslinker
verbunden werden oder jedes Protein fir sich kann indirekt mit dem ebenfalls
nachgewiesenen Protein L13 verbunden werden [Marion und Marion, 1987]. Es kdnnte
also sein, dass die drei Proteine L7a, L8 und L13, die untereinander gecrosslinkt
werden kénnen, mit einem einzigen IFR1 Molekul in Kontakt stehen.

Die Proteine L5 und S3a sind raumlich wahrscheinlich zu weit von den drei genannten
Proteinen entfernt, um eine Bindung mit demselben IFR1 Molekil einzugehen. Da sie
in Eukaryoten indirekt miteinander in Kontakt stehen [Uchiumi, 1986], kdnnte mit Hilfe
von einem weiteren IFR1 Molekil die groRe und die kleine Untereinheit miteinander
verbunden werden.

Wie in 3.1.7 nachgewiesen wurde, wird mindestens ein IFR1 Molekll pro Ribosom
gebunden. Auf Grund der IFR1 Konzentration kénnte es aber auch moglich sein, dass
zwei IFR1 Molekile pro Ribosom assoziiert sind.

Dass IFR1 mit mehreren ribosomalen Proteinen in Kontakt steht, kdnnte daran liegen,
dass es nur so mit dem sehr schwer zuganglichen Protein L13 [Marion und Marion,
1987] eine Bindung eingehen kann. AulRerdem musste fir einen Kontakt IFR1 sehr
stark an das Ribosom gebunden sein, so dass es zu einer Wechselwirkung kommen
kénnte. Fir eine starke Assoziation von IFR1 mit den Ribosomen spricht, dass es nur
mit einer vorangegangenen 0,9 M KCI Behandlung vollstéandig in die l6sliche Fraktion
des Saccharosegradienten Uberfuhren werden kann (Abbildung 3.22). IFR1 kdnnte
also mit weiteren, im Far Western Blot detektierten aber noch nicht analysierten
Proteinen wechselwirken.

Alle in der MALDI-TOF Massenspektrometrie bestimmten Bindungspartner von IFR1
sind ribosomale Proteine. Dass IFR1 mit den ribosomalen Fraktionen unterschiedlich
behandelter Polysomenpellets und deren Saccharosegradienten assoziiert ist,
unterstitzt diese Vermutung. Mit Ausnahme von S3a, sind allerdings alle identifizierten
Bindungspartner aus der 60s Untereinheit. Eine eindeutige Kolokalisation von IFR1 mit
einer Untereinheit konnte trotz der Dissoziation der 80s in ihre 40s- und 60s-
Untereinheit im EDTA Saccharosegradienten (Abbildung 3.23) nicht nachgewiesen
werden. Auch bei der Behandlung mit 0,5 M KCI ist eine Kolokalisation von IFR1 mit
einer Untereinheit nicht deutlich nachzuweisen (Abbildung 3.21). Die Zuordnung einer
Untereinheit als Bindungspartner von IFR1 kann daher nicht eindeutig erfolgen. IFR1

kann sowohl mit der kleinen als auch mit der groRen Untereinheit eine Bindung
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eingehen, im besten Fall beide Untereinheiten miteinander verbinden, um so die

Translation in der terminalen Differenzierung zu beeinflussen.

4.8 Ein mdgliches Modell der Funktion von IFR1 und
TOB

Die Regulation des mRNA-Umsatzes in Zellen spielt eine essentielle Rolle wahrend
der Genexpression. Nach heutiger Vorstellung wird die mRNA deadenyliert, um den
Abbau von mRNA auszulésen. Dadurch kommt es zur Bildung von un-translatierbaren
mRNA Protein-Komplexen (mMRNPs), die sich in P-bodies ansammeln kdnnen
[Mauxion, 2008].
P-bodies sind u.a. in NIH3T3 Zellen spezifisch nachweisbare, zytoplasmatische Herde,
die Proteine besitzen, die bekannte Funktionen im mRNA Metabolismus tUbernehmen
[Eulalio, 2007; Kedersha and Anderson, 2007; Parker and Sheth, 2007]. So wurden die
Deadenylasen Pan2, Pan3 und Caf1 als neueste P-body Komponenten identifiziert und
es konnte gezeigt werden, dass Pan3 dabei hilft, Pan2, Ccr4 und Caf1 zu rekrutieren.
Fir TOB konnte bereits gezeigt werden, dass es sowohl an PABP, als auch an
Ccr4/Caf1 bindet und in NIH3T3 Zellen mit P-bodies kolokalisiert ist [Ezzeddine, 2007].
BTG2, ein Mitglied der APRO-Familie, aktiviert ebenfalls die mRNA Deadenylierung
und damit den Abbau der mRNA. Es kommt so zu einer Regulation der Genexpression
und es kann ein schnelles ,resetting“ der Proteinproduktion wahrend der Entwicklung
oder nach speziellem Stress [Mauxion, 2008] stattfinden. Von Vietor et al. konnte 2002
gezeigt werden, dass IFR1 als Ko-Repressor mit dem HDAC1 des SIN3-Komplexes
wechselwirkt und so die Expression einer Reihe von Genen hemmt.
Um sich eine Vorstellung der Funktion von TOB und IFR1 zu machen, wurde in der
folgenden Abbildung 4.1 ein Model modifiziert, das versucht eine Verbindung zwischen
der Deadenylierug und dem mRNA Abbau herzustellen [modifiziert nach Zheng, 2008].
Pan2/Pan3 und Ccr4/Cafl Komplexe bilden einen Super-Komplex auf mRNAs im
Zytoplasma. Der 3’-polyA-Schwanz/PABP Komplex stimuliert Pan2/Pan3, die das Poly-
A Ende kurzen, inhibiert aber gleichzeitig die Aktivitat von Ccr1/Caf1 [Tucker, 2002], so
dass die erste Phase der Deadenylierung beginnen kann; wahrenddessen oder danach
kommt es zum mRNP Umbau. Dieser Umbau kdnnte die Dissoziation von PABPs und
einigen Translations-Initiationsfaktoren beinhalten und die Assoziation von
Translations-Repressoren [Coller und Parker, 2005 ; Eulalio et al.,2007 ; Parker und
Sheth, 2007] die einen Wechsel von mRNPs in einen untranslatierbaren Status
fordern. Die neu gebildeten mRNPs kdnnen sich entweder mit schon existierenden P-
bodies verbinden oder neue P-bodies bilden. In diesem kann dann die zweite Phase
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der Deadenylierung durch Ccr4/Caf1 und/oder das decapping der mRNA fortgefiihrt

werden. Es kann dann zum Abbau der mRNA oder aber zur Lagerung der mRNPs

kommen.
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Abbildung 4.1: Modell der Deadenylierung, des mRNA Abbaus und der P-Body Bildung
herzustellen [modifiziert nach Zheng, 2008].

Durch die Bindung von TOB an den Ccr4/Caf1 Komplex in der ersten Phase der
Deadenylierung kénnte dieser inhibiert werden, die Bindung an PABP kdnnte fir den
PAN3/Pan3 Komplex das Zeichen fir den Beginn der Deadenylierung sein.
Anschlieend wird die Bindung von TOB an PABP und Ccr4/Caf1 geldst und damit ist
TOB frei l8slich im Zytoplasma zu finden, kdnnte auch von Proteasomen abgebaut
werden. So kdnnte TOB mit an der Deadenylierung und damit am Abbau der mRNA
beteiligt sein. Dies wirde auch erklaren, warum TOB transient exprimiert wird, sehr
kurzlebig ist und es nur durch die Stimulation mit NoA zu einem Anstieg der TOB
Proteinexpression kommt. Es kénnte also zu einer schnellen ,Neueinstellung® der
Proteinproduktion wahrend der Hypoxie kommen. So koénnten fir die spate
Differenzierung noch zu translatierende Proteine synthetisiert werden. Dazu gehdren
nach Hamoglobin das zweithaufigste Protein CAll fur die Versorgung des Erythrozyten
mit genug Enzym und zum anderen IFR1, welches dann an Ribosomen bindet, als
Signal fur eine Deacetylase um den Abbau der Ribosomen in der sich
differenzierenden Zelle voranzutreiben. Im Modell kdnnte es durch die Bindung von
IFR1 an die Ribosomen entweder direkt durch IFR1 oder aber indirekt, indem IFR1 als
Signal dient, zum Abbau der Ribosomen kommen. Andere Proteine, wie die Globine,
die bereits in gro3er Menge im definitiven Erythrozyten vorliegen, kdnnten mit der Hilfe
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von TOB und der Deadenylierung still gelegt werden. So kann der fast
ausdifferenzierte definitive Erythrozyt des Embryos einerseits Ressourcen sparen und
es wird keine ,Energie” fur unndtige Protein Translationen mehr verschwendet. Die
Hypoxie dient also als Signal fur die definitiven Erythrozyten, die Differenzierung
voranzutreiben, um ihre letztendliche Aufgabe, den Transport von Sauerstoff und

Kohlenstoffdioxid zu Gbernehmen.
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4.9 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass sowohl IFR1, als auch TOB in
der terminalen Differenzierung eine entscheidende Bedeutung zu kommt. Sie greifen
aktiv in die Transkription und Translation der letzten verbleibenden Gene und Proteine
ein, um dem sich differenzierenden Hihnererythrozyten die Méglichkeit zu geben, die
letzten, noch wichtigen Differenzierungsschritte im Fall einer Hypoxie in Ganz zu
setzen.

Da viele Schritte der Sauger- und Nichtsduger-Erythropoiese ahnlich ablaufen, wird
das embryonale Erythrozytensystem zu einem Modellsystem flir Fragestellungen, die
sich mit der Rolle von cAMP bei terminalen Reifungsvorgéngen befassen.

Von besonderem Interesse waren daher Untersuchungen an mitotischen und
postmitotischen Zellen, die mit rekombinantem IFR1 inkubiert werden. Kondensiert der
Kern schneller, oder kommt es zu einem schnelleren Ribosomen- oder Globin-mRNA
Abbau? Die Beobachtungen wirden zu einem besseren Verstandnis der Funktion von
IFR1 beitragen.

Des Weiteren konnte die Uberexpression von IFR1 in der HD3 oder der K562 Zelllinie
zu einer Hemmung der Zellteilung fiihren. Es misste untersucht werden, ob IFR1
wirklich akkumuliert und welche Wirkungen auf die Zellen beobachtet werden kdnnen.
U.a. was mit den Globinen, CAIl und P5N passiert Die Polysomenpraparation sollten
mit definitiven Erythrozyten des 19. Entwicklungstages wiederholt werden, um zu
sehen in welchen Fraktionen IFR1, TOB, FOS und PABP vorkommt.

Um die Kolokalisation von TOB mit den P-bodies [Ezzeddine, 2007] aufzuklaren,
musste erst geklart werden, ob P-bodies auch in definitiven Erythrozyten des
Hldhnerembryos nachweisbar sind. Im Folgenden koénnten die P-bodies in den
Fraktionen eines Saccharosegradienten mit Hilfe eines Antikérpers gegen den P-body-
Marker nachgewiesen werden.

Ein sehr gewagter Ansatzpunkt fur den Einsatz von IFR1 und TOB ware der Einsatz in
der Krebstherapie. Mit IFR1 und TOB konnte ein Silencing des Kerns zu erreicht
werden oder der vorzeitigen Abbau der Ribosomen. Da TOB die mRNA
Deadenylierung unterstutzt kénnte so die Translation von Krebsgenen gehemmt
werden. So kénnte das antiproliferative TOB zusammen mit IFR1 eingesetzt werden,

um in Krebszellen einen vorzeitigen Proliverationsstopp zu erreichen.
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5 Zusammenfassung

Erythrozyten des HiUhnerembryos sind seit langem ein Modell zur Untersuchung von
erythroiden Proteinen, die wahrend der terminalen Differenzierung auftreten. Unter
anderen werden — bedingt durch die entwicklungsbedingte Hypoxie — durch
Noradrenalin transient IFR1 und TOB exprimiert, die schon in anderen Zellsystemen
als gemeinsam exprimierte Regulatoren der Transkription oder Translation bekannt
sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Regulation, Lokalisation und zeitliche Expression
von IFR1 und TOB in primitiven und definitiven Erythrozyten des Hihnerembryos
untersucht, um die Funktion von IFR1 und TOB wahrend der Differenzierung
embryonaler Erythrozyten im Hihnerembryo aufzuklaren.

Durch in vitro Studien an Noradrenalin induzierten Erythrozyten konnte durch RT-PCR
Analysen gezeigt werden, dass ifr1 und tob gemeinsam mit der fos mRNA sowohl in
primitiven als auch in definitiven Erythrozyten des Hihnerembryos durch cAMP in einer
zeitlich festgelegten Reihenfolge induziert werden. Die effiziente Translation von IFR1
und TOB ist allerdings beschrankt auf die postmitotischen, definitiven Erythrozyten aus
Hihnerembryos von Tag 8 bis Tag 19, wahrend FOS-Protein in allen Stadien der
Erythrozyten gebildet wird. In definitiven Erythrozyten sind IFR1 und TOB transient
exprimierte Proteine mit unterschiedlicher Stabilitdt und Verweildauer. Dabei geht die
kurzzeitige Expression von TOB einer stabileren Expression von IFR1 voran, welches
erst nach 24 Stunden langsam abgebaut wird.

Bei der Untersuchung der zelluldren Verteilung der beiden Proteine in definitiven
Erythrozyten stellte sich heraus, dass TOB ein zytosolisches Protein ist, wahrend IFR1
nach 8-stundiger Verweildauer im Zytosol in den Kern wandert.

Die Analyse des Zytosols ergab, dass IFR1 im Zytosol quantitativ mit den Ribosomen
assoziiert und TOB ein I6sliches Protein ist.

Fir IFR1 konnte die Assoziation von IFR1 mit anderen Proteinen und/oder mRNA
gezeigt werden. Genaue Analyse der Interaktionspartner mittels 2D-
Elektrophoresetechniken, Far Western Blot und MALDI-TOF identifizierten die
ribosomale Proteine beider Untereinheiten (L7a, L8, L13, S3a) als Bindungspartner von
IFR1. Die Funktion von IFR1 konnte darin bestehen, dass es im besten Fall beide
Untereinheiten miteinander verbinden kann, um so die Translationseffizienz spat
exprimierter Gene (Carboanhydrase, Globine) zu beeinflussen.

Das Modell der embryonalen Huhnererythrozyten kdnnte in Zusammenhang mit der
Funktion der cAMP-induzierten Proteine IFR1 und TOB flir weitere Untersuchungen

zur Translationsregulation wahrend der terminalen Erythrozytendifferenzierung dienen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

2,3BPG
Ak
AS
ATP
BSA
CAll
cAMP
cDNA
c-fos
DIG
DNA
dNTP
DTT
EDTA
FCS

HZObidest.

HEPES
I.E.
IFR1
Min
mRNA
NoA
P5N
PABP
PBS
PCR
PE
PMSF
PU
RME
RNA
ROI

2,3-Bisphosphoglycerat

Antikérper

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Bovines Serum Albumin

Carboanhydrase 11

Cyclisches Adenosinmonophospaht
complementary DNA

cellular Finkel-osteogenic sarcoma onkogen
Digoxigenin

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

fetal calf serum (fetales Kalberserum)

Stunde(n)

destilliertes Wasser
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Internationale Einheit

Interferon-related protein = TIS7 = IFRD1 = PC4
Minute(n)

messenger RNA

Noradrenalin

Pyrimidin 5-Nucleotidase

Poly A binding protein

phosphatgepufferte Salzlésung

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Polyethylen

Phenylmethylsulfonylfluorid

Puromycin

receptor-mediated endocytosis (rezeptorvermittelte Endozytose)
Ribonukleinsadure

region of interest
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RT
SDS
siRNA
TOB

UE
UN

upm

Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
small interferring RNA

transducer of erbB2 = TIS21 = PC3
enzymatische Einheit (Unit)

Untereinheit

uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
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7.2 Aminosauresequenzen von TOB

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

TOB_CHICKEN
TOB_MOUSE
TOB_HUMAN

Vergleich  der

o

61
61
61

121
121
121

180
181
181

235
241
236

265
301
284

324
361
344

TOB Aminosauresequenz

MQLE IQVALNFI 1SYLYNKLPRRRVN I FGEELERLLKKKYEGHWYPEKPYKGSGFRCIHI
MQLEIQVALNFIISYLYNKLPRRRVNIFGEELERLLKKKYEGHWYPEKPYKGSGFRCIHV
MQLEIQVALNFI 1SYLYNKLPRRRVNIFGEELERLLKKKYEGHWYPEKPYKGSGFRCIHI

GEKVDPVIEQASKESGLD IDDVRGNLPQDLSVWIDPFEVSYQIGEKGPVKVLYVDD-NEN

GEKVDPVIEQASKESGLD IDDVRGNLPQDLSVWIDPFEVSYQIGEKGPVKVLYVDDSSET

GEKVDPVIEQASKESGLD IDDVRGNLPQDLSVWVDPFEVSYQ I GEKGPVKVLYVDDNNEN
*

GCELDKEIKINSFNPEAQVFMP I SDPASSVSSSPSPPFGHSAAVSPTFMPRSTQPLTFTTA.

GCELDKEIYNSFNPEAQVFMP | SDPASSVSSSPSPPFGHSAAVSPTFMPRSTQPLTFTTA
GCELDKEIKYNSFNPEAQVFMP | SDPASSVSSSPSPPFGHSAAVSPTFMPRSTQPLTFTTA

TFAATKFGSTKMKNSGRSNKVARTSPTNLGL--NVNDLLKQKALSSSMHSLYGLGLG-~-
TFAATKFGSTKMKNSGRSSKVARTSPINLGLTVNVNDLLKQKA 1 SSSVHSLYGLGLGSQQ
TFAATKFGSTKMKNSGRSNKVARTSPINLGL--NVNDLLKQKA I SSSMHSLYGLGLG-~—
*
—————————————————————————————— NQQQQQQQQK [SALSPNAKEF IFRNMQGQG

QPQPQPQQQQQQQPSSSQPPPPLPQQQQQQPQQQQQQQQQTISALSPNAKEF I FRNMQGQG
———————————— SQQQPQQQQQPAQPPPPPPPPQQQQQQKT[SALSPNAKEF I FRNMQGQG

-STGSIFPGDSPLNLSPLQYSNAFDMFAAYGGLNEKSFVDGLNFSLNNMQYSNQQFQPVM
SSTNGMFPGDSPLNLSPLQYSNAFDVFAAYGGLNEKSFVDGLNFSLNNMQYSNQQFQPVM
SSTNGMFPGDSPLNLSPLQYSNAFDVFAAYGGLNEKSFVDGLNFSLNNMQYSNQQFQPVM

AN 325
AN 362
AN 345

von Huhn, Maus

60
60
119

120
120

.179

180
180

234
240
235

264
300
283

323
360
343

und Mensch

[www.expasy.org]. * PABP-Interaktions Motiv: 12-15 Aminosauren, die PABP in sehr

geringen Mengen binden kdnnen [Albrecht und Lengauer, 2004].
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7.3 Aminosauresequenz von IFR1

IFR1_CHICKEN 1 MPKSKKRGSNHQRG-——————————————— AGGQPRSVQPFSDEDASIETMSHCSGFSDP 44
IFR1_MOUSE 1 MPKNKKRNAPHRGG--GGGGGSGAATSAATAGGPHRTVQPFSDEHAS IETMSHCSGYSDP 58
IFR1_RAT 1 MPKNKKRNAPHRGG--GGGGGSGAATSAATTGGPHRTVQPFSDEDAS IETMSHCSGYSDP 58
1FR2_HUMAN 1 --—-RKGGQRRGGG-————=—————————— ARSSAQADSGSSDDEAASEARSTASECPSL 50
I1FR1_HUMAN 1 MPKNKKRNTPHRGSSAGGGGSGAAAATAATAGGQHRNVQPFSDEDAS IETMSHCSGYSDP 60
IFR1_CHICKEN 45  ASFTED----GPEV-DEEATQEDLEYKLKGFIDLTLDKSAKTRQAALESLKSAFSSKILY 99
IFR1_MOUSE 59 SSFAED----GPEVLDEEGTQEDLEYKLKGLIDLTLDKSAKTRQAALEGVKNALSSKVLY 114
IFR1_RAT 59 SSFAED----GPEVLDEEGTQEDLEYKLKGL IDLTLDKSAKTRQAALEGVKNALSSKVLY 114
1FR2_HUMAN 51 LSTTAEDSLGGDVV-DEQGQQEDLEEKLKEYVDCLTDKSAKTRQGALESLRLALASRLLP 109
I1FR1_HUMAN 61 SSFAED----GPEVLDEEGTQEDLEYKRKGL IDLTLDKSAKTRQAALEGIKNALASKMLY 116
IFR1_CHICKEN 100 EFIMERRMTLTDSIERCIKKGKSEELCAAAGLACLLCVQMGSGIESEEIFKTLGPVLKKI 159
IFR1_MOUSE 115 EFVLERRMTLTDSIERCLKKGKSDEQRAAAAVASVLCIQLGPGFESEEILKTLGPILKKI 174
IFR1_RAT 115 EFVLERRMTLTDSIERCLKKGKSDGQRAAAALASVLCIQLGPGLESEEILKTLGPILKKI 174
1FR2_HUMAN 110 DFLLERRLTLADALEKCLKKGKGEEQALAAAVLGLLCVQLGPGPKGEELFHSLQPLLVSY 169
1FR1_HUMAN 117 EFILERRMTLTDSIERCLKKGKSDEQRAAAALASVLCIQLGPGIESEEILKTLGPILKKI 176
IFR1_CHICKEN 160 VCDGTASVQARQACATCLGICCFIVTDDITELYSTMECLESVFTKAYP-RDRDTNGVSST 218
I1FR1_MOUSE 175 ICDGAASIQARQTCATCFGVCCFIATDDITELYSTLECFENIFTKSYL-KEKDTNVTCST 233
IFR1_RAT 175 ICDGTASIQARQTCATCFGVCCFIATDDITELYSTLECLEGIFTKSYL-KEKDTNVPCST 233
1FR2_HUMAN 170 LSDSTASPAARLHCASALGLGCYVAAADIQDLVSCLACLESVFSRFYGLGGSSTSPVVPA 229
1FR1_HUMAN 177 1CDGSASMQARQTCATCFGVCCFIATDDITELYSTLECLENIFTKSYL-KEKDTTVICST 235
IFR1_CHICKEN 219 PSTVLHISALLAWTLLLTICPMNEVKKKIETHLHKLPSMLSCDDVNMRIAAGETLALLFE 278
1FR1_MOUSE 234 PNTVLHISSLLAWTLLLTICPINEVKKKLELHFHKLPSLLSCDDVNMRIAAGESLALLFE 293
IFR1_RAT 234 PNTVLHISSLLAWTLLLTICPISEVKKKLELHFHKLPSLLSCDDVNMRIAAGESLALLFE 293
1FR2_HUMAN 230 SLHGLLSAALQAWALLLTICPSTQISHILDRQLPRLPQLLSSESVNLRIAAGETIALLFE 289
1FR1_HUMAN 236 PNTVLHISSLLAWTLLLTICPINEVKKKLEMHFHKLPSLLSCDDVNMRIAAGESLALLFE 295
IFR1_CHICKEN 279 LARETDADFFYEDMELLTEKLRALATDGNKHRAKVDKRKQRSVFRDVLRAVEERDFPTET 338
IFR1_MOUSE 294 LARGMESDFFYEDMDSLTQMLRALATDGNKHRAKVDKRKQRSVFRDVLRAVEERDFPTET 353
IFR1_RAT 294 LARGMESDFFYEDMDSLTQMLRALATDGNKHRAKVDKRKQRSVFRDVLRAVEERDFPTET 353
1FR2_HUMAN 290 LARDLEEEFVYEDMEALCSVLRTLATDSNKYRAKADRRRQRSTFRAVLHSVEGGECEEEI 349
1FR1_HUMAN 296 LARGIESDFFYEDMESLTQMLRALATDGNKHRAKVDKRKQRSVFRDVLRAVEERDFPTET 355
IFR1_CHICKEN 339 VKFGPERMY IDCWVKKQTYDTFKEILGSGMQYHLQSNDFLRNVFELGPPVMLDAATLKTM 398
I1FR1_MOUSE 354 VKFGPERMY IDSWVKKHTYDTFKEVLGSGMQYHLQTNEFLRNVFELGPPVMLDAATLKTM 413
IFR1_RAT 354 VKFGPERMY IDSWVKKHTYDTFKEALGSGMQYHLQTNEFLRNVFELGPPVMLDAATLKTM 413
1FR2_HUMAN 350 VRFGFEVLYMDSWARHRIYAAFKEVLGSGMHHHLQNNELLRDIFGLGPVLLLDATALKAC 409
1FR1_HUMAN 356 IKFGPERMY IDCWVKKHTYDTFKEVLGSGMQYHLQSNEFLRNVFELGPPVMLDAATLKTM 415
IFR1_CHICKEN 399 KISRFERHLYNSAAFKARTKARSKCRDKRADVGEFF 434

I1FR1_MOUSE 414 KISRFERHLYNSAAFKARTKARSKCRDKRADVGEF- 448

IFR1_RAT 414 KIPRFERHLYNSAAFKARTKARSKCRDKRADVGEFF 449

1FR2_HUMAN 410 KVPRFEKHLYNAAAFKARTKARSRVRDKRADI---- 441

1FR1_HUMAN 416 KISRFERHLYNSAAFKARTKARSKCRDKRADVGEFF 451

Vergleich der IFR1 Aminosduresequenz von Huhn, Maus, Ratte und Mensch

[www.expasy.org]. [Albrecht und Lengauer, 2004].
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