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Abstract

Initially Urim (Up regulated m metastasis) was developed as a differentially expies
protein in metastasizing and non metastasizing tameurther analysis displayed its
homology to the protein NLVCF _(ilear bcalization signal containing protein deleted
in Velo-Cardio-Facial syndrome). Until now the function and bindpaytners of Urim
were unidentified.

Using Co-immunoprecipitation assays we identifigcakds an Urim interaction partner.
Via analysis of the interaction from Hira WD 40-daim mutant proteins to Urim, we
identified the binding domain as the N-terminal WD 40-domain. Anymore we
could identify core-histones H2B, H3 and H4 as Umnteractors, indicating that the
complex is involved in histone metabolism and chatbmassembly.

The Urim-Hira complex assembles in a cell cycle etglent manner. Via Co-
immunoprecipitation of the protein Urim we displdythe complex formation of Hira,
Urim and the histone proteins H2B, H3 and H4 in Mage of the cell cycle, but not in
the other cell cycle phases. This is consistertt wie co-localization of Urim and Hira
in M-phase in the cytoplasm and the nucleus as shweve via immunhistochemical
double fluorescence staining of both proteins. Ih @her cell cycle phases
cytoplasmatic localized Urim does not interact witkcleus localized Hira. As we could
not detect any Hira-Urim interaction in S-phasetlod cell cycle, where replication
dependend chromatin assembly occurs, we suggéstdimgplexation of Urim and Hira
IS not necessary for events in this cell cycle phd$ie complex formation of Urim,
Hira and the histone proteins in M-phase withoutigi@ation of the Asfla protein is
more likely to show a possible involvement of Urimthe replication independent
chromatin assembly.

Possibly Urim and Hira establish an alternative way replication independent
chromatin assembly without binding Asfla. So weatade that the function of Urim is
important due to an alternative Asfla independeay wf replication independent

chromatin assembly.
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1 Einleitung

1.1 Zahlreiche Proteine sind an der Kondensation d¢eDNA in
Chromatin beteiligt

In jedem Organismus ist die DNA deutlich langerdds Durchmesser der Zelle, in der
sie verpackt ist. Beispielsweise ist humane DNA%acm lang, was in etwa dem’10
fachen des zellularen Durchmessers entsprichtstEsffiensichtlich, dass genomische
DNA effizient kompaktiert werden muss (Vaqueebd al, 2003), was durch eine
komplexe Kernproteinstruktur, die als Chromatin drek ist, vermittelt wird (Widom,
1997; Widom, 1998). Histone sind die Hauptstruktarpine des Chromatin in
Eukaryoten, wobei die ,Kern* Histone" in H2A, H2B{3 und H4 eingeteilt werden
und die ,Linker* Histone zur H1-Familie gehéren (earet al, 1997; Vaquereet al,
2003). ,Kern“ Histone bestehen aus zwei struktuneitl funktional unterschiedlichen
Doménen. Die globulare C-terminale Domane der Histbesteht aus dretHelices,
die durch zwei loops miteinander verbunden sinde [Hauptaufgabe besteht in der
Bindung der DNA und der Interaktion mit benachbartéstonen (Lugeet al, 1997).
Die N-terminale Doméane der Histone besteht ausQLbe3ischen Aminoséauren, welche
aus der DNA herausragen (Elgat al, 1979; Hanseret al, 1998). Dieser Teil der
Histone wird durch Acetylierungen, MethylierungenduPhosphorylierungen post-
translational modifiziert. (Annunziato und Hans&00; Lennartsson und Ekwall,
2009; Nicholsoret al, 2004). Die posttranslationalen Modifikationen thkegerminalen
Teils der ,Kern“ Histone ubernehmen eine wichtigafdabe bei der Regulation der
Chromatindynamik. Sie fungieren als sogenannteistgti Code* (Escargueit al,
2008; Santos-Rosa und Caldas, 2005), der als amnsientes Signal zur Aktivierung
oder Repression von spezifischen Genen in Antwoftdie zelluldren Bedurfnisse
dient. Ausserdem kann er als stabiles Markierurgjesy zur Festlegung bestimmter
Chromatin Beschaffenheiten dienen und so als eptgmies Muster vererbt werden
(Vaqueroet al, 2003).

Bei der Chromatinassemblierung bilden die HistonRAHund H2B ein Dimer,
wohingegen die Histone H3 und H4 zu einem Histotraleer assemblieren. Zwei
H2A/H2B Dimere und ein H3/H4 Tetramer lagern siah @inem Histon-Oktamer
zusammen, um das die DNA in ungeféahr zwei Winduriggnmgewundenen ist und so
ein Nukleosom bilden (Arentst al, 1991; Fletcher und Hansen, 1996; Lugeéral,
1997; Vaqueroet al, 2003). Die Assemblierung von Nukleosomen ist amgdie

1



Eariling

Replikation (Sogeet al, 1986), die Transkription (Schwartz und Ahmad, 200nd die
Reparatur von genomischer DNA (Moggst al, 2000) gekoppelt. Wahrend
Nukleosomerin vitro sehr stabile Strukturen darstellen, werdewivo die Halfte der
Histon H2B-Proteine und 20% der Histon H3 und H&t&ne durch transiente
Mechanismen ausgetauscht, was in Folge die Nukbteesoin einem dynamischen
Zustand halt (Kimura und Cook, 2001).

Eine Reihe von hintereinanderliegenden  Nukleosomduidet eine im
Elektronenmikroskop sichtbare Anordnung, die alsagis on a string“, oder 11-nm
Faser bekannt geworden ist (Zlatanova und Leub@3)2@wischen den Zentren der
Nukleosomen befinden sich immer 180-200 bp der DiBank und Becker, 1995).
Die Kompaktierungsstufe der DNA auf eine hohererord) ist die 30 nm Faser. Sie
wird durch die Aufnahme eines H1 ,Linker" Histonshkgidet, welches an der Ein- und
Austrittsstelle der DNA jedes Nukleosoms bindetr{stan, 2002; Vaqueret al, 2003).
Da die DNA negativ geladen ist, tragen die pogigladenen N-Termini der Histone zu
dem hoheren Grad an Kompaktierung bei. (Hanser)2@&3s werden zwei Modelle fir
die Ausbildung der 30 nm Faser favorisiert. Im s@gste ,Solenoid Modell* ist die
DNA um sechs Nukleosomen pro Einheit gewunden (Tdnetral, 1979). Das zweite
Modell wird als ,Zick-Zack-Modell“ bezeichnet. Iniebem Modell lauft die DNA
zwischen aufeinanderfolgenden Nukleosomen herum ofldack et al, 1993).
Zusatzliche Proteine bewerkstelligen hohere EbeleenChromatinkompaktierung, um
den Grad an Kondensation zu erhalten, der die isute¢n Chromosomen ausbildet
(Vaqueroet al, 2003).
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i
H3-H4 tetramer \ ™

Abb.1: Schematische Darstellung der Assemblierung e Histon-Oktamers der ,Kern“ Histone

H2A, H2B, H3 und H4 (Darstellung aus ,Molecular Bidogy of the cell*, 4.Auflage, adaptiert nach
Abbildungen von J.Waterborg).

1.2 Histon-Chaperone beladen die DNA mit Histonennd flhren
im Zusammenspiel mit Chromatin-remodelling Komplexen zur
Chromatinassemblierung

Das derzeitige Modell fur die Nukleosomen Assermbhg schléagt vor, dass Histon-
Chaperone wahrend der Chromatinassemblierung dstom& zur DNA geleiten

(Nakagaweet al, 2001). Histon-Chaperone assoziieren mit Histamaeh férdern deren
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spezifische Interaktionen zur Assemblierung von IBogomen (Laskey und Earnshaw,
1980; Laskeyet al, 1978).

Die stark basische N-terminale Sequenz der Histdient Karyopherinen als
Kernlokalisationssignal. Im Anschluss an die Binglumon H3/H4 Dimeren oder
Tetrameren und H2A/H2B Dimeren schleusen diese niansportproteine” die
Histone in den Zellkern (Greineet al, 2004; Mosammaparastt al, 2002a;
Mosammaparastt al, 2002b). Beim nuklearen Import von Histon H2A/HPBneren
ist zusatzlich das Histon-Chaperon Napligqjeosome_ssembly_potein 1) beteiligt
(Mosammaparast al, 2002a; Mosammaparast al, 2002b).

Im Nukleus dissoziieren die Histone von den Karypten und assoziieren mit
Histon-Chaperonen. Die bisher gut untersuchten @&ilome fur das H2A/H2B
Heterodimer sind Napl und der FACT Komplex. Beidestéh-Chaperone sind
malfdgeblich an der Elongation der DNA durch die DNind RNA-Polymerase
beteiligt. Einerseits fordern sie die Dissoziatvn H2A und H2B Histonen aus den
Nukleosomen vor der DNA-Polymerase und anderersiityen sie zu ihrem
Wiedereinbau in die DNA nach Passage der PolymefAslams et al, 1999;
Belotserkovskayaet al, 2003). Die am genausten charakterisierten Chapetiiar die
Histone H3 und H4 sind CAF-1, die Hir-Proteine, @phd Asfl (Krude, 1995; Loppin
et al, 2005; Melloet al, 2002; Ray-Galletet al, 2002; Sanematset al, 2006; Tagami
et al, 2004).

Histon-Chaperone arbeiten mit Nukleosomen remadglKomplexen zusammen, um
Nukleosomen zu mobilisieren und so den Abstand aveis ihnen konstant zu halten
(Ito et al, 1997; Neves-Costa und Varga-Weisz, 2006). Diestefre sind zwichen
den Spezies hoch konserviert und wurden erstmdsadsophila melanogastegezeigt
(Tsukiyama und Wu, 1995; Varga-Weistzal, 1997). Allen ist gemeinsam, dass sie die
Energie zur Mobilisierung der Nukleosomen aus dgdrBlyse von ATP mittels der
ATPase Untereinheit ISWI gewinnen. (Langst und BeclR001; Tsukiyamaet al,
1995; Tsukiyama und Wu, 1995; Varga-Weist al, 1997). Proteine mit dieser
Funktion und Bauweise sind ACF_TR-utilizing dromatin assemblyattor) und
CHRAC (chomatin &cessibility omplex). Sie assemblieren Chromatm vitro in
Anwesenheit des Histon-Chaperons Napl (Langst ueckd3, 2001). Ein weiteres
Protein, das fur einen ausreichend gro3en Abstamstizien den Nukleosomen sorgt, ist
RSF (emodeling and_gacing _&ctor). Dieses Protein ist ebenfalls in der Lage,

Nukleosomen zu assemblieren. Anders als ACF und A Renotigt es daflr kein
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zusatzliches Histon-Chaperon, da seine grofdte eintezit selbst Histon-Chaperon-
Aktivitat besitzt (Loyolaet al, 2003; Loyolaet al, 2001; Loyola und Reinberg, 2003).

1.2.1 Die Replikationsabhangige Chromatinassembliang durch die Histon-
Chaperone CAF-1 und ASF1

Der Grol3teil der Chromatinassemblierung findet wabrder DNA-Replikation in der
S-Phase des Zellzyklus statt. Die replikationsaptginChromatinassemblierung wird
durch das Histon-Chaperon CAF-lhfomatin _asembly_&ctor-1) vermittelt. (Smith
und Stillman, 1989). CAF-1 Homologe wurderDrosophila melanogastgiKamakaka
et al, 1996; Tyleret al, 1996; Tyleret al, 2001) und Hefe (Enomotet al, 1997;
Kaufman et al, 1997) identifiziert. Offensichtlich ist die Fumbdtd von CAF-1
evolutionar hoch konserviert. Humanes CAF-1 birtletHistone H3 und H4. Die mit
CAF-1 interagierenden Histone unterscheiden sich @rol3teil der zellularen Histone
durch ihre posttranslationalen Modifikationen. Nalen Synthese werden beide Histone
acetyliert und Histon H4 weist ein spezifischesfiPnon Di-Acetylierungen an den
Lysin-Resten 5 und 12 auf, die zwischen untersticleeh Spezies konserviert sind
(Sobelet al, 1994; Sobeét al, 1995). Im Anschluss an die Aufnahme von acetyrar
Histon H3 und H4 in die DNA werden die Acetyliersnguster beider Histone durch
nukleare Histon-Deacetylasen entfernt (Partbual, 1996; Rundletet al, 1996; Sobel
et al, 1994; Tauntoret al, 1996; Verreauliet al, 1998). Die replikationsabhéngige
Nukleosomenassemblierung erfolgt in zwei aufeindiotieenden Schritten (Smith und
Stillman, 1991). Der erste Schritt ist die CAF-Irmételt Ablage von Histon H3-H4
Tetramer auf die sich replizierende DNA. Diese Rieak ist abhé&ngig von der
Replikation der DNA und wurdim vitro bei nicht replizierender DNA nicht beobachtet
(Smith und Stillman, 1991). In einem zweiten S¢hdier unabhéngig von der DNA-
Replikation geschieht, werden zwei Histon H2A-H2BmBre am H3-H4 Tetramer
abgesetzt, wodurch ein vollstandiger Nukleosomem Kasgebildet wird (Smith und
Stillman, 1991).

CAF-1 besteht aus drei konservierten Untereinhepé®0, p60 und p48 (Kaufmaat
al., 1995). Die Gesamtheit von CAF-1 und den Histomh und H4 wird CAC
Komplex genannt (Verreaulet al, 1996). Die C-terminale Region der pl150
Untereinheit ist an einer Dimerbildung beteiligtdumteragiert direkt mit der p60

Untereinheit (Kaufmaret al, 1995; Quivyet al, 2001). Dartber hinaus interagiert der
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N-terminale Teil von p150 mit der DNA-Polymeraseakimer PCNA (Moggt al,
2000; Shibahara und Stillman, 1999). Die p60 Umdiet von CAF-1 besitzt eine
ahnliche Aminosauresequenz wie das Histon-Chapdiima (histone _egulatory
homolog A (Kaufmanet al, 1998; Kirovet al, 1998). Hira bindet in ahnlicher Weise
wie CAF-1 an das Histon-Chaperon Asfl (Krawgz al, 2002; Melloet al, 2002;
Sanematsiet al, 2006; Tyleret al, 1996). Wesentliche Strukturmerkmale in dieser
CAF1 Untereinheit sind die WD 40- und die B-Doméafkaufman et al, 1995;
Kaufmanet al, 1997; Tanget al, 2006; Tyleret al, 2001). Die Interaktion von CAF1-
p60 und Asfl ist evolutinar hoch konserviert. Sierrde in Hefe, Drosophila
melanogasterHuhnern und Menschen gezeigt (Krawatzal, 2002; Melloet al, 2002;
Sanematsiet al, 2006; Tanget al, 2006; Tyleret al, 2001). Die Histon-Chaperone
Asfl und CAF-1 kooperieren bei der Nukleosomenab$ieming in neu replizierter
DNA in der S-Phase. Beide Proteine sind in HelLdefiel mit dem
replikationsspezifischen Histon H3.1 in einem I¢iséin Komplex kolokalisiert (Tagami
et al, 2004). Asfl liegt in Vertebraten als Asfla undflsvor (Mello et al, 2002;
Sillie und Nigg, 2001; Umehara und Horikoshi, 2Q08)ahrscheinlich fugt der Asfl-
CAF-1-Komplex neu synthetisiertes Histon hinter Bigplikationsgabel in die DNA ein
(Mousson et al, 2007). Die Rekrutierung von CAF-1 an die DNA kintdie
Replikationsgabel wird durch seine Interaktion rdegr Prozessivitatsklammer der
DNA-Polymerased, PCNA, erreicht (Shibahara und Stillman, 1999¢ durch RFC
(replication _Actor § (Majka und Burgers, 2004) auf die DNA geladendwiEin
weiteres Indiz fur eine Beteiligung beider Proteiaen replikationsabhangigen
Nukleosomenaufbau war der Nachweis, dass der HEfe-lkomplex an Asfl bindet
(Franco et al, 2005). Somit kénnen Asfla und CAF-1 mit der fohntgitenden
Replikationsgabel assoziieren, um H3-H4 Tetramafeler DNA abzusetzen.
Zusatzlich Zu seiner Beteiligung an der replikagevhangigen
Nukleosomenassemblierung, kann Asfl in Saugetierzel viel neusynthestisierte H3
und H4 Histone lagern (Grotét al, 2005). Wenn die DNA-Synthese in Zellen durch
Hydroxyharnstoff blockiert wird, sinkt die Menge &islichen mit Asfl assoziierten
Histon H3/H4 Proteinen. Es wird spekuliert, dassdr Komplex die p48 Untereinheit
von CAF-1 und das Histon-Chaperon NASP enthalt {ieb al, 2005). In Hefe wurde
gezeigt, dass freie Histone die Chromosomen Setipagsttren und das Zellwachstum
inhibieren (Gunjan und Verreault, 2003; Meeks-Wagoed Hartwell, 1986). Die
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Assozition von Asfl und CAF-1 kénnte so die Zell® den toxischen Effekten freier
Histone schitzen (Gunjan und Verreault, 2003; Skagh, 2005).

Abb.2:  Schema des CAF-1p60-Asfl Komplex wahrend der replikationsabhangigen
Chromatinassemblierung.

1.2.2 Das Histon-Chaperon Hira ist ein Schlisselptein in der
replikationsunabhangigen Chomatinassemblierung

Das Histon-Chaperon Hira wird durch ein Gen in d@iGeorge Syndrom kritischen
Region“ des humanen Chromosoms 22q11 kodiert (khib al, 1993). Das Protein
zeigt Sequenzahnlichkeiten mit den Hirl und Hir@t€®inen aus der Hefe.cerevisiag
die zur Gruppe der Histongenrepressoren gehoreley(@sd Lycan, 1987; Sherwood
und Osley, 1991; Sherwoaet al, 1993). Die Primarstruktur von Hira ist unterteiit
eine N-terminale Region mit SequenzahnlichkeitenHzd und in eine C-terminale
Region mit Ahnlichkeiten zu Hir2 (Kiroet al, 1998; Lamouret al, 1995). In Hefe
interagiert Hirl mit Hir2 durch die C-terminale Raexg von Hirl (DeSilvaet al, 1998;
Spectoret al, 1997). Beide Proteine assoziieren mit Hir3/Hpatl iHpc2 (Xuet al,
1992) und formen den sogenannten HIR-Komplex, deklébsomenin vitro in
ahnlicher Weise wie bei hdheren Eukaryoten assembliGreen et al, 2005;
Prochassoret al, 2005). Diese Befunde legen nahe, dass das etisaty® Hira eine

Fusion von Hirl und Hir2 darstellt. Funktionell ider Hefe HIR-Komplex mit dem

v
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SWI/SNF ,Chromatin remodelling Komplex* assoziigfirl und Hir2 reprimieren die
Promotoraktivitat der Histongene in den Zellzyklnapen GO und G1, wéahrend die
Histongene in der S-Phase des Zellzyklus exprimigntden (Hereforcet al, 1982;
Herefordet al, 1981; Osley und Lycan, 1987; Speatbral, 1997; Whiteet al, 1987).
Der ATP-abhanige SWI/SNF ,Chromatin remodelling Kadex" ist notwendig fur die
Expression von Histongenen und wird durch Inteaakinit Hirl und Hir2 zu diesem
Locus geleitet (Dimoveet al, 1999). Der HIR-Komplex inhibiert die Aktivitat de
SWI/SNF-Komplexesn vitro (Prochassoret al, 2005), was zu der Annahme flhrt,
dass die zellzyklusabhangige Histon-Expression tdwlen HIR-Komplex negativ
reguliert wird, wahrend der SWI/SNF-Komplex die Eegsion positiv beeinfluf3t.
Sowohl Hira, als auch Hirl besitzen eine WD 40-Doenéind eine B-Domane (Kirov
et al, 1998; Lamouret al, 1995; Sherwoocet al, 1993), die Ahnlichkeiten zu
Doménen in der CAF-1 Untereinheit p60 zeigen (Kaufrat al, 1998; Tanget al,
2006). WD 40-Doméanen stellen eine hoch konseryiesitsh wiederholende Sequenz
dar und sind in ca. 30 Proteinen identifiziert, die ,WD-repeat Proteine” bezeichnet
werden (Li und Roberts, 2001; Neetral, 1994). Ein WD 40-repeat besteht aus 40-60
Aminosauren, und ist durch ein Glycin-Histidin Dgi@ (GH) 11-24 Reste vom N-
Terminus und ein Tryptophan-Aspartat Dipeptid (W4D) C-Terminus gekennzeichnet.
Zwischen den GH und WD Dipeptiden liegt ein kongater Kern aus ca. 40
Aminosauren (Smitket al, 1999). Die meilsten WD 40-Domanen bestehen awes ein
Gruppe von 7-16 WD 40-repeats (Nesfr al, 1994; Smithet al, 1999), die eine
sogenannt@-Propellerstruktur ausbilden (Smiét al, 1999). Diese Struktur ist an der
Assemblierung von Multiproteinkomplexen beteilig@nfith et al, 1999) und bindet
bevorzugt Proteine mit vier antiparallelerHelices (Wallet al, 1995). Zur Gruppe der
~WD-repeat Proteine* =zadhlen unter anderem die QGdtno B-Untereinheit,
Zellzyklusregulatoren wie Coronin und Mad2, das pgoseprotein Apaf-1_(poptotic
protease etivating factor-1) und RNA-Synthese Proteine wie TBRATRA box-binding
protein) und TAFs (ATA box-binding protein_ssociated dctors) (Li und Roberts,
2001).

Hira ist ein Phosphoprotein, welches in der S-PlaseCyclin abhangigen Kinasen an
T555 und S687 phosphoryliert wird (Hall al, 2001). Desweiteren wird Hira in der M-
Phase des Zellzyklus hyperphosphoryliert. Unphosgpiectes Hira ist mit Chromatin
assoziiert, nach Hyperphosphorylierung dissozeésrvom Chromatin (De Luciet al,

2001). Die Interaktion von Hira mit Transkriptioakforen wie Pax3 und Pax7
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(Magnaghiet al, 1998), sowie mit Transkriptionselongationsfaktorgie Spt4, 5, 6
und 16 (DeSilvaet al, 1998; Formoseet al, 2002) legen nahe, dass Hira an der
Transkription verschiedener Klassen von Genen lmgtest. Aul3erdem interagiert Hira
ahnlich wie CAF-1 mit dem Histonchaperon Asfl (Dagaet al, 2003; Gaillarcet al,
1996; Sharpet al, 2001; Suttoret al, 2001; Zhanget al, 2005), vorzugsweise mit
Asfla (Tagamiet al, 2004; Tanget al, 2006; Zhanget al, 2005). Strukturelle und
funktionale Analysen der Hira-Asfl Interaktion (2a&go et al, 2003; Tanget al,
2006; Zhanget al, 2005) haben den Interaktionsbereich zwischen thichAsfl, sowie
Asfl und Histon H3-H4 Dimeren identifiziert. Da dieteraktion von Asfl mit den
Proteinen an unterschiedlichen Stellen stattfindietl davon ausgegangen, dass Hira
und Asfl simultan mit dem Histon H3.3 interagie(Bmglishet al, 2006; Moussoret
al., 2005; Munakatat al, 2000; Natsumet al, 2007).

In Vertebraten-Zellen werden zwei Funktionen furapekuliert. Es kann in Analogie
zu den Hirl und Hir2 Proteinen an der Repressiam Mstongenen in der frihen S-
Phase des Zellzyklus beteiligt sein (DeSibktaal, 1998; Spectoet al, 1997). Eine
weitere Funktion stellt der Einbau von Histon H3-HYmeren in Nukleosomen
wahrend der replikationsunabhangigen Chromatinasisemng ausserhalb der S-Phase
dar (Ray-Galletet al, 2002). Diese Art der Chromatinassemblierung findeaktiv
transkribierten Genomregionen statt (McKittriek al, 2004).In vitro wird durch die
Interaktion von Hira mit Asfla die replikationsum@mgige Chromatinassemblierung
ermdoglicht (Greeret al, 2005; Tagamet al, 2004). Die Chromatinassemblierung an
Promotoren und transkribiertem Chromatin kdnnteed@me Funktion des Hira-Asfl
Komplexes sein. Darauf deutet hin, dass durch dafegfotein Hirl und Asfl
Nukleosomen amPHO5 Promotor zuvor aktivierter Gene reassembliert eerd
(Schermer et al, 2005). Desweiteren bindet Hira selektiv die flre d
replikationsunabhéngige Chromatinassemblierung s¢yyj@ Histon Variante H3.3
wahrend der Spermiendekondensation in befruchtelgarn von Drosophila
melanogastefLoppin et al, 2005) und Mauszygoten (van der Heijdgral, 2005). Die
Inversion von Arginin gegen Lysin an Position 22@n\vDrosophilaHira fuhrt zur
Unfruchtbarkeit weiblicher Individuen, da im méamhien Pronukleus der Austausch der
die Spermien verpackenden Protamine gegen Histacte mehr stattfindet. Diese
Mutation betrifft die WD 40-Domaéane von Hira (Loppéh al, 2005).
Zusammengenommen sprechen diese Beobachtungen diagg8rHira und Asfla auch

in vivo fur die replikationaunabhéngige Chromatinassemiolig verantwortlich sind.
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Als ein moglicher Mechanismus wird angenommen, dass Asfla-H3-H4
Heterotrimer zusammen mit anderen Chaperonen giiheri Komplex bildet. Um ein
H3-H4 Tetramer zu bilden, muss Asfla vom H3-H4 Dimissoziieren (Eitokwet al,
2008). Das Histon-Chaperon Hira, welches Nukleosoime Zusammenwirkung mit
Asfla assembliert, (Greeat al, 2005; Tagamet al, 2004) konnte den Asfla-H3-H4
Komplex binden, Asfla ablésen und die Formierung rot DNA komplexierten H3-
H4 Tetrameren fordern. Faktoren wie FACT, NAP1 detleoplasmin die bevorzugt
H2A-H2B Dimere binden, stellen im Anschluss dararezH2A-H2B Dimere bereit,
die dann mit dem H3-H4 Tetramer interagieren umneines Histon-Oktamer zu bilden
(Eitoku et al, 2008).

“ v / ' ”—) Histon-Oktamer
@
j 8H Nucleoplasmin

FACT
NAP1

Abb.3: Schematische Darstellung des Hira-Asfla-Kompxes (A). Flussdiagramm der Interaktion

von Hira und Asfla im replikationsunabhangigen Chranatinassemblierungsweg (B).
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1.3 Urim- ein Protein unbekannter Funktion- hat dasPotential mit
Hira im selben zellularen Weg zu agieren

Das Protein Urim (P regulated_m metastasis) ist ein ubiquitar exprimiertes Protein
unbekannter Funktion. Sein kodierendes Gen lieg¢ was von Hira auf dem
Chromosom 22q11 in der sogenannten ,DiGeorge Symduatischen Region“. Es hat
eine Grol3e von ca. 3,5 kb und besteht aus vier £xordieser Genomregion liegen die
Startcodons der GerngRIM und HIRA nur 1100 Bp voneinander entfernt. Beide Gene
werden in unterschiedlichen Richtungen transkrii€ollins et al, 2004).URIM wird

in fast allen Geweben exprimiert, wobei seine Egpiensstarke von Gewebe zu
Gewebe variiert. In einer Northern-Blot Analyse deirseine starke Uberexpression in
der metastasierenden humanen Melanoma-Zelllinie N#Cgegeniber der nicht
metastasierenden humanen Melanoma-Zelllinie 53bgeciesen (Hildebrandtt al,
1999). Die Kaorrelation detJRIM Expression zum Metastasierungspotential wurde
ebenfalls an verschiedenen Mammakarzinomzelllidarch Northern Blot Analysen
gezeigt. In normalen epithelialen Zellen der Mildeke (HMEC) und den
Primartumorzelllinien WA und AR wurde Urim schwaekprimiert. In drei Zelllinien
von Knochenmarkmikrometastasen (KM22, HG15, 159@) in einer metastasierenden
Zelllinie aus Ascites (KS) wurde hingegen eine a@hferhdhte Expression vaiRIM
gefunden (Hildebrandit al, 1999).

Das DiGeorge-Syndrom (DGS) und das Velo-Cardiodtg®yndrom (VCFS) sind
kongenitale Erkrankungen, deren phanotypische 8pekiberlappen. Beide Syndrome
sind durch schwere Herzfehler, geistige RetardegrtiT-Zell Immuninsuffizienz und
faziale Dysmorphien gekennzeichnet. Die Haufigider Syndrome betragt 1/4000
lebend Geborenen (Burn und Goodship, 1996). Das @iSVCFS sind mit ahnlichen
229011 Deletionen assoziiert. Deletionen in dieseereBh kommen bei 83% aller
Patienten vor (Scambleet al, 1992). Ein Grof3teil der betroffenen Gewebe und
Strukturen stammen wéahrend der Embryonalentwickluog den Kiemenbégen ab.
Symptome mit Ahnlichkeit zu DGS und VCFS wurdenHarhnerembryonen gefunden,
denen Zellen entfernt wurden, die von der Neurstiein die Kiemenbdgen wandern
(Kirby und Waldo, 1990). Etwa zeitgleich mit demsé&heinen der Veroffentlichung
von URIM wurde von Funket al, 1998 eine Sequenz (NLVCF) veréffentlicht, die auf
Nukleinsdureebene eine 99,4%ige Homologie zu URIMt. hMit in situ
Hybridisierungen wurde das Expressionsmuster M&IM/NLVCFin 9,5- und 10,5-

Tage Maus-Embryonen untersucht. Der Vergleich depré&ssionsmuster voHlIRA

11
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(Wilming et al, 1997) undURIM/NLVCF in 9,5- und 10,5- Tage Maus-Embryonen
zeigte ein fast identisches Expressionsmuster b&éae (Funkest al, 1998). Wegen
der identischen Expressionsmuster, der Nahe ddebélranskriptionsstartpunkte und
ihrer biderektionelen Transkription wird angenommetass HIRA und URIM
koordiniert reguliert werden. (Gavalas und Zalki95; Hentschel und Birnstiel,
1981).

1.4  Zielsetzung

Urim ist in Zellen von unterschiedlichen malignennoren differentiell exprimiert.
(Hildebrandt et al, 1999). Die Funktion und Bindepartner von Urim dsibisher
unbekannt. In direkter Nachbarschaft VORIM ist das GerHIRA lokalisiert Beide
Gene werden im Mausembryo ko exprimiert (Fuekeal, 1998). Eine Deletion von
URIM undHIRA auf Chromosom 2211 fuhrt zur Ausbildung der Kiaaitsbilder des
DiGeorge Syndroms und des Velo-Cardio-Facial-Symdro Ein Grof3teil der
betroffenen Gewebe dieser Krakheitsbilder stammam Zellen ab, die wahrend der
Embryogenese von der Neuralleiste in die Kiemenbdgandern (Kirby und Waldo,
1990). HIRA kodiert fur ein Histon-Chaperon, welches wahrender d
replikationsunabhangigen Chromatinassemblierungdfér Translokation von Histon
H3-H4 Dimeren an die DNA verantwortlich ist (Rayi@aet al, 2002). Weiterhin ist
Hira im Komplex mit dem Histon-Chaperon Asfla fike #Nukleosomenassemblierung
an transkribierten Chromatinbereichen und Promata@igivierter Gene beteiligt und
fuhrt zur transkriptionellen Repression von Gend&thermeret al, 2005). Ein
wichtiges Strukturmerkmal von Hira ist seine N-terale WD 40-Domane, die
bevorzugt Proteine mit vier antiparallelerHelices bindet (Wallet al, 1995). Eine
Faltungsvorhersage gruppiert Urim zu den Proteiménvier antiparalleleru-Helices
(unveroffentlichte Daten von Prof. Dr. Timo Schitiké). Aufgrund der Faltung von
Urim, seiner Ko-Expression mHIRA im Mausembryo und der raumlichen Néhe der
chromosomalen Loci votJRIM und HIRA, stellten wir die Frage, ob Urim einen
Bindepartner von Hira darstellt.

Durch die Ko-Immunoprazipitation steht uns ein \&@ren zur Verfigung, mit dessen
Hilfe diese Frage untersucht werden kann. Eine &dtarisierung der Interaktion ist mit

Hilfe von Hira-Proteinmutanten durch Ko-Immunopgitationen ebenfalls méglich.

12
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Dariber hinaus mochten wir weitere Interaktionspart des Proteins Urim

identifizieren, um Hinweise auf den zellularen Wagbekommen, in den das Protein
involviert ist. Insbesondere soll eine mdgliche Kdexassemblierung in Abhangigkeit
von der Zellzyklusphase untersucht werden.

Die Untersuchung von Urim ist von Bedeutung, dahihierstanden ist, in welchem
Zusammenhang die Uberexpression dieses Proteingemit Metastasierungspotential
von Tumorzellen steht. Hinweise auf eine Assozmtiut dem Histon-Chaperon Hira,

wirden Urim der replikationsunabhéngigen Chromaseanblierung zuordnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1  Stammlésungen und Puffer

PBS
8,0 g/l NaCl; 0,2 g/l KCI; 1,15 g/l N&IPOy; 0,2 g/l KHPOy; pH 7,4

PBS/T
PBS mit 0,1% (v/v) Tweéh20 (Merck, Darmstadt)

RNase-Stammlosung
100 U/ml Rnase A und 8000 U/ml Rnase T1 werderdfumin bei 100°C in 15 mM
NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 inkubiert

Tris-HCI
10 mM Tris-Base, eingestellt mit 37 %-igen HCI-S&auf pH 8,4

TBS
50 mM Tris/HCI, pH 7,6; 150 mM NacCl

2 x HEBS-Puffer
50 mM HEPES; 28 mM NaCl; 1,5 mM hdPO,; ad 1l ddHO, eingestellt mit 1N
NaOH auf pH 7,05

50 x TAE-Puffer
2M Tris-HCI; 57,1 ml/l Eisessig; 50 mM EDTA, pH 8,5

Ethidiumbromid
Ethidiumbromid wird inaqua bidestn einer Stammldésung 10 mg/ml in®l angesetzt.

6 x Gel-Beladungspuffer flr native Agarosegele
0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencgrd0 % (w/v) Saccharose
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4 x SDS-Ladepuffer
50 mM Tris/HCL pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 0,01% (w/v) @dnphenolblau; 10% (v/v)
Glycerin, 50 mM DTT

2.1.2 Medien fur Bakterienkultur und Medienzuséatze

Alle Nahrmedien wurden vor Gebrauch 20 min autakldy Hitzelabile Zusatze (z.B.
Antibiotika) wurden steril filtriert und dem Mediurerst nach dem Autoklavieren

zugegeben.

LB-Medium
10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l NaCl

2 X YT-Medium
16 g/l Trypton; 10 g/l Hefe-Extrakt; 5 g/l NaCl

LB-Agar
1l LB-Medium; 15 g Bacto-Agar

Ampicillin- Stocklésung
100 mg/ml Ampicillin (Merck, Darmstadt) in J@, steilfiltriert. Die eingesetzte
Ampicillin-Konzentration zur Selektion Ampicillinesistenter Bakterienstdmme in LB-

Medium betrug 0,1 mg/ml.

2.1.3 Bakterienstamme

E.coli DH5a
F, end Al, hsd R17 (r, m..) sup E44, thi-1, lambdarecAl, gyrA96,® 80 d lacZs
M15 (Woodcocket al, 1989)

E.coli Top10® (Inivtrogen)
F, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC380 lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD13Yara-
leu)7697 ga/U ga/K rpsL (SrendAl nupG
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2.1.4  Zelllinien

293T
(Pear, 1993) Derivat von 293-Zellen, die das S\&t@e T-Antigen exprimieren. Die
Zellen werden in DMEM Medium (GibcoBRL, Eggenheirh, % (v/v) FCS kultiviert.

2.15 Medien fur die Zellkultur und Medienzusatze.

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™
(Product Code51870-010 GibcoBRL, Eggenheim).

DMEM Medium , GlutaMAX", ohne L-Glutamat
(Product Code31966-021 GibcoBRL, Eggenheim).

Fetales Kélberserum (FCS)
(Biochrom KG, Berlin)

Penicillin-Streptomycin

(GibcoBRL, Eggenheim)

Eingesetzte Konzentration: 50 IE/ml Penicillin, ip@ml Streptomycin

2.1.6  Restriktionsendonukleasen und Restriktionspdér

Name des Enzym:

(Roche Schnittsequenz Inkubationspuffer

Diagnostics)

BamHI 5-G|GATCC-3’ A oderM

EcoRl 5-G|AATTC-3 A, B oderH

Hindlll 5-A|AGCTT-3 M

Xbal 5'-T|CTAGA-3 A oderH
Puffer A : 33 mM Tris-Acetat ; 10 mM Mg-Acetat ; 66 mM K-Ated ; 0,5 mM

DTT ;pH 7,9

Puffer B : 10 mM Tris HCI, 5 mM MgQG; 100 mM NaCl; 1mM B-

Mercaptoethanol, pH 8,0
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Puffer H : 10 mM MgCh, 100 mM NaCl ; 1 mM DTE ; pH 7,5
Puffer M : 10 mM Tris-HCL ; 10 mM MgGl; 100 mM NacCl ; 1 mM DTE ; pH
7,5

Das Temperaturoptimum fir die Restriktionsreaktiegt bei diesen Enzymen bei 37°.

2.1.7  Synthetische Oligonukleotide

Tab.1: Zur Klonierung verwendete Oligonukleotide:
Die Restriktionsschnittstellen zur Klonierung sfiett gedruckt. Inserierte

Mutationen sind kursiv gedruckt.

Nr. Name Sequenz

5'-CAA ATC GAATTC ATG ACG GCC TCC GTG

#407 URIM forw. CTG-3'

5-CAA ATC TCT AGA CTATCT CTT AAACTC CAC

#408 URIM rev. TTG TGT GTA C-3’

5'-GCCAAG CTT ATG TTC TCC CAG GAT GAG CTT]

#312] DeltaWDV5HisF G-3'

5'-GGCGAATTC TCAATG GTG ATG GTG ATG

#313| DeltaWDV5HisR ATG-3'

#401)  MutDel forw. 5-PHO-GAC AAG AAG GGC AAT TCT GCA-3’

#461 MutDel rev. 52AS| 5PHO-CGC AGC ACT CTT CTG GTC CAG-3

4464 RGHSG-AAAAI |5-CCA GAA ATT CTA GCT ACT CTGGCG GCA GCC

forw. GCT ATATTG GTC AAA GGG TTG ACA TGG-3'
4465 RGHSG-AAAAI |5-CCA TGT CAACCC TTT GAC CAATAT AGC GGC
rev. TGC CGCCAG AGT AGC TAG AAT TTC TGG-3'
4462 RNHSG-AAAAI |5'-TGG CGG TGT GTC TCT ATECTC GCG GCA GCC
forw. GCT ATAGAT GTG ATG GAT GTA GCA TGG-3’
4463 RNHSG-AAAAI |5’-CCA TGC TAC ATC CAT CAC ATCTAT AGC GGC
rev. TGC CGCGAG GAT AGA GAC ACA CCG CCA-3’

17
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Tab.2: Oligonukleotide zur Sequenzierung

#300 S1 HIRA forw. | 5TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3

#301 S2 HIRA rev. 5GGC ATG GGC AGA CAC CAG G-3

#302 S3 HIRAforw. | 5GTT GGA GAC CAG CAT CAC CAA G-3

#303 S4 HIRA rev. 5-CTC CCT GGT CGC AGC AAC-3’

#304 S5 HIRA forw. | 5-CCG TCATTG AGA ACC CTG AG-3

#305 S6 HIRA rev. 5-AGG TCT CGG GGC CTC AGC-Z

#306 S7 HIRA forw. | 5-AGG TGC TCC TGC CCT GAC C-3’

#307 S8 HIRA rev. 5-GAG AGT GTG GCT GCA GCG G-3

#308 S9 HIRAforw. | 5-ATC CTC CTG CCA TCC CCG-3

#309 S10 HIRA rev. 5-CGA GAC CGA GGA GAG GGT TAG-3

#466 S11WD+24As 5-GTT CTT TCC GCC TCA GAA G-3

#522| S12 HIRA forw. | 5-CCC ACG ATG CCT GGC TAG CC-3

#310| S1URIM forw. | 5-CCT GGA GAC GCC ATC CAC G-3

#311 S2 URIM rev. 5-CCG TTAACATCA CCATCT AAAG
2.1.8 Plasmide
Tab.3: Verwendete Plasmide

Nr. Name Charakteristika Herkunft
#556 pCR2.1-URIM TOPO clonin%;/r(]ektor mit Urim- Prof.%/\(/)iir(]jée, Fa.
4559 0CDNAG-TR Tetrazyklinr?/%rlftisror kodierende g}f;?:](aﬁ,ﬁteo?
#601]  pQBI25-URIM Expression von Urim-GFP Il?:sor;eiijgbe;nek
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i : QBIOgene,
#557 pQBI-25 GFP Expressionsvektor Heidelberg
4734 pcDNA3.1V5/His- Klonierungsvektor, enthalt laboreigene

HIRA

Expressionskassette fur Hira V5/His Plasmidbank

#852 PEGFP-N1

GFP Expressionsvektor

BD Clontech,
Heidelberg

2.1.9  Antikorper

Primarantikorper

Charakteristika

anti Urim #4134

anti Hira #4667

anti Hira wC 119

anti Hira WC 15

anti Histon H2B (FL 126)

anti Histon H4

anti Histon H3

anti V5

anti Aktin

affinitatsgereinigter polyklonaleiKanninchen
Antikdrper gegen humanes Urim (im Auftrag:
Biogenes GmbH, Berlin)

affinitatsgereinigter polyklonalekanninchen
Antikdrper gegen humanes Hira

muriner monoklonaler  Antikérper gge
humans Hira (AG Peter Adams, Dana Faber
cancer research institute, Philadelphia, USA)
muriner monoklonaler  Antikérper geg
humans Hira (AG Peter Adams, Dana Faber
cancer research institute, Philadelphia, USA)
polyklonaler Kanninchen tkidrper gegen
humans Histon H2B (Santa Cruz Biotech, Santa
Cruz, USA)

polyklonaler Kanninchen Antikérpereggn
humans Histon H4 (Abcam, Cambridge, USA)
polyklonaler Kanninchen AntikGrpeeggn das
humane Histon H3 (Millipore, Billerica, USA)
muriner monoklonaler Antikdrper gegen das
V5-Epitop (Invitrogen, Karlsruhe)

muriner  monoklonaler  Antikorper gegen
humanes a Aktin (Chemicon international,
Temecula, USA)
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anti Asfla

anti Phospho-Threonin-Prolin

Urim #4134 Praimmunserum

Hira #4667 Praimmunserum

Maus IgG1k Isotypkontrolle

Konjugierte Sekundarantikérper
HRP-konjugiert

polyklonaler Kanninchen Antikorper gegen
humans Asfla Protein (Proteintech Europe,
Manchester, UK)

muriner  monoklonaler ntikdrper  gegen
Phospho-Threonin gefolgt von Prolin (Cell
signaling, Danvers, USA)

Kanninchen Serum entnommenor
Immunisierung mit Peptid 4134 (im Auftrag:
Biogenes GmbH, Berlin)

Kanninchen Serum entnommer der
Immunisierung mit Peptid 4667 (im Auftrag:
Biogenes GmbH, Berlin)
muriner  monoklonaler IgGl  Antiké&m
(Southern  Biotechnology Associates Inc.,
Birmingham, USA)

Charakteristika

Goat anti rabbit HRP

Goat anti mouse HRP

Swine anti rabbit HRP

Cy-konjugiert

HRP-gekoppelter Zweitantikdrpes der Ziege
mit Spezifitdt gegen Kanninchen 1gG (Dako,
Glostrup, Danemark)

HRP-gekoppelter Zweitantikoguey der Ziege
mit Spezifitat gegen murines 1gG (Santa Cruz
Biotech, Santa Cruz, USA)

HRP-gekoppelter Zweitantilgirpaus dem
Schwein mit Spezifitat gegen Kanninchen IgG
(Dako, Glostrup, Danemark)

Cy2- polyclonal goat anti rabbit

Cy2-gekoppelter egén  AntikGrper  mit
Spezifitat gegen Hasen IgG (Jackson

Immunoresearch, West Grove, USA)
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Cy5- polyclonal goat anti rabbit Cy5-gekoppelter egén  AntikGrper  mit
Spezifitat gegen Hasen IgG (Jackson
Immunoresearch, West Grove, USA)

2.1.10 Reaktionskits

DNA-Sequenzierung BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, Applied
Biosystems, Warrington, UK

Plasmid-Praparation PlasmidMiniprep Kit I, Peglgdangen, Deutschland
Qiagen Midiprep Kit, Qiagen Maxiprep Kit, Qiagédijden

Geleextraktion Qiaex Il Gel Extraction Kit (150)ia@en, Hilden

2.1.11 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Agfa, Minchen: Entwickler und Fixierer fir Rontgimie
GE Healthcare, Buckinghamshire:  Amersharyperfim" ECL, Amersham ECL"

Western Blotting Detection Reagents

Heirler, Radolfzell Magermilchpulver
Invitrogen, Carlsbad, CA: NUPAGE 4%-12% Bis-Tris-Gel, NuPAGE
Tris-Acetat-Gel, Nitrozellulosemembran

Sandwich, NuPAGE MES-SDS-Laufpuffer,
Novex Tris-Acetat SDS Laufpuffer, NUPAGE
Transfer Puffer, NuPAGEAntioxidant, Reducing

Agent, SeeBlue Plus 2 prestained Protein

standard
Merck, Hohenbrunn: Tweér20
Nunc, Langenselbold Ein-Kammer Objekttrager
Qiagen, Hilden: Gelextraktionssystem, PCR Reinigsggtem,

Plasmid Préparationssystem
Roth, Karlsruhe Rofi Block, Triton X 100, FCS, Entellan,
Sterilfilter, Ethanol, Methanol, Tris

Roche, Basel, Schweiz Ethidiumbromid
Serva, Heidelberg Ponceau S
Sigma-Aldrich, Steinheim: L-Mimosin, Aphidicolin
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2.1.12 Gerate

Agfa, Minchen:

Amersham Pharmacia, Freiburg:

Barloworld Scientific, USA:
BD Bioscience, Heidelberg:
Beckman Coulter, Minchen:

Biometra, Goéttingen:

Biorad, Miunchen:
Carl Zeiss GmbH, Jena:

Eppendorf, Hamburg:

Heraeus, Hanau:

Invitrogen:

Leitz GmbH, Wetzlar:

Millipore, Bedford, USA:
Mitenyi:

New Brunswick Scientific, USA:
Sigma, Osterode:

WTW, Weilheim:

Curix 60-System fur die Entwicklungon
RoOntgensystemen
UV/ Visible Spectaipmeter Ultrospec 1000,
GeneQuant RNA/DNA Calculator
Vortex-Mixer ,Stuard-\feex SA8"
FACSCalibyFACSCanto
Zentrifuge Avagti20XP, J-6B
programmierbarer ThermostaPiOR
Reaktionen , Tpersonal T3000"
Power Pac 300 Powersupply
Fluoreszenzmikroskop “Axibve 25C”,
konfokales Laser Scan Mikroskop “CLSM 410"
programmierter Thermostat fDRP
“Mastercycler Gradient”, Zentrifugen “Hermle
Z252MK”, “Hermle Z320K”,  Kuhlzentrifuge
5810R
Tischzentrifuge ,Biofuge Pico”, wémge
.Megafuge 1.0RY, Brutschranke, GO
Inkubatoren,  Sterilwerkbdnke: ,HERAs&fe
HS12“, ,LaminAir® LB-48C"
Xcell SureLock Novex Mini-Cell, Xcellll™ Blot
Module
Mikroskop “Diavert”
MilliQ-Reinstwasseranlage
HMACS-System
Schuttelinkubatonplova 4300
Zentrifugen: SIGMA 113, 1-14, k15
inoLalpH 720
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 lIsolierung von Plasmid-DNA aug.-coli Bakterien
2.2.1.1 Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (Mimn-Prap)

Zur Praparation von Plasmid-DNA in kleinerem MaBsteurde das peqGold Plasmid
Miniprep Kit I® der Firma Peglab verwendet. Die Isolierung destld-DNA erfolgte

nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Eine 30 ml Bakterien-Ubernachtkultur wurde 15 Mawbei 1100 x g sedimentiert und
in 8 ml Puffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTAOO pg/ml Rnase A)
resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte kufagabe von 8 ml Puffer P2 (200
mM NaOH; 1 % SDS). Nach 5 mindtiger Inkubation B&i wurde die L6sung mit 8 ml
eiskaltem Puffer P3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5) naligiert und fir 10 Minuten bei RT
inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer QBT (75MmlaCl; 50 mM MOPS, pH 7;
15 % (v/v) EtOH; 0,15 % (v/v) Triton —X-100) wurd#ie Anionenaustauschersaule
(Qiagen-tip 500 aquilibriert. Das Zelllysat wurde durch Filtratiaunter Verwendung
Qiafilter von Bakterientrimmern, Proteinen und genomisch@&A Dbefreit und
anschlieend auf die Anionenaustauschersdule gegé&he beladene Séaule wurde
zweimal mit je 30 ml Puffer QC (1 M NaCl; 50 mM MSPpH 7; 15 % (v/v)
Isopropanol) gewaschen. Die Elution der Plasmid-Dé&ifolgte mit 15 ml Puffer QF
(1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15 % (v/v)dgropanol). Danach wurde die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanal dentrifugation fur 30 Min bei
15.000 x g, 4 °C prazipiert, mit 2,5 ml 70%-igemvjvEtOH gewaschen und erneut
zentrifugiert. Die sedimentierte Plasmid-DNA wurdei RT getrocknet und in 200 pl
10 mM Tris-HCI, pH 8,4 resuspendiert. Aufbewahrt rdei die DNA entweder
kurzfristig bei 4°C oder langerfristig bei -20°C.

2.2.1.3 Préaparation grof3er Mengen Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA in grofiem MalRstsllaxi Prap) wurde das Pure

Link™ HiPure Plasmid Filter Maxi Prep Kit der Firma ltroigen verwendet. Die

23



Material und Methoden

Baktereien wurden in 50 ml LB-Medium mit 100 pg/é@mpicillin bei 37°C tber
Nacht kultiviert. Die Isolierung der DNA erfolgtech den Angaben des Herstellers.

2.2.2  Ethanolfallung von DNA

Um DNA aus einer Lésung zu fallen, wurde der Ansaiz 0,1 Vol. 3M Na-Acetat,

pH 5,2 und 2,5 Vol. Ethangl versetzt, griindlich gemischt und 30 min bei —80 °C
gefallt. Die DNA wurde durch 30-minttige Zentrifuga bei 4 °C und 10.000 x g
sedimentiert, mit 70 % (v/v) EtOH gewaschen undnii bei 4 °C und 10.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils verwarfénschlieRend wurde das DNA

Sediment bei RT getrocknet und in 10 mM Tris-HC, §4 resuspendiert.

2.2.3  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
2.2.3.1 Photometrische Bestimmung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Bktion der DNA Suspension in
H,O mit einer Verdinnung von 1:100 bei 260 nm und 280 gemessen. Die
Extinktion der DNA bei 260 nm (o) ist proportional zur DNA Konzentration der
DNA. Eine Bgo = 1,0 entspricht etwa 50 pg/ml doppelstrangigerADRer Quotient
E.s/Ezso ISt ein Mal3 fur die Reinheit der Praparation. &lits zwischen 1,8 und 2,0
liegen.

2.2.3.2 Mengenabschatzung im Agarosegel im Verglaieu Markerbanden

Bei dieser Methode ist nur eine ungefahre Mengastgtizung moglich. Die zirkuléare
DNA wurde durch Restriktionsendonukleasen linearisund auf ein 1%-iges (w/v)
Agarosegel in Gegenwart von Ethidiumbromid aufggtra AnschlieRend erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung. Unter UV-Licht (2451) wurden die DNA Banden
mit Marker-DNA Banden gleicher Gr63e und bekanKi@nzentration verglichen.

2.2.4  Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch Polynerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine enzgctad in vitro-Methode zur

Vermehrung von DNA-Fragmenten. Die Methode basiaftder wiederholten Abfolge
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von Doppelstrangaufschmelzungen, Anlagerung spgehidir Oligonukleotide (Primer)
an die entsprechenden Einzelstrdnge und Synthese zdem Matrizenstrang
komplementaren DNA-Sequenz amCH-Ende der Primer. Die Reaktion wird durch
eine Hitzestabile DNA-abhangige DNA-Polymerase lyatart (Saikiet al.,1988).

Ein Standardreaktionsansatz von 60 pl bestand ,auslZl Magnesiumchlorid, 0,2 mM
Desoxyribonukleosidtriphosphate, ca. 50 ng DNA-Mdlen des Matrizenstranges, 60
pM Primer, 2U DNA-PolymeraselagPolymerase au$hermus aquaticusder HF-
Polymerase) und 5 pl zur verwendeten Polymerasafigoben Reaktionspuffers.

Der PCR-Reaktionsansatz wurde nach folgendem Zgkbdgsamm amplifiziert:

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer

Initiale Denaturierung 96 4

Denaturierung 96 1
Primeranlagerung 52-60 1 35 Zyklen
Kettenverlangerung 72 1

Fiale Verlangerung 72 4

Die individuelle Hybridisierungstemperatur JT der Primer wurde entweder
experimentell ermittelt oder mit der folgenden ensghen in Annaherung berechnet
(Wu et al, 1991):

Tp=Primer(bp) + 1,46[2 (G +C) + A+ T

Die GroRe und Menge der amplifizierten DNA-Fragneentwvurde durch

Agarosegelelektrophorese Uberprift.

2.2.5 Mutagenese Polymerasekettenreaktion

Um eine Plasmid-DNA zu mutieren, wurde eine MutagenPCR nach dem
,QuickChang€ XL Site-directed mutagenesis“-Protokoll durchgefiihBei dieser

Methode kamen Oligonukleotid-Primer zum Einsatzlchve die gewlinschte Mutation
enthielten. Durch Synthese der zum Matrizenstramgementaren DNA-Sequenz am

3-OH-Ende der Oligonukleotide entstand ein Produktlches die gewiinschte
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Mutation enthielt. Um methylierte, nicht mutierteNB zu eliminieren, wurde
anschliel3end ein Verdau mit 100ynl vorgenommen.

Ein Standardreaktionsansatz von 50 ul bestand @usgldoppelstrangiger Matrizen-
DNA, 125 ng Primer, 1 pl Desoxyribonukleosidtrippbate, 2,5 U DNA-Polymerase
(PfuTurboDNA- Polymerase) und 5 pl 10BRfuTurboDNA- Polymerase Puffer. Eine
Erhéhung der Matrizen-DNA-Konzentration auf 50 ngei bgleichbleibender
Oligonukleotid-Primer Konzentration war moglich, unehr PCR-Produkt zu erhalten.
Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem progn@rbaren Thermostat
durchgefihrt.

Das Programm begann mit einer Inkubation des PC&a#&xes bei 95°C fur 1 min, um
den Matrizenstrang zu denaturieren. Es folgten  18ykled  aus
Doppelstrangdenaturierung (95°C, 50 s), AnlagerdeigOligonukleotide (60°C, 50 s)
und Sythese des Gegenstranges (68°C, 2 min proPladmid-DNA). Die Grof3e und
Menge der amplifizierten DNA-Fragmente wurde durBgarosegelelektrophorese

Uberprift. Die gewlinschte Mutation wurde durch ®eqierung verifiziert.

2.2.6  Elektrophorese zur GroRenauftrennung von DNA-ragmenten

Zur Herstellung von 1%-igen (w/v) Agarosegelen (niwrden 1 g Agarose in 100 ml
TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkuhlen der geldstegatwse auf ca. 60°C wurde
Ethidiumbromid ad 0,5 pg/ml zugegeben. Nach denaEen wurde das Agarosegel in
ein mit TAE-Puffer gefllltes Gelkammer gelegt. DRroben wurden in DNA-
Probenpuffer aufgenommen und die Probentaschent daafiillt. Die Elektrophorese

wurde standardgemal? bei 15 V/cm durchgefinhrt.

2.2.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelalurch Bindung an
Siliciumpartikel

Nach Auftrennung der DNA-Fragmente durch die AgerGelelektrophorese wurde
die gewlnschte DNA Bande unter UV-Licht (245 nm$gaschnitten und das Gewicht
des Gelstiicks bestimmt. Abhangig von der GroRerdesgarosegel gefangenen DNA-
Fragments wurde entsprechendes Volumen des LosulifgispQX1 (Qiagen)

hinzugegeben:
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GrolRe des DNA- Zugabe von QX1, x-faches Zugabe von KD, x-faches
Fragmentes Volumen des Gel-Gewichts| Volumen des Gel-Gewichts
<100 bp 6-faches Volumen -
100 bp — 4 kb 3-faches Volumen -
>4 kb 3-faches Volumen 2-faches Volumen

QIAEX lI-L6sung (Qiagen) wurde abhangig von der gaisetzten DNA Menge
hinzugefigt:

DNA-Menge Zugabe an QIAEX lI
< 2ug DNA 10 [pul]
2-10 pg DNA 30 [ul]

Unter mehrmaligem Mischen wurde das geloste Agattisk mit der DNA-Bande 10
min bei 50 °C inkubiert. Dabei wurde kontrolliedass der pH-Wert der Lésung im
optimalen pH-Bereich (pH 7,5) liegt, angezeigt durch einen pH-Indikator, eme
maximale Adsorption der DNA durch die Saulenpattika erreichen. Bei einem
unerwinschten Farbumschlag wurden nach Bedarf fdl@iner 3 M Na-Acetat-
Lésung, pH 5,0 hinzugegeben, um den optimalen piiBle zu erhalten. Danach
wurde das Eppendorf-Gefal3 mit der geschmolzenem&ek fir 30 s mit 10.000 g,
RT zentrifugiert und das Sediment in 500 pl Pu@l (Qiagen) resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation (30 s; 10.00@xRT) wurde das Sediment zweimal mit Puffer
PE (Qiagen) gewaschen und 30-60 Min bei RT getreickbie DNA wurde in 20 pl 10
mM Tris-HCI, pH 8,4 geldst und, um die Elutions4Ei#nz zu steigern, unter folgenden
Bedingungen inkubiert:

GroRe des DNA-Fragments Inkubation
< 4 kb RT, 5 min
4 kb — 10 kb 50 °C, 5 minuten

Anschlie3end wurde die Losung fur 30 s bei 10.0@0Qzentrifugiert.

2.2.8 DNA Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methde

Die DNA Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Ketidruch Methode
durchgefuhrt (Sangeat al, 1977). Das Prinzip dieses enzymatischen Verfahbenuht
auf dem Einbau von fluoreszenzmarkierten 2’, 3’ doidly-Nukleotiden (ddNTPS) in

27



Material und Methoden

einen durch die DNA-Polymerase | neu synthetisei@NA-Strang. Dies fuhrt zum
Abbruch der Synthese, da die fur die Kettenverlémg benétigte 3’-Hydroxylgruppe
im Didesoxy-Nukleotid fehlt. Auf diese Weise wircedPolymerisierung selektiv bei A,
C, G oder T terminiert. Es entsteht eine Vielzabh wnterschiedlich langen DNA
Fragmenten, die sich durch ein fixes 5-Ende und\ariables, basenspezifisches 3'-
Ende auszeichnen. Durch den Einsatz von vier witmdlichen Fluoreszenzfarbstoffen
(A: di-chloro [R6G]; C [ROX]; G di-chloro [R100]; @i-chloro [TAMRA]) kénnen alle
vier enzymatischen Sequenzier-Reaktionen gleidgzeit einem Reaktionsgefald
durchgefuhrt werden. Durch Gel-Elektrophorese imeei denaturierenden Polyacryl-
amid-Gel werden die DNA Fragmente getrennt.

Reaktionsansatz fur die Sequenzierreaktion:
Komponente Endkonzentration/Volumen

Matrizen-DNA 150-300 ng

Oligonukleotid zur Sequenzierung 5 pmol

BigDye Terminator Mix v3.1 0,5 pul
BigDye Puffer 1x
H2Oqest ad 10 u|

Es wurden 30 Zyklen mit einem spezifischen Tempepaofil in einem
programmierbaren Heizblock)NO 11, Biometr&) durchgefiihrt:

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer
Denaturierung 96 30s
Primeranlagerung 50 15s
Kettenverlangerung 60 4 min

Die Auftrennung der synthetisierten Sequenzierpkteluwurde vom ZMMK-

Servicelabor, Institut fir Biochemie der Medizirhen Einrichtungen der Universitat zu
Ko6ln, mit einem ABI Prismi 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer/ Applied Biosystems
oder (ab 2005) mit einem ABI Prigth3730 DNA Sequencer (Perkin Elmer/ Applied

Biosystems) im Institut fir Genetik an der Univiisizu Koln durchgefinhrt.
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2.2.9  Klonierung von DNA-Fragmenten

2.2.9.1 Sequenzspezifisches endonukleolytisches@itden von DNA

Die verwendeten Enzyme (Roche Diagnostics, Mannhespalten die DNA an

definierten Schnittstellen, bei denen die DNA-Enmkenmgssequenz der Spaltstelle
entspricht. Pro pg DNA wurden 1-3 Units Restrikienzym eingesetzt. Eine
Enzymeinheit (Unit) entspricht dabei der definiartélenge an Enzym, die in einer
Stunde 1 pg DNA, bei der spezifischen optimalen gFematur, in einem

Gesamtvolumen von 10 ul spaltet. Um optimale Reakbedingungen fur die
verschiedenen Restriktionsenzyme zu schaffen, wwurdée vom Hersteller

mitgelieferten 10 x Puffer verwendet. Die DNA wunilgé dann mit zwei verschiedenen
Restriktions-Endonukleasen gleichzeitig geschnjtigann die geforderten optimalen
Pufferbedingungen erfillt waren. Ansonsten wurdehe@mander geschnitten, wobei

nach jedem Restriktionsverdau eine EtOH-Fallunglhgefihrt wurde.

2.2.9.2 Ligation von DNA-Doppelstrangen mit Uberlapenden kohésiven Enden
durch T4-DNA-Ligase

Isolierte DNA-Fragmente wurden in einem 4-fach mefaUberschuss mit linearisierter
Vektor DNA gemischt. Nach der Zugabe von 1 U T4MANgase (Roche Diagnostics,
Mannheim) und 1/10 Vol. 10 x Inkubationspuffer (6801 Tris-HCI, 50 mM MgC},
50 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7,5) wurde der Reaktiorsastz Uber Nacht bei 6 °C
inkubiert und anschlieBend zur Transformation vomgetenten Bakterien eingesetzt.

Ligationsansatz:

Komponenten verwendetes Volumen
DNA-Gesamtmenge 190 ng (ein 4:1 molares Verhattars 24yl
Vektor-DNA zur Insertions-DNA)

10 x Ligatiospuffer 1l

T4 DNA Ligase (1 U/ul) 1l

H.0 4-6 |l
Gesamtvolumen > 10 pul
Inkubation U.N., bei 6°C
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2.2.9.3 Herstellung transformations-kompetenteE.coli DH5a Bakterien
(modifiziert nach Hanahan, 1983)

Eine stationard=.coli-Kultur des Stammes DH5(500 pl) wurde in einem Verhaltnis
von 1:100 mit vorgewarmten 2 x YT-Medium verdinmidubis zum Erreichen der
logarithmischen Wachstumsphase @Yz 0,50) bei 37 °C unter Schutteln inkubiert.
Die Bakterienkultur wurde sofort unter gelegentioh Schwenken fur 10 Minuten auf
Eis abgekuhlt und 5 Minuten bei 4.000 x g und 4é&@trifugiert. Die Bakterien wurden
in eiskaltem TFB | Puffer (30 mM Kaliumacetat; 5MnMgCl,; 100 mM NacCl; 10

mM CaCb; 15 % (v/v) Glycerin; pH 5,8) resuspendiert, 10nkten auf Eis inkubiert,

erneut zentrifugiert (5 Minuten, 4.000 x g; 4 °@)3un 2 ml eiskalten TFB Il Puffer (10
mM MOPS, pH 7,5; 75 mM Cagl10 mM NacCl; 15 % (v/v) Glycerin) resuspendiert.
In jedes Eppendorf-Gefald wurden 200 pl der Losuitgden kompetenten Bakterien
gegeben und sofort im flissigen Stickstoff schofikgen. AnschlieRend wurden die

Bakterien bei -80 °C gelagert.

2.2.9.4 Transformation vonE.-coli Bakterien

Transformations-kompetentg&.-coli-Bakterien (50 pl) wurden vorsichtig mit dem
Ligationsansatz (oder dem PCR-Ansatz von der MutaggePolymerasekettenreaktion)
vermischt und 30 min bei 4°C inkubiert. Der Tramsfationsansatz wurde 90 s bei
42°C und anschlieend 3 min auf Eis inkubiert. Dafalgend wurden 900 ul LB-

Medium mit dem Transformationsansatz angeimpft tind bei 37°C unter Schitteln
(750 Upm) inkubiert. Die Bakterien wurden in dempEpdorf Tischzentrifuge pelletiert
(10 s, 13.000 Upm, RT). Der Uberstand wurde bis1®@f ul verworfen, das Sediment
resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte mit 1@ Ampicillin ausgestrichen. Die

transformierten Bakterien wurden tber Nacht beC3Kkaltiviert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteen

Proteine wurden elektrophoretisch in denaturiererfl@yacrylamidgelen in Gegenwart
von SDS aufgetrennt (SDS-PAGE) (Laemndt al., 1970). Es wurde fir die

diskontinuierliche Elektrophorese 12%-14% Bis-Tasle (Invitrogen) verwendet. Die
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Polyacrylamidgelelektrophorese wurde mit MES-SD®édPuim Xcell SureLock
Mini-Cell System von Invitrogen nach Herstellerangaben defcingt. Zur
Auftrennung von Proteinen im hdhermolekularen Bd#rewurden Tris-Acetat-Gele
benutzt. In diesem Fall diente Tris-Acetat Puffels alLaufpuffer. Als
Standardproteinmarker wurde ,SeeBlue Plus 2 PresfaiProtein Standard
(Invitrogen) eingesetzt. Der Standard enthélt rekioente, gefarbte Proteine mit
Molekulargewichten zwischen 4 kDa und 250 kDa. Bliektrophorese wurde etwa 1 h
bei 200 V durchgefihrt.

Probenzusammensetzung : 20 ul Zelllysat ( Proteinatent aus 2 x TZellen)
5 pl NuPAGE' LDSSample Buffer (4x)
2 ul NuPAGE reducing agent (10x)

Apparente Molekulargewichte der Markerproteine ¢8seBlue Plus 2 Prestained
Protein Standard" (Invitrogen) in Abhangigkeit des verwendeten Lpuifers:

Standardprotein Me(i'DP:; fer
Myosin 188
Phosphorylase 98
BSA 62
Glutamat Dehydrogenase 49
Alkohol Dehydrogenase 38
Carbonat Anhydrase 28
Myoglobin 17
Lysozym 14
Aprotinin 6
Insulin, B-Kette 3

Standardprotein Trls-A%((eItDa;;Puffer
Myosin 210
Phosphorylase 111
BSA 71
Glutamat Dehydrogenase 55
Alkohol Dehydrogenase 41
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2.3.2  Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosememtanen (Western blotting)

Durch das Western-Blot-Verfahren wurden elektroptisch aufgetrennte Proteine aus
dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembidiertragen (Burnette, 1981).
Dabei wurden die Nitrocellulosemembran und das d&wiyamidgel zwischen zwei
Blatt Whatman-3MM-Filterpapier gelegt, mit Trangfeffer (25 ml NuPAGE
Transfer Puffer, 50 ml Methanol, ad 500 ml d@yl durchtrankt und zwischen zwei
Graphitelektroden des XcellSureLock' Mini-Cell Systems (Invitrogen) laut
Herstellerprotokoll angeordnet. Der elektrophoottes Transfer erfolgte eine Stunde bei
30 V. Die Transfer-Effizienz wurde durch Anfarbunder Proteine auf der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S-Losung (0,2%v)wWonceau S, 3% (w/v)
Trichloressigsaure) tberpruft.

2.3.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Mozellulosemembran

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrokedlemembran zwei Stunden in
Blocklésung 1 [5% Magermilchpulver (w/v), 5 ml R&iock®, ad 50 ml ddkO]
geschwenkt, um Proteinbindungsstellen der Nittalode abzusattigen. Die Membran
wurde zwei Stunden bei RT unter Schwenken mit derBlocklosung 1 verdinnten
primaren Antikorper inkubiert. Eine Liste der verwdeten Primarantikérper mit den
entsprechenden Spendertieren und verwendeten ferdgan zeigt Tab.4.

Nach der Bindung des primaren Antikérpers wurdeMNlieozellulosemembran dreimal
funf min in PBST gewaschen. Zum Nachweis des pemaintikorpers wurde die
Membran 45 min unter Schwenken mit einem Meerteferoxidase gekoppelten
sekundaren Antikorper (siehe Tab.5) in Blocklos@ri§% (w/v) Magermilchpulver , 50
ml TBS, 1% (v/v) FCS, 1% (w/v) BSA] inkubiert. Darfafolgte ein erneutes Waschen
der Nitrozellulosemembran fur dreimal 5 min mit ABSDie Membran wurde
anschlie3end mit einer 1:1 Mischung der LésungehlE@d ECL 2 (Amersham) fur 1
min inkubiert, um eine Lumineszenzreaktion hervangen. Diese erlaubte eine
Lokalisierung der an die Zielproteine gebundenen tikdnper auf der
Nitrozellulosemembran (Immunoblotting). Die Chemiineszenz wurde durch

Exposition eines Rontgenfilms dokumentiert.
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Tab.4: verwendete Primarantikdrper

Name Spezifitat Verdinnung
aE\r}\tlicl—llleﬁ)\ monoklonal mouse anti human 1:50
anti URIM #4134 polyklonal rabbit anti human 1:1000
anti (I;:_slt(;g)HZB polyklonal rabbit anti human 1:200
anti Histon H4 polyklonal rabbit anti human 1:1000
anti Histon H3 polyklonal rabbit anti human 1:2800
anti V5 monoklonal mouse anti human 1:5000
anti Actin monoklonal mouse anti human 1:1000
anti Asfla polyklonal rabbit anti human 1:1000
anti P-Thr-Pro monoklonal mouse anti human 1:5000

Tab.5: verwendete Sekundarantikdrper

Name Verdinnung
Goat anti rabbit HRP 1:1000
Goat anti mouse HRP 1:1500
Swine anti rabbit HRP 1:1000

2.3.4  Ko-Immunoprazpitation

Das Prinzip der Féallung von Proteinen und dererrétionspartnern aus einem
Zelllysat besteht in der Bindung eines spezifiscAatikbrpers an das Zielprotein und
der anschlieenden Bindung des Antikorper-Prot@mplexes an eine
Feststoffmatrix. Nach Elution der gebundenen Pn&tanplexe kénnen diese durch
SDS-PAGE und Western Blot identifiziert werden.
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Im ersten Schritt wurden 1 x 1@ellen mit 1 ml Triton X-100-Lysepuffer unter nieh
reduzierenden Bedingungen 30 min unter Schittelddielysiert (siehe 2.4.4). Um die
Aktivitat der Proteasen zu inhibieren, wurden demgsdpuffer 1/10 Volumen
Complet& Proteasehemmer (Roche Diagnostics) zugesetzte Diesimen ein breites
Spektrum an Serin-, Cystein- und Metalloproteasmwie Calpaine. AnschlielRend
wurde der Ansatz bei 12000 Upm, 30 min, 4°C zamgidrt und der Uberstand in der
Ko-Immunoprézipitation eingesetzt. Nach Zugabe dedikorpers (siehe Tab.6)
inkubierte der Ansatz drei Stunden, bei 4°C auf déimerkopfschiittler. Darauf folgte
die Inkubation mit 50 pl pMACS ProteinG-beads fir 30 min Nachdem die
Prazipitationssaulen in das Magnetfeld des puMAGS8parators (Miltenyi) platziert
wurden, erfolgte deren Equilibrierung mit 200 plitdin X-100-Lysepuffer [150mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% (v/v) Triton X 100)¥ach dem Laden der Saule mit
dem Lysat wurden die Zielproteine an der magnetisdiatrix der Saulen gebunden,
da die magnetischen ProteinG beads an den Fc-d®spkzifischen Antikdrpers binden
(Abb. 1). Ungebundene Proteine wurden durch viagealWaschen der Saulen mit je
200 pl Triton-X-100-Lysepuffer und einmaligem Waschmit 100 pl Niedrig-Salz-
Waschpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5) von der Sawetfernt. Die Elution der
Proteine von der Saulenmatrix erfolgte in zwei &tdw. Im ersten Schritt wurden 20 pl
reduzierender SDS-Ladepuffer auf die Saule gegel®h5 min bei RT inkubiert.
Durch die Zugabe von 50 pl SDS-Ladepuffer wurden Rlioteine vollstandig von der
Saule eluiert und konnten fur die weitere Analysttats SDS-PAGE benutzt werden.

Tab.6: Verwendete Préazipitations-Antikorper

Name Spezifitat Menge
anti HIRA (WC15) monoklonal mouse anti human 3 ug
anti URIM #4134 polyklonal rabbit anti human 3 ug
anti V5 monoklonal mouse anti human 2 ug
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Tab.7: Verwendete Isotypkontrollen

Name Einsatz bei Ko-Immunoprazipitation mit
Urim #4134 Praimmunserum anti Urim #4134
Mouse IgGIk Isotypkontrolle WC15, anti V5
Zellernte

|

nichtreduzierende
Zelllyse

|

Inkubation mit
spezifischem Antikorper

|

Inkubation mit
magnetischen Protein G
beads

Bindung der beads an
Feststoffmatrix

|

Waschen der Saule

|

Elution der an Antikorper
gebundenen Proteine und
seiner Interaktionspartner

X0y se 4

é interagierende Proteine
° zellulidres Protein

gegen eines der interagierenden Proteine
gerichteter Antikirper

A

magnetische Protein G beads

Abb.4: Prinzip der Ko- Immunorazipitation von Proteinen. Schematische Darstellung des Ablaufs der
durchgefuhrten Ko-Immunoprazipitationen.
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2.4 Immunhistochemische Methoden

2.4.1 Immunhistochemische Doppelfarbung von intrakilaren Proteinen

Eine Moglichkeit zum Nachweis der Lokalisation veroteinen und der Identifikation
von Interaktionspartnern innerhalb der Zelle bietiet immunhistochemische Farbung
zellularer Proteine. Das Prinzip besteht in der Malng der zu untersuchenden
Proteine durch spezifische Primarantikérper und Biedung von Fluorochrom
gekoppelten Sekundarantikérpern an den Fc-Teil Rteésarantikorpers. 293T Zellen
wurden auf Einkammer-Objekttragern in RPMI-Mediutf% (v/v) FCS bei 37°C und
5% CQ bis zu 30% Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurdeach der Fixierung mit
Paraformaldehyd (siehe 2.4.6) 3 x 10 min mit TB®aghen. Zum Aufschluss der
Zellmembran wurde anschlieBend 10 min mit 0,5 M Aoniamchlorid und 0,25%
(v/v) Triton X 100 in TBS gewaschen. Nach zweimaligWaschen der fixierten Zellen
fur 10 min in TBS, wurden unspezifische Antikorpaedestellen mit 5% (w/v) BSA in
TBS fur 2 Stunden blockiert. AnschlielRend wurdea dellen mit einem Antikorper
gegen Urim in einer Verdinnung von 1:750 in 0,8%vjVBSA in TBS Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit eime URIM Praimmunserum
inkubiert. Der Uberschiussige Antikdrper wurde voen dZellen durch viermaliges
Waschen fir 10 min mit TBS entfernt. Darauf foldte Inkubation mit dem Antikorper
Cy2 polyclonal gaoat anti rabbit in 1:200 VerdinguNach 3-maligem Waschen der
Zellen mit TBS wurden nochmals fur 1h mit 5% (WB&A in TBS blockiert. Darauf
folgte eine 2 stundige Inkubation mit einem Antiér gegen Hira. Als Kontrolle
diente HIRA-Praimmunserum. Durch 4 x 10 min wascten Zellen mit TBS wurde
nicht gebundener Antikorper entfernt. Es folgteeeinkubation mit dem Fluorochrom
gekoppelten Antikorper Cy5 polyclonal goat anti biabfir 60 Minuten in 1:800
Verdunnung. AbschlieRend wurden die Zellen 4 x 10 mit TBS gewaschen. Um die
Praparate zu entwassern, wurden sie fur je 2 nfsteagend in einer Alkoholreihe von
70% Ethanol, 96% Ethanol, 100% Ethanol bis Xyldtubiert. Das Eindecken der
Zellen wurde mit Entellan (Roth, Karlsruhe) vorgemoen. Nach dem mehrstiindigen,
lichtgeschitzten  Trocknen des Eindeckmediums wurdelie Farbungen

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
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2.4.2  Immunhistochemische Einzelfarbung von intradtiléaren Proteinen

293T Zellen wurden auf Einkammer-Objekttragern isMR-Medium, 10% (v/v) FCS
bei 37°C und 5% C®bis zu 30% Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurdeach der
Fixierung mit Paraformaldehyd (siehe 2.5.6) 3 xrih mit TBS gewaschen. Zum
Aufschluss der Zellmembran wurde anschlie3end ¥mi 0,5 M Ammoniumchlorid
und 0,25% (v/v) Triton X 100 in TBS gewaschen. Nasteimaligem Waschen der
fixierten Zellen fur 10 min in TBS wurden unspezdine Antikdrperbindestellen mit 5%
(w/v) BSA in TBS fur 2 Stunden blockiert. Anschlesitl wurden die Zellen mit dem
Primarantikorper in 0,8% (w/v) BSA in TBS Uber Nadbei 4°C inkubiert. Als
Kontrolle diente die Inkubation der Zellen mit deraimmunseren der entsprechenden
Primarantikorper. Durch 4 x 10 min waschen der efelimit TBS wurde nicht
gebundener Antikorper entfernt. Es folgte eine bd#tion mit dem Fluorochrom
gekoppelten Antikérper Cy2 polyclonal goat anti bi@ébfir 60 min in 1:200
Verdinnung. Im Anschluss wurden die Zellen 4 x 1fi mit TBS gewaschen und die
DNA in den Zellkernen durch eine finfmindtige Inkation mit 7-AAD nachgewiesen.
Um die Praparate zu entwéassern, wurden sie fur jmi2 aufsteigend in einer
Alkoholreihe von 70% Ethanol, 96% Ethanol, 100%d#ihl bis Xylol inkubiert. Das
Eindecken der Zellen wurde mit Entellan (Roth, Karhe) vorgenommen. Nach dem
mehrstindigen, lichtgeschitzten Trocknen des Ekimdediums wurden die Farbungen

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

Tab.8: Verwendete Primarantikérper fur Immunhistochemische Farbungen und
fluorochromgekoppelte Sekundarantikorper

Primarantikorper Fluorochromgekoppelter Anwendung
(Verdinnung) Sekundarantikdrper (Verdinnung)

anti Hira #4667 1 y5 polyclonal goat anti rabbit (1:200)  Einfachféing

(1:2000
antl(l-!lzrgoﬁ(f;l 667 Cy5 polyclonal goat anti rabbit (1:80Q) Doppelfamgu
anti Urim #4134 . a Einfachfarbung
(1:750 Cy2 polyclonal goat anti rabbit (1:20Q) Doppelfarbunc
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2.4.3 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Konfokale Aufnahmen fluoreszierender Zellen wurde@usammenarbeit mit Annette
Schmidt (Abteillung molekulare und zellulare Spaetiizin, Sporthochschule Kéln) am
CLSM 410 (Carl Zeiss AG, Jena) durchgefihrt. BeitdS® wir im Gegensatz zu
einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop ein 8tdild Uber sequentielle
punktférmige Abtastung mit konfokaler Filterung ewgt. Dies erlaubt die Betrachtung
optischer Schnitte des Praparates und somit eiakt@Xolokalisation unterschiedlich
gefarbter Strukturen. Dabei wird jeweils ein Scleifei3-Bild erzeugt, dem
nachtraglich ein Farbkanal zugewiesen wird. Veesddime Fluoreszenzen kénnen auf
diese Weise in drei unterschiedliche Farbkanalged#sen werden, die anschlie3end
digital zu einem Farbbild kombiniert werden konn@Paddock, 2000). Durch die
Bearbeitung des Bildes in einem Grafikbearbeitunggamm (adobe Photoshop 5.0,
Adobe Systems, 1998) kann ein mehrfarbiges Bilddeiein seine drei Kanéle
aufgetrennt werden, was bei der Untersuchung vdoKétisationen von Interesse ist
Zur Mikroskopie wurden Zellen auf Einkammer-Obje&gtern (Nunc, Langensselbold)
kultiviert. Mit Hilfe eines 63 x 1,4 NA Olimmersisobjektivs und der systemeigenen
Software ,Carl Zeiss LSM* wurden Bilder mit einer@®e von 514 x 514 Bildpunkten
aufgenommen. Bei Einzelfarbungen von Urim und Hwarden adharend wachsende
293T Zellen im grinen Kanal in Bildstapeln durcle aZellebenen aufgenommen
(Anregung: 488 nm, Erfassung mit Bandpass-Filte5-580 nm). Die durch APC
nachgewiesene DNA wurde im roten Kanal detektidrir¢gung 543 nm, Erfassung
mit LP 560 nm). Bei der Doppelfarbung von Hira ushdm wurde Hira im roten Kanal
(Anregung 543 nm, Erfassung mit LP 560 nm) und Urnmgrinen Kanal (Anregung:
488 nm, Erfassung mit Bandpass-Filter 505-530 nufgemommen.

2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1  Zellkultur
2.5.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden in Laboren der Sidietsstufe S1 oder S2 unter einer
Sterilbank der Sicherheitsklasse Il (Heraeus Bhotétanau) durchgefihrt. Die Zellen
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wurden in Inkubatoren (Heraeus) unter 10%,8@rsorgung bei 37 °C und 95 bis 100
%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Medien, Zusataend Losungen wurden nach dem

Autoklavieren oder Sterilfiltrieren unter sterilBedingungen gehandhabt.

2.5.1.2 Passage adharenter Zellen durch Trypsinieng

Nach Abnahme des Zellkulturiiberstandes wurden eiée@ einmal mit C&-freiem

PBS gewaschen, mit 1 ml einer Trypsin-Losung (1@ack Trypsin (Sigma,
Deisenhofen) pro 10 ml PBS fur 3-5 Minuten bei 3Z°inkubiert und von der
Kulturschalenoberflache abgelost. AnschlieBend wemirddie geldsten Zellen in
geeignetem Medium (DMEM, 10% (v/v) FCS oder RPMIQ%l (v/iv) FCS)

resuspendiert, wodurch die Trypsin-Aktivitat blaakiwurde, und einmal mit Medium
gewaschen. Nach Bedarf wurden eine definierte AnZalten in die Zellkulturflasche
zurickgegeben und in frischem Medium aufgenommemn l@ine homogen
proliferierende Zellpopulation zu erhalten, wurddie Zellen bei 70% Konfluenz

aufgeteilt.

2.5.2 Transiente Calciumphosphat-Transfektion von DA in Eukaryoten-
Zellen

Bei einer Transfektion von 293T Zellen auf 15 cmilikdaturschalen wiesen die zu
transfizierenden Zellen eine Konfluenz von 60 — 8@¥. Zwei Stunden vor der
Transfektion wurde das DMEM-Medium durch 30 mldhses Medium ersetzt und die
Zellen anschliel3end bei 37°C und 10%,&Qltiviert. Die Transfektion erfolgte in zwei
Schritten. Im ersten Schritt, wurden ca. 30 pg DNt sterilem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 900 ul aufgefillt und diese o ul 2,5M CaCl versetzt. Im
zweiten Schritt wurde zu diesem Ansatz 1 ml 2 x ISEBH7,2 pipettiert und die
gesamte Losung 3 s mit Hilfe des Vortex-Mixer ,Stlt&ortex SA8“ gemischt. Im
Anschluf3 an eine Inkubation von 2 min bei RT wudée gesamte Transfektionsansatz
tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Die Zellerdemu 17-24 Stunden bei 37°C und
10% CQ kultiviert.

2.5.3  Kryokonservierung von Zellen

Etwa 5 x 16 Zellen wurden trypsiniert, in Medium tberfiihrt uddrch Zentrifugation

bei 500 x g fur 5 min bei RT sedimentiert. Das Zailiment wurde in 900 ul
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Einfriermedium mit 10 % (v/v) DMSO resuspendierie§e Zellsuspensionen wurden
zugig in Gefrier-Ampullen Uberfihrt und sofort dtifs gelagert. Zunéachst wurden die
Zellen bei -80 °C eingefroren und nach 48 h zugfiastigen Lagerung in fllissigen
Stickstoff uberfuhrt.

2.5.4 Lyse von 293T Zellen mittels Triton X-100 Lyepuffer

Die Extraktion von Gesamtproteinen aus 293T Ze#dolgte durch Lyse der Zellen
mit Triton X-100 Lysepuffer [L150mM NaCl, 50 mM T#38Cl pH 8,0, 1% (v/v) Triton
X 100]. Dazu wurden 1 x I®93T Zellen mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS geernte
und fur 4 min bei 5000 Upm sedimentiert. Der Ulmardt wurde bis auf 100 pl
verworfen und das Sediment resuspendiert. Ansani@3vurden die Zellen fir die
nicht reduzierende Lyse mit 1 ml Triton X-100 Lys#fpr und 100 pl 10 x Complete
Protease Inhibitor (Roche Diagnostics) gemischtr Zyse unter reduzierenden
Bedingungen wurde zusatzlich 1 pul 1M DTT zugesebre Protease-Inhibitoren
hemmen ein breites Spektrum an Serin-, Cystein- Metalloproteasen, sowie
Calpaine. Bei der Untersuchung von phosphorylieResteinen wurde dem Lysepuffer
10 ul Phosphataseinhibitor (Sigma Aldrich, 1:100rdémnung) zugesetzt. Die Lyse
erfolgte durch Inkubation fur 30 min bei 4°C auhain Uberkopfschiittler. Nach
erfolgter Lyse wurde der Ansatz fur 10 min bei 6000m und 4°C zentrifugiert und
anschlieBend der proteinhaltige Uberstand in einemeEppendorf-Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Die nicht reduzierten Lysate wurden ir dko-Immunoprazipitation, die

reduzierten Lyse fir Western Blot Analysen eingaset

2.5.5 Regulierte Expression von Genen durch das frazyklin
Expressionsystem

Zur Uberexpression eines fiir die Zelle potenti@igchen Proteins, wurde sich des T-
Rex ' Expressionssystems (Invitrogen) bedient. Das Rrides Systems beruht auf der
durch Tetrazyklin induzierbaren Expression einessG®azu wird die cDNA des zu
induzierenden Gens in den Tetracyclin-induzierbavektor pcDNA 4-TO kloniert.
Dieser enthalt eine Bindestelle fir einen tetramdretracyclin-Repressor, welcher den
Promotor des Gens abschliel3t und somit eine Expresses zugehorigen Inserts
verhindert. Die Bildung des Tetracyclin-Repressenfelgt durch die Expression eines

Repressor kodierenden Gens auf dem Plasmid pcDNR @nvitrogen).
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Dafur wurden 293T Zellen bis zu 60% Konfluenz in BM mit 0,1% (v/v) FCS
kultiviert und die Plasmide pcDNA 4-TO (mit Inseuyd pcDNA 6-TR durch Calcium-
Phosphat-Transfektion (siehe 2.5.2) in die Zelletrdnsfiziert. Um eine wirkungsvolle
Repression des Zielgens zu erreichen, wurden pcBNA&R und pcDNA 4-TO bei der
Transfektion im Verhéltnis 6:1 eingesetzt. So wugie Uberschuss an Tetracyclin
Repressor und eine wirkungsvolle Promotorrepresgewvéhrleistet.

Nach Inkubation der ko-transfizierten 293T Zelléin 24 h bei 37°C und 10% GG@m
Zellkulturinkubator wurde fur 6 h mit 1 pg/ml Tetsdin inkubiert. Durch die Bindung
von Tetrazyklin an den tetrameren Repressor veriileser seine Konformation in
der Weise, dass eine weitere Bindung an den Opbeaatich des Gens nicht mehr
maoglich ist. Der Repressor verlal3t die DNA und Besmotor kann als Startpunkt fir

die Transkription des Gens dienen.

CMV Promotor

- Tetrazyklin + Tetrazyklin

keine Expression des Gens Expression des Gens
' Tetrazyklin-Repressor
’ Tetrazyklin

Abb.5: Prinzip der Tetracyclininduktion eines Proteins. Abkiirzungen: CMV, Cytomegalovirus; TetR,
Tetracyclin Repressor Gen; TetO, Tetracyclin OeratATA, TATA-Box
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2.5.6  Fixierung von Zellen mit Paraformaldehyd

Zellen auf Objekttragern wurden mit 4% (w/v) Parafaldehyd fixiert. Dazu wurden
293T Zellen in Einkammer-Objekttragern mit RPMI Nled mit 10% (v/v) FCS bis zu
einer Konfluenz von ca. 30% bei 37°C und 5%,&0ltiviert. Nach dem Waschen der
Zellen mit 0,2 M PBS, wurden die Zellen in 37°C gewarmten 4% (w/v)
Paraformaldehyd in PBS, pH 7,6 fir 10 min inkubiért Anschluss an die Fixierung
wurden die Zellen in PBS bei 4°C bis zur Farbungggert.

2.5.7  Synchronisation von 293T Zellen
2.5.7.1 Reversibler Zellzyklusarrest in der friherS-Phase und in der M-Phase

Die reversible Arretierung von 293T Zellen in deiilfen S-Phase des Zellzyklus
erfolgte durch die Inkubation der Zellen mit dem tiAiotikum Aphidicolin.
Aphidicolin ist ein tetracyclisches Diterpen ausmd®ilz Nigrospora sphaerica. Es
hemmt in eukaryotischen Zellen die Zellteilung,@ndes die DNA-Polymeraseundd
reversibel inhibiert. Infolge dessen arretiert dedle in der frihen S-Phase.

293T Zellen wurden in der logarithmischen Wachspimase einem Aphidicolin-
Doppelblock unterzogen. Im ersten Schritt wurdes Zllen mit 2 pg/ml Aphidicolin
(Stocklésung: 10 mM Aphidicolin in DMSO geldst) BMEM fir 18 h bei 10% C©
und 37°C inkubiert. Das Medium wurde entfernt, diellen zweimal mit 10 ml
DMEM-Medium gewaschen und 7 h in DMEM Medium, 10%v] FCS inkubiert. Im
Anschluss daran wurde der zweite Block durch Amalin-Inkubation in der gleichen
Weise wie der erste Block durchgefuhrt. Um Zellgmchronisiert in M-Phase zu
erhalten, wurden die Zellen im Anschluss in DMEMddan, 0,1% (v/v) FCS 6 h
inkubiert.  Die  Effizienz  der  Zellsynchronisation e durch die
durchflusszytometrische Analyse des DNA-Gehalts detlen kontrolliert (siehe
2.5.8.2)

2.5.7.2 Synchronisation von 293T Zellen in der GO/Rhase des Zellzyklus

Eine Mdoglichkeit 293T Zellen reversibel in der @-#hase des Zellzyklus zu arretieren
besteht in der Inkubation der Zellen mit der PfeEmaminosaure L-Mimosir3{[N-(3-
hydroxy-4-pyridon)]e-aminopropionsaure) aus den Blattern der Legumimddienosa
und Leucaena. Es blockiert die DNA-Synthese, indesndie Hydroxylierung von
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Deoxyhypusin verhindert und somit den Initiatioksta elF5-A inhibiert. Zur G 0/1-
Arretierung wurden 293T Zellen bis zu 60% Konfludativiert und anschlie3end mit
0,5 mM L-Mimosin (Stocklésung: 10 mM L-Mimosin inNIEM, 10% (v/v) FCS
gel6st) in DMEM-Medium, 10% (v/v) FCS fur 18 h &#i°C und 10% C@kultiviert.
Die Zellen wurden anschlie3end zweimal mit 10 ml EMtMedium gewaschen und 7
h in DMEM-Medium, 10% (v/v) FCS inkubiert. Fir deweiten Mimosin-Block wurde
die Zellen anschlieBend nochmals mit DMEM mit 0,3/ nk-Mimosin fur 18 h
inkubiert. Der Arrest der Zellen in GO/1-Phase veurdiurchflusszytometrisch
kontrolliert (siehe 2.5.8.2).

2.5.8 Durchflusszytometrie
2.5.8.1 Propidium-lodid-Farbung von Zellen fur dieDurchflusszytometrie

Der Nukleinsaureinterkalator Propidiumiodid (Pl)nkadie perforierte Zellmembran
von toten Zellen, doch nicht die intakte Zellmenmbraon lebenden Zellen
durchdringen. Diese Eigenschaft wird in der Dunabdlzytometrie zur Lebend-Tod-
Diskriminierung von  Zellen verwendet. Um tote Zalle bei einer
durchflusszytometrischen Analyse zu diskriminienenrden rund 5 x 10Zellen mit 1
pg/ml Pl versetzt und 5 min bei RT im Dunkeln iniath Eine weitere
durchflusszytometrische Anwendung von PI stellt Miessung des DNA-Gehalts von

Zellen im Rahmen einer Zellzyklusanalyse dar (si2HeB.2).

2.5.8.2 Zellzyklusmessung mittels Durchflusszytomee

Die Bestimmung von Zellzyklusphasen erfolgt durah Ainalyse des DNA-Gehalts der
Zellen nach Pl-Inkubation. Pl markierte DNA emittid-luoreszenzlicht bei einer
Wellenlange von 580 nm bis 650 nm. Da PI stochioswt an die DNA bindet, ist mit
dieser Ein-Parameter-Messung eine Einteilung ddleZen GO0/G1-, S- und G2/M-
Phase-Zellen méglich (Abb. 6). Vor der Messung wear8 x 16 293T Zellen wurden
geerntet und Medium- und Serumrickstande durchraalges Waschen mit 1 ml PBS
entfernt. Zwischen den Waschschritten wurde derafmgweils 3 min bei 1300 Upm
zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurddie Zellen in 1 ml PBS

aufgenommen und unter Durchmischen auf einem Vagepat langsam mit 3 ml
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-20°C kaltem, absolutem Ethanol versetzt. Der Ansairde im Anschluss daran 45
min bei 4°C inkubiert. Um das Ethanol von den Zelk entfernen, wurden sie 3 min
bei 1300 Upm abzentrifugiert und darauf folgend hmoals zweimal wie oben
beschrieben mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS aafgmen. Die Zellen konnten
bis zu ihrer weiteren Verwendung bei einer Temperaon 4°C fir eine Woche
gelagert werden. Im Anschluss an die Ethanol-Fixigrder 293T Zellen wurde die
RNA der fixierten Zellen durch Zugabe von 50 pgRmlase verdaut und der Ansatz 30
min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden diel@elmit 1 pg/ml Pl versetzt und 5
min im Dunkeln inkubiert.

Die Daten-Acquisition erfolgt durch einen PI-A (Rddéache) gegen PI-W (Peak-
Breite) Dotplot (Abb. 6). Zur Auswertung definiemgan im PI-A gegen PI-W Dotplot
eine Region (rote Population). Das Histogramm vaind diese Region eingegrenzt um
G1-Dupletten von der G2 / M-Analyse auszuschlielkém.jede Zellzyklus-Phase wird
ein Marker gesetzt. In der Marker-Statistik wirdndadie prozentuale Verteilung der

Zellzyklusphasen in der gemessenen Population abgeg

> 1-Dupletten

counts

Pl

PIl-A Pl-A

Abb.6: Schematische Darstellung des Dotplots und dedazugehodrigen Histogramms einer
Zellzyklusanalyse. G0/1, GO/1-Phase Population; S, S-Phase Populat®g/M, G2/M-Phase
Population; PI-W, PI-Signal Breite; PI-A, PI-Sigridfche
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2.6 Strukturvorhersagen von Proteinen durch ,Homolmie
Modellierung*

Die Vorhersage von raumlichen Proteinstrukturen dwidurch die sogenannte
».Homologie Modellierung” ermdglicht. Diese Techrblasiert auf der Identifikation von
einem oder mehreren Proteinen mit bekannter Struk{iemplate), die
Strukturahnlichkeiten mit dem gesuchten Proteird@g haben. Um die Struktur eines
unbekannten Proteins vorherzusagen werden TargeueSeen mit Template
Sequenzen abgeglichen und auf dieser GrundlageSteukturmodell erstellt. Hohe
Sequenzahnlichkeiten koénnen signifikante strukleréhnlichkeiten bedeuten. Die
Qualitat des Homologie Modells hangt von der Qéaliles Sequenzalignments und der
Templatestruktur ab. Schwierigkeiten entstehentduicken im Sequenzabgleich ohne
Entsprechung im Zielprotein. Die einfachste Modkieit der Template Identifikation
stellt der paarweise Sequenzabgleich durch Datdénli@archtechniken wie FASTA
(,Fast all*) und BLAST (Basic Local Alignment SearchTool) dar. In dieser Arbeit
wurde der Sequenzabgleich Uber die Internet Ptaitfo ,Multalign®
(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html)durchgefihrt (Corpet, 1988. Die
Informationen aus der Templatesequenz und dem #kgm wurden im néchsten
Schritt dazu verwendet, ein Strukturmodell, basidrauf einer Reihe von karthasischen
Koordinaten fur jedes Atom des Zielproteins, zutedksn. Die Erstellung des
Strukturmodells erfolgte durch den Protein ModglirServer ,Swiss Modell
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.plp@fmodelling_overview) {Guex,
1997 #172; Peitscht al, 1995; Schwedet al, 2003). Durch den Swiss Pdb Viewer
.Deep view" (http://spdbv.vital-it.ch/) erfolgte @i Bewertung des Modells Uber
statistische Madglichkeiten oder durch physikalisthEnergiekalkulationen. Beide
Methoden produzieren eine Abschéatzung der Energiéitaisse fur die vorhergesagte

Proteinstruktur.
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Abb.7: Schematischer Verlauf eines ,Homologie Proieamodellings".
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3 Ergebnisse

3.1 Urim ist ein Bindepartner von Hira

Strukturvorhersagen lassen vermuten, dass Urim neiQadruplex mit vier
antiparallelen a-Helices ausbildet (unveroffentlichte Daten von fPr®r. Timo
Schinkothe). Proteine mit dieser Struktur bindeufigéan die WD 40-Doméane anderer
Proteine. Ein Protein mit WD 40-Domane ist Hirae@iffenen Leseraster vasRIM
undHIRA sind nur 1kb voneinander entfernt auf dem Chrommo28g11 lokalisiert und
werden in Mausembryonen ko-exprimiert. Diese Argotae fihrten zu der

Arbeitshypothese, dass Urim ein Bindepartner vama Kein kénnte.

3.1.1 Generierung eines Antiserums gegen Urim undeBtung von anti Urim
#4134 und anti Hira WC 119 auf Funktionalitat

Wir generierten ein Kanninchen Antiserum gegen Uiie Immunisierung wurde von
der Firma Biogenes GmbH, Berlin durchgefuhrt. Zonmunisierung wurden die 16-
mer Peptide CKKWSLYKQQERKMER (Peptid #4134) und
CLRKKKKVDPKKDQEA (Peptid #4135) synthetisiert undér HPLC gereinigt. Nach
der Konjugation der Peptide an Proteincarrier wardeif3e Neuseelander Kanninchen
damit immunisiert. Die anti Urim Immunseren #4138du#4134 wurden durch
Affinitatschromatographie gereinigt und im Westemlot Verfahren getestet.
Kanninchen, die mit dem Peptid #4134 immunisiertrden, produzierten ein
Antiserum, das Urim im Western Blot Verfahren dégsk Das Antiserum anti Urim
#4134 wurde von der Firma Biogenes GmbH affinitétemigt.

Die Proteine Urim und Hira wurden im Western Bloerfahren mit Hilfe der
Antikérper anti Hira WC119 und affinitdtsgereinigteanti Urim #4134 dargestellt.
Dazu wurde ein Lysat von 293T Zellen unter redwriden Bedingungen hergestellt,
durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot deim affinitatsgereinigten
Antiserum anti Urim #4134 und dem Antikorper antrddWC 119 detektiert (Abb. 8).
Urim zeigt ein Molekulargewicht von 24 kDa, Hirad i einem Molekulargewicht von
111 kDa zu detektieren. Beide Antikorper kénnen itlamm Western Blot Verfahren fur

den Nachweis der jeweiligen Proteine verwendet arerértir Western Blot Nachweise
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verwendeten wir im Folgenden ausschlie3lich dasisBrum #4134 fur die Urim-
Detektion und WC 119 fir die Hira-Detektion.

kba A B
188 —
98 — & — 111kDa
62 —
28 —

—— 24kDa
17 —

Abb.8: Hira und Urim werden durch die Antikérper WC 119 und anti Urim #4134 im Western
Blot nachgewiesenZellen der Linie 293T wurden mit Triton X-100 Lysdfer unter reduzierenden
Bedingungen lysiert. Das Proteinaquivalent aus1®Zellen wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und
der Western Blot zur Detektion von Urim mit affétisgereinigtem Antiserum anti Urim #4134 (A) und
zur Detektion von Hira mit dem Antikdrper anti HW&C119 inkubiert (B).

3.1.2  Urim interagiert mit der 111 kDa grof3en Isofom von Hira

Durch Ko-Immunoprazipitation wurde untersucht, obnJin vivo an Hira gebunden
vorliegt. Dazu wurde Urim aus einem nicht redusert293T Zelllysat mit dem
affinitatsgereinigten Antikérper anti Urim #4134 fgi und nach SDS-PAGE und
Western Blot durch den Antikdrper anti Urim #413#& sinem Molekulargewicht von
24 kDa nachgewiesen. Im 293T Lysat ist Urim ebdmnfgézeigt. Unter Verwendung
eines Urim-Praimmunserums als Kontrolle wurde Uniicht nachgewiesen (Abb. 9B)
Als weitere Kontrolle wurde das Prazipitat auf dditrozellulosemembran mit dem
Antikérper anti Aktin inkubiert (Abb. 9C). Es istekn Aktin in dem Prazipitat
nachgewiesen. Ein Aktin-Signal bei einem Molekudavight von 43 kDa ist nur im
293T Lysat detektierbar. Wir gehen davon aus, dassaffinitdtsgereinigte Antiserum
#4134 spezifisch Urim prazipitiert. In diesem Urnazipitat wurde mit dem
Antikérper anti Hira WC 119 die 111 kDa Form vonrdlnachgewiesen (Abb. 9A).

Diese Form ist im Lysat von 293T Zellen ebenfalisdetektieren. Unter Verwendung
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eines Urim-Praimmunserums in der Immunoprazipitatits Kontrolle wurde kein Hira
nachgewiesen.

Es wurde gezeigt, dass die spezifische Prazipitatmn Urim aus 293T Zelllysat die
111 kDa groRRe Isoform von Hira koprazipitiert. @iechtlich bindet Urim an Hira in
293T Zellen.

&
& o
\/ #
LS
v
A
— 111kDa
HIRA
B
URIM e — 24kDa
c
© — 43kDa
Aktin -

Abb.9: Urim interagiert in vivo mit Hira. Zellen der Linie293T (1 x10) wurden nicht reduzierend
lysiert. Die Prazipitation von Urim (Ko-IP) erfolgtdurch Inkubation des Lysats mit 3 pg des
affinitdtsgereinigten Antiserums anti URIM #4134s Asotypkontrolle wurde ein weiterer Ansatz mit de
aquivalenten Menge Praimmunserum (Isotypkontrdhélubiert. Als Positivkontrolle diente das Lysat
aus 2 x 10 293T Zellen. Die Proteine aus allen Ansatzen wurderch SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels des Western Blot Verfahrens analysiert. Bachweis von Hira erfolgte durch den Antikérper
WC119 (A) Urim wurde durch Inkubation mit dem affinitdtsgergten Antiserum anti Urim #4134
nachgewiesen (B). Als Kontrolle diente die Inkubatder Nitrozellulosemembran mit dem Antikorper
anti Aktin (C).
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3.2 Urim und Hira kolokalisieren in der M-Phase de<Zellzyklus

Nachdem wir den Urim-Hira-Komplex durch Immunopgitation nachgewiesen
haben, wurde in diesem Abschnitt die Lokalisatien Eroteine in der Zelle analysiert.
Insbesondere wurde untersucht, in welchen Kompartien Hira und Urim wahrend
des Zellzyklus lokalisiert sind. Dazu wiesen wie dtroteine Hira und Urim in 293T
Zellen durch fluorochromgekoppelte Antikdrper imrhigtochemisch mittels

konfokaler Laser-Scannning Mikroskopie nach.

3.2.1  Urimist diffus im Zytoplasma und Zellkern veteilt

Um die Verteilung von Urim in 293T zu untersuchewurde das Protein
immunhistochemisch gefarbt. Nach der Fixierung 293T Zellen auf Ein-Kammer
Objekttragern wurde Urim mit dem affinitatsgereteig Antiserum anti Urim #4134
markiert und zur Visualisierung im konfokalen LaSmanning Mikroskop mit einem
Cy2 gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert.

In Interphase-Zellen ist Urim diffus im Zytoplasmad Zellkern verteilt, was durch
eine Uberlagerung der Farben von Cy2 und 7-AAD igezeurde. In der M-Phase der
293T Zellen ist Urim weiterhin diffus in der Zelkerteilt. Typisch fir Metaphase-
Kerne ist die Anordnung der DNA in der Aquatoriaak. Durch die Uberlagerung der
Signale von Cy2 und 7-AAD ist die Verteilung vonitdrim Zytoplasma und Zellkern
gezeigt. Dieses trifft auch fur Zellen in der Anapl des Zellzyklus zu. Typisch fur
Kerne in Anaphase sind die sich trennenden Todmtencatiden. Durch die
Uberlagerung des Cy2 und 7-AAD Signals wurde digalisation von Urim im
Zytoplasma und Zellkern in dieser Zellzyklusphaaehgewiesen.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass wahrend mer-M-Phase des Zellzyklus

Urim sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasmdukfverteilt ist.
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Urim Cy2

Urirn Cy2 [ 7-AAD

Interphase

Metaphase

Anaphase

Abb.10: Urim ist in 293T Zellen in allen Phasen de&ellzyklus diffus im Zytoplasma und Zellkern
verteilt. 293T Zellen (5x16) wurden auf Objekttragern fir 24 h in RPMI-Medilmitiviert. Bei ca. 30

% Konfluenz wurden die Zellen mit 4% (w/v) PFA fixt. Urim wurde durch den affinitatsgereinigten
Antikdrper anti Urim #4134 markiert und durch deg2Cfluorochromgekoppelten Sekundarantikérper
nachgewiesen. Die DNA wurde mit 7-AAD gefarbt. Destgllt sind 293T Zellen in unterschiedlichen
Zellzyklusstadien. Die Auswertung erfolgte mit Hilfles konfokalen Laser-Scanning Mikroskops CLSM
410 (Carl Zeiss AG, Jena) in einer 400 fachen \tgtgrung.

3.2.2  Hira befindet sich in Interphase- und M-Phas&ellen in unterschiedlichen
Zellkompartimenten

Um die Verteilung von Hira in 293T Zellen zu unterken, wurde das Protein
immunhistochemisch mit Hilfe des affinitatsgereteig Antikérpers anti Hira #4667
markiert. Zur Visualisierung im konfokalen LaseraBning Mikroskop wurde es
anschlie3end mit einem Cy2 gekoppelten Sekundétapgr inkubiert.

In Interphase-Zellen bildet Hira korpuskulare Stukgn im Zellkern aus. Wir fanden
jedoch kein Hira-Signal im Zytoplasma. Die 7-AADrbéng zeigt eine homogene
Verteilung der DNA, was typisch fur InterphasekeisteIn der M-Phase ist Hira diffus

in der Zelle verteilt. Die DNA zeigt sich trennentiechterchromatiden, was typisch fur
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Zellen in Anaphase ist. In dieser Phase des Zdlsyist Hira sowohl im Zellkern, als
auch im Zytoplasma lokalisiert.

Zusammengefasst zeigen diese Beobachtungen, dass iRl Interphasezellen
korpuskulére, kernlokalisierte Strukturen ausbildéte sich in der M-Phase, bei

gleichzeitiger diffuser Verteilung von Hira ibeedjesamte Zelle, auflésen.

. HiraCy2
HiraCy2 7-AAD [ 7-AAD

Abb.11: Hira ist in der Interphase korpuskular im Zellkern und in der M-Phase diffus im Zellkern
und Zytoplasma verteilt. 293T Zellen (5x18) wurden auf Objekttragern fiirr 24 h in RPMI-Medium
kultiviert. Bei ca. 30 % Konfluenz wurden die Zellenit 4% (w/v) PFA fixiert. Hira wurde durch den
affinitdtsgereinigten Antikorper anti Hira #4667 mkiart und durch den Cy2 fluorochromgekoppelten
Sekundarantikérper nachgewiesen. Die DNA wurde7¥WAD geféarbt. Dargestellt sind 293T Zellen in

unterschiedlichen Zellzyklusstadien. Die Auswertuwrfplgte mit Hilfe des konfokalen Laser-Scanning
Mikroskops CLSM 410 (Carl Zeiss AG, Jena) in ei@d fachen Vergrol3erung.

Interphase

M-Phase

3.2.3  Urim und Hira kolokalisieren in der M-Phase

Um die Kolokalisation von Urim und Hira in 293T X zu zeigen, wurde eine
Doppelfarbung beider Proteine durchgefuhrt. NachRibeerung von 293T Zellen auf
Ein-Kammer Objekttragern wurde Hira mit dem affasigereinigten Antiserum anti
Hira #4667 und Urim mit dem affinitatsgereinigtemtserum anti Urim #4134
markiert. Zur Visualisierung beider Proteine im fakalen Laser-Scanning Mikroskop
wurde Urim mit einem Cy2 und Hira mit einem Cy5 ditachromgekoppelten

Sekundarantikérper inkubiert.
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Wahrend in Interphase-Zellen Urim diffus in derayasen Zelle verteilt ist, bildet Hira
nukleére, korpuskulare Strukturen aus. Ein gerirgateil von Hira ist diffus in der
Zelle verteilt. Eine Kolokalisation mit Urim in démterphase ist an dem im Zytoplasma
lokalisierten Hira zu beobachten. In der friihen dé& 16st sich die korpuskulare
Struktur von Hira im Kern vollstandig auf und esnsin wie Urim diffus in der Zelle
verteilt. In dieser Phase sind Urim und Hira in desamten Zelle kolokalisiert. In
einem frihen Stadium der Zytokinese, am Ende déoddj ist Urim weiterhin diffus
verteilt und es beginnt die Ausbildung der korpugten Akkumulation von Hira im
Zellkern. Auch hier kolokalisieren Urim und Hiran Iweiteren Verlauf der Zytokinese
bildet Hira wieder kernlokalisierte, korpuskulareu&turen aus, wahrend Urim diffus
in der Zelle verteilt ist, ohne dass beide Protdiéokalisieren. Zusammengefasst
wurde gezeigt, dass Urim mit Hira in der M-Phase dellzyklus kolokalisiert, wenn
Hira keine korpuskulare Struktur ausbildet. An d@npuskularen Strukturen von Hira

in der Interphase wurde keine Kolokalisation vominachgewiesen.

; ; Urim Cy2
UrimCy2  HiraCy5
Am~y ravy /Hira Cy5

o .

Mitose

spate Mitose
Beginn der
Zytokinese

Endeder
Zytokinese

Abb.12: In der M-Phase sind Urim und Hira kolokalisiert. 293T Zellen (5x16) wurden auf Ein-
Kammer Objekttragern fir 24 h in RPMI-Medium kuigist. Bei ca. 30 % Konfluenz wurden die Zellen
mit 4% (w/v) PFA fixiert. Urim wurde mit affinitatgereinigtem Antiserum anti Urim #4134 markiert und
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mit Hilfe des Cy2 fluorochromgekoppelten Sekund#kénpers nachgewiessen. Die Markierung von
Hira erfolgte durch affinitdtsgereinigtes Antiseruamti Hira #4667. Als fluorochromgekoppelter
Sekundarantikérper diente Cy5 goat anti rabbit. gestellt sind 293T Zellen in unterschiedlichen
Zellzyklusstadien. Die Auswertung erfolgte mit Hdilfles konfokalen Laser-Scanning Mikroskops CLSM
410 (Carl Zeiss AG, Jena) in einer 400 fachen \tgtgrung.

3.3 Hira ist im Komplex mit Urim an Threonin 555 phosphoryliert

Hira ist in unterschiedlichen Graden phosphoryliBie hyperphosphorylierte Form hat
ein  Molekulargewicht von 111 kDa, wahrend die urggiwrylierte ein
Molekulargewicht von 103 kDa aufweist (De Luciat al, 2001). Eine
Phosphorylierungsstelle in Hira ist der ThreonirsfRan Position 555, welcher in der S-
Phase des Zellzyklus durch die Cyclin A abhéngigese phosphoryliert wird (Hadt
al., 2001). Es stellte sich die Frage, welchen Phagpboingsstatus Hira aufweist,
wenn es im Urim-Hira-Komplex vorliegt. Dazu wurdenzwei Ko-
Immunoprézipitationen durchgefihrt. In einem Ansatmirde Urim durch das
affinitatsgereinigte anti Urim #4134 Antiserum ppizert. In einem zweiten Ansatz
wurde Hira mit dem Antikorper anti Hira WC15 gefaDie eluierten Proteine wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch das Westeoh Bérfahren analysiert. Der
Nachweis von Phospho-Threonin 555 in Hira erfolgtech den Antikorper anti
Phospho-Threonin-Prolin (Abb. 13A). Nur diese Hogitin der Aminoséauresequenz
weist das Motiv Threonin-Prolin auf.

In einem Urim-Prazipitat wurde die hyperphospheng und an Threonin 555
phosphorylierte Hira-Form mit einem Molekulargewiaton 111 kDa nachgewiesen.
Das Hira-Prazipitat enthalt erwartungsgemal dietplposphorylierte und an Threonin
555 phosphorylierte Hira-Form des Molekulargewichid kDa. Neben dieser Spezies
ist auch nicht hyperphosphoryliertes, aber an Tiire655 phosphoryliertes Hira mit
einem Molekulargewicht von 103 kDa im Hira-Prazapitnachzuweisen. Die Ko-
Immunoprézipitation von Urim und der anschlielBeh#eEhweis von Hira durch den
Antikoérper anti Hira WC119 zeigte Hira mit einem Mkulargewicht von 111 kDa und
damit die hyperphosphorylierte Form (Abb.:13B). &wmsnengefasst wurde gezeigt,
dass an Threonin 555 phosphoryliertes und gleitgzeyperphosphoryliertes Hira mit
111 kDa Molekulargewicht mit Urim interagiert.
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A B
111 kDa 111 kDa
103KkDa

anti Phospho-Threonin-Prolin anti Hira WC119

Abb.13: Mit Urim interagierendes Hira ist hyperphosphoryliert. Zellen der Linie 293T(1 x 10)
wurden nicht reduzierend lysiert. Die Ko-Immunogpétation von Urim erfolgte durch Inkubation des
Lysats mit 3 pug des affinitatsgereinigten Antisesuamti Urim #4134. Die Ko-Immunopréazipitation von
Hira erfolgte durch Inkubation des Lysats mit 3deg Antikdrpers anti Hira WC18\) Die Proteine der
Ko-Immunoprazipitate wurden der Grof3e nach durcls-HAGE mit einem Tris-Acetat-Gel aufgetrennt
und mittels Western Blot analysiert. Der Nachwean Whospho-Threonin 555 erfolgte durch den
Antikdrper anti Phospho-Threonin-ProlirB) Die Proteine des Eluats einer weiteren Urim Ko-
Immunoprazipitation wurden durch SDS-PAGE mit einBis-Tris-Gel der Gréf3e nach aufgetrennt und
durch Western Blot auf eine Nitrozelllosemembramsferiert. Der Nachweis von Hira erfolgte mit dem
anti Hira Antikdrper WC119.

3.4 Urim interagiert mit der WD 40-Proteinbindedomane von Hira

Die putitative Quadruplex-Faltung von Urim aus vattiparallelero-Helices ist eine
Struktur, die bevorzugt an die WD 40-Domane and@mateine bindet (Walkt al,
1995). Die Interaktion von Urim und Hira wurde ierdvorangegangenen Abschnitten
der vorliegenden Doktorarbeit gezeigt. In den folign Abschnitten wurde untersucht,
ob die WD 40-Domaéne von Hira fur die Interktion rdiim esssentiell ist.

3.4.1 Klonierung von pcDNA4-TO-HIRAAWD-V5/His (#1000)

Wir klonierten eine Hira-Mutante deletierter N-tenaer WD 40-Domane. Zugleich
war am C-terminalen Ende ein Histidin Tag und V5t&p fusioniert. Ausgehend von
pcDNA3.1V5/His-Hira (#734) wurden im offenen Less#m vonHIRA V5/His die
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Basepaare von Position 4 bis 1101, entsprechendAnenosauren 2-367 im Hira-
Protein, mittels der Primer Oligonukleotide #3121#813 deletiert. Die amplifizierte
DNA und der Zielvektor pcDNA4-TO (#558) wurden duorc die
RestriktionsendonukleasdfcoRl und Hindlll gespalten und die Uberlappenden Enden
ligiert. Das entstehende Plasmid pcDNA4-TO-HIRXD-V5/His (#1000) wurde irkE.

coli-Zellen transformiert und durch Sequenzierung lalidrt.

#734 ”312)

8574bp

" ¥33

HIRAAWDYSHIs cONAmit EcoRl

Amplifikation von
undHINDII Schnittstellen

H|NJD||| 2135 bp _!El:tlﬂl
#558 —
5076hp + ’_/ HIRAAWDVS/His I_,
—
EcoRl HiMDI HIR AAWDWEHIs cDMNA

l Ligation #5583 mit geschnittener

#1000
7167hp

Abb.14: Klonierungsschema von pcDNA4-TO-HirddWD-V5His. HIRAAWD V5/Hiswurde mit einer
Hindlll und EcoRI Schnittstelle aus dem Plasmid pcDNA3.1V5/HiseH#t734) mit den Oligonukleotid-
Primern #312 und #313 amplifiziert. Das Insert wie Vektor-DNA pcDNA4-TO (#558) wurden mit
den Restriktionsendonukleasétindlll und EcoRl gespalten. Anschlielend wurden der geschnittene
Vektor und die amplifizierte DNA zum Plasmid pcDNAD-HiraAWD-V5/His (#1000) ligiert.
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WD - Doméane XL Wa His
ik 367 h -
CH W W W W W W - | #7134
®®
ThEL 56387
Ri{I_ W5 His
| L. #1000
® ®

T855 S687

Abb.15: Schematische Darstellung von Hira-V5/His ud Hira AWD-V5/His. Wichtige Aminosauren
sind mit einer Zahl gekennzeichnet. RXL, fur dietehaktion mit Cyclin-Cdk2 essentielles
Aminosauremotiv; V5, V5-Epitop; His, Histidin-Ta§, Phosphatrest; T555, Threonin an Position 555;
S687, Serin an Position 687.

3.4.2  Klonierung von pcDNA3.1V5/His WAHira+52AS

Weiterhin klonierten wir eine Hira-Mutante, die ader WD 40-Doméane und den
folgenden 52 C-terminalen Aminosauren, sowie C-tealem Histidin Tag und V5-
Epitop bestand.

Ausgehend von pcDNA3.1V5/His-Hira (#734) wurdenaffenen Leseraster vadlRA
V5/His die Basepaare von Position 1257 bis 3051, entspnecder Aminosauren 419-
1017 im Hira-Protein, mittels der Mutagenese-Pritd®1und #461 durch Mutagenese-
PCR deletiert. Die Oligonukleotid-Primer waren amEBde phosphoryliert. Im
Anschluss an die PCR wurden die phosphorylierteBrislen der amplifizierten DNA
mit den 3‘-Enden ligiert. Das entstandene PlasncidNA3.1V5/His-WDAHira+52AS
(#1096) wurde irE.coli-Zellen trasformiert und durch Sequenzierung kdinrd. Die
Auswertung der Sequenzierung zeigte, dass nachAdenosaure an Position 418,
weitere 24 Aminosduren inseriert wurden. Die cazhden Nukleotidbasen befanden
sich im Leseraster. Das bedeutet, dass C-termeralMD-Doméane+52AS weitere 24
AS folgen, die als linker zwischen der WD 40-Domémel dem V5-Epitop und dem

His-Tag fungieren.
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WD —-Domane + 52 AS V5 His
" 418 T
CE W W W W W W I . #1096
24 AS
Linker

Abb.16: Schematische Darstellung von WRAHira+52AS-V5/His. Wichtige Aminoséauren sind mit
einer Zahl gekennzeichnet. V5, V5-Epitop; His, Hiist-Tag; AS, Aminosaure.

3.4.3  Klonierung von pcDNA4-TO-Urim

Um Urim durch Tetrazykininduktion zu tberexprimieyevurde Urim in den Vektor
pcDNA4-TO kloniert. Das offene Leseraster vaiRIM wurde mittels der Primer
Oligonukleotide #407 und #408 aus dem Vektor pCRZiin (#556) mit einerXba
und EcarRl Schnittstelle amplifiziert. Nach der Spaltungsdeserts und des Zielvektors
mit den Restriktionsendonukleas&ba und EcorRl, wurden Vektor und amplifizierte
DNA ligiert. Das entstehende Plasmid pcDNA4-TO-Ur{#602) wurde inE.coli

Zellen transformiert und das Insert durch Sequeunageltberpruft.
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Abb.17: Klonierungsschema von pcDNA4-TO-Urim. URIM wurde mit einerXba und EcdRl
Schnittstelle aus dem Plasmid pcR2.1-Urim (#556) den Oligonukleotid-Primern #407 und #408
amplifiziert. Das Insert und der Vektor pcDNA4-T@&568) wurden mit den Restriktionsendonukleasen
Xbal und EccaRl gespalten. AnschlieRend wurden der geschnitiégidor und die amplifizierte DNA
zum Plasmid pcDNA4-TO-Urim (#602) ligiert.

3.4.4 Optimierung der transienten Calciumphosphat-Tansfektion von
Plasmiden in 293T Zellen

Die Transfektion von 293T Zellen erfolgte durch @amnphosphat-Prazipitation.
Abbildung 18 zeigt die durchflusszytometrische Amsal der transienten
Calciumphosphat-Transfektion des GFP kodierendasnitls pQBI-25 (#852) in 293T
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Zellen bei Verwendung von 2 x HEBS-Puffer mit ustdnedlichen pH-Werten.
Gemessen wurde die GFP-Fluoreszenz im FITC-A Kaml Vergleich zu
untransfizierten 293T Zellen. Bei Verwendung vor BEBS, pH 6,9 wurde nach 24 h
keine GFP-Fluoreszenz detektiert. Unter Verwendung 2 x HEBS-Puffer mit einem
pH-Wert von 7,2 wurde jedoch eine ausreichend hiofamsfektionsrate erzielt. Nach
24 h exprimierten 78% der 293T Zellen GFP.

Zellzahl

24h Expression #852
2x HEBS pH&E,2

Zellzahl

24h Expression #852
2x HEBSpH7,2

Fluoreszenzintensitiat (GFP)

Abb.18: Die Ermittlung des optimalen pH-Wertes von2 x HEBS-Puffer fiir die Calciumphosphat-
Transfektion. Zellen einer 60% konfluenten 293T Zellkultur wurdemter Verwendung von 2 x HEBS-
Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten transientctiuCalciumphosphat-Transfektion mit dem Plasmid
pQBI-25 (#852) transfiziert. Nach 24 h Inkubatiogisavurden 5 x 19 Zellen geerntet und die GFP-
Fluoreszenz durchflusszytometrisch im FITC-A Kanajemessen. Dargestellt sind die
Ubereinandergelegten Histogramme der transfiziedtdien (graue Kurve) mit den untransfizierten 293T
Zellen (farblose Kurve).

3.45 HIRA-V5/HIS, HIRAAWD-V5/HIS und WDAHIRA+52AS-V5/His werden
nach transienter Transfektion in 293T Zellen exprimert

Um HIRA-V5/His HIRAAWD-V5/His und WDAHIRA+52AS-V5/Hiszu exprimieren,
wurden 293T Zellen durch Calciumphosphat-Transbekjeweils mit den Konstrukten
pcDNA3.1V5/His-Hira  (#734), pcDNA4-TO-HIRAWD-V5/His  (#1000) und
pcDNA3.1V5/His-WDAHira+52AS (#1096) transfiziert. Nach 24 h wurder dellen
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lysiert, die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrenrd dre Hira-Mutanten mittels des
Antikorpers anti V5 durch Western Blot Analyse ngeliesen.

In einem Lysat aus mit dem Plasmid #734 transtierer293T Zellen, wurde Hira-
V5/His bei einem Molekulargewicht von 116 kDa deieit. Das Lysat der mit dem
Plasmid #1000 transfizierten 293T Zellen enthateNVD-V5/His mit dem erwarteten
Molekulargewicht von 77 kDa. WAHira+52AS-V5/His wurde nach der Transfektion
von 293T Zellen mit dem Plasmid #1096 im Lysatdiaem Molekulargewicht von 44
kDa detektiert. Die zu erwartenden Proteingrof3emdem durch die Translation der
Nukleotidsequenz der Konstrukte in ihre Aminosédegeenz mit dem Programm
Vector NT® ermittelt.

Damit wurde gezeigt, dass die offenen LeserastetHiRA-V5/His HIRAAWD-V5/His
und WDAHIRA-V5/Hisnach transienter Calciumphosphat-Transfektion9&T2Zellen

exprimiert werden.

- — 116kDa

— — 77 KkDa

s — 44 kDa

Abb.19: HIRA-V5/His, HIRAAWD-V5/His und WDAHIRA+52AS-V5/His werden in 293T Zellen
exprimiert. Zellen einer 60% konfluenten 293T Zellkultur wurdgurch Calciumphosphat-Transfektion
mit den Plasmiden #734, #1000 und #1096 transramisfiziert. Nach 24 h wurden die transfizierten
293T Zellen unter reduzierenden Bedingungen mitomriX 100 Lysepuffer lysiert, die Proteine aus
2x10 Zellen durch SDS-PAGE augetrennt und die Hira-Mtea im Western Blot Verfahren durch den
Antikdrper anti V5 nachgewiesen.
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3.4.6 Die Expression von Urim wird durch Tetrazykln induziert

Da sich in Vorversuchen zeigte, dass die Uberesfmes/on Urim cytotoxisch wirkt,
wurde fir die transgene Expression des Proteins Tetrazyklin-induzierbares
Expressionssystem verwendet. Dazu wurden 293T rZeftet dem Tetrazyklin
induzierbaren Plasmid pcDNA4-TO-Urim (#602) und ddttasmid pcDNAG6-TR
(#559) ko-transfiziert und die Expression WORIM durch die Zugabe von Tetrazyklin
induziert. Nach unterschiedlichen Inkubationszeuemden die Zellen lysiert und Urim
mit dem affinitatsgereinigten Antiserum anti Urind¥#84 durch das Western-Blot-
Verfahren nachgewiesen Die Urim-Signale wurden idemetrisch vermessen. Als
Referenzbanden diente der Nachweis von Aktin aufr degleichen
Nitrozellulosemembran.

Das Urim-Signal nimmt bis zu 24 h nach Tetrazyldigabe zu. Zum Vergleich steigt
das Urim-Signal ohne Tetrazyklin-Induktion in dieSeobachtungszeit nicht an. Damit
steht ein Werkzeug zur Verfigung um Urim in traigfiten 293T Zellen zu

Uberexprimieren.

A

#602 /#3259 + + + + -

Tetrazyklin - + + + +

Inkubationszeit Oh 2h 6h | 24h| 24h

— —— — - — URIM

— e Aktin

62



Ergebnisse
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Tetrazyklin-Induktionin h

Abb.20: Tetrazyklin induziert die Expression von Uim in pcDNA4-TO-Urim. A) Zellen einer 60%
konfluenten 293T Zellkultur wurden transient mitnd&onstrukten pcDNA4-TO-Urim (#602) und
pcDNAG-TR (#559) ko-transfiziert. Nach 24 h wurde &xpression von Urim durch 1ug/ml Tetrazyklin
induziert. Nach 2, 6 und 24 h Inkubation wurden Zélen reduzierend lysiert, die Proteine aus 2x10
Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Urim duidds affinitatsgereinigte Antiserum anti Urim
#4134 im Western Blot nachgewiesen. Als Referendbafiir die densitometrische Auswertung der
Urim-Signalstarken diente der Nachweis von Aktirf der gleichen NitrozellulosemembraB) Die
graphische Auswertung der densitometrischen Beatimgmder Bandendicke von Urim zeigt den
Koeffizienten aus den Signalstarken der Aktin-undmJBanden, aufgetragen gegen die Dauer der
Tetrazyklin-Inkubation.

3.4.7 Die Interaktion von Hira-V5/His mit Urim wird durch das C-terminale
V5-Epitop und den Histidin-Tag nicht beeinflusst

Um auszuschliel3en, dass der Histidin-Tag und daEpitop am C-Terminus von Hira-
V5/His die Interaktion mit Urim beeintrachtigt, vden 293T Zellen mit den Plasmiden
#734, # 602 und #559 transfiziert und die Urim-Eegsion durch die Zugabe von
Tetrazyklin induziert. Die Zellen wurden lysiertdiidira aus dem Lysat mit dem anti
V5 Antikorper prazipitiert. Die Proteine aus denulgaeluat wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und Urim mittels Western Blot durch dfmitatsgereinigte Antiserum anti
Urim #4134 nachgewiesen. Als Kontrolle diente dachveis von Hira-V5/His durch

den anti V5 Antikorper in dem Prézipitat.
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Im Prazipitat der 293T Zellen mit Tetrazyklin-indeter Urim-Expression wurde Urim
mit einem Molekulargewicht von 24 kDa nachgewie@&iob. 21A). Das Protein wurde
in einem Lysat aus 293T Zellen ebenfalls detekti®tine Tetrazyklininduktion der
Urim-Expression wurde Urim nicht mit Hira-V5/His pdzipitiert. Bei Verwendung
eines Praimmunserums wurde Urim nicht detektiegciNinduzierter Expression von
Urim wurden zusatzlich zur 24 kDa Bande mehrerevéchere Signale detektiert, die
wahrscheinlich auf proteolytischen Abbau von Urimurickzufihren sind.
Erwartungsgemaf wurde nach Préazipitation mit deth\ém Antikérper, Hira-V5/His
mit einem Molekulargewicht von 116 kDa in den Pp#aten nachgewiesen (Abb.
21B).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass transgen éxpeisn Hira V5/His in 293T
Zellen bei Urim-Uberexpression mit dem Protein Uiimeinem Komplex vorliegt. Der
Histidin-Tag und das V5-Epitop von Hira beeinflussdie Interaktion von Urim mit
Hira V5/His offensichtlich nicht.

A B
@ A& & &

o 6 O o
~y > QURdIRNY

& &g & @ g 8

r—ﬁb \l__o 4\_0 \%C' \530 4:-0 "k‘d

L e - -
Urim [ > -.“— 24 KDa Hira V5iHis | st el — 116 kDa

Abb.21: Der Histidin-Tag und das V5-Epitop in Hira-V5/His beeinflussen die Interaktion mit Urim
nicht. Zellen der Linie 293T wurden simultan mit den Platanm #734, #602 und #559 transfiziert. Die
Expression von Urim wurde durch Inkubation der &elimit 1ug/ml Tetrazyklin induziert (+Tet). Die
transfizierten Zellen (1xIP wurden nicht reduzierend lysiert und das Prokéia-V5/His aus dem Lysat
durch Ko-Immunoprazipitation mit dem Antikérper aw5 prazipitiert. Als Isotypkontrolle wurde die
aquivalente Menge von Maus IgGk Isotypkontrolle eingesetzt. Als Positivkontrolleedd
Proteinnachweises diente ein Lysat aus 23%2BBT Zellen, die unter reduzierenden Bedingungsieit
wurden. Die Proteine aus den Sauleneluaten wurdeohdSDS-PAGE aufgetrennt und mittels des
Western-Blot-Verfahrens analysiert. Der Nachweisi udrim erfolgte durch das affinititsgereinigte
Antiserum anti Urim #4134 (A), der Nachweis vonadWw5/His durch den anti V5 Antikorper (B).

3.4.8 Die Deletion der WD 40-Doméne in Hira fuhrt @am Verlust der
Bindefahigkeit an Urim

Um die Frage zu beantworten, ob die Deletion der #0EDomane in Hira zum Verlust

der Interaktion zwischen Hira und Urim fihrt, wund293T Zellen mit den Plasmiden
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#1000, #602, und #559 simultan transfiziert und Higpression von Urim durch
Tetrazyklin induziert. Die Zellen wurden lysiertdutdliraAWD-V5/His aus dem Lysat
mit Hilfe des anti V5 Antikorpers prazipitiert. Wmi wurde mittels Western Blot durch
das affinitdtsgereinigte Antiserum anti Urim #418chgewiesen. Als Kontrolle diente
der Nachweis von Hit8&WD-V5/His in den Ko-Immunoprazipitationen durch denti
V5 Antikorper.

In einem Gesamtzelllysat der 293T Zellen ist Uriih @nem Molekulargewicht von 24
kDa nachzuweisen. Aus 293T Zellen ohne Tetrazylkiduktion wurde kein Urim mit
HiraAWD-V5/His koprazipitiert. Auch nach Tetrazyklin lnktion wurde kein Urim im
HiraAWD-V5/His Komplex prazipitiert (Abb. 22A), wahrendildtyp Hira-V5/His
Urim prazipitiert (Abb. 22C). In den Isotypkontr@H ist Urim nicht ko-
immunoprazipitiert. Die Prazipitation ist spezifiscda HirddWD-V5/His mit einem
Molekulargewicht von 77 kDa in beiden Ko-Immunoppétationsspuren nachgewiesen
wurde (Abb. 22B).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Hira ohne WDo#tine Urim nicht zu
binden vermag, auch wenn Urim Uberexprimiert wikdr schlie3en daraus, dass Urim

die WD 40-Doméane von Hira zur Bildung des Urim-Hikamplexes benotigt.
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Abb.22: Nach Deletion der WD 40-Doméane von Hira bidet Urim nicht mehr an Hira. Zellen der
Linie 293T wurden transient mit den Plasmiden #108802 und #559 transfiziert. Die Expression von
Urim wurde durch die Inkubation mit 1ug/ml Tetraligkinduziert (+Tet). Die transfizierten Zellen
(1x10) wurden nicht reduzierend lysiert und das Lysateiner Ko-lmmunoprazipitation mit dem
Antikdrper anti V5 eingesetzt. Als Isotypkontrolleurde die &aquivalente Menge Maus Ig&l
Isotypkontrolle eingesetzt. Als Positivkontrollesderoteinnachweises diente ein Lysat aus 2°29@T
Zellen, die unter reduzierenden Bedingungen lysientden. Die Proteine des Prazipitats wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels des Western-Blatfdhrens analysiert. Der Nachweis von Urim
erfolgte durch das affinitatsgereinigte Antiserumti &rim #4134 (A), der Nachweis von HX®D-
V5/His durch den anti V5 Antikérper (B). Zur Verahsulichung wurden Hira-V5/His und Hixs#/D-
V5/His schematisch dargestellt und die Ko-Prazigitavon Urim durch Hira V5/His gezeigt (C). RXL,
Aminosauremotiv zur Cyclin cdk2-Interaktion; V5, \Epitop; His, Histidin-Tag; P, Phosphat-Rest;
T555, Threonin 555; S687, Serin687
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3.4.9 Die isolierte WD 40-Domane aus Hira ist nichin der Lage Urim zu
binden

Um zu untersuchen, ob die isolierte WD 40-Doméane Moa in der Lage ist Urim zu
binden, wurden 293T Zellen mit den Plasmiden #108&)2, und #559 simultan
transfiziert und die Expression von Urim durch &eyklin induziert. Die Zellen
wurden lysiert und WBHira+52AS-V5/His mit dem anti V5 Antikorper aus délysat
prazipitiert. Die Proteine aus dem Sauleneluat emrdurch SDS-PAGE aufgetrennt
und Urim mittels Western Blot durch das affinit@sgnigte Antiserum anti Urim
#4134 nachgewiesen. Als Kontrolle diente der Nachwen WIDAHira+52AS-V5/His
in den Spuren der Ko-Immunoprazipitationen durah aeti V5 Antikorper.

In einem 293T Lysat ist Urim erwartungsgemalf’ nmies Molekulargewicht von 24
kDa zu detektieren. In dem Prazipitat aus 293T efielbhne Tetrazyklin Induktion
wurde kein Urim nachgewiesen. Auch wurde nach Egkien Induktion kein Urim
durch den anti V5 Antikérper mit WAHira+52AS-V5/His koprazipitiert (Abb. 23A).
In den Isotypkontrollen wurde Urim nicht nachgewies Die Prazipitation ist
spezifisch, da WRBHira+52AS-V5/His mit einem Molekulargewicht von 4Da in
beiden Ko-Immunoprazipitationsspuren nachgewiesamle/(Abb. 23B).
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die isoliaree WD 40-Domane, auch nach
Urim-Uberexpression, nicht in der Lage ist Urimlnden. Eine Interaktion von Urim

mit der WD 40-Domane ohne den C-terminalen Teil Mima ist nicht moglich.

A <g" ,ﬁé} E <& ;@"
o CHRC
R R g
P @ NLSQINES
o —
Urim — 24kDa WDAHira-V5/His e.— 44 KkDa
-

Abb.23: Die isolierte WD 40-Doméane von Hira kann rgéht mit Urim interagieren. Zellen der Linie
293T wurden transient mit den Plasmiden #1096, #80P #559 transfiziert. Die Expression von Urim
wurde durch die Inkubation mit 1ug/ml Tetrazyklimduziert (+Tet). Die transfizierten Zellen (110
wurden nicht reduzierend lysiert und das LysatimeeKo-Immunoprazipitation mit dem Antikérper anti
V5 eingesetzt. Als Isotypkontrolle wurde die aqlévee Menge Maus IgGH Isotypkontrolle eingesetzt.
Als Positivkontrolle des Proteinnachweises dienie leysat aus 2 x 10293T Zellen, die unter
reduzierenden Bedingungen lysiert wurden. Die Fret@us den Sauleneluaten wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels des Western-Blot-\tadas analysiert. Der Nachweis von Urim erfolgte
durch das affinitdtsgereinigte Antiserum anti Uii#134, der Nachweis von WADira+52AS-V5/His
durch den anti V5 Antikérper.
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3.4.10 Punktmutationen in der WD 40-Doméane von Hirafihren zu einer
Offnung der p-Propeller Ringstruktur

Wenn die WD 40-Domane von Hira fur die Bindung \mm essentiell ist, so sollten
Mutationen innerhalb dieser Domane ebenfalls zurhMeerung der Urim-Hira-
Bindung fuhren. Bei der Planung dieser Mutationamkuns zur Hilfe, dass Lindsey-
Boltz et al.,2001 in der WD 40-Domane des Proteins Prpl7p aublele S.cerevisiae
konservierte, exponiert in den loop Regionen zwesclden WD-Wiederholungen
lokalisierte Aminosauren durch unpolare Reste aasgeht haben. In Anlehnung an
diese Vorgehensweise wurden mogliche Aminosaurdéafisshkandidaten in der
humanen Hira WD 40-Doméne durch einen Sequenzvengbestimmt. Abbildung 24
zeigt den Sequenzvergleich der 381 N-terminalenndséduren des humanen Proteins
Hira mit den 379 N-terminalen Aminosauren von Haws Drosophila melanogaster
durch die Alignment-Software€lustalX Der N-Terminus der Proteine besteht aus
konservierten Aminosaureresten. In diesem Bereglmdbet sich die phylogenetisch
hoch konservierte WD 40-Doméane von Hira. Durch 8aguenzalignment wurden die
Aminosauren RNHSG zwischen den WD-Wiederholungenu#@ #3 und RGHSG
zwischen WD #3 und #4 in humanem Hira identifizielie sich in Analogie zu den
Arbeiten von Lindsey-Boltzet al, 2000 zur Mutagenese der WD-Wiederholungen

eignen konnten.

1

hHira MKLLKPTWVN [gheiNISSiinllzIznleanary Leieioleio]nlsie] AAVINNINIVISTRVIF K DENIP
ol IT-R I SA M EEVNWVIERH D DK QIFSVDIHKDCTKFATGGQGSDCGRVVIWNLLPVL{SESZRIVY
*:****:**:*:.* k*kkkkkk * *********.*.*:**** *: ***.:. * % *

1 WwD1

hHira KMLCQMD NSRRI S NG  FGSSGKLANVEQ
dHira KMLCQMD (@I R EtolNelo WX s o RN L NEG TG GMQKNHES

kkkkkkkokkkkkkhkkkhkke * Khkhkk kkkkhkkoke» * Kk kkke k k%

wD2

hHira WRCVSILR
dHira WKCFYTLR

*:*. * *:*:****:*.:*****:****:**:* **. :***
AAAAI WD3

hHira TWDPVGKYIASQADDRSLKVWRTLDW(RLHERISEOGCGGTTHVLRLSWSPDGHYL
dHira SWDPLGRFLASQSDDRSIKIWNTMNWS (IISHESSOGGTTHILRLSWSPDGQYL

:***:*:::***:****:*:*.*::*.*. :**:**:****** *:*********:*****

WwD4 WD5

hHira HAMNNSGPTAQIIEREGWKTNRYBHRKAVTVVKFNPKIFKKKQKNGSSAKPSCP
dHira HAMNGGGPTAQIIEREGWKCRIOHRKAVTCVRFHNSILSRQENDGSPSKP-LQ

****“************* *kkkkkkkhkk *:*: .*:.: ::::**.:** *k%

WD6
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hHira AVGSKDRSLSVWLTCLKRPUglSL FDKSIMDISWTLNGLGILVCSMDGSVAFLDFS
dHira AVGSRDRSLSVWMTALQRP -ILIFNASILDLTWGPQECLLMACSVDGSIACLKF

**** ******* 'k *- *'k ****'k** 'k* * * : . ** *** * * *
WD7
381
hHira SEEIBREEFEKSRIHQSTYGK
dHira SN CAREEEQNAIIRKMYGK
***”:****:' * . *k%k
379

Abb.24: Sequenzvergleich des N-Terminus von Hira au Homo sapiens und Drosophila
melanogaster. Sequenzabgleich der N-terminalen Aminosauren dea IRroteine augiomo sapiens
(hHira) undDrosophila melanogastefdHira). Die WD-Wiederholungen 1-7 (WD 1-7) beide@roteine
sind schwarz markiert. Konservierte Aminosaurerestel mit* gekennzeichnet. Die Aminosaure-
Austauschkandidaten sind durch einen Kasten heehotien. Unter den  Aminosaure-
Austauschkandidaten befinden sich fett gedrucktEdreBuchstaben-Codes der durch Mutagenese-PCR
eingefligten Aminosauren.

Mit Hilfe eines hypothetischen Strukturmodells #&&D 40-Domane von Hira wurde
deren rdumliche Anordnung nach Austausch der zudentifizierten Aminoséuren
Uberprift. Abbildung 25A zeigt das Modell der WD-BOméne von Hira auslomo
sapiens In derp-Propellerstruktur aus 7 WD-Wiederholungen (1-nAdsilie Positionen
der ausgetauschten Aminosauren farbig hervorgehob@n Darstellung der WD-
Polypeptidkette zeigt die Lokalisation beider Ansaaresequenzbereiche in den loop
Regionen zwischen WD #2 / #3 und WD #3 / #4. DiesBdlung der Oberflache der
WD 40-Doméne zeigt die augetauschten Aminosaureexponierter Lage innerhalb
der gesamten Struktur. Sowohl in der WD 40-Polyip&ptten-Darstellung, als auch in
der WD 40-Oberflachendarstellung wird durch Austhuder Aminosduren RGHSG
durch AAAAI eine Offnung deB-Propellerstruktur herbeigefiihrt (Abb. 25B). Durch
hypothetischen Austausch der Aminosauren RNHSG&antunpolaren Resten AAAII,
zeigte sich ebenfalls eine Offnung der Struktur W4D 40-Doméne, sowohl in der
Darstellung der WD 40 Polypeptidkette, als aucdenWD 40-Oberflachendarstellung.
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Oligopepti@nzen RNHSG und RGHSG
in exponierten Bereichen der Hira WD 40-Domaéne lislat sind. Daraus leiten wir
ab, dass die Konformation der WD 40-Domé&ne nachtassh dieser Aminosauren
gegen unpolare Reste von einer geschlossenen Rikiystin eine offenere Struktur
Ubergent.

69



Ergebnisse

WD 40-Polypeptidikette WD 40-Oberflache
A
Wildbyp
E
RCHSG-AAAAI
C
RMNHSG-AAAI

Abb.25: Der Austausch von wenigen Aminoséuren zwisen den WD-Modulen durch unpolare
Aminosaurereste fuhrt zur Offnung der WD-Konformati on. Wir generierten mit Hilfe des Protein
modelling servers ,Swiss Prot* Modelle der WD 40féne von Hira.WD 40-Polypeptidkette:
Aminosaurekette mit gelb markierten Oligopeptiddi® durch unpolare Aminosaurereste ausgetauscht
wurden.WD 40-Oberflache: Aufgrund energetischer Kalkulationen berechneter@iche der WD 40-
Domane. Gelb markiert sind die Bereiche der Aminosiette, die durch unpolare Aminosarereste
ausgetauscht wurder) Modell der WD 40-Doméne von Hira vor dem Austausien Aminosauren
RGHSG und RNHSG durch unpolare Aminosauren. Dide#if entsprechen den Positionen der WD-
Wiederholungen 1-7 dep-Propellerstruktur.B) Modell der WD 40-Doméane nach Austausch der
Aminosauren RGHSG gegen die Reste AAAAI zwischen ¥8und #4C) Modell der WD 40-Domaéne
nach Austausch der Aminosduren RNHSG gegen dieeResAll zwischen WD #2 und #3.
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3.4.11 Klonierung der Hira Mutanten mit Punktmutationen in der WD 40-
Domane

Hira-Mutanten mit entfalteter WD 40-Doméane (Abb.) 26urden ausgehend von
pcDNA3.1V5/His-HIRA (#734) durch Mutagenese-PCR gamen. Zum Austausch
der Aminosauren RNHSG gegen die Aminosauren AAAAter WD 40-Sequenz von
Hira wurden im offenen Leseraster vBAIlRA V5/Hisdie Basenpaare von Position 384
bis 396 zur Kodierung der Aminosauren RNHSG dureh BasenGCG GCA GCC
GCT ATA zur Kodierung der Aminosauren AAAAI ausgetauschie rsetzten
Aminosauren entsprechen den Positionen 128 bisril@2r Polypeptidkette von Hira.
Es entstand das Konstrukt pcDNA3.1V5/His-HIRA RNHB88AAI. Zur Generierung
des Konstrukts pcDNA3.1V5/His-HIRA RGHSG-AAAAI wued die Basenpaare 513-
525 zur Kodierung der Aminosauren RGHSG ge@&G GCA GCC GCT ATAur
Kodierung von AAAAI ausgetauscht. Die ersetzten Aosaurepositionen entsprechen
den Positionen 171 bis 175 in der Polypeptidkettsn \Hira. Die eingeflgten

Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt.

W40
AAAA R}i{L W5 His
12 132 T
— T | - #1097
® ®
T555 =687
AARAAI Ri{L ‘v’_5 His
17 175 T
—_— || | . #1101
® ®
T555 SB37

Abb.26: Hira-Konstrukte mit entfalteter WD 40-Domane. Schematische Darstellung der durch
Mutagenese-PCR klonierten Hira-Konstrukte mit dtdfar WD 40-Domane. Wichtige Aminosauren
sind mit einer Zahl gekennzeichnet. RXL, fur dietehaktion mit Cyclin-Cdk2 essentielles
Aminosauremotiv; V5, V5-Epitop; His, Histidin-Taf, Phosphatrest; T555, Kinasierungsstelle Threonin
an Position 555; S687, Kinasierungsstelle SeriRa@sition 687; A , Alanin; |, Isoleucin.
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3.4.12 Der Austausch der Aminosauren RNHSG durch AAAI zwischen WD #2
und WD #3 der Hira WD 40-Doméane fiuhrt zum Verlust dcer Urim-
Bindung

Wir stellten uns die Frage, ob die Entfaltung ddd WO-Domane von Hira durch den
Austausch der Aminosauren RNHSG durch AAAAI zum IV&r der Bindefahigkeit
mit Urim fuhrt. Dazu wurden 293T Zellen mit den $ttaden #1097, #602 und #559
simultan transfiziert und die Urim-Expression durbétrazyklin induziert. Die Zellen
wurden lysiert und Hira-RNHSG-AAAAI-V5/His mit demAntikorper anti V5
prazipitiert. Die Proteine des Prazipitats wurdemcd SDS-PAGE aufgetrennt. Urim
wurde in den Préazipitatproben mittels Western Biorch das affinititsgereinigte
Antiserum anti Urim #4134 nachgewiesen. Als Konéraliente der Nachweis von Hira
RNHSG-AAAAI-V5/His durch den anti V5 Antikorper.

Erwartungsgemall wurde in einem Lysat der 293T #elldrim mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa nachgewiesen. Aus 29#len ohne Tetrazyklin
Induktion wurde kein Urim im Prazipitat nachgewieseAuch nach Tetrazyklin
Induktion wurde kein Urim durch den anti V5 Anti@r mit Hira RNHSG-AAAAI-
V5/His koprazipitiert. In den Isotypkontrollen wwdJrim nicht nachgewiesen (Abb.
27A). Die Prazipitation ist spezifisch, da Hira RS8-AAAAI-V5/His mit einem
Molekulargewicht von 116 kDa in den Ko-Immunoprédiaponsspuren nachgewiesen
wurde (Abb.: 27B).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Hira RNHSG-AA/A#AHIs aus einem Lysat
von transfizierten 293T Zellen prazipitiert wirédpch kein Urim in dem Hira RNHSG-
AAAAI-V5/His-Komplex vorliegt. Offensichtlich fuhrtdie Entfaltung der WD 40-
Domane von Hira durch den Austausch der AminosaRHSG mit AAAAI in Hira

zum Verlust der Interaktionsfahigkeit mit Urim.

12



Ergebnisse

A =]
< A& & &
» e o o
& S @@ &
N SN & P NES QTS
i — — 24 kDa HiraRMHSG- | st = — 115 kDa
AAAAILVSHIS
C
<& A& 2" 'ﬂ@
o o “ b o
q’(’h +_O *'0 \‘Do 0 *_0 ‘ED
=
Urim *ﬁ J*‘F 24 kD Hira V5/His | s Wl — 116 kDa
:‘-&.!.l d
BAAAI RxL Vo His
128 132 h T
— T
® ® -
T555 5887
WD - Domane Ri(L Va His
11 aBT T
[N W W W W m=u N
® ©®
TabE  SBET

Abb.27: Der Austausch der Aminosduren RNHSG durch AAAI in Hira fuhrt zum Verlust der
Bindung von Urim. Zellen der Linie 293T wurden transient mit den Rieen #1097, #602 und #559
transfiziert. Die Expression von Urim wurde durcte dnkubation mit 1pg/ml Tetrazyklin induziert
(+Tet). Die transfizierten Zellen (1xi0wurden nicht reduzierend lysiert und Hira RNHS@GANI-
V5/His mit dem Antikdrper anti V5 prazipitiert. Alsotypkontrolle wurde die dquivalente Menge von
Maus IgG1k Isotypkontrolle eingesetzt. Als PositivkontrollesdProteinnachweises diente ein Lysat aus
2 x 10 293T Zellen, die unter reduzierenden Bedingungesieft wurden. Die Proteine aus den
Prazipitaten wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt mittels des Western-Blot-Verfahrens analysiert.
Der Nachweis von Urim erfolgte durch das affiniggieinigte Antiserum anti Urim #4134 (A), der
Nachweis von Hira RNHSG-AAAAI-V5/His durch den Akdirper anti V5 (B). Zur Veranschaulichung
wurden Hira RNHSG-AAAAI-V5/His und Hira-V5/His schatisch dargestellt und die Ko-Préazipitation
von Urim durch Hira-V5/His gezeigt. RXL, Aminosauaretiv zur Cyclin cdk2-Interaktion; V5, V5-
Epitop; His, Histidin-Tag; P, Phosphat-Rest; T558reonin 555; S687, Serin687; A, Alanin; I,
Isoleucin; R, Arginin; N, Asparagin; H, Histidin; Serin; G, Glycin
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3.4.13 Der Austausch der Aminosduren RGHSG durch AAAI zwischen WD #3
und WD #4 in Hira fuhrt ebenfalls zum Verlust der Urim-Bindung
Anschlie3end stellten wir uns die Frage, ob dertdusch der Aminosduren RGHSG
durch AAAAI zwischen der WD 40-Wiederholungen 3 uhdbenfalls zum Verlust der
Hira-Urim-Interaktion fihrt. Um das zu zeigen, wend293T Zellen mit den Plasmiden
#1101, #602 und #559 simultan transfiziert undUtien-Expression durch Tetrazyklin
induziert. Die Zellen wurden lysiert und das tras@xprimierte Hira durch eine Ko-
Immunoprézipitation mit dem Antikdrper anti V5 pigigert. Die Proteine des
Préazipitats wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. Usiande in den Prazipitatproben
mittels Western Blot durch das affinitatsgereinighamtiserum anti Urim #4134
nachgewiesen. Als Kontrolle diente der Nachweis twra RGHSG-AAAAI-V5/His
durch den anti V5 Antikorper.
In Abbildung 28A ist Urim mit einem Molekulargewickion 24 kDa in der Spur mit
einem 293T Gesamtzelllysat gezeigt. In den Praigit aus Tetrazyklin uninduzierten
und induzierten 293T Zellen wurde jedoch kein Urimachgewiesen. In den
Isotypkontrollen ist Urim nicht ko-immunoprazipitieDie Prazipitation war spezifisch,
da Hira RGHSG-AAAAI-V5/His mit einem Molekulargewitvon 116 kDa in den Ko-
Immunoprézipitationsspuren nachgewiesen wurde (A8B).
Diese Daten zeigen, dass die Hira-Mutante RGHSG-AR¥5/His Urim nicht zu
binden vermag. Die Entfaltung der WD 40-Domaéne Wi durch den Austausch der
Aminosauren RGHSG mit AAAAI in Hira fuhrt offensitiich, wie auch der Austausch
der Aminosauren RNHSG gegen AAAAI, zu einem Verldst Interaktionsfahigkeit

mit Urim.
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Abb.28: Der Austausch der Aminosduren RGHSG durch AAAI in Hira fuhrt zum Verlust der
Bindung von Urim. Zellen der Linie 293T wurden transient mit densiiaden #1101, #602 und #559
transfiziert. Die Expression von Urim wurde durcte dnkubation mit 1pg/ml Tetrazyklin induziert
(+Tet). Die transfizierten Zellen (1xf0wurden nicht reduzierend lysiert und Hira RGHSGANI-
V5/His mit dem Antikérper anti V5 prazipitiert. Alsotypkontrolle wurde die aquivalente Menge von
Maus IgG1k Isotypkontrolle eingesetzt. Als PositivkontrollesdProteinnachweises diente ein Lysat aus
2 x 10 293T Zellen, die unter reduzierenden Bedingungesiedt wurden. Die Proteine aus den
Sauleneluaten wurden durch SDS-PAGE aufgetrennimitidls des Western-Blot-Verfahrens analysiert.
Der Nachweis von Urim erfolgte durch das affiniggieinigte Antiserum anti Urim #4134 (A). Der
Nachweis von Hira RGHSG-AAAAI-V5/His erfolgte durclden Antikérper anti V5(B). Zur
Veranschaulichung wurden Hira RGHSG-AAAAI-V5/His diira-V5/His schematisch dargestellt und
die Ko-Prazipitation von Urim durch Hira-V5/His gagt. RXL, Aminosauremotiv zur Cyclin cdk2-
Interaktion; V5, V5-Epitop; His, Histidin-Tag; PhBsphat-Rest; T555, Threonin 555; S687, Serin687; A
Alanin; I, Isoleucin; R, Arginin; N, Asparagin; Hlistidin; S, Serin; G, Glycin
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3.4.14 Die Mutation der Aminosaure Arginin 227 in lumanem Hira zerstort die
Bindung mit Urim

Die Mutation sesamein Drosophila melanogasteist gekennzeichnet durch einen
Amiosaureaustausch in der Hira WD 40-Doméane undt fidbr Sterilitaét weiblicher
Individuen. Der Arginin-Rest an Position 225 istdieser Mutante durch einen Lysin-
Rest ersetzt (Loppiret al, 2005). Nach der Befruchtung kann im mannlichen
Pronukleus der Austausch der die Spermien-DNA \akgraden Protamine durch
Histone nicht mehr erfolgen. Um zu zeigen, ob deosophila melanogaster
Aminosaure Arginin 225 in humanem Hira konservistit wurden die Basenpositionen
1-379 der Drosophila Hira-Sequenz mit den Basetipagn 1-381 der humanen
Sequenz durch das Program@iustalX abgeglichen. In Abbildung 29 ist das
Sequenzalignment gezeigt. In der WD-Wiederholunst Sler Arginin-Rest an Position
227 in humanem Hira identifiziert. Die Aminosauregt in einem hoch konservierten

Bereich der Hira-Proteine.
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1
hHira MKLLKPTWVN [ghUel Iz vinlizIgnlcnFivieieielefelnis{e] SAININIVSIRVIE KDENIP
dHira MRLLKPAWVH [glslalqelI=SiVisllzl(aleap{FiNNeieiolelsinloleIxaVAVILININNZVIRE FDADVP
*:****:**:*:'* *kkkkkk * *********.*.*:**** *: ***':' * % *
1 WD1
hHira KMLCQMD |NglWAGVANIGVIRIUE N el VN awivsiele] sl RIVAANIGINR Y FGSSGKLANVEQ
dHira KMLCQMD [e]g|WaViN[@VI=dSIe]\[e]o]\IWA{ el sl ARIV W ERINEeG TGGMQKNHES
* * * * * ****.******:*::: *'* ***:.* **.
WD2
LTINS I ENHSGDVMDVAWSPHDAWLASCSVDNTVVIWNAVK IIRRGASGLVKJ
LA (DA GCHDGDVLDLAWSPNDVYLASCSIDNTVIIWDAQAFPIIRNEHTGLVK(
*:*' * *'*.* **:*:****:*.:*****:****:**:* **. :*-k* :**:* ****:
WD3
. []
hHira TWDPVGKYIASQADDRSLKVWRTLDW(RRNHEPIHOGCGGTTHVLRLSWSPDGHYL
dHira SWDPLGRFLASQSDDRSIKIWNTMNWS [IISHESSOGGTTHILRLSWSPDGQYL
:***:*:::***:**-k*:*:*'*::*.*. :**:**:****** *:*-k * -k***:*****
WD4 WD5
hHira HAMNNSGPTAQIIEREGWKTNRYBHRKAVTVVKFNPKIFKKKQKNGSSAKPSCP
dHira HAMNGGGPTAQIIEREGWKCIgYOGHRKAVTCVRFHNSILSRQENDGSPSKP-LQ
Tk | Rkkkkkkokkokdokk | kkkokdokkkk ko koL LRk R kb
WD6
hHira AVGSKDRSLSVWLTCLKRPUIFIRLFDKSIMDISWTLNGLGILVCSMDGSVAFLDF{
dHira AVGSRDRSLSVWMTALQRPMgISLIFNASILDLTWGPQECLLMACSVDGSIACLKF
****:*******:*'*:**:*******: -k*:*::* :'**:***:* **
WD7
381
hHira SNEIpIABREEEKSRIHQSTYGK
dHira SRSIAREEEQNAIIRKMYGK
***”:****:' * *%kx%k
379

Abb.29: Sequenzvergleich des N-Terminus von Hira au Homo sapiens und Drosophila
melanogaster. Sequenzvergleich der N-terminalen Aminosauren 1-88% Proteins Hira auslomo
sapiens (hHira) und der Aminosauren 1-379 aWrosophila melanogaster(dHira). Die WD-
Wiederholungen 1-7 (WD 1-7) beider Proteine sintnsrz markiert. Konservierte Aminoséurereste sind
mit * gekennzeichnet. Der in d&rosophila melanogastevutantesesameayegen Lysin ausgetauschte
Arginin-Rest 225 entspricht dem Arginin an Posit®27 in der humanen Hira-Sequenz und ist durch
einen Kasten hervorgehoben.

Wir generierten eine Hira-Mutante mit dem Aminosiwstausch an Position 227.
Ausgehend von pcDNA3.1V5/His-Hira (#734) wurde iffenen Leseraster vVOHIRA
V5/His das Arginin-Codon in den Basenpositionen 681 B3 gegen das Lysin-Codon
AAG mittels der Primer Oligonukleotide #401 und 461rctiu Mutagenese-PCR
ausgetauscht. Wir erhielten das Konstrukt pcDNAS/Hs-HIRA R227K (#1106).
Eine schematische Darstellung der klonierten Hisasidhte zeigt Abbildung 30. Die

eingefligte Mutation wurde durch Sequenzierung izesit.
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Abb.30: Hira-Mutante #1106 mit Arginin gegen Lysin Austausch an Position 227 Schematische
Darstellung der Hira-Mutante mit Arginin-Lysin-Ingon an Aminosaureposition 227. RXL, fur die
Interaktion mit Cyclin-Cdk2 essentielles Aminosanogiv; V5, V5-Epitop; His, Histidin-Tag; P,
Phosphatrest; T555, Threonin an Position 555; SG&&Tin an Position 687; R, Arginin; K, Lysin;
Position der eingefiigten Mutation.

Interagiert Urim mit der Hira R227K-V5/His-Mutant&n diese Frage zu beantworten,
wurden 293T Zellen simultan mit den Plasmiden #1#862, und #559 transfiziert und
die Expression von Urim durch Tetrazyklin induziddie Zellen wurden lysiert und
Hira R227K-V5/His mit dem Antikérper anti V5 pratiert. Die Proteine aus dem
Sauleneluat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und Unittels Western Blot
durch das affinitatsgereinigte Antiserum anti Uil 34 nachgewiesen. Als Kontrolle
diente der Nachweis von HiraR227K-V5/His in demZip#iat durch den Antikdrper
anti V5.

Abbildung 31A zeigt den Nachweis von Urim mit ein&folekulargewicht von 24 kDa
im 293T Gesamtzelllysat. Zusatzlich dazu wurde 3R Lysat noch eine
hohermolekularere Spezies unbekannter Herkunftkdete Im Hira Préazipitat wurde
jedoch kein Urim nachgewiesen, auch nicht nach akgklin induzierter
Uberexpression von Urim. In dem Eluat der Isotygkalten wurde Urim nicht ko-
immunoprazipitiert. Die Prazipitation war spezifisdda HiraR227-V5/His mit einem
Molekulargewicht von 116 kDa in den Ko-Immunoprédiaponsspuren nachgewiesen
wurde (Abb. 31B).

Diese Daten zeigen, dass die Hira-Mutante HiraR223Kdis mit dem Arginin-Lysin

Austausch an Position 227 nicht in der Lage istWniin zu interagieren.
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Abb.31: Der Austausch von Arginin 227 gegen Lysinni Hira fihrt zum Verkust der Hira-Urim-
Bindung. Zellen der Linie 293T wurden transient mit densiraden #1106, #602 und #559 transfiziert.
Die Expression von Urim wurde durch die Inkubatimit 1pug/ml Tetrazyklin induziert (+Tet). Die
transfizierten Zellen (1xID wurden nicht reduzierend lysiert und Hira R227K5/Mis mit dem
Antikdrper anti V5 prazipitiert. Als Isotypkontrellwurde die aquivalente Menge von Maus IgkGl
Isotypkontrolle eingesetzt. Als Positivkontrollesderoteinnachweises diente ein Lysat aus 2°29GT
Zellen, die unter reduzierenden Bedingungen lysieriden. Die Proteine aus den Sauleneluaten wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels des WeddotVerfahrens analysiert. Der Nachweis von
Urim erfolgte durch das affinitatsgereinigte Antism anti Urim #4134 (A), der Nachweis von Hira
R227K-V5/His durch den Antikérper anti V5 (B). ZMeranschaulichung wurden Hira R227K-V5/His
und Hira-V5/His schematisch dargestellt und die /@&zipitation von Urim durch Hira-V5/His gezeigt.
RXL, Aminosauremotiv zur Cyclin-cdk2-Interaktion;5Y V5-Epitop; His, Histidin-Tag; P, Phosphat-
Rest; T555, Threonin 555; S687, Serin687; R, AmgiKi, Lysin,*, Position der eingefigten Mutation.
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3.5 Urim und Hira bilden einen Komplex mit den Hisbnen H2B
und H4

3.5.1 Das Histon-Protein H4 ist ein weiteres Proteiim Urim-Hira-Komplex

Im Anschluss an den Nachweis der Urim-Hira-Intaaktund der Identifizierung der
Urim Bindedoméne in Hira, wurde der Frage nachggganob das Histon H4 ein
Bestandteil des Komplexes ist. Dazu wurde Urim aemem nicht reduzierten 293T
Zelllysat mittels Ko-Immunoprazipitation mit demtatrim Antikorper gefallt. Urim
wurde erwartungsgemafll in dem Komplex als 24 kDatelPro mit dem
affinitatsgereinigten Antiserum anti Urim #4134 @ldtert. Im 293T Lysat ist Urim
ebenfalls gezeigt. Unter Verwendung eines UrimRndiinserums als Kontrolle wurde
Urim nicht nachgewiesen (Abb. 32B). Im Urim-Prampiwurde ebenfalls Histon H4
mit einem Molekulargewicht von 12 kDa nachgewiedeas Histon H4 Protein wurde
mit demselben Molekulargewicht auch in einem Lygah 293T Zellen detektiert.
Unter Verwendung eines Urim-Praimmunserums als rdetwurde Histon H4 nicht
nachgewiesen (Abb. 32B). Als weitere Kontrolle wardlas Prazipitat auf der
Nitrozellulosemembran mit dem Antikdrper anti Aktirkubiert (Abb.:32C). Es wurde
kein Aktin in dem Prazipitat nachgewiesen. Ein Al8ignal bei einem
Molekulargewicht von 43 kDa wurde nur im 293T Lyshdtektiert. In der Spur der
Isotypkontrolle war Aktin nicht nachzuweisen.

Dieser Ansatz zeigt, dass durch Prazipitation vamudlas Histon-Protein H4 aus 293T
Zellen koprazipitiert wird. Offensichtlich liegenrich und Histon H4 in einem Komplex

vor.
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Abb.32: Durch Urim Ko-Immunopréazipitation wird das Histon-Protein H4 als ein weiterer
Bestandteil des Urim-Komplexes nachgewieserZellen der Linie 293T (1 xI9 wurden nicht
reduzierend lysiert. Die Préazipitation von Urim adgie durch Inkubation des Lysats mit 3 pg des
affinitatsgereinigten Antiserums anti URIM #4134s Asotypkontrolle wurde ein weiterer Ansatz mit de
aquivalenten Menge Urim Praimmunserum inkubiers Kbntrolle diente ein Lysat aus 2 x°1293T
Zellen. Die Proteine aus allen Ansatzen wurden l@DS-PAGE aufgetrennt und mittels des Western
Blot Verfahrens analysiert. Es erfolgte der Naclbweion Histon H4 (A), Urim (B) und als
Spezifitatskontrolle Aktin (C).

Zur Bestéatigung dieses Ergebnisses wurde eine neekKe-Immunopréazipitation mit
dem Antikorper anti Hira WC15 durchgefiihrt. Hira nde nach Prazipitation
erwartungsgeman im Western Blot mit dem Antikérpati Hira WC119 detektiert
(Abb. 33B). Das prazipitierte Hira weist mit 111 &[@asselbe Molekulargewicht wie
Hira im 293T Zelllysat auf. Die Prazipitation igtexifisch, da Hira in dem Eluat der
Ko-Immunoprézipitation mit der Isotypkontrolle ntamachgewiesen wurde. Als weitere
Kontrolle wurde das Préazipitat auf der Nitrozelkgmembran mit dem Antikdrper anti
Aktin inkubiert (Abb. 33C). Es wurde kein Aktin slem Prazipitat nachgewiesen. Ein
Aktin-Signal bei einem Molekulargewicht von 43 kDReurde nur im 293T Lysat

detektiert. Nach der Auftrennung des prazipitiedtéra-Komplexes wurde Histon H4
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mit einem Molekulargewicht von 12 kDa durch West&iot Analyse nachgewiesen
(Abb. 33A). Histon H4 wurde bei Prazipitation mierd Isotyp-Antikdrper nicht
nachgewiesen. Im 293T Zelllysat wurde das Protateldiert. Insgesamt verifiziert

dieser Ansatz die Anwesenheit von Histon H4 im UHima Proteinkomplex.

&
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H4
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HRA ™ 111KDa
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| —— 43KDa
Aktin

Abb.33: Durch eine Ko-Immunoprazipitation von Hira wurde die Interaktion von Histon H4 mit
dem Urim-Hira-Komplex bestatigt. Zellen der Linie 293T (1 xI) wurden nicht reduzierend lysiert.
Die Prazipitation von Hira erfolgte durch Inkubatidles Lysats mit 3 pg des Antikdrpers anti Hira
WC15. Als Isotypkontrolle wurde ein weiterer Ansatat der &quivalenten Menge Maus Ig&l
Isotypkontrolle inkubiert. Als Kontrolle diente elrysat aus 2 x 10293T Zellen. Die Proteine aus allen
Anséatzen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt uncelmittes Western Blot Verfahrens analysiert. Es
erfolgte der Nachweis von Histon H4 (A), Hira (Bjduals Spezifitdtskontrolle Aktin (C).

3.5.2  Das Histon-Protein H2B interagiert mit dem Uim-Hira-Komplex

Moglicherweise ist auch das Histon H2B ein Bestaihdtes Urim-Hira-Komplexes.
Dazu wurde Urim aus einem nicht reduzierten 293[MyBat mit dem Urim Antikdrper
gefallt und anschlieBend nach SDS-PAGE und Weg&krnerwartungsgemarld mit dem
affinitatsgereinigten Antiserum anti Urim #4134 aldtert. Im 293T Lysat ist Urim
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ebenfalls gezeigt. Unter Verwendung eines Urim+Rndiinserums als Kontrolle wurde
Urim nicht nachgewiesen (Abb. 34B). Abbildung 34éigt den Nachweis des Histon-
Proteins H2B mit einem Molekulargewicht von 18 kba Urim-Prazipitat. In einem
293T Zelllysat wurde Histon H2B ebenfalls nachgeere Die Prazipitation ist
spezifisch, da als Kontrolle die Prazipitation mihem Urim-Praimmunserum kein
Histon H2B koprazipitiert. Zusammengefasst zeigesal Daten die Anwesenheit des
Histon H2B-Proteins im Urim-Komplex.

N
_3!'"9% \l__oé.
A R K
Q s} Q
1 RN
A
H2B
pr— — 18kDa
B
URIM — 24kDa
C
© | 43kDa
Aktin | —

Abb.34: Das Histon-Protein H2B wurde durch eine Ko4nmunoprézipitation als ein Urim
Interaktionspartner identifiziert. Zellen der Linie 293T (1 xI0 wurden nicht reduzierend lysiert. Die
Prazipitation von Urim erfolgte durch Inkubation sddysats mit 3 pg des affinitdtsgereinigten
Antiserums anti URIM #4134. Als Isotypkontrolle wigr ein weiterer Ansatz mit der aquivalenten Menge
Urim Praimmunserum inkubiert. Als Kontrolle diergi® Lysat aus 2 x ®93T Zellen. Die Proteine aus
allen Ansatzen wurden durch SDS-PAGE aufgetrendtmittels des Western Blot Verfahrens analysiert.
Es erfolgte der Nachweis von Histon H2B (A), UriB) (Und als Spezifitdtskontrolle Aktin (C).

Um die Kolokalisation von Histon H2B in dem Urim+#diKomplex zu verifizieren,

wurde Hira mit dem Antikorper anti Hira WC15 praggrt. Erwartungsgemald wurde
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Hira mit dem Antikdrper anti Hira WC119 im Préazagditdetektiert (Abb. 35B). Die
Préazipitation war spezifisch, da im Ansatz mit dseptyp-Kontrolle Hira nicht
nachgewiesen wurde. Weiterhin wurde das Histon k@BHira-Prazipitat mit einem
Molekulargewicht von 18 kDa nachgewiesen (Abb. 35A8Is Kontrolle der
Immunoprézipitation diente die Verwendung eines $1dgG1l Kk Isotypkontroll-
Antikorpers. Histon H2B wurde in diesem Ansatz nhiohchgewiesen. In einem 293T
Zelllysat wurde Histon H2B detektiert. Durch diesénsatz wurde bestétigt, dass die
spezifische Préazipitation von Hira mit dem Antikér@nti Hira WC15 das Histon H2B
koprazipitiert. Offensichtlich liegt Histon H2B neit Histon H4 im Urim-Hira-

Komplex vor.

\\‘Zl
«
4 o
\, o
& KX
Vv N A
A
H2B
-— —— 18kDa
B
HIRA - —— 111kDa
c
_ —— 43kDa
Aktin

Abb.35: Durch eine Ko-Immunoprazipitation von Hira wurde die Interaktion von Histon H2B mit
dem Urim-Hira-Komplex bestétigt. Zellen der Linie293T (1 xI9 wurden nicht reduzierend lysiert.
Die Prazipitation von Hira erfolgte durch Inkubatidles Lysats mit 3 pg des Antikdrpers anti Hira
WC15. Als Isotypkontrolle wurde ein weiterer Ansatit der &quivalenten Menge Maus lg&l
Isotypkontrolle inkubiert. Als Kontrolle diente elrysat aus 2 x 10293T Zellen. Die Proteine aus allen
Anséatzen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt uncelmittes Western Blot Verfahrens analysiert. Es
erfolgte der Nachweis von Histon H2B (A), Hira (@)d als Spezifitdtskontrolle Aktin (C).
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3.6 Hira und Urim bilden einen alternativen Komplex zu Hira und
Asfla ausserhalb der S-Phase

Wahrend des Chromatinaufbaus werden Histone dur@totdChaperone in die
Nukleosomen eingebaut. Es sind zwei unterschiegllichwege der
Chromatinassemblierung bekannt. Wahrend der re¢ikeabhangigen
Chromatinassemblierung in der S-Phase des Zellzykitd das H3.1-H4 Histon Dimer
durch die Proteine Asfla oder Asflb auf das Histtiperon CAF-1 Ubertragen
(Moussonet al, 2007). Dieses Ubertragt das Histon Dimer andééhd in konstitutives
Heterochromatin. Einen zweiten Weg des Histoneisban DNA stellt die
replikationsunabhangige Chromatinassemblierung Barist bekannt, dass ausserhalb
der S-Phase Asfla das Histon Dimer H3.3-H4 aufHlamon-Chaperon Hira Ubertragt,
welches dann fur den Einbau der Histone in trapsikbnsaktives Euchromatin
verantwortlich ist (Nakataniet al, 2004). Im folgenden Teil wurde der Frage
nachgegangen, ob der Urim-Hira-Komplex Asfla bingiet wann der Komplex mit
Histonen assembliert, was auf den Chromatinasserabljsweg hinweist an dem der

Hira-Urim-Komplex moglicherweise beteiligt ist.

3.6.1  Urim und Hira bilden einen alternativen Komplkex zu Hira und Asfla

Um das Protein Asfla im Hira-Urim-Komplex nachzusesi wurde Urim aus einem
nicht  reduzierten 293T  Zelllysat mittels Ko-Immumnéppitation  mit
affinitatsgereinigtem anti Urim Antiserum geféllhdi nach SDS-PAGE und Western
Blot mit dem affinitatsgereinigten Antiserum antritd #4134 detektiert (Abb.: 36B).
Erwartungsgemall wurde Urim im Prazipitat und im T292elllysat mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa nachgewiesen. In deméaziitat mit dem
Praimmunserum wurde Urim nicht koprazipitiert. DR®tein Asfla wurde im Urim-
Préazipitat nicht nachgewiesen (Abb.: 36A). In ein2®3T Lysat wurde das Protein mit
einem Molekulargewicht von 23 kDa detektiert. Inmd@nsatz mit der Isotypkontrolle
wurde Asfla nicht nachgewiesen. Dieses zeigt, Jass nicht im Komplex mit Asfla

vorliegt

85



Ergebnisse

&
AR 9
) X
P @
A
— L3 ‘
- :
Asfla
—_— . — 23kDa
B - .
URIM | — 24kDa

Abb.36: Das Histon-Chaperon Asfla ist kein Bestandil des Urim-Hira-Komplexes. Zellen der
Linie 293T (1 x16) wurden nicht reduzierend lysiert. Die Prazipitatison Urim erfolgte durch
Inkubation des Lysats mit 3 pg des affinititsgegéém Antiserums anti URIM #4134, Als
Isotypkontrolle wurde ein weiterer Ansatz mit dguéralenten Menge Urim Praimmunserum inkubiert.
Als Kontrolle der ProteingroRe diente ein Lysat &ux 10 293T Zellen, die unter reduzierenden
Bedingungen lysiert wurden. Die Proteine aus afleeatzen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels des Western Blot Verfahrens analysiert. Nachweis von Asfla erfolgte durch den Antikdrper
anti Asfla (Proteintech Europe, Manchester, UK).(A)im wurde durch Inkubation mit dem
affinitatsgereinigten Antiserum anti Urim #4134 hgewiesen (B).

3.6.2 Der Urim-Hira-Komplex assembliert in Abhangikeit von der
Zellzyklusphase mit den Histonen H2B, H4 und H3

a) Arretierung von 293T Zellen in der GO/1-Phase dellzyklus

293T Zellen wurden 18 h mit L-Mimosin inkubiert under DNA-Gehalt von

unsynchronisierten und L-Mimosin behandelten Zellelurchflusszytometrisch
bestimmt (Abb: 37A). Alternativ wurden die 293T &gl zweimal 18 h mit L-Mimosin

inkubiert. Zwischen den Inkubationen wurden dieleteldabei 7 h in mimosinfreiem
Medium kultiviert. Im Anschluss an den Doppelbloalurde ihr DNA-Gehalt im

Vergleich zu unsynchronisierten 293T Zellen dunebdlzytometrisch bestimmt (Abb.
37B).
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Vor einem Einfachblock mit L-Mimosin befanden sich der proliferierenden 293T
Kultur 57% der Zellen in GO/1-Phase. Nach dem Einifdock waren 75% der Zellen in
GO0/1-Phase. Nach einem L-Mimosin Doppelblock wavé&% der Zellen in GO/1-
Phase, 23% befanden sich in S-Phase und 1% in Ghdde.

Offensichtlich fihren beide Arretierungsmethoderemer Anreicherung von Zellen in
der GO/1-Phase des Zellzyklus. Der Anteil von Sgehidernen andert sich zwischen
unsynchronisierten und L-Mimosin arretierten Zellen bei beiden
Synchronisationsmethoden nur unwesentlich. Der Mim®oppelblock fiihrt jedoch
im Gegensatz zum L-Mimosin Einfachblock zu einest faollstandigen Verschwinden
von 293T Zellen in der G2/M-Phase.

A Einfachblock B Doppelblock

57% 23% 20% B5% 21% 14%

unsynchronisiert

TH% 17% 8% TE% 22% 1%

nach L—Mimosin
Inkubation

—r—T

e

G0N 5 GEM GO S G2

Abb.37: L-Mimosin arretiert proliferierende 293T Zellen in der GO/1-Phase des Zellzyklus.
Durchflusszytometrische Analysen des DNA-Gehalts 203T Zellen nach Fixierung mit 70% Ethanol
und Inkubation mit 1 pg/ml Pl zur Farbung der DNDfargestellt ist der DNA-Gehalt unsynchronisierter
und mit L-Mimosin inkubierter (nach L-Mimosin-Inkation) 293T Zellen.
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b) Arretierung in der S-Phase und der M-Phase d#zyklus

Zur Arretierung der Zellen in der M-Phase wurdealifgrierende 293T Zellen bei 60%
Konfluenz zweimal fur 18 h mit Aphidicolin inkubierZwischen den Inkubationen
wurden die Zellen 7 h in aphidicolinfreiem Mediumkubiert. Im Anschluss an die
Aphidicolin-Inkubation wurden die Zellen weitereh6in aphidicolinfreiem DMEM-
Medium kultiviert. Der DNA-Gehalt der arretierterellen wurde im Vergleich zu
unsynchronisierten 293T Zellen durchflusszytomelrisestimmit.

In der proliferierenden 293T Zellkultur (unsynchisart) waren 29% der Zellen in S-
Phase. Nach einer 18 stundigen Inkubation mit Apbloh (Einfachblock) betrug der
Anteil von S-Phase-Zellen 46%. Nach einem Doppelblomit Aphidicolin
(Doppelblock) waren 73% der Zellen in S-Phase. Bwioe sechsstiindige Inkubation,
der durch einen Aphidicolin Doppelblock in S-Phameetierten 293T Zellen mit
aphidicolinfreiem Medium, stieg der Anteil von Zsil in der G2/M-Phase von 9% auf
65%. In S-Phase befanden sich dann 27% der Zefidrdar Anteil von 293T in GO0/1-
Phase betrug 8%.

Dieses Verfahren erlaubte es, durch DoppelblockAphidicolin eine Arretierung von
73% der Zellen in S-Phase herbeizuflihren. Weiterhirde gezeigt, dass eine auf den
Aphidicolin-Doppelblock folgende sechstindige In&tibn der Zellen mit
aphidicolinfreiem Medium zu einem synchronen Ethtvon 65% der 293T-Zellen in
die G2/M-Phase fihrt.
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Abb.38: 293T Zellen werden durch Inkubation mit Aphidicolin in der S-Phase arretiert und treten

nach Aphidicolinentzug synchron in die M-Phase einDurchflusszytometrische Analysen des DNA-
Gehalts von 293T Zellen nach Fixierung mit 70% Btlaind Inkubation mit 1 ug/ml Pl zur Farbung der
DNA. Dargestellt sind die Analysen von 293T Zeltdme APC-Inkubation (unsynchronisiert), nach 18 h

APC-Inkubation (Einfachblock), nach 2 x 18 h APGibation (Doppelblock) und nach darauf folgender
6 stindiger Inkubation mit APC-freiem Medium (6 MEM — APC).

Um die Assemblierung des Urim-Hira-Komplexes in Abbigkeit von der
Zellzyklusphase zu untersuchen, wurden 293T ZeiterGO/1-Phase, S-Phase und
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G2/M-Phase des Zellzyklus synchronisiert. Die Syonlsation der 293T Zellen in den
unterschiedlichen Zellzyklusphasen wurde durchfiyssnetrisch anhand ihres DNA-
Gehaltes im Vergleich zum DNA-Gehalt unsynchromisieZellen kontrolliert (Abb.
39A). Im Anschluss daran wurden die Zellen nicldumerend lysiert und der Urim-
Hira-Komplex durch Immunoprazipitation mit dem affatsgereinigtem Antiserum anti
Urim #4134 gefallt. Die Proteine des Prazipitatgdem Uber SDS-PAGE aufgetrennt
und durch das Western Blot Verfahren hinsichtlieln Anwesenheit der Proteine Hira,
Asfla, Urim, Histon H2B, Histon H3, Histon H4 undr&analysiert (Abb. 39A).
Erwartungsgmall wurde in den Prazipitaten aus uhsgnsierten, GO0/1-Phase
arretierten, S-Phase arretierten und G2/M-Phaséieaten 293T Zellen Urim mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa nachgewiesen. In deBT2&esamtzelllysaten wurde es
ebenfalls gezeigt. In den Proben mit dem Prazipiést Praimmunserums, wurde kein
Urim nachgewiesen.

In G2/M-Phase arretierten 293T Zellen wurde Higtt8mit einem Molekulargewicht
von 16 kDa im Urim-Prazipitat nachgewiesen. In ddPrazipitaten aus
unsynchronisierten, GO/1-Phase und S-Phase ateetiéellen wurde das Protein nicht
nachgewiesen. In den 293T-Lysaten wurde Histon ét8kdiert, wohingegen es in den
Isotypkontrollen nicht enthalten war.

Das Protein Asfla wurde weder in den Urim-Prazipitaaus unsynchronisierten, noch
aus in GO/1-Phase, S-Phase und G2/M-Phase synsiemben 293T Zellen
nachgewiesen. In den 293T Gesamtzelllysaten wurdeflaA mit einem
Molekulargewicht von 23 kDa detektiert, in den igiontrollen war es nicht enthalten.
Histon H2B wurde im Urim-Prazipitat aus unsynchsigiten und in G2/M-Phase
arretierten 293T Zellen mit einem Molekulargewigbh 17 kDa nachgewiesen. In den
Prazipitaten von Ko-Immunoprazipitationen aus 2%llen in G0/1-Phase und S-
Phase war es nicht enthalten. Sein Signal wuradeimGesamtzelllysaten detektiert. In
den Isotypkontrollen wurde das Protein nicht kojmiéiert.

Das Histon-Protein H4 wurde im Urim-Prazipitat amsynchronisierten und in G2/M-
Phase arretierten 293T Zellen mit einem Molekulaiget von 11 kDa nachgewiesen.
In den Préazipitaten aus GO0/1- und S-Phase areti@ellen war es nicht enthalten. Sein
Signal wurde ebenfalls in den Gesamtzelllysatereldiert. In den Isotypkontrollen
wurde es nicht nachgewiesen.

Hira wurde im Urim-Prazipitat aus unsynchronisierteowie in G0/1-Phase und G2/M-

Phase arretierten 293T Zellen mit einem Molekublarget von 111 kDa nachgewiesen.
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Im Préazipitat der Ko-Immunoprazipitation aus 293&ll&n in S-Phase war es nicht
enthalten. Das Signal der 111 kDa grof3en Hira-Faurde in den Gesamtzelllysaten
detektiert. In den Isotypkontrollen wurde das Hrotecht koprazipitiert.

In Abbildung 39B sind die mit Urim zellzyklusphasdamangig gebildeten Komplexe
schematisch dargestellt. Aus unsynchronisiertenT2%2llen wurden durch die
Immunoprézipitation von Urim die Proteine Hira, téis H2B und Histon H4
koprazipitiert. In der GO/1-Phase wurde eine Ikeom von Urim und Hira
nachgewiesen - Histon H3, H4 und H2B assembliezdogh in dieser Phase nicht mit
Urim und Hira. In der S-Phase des Zellzyklus wukdene Interaktion von Urim mit
den anderen Komplexpartnern nachgewiesen. In dévl-®hase assembliert Urim mit
den Proteinen Hira, Histon H3, Histon H4 und Hiski2B. Eine Interaktion von Urim
mit dem Protein Asfla wurde in keiner Zellzykluspbaachgewiesen.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass der mit Urimildgéd Komplex
zellzyklusphasenabhangig assembliert.
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unsynchronisiert G0/1- Phase S- Phase G2/ M- Phase

‘ IR

Abb.39: Der Urim-Hira-Komplex assembliert in Abh&ngigkeit von der Zellzyklusphase. A)293T
Zellen wurden in GO0/1-Phase, S-Phase und G2/M-PHaseZellzyklus arretiert. Die Zellzyklusphase
wurde durchflusszytometrisch anhand des DNA-Gehddis Zellen verifiziert. Im Anschluss an die
Messung der Zellzyklusphase wurden proliferierentie synchronisierte 293T Zellen (1X)1icht
reduzierend lysiert. Die Préazipitation von Urim adgte durch Inkubation des Lysats mit 3 pg des
affinitatsgereinigten Antiserums anti Urim #4134s Aontrolle wurde ein Ansatz mit der aquivalenten
Menge Urim Praimmunserum inkubiert (Iso). Als Pekiintrolle des Proteinnachweises diente ein Lysat
aus 2 x 10293T Zellen, die unter reduzierenden Bedingungsiedt wurden (293T Lysat). Die Proteine
aus allen Ansatzen wurden mit Hilfe von SDS-PAGHgetrennt und mittels des Western Blot
Verfahrens analysiert. Der Nachweis der Proteidelgte durch Inkubation mit den Antikérpern anti
Histon H3, anti Histon H2B, anti Histon H4, antifAsg, anti Hira WC119 und anti Urim #413B)
Schematische Darstellung der mit Urim zellzykluggmabhangig assemblierten Komplexe.
Abkurzungen: P, Phosphatrest; T555P, phosphomgfiefthreonin 555; H4, Histon H4; H2B, Histon
H2B; H3, Histon H3; C, C-Terminus; N, N-Terminus.
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4 Diskussion

Die Funktion und Bindepartner von Urim waren bislhmbekannt. Da Urim keine
bekannten Strukturmerkmale aufweist, die das Rrotner putitativen Funktion
zuordnen, erwies sich die Suche nach Bindepartmelr Bunktion als besonders
schwierig. Eine in unserer Arbeitsgruppe durchge@iModellierung der putitativen
3D-Struktur gruppiert Urim zu der Gruppe von Pnoggi, die vier antiparallele-
Helices aufweisen (unverdffentlichte Daten von Piof. Timo Schinkéthe). Diese
Proteine interagieren bevorzugt mit Proteinen dge Strukturmerkmal eine WD 40-
Doméne besitzen (Wadlt al, 1995). Diese Gruppe umfasst unter anderem Peoteia
die G-Protein g-Untereinheit, Zellzyklusregulatoren wie CoroninduMad2, das
Apoptoseprotein Apaf-1_(poptotic potease_etivating factor-1) und RNA-Synthese
Proteine wie TBP_(ATA box-binding protein) und TAFs _(ATA box-binding protein
associated dctors) (Li und Roberts, 2001). Ein weiteres Protait N-terminaler WD
40-Domane ist das Histon-Chaperon Hira. AufgrundeseKo-Expression mtyRIM in
der embryonalen Entwicklung der Maus und der racimein Nahe dedRIM undHIRA
chromosomalen Loci, kam Hira als ein putitativend&partner von Urim in Frage. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Ko-Immprézipitation
Interaktionspartner von Urim identifiziert. Unter e@ingungen von geringer
Salzkonzentration (150 mM) mit nicht ionischem Dgé:z wurde Urim spezifisch aus
einem Lysat von 293T Zellen prazipitiert.

Weiterhin wurde gepruft ob Hira ein Interaktiondpar von Urim ist. Nach Ko-
Immunoprézipitation von Urim wurde Hira im Prazgiitnachgewiesen. Da das
préazipitierte Hira ein Molekulargewicht von 111 kBafweist, schlie3en wir, dass Hira
in der gebundenen Form mit Urim hyperphosphoryigr{De Luciaet al, 2001). Die
hyperphosphorylierte Form von Hira ist ebenfallseimem Lysat aus 293T Zellen
nachzuweisen. Nach Prazipitation der 111 kDa groRea Form war Urim im
Prazipitat jedoch nicht nachzuweisen. Méglichereast die Bindestelle fir den anti
Hira Prazipitationsantikbrper durch die Interaktimon Urim mit Hira verdeckt.
Desweiteren muss in Betracht gezogen werden, dasSmb(3teil der endogenen Urim-
Proteine mit Hira interagiert, aber nur ein geringeil der endogenen Hira-Proteine mit
Urim in Interaktion tritt. In einer Ko-Immunoprazigtion von Urim waren in diesem
Fall verhaltnismalig mehr Hira-Proteine ko-prargpiiar. Die Interaktion von Urim

mit Hira ist bisher nicht bekannt, jedoch ist dieraktion von Hira mit anderen
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Proteinen gezeigt. Hira interagiert z.B. mit Tramstionsfaktoren wie Pax3 und Pax7
(Magnaghiet al, 1998), HIRIP3 (hta interacting potein 3) (Lorainet al, 1998), sowie
mit Transkriptionselongationsfaktoren wie Spt4,65und 16 (DeSilveet al, 1998;
Formosaet al, 2002). Urim ist offensichtlich keiner dieser Iratktionspartner, da die
Proteine unterschiedliche Aminosduresequenzen i alrfweisen.

Um die Bindung von Urim und Hira im Detail zu urgechen, wurden Hira-
Deletionsmutanten kloniert. Alle Proteine zeigtemitdionen in der WD 40-Domane
oder sind vollstandig WD 40 deletiert. Zusatzthgaren die Proteine mit C-terminalem
V5-Epitop und Histidin-Tag markiert. Die Proteineunden zusammen mit einem
tetrazyklininduzierbarem Urim in 293T Zellen ko-eixpiert. Ein Tetrazyklin-
Induktionssystem zur induzierten Expression vonnlnwvurde eingesetzt, da in
vorangegangenen Untersuchungen gezeigt wurde,eilasd)berexpression von Urim
cytotoxisch wirkt (unverdffentlichte Daten von Prddr. T. Schinkéthe). Die Urim-
Expression wurde gezielt induziert um den cytotolxén Effekt von Gberexprimiertem
Urim zeitlich zu begrenzen. Durch die Uberexprassicon Urim wurde das
Gleichgewicht der Urim und Hira Proteine zugunstien Bindung von Urim an Hira
verschoben. Die markierte Form von Wildtyp-Hira-M& wurde aus 293T Zellen mit
dem erwarteten Molekulargewicht von 116 kDa prd&Edi Urim wurde in dem Hira-
Préazipitat aus Tetrazyklin induzierten 293T Zelieathgewiesen, jedoch nicht in 293T
Zellen, welche nicht durch Tetrazyklin induziertngden. Die Urim Interaktion mit Hira
wird durch das C-terimale V5/Epitop und den Histidiag offensichtlich nicht in der
Weise beeinflusst, dass eine Bindung von Urim ara kinmoglich wird. Die Hira-
Deletionsmutanten deuten darauf hin, dass Urimi@aWD 40-Domane bindet, jedoch
nicht an das C-terminale Ende von Hira. Dieses lrgewurde dadurch bestatigt, dass
HiraAWD-V5/His ausschliel3lich ohne Urim prazipitiert wlet auch, wenn die Urim-
Expression induziert wurde. Die Hira-Variante mglatierter WD 40-Domaéne ist
offensichtlich nicht in der Lage mit Urim zu intgraren. Da nach der Deletion grol3er
Bereiche der Polypeptidkette das Protein starkennfétmationsverdnderungen
unterworfen ist, musste ausgeschlossen werdendia&ndung von Urim an WD 40-
trunkiertes Hira nur durch die starke Konformati@réinderung aufgehoben wird. Aus
diesem Grund wurden zwei Hira-Mutanten mit enttateND 40-Domane generiert,
analog zu Lindsey-Boltzt al., 2000, die die Entfaltung der WD 40-Domé&ne des
Drosophila Proteins Prpl7p zeigten. Dort wurden konserviegtgoniert in den loop

Regionen zwischen den WD-Wiederholungen lokalisi&minosauren durch unpolare
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Reste ausgetauscht. Durch Vergleich der Aminoséaguesizen von Hira aus
Drosophila melanogasteund Homo sapiensidentifizierten wir die Oligopeptide
RNHSG zwischen WD-Wiederholung #2 und #3 und RGH3®&ischen WD-
Wiederholung #3 und #4 als Aminosaure-Austauschiklateh. Ein hypothetisches
Proteinmodell der WD 40-Domane von Hira, auf desiBaon Sequenzdaten und dem
Abgleich mit &hnlichen Sequenzen von Proteinenb@kannter Struktur, sagte voraus,
dass die auszutauschenden Oligopeptide exponikrbRegionen zwischen den WD-
Wiederholungen lokalisiert waren. Im Anschluss daraurden diese Oligopeptide
durch die unpolaren Aminosaurereste AAAAI ausgeatatysim die Hira-Mutanten Hira
V5/His-RNHSG-AAAAI und Hira V5/His-RGHSG-AAAAI zu #halten. In
Kopréazipitationen der Hira-Mutanten wurde kein Umachgewiesen. Offensichtlich ist
Urim nicht in der Lage an Hira mit entfalteter WD-Boméane zu binden. Desweiteren
wurde gezeigt, dass die Aminosaure Lysin an Posi®/ in der WD 40-Domane von
Hira fur die Bindung von Urim essentiell ist. Insgent bestatigen diese Daten unsere
Hypothese, dass Urim als Protein mit einer Struktis 4 antiparallelen-Helices Uber
die Bindung an die WD 40-Domane mit Hira interagi&ie isolierte WD 40-Doméne
vermag Urim nicht zu binden. Dieses kdnnte sichudad erklaren lassen, dass die
Urim-Bindung an Hira die Bindung weiterer Faktot@rterminal der WD 40-Doméne
in Hira voraussetzt. Fir andere WD-Proteine wureldogh gezeigt, dass auch eine
isolierte WD 40-Domaéne in der Lage ist seinen kit@onspartner zu binden (Lindsey-
Boltz et al, 2000).

In vitro wurde gezeigt, dass die Interaktion von Hira neih ¢Histonen H2B und H4 an
Uberlappenden Doméanen am C-Terminus des Proteittfiratet (Lorainet al, 1998).

In Urim-Prazipitaten aus 293T Zellen wurden nebearaHlie Histone H2B und H4
nachgewiesen. Das Histon H3 wurde im Urim-PraZip&doch nicht nachgewiesen.

Ein weiterer Hira Interaktionspartner ist das Hmst@haperon Asfla (Daganzi al,
2003; Zhanget al, 2005). Daten ausenopudOozyten-Extrakten zeigen, dass Hira und
Asfla zusammen im replikationsunabhangigen Nukilees@aufbau agieren (Ray-
Gallet et al, 2002). Die Histone H3 und H4 werden nach derrékiiion mit beiden
Histon-Chaperonen durch Hira replikationsunabhamgidie Nukleosomen eingebaut.
In dieser Arbeit zeigen wir, dass Hira und UrimezirKomplex bilden, in den Asfla
nicht integriert ist. Es ist nicht bekannt, mit alekr Assoziation Hira bevorzugt
vorliegt. Ray-Galletet al, 2007 zeigten, dass eine Immunodepletion von Asiic

Hira ausXenopusOozyten Extrakten zu einer Stérung der replikaiorabhéngigen
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Chromatinassemblierung fihrt. Durch Supplementigrder Extrakte mit Hira und
Histon-H3/H4-Dimer wurde die Aufhebung der Stérusgielt. Uberraschenderweise
konnte durch Zugabe von Asfla und H3/H4-Histon-Dinher replikationsunabhéngige
Nukleosomenaufbau nicht wiederhergestellt werdeires® Beobachtungen zeigten,
dass Hira fur den Histon H3/H4-Einbau in die DNA Her replikationsunabhé&ngigen
Chromatinassemblierung notwendig ist, wohingegefi@gntbehrlich zu sein scheint.
Es stellt sich die Frage, ob es neben dem Hiragh\aflhangigen Weg einen alternativen
Weg gibt, der zum replikationsunabhangigen Einbaur H3/H4-Histone in die
Nukleosomen fuhrt. Komplexiertes Hira und Urim lild moglicherweise diesen
alternativen Weg. Dies kann mit Hilfe des o.g. QenySystems ebenso gezeigt
werden.

Die Drosophila melanogasteMutante sesamebesitzt eine Mutation in der Hira WD
40-Domane, wobei der Arginin-Rest an Position 22%ler Drosophila Mutante durch
einen Lysin-Rest ersetzt ist (Loppat al, 2005). Diese Mutation hat zur Folge, dass
nach der Befruchtung im mannlichen Pronukleus destdusch der die Spermien-DNA
verpackenden Protamine durch Histone nicht meholgtrf Die Histon-Chaperon
Funktion von Hira bei der replikationsunabhangig@dmomatinassemblierung ist durch
diese Punktmutation gestért. Im Rahmen dieser Arbaben wir den konservierten
Arginin-Rest an Position 227 in Hira al®mo sapiengegen Lysin ausgetauscht, um
die Frage zu beantworten, ob diese Hira-Mutantedémn Lage ist mit Urim zu
interagieren. In einem Préazipitat dieser Hira R22ViKtante war Urim nicht mehr
nachzuweisen, wahrend die Wildtyp-Form von Hiranubindet. Offensichtlich fuhrt
der Austausch der Aminosaure Arginin durch Lysirzwjadass Hira die Fahigkeit
verliert, Urim zu binden. Es stellt sich nun diea§e, ob Hira fir den Austausch von
Protaminen durch Histone im mannlichen PronuklgasBindung von Urim bendtigt.
Durch die Generierung voAHIRA-Zellen und die Untersuchung der Hira R227K-
Histon Komplexassemblierung bei diesem genetiscHertergrund koénnte gezeigt
werden, ob durch die fehlende Interaktion mit Uaoch eine Bindung der Histone an
Hira nicht mehr moglich ist.

Da Urim und Hira mit Histonen in einem Komplex veden, lag die Vermutung nahe,
dass dieser Komplex eine Funktion in der Chromasieamblierung haben kénnte. Da
dieses ein  zellzyklusabhangiger  Prozess ist, uwmbtsn wir die
Komplexassemblierung des Hira-Urim-Komplexes in céyonisierten 293T Zellen.

Um die Zellzyklusphase zu bestimmen, in der demMira-Komplex assembliert,
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wurden Urim-Prazipitate aus synchronisierten 293&lled in unterschiedlichen
Zellzyklusphasen hergestellt und die mit Urim k@ppé#ierten Proteine bestimmt. In
einem Urim-Prazipitat aus 293T Zellen in G2/M-Phaseirden die Proteine Hira,
Histon H2B, Histon H4 und zusatzlich das Histon k&hgewiesen. Die Urim-Hira
Komplexassemblierung in der M-Phase in Anwesenlait Histon H3 und H4 ist mit
unserer Hypothese vereinbar, dass der Komplex anredikationsunabhangigen
Chromatinassemblierung beteiligt ist. Dieses wiedt{jtzt durch immunhistochemische
Farbungen, welche die Kolokalisation beider Praem Zytoplasma und Zellkern in
der M-Phase zeigten. Da in der S-Phase Chromapiikagonsabhangig assembliert
wird (Tagamiet al, 2004), liegen Urim und Hira in dieser Zellzyklhsige nicht in
einem Komplex vor. Eine Interaktion von Urim mitrili Histon H2B, H4 und H3
wurde folglich in dieser Zellzyklusphase nicht ngeWiesen. Durch die fehlende
Interaktion von Urim und Hira in der S-Phase istes/ahrscheinlich, dass Urim an der
replikationsabhangigen Chromatinassemblierung ligiteist. In GO/1Phase Zellen
bindet Urim an Hira, jedoch ohne die Histone H2B} Hnd H3, was uns zu dem
Schluss fuhrt, dass die Bindung der Histone an Weme Voraussetzung fiur die
Bindung von Urim an Hira ist. Insgesamt zeigten da#lzyklusanalysen, dass der mit
Hira und Urim gebildete Komplex zellzyklusphaseréiyig assembliert. Da in keiner
Zellzyklusphase Asfla im Urim-Préazipitat nachgewresvurde, bilden Urim und Hira
einen alternativen Komplex zu Asfla und Hira.

Hira ist ein Substrat von Cyclin-abhangigen Kinageak), die als Schlisselproteine
wichtige Funktionen in der Regulation des eukasghten Zellzyklus austben (Hait
al., 2001). Cyclin A und E cdk2 fordern den Ubergaeg Zelle von der G1-Phase in
und durch die S-Phase (Connell-Crowttyal, 1998; Resnitzket al, 1994; Resnitzky
und Reed, 1995). Hira wird durch die Cyclin E unal#thangigen cdk2 Kinasen in RXL
abhéangiger Weise phosphoryliert (Hetl al, 2001). Das RXL-Motiv wiederum ist ein
Aminosauremotiv der Inhibitoren der Cyclin abhamgigkinasen pZ¥*, p27** und
p57P% (Adams et al, 1996; Chenet al, 1996; Zhuet al, 1995) und von Cdk-
Substraten wie pRB (Adanet al, 1999; Adamset al, 1996) und ist fur die effiziente
Bindung der Cyclin abhangigen Kinasen an das SathBtotein notwendig (Browet
al., 1999; Russet al, 1996). Die Hira Aminosaurereste T555 und S687demrin der
S-Phase des Zellzyklus phosphoryliert und die Phasgierung von Threonin 555
wird in vitro durch Cyclin A-cdk2 katalysiert (Hadlt al, 2001). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass Urim mit der an T555 phosphorylieH@a-Form interagiert. Da jedoch
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Urim und Hira in der S-Phase des Zellzyklus nictieliagieren, ist davon auszugehen,
dass die Interaktion von T555 phosphoryliertem Hm& Urim unabhangig von
Ereignissen in der S-Phase ist. Das steht in Ubgtigimung mit den Untersuchungen
von Hallet al, 2001, die gezeigt haben, dass die Phosphorylievan S687 und T555
in Hira nicht fir den Durchlauf der Zellen durchedb-Phase bendtigt wird. Der
Austausch beider phosphorylierter Aminosaureresterdunphosphorylierbares Alanin
hat keinen Einfluss auf den Zellzyklusablauf (Hall al, 2001). Ob die T555
Phosphorylierung in Hira fir die Interaktion mitikdressentiell ist, muss durch weitere
Experimente geklart werden.

De Luciaet al, 2001 zeigten, dass Hira aus mitotischen Zellgreiphosphoryliert und
nicht mit kondensiertem Chromatin assoziiert istdleser Arbeit wurde gezeigt, dass
Urim ausschlie3lich mit der hyperphosphoryliertei,1 kDa gro3en Hira Form
interagiert. Dieses wird gestutzt durch den in @iesArbeit durch Ko-
Immunoprézipitation und immunhistochemische Dopgjpéling beider Proteine
erbrachten Nachweis der Interaktion von Hira undnUin der M-Phase und steht in
Ubereinstimmung mit De Luciaet al., 2001 die zeigen konnten, dass die
hyperphosphorylierte Form von Hira seine mitotis¢t@m darstellt. Die mitotische
Phosphorylierung konnte der Zelle einen Weg erdffneHira-Komplexe zu
unterschiedlichen Chromatinregionen in den Tocltesz zu fihren. (De Luciat al,
2001). In den Doppelfarbungen war jedoch auch eimielle Kolokalisation beider
Proteine in der GO/1-Phase im Zytoplasma zu bedbachusserdem assoziiert Urim
in der GO/1-Phase mit hyperphosphoryliertem Hirgeld/ nukleére, in der M-Phase
phosphorylierte Proteine werden anschlieRend degtado dass sie in der G1-Phase
fehlen. Hira wird jedoch im Anschluss an die M-Rhatifenweise dephosphoryliert, da
es nicht zellzyklusphasenabhangig synthetisiert degradiert wird (De Luciat al,
2001). In der G1l-Phase konnte mit Urim interagidesnHira noch am Beginn der
stufenweisen  Dephosphorylierung  stehen  und  damit ch no annahernd
hyperphosphoryliert sein. In Folgeexperimenten mnaa geklart werden, ob die
Hyperphosphorylierung von Hira eine Voraussetzuingdie Bindung mit Urim ist und
ob folglich die Dephosphorylierung von Hira diedrdktion im Verlauf der G1-Phase
aufhebt.

In der M-Phase des Zellzyklus ist Hira nicht an BiRA gebunden. In den Ubrigen
Zellzyklusphasen ist Hira unphosphoryliert und dat DNA assoziiert (De Luciet al,
2001). In immunhistochemischen Farbungen von 298lleZ wurde gezeigt, dass Hira
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in Interphase-Zellen im Zellkern unter Ausbildungnv korpuskularen Strukturen
lokalisiert ist. Eine Kolokalisation von Urim mitokpuskular angeordnetem Hira
ausserhalb der M-Phase wurde nicht beobachtet. Da &lisserhalb der M-Phase
unphosphoryliert ist (De Luciat al, 2001), stimmt diese Beobachtung damit tberein,
dass wir auch durch Ko-Immunoprazipitationen keingraktion von Urim mit
unphosphoryliertem Hira nachgewiesen haben. Ilvi®hase liegt Hira diffus verteilt
innerhalb der Zelle bei gleichzeitiger Kolokaligati mit Urim vor. Das steht in
Ubereinstimmung mit der fehlenden DNA-Assoziatiam\Hira in der M-Phase, da die
Verteilung der mit Urim komplexierten Hira Proteime Zytoplasma eine Assoziation
des Urim-Hira Komplexes mit der DNA aufgrund detarachiedlichen Kompartimente
der Proteine und der DNA nicht mehr zulaf3t. Diesgetsuchungen schlie3en jedoch
nicht aus, dass der im Nukleus verbleibende Teilrdé Urim komplexierten Hira-
Proteine ebenfalls nicht DNA- oder kernmatrixassorzist. Um eine Assoziation des
Urim-Hira Komplexes mit der DNA zu untersuchen,lteoin weiteren Experimenten
die Interaktion der Proteine mit der DNA- und der erKmatrix
zellzyklusphasenabhéangig untersucht werden.

Die replikationsunabhangige Chromatinassembliesialit einen Weg zur Aktivierung
und Stilllegung von Genen dar. Die Identifizierumgn Urim in diesem Weg ist ein
wichtiger Schritt im Verstandnis der Funktionsweikeses Proteins. Handelt es sich bei
den durch den Urim-Hira-Komplex beeinflulten Genem Gene, die mit der
Prolifertion oder Migration von Zellen assoziieiinhd, konnte die Korrelation der
Uberexpression von Urim mit dem Metastasierungsyiaievon malignen Tumoren
erklart werden. In folgenden Untersuchungen saltteersucht werden, ob Urim noch
weitere Bindepartner in Analogie zu CAF-1 und seitmtereinheiten hat und ob sich
Chromatinregionen, wie Promotorbereiche von Gemastimmen lassen, flr deren
Assemblierung die Interaktion von Hira und Urim exggell ist. Mdglicherweise lafit
sich dadurch ebenfalls klaren, warum durch die eieder ,DiGeorge kritischen
Region* auf Chromosom 2211 Krankheitsbilder wis @S und VCS hervorgerufen
werden, die scheinbar mit einer gestérten Wandemorg Neuralkammzellen in die

Kiemenbo6gen assoziiert sind.
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Zusammenfassung

Das Protein Urim (i regulated m metastasis) wurde zunachst differentiell exprimiert
in metastasierenden und nicht-metastasierenden fkeitem gefunden. Weitere
Untersuchungen zeigten dessen Homolgie mit dem eiroNLVCF (Nuclear
localization signal containing protein deleted _ield/Cardio-Facial syndrome). Die
Funktion und die Bindepartner von Urim waren bisin@bekannt.

Durch Ko-Immunoprazipitationen identifizierten wilira als einen Interaktionspartner.
Mit Hilfe von Hira WD 40-Mutanten zeigten wir, dassim an die N-terminale WD 40-
Domane von Hira bindet. Weiterhin sind im Urim-HKamplex die Histone H2B, H3
und H4 als Interaktionspartner gebunden, was eieilgjung des Komplexes am
Histonmetabolismus und der Chromatinassemblierwaty scheinlich macht.

Der Hira-Urim-Komplex wird zellzyklusphasenabhangigsembliert. Hira, Urim und
die Histone H2B, H3 und H4 kolokalisieren in der Mlase, jedoch nicht in den
anderen Phasen des Zellzyklus. Dieses steht ineiitstimmung mit der Kolokalisation
von Hira und Urim im Zytoplasma und Zellkern von Rirase Zellen, wie es durch
Doppelmarkierungen beider Proteine in der Zellehgawiesen wurde. In den Ubrigen
Phasen des Zellzyklus liegt zytoplasmatisches Uudimabhangig von im Zellkern
lokalisiertem Hira vor. Da Urim und Hira in der ®d%e des Zellzyklus, in dem die
replikationsabhangige Chromatinassemblierung etrfofgcht interagieren, ist eine
Beteiligung des Komplexes an Ereignissen in dige#lzyklusphase unwahrscheinlich.
Durch die Komplexierung der Proteine Urim und Hmét Histonen in der M-Phase
ohne Bindung des Histon-Chaperons Asfla liegt eiBeteiligung an der
replikationsunabhangigen Chromatinassemblierung.nah

Moglicherweise bilden Hira und Urim einen altermati Weg der
replikationsunabhéngigen Chromatinassemblierung, rdeht auf die Bindung von
Asfla an Hira angewiesen ist. Urim hat somit duBaidung von Hira moéglicherweise
seine Funktion in der Bereitstellung eines Asflaahlrdngigen Weges der

replikationsunabhangigen Chromatinassemblierung.
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6 Anhang

Gezeigt werden die DNA-Sequenzen der in dieser iAdbergestellten Mutagenese
Konstrukte von HIRA und das humane Urim. Die abigetie Aminosaureaequenz wird
oberhalb der DNA-Sequenz im Ein-Buchstaben Codefetidjedruckt aufgefuhrt. Ein
* kennzeichnet ein Stop-Codon. An Stellen, an deAeninosauren ausgetauscht
wurden, wurde zusatzlich die Nukleotidsequenz ¢ettiruckt und die dazugehdrige

Aminosauresequenz unterstrichen.

6.1  Aminosaure-und Nukleotidsequenz der langen HIRAsoform

MKLL KPT WVNHNGK PI F-
1 ATGAAGCTCC TGAAGCCGAC CTGGGTCAAC CACAATGGCA AGTLCIGAT
TACTTCGAGG ACTTCGGCTG GACCCAGTTG GTGTTACCGT TC@GBETA

SVDIHPD GTK FAT GG QG-
51 TTCAGTTGAT ATTCACCCTG ACGGGACCAA GTTCGCAACT GGAGGACAAG
AAGTCAACTA TAAGTGGGAC TGCCCTGGTT CAAGCGTTGA CCTACTG

QDS GKV VIWN MSP VL Q
101 GGCAGGATTC TGGGAAGGTT GTGATCTGGA ATATGTCTCC AGTAGIC
CCGTCCTAAG ACCCTTCCAA CACTAGACCT TATACAGAGG TCAGEAG

EDDE KDE NIP KMLC QM D-
151 GAGGATGACG AGAAGGATGA AAATATTCCC AAGATGCTTT GC@&AT
CTCCTACTGC TCTTCCTACT TTTATAAGGG TTCTACGAAA CGGTTIA

NHL ACVN CVR WSN SG MY -
201 CAATCACTTA GCATGTGTGA ACTGTGTGCG GTGGTCAAAC AGTI&IGA
GTTAGTGAAT CGTACACACT TGACACACGC CACCAGTTTG TCARCKET

‘LAS GGD DKLI MVW KR A
251 ATTTAGCTTC TGGGGGAGAT GACAAACTGA TTATGGTGTG GAARCIGG
TAAATCGAAG ACCCCCTCTA CTGTTTGACT AATACCACAC CTTT&E2C

TYIGPSTVFG SSGK LA N -
301 ACGTACATCG GCCCCAGCAC CGTGTTCGGC TCCAGTGGTA AGCAAGC
TGCATGTAGC CGGGGTCGTG GCACAAGCCG AGGTCACCAT TGBHACG

VEQ WRCV SILRNH SG DV
351 TGTGGAGCAG TGGCGGTGTG TCTCTATCCT CCGGAATCAT TCAGGCG
ACACCTCGTC ACCGCCACAC AGAGATAGGA GGCCTTAGTA AGTEACGC

-MDV AWS PHDA WLA SC S
401 TGATGGATGT AGCATGGTCT CCCCACGATG CCTGGCTAGC CTassC
ACTACCTACA TCGTACCAGA GGGGTGCTAC GGACCGATCG GABIBCG

VDNT VVI WNA VKFP EI L-
451 GTGGATAACA CTGTCGTCAT CTGGAATGCT GTAAAGTTCC CAGFART
CACCTATTGT GACAGCAGTA GACCTTACGA CATTTCAAGG GTCAGRA

ATLRGHS GLV KGL TW D P-
501 AGCTACTCTG AGAGGTCATT CTGGCTTGGT CAAAGGGTTG ACAICESG
TCGATGAGAC TCTCCAGTAA GACCGAACCA GTTTCCCAAC TGTR®EC

“VGK YIASQAD DRS LK \%
551 CTGTTGGTAA ATACATAGCT TCTCAAGCTG ATGACCGCAG CCTBABG
GACAACCATT TATGTATCGA AGAGTTCGAC TACTGGCGTC GGAJATC
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WRTLDWQULETSITKPF D-
601 TGGAGGACGC TGGACTGGCA GTTGGAGACC AGCATCACCA AGGATTT
ACCTCCTGCG ACCTGACCGT CAACCTCTGG TCGTAGTGGT TCAGAAA

ECGGTTHVLRLSW SP D G-
651 TGAGTGTGGA GGAACGACCC ATGTGTTGCG GCTCAGCTGG TCARETG
ACTCACACCT CCTTGCTGGG TACACAACGC CGAGTCGACC AGTEBGAC

“HYLVSAHAMNNSGUPT A
701 GGCATTACCT GGTGTCTGCC CATGCCATGA ACAACTCAGG CCGCACT
CCGTAATGGA CCACAGACGG GTACGGTACT TGTTGAGTCC GGGGGGA

QITE REG WKTNMDF VG H-
751 CAGATCATCG AACGGGAGGG ATGGAAGACC AACATGGACT TTGTRGG
GTCTAGTAGC TTGCCCTCCC TACCTTCTGG TTGTACCTGA AACBECTC

RKAVTVV KFN PKI FK KK-
801 CCGGAAAGCT GTGACTGTCG TGAAATTCAA CCCAAAAATC TTCABAA
GGCCTTTCGA CACTGACAGC ACTTTAAGTT GGGTTTTTAG AAGTTTT

QKN GSS AKPS CPY CC Cc
851 AGCAGAAGAA TGGGAGTTCT GCGAAGCCTA GCTGCCCGTA CTBETGC
TCGTCTTCTT ACCCTCAAGA CGCTTCGGAT CGACGGGCAT GAGEGACG

AVGS KDR SLSVWLTCL K-
901 GCTGTCGGCA GCAAGGACCG CTCGCTTTCT GTCTGGCTCA CAGBACT
CGACAGCCGT CGTTCCTGGC GAGCGAAAGA CAGACCGAGT GTANTAGA

‘RPLVVIHELFDKSIM DI
951 ACGGCCGCTG GTGGTCATCC ATGAACTGTT TGACAAATCC ATGHTIGG
TGCCGGCGAC CACCAGTAGG TACTTGACAA ACTGTTTAGG TAGPRACC

-SWTLNGLGILVCS MD G
1001 TTTCCTGGAC TCTGAATGGG CTGGGCATCT TGGTATGCTC TATGGBC
AAAGGACCTG AGACTTACCC GACCCGTAGA ACCATACGAG ATRTGIG

SVAFLDF SQD ELGD PL S-
1051 TCTGTGGCAT TCCTCGACTT CTCCCAGGAT GAGCTTGGCG AT@XCEZT
AGACACCGTA AGGAGCTGAA GAGGGTCCTA CTCGAACCGC TAGBGGA

EEE KSRIHQS TYG KS LA
1101 CGAGGAGGAG AAGAGCCGCA TTCACCAGTC CACCTATG@GABKECTAG
GCTCCTCCTC TTCTCGGCGT AAGTGGTCAG GTGGATACCG TTGATG

- IMTEAQLSTAVIENP E

1151 CCATCATGAC CGAGGCCCAG CTCTCCACAG CCGTCATRE3GAACCCTGAG

GGTAGTACTG GCTCCGGGTC GAGAGGTGTC GGCAGTAACT CRIIGG

MLKY QRR QQQ QQLD QK S-

1201 ATGCTCAAGT ACCAGCGAAG GCAGCAGCAG CAGCAGOEFACCAGAAGAG

TACGAGTTCA TGGTCGCTTC CGTCGTCGTC GTCGTCGACC TGGBITT
BstXI

‘AAT REMG SAT SVA GV V N-

1251 TGCTGCGACC AGGGAGATGG GCTCAGCCAC CTCAGTGSGGCGTTGTCA

ACGACGCTGG TCCCTCTACC CGAGTCGGTG GAGTCAGCGT CCAGAA

*GES LED IRKNLLK KQ \%

1301 ACGGGGAGAG TCTTGAAGAT ATCAGGAAGA ATCTTTTGAGAAACAAGTT

TGCCCCTCTC AGAACTTCTA TAGTCCTTCT TAGAAAACTT CTTTI®RA

ETRTADGRRRITPL CI A-

1351 GAGACTCGGA CAGCAGATGG CCGGAGAAGA ATCACGQTTCTGCATAGC

CTCTGAGCCT GTCGTCTACC GGCCTCTTCT TAGTGCGGAG AGADGT

QLD TGDF STA FFN S| PL-

1401 ACAGCTGGAC ACTGGGGACT TCTCCACGGC ATTCTTTAAAGCATCCCCC

TGTCGACCTG TGACCCCTGA AGAGGTGCCG TAAGAAATTG TCGESG
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-SGS LAGTMLS SHS SP Q
1451 TCTCGGGCTC CCTGGCGGGC ACCATGCTCT CTTCTCATACAGTCCACAG
AGAGCCCGAG GGACCGCCCG TGGTACGAGA GAAGAGTATC GIERGG

LLPLDSSTPNSFGA SK P -
1501 CTACTGCCAC TGGACTCCAG TACCCCTAAC TCCTTCGEE CCTCGAAGCC
GATGACGGTG ACCTGAGGTC ATGGGGATTG AGGAAGCCGC GB2@&ET

CTEPVVAASARPAGD SV
1551 TTGCACAGAG CCTGTGGTGG CTGCCAGTGC CAGACCTEGGCGATTCTG
AACGTGTCTC GGACACCACC GACGGTCACG GTCTGGACGT CBGABTA

‘NKD SMN ATSTPAALS P
1601 TCAATAAAGA CAGTATGAAT GCTACCTCTA CTCCTGCT®& ATTGTCACCT
AGTTATTTCT GTCATACTTA CGATGGAGAT GAGGACGACG TAAGFEA

SVLT TPS KIEPMKAFD S-
1651 TCTGTGTTAA CGACCCCGTC CAAGATCGAA CCCATGAAB CGTTTGACTC
AGACACAATT GCTGGGGCAG GTTCTAGCTT GGGTACTTTC GCRBAG

RFTERSKATP GAP AL TS-
1701 CCGGTTCACA GAGCGGTCCA AAGCCACACC AGGTGCTTCGCCCTGACCA
GGCCAAGTGT CTCGCCAGGT TTCGGTGTGG TCCACGAGGA CEGGAC

-MTP TAV ERLKEQN LYV K
1751 GCATGACTCC GACAGCTGTG GAAAGGTTAA AAGAGCABACCTTGTGAAA
CGTACTGAGG CTGTCGACAC CTTTCCAATT TTCTCGTCTT GGAATA

ELRPRDLLES SSDSDE K-
1801 GAGCTGAGGC CCCGAGACCT CCTGGAGAGC AGCAGT@GAGCGATGAGAA
CTCGACTCCG GGGCTCTGGA GGACCTCTCG TCGTCACTGT CGCTAC

VPL AKAS SLS KRK LE L E-
1851 AGTCCCTTTG GCTAAGGCTT CCTCACTGTC CAAGCGAAACTTGAGCTTG
TCAGGGAAAC CGATTCCGAA GGAGTGACAG GTTCGCTTTT GABBAC
-VET VEK KKKG RPR KD S
1901 AGGTAGAGAC AGTAGAGAAG AAGAAGAAAG GGCGGCAIGAAGGACTCT
TCCATCTCTG TCATCTCTTC TTCTTCTTTC CCGCCGGAGC CTTGBGA

RLMP VSLSVQ SPAALT A-
1951 CGTCTCATGC CTGTGTCTCT GTCTGTCCAG TCTCCAGCGE CCCTAACCGC
GCAGAGTACG GACACAGAGA CAGACAGGTC AGAGGTCGAC GGGBET

EKE AMCL SAP ALA LK LP-
2001 AGAGAAGGAG GCCATGTGTC TGTCTGCACC AGCACTTBCETGAAGCTGC
TCTCTTCCTC CGGTACACAG ACAGACGTGG TCGTGAACGT GAGATG

-IPS PQRAFTL QVS SD P
2051 CAATTCCAAG CCCCCAGAGA GCATTCACCC TCCAGGT@ACTCCGATCCT
GTTAAGGTTC GGGGGTCTCT CGTAAGTGGG AGGTCCAGTC GAGEAT

SMYI EVENEV TVVG GV K-
2101 TCCATGTACA TTGAGGTGGA GAATGAAGTG ACAGTGGT&EGGGGCGTGAA
AGGTACATGT AACTCCACCT CTTACTTCAC TGTCACCACC Cccaaaga

LSRLKCNREGKEWET V L-
2151 GCTGAGCCGC CTGAAGTGCA ACCGGGAAGG GAAGGAGIGAGACGGTAC
CGACTCGGCG GACTTCACGT TGGCCCTTCC CTTCCTCACC CTCATE
BamHlI
-TSRILT AAGS CDV VC \%
2201 TCACCAGCCG GATCCTCACT GCTGCGGGCA GCTGTGATGGTGTGTGTC
AGTGGTCGGC CTAGGAGTGA CGACGCCCGT CGACACTGCA CaBRaC

ACEKRML SVF STCG RR L-

2251 GCCTGTGAAA AAAGGATGCT GTCAGTGTTC TCCACCTG3 GTCGCCGTCT
CGGACACTTT TTTCCTACGA CAGTCACAAG AGGTGGACAC CAGAGS
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LSPILLP SPI STL HC TG-
2301 CCTCTCTCCC ATCCTCCTGC CATCCCCGAT CTCTACTT CATTGCACAG
GGAGAGAGGG TAGGAGGACG GTAGGGGCTA GAGATGAAAC AALG

*-SYVMALTAAATLS VW D
2351 GCTCCTACGT CATGGCGCTC ACCGCTGCAG CCACACTCITGTCTGGGAT
CGAGGATGCA GTACCGCGAG TGGCGACGTC GGTGTGAGAG ATAMC

VHRQ VVV VKE ESLH S| L-
2401 GTTCACAGAC AGGTGGTTGT GGTGAAAGAA GAGTCTCTAACTCCATCCT
CAAGTGTCTG TCCACCAACA CCACTTTCTT CTCAGAGATG TGAK&REIA

AGSDMTV SQILLTQH G-
2451 GGCAGGAAGT GATATGACGG TATCACAGAT CTTGCTGAECAGCATGGAA
CCGTCCTTCA CTATACTGCC ATAGTGTCTA GAACGACTGC GTTETA

‘PVM NLS DGKAYCFNP S
2501 TCCCAGTAAT GAACCTGTCC GATGGGAAGG CGTACTGCTTAATCCGTCA
AGGGTCATTA CTTGGACAGG CTACCCTTCC GCATGACGAA ATTAGE

LSTWNLV SDKQDSL AQ C-
2551 CTTTCCACAT GGAACCTGGT TTCTGACAAG CAGGACTCB TGGCTCAGTG
GAAAGGTGTA CCTTGGACCA AAGACTGTTC GTCCTGAGTG ACTGHAG

‘ADF RSSLPSQDAMLC S G-
2601 TGCAGACTTT AGGAGCAGCC TGCCATCCCA GGACGCCBICTGTGCTCAG
ACGTCTGAAA TCCTCGTCGG ACGGTAGGGT CCTGCGGTAC GACATG

'PLAIIQGRTS NSGRQ A
2651 GACCGTTAGC CATAATCCAG GGCCGCACCT CCAACTCGAAGGCAGGCT
CTGGCAATCG GTATTAGGTC CCGGCGTGGA GGTTGAGCCC T I

ARLF SVPHVV QQETTL A-
2701 GCCCGGCTCT TCTCCGTGCC TCATGTGGTG CAGCAAGAE®CACCCTGGC
CGGGCCGAGA AGAGGCACGG AGTACACCAC GTCGTTCTCT G&CGGG

YLE NQVA AALTLQ SS HE-
2751 CTACCTAGAG AACCAGGTGG CAGCAGCACT CACCCTGGAICCAGCCACG
GATGGATCTC TTGGTCCACC GTCGTCGTGA GTGGGACGTC AGITRIS

“YRH WLLVYAR YLV NE G
2801 AGTACCGCCA TTGGCTCCTC GTCTACGCAC GGTACCTAGMAACGAAGGG
TCATGGCGGT AACCGAGGAG CAGATGCGTG CCATGGAGCA TTGECT

FEYRLREICKDLLGPYV H-
2851 TTTGAATACC GACTTCGAGA AATATGCAAG GACTTACT® GTCCGGTTCA
AAACTTATGG CTGAAGCTCT TTATACGTTC CTGAATGACC CAGEAIET

YSTGSQWESTVVG LR KR-
2901 CTACTCCACT GGAAGCCAGT GGGAGTCAAC AGTAGTGGE&TGCGGAAGA
GATGAGGTGA CCTTCGGTCA CCCTCAGTTG TCATCACCCA GATBC

-ELLKELLPVIGQNTLR F
2951 GGGAGCTGCT GAAGGAGCTG CTACCAGTCA TCGGGCAGBCTCCGATTC
CCCTCGACGA CTTCCTCGAC GATGGTCAGT AGCCCGTCTT GGAaEGC

QRLFTECQEQLDILRD K -
3001 CAGCGCCTCT TCACCGAGTG TCAGGAACAG CTCGACATCTGAGGGACAA
GTCGCGGAGA AGTGGCTCAC AGTCCTTGTC GAGCTGTAGG ACBITC

K3

3051 GTAG
CATC
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6.2  Aminosaure- und Nukleotidsequenz von Hira-RNHSEGAAAAI
V5/His

MKLLKPTWV NHNG KPI
1 ATGAAGC TCCTGAAGCC GACCTGGGTC AACCACAATG GCNGCCGAT
TACTTCG AGGACTTCGG CTGGACCCAG TTGGTGTTAC CGTTCBGCT

FSVDIHPDGT KFA TG G Q-
48 TTTTTCAGTT GATATTCACC CTGACGGGAC CAAGTTCGCAACTGGAGGAC
AAAAAGTCAA CTATAAGTGG GACTGCCCTG GTTCAAGCGT TGRCTG

-GQD SGK VVIWNMS PV L
98 AAGGGCAGGA TTCTGGGAAG GTTGTGATCT GGAATATGTTCCAGTCCTC
TTCCCGTCCT AAGACCCTTC CAACACTAGA CCTTATACAG AGEIEAG

QEDDEKD ENIPKML CQ M -
148 CAGGAGGATG ACGAGAAGGA TGAAAATATT CCCAAGATGO TGCCAGAT
GTCCTCCTAC TGCTCTTCCT ACTTTTATAA GGGTTCTACG AAATGTA

DNHLACV NCV RWS NS G M-
198 GGACAATCAC TTAGCATGTG TGAACTGTGT GCGGTGGTGMCAGTGGGA
CCTGTTAGTG AATCGTACAC ACTTGACACA CGCCACCAGT TTEIA

“YLA SGG DDKLIMV WK R
248 TGTATTTAGC TTCTGGGGGA GATGACAAAC TGATTATGGTGTGGAAGCGG
ACATAAATCG AAGACCCCCT CTACTGTTTG ACTAATACCA CACCGTC
Hind Il
ATYI GPS TVF GSSG KL A-
298 GCTACGTACA TCGGCCCCAG CACCGTGTTC GGCTCCAGBIAAGCTTGC
CGATGCATGT AGCCGGGGTC GTGGCACAAG CCGAGGTCAC CAATGG

NVE QWRC VSIL A A A A I D-
348 CAATGTGGAG CAGTGGCGGT GTGTCTCTAT CCTGCGGCA GCCGCTATAG
GTTACACCTC GTCACCGCCA CACAGAGATA GGATEGI  CGCCGATATC

VMD VAW SPHD AWL AS C
398 ATGTGATGGA TGTAGCATGG TCTCCCCACG ATGCCTGG@IGCCTCATGC
TACACTACCT ACATCGTACC AGAGGGGTGC TACGGACCGA TCIXeAEs

SVDNTVVIWNAVKF PE |-
448 AGCGTGGATA ACACTGTCGT CATCTGGAAT GCTGTAAAGTCCCAGAAAT
TCGCACCTAT TGTGACAGCA GTAGACCTTA CGACATTTCA AGAGTE

LATLRGH SGLVKGLT W D-
498 TCTAGCTACT CTGAGAGGTC ATTCTGGCTT GGTCAAAGGGTGACATGGG
AGATCGATGA GACTCTCCAG TAAGACCGAA CCAGTTTCCC AABTGT

-PVG KYI ASQADDR SL K
548 ACCCTGTTGG TAAATACATA GCTTCTCAAG CTGATGACCE&AGCCTAAAG
TGGGACAACC ATTTATGTAT CGAAGAGTTC GACTACTGGC GTCGETBA

VWRTLDWQLETSITKP F-
598 GTGTGGAGGA CGCTGGACTG GCAGTTGGAG ACCAGCATCBAAGCCTTT
CACACCTCCT GCGACCTGAC CGTCAACCTC TGGTCGTAGT GGIALES

DECGGTTHVLRLS WS P D-
648 TGATGAGTGT GGAGGAACGA CCCATGTGTT GCGGCTCAGGGTCACCTG
ACTACTCACA CCTCCTTGCT GGGTACACAA CGCCGAGTCG ACGBET

-GHY LVS AHAM NNS GP T
698 ATGGGCATTA CCTGGTGTCT GCCCATGCCA TGAACAACTRGGCCCCACT
TACCCGTAAT GGACCACAGA CGGGTACGGT ACTTGTTGAG TCGB&EA

AQII ERE GWK TNMD FV G-

748 GCCCAGATCA TCGAACGGGA GGGATGGAAG ACCAACATBGTTTGTTGG
CGGGTCTAGT AGCTTGCCCT CCCTACCTTC TGGTTGTACC TGAARC
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HRK AVTV VKF NPK IF K K-
798 GCACCGGAAA GCTGTGACTG TCGTGAAATT CAACCCAAAATCTTCAAAA
CGTGGCCTTT CGACACTGAC AGCACTTTAA GTTGGGTTTT TAGAAG

"KQK NGS SAKP SCP YC Cc
848 AGAAGCAGAA GAATGGGAGT TCTGCGAAGC CTAGCTGCGTACTGCTGC
TCTTCGTCTT CTTACCCTCA AGACGCTTCG GATCGACGGG CATBRAG

CAVG SKDRSL SVWLTC L-
898 TGTGCTGTCG GCAGCAAGGA CCGCTCGCTT TCTGTCTGACACATGTCT
ACACGACAGC CGTCGTTCCT GGCGAGCGAA AGACAGACCG AGAGAA

KRPLVVIHELFDK SI M D-
948 GAAACGGCCG CTGGTGGTCA TCCATGAACT GTTTGACAAFCCATCATGG
CTTTGCCGGC GACCACCAGT AGGTACTTGA CAAACTGTTT AGGBABG

- ISWTLNGLGILVCSM D
998 ATATTTCCTG GACTCTGAAT GGGCTGGGCA TCTTGGTATGTCTATGGAC
TATAAAGGAC CTGAGACTTA CCCGACCCGT AGAACCATAC GAGATS

GSVAFLDFSQDELGTDP L-
1048 GGCTCTGTGG CATTCCTCGA CTTCTCCCAG GATGAGCT GCGATCCCCT
CCGAGACACC GTAAGGAGCT GAAGAGGGTC CTACTCGAAC CGGIMNG

SEEEKSRIHQ STY GK SL-
1098 GAGCGAGGAG GAGAAGAGCC GCATTCACCA GTCCACCTEGCAAGAGCC
CTCGCTCCTC CTCTTCTCGG CGTAAGTGGT CAGGTGGATA CCBIGG

-AIMTEAQLSTAVI EN P
1148 TAGCCATCAT GACCGAGGCC CAGCTCTCCA CAGCCGTTAGAGAACCCT
ATCGGTAGTA CTGGCTCCGG GTCGAGAGGT GTCGGCAGTA AGEHEIA

EMLK YQRRQQ QQQLDDOQ K -
1198 GAGATGCTCA AGTACCAGCG AAGGCAGCAG CAGCAGCRGGGACCAGAA
CTCTACGAGT TCATGGTCGC TTCCGTCGTC GTCGTCGTCG ACTIGG

SAATREMGSATSYV AG V V-
1248 GAGTGCTGCG ACCAGGGAGA TGGGCTCAGC CACCTCAGECAGGCGTTG
CTCACGACGC TGGTCCCTCT ACCCGAGTCG GTGGAGTCAG CGRaCG
EcoRV
“NGE SLEDIRKNLL KK Q
1298 TCAACGGGGA GAGTCTTGAA GATATCAGGA AGAATCTTIT GAAGAAACAA
AGTTGCCCCT CTCAGAACTT CTATAGTCCT TCTTAGAAAA CTTCGI T

VETR TAD GRR RITP LC |-
1348 GTTGAGACTC GGACAGCAGA TGGCCGGAGA AGAATCACETCTCTGCAT
CAACTCTGAG CCTGTCGTCT ACCGGCCTCT TCTTAGTGCG GAGATGA

AQL DTGD FSTAFF NS I P-
1398 AGCACAGCTG GACACTGGGG ACTTCTCCAC GGCATTCTIAACAGCATCC
TCGTGTCGAC CTGTGACCCC TGAAGAGGTG CCGTAAGAAA TTEAGG

‘LSG SLAGTML SSH SS P
1448 CCCTCTCGGG CTCCCTGGCG GGCACCATGC TCTCTTCAOAGCAGTCCA
GGGAGAGCCC GAGGGACCGC CCGTGGTACG AGAGAAGAGT AIKEITC

QLLPLDS STP NSFG AS K-
1498 CAGCTACTGC CACTGGACTC CAGTACCCCT AACTCCTTG GCGCCTCGAA
GTCGATGACG GTGACCTGAG GTCATGGGGA TTGAGGAAGC CGCEGA

PCTEPVV AAS ARP AG DS-
1548 GCCTTGCACA GAGCCTGTGG TGGCTGCCAG TGCCAGALCGCAGGCGATT
CGGAACGTGT CTCGGACACC ACCGACGGTC ACGGTCTGGA CGTEEG

“VNK DSMNATS TPA AL S

1598 CTGTCAATAA AGACAGTATG AATGCTACCT CTACTCCT®& TGCATTGTCA
GACAGTTATT TCTGTCATAC TTACGATGGA GATGAGGACG ACERGYT
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PSVLTTP SKI EPMK AF D-
1648 CCTTCTGTGT TAACGACCCC GTCCAAGATC GAACCCATSAAGCGTTTGA
GGAAGACACA ATTGCTGGGG CAGGTTCTAG CTTGGGTACT TTRETRA

SRFTERSKATPGAPA LT
1698 CTCCCGGTTC ACAGAGCGGT CCAAAGCCAC ACCAGGTGCCTGCCCTGA
GAGGGCCAAG TGTCTCGCCA GGTTTCGGTG TGGTCCACGA GGACEBG

SMTPTAVERLKEQNL \%
1748 CCAGCATGAC TCCGACAGCT GTGGAAAGGT TAAAAGABGGGAACCTTGTG
GGTCGTACTG AGGCTGTCGA CACCTTTCCAATTTTCTCGT CTTAINC

KELR PRDLLE SSSD SD E-
1798 AAAGAGCTGA GGCCCCGAGA CCTCCTGGAG AGCAGCABACAGCGATGA
TTTCTCGACT CCGGGGCTCT GGAGGACCTC TCGTCGTCAC TGIATIC

KVPLAKA SSL SKR KL EL-
1848 GAAAGTCCCT TTGGCTAAGG CTTCCTCACT GTCCAAGCSAAACTTGAGC
CTTTCAGGGA AACCGATTCC GAAGGAGTGA CAGGTTCGCT TTTGES

"EVE TVE KKKK GRP RK D
1898 TTGAGGTAGA GACAGTAGAG AAGAAGAAGA AAGGGCGGTCGGAAGGAC
AACTCCATCT CTGTCATCTC TTCTTCTTCT TTCCCGCCGG AGCCTTG

SRLMPVSLSV QSPAAL T-
1948 TCTCGTCTCA TGCCTGTGTC TCTGTCTGTC CAGTCTCCAS CTGCCCTAAC
AGAGCAGAGT ACGGACACAG AGACAGACAG GTCAGAGGTC GATE&EG

‘AEK EAMCLSAPALAL KL-
1998 CGCAGAGAAG GAGGCCATGT GTCTGTCTGC ACCAGCATGCACTGAAGC
GCGTCTCTTC CTCCGGTACA CAGACAGACG TGGTCGTGAA CATeAC

'PIP SPQRAFTLQV SS D
2048 TGCCAATTCC AAGCCCCCAG AGAGCATTCA CCCTCCAGBAGCTCCGAT
ACGGTTAAGG TTCGGGGGTC TCTCGTAAGT GGGAGGTCCA GBIIAG

PSMY IEVENEVTVYV GG V-
2098 CCTTCCATGT ACATTGAGGT GGAGAATGAA GTGACAGTG TGGGGGGCGT
GGAAGGTACA TGTAACTCCA CCTCTTACTT CACTGTCACC ACGII&ETA

‘KLS RLKC NRE GKE WE TV
2148 GAAGCTGAGC CGCCTGAAGT GCAACCGGGA AGGGAAGGPFGGGAGACGG
CTTCGACTCG GCGGACTTCA CGTTGGCCCT TCCCTTCCTC ACTGTC
BamHI
LTS RILTAAG SCD VYV Cc
2198 TACTCACCAG CCGGATCCTC ACTGCTGCGG GCAGCTGAGGTGGTGTGT
ATGAGTGGTC GGCCTAGGAG TGACGACGCC CGTCGACACT GCACEA

VACEKRMLSV FSTC GR R -
2248 GTCGCCTGTG AAAAAAGGAT GCTGTCAGTG TTCTCCACCGTGGTCGCCG
CAGCGGACAC TTTTTTCCTA CGACAGTCAC AAGAGGTGGA CACGSG

LLS PILLPSPISTLH CT-
2298 TCTCCTCTCT CCCATCCTCC TGCCATCCCC GATCTCTAQ TTGCATTGCA
AGAGGAGAGA GGGTAGGAGG ACGGTAGGGG CTAGAGATGA AKIIEITA

-GSYVMALTAAATL SV W
2348 CAGGCTCCTA CGTCATGGCG CTCACCGCTG CAGCCACARCTCTGTCTGG
GTCCGAGGAT GCAGTACCGC GAGTGGCGAC GTCGGTGTGA GASACA

DVHR QVV VVK EESLHS |-
2398 GATGTTCACA GACAGGTGGT TGTGGTGAAA GAAGAGTCITACACTCCAT
CTACAAGTGT CTGTCCACCA ACACCACTTT CTTCTCAGAG ATGIGARA

LAG SDMTVSQILLTROQ HG-

2448 CCTGGCAGGA AGTGATATGA CGGTATCACA GATCTTGAI ACGCAGCATG
GGACCGTCCT TCACTATACT GCCATAGTGT CTAGAACGAC TGGGAC
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-IPV MNL SDGK AYC FN P
2498 GAATCCCAGT AATGAACCTG TCCGATGGGA AGGCGTAGICTTTAATCCG
CTTAGGGTCA TTACTTGGAC AGGCTACCCT TCCGCATGAC GAASTTC

SLSTWNLVSD KQDS LA Q-
2548 TCACTTTCCA CATGGAACCT GGTTTCTGAC AAGCAGGAT CACTGGCTCA
AGTGAAAGGT GTACCTTGGA CCAAAGACTG TTCGTCCTGA GTGAGCT

CADFRSSLPS QDA ML CS-
2598 GTGTGCAGAC TTTAGGAGCA GCCTGCCATC CCAGGACGATGCTGTGCT
CACACGTCTG AAATCCTCGT CGGACGGTAG GGTCCTGCGG TATEAC

"GPLAII QGRT SNS GR Q
2648 CAGGACCGTT AGCCATAATC CAGGGCCGCA CCTCCAACTGGGAAGGCAG
GTCCTGGCAA TCGGTATTAG GTCCCGGCGT GGAGGTTGAG COGITE

AARLFSVPHV VQQETT L-
2698 GCTGCCCGGC TCTTCTCCGT GCCTCATGTG GTGCAGCEAAGACCACCCT
CGACGGGCCG AGAAGAGGCA CGGAGTACAC CACGTCGTTC TGGGAT

‘AYLENQVAAALTL QS S H-
2748 GGCCTACCTA GAGAACCAGG TGGCAGCAGC ACTCACCGTAGTCCAGCC
CCGGATGGAT CTCTTGGTCC ACCGTCGTCG TGAGTGGGAC GTCEES

"EYRHWLLVYARYLVN E
2798 ACGAGTACCG CCATTGGCTC CTCGTCTACG CACGGTAGCGTAAACGAA
TGCTCATGGC GGTAACCGAG GAGCAGATGC GTGCCATGGA GGATTT

GFEYRLREICKDLL GP V-
2848 GGGTTTGAAT ACCGACTTCG AGAAATATGC AAGGACTTB TGGGTCCGGT
CCCAAACTTA TGGCTGAAGC TCTTTATACG TTCCTGAATG ACCGBGA

HYS TGSQ WESTVV GL R K-
2898 TCACTACTCC ACTGGAAGCC AGTGGGAGTC AACAGTAGIGGTCTGCGGA
AGTGATGAGG TGACCTTCGG TCACCCTCAG TTGTCATCAC CCBGAT

‘RELLKELLPV IGQNL R
2948 AGAGGGAGCT GCTGAAGGAG CTGCTACCAG TCATCGG&SGAACCTCCGA
TCTCCCTCGA CGACTTCCTC GACGATGGTC AGTAGCCCGT CTGEGGA

FQRLFTECQEOQLDILR D-
2998 TTCCAGCGCC TCTTCACCGA GTGTCAGGAA CAGCTCGACTCCTGAGGGA
AAGGTCGCGG AGAAGTGGCT CACAGTCCTT GTCGAGCTGT A®eATT
Xho |

EcoRV Xbal

KKG NSADIQH SGG RS SL-
3048 CAAGAAGGGC AATTCTGCAG ATATCCAGCA CAGTGGCGAGCTCGAGTC

GTTCTTCCCG TTAAGACGTC TATAGGTCGT GTCACCGCCG GCase

Xbal

“EGP RFE GKPI PNPLL G
3098 TAGAGGGCCC GCGGTTCGAA GGTAAGCCTA TCCCTAACAOCTCCTCGGT

ATCTCCCGGG CGCCAAGCTT CCATTCGGAT AGGGATTGGG AGTERA

LDSTRTG HHH HHH*

3148 CTCGATTCTA CGCGTACCGG TCATCATCAC CATCACCAT GA
GAGCTAAGAT GCGCATGGCC AGTAGTAGTG GTAGTGGTAA CT
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6.3  Aminosaure-und Nukleotidsequenz von Hira-RGHSGAAAAI
V5/His

MKLLKP TWV NHNG KPI
1 ATGAAGC TCCTGAAGCC GACCTGGGTC AACCACAATG GCAAECCG
TACTTCG AGGACTTCGG CTGGACCCAG TTGGTGTTAC CGTTCBGCT

FSVDIHPDGT KFA TG G Q-
48 TTTTTCAGTT GATATTCACC CTGACGGGAC CAAGTTCGCAACTGGAGGAC
AAAAAGTCAA CTATAAGTGG GACTGCCCTG GTTCAAGCGT TGRACIT

rGQD SGK VVIWNMS PV L
98 AAGGGCAGGA TTCTGGGAAG GTTGTGATCT GGAATATGTTCCAGTCCTC
TTCCCGTCCT AAGACCCTTC CAACACTAGA CCTTATACAG AGETGAG

QEDD EKD ENIPKML CQ M -
148 CAGGAGGATG ACGAGAAGGA TGAAAATATT CCCAAGATGO TGCCAGAT
GTCCTCCTAC TGCTCTTCCT ACTTTTATAA GGGTTCTACG AAATGTA

DNHLACV NCV RWS NS G M-
198 GGACAATCAC TTAGCATGTG TGAACTGTGT GCGGTGGTGMCAGTGGGA
CCTGTTAGTG AATCGTACAC ACTTGACACA CGCCACCAGT TTEIA

“YLA SGG DDKLIMV WK R
248 TGTATTTAGC TTCTGGGGGA GATGACAAAC TGATTATGGTGTGGAAGCGG
ACATAAATCG AAGACCCCCT CTACTGTTTG ACTAATACCA CACCGTC

Hind [

ATYI GPS TVF GSSG KL A-
298 GCTACGTACA TCGGCCCCAG CACCGTGTTC GGCTCCAGTBIAAGCTTGC
CGATGCATGT AGCCGGGGTC GTGGCACAAG CCGAGGTCAC CAATGG

NVE QWRC VSI LRNHS G D-
348 CAATGTGGAG CAGTGGCGGT GTGTCTCTAT CCTCCGGALATTCAGGCG
GTTACACCTC GTCACCGCCA CACAGAGATA GGAGGCCTTA GTaaGT

‘VMD VAW SPHD AWL AS C
398 ATGTGATGGA TGTAGCATGG TCTCCCCACG ATGCCTGGMIGCCTCATGC
TACACTACCT ACATCGTACC AGAGGGGTGC TACGGACCGA TCIXeAES

SVDNTVVIWNAVKF PE |-
448 AGCGTGGATA ACACTGTCGT CATCTGGAAT GCTGTAAAGTCCCAGAAAT
TCGCACCTAT TGTGACAGCA GTAGACCTTA CGACATTTCA AGAGTE

LATL AAA A A I LVKGLTWD-:
498 TCTAGCTACT CTG GCGGCAG CCCCTATATT GGTCAAAGGG TTGACATGGG
AGATCGATGA GACGCCGIC GGCGATATAA CCAGTTTCCC AACTGTACCC

-PVG KYI ASQADDR SL K
548 ACCCTGTTGG TAAATACATA GCTTCTCAAG CTGATGACCEAGCCTAAAG
TGGGACAACC ATTTATGTAT CGAAGAGTTC GACTACTGGC GTAGGA
VWRTLDWQLETSITKP F-
598 GTGTGGAGGA CGCTGGACTG GCAGTTGGAG ACCAGCATCBAAGCCTTT
CACACCTCCT GCGACCTGAC CGTCAACCTC TGGTCGTAGT GGIALS

DECGGTTHVLRLS WS P D-
648 TGATGAGTGT GGAGGAACGA CCCATGTGTT GCGGCTCAGGGTCACCTG
ACTACTCACA CCTCCTTGCT GGGTACACAA CGCCGAGTCG ACGAAT

*GHY LVS AHAMNNS GP T

698 ATGGGCATTA CCTGGTGTCT GCCCATGCCA TGAACAACTEGGCCCCACT
TACCCGTAAT GGACCACAGA CGGGTACGGT ACTTGTTGAG TCCT&ES
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AQII EREGWKTNMD FV G-
748 GCCCAGATCA TCGAACGGGA GGGATGGAAG ACCAACATBCGTTTGTTGG
CGGGTCTAGT AGCTTGCCCT CCCTACCTTC TGGTTGTACC TGAARC

HRK AVTV VKF NPK IF K K-
798 GCACCGGAAA GCTGTGACTG TCGTGAAATT CAACCCAAAATCTTCAAAA
CGTGGCCTTT CGACACTGAC AGCACTTTAA GTTGGGTTTT TAGAAG

"KQK NGS SAKP SCP YC C
848 AGAAGCAGAA GAATGGGAGT TCTGCGAAGC CTAGCTGCGTACTGCTGC
TCTTCGTCTT CTTACCCTCA AGACGCTTCG GATCGACGGG CATB2AG

CAVG SKDRSL SVWLTC L-
898 TGTGCTGTCG GCAGCAAGGA CCGCTCGCTT TCTGTCTGACACATGTCT
ACACGACAGC CGTCGTTCCT GGCGAGCGAA AGACAGACCG AGAGAA

KRPLVVIHELFDK SI M D-
948 GAAACGGCCG CTGGTGGTCA TCCATGAACT GTTTGACAARCCATCATGG
CTTTGCCGGC GACCACCAGT AGGTACTTGA CAAACTGTTT AGGBABG

- ISW TLNGLGILVCSM D
998 ATATTTCCTG GACTCTGAAT GGGCTGGGCA TCTTGGTATGTCTATGGAC
TATAAAGGAC CTGAGACTTA CCCGACCCGT AGAACCATAC GAGETS

GSVAFLDFSQDELGTUDP L-
1048 GGCTCTGTGG CATTCCTCGA CTTCTCCCAG GATGAGCTI GCGATCCCCT
CCGAGACACC GTAAGGAGCT GAAGAGGGTC CTACTCGAAC CGGIRMWG

SEEEKSRIHQ STY GK SL-
1098 GAGCGAGGAG GAGAAGAGCC GCATTCACCA GTCCACCT&GCAAGAGCC
CTCGCTCCTC CTCTTCTCGG CGTAAGTGGT CAGGTGGATA CCBIGG

-AIM TEAQLSTAVI EN P
1148 TAGCCATCAT GACCGAGGCC CAGCTCTCCA CAGCCGTTAGAGAACCCT
ATCGGTAGTA CTGGCTCCGG GTCGAGAGGT GTCGGCAGTA AGIEIA

EMLK YQR RQQ QQQL DQ K-
1198 GAGATGCTCA AGTACCAGCG AAGGCAGCAG CAGCAGOAGGGACCAGAA

CTCTACGAGT TCATGGTCGC TTCCGTCGTC GTCGTCGTCG ACTTGIG

SAATREMGSATSYV AG V V-
1248 GAGTGCTGCG ACCAGGGAGA TGGGCTCAGC CACCTCAGECAGGCGTTG

CTCACGACGC TGGTCCCTCT ACCCGAGTCG GTGGAGTCAG CGRaCG

EcoRV

“NGE SLEDIRKNLL KK Q
1298 TCAACGGGGA GAGTCTTGAA GATATCAGGA AGAATCTTIT GAAGAAACAA

AGTTGCCCCT CTCAGAACTT CTATAGTCCT TCTTAGAAAA CTTCGI T

VETR TAD GRRRITP LC |-
1348 GTTGAGACTC GGACAGCAGA TGGCCGGAGA AGAATCACETCTCTGCAT
CAACTCTGAG CCTGTCGTCT ACCGGCCTCT TCTTAGTGCG GAGATGA

AQL DTGD FST AFF NS I P-
1398 AGCACAGCTG GACACTGGGG ACTTCTCCAC GGCATTCTIAACAGCATCC
TCGTGTCGAC CTGTGACCCC TGAAGAGGTG CCGTAAGAAA TTEAGG

‘LSG SLAGTML SSH SS P
1448 CCCTCTCGGG CTCCCTGGCG GGCACCATGC TCTCTTCAOAGCAGTCCA
GGGAGAGCCC GAGGGACCGC CCGTGGTACG AGAGAAGAGT AIKEITC

QLLPLDS STP NSFG AS K-
1498 CAGCTACTGC CACTGGACTC CAGTACCCCT AACTCCTTG GCGCCTCGAA
GTCGATGACG GTGACCTGAG GTCATGGGGA TTGAGGAAGC CGCGGA

PCTEPVV AAS ARP AG DS-

1548 GCCTTGCACA GAGCCTGTGG TGGCTGCCAG TGCCAGALCGCAGGCGATT
CGGAACGTGT CTCGGACACC ACCGACGGTC ACGGTCTGGA CGTEEG
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"VNK DSMNATS TPA AL S
1598 CTGTCAATAA AGACAGTATG AATGCTACCT CTACTCCT® TGCATTGTCA
GACAGTTATT TCTGTCATAC TTACGATGGA GATGAGGACG ACERGYT

PSVLTTP SKI EPMK AF D-
1648 CCTTCTGTGT TAACGACCCC GTCCAAGATC GAACCCATSAAGCGTTTGA
GGAAGACACA ATTGCTGGGG CAGGTTCTAG CTTGGGTACT TTRETRA

SRFTERSKATPGAPA LT
1698 CTCCCGGTTC ACAGAGCGGT CCAAAGCCAC ACCAGGTGCCTGCCCTGA
GAGGGCCAAG TGTCTCGCCA GGTTTCGGTG TGGTCCACGA GGACGEG

-SMTPTAVERL KEQ NL \%
1748 CCAGCATGAC TCCGACAGCT GTGGAAAGGT TAAAAGABGGGAACCTTGTG
GGTCGTACTG AGGCTGTCGA CACCTTTCCAATTTTCTCGT CTTAIRNC

KELR PRDLLE SSSD SD E-
1798 AAAGAGCTGA GGCCCCGAGA CCTCCTGGAG AGCAGCABACAGCGATGA
TTTCTCGACT CCGGGGCTCT GGAGGACCTC TCGTCGTCAC TGIATIC

KVPLAKA SSL SKR KL EL-
1848 GAAAGTCCCT TTGGCTAAGG CTTCCTCACT GTCCAAGCSAAACTTGAGC
CTTTCAGGGA AACCGATTCC GAAGGAGTGA CAGGTTCGCT TTTGEBSG

"EVE TVE KKKK GRP RK D
1898 TTGAGGTAGA GACAGTAGAG AAGAAGAAGA AAGGGCGGTCGGAAGGAC
AACTCCATCT CTGTCATCTC TTCTTCTTCT TTCCCGCCGG AGCCTTG

SRLMPVSLSV QSPAAL T-
1948 TCTCGTCTCA TGCCTGTGTC TCTGTCTGTC CAGTCTCCAS CTGCCCTAAC
AGAGCAGAGT ACGGACACAG AGACAGACAG GTCAGAGGTC GATB&EG

‘AEK EAMCLSAPALAL KL-
1998 CGCAGAGAAG GAGGCCATGT GTCTGTCTGC ACCAGCATTGCACTGAAGC
GCGTCTCTTC CTCCGGTACA CAGACAGACG TGGTCGTGAA CGATIEARC

-PIP SPQRAFTLQV SS D
2048 TGCCAATTCC AAGCCCCCAG AGAGCATTCA CCCTCCAGQBCAGCTCCGAT
ACGGTTAAGG TTCGGGGGTC TCTCGTAAGT GGGAGGTCCA GBILAG

PSMY IEVENEVTVV GG V-
2098 CCTTCCATGT ACATTGAGGT GGAGAATGAA GTGACAGTG TGGGGGGCGT
GGAAGGTACA TGTAACTCCA CCTCTTACTT CACTGTCACC ACGII&ETA

‘KLS RLKC NRE GKE WE TV
2148 GAAGCTGAGC CGCCTGAAGT GCAACCGGGA AGGGAAGGPFGGGAGACGG
CTTCGACTCG GCGGACTTCA CGTTGGCCCT TCCCTTCCTC ACTGTC
BamHI
LTS RILTAAG SCD VYV Cc
2198 TACTCACCAG CCGGATCCTC ACTGCTGCGG GCAGCTGAGGTGGTGTGT
ATGAGTGGTC GGCCTAGGAG TGACGACGCC CGTCGACACT GCACEA

VACEKRMLSV FSTC GR R -
2248 GTCGCCTGTG AAAAAAGGAT GCTGTCAGTG TTCTCCACCGTGGTCGCCG
CAGCGGACAC TTTTTTCCTA CGACAGTCAC AAGAGGTGGA CACGSG

LLS PILLPSPISTLH CT-
2298 TCTCCTCTCT CCCATCCTCC TGCCATCCCC GATCTCTAC TTGCATTGCA
AGAGGAGAGA GGGTAGGAGG ACGGTAGGGG CTAGAGATGA ARTEITA

*-GSYVMALTAAATL SV W
2348 CAGGCTCCTA CGTCATGGCG CTCACCGCTG CAGCCACRCTCTGTCTGG
GTCCGAGGAT GCAGTACCGC GAGTGGCGAC GTCGGTGTGA GAEACA

DVHR QVV VVK EESLHS |-

2398 GATGTTCACA GACAGGTGGT TGTGGTGAAA GAAGAGTCITACACTCCAT
CTACAAGTGT CTGTCCACCA ACACCACTTT CTTCTCAGAG ATGIGARA
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LAG SDMTVSQILLTQ HG-
2448 CCTGGCAGGA AGTGATATGA CGGTATCACA GATCTTGGT ACGCAGCATG
GGACCGTCCT TCACTATACT GCCATAGTGT CTAGAACGAC TGGGAC

-IPV MNL SDGK AYC FN P
2498 GAATCCCAGT AATGAACCTG TCCGATGGGA AGGCGTAGICTTTAATCCG
CTTAGGGTCA TTACTTGGAC AGGCTACCCT TCCGCATGAC GAASTC

SLSTWNLVSD KQDS LA Q-
2548 TCACTTTCCA CATGGAACCT GGTTTCTGAC AAGCAGGAT CACTGGCTCA
AGTGAAAGGT GTACCTTGGA CCAAAGACTG TTCGTCCTGA GTGAGCT

CADFRSSLPS QDA ML CS-
2598 GTGTGCAGAC TTTAGGAGCA GCCTGCCATC CCAGGACGATGCTGTGCT
CACACGTCTG AAATCCTCGT CGGACGGTAG GGTCCTGCGG TATEAC

'GPLAII QGRT SNS GR Q
2648 CAGGACCGTT AGCCATAATC CAGGGCCGCA CCTCCAACTGGGAAGGCAG
GTCCTGGCAA TCGGTATTAG GTCCCGGCGT GGAGGTTGAG COGITE

AARLFSVPHV VQQETT L-
2698 GCTGCCCGGC TCTTCTCCGT GCCTCATGTG GTGCAGCEAMAGACCACCCT
CGACGGGCCG AGAAGAGGCA CGGAGTACAC CACGTCGTTC TGGGAT

‘AYLENQVA AAALTL QS S H-
2748 GGCCTACCTA GAGAACCAGG TGGCAGCAGC ACTCACCGTAGTCCAGCC
CCGGATGGAT CTCTTGGTCC ACCGTCGTCG TGAGTGGGAC GTCEES

"EYRHWLLVYARYLVN E
2798 ACGAGTACCG CCATTGGCTC CTCGTCTACG CACGGTAGCGTAAACGAA
TGCTCATGGC GGTAACCGAG GAGCAGATGC GTGCCATGGA GGATTT

GFEYRLREICKDLL GP V-
2848 GGGTTTGAAT ACCGACTTCG AGAAATATGC AAGGACTTB TGGGTCCGGT
CCCAAACTTA TGGCTGAAGC TCTTTATACG TTCCTGAATG ACCGBGA

HYS TGSQ WES TVV GL R K-
2898 TCACTACTCC ACTGGAAGCC AGTGGGAGTC AACAGTAGIGGTCTGCGGA
AGTGATGAGG TGACCTTCGG TCACCCTCAG TTGTCATCAC CCBGAT

"RELLKELLPV IGQNL R
2948 AGAGGGAGCT GCTGAAGGAG CTGCTACCAG TCATCGG&SGAACCTCCGA
TCTCCCTCGA CGACTTCCTC GACGATGGTC AGTAGCCCGT CTGGGA

FQRLFTECQEOQLDILR D-
2998 TTCCAGCGCC TCTTCACCGA GTGTCAGGAA CAGCTCGACTCCTGAGGGA
AAGGTCGCGG AGAAGTGGCT CACAGTCCTT GTCGAGCTGT A®eATdT

Xho |

EcoRV Xbal

KKG NSADIQH SGG RS SL-
3048 CAAGAAGGGC AATTCTGCAG ATATCCAGCA CAGTGGCGAGCTCGAGTC

GTTCTTCCCG TTAAGACGTC TATAGGTCGT GTCACCGCCG GCase

Xbal

“EGP RFE GKPI PNPLL G
3098 TAGAGGGCCC GCGGTTCGAA GGTAAGCCTA TCCCTAACAOCTCCTCGGT

ATCTCCCGGG CGCCAAGCTT CCATTCGGAT AGGGATTGGG AGKTEIAA

LDSTRTG HHH HHH?

3148 CTCGATTCTA CGCGTACCGG TCATCATCAC CATCACCAT GA
GAGCTAAGAT GCGCATGGCC AGTAGTAGTG GTAGTGGTAA CT
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Aminosaure-und Nukleotidsequenz von HirAWD V5/His

MFS QD E-
ATGTTCT CCCAGGATGA
TACAAGA GGGTCCTACT

LGD PLSE EEK SRI HQ ST-
GCTTGGCGAT CCCCTGAGCG AGGAGGAGAA GAGCCGCATACCAGTCCA
CGAACCGCTA GGGGACTCGC TCCTCCTCTT CTCGGCGTAA GTA&REITC

“YGK SLAIMTE AQL ST A
CCTATGGCAA GAGCCTAGCC ATCATGACCG AGGCCCAGQTCCACAGCC
GGATACCGTT CTCGGATCGG TAGTACTGGC TCCGGGTCGA GAGGG5

VIENPEMLKY QRRQ QQ Q-
GTCATTGAGA ACCCTGAGAT GCTCAAGTAC CAGCGAAGGICAGCAGCA
CAGTAACTCT TGGGACTCTA CGAGTTCATG GTCGCTTCCG TCGTGGE

QLD QKSA ATR EMG S A TS-
GCAGCTGGAC CAGAAGAGTG CTGCGACCAG GGAGATGGE®AGCCACCT
CGTCGACCTG GTCTTCTCAC GACGCTGGTC CCTCTACCCG AGTR&S
EcoRV
‘VAG VVN GESLEDI RK N
CAGTCGCAGG CGTTGTCAAC GGGGAGAGTC TTGAAGATERGGAAGAAT
GTCAGCGTCC GCAACAGTTG CCCCTCTCAG AACTTCTATA GTCTTA

LLKK QVETRTADGRRR |-
CTTTTGAAGA AACAAGTTGA GACTCGGACA GCAGATGGOEBGAGAAGAAT
GAAAACTTCT TTGTTCAACT CTGAGCCTGT CGTCTACCGG CCTTITA

TPLCIAQLDT GDFST AF-
CACGCCTCTC TGCATAGCAC AGCTGGACAC TGGGGACTTCCACGGCAT
GTGCGGAGAG ACGTATCGTG TCGACCTGTG ACCCCTGAAG AGGT®BC

*‘FNSIPLSGSLAGTML S
TCTTTAACAG CATCCCCCTC TCGGGCTCCC TGGCGGGCAIATGCTCTCT
AGAAATTGTC GTAGGGGGAG AGCCCGAGGG ACCGCCCGTG GAAGSA

SHSS PQLLPLDSSTUPN S-
TCTCATAGCA GTCCACAGCT ACTGCCACTG GACTCCAGTBCCCTAACTC
AGAGTATCGT CAGGTGTCGA TGACGGTGAC CTGAGGTCAT GA@A&T

FGA SKPCTEP VVAAS AR-
CTTCGGCGCC TCGAAGCCTT GCACAGAGCC TGTGGTGGGTCAGTGCCA
GAAGCCGCGG AGCTTCGGAA CGTGTCTCGG ACACCACCGA CGGGTA

-PAG DSV NKDS MNA TS T
GACCTGCAGG CGATTCTGTC AATAAAGACA GTATGAATGTACCTCTACT
CTGGACGTCC GCTAAGACAG TTATTTCTGT CATACTTACG ATGAAEA

PAAL SPS VLT TPSKIE P -
CCTGCTGCAT TGTCACCTTC TGTGTTAACG ACCCCGTCCAGATCGAACC
GGACGACGTA ACAGTGGAAG ACACAATTGC TGGGGCAGGT TCTAEC

MKA FDSRFTE RSKAT P G-
CATGAAAGCG TTTGACTCCC GGTTCACAGA GCGGTCCAARCCACACCAG
GTACTTTCGC AAACTGAGGG CCAAGTGTCT CGCCAGGTTT CGGGET

-APA LTS MTPT AVERL K
GTGCTCCTGC CCTGACCAGC ATGACTCCGA CAGCTGTGBAGGTTAAAA
CACGAGGACG GGACTGGTCG TACTGAGGCT GTCGACACCT TTTTAA

EQNL VKELRPRDLLES S-

GAGCAGAACC TTGTGAAAGA GCTGAGGCCC CGAGACCTTGGAGAGCAG
CTCGTCTTGG AACACTTTCT CGACTCCGGG GCTCTGGAGG ACTGTT
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SDS DEKV PLAKASSL S K-
768 CAGTGACAGC GATGAGAAAG TCCCTTTGGC TAAGGCTTCIRCACTGTCCA
GTCACTGTCG CTACTCTTTC AGGGAAACCG ATTCCGAAGG AGAGET

‘RKLELEVETV EKK KK G
818 AGCGAAAACT TGAGCTTGAG GTAGAGACAG TAGAGAAGABAAGAAAGGG
TCGCTTTTGA ACTCGAACTC CATCTCTGTC ATCTCTTCTT CTTAKaCC

RPRKDSRLMPVSLS VQ S-
868 CGGCCTCGGA AGGACTCTCG TCTCATGCCT GTGTCTCTGITGTCCAGTC
GCCGGAGCCT TCCTGAGAGC AGAGTACGGA CACAGAGACA GRCAGG

PAALTAEKEAMCL SA P A-
918 TCCAGCTGCC CTAACCGCAG AGAAGGAGGC CATGTGTCTGTGCACCAG
AGGTCGACGG GATTGGCGTC TCTTCCTCCG GTACACAGAC AGETET

-LALKLPIPSP QRAFT L
968 CACTTGCACT GAAGCTGCCA ATTCCAAGCC CCCAGAGAGOTCACCCTC
GTGAACGTGA CTTCGACGGT TAAGGTTCGG GGGTCTCTCG TAAGAG

QVSSDPS MYI EVENEYV T-
1018 CAGGTCAGCT CCGATCCTTC CATGTACATT GAGGTGGAGATGAAGTGAC
GTCCAGTCGA GGCTAGGAAG GTACATGTAA CTCCACCTCT TABTTG

VVG GVKL SRL KCNRE G K-
1068 AGTGGTGGGG GGCGTGAAGC TGAGCCGCCT GAAGTGCABGGGAAGGGA
TCACCACCCC CCGCACTTCG ACTCGGCGGA CTTCACGTTG G
BamHlI
-EWE TVLTSRILTAAG S
1118 AGGAGTGGGA GACGGTACTC ACCAGCCGGA TCCTCAOTGGCGGGCAGC
TCCTCACCCT CTGCCATGAG TGGTCGGCCT AGGAGTGACG AITxC

CDVVCVACEKRMLS VEF S-
1168 TGTGACGTGG TGTGTGTCGC CTGTGAAAAA AGGATGCTCAGTGTTCTC
ACACTGCACC ACACACAGCG GACACTTTTT TCCTACGACA GTGEHS

“TCG RRLL SPILLPSP I'S-
1218 CACCTGTGGT CGCCGTCTCC TCTCTCCCAT CCTCCTGCGCTCCCCGATCT
GTGGACACCA GCGGCAGAGG AGAGAGGGTA GGAGGACGGT ABGSHGC

-TLHCTG SYVMALTAA A
1268 CTACTTTGCA TTGCACAGGC TCCTACGTCA TGGCGCTOA CGCTGCAGCC
GATGAAACGT AACGTGTCCG AGGATGCAGT ACCGCGAGTG GCGBCG

TLSVWDVHRQVVVYV KE E-
1318 ACACTCTCTG TCTGGGATGT TCACAGACAG GTGGTTGTG TGAAAGAAGA
TGTGAGAGAC AGACCCTACA AGTGTCTGTC CACCAACACC ACTTCTCT

SLH SILAGSD MTV SQ IL-
1368 GTCTCTACAC TCCATCCTGG CAGGAAGTGA TATGACGG TCACAGATCT
CAGAGATGTG AGGTAGGACC GTCCTTCACT ATACTGCCAT AGTAGA

LTQ HGI PVMNLSD GK A
1418 TGCTGACGCA GCATGGAATC CCAGTAATGA ACCTGTCOGGTGGGAAGGCG
ACGACTGCGT CGTACCTTAG GGTCATTACT TGGACAGGCT ACCCGLC

YCFNPSLSTWNLVS DK Q-
1468 TACTGCTTTA ATCCGTCACT TTCCACATGG AACCTGGTT CTGACAAGCA
ATGACGAAAT TAGGCAGTGA AAGGTGTACC TTGGACCAAA GATCGT

DSLAQCADFRSSL PS QD-
1518 GGACTCACTG GCTCAGTGTG CAGACTTTAG GAGCAGCGICCATCCCAGG
CCTGAGTGAC CGAGTCACAC GTCTGAAATC CTCGTCGGAC GGIRGH

*AML CSGPLAIITQGRT S

1568 ACGCCATGCT GTGCTCAGGA CCGTTAGCCA TAATCCAGICCGCACCTCC
TGCGGTACGA CACGAGTCCT GGCAATCGGT ATTAGGTCCC GC@&X&KEs
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NSGR QAA RLF SVPH VYV Q-
1618 AACTCGGGAA GGCAGGCTGC CCGGCTCTTC TCCGTGOCATGTGGTGCA
TTGAGCCCTT CCGTCCGACG GGCCGAGAAG AGGCACGGAG TACATC

QETTLAY LENQVAAA LT
1668 GCAAGAGACC ACCCTGGCCT ACCTAGAGAA CCAGGTGSGCAGCACTCA
CGTTCTCTGG TGGGACCGGA TGGATCTCTT GGTCCACCGT CGIAGIT

‘LQS SHE YRHW LLV YA R
1718 CCCTGCAGTC CAGCCACGAG TACCGCCATT GGCTCCTCE®TACGCACGG
GGGACGTCAG GTCGGTGCTC ATGGCGGTAA CCGAGGAGCA GKICCG

YLVNEGFEYRLREI CK D-
1768 TACCTCGTAA ACGAAGGGTT TGAATACCGA CTTCGAGAA TATGCAAGGA
ATGGAGCATT TGCTTCCCAA ACTTATGGCT GAAGCTCTTT ATATGOT

LLGPVHY STG SQW ES TV
1818 CTTACTGGGT CCGGTTCACT ACTCCACTGG AAGCCAGT&GAGTCAACAG
GAATGACCCA GGCCAAGTGA TGAGGTGACC TTCGGTCACC CTGAET

“VGLRKRELLKELLPYV |
1868 TAGTGGGTCT GCGGAAGAGG GAGCTGCTGA AGGAGCTIGACCAGTCATC
ATCACCCAGA CGCCTTCTCC CTCGACGACT TCCTCGACGA TGGTRa&

GONLRFQRLFTECQERQ L-
1918 GGGCAGAACC TCCGATTCCA GCGCCTCTTC ACCGAGTGRRGGAACAGCT

CCCGTCTTGG AGGCTAAGGT CGCGGAGAAG TGGCTCACAG TCCGRG

EcoRV

-DIL RDKK GNS ADI QH S G-
1968 CGACATCCTG AGGGACAAGA AGGGCAATTC TGCAGATRTCAGCACAGTG

GCTGTAGGAC TCCCTGTTCT TCCCGTTAAG ACGTCTATAG GTAGRG

Xhol

GRS SLEGPRF EGK P P
2018 GCGGCCGCTC GAGTCTAGAG GGCCCGCGGT TCGAAGBTACCTATCCCT
CGCCGGCGAG CTCAGATCTC CCGGGCGCCA AGCTTCCATT CGGSPA

NPLLGLD STRTGHHHH H-
2068 AACCCTCTCC TCGGTCTCGA TTCTACGCGT ACCGGTCAT ATCACCATCA
TTGGGAGAGG AGCCAGAGCT AAGATGCGCA TGGCCAGTAG TABEEG

H *
2118 CCATTGA
GGTAACT

6.5  Aminosaure-und Nukleotidsequenz von Hira R227K/5/His

MKLLKPTWV NHNG KPI
1 ATGAAGC TCCTGAAGCC GACCTGGGTC AACCACAATG GONGCCGAT
TACTTCG AGGACTTCGG CTGGACCCAG TTGGTGTTAC CGTTCAGCT

FSVDIHPDGT KFATG G Q-
48 TTTTTCAGTT GATATTCACC CTGACGGGAC CAAGTTCGCAACTGGAGGAC
AAAAAGTCAA CTATAAGTGG GACTGCCCTG GTTCAAGCGT TGRACTIT

-GQD SGK VVIWNMS PV L

98 AAGGGCAGGA TTCTGGGAAG GTTGTGATCT GGAATATGTTCCAGTCCTC
TTCCCGTCCT AAGACCCTTC CAACACTAGA CCTTATACAG AGETIGAG
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QEDDEKD ENIPKML CQ M -
CAGGAGGATG ACGAGAAGGA TGAAAATATT CCCAAGATGO TGCCAGAT
GTCCTCCTAC TGCTCTTCCT ACTTTTATAA GGGTTCTACG AAATGTA

DNHLACV NCV RWS NS G M-
GGACAATCAC TTAGCATGTG TGAACTGTGT GCGGTGGTGMCAGTGGGA
CCTGTTAGTG AATCGTACAC ACTTGACACA CGCCACCAGT TTE&KIA

“YLA SGG DDKL IMV WK R
TGTATTTAGC TTCTGGGGGA GATGACAAAC TGATTATGGTGTGGAAGCGG
ACATAAATCG AAGACCCCCT CTACTGTTTG ACTAATACCA CACCGTC
Hind I
ATYI GPS TVF GSSG KL A-
GCTACGTACA TCGGCCCCAG CACCGTGTTC GGCTCCAGBIAAGCTTGC
CGATGCATGT AGCCGGGGTC GTGGCACAAG CCGAGGTCAC CAATGG

NVE QWRC VSI LRNMHS G D-
CAATGTGGAG CAGTGGCGGT GTGTCTCTAT CCTCCGGAAATTCAGGCG
GTTACACCTC GTCACCGCCA CACAGAGATA GGAGGCCTTA GTaaGT

‘VMD VAW SPHD AWL AS C
ATGTGATGGA TGTAGCATGG TCTCCCCACG ATGCCTGG@IGCCTCATGC
TACACTACCT ACATCGTACC AGAGGGGTGC TACGGACCGA TCIXeAEs

SVDNTVVIWNAVKF PE |-
AGCGTGGATA ACACTGTCGT CATCTGGAAT GCTGTAAAGTCCCAGAAAT
TCGCACCTAT TGTGACAGCA GTAGACCTTA CGACATTTCA AGAGTE

LATLRGH SGL VKGLT W D-
TCTAGCTACT CTGAGAGGTC ATTCTGGCTT GGTCAAAGGEBTGACATGGG
AGATCGATGA GACTCTCCAG TAAGACCGAA CCAGTTTCCC AABTGT

-PVG KYI ASQADDR SL K
ACCCTGTTGG TAAATACATA GCTTCTCAAG CTGATGACCEAGCCTAAAG
TGGGACAACC ATTTATGTAT CGAAGAGTTC GACTACTGGC GTCGETBA

VWRTLDWQLETSITKP F-
GTGTGGAGGA CGCTGGACTG GCAGTTGGAG ACCAGCATCBAAGCCTTT
CACACCTCCT GCGACCTGAC CGTCAACCTC TGGTCGTAGT GGIALS

DECGGTTHVL KLS WSPD-
TGATGAGTGT GGAGGAACGA CCCATGTGTT GAGCTCAGC TGGTCACCTG
ACTACTCACA CCTCCTTGCT GGGTACACAATICGAGTCG ACCAGTGGAC

-GHY LVS AHAM NNS GP T
ATGGGCATTA CCTGGTGTCT GCCCATGCCA TGAACAACTEGGCCCCACT
TACCCGTAAT GGACCACAGA CGGGTACGGT ACTTGTTGAG TCGB&EA

AQIIl ERE GWK TNMD FV G-
GCCCAGATCA TCGAACGGGA GGGATGGAAG ACCAACATBGTTTGTTGG
CGGGTCTAGT AGCTTGCCCT CCCTACCTTC TGGTTGTACC TGAARC

HRK AVTV VKF NPK IF K K-
GCACCGGAAA GCTGTGACTG TCGTGAAATT CAACCCAAAATCTTCAAAA
CGTGGCCTTT CGACACTGAC AGCACTTTAA GTTGGGTTTT TAGAAG

"KQK NGS SAKP SCP YC Cc
AGAAGCAGAA GAATGGGAGT TCTGCGAAGC CTAGCTGCGTACTGCTGC
TCTTCGTCTT CTTACCCTCA AGACGCTTCG GATCGACGGG CABAAG

CAVG SKDRSL SvWLTC L-
TGTGCTGTCG GCAGCAAGGA CCGCTCGCTT TCTGTCTGACACATGTCT
ACACGACAGC CGTCGTTCCT GGCGAGCGAA AGACAGACCG AGAGAA

KRPLVVIHELFDK SI M D-

GAAACGGCCG CTGGTGGTCA TCCATGAACT GTTTGACAARCCATCATGG
CTTTGCCGGC GACCACCAGT AGGTACTTGA CAAACTGTTT AGGBABG
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- ISW TLNGLGILVCSM D
998 ATATTTCCTG GACTCTGAAT GGGCTGGGCA TCTTGGTATGTCTATGGAC
TATAAAGGAC CTGAGACTTA CCCGACCCGT AGAACCATAC GAGETS

GSVAFLDFSQDELGTDP L-
1048 GGCTCTGTGG CATTCCTCGA CTTCTCCCAG GATGAGCTI GCGATCCCCT
CCGAGACACC GTAAGGAGCT GAAGAGGGTC CTACTCGAAC CGGIR¥G

SEEEKSRIHQ STY GK SL-
1098 GAGCGAGGAG GAGAAGAGCC GCATTCACCA GTCCACCTEGCAAGAGCC
CTCGCTCCTC CTCTTCTCGG CGTAAGTGGT CAGGTGGATA CCBIGG

-AIMTEAQLSTAVI EN P
1148 TAGCCATCAT GACCGAGGCC CAGCTCTCCA CAGCCGTTAGAGAACCCT
ATCGGTAGTA CTGGCTCCGG GTCGAGAGGT GTCGGCAGTA AGEEIA

EMLK YQRRQQQQQLDDOQ K -
1198 GAGATGCTCA AGTACCAGCG AAGGCAGCAG CAGCAGCRGGGACCAGAA
CTCTACGAGT TCATGGTCGC TTCCGTCGTC GTCGTCGTCG ACTIGG

SAATREMGSATSYV AG V V.
1248 GAGTGCTGCG ACCAGGGAGA TGGGCTCAGC CACCTCAGECAGGCGTTG
CTCACGACGC TGGTCCCTCT ACCCGAGTCG GTGGAGTCAG CGRBCG
EcoRV
‘NGE SLEDIRKNLL KK Q
1298 TCAACGGGGA GAGTCTTGAA GATATCAGGA AGAATCTTIT GAAGAAACAA
AGTTGCCCCT CTCAGAACTT CTATAGTCCT TCTTAGAAAA CTTCTI T

VETR TAD GRR RITP LC |-
1348 GTTGAGACTC GGACAGCAGA TGGCCGGAGA AGAATCACETCTCTGCAT
CAACTCTGAG CCTGTCGTCT ACCGGCCTCT TCTTAGTGCG GAGBTGA

AQL DTGD FST AFF NS I P-
1398 AGCACAGCTG GACACTGGGG ACTTCTCCAC GGCATTCTIAACAGCATCC
TCGTGTCGAC CTGTGACCCC TGAAGAGGTG CCGTAAGAAA TTEAGG

‘LSG SLAGTML SSH SS P
1448 CCCTCTCGGG CTCCCTGGCG GGCACCATGC TCTCTTCAOAGCAGTCCA
GGGAGAGCCC GAGGGACCGC CCGTGGTACG AGAGAAGAGT AIKEITC

QLLP LDS STP NSFG AS K-
1498 CAGCTACTGC CACTGGACTC CAGTACCCCT AACTCCTTG GCGCCTCGAA
GTCGATGACG GTGACCTGAG GTCATGGGGA TTGAGGAAGC CGCEBGA

PCTEPVV AAS ARP AG DS-
1548 GCCTTGCACA GAGCCTGTGG TGGCTGCCAG TGCCAGACGCAGGCGATT
CGGAACGTGT CTCGGACACC ACCGACGGTC ACGGTCTGGA CCGTREG

"VNK DSMNATS TPA AL S
1598 CTGTCAATAA AGACAGTATG AATGCTACCT CTACTCCT® TGCATTGTCA
GACAGTTATT TCTGTCATAC TTACGATGGA GATGAGGACG ACERGT

PSVLTTP SKI EPMK AF D-
1648 CCTTCTGTGT TAACGACCCC GTCCAAGATC GAACCCATSAAGCGTTTGA
GGAAGACACA ATTGCTGGGG CAGGTTCTAG CTTGGGTACT TTRETRA

SRF TERS KATPGAPA LT-
1698 CTCCCGGTTC ACAGAGCGGT CCAAAGCCAC ACCAGGTBGCCTGCCCTGA
GAGGGCCAAG TGTCTCGCCA GGTTTCGGTG TGGTCCACGA GGACEG

-SMTPTAVERL KEQ NL \%

1748 CCAGCATGAC TCCGACAGCT GTGGAAAGGT TAAAAGABGGGAACCTTGTG
GGTCGTACTG AGGCTGTCGA CACCTTTCCAATTTTCTCGT CTTAINC
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KELR PRDULLE SSSD SD E-
1798 AAAGAGCTGA GGCCCCGAGA CCTCCTGGAG AGCAGCAGACAGCGATGA
TTTCTCGACT CCGGGGCTCT GGAGGACCTC TCGTCGTCAC TGIAGC

KVPLAKA SSL SKR KL EL-
1848 GAAAGTCCCT TTGGCTAAGG CTTCCTCACT GTCCAAGCSAAACTTGAGC
CTTTCAGGGA AACCGATTCC GAAGGAGTGA CAGGTTCGCT TTTGES

"EVE TVE KKKK GRP RK D
1898 TTGAGGTAGA GACAGTAGAG AAGAAGAAGA AAGGGCGGTCGGAAGGAC
AACTCCATCT CTGTCATCTC TTCTTCTTCT TTCCCGCCGG AGCCTTG

SRLMPVSLSV QSPAAL T-
1948 TCTCGTCTCA TGCCTGTGTC TCTGTCTGTC CAGTCTCCS CTGCCCTAAC
AGAGCAGAGT ACGGACACAG AGACAGACAG GTCAGAGGTC GATB&EG

‘AEK EAMCLSAPALAL KL-
1998 CGCAGAGAAG GAGGCCATGT GTCTGTCTGC ACCAGCATGCACTGAAGC
GCGTCTCTTC CTCCGGTACA CAGACAGACG TGGTCGTGAA CATeAC

-PIP SPQRAFTLQV SS D
2048 TGCCAATTCC AAGCCCCCAG AGAGCATTCA CCCTCCAGQTBCAGCTCCGAT
ACGGTTAAGG TTCGGGGGTC TCTCGTAAGT GGGAGGTCCA GBILAG

PSMY IEVENEVTVYV GG V-
2098 CCTTCCATGT ACATTGAGGT GGAGAATGAA GTGACAGTG TGGGGGGCGT
GGAAGGTACA TGTAACTCCA CCTCTTACTT CACTGTCACC ACGIIETA

‘KLS RLKC NRE GKE WE TV
2148 GAAGCTGAGC CGCCTGAAGT GCAACCGGGA AGGGAAGGPFGGGAGACGG
CTTCGACTCG GCGGACTTCA CGTTGGCCCT TCCCTTCCTC ACTGTC
BamHI
LTS RILTAAG SCD VYV Cc
2198 TACTCACCAG CCGGATCCTC ACTGCTGCGG GCAGCTGAEGTGGTGTGT
ATGAGTGGTC GGCCTAGGAG TGACGACGCC CGTCGACACT GCACEA

VACEKRMLSV FSTC GR R -
2248 GTCGCCTGTG AAAAAAGGAT GCTGTCAGTG TTCTCCACCGTGGTCGCCG
CAGCGGACAC TTTTTTCCTA CGACAGTCAC AAGAGGTGGA CACGSG

LLS PILLPSPISTLH CT-
2298 TCTCCTCTCT CCCATCCTCC TGCCATCCCC GATCTCTACQ TTGCATTGCA
AGAGGAGAGA GGGTAGGAGG ACGGTAGGGG CTAGAGATGA ARTEITA

-GSYVMALTAAATL SV W
2348 CAGGCTCCTA CGTCATGGCG CTCACCGCTG CAGCCACRCTCTGTCTGG
GTCCGAGGAT GCAGTACCGC GAGTGGCGAC GTCGGTGTGA GAEACA

DVHR QVV VVK EESLHS |-
2398 GATGTTCACA GACAGGTGGT TGTGGTGAAA GAAGAGTCITACACTCCAT
CTACAAGTGT CTGTCCACCA ACACCACTTT CTTCTCAGAG ATGIGARA

LAG SDMTVSQILLTROQ HG-
2448 CCTGGCAGGA AGTGATATGA CGGTATCACA GATCTTGAI ACGCAGCATG
GGACCGTCCT TCACTATACT GCCATAGTGT CTAGAACGAC TGGGAC

-IPV MNL SDGK AYC FN P
2498 GAATCCCAGT AATGAACCTG TCCGATGGGA AGGCGTAGICTTTAATCCG
CTTAGGGTCA TTACTTGGAC AGGCTACCCT TCCGCATGAC GAASTC

SLSTWNLVSDKQDS LA Q-
2548 TCACTTTCCA CATGGAACCT GGTTTCTGAC AAGCAGGAT CACTGGCTCA
AGTGAAAGGT GTACCTTGGA CCAAAGACTG TTCGTCCTGA GTGAGCT

CADFRSSLPS QDA ML CS-

2598 GTGTGCAGAC TTTAGGAGCA GCCTGCCATC CCAGGACGATGCTGTGCT
CACACGTCTG AAATCCTCGT CGGACGGTAG GGTCCTGCGG TATEAC
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GPLAII QGRT SNS GR Q
2648 CAGGACCGTT AGCCATAATC CAGGGCCGCA CCTCCAACTGGGAAGGCAG
GTCCTGGCAA TCGGTATTAG GTCCCGGCGT GGAGGTTGAG CCGITIEC

AARLFSVPHV VQQETT L-
2698 GCTGCCCGGC TCTTCTCCGT GCCTCATGTG GTGCAGCBAGACCACCCT
CGACGGGCCG AGAAGAGGCA CGGAGTACAC CACGTCGTTC TGGGAT

AYLENQV AAALTL QS S H-
2748 GGCCTACCTA GAGAACCAGG TGGCAGCAGC ACTCACCGTAGTCCAGCC
CCGGATGGAT CTCTTGGTCC ACCGTCGTCG TGAGTGGGAC GTCEES

"EYRHWLLVYARYLVN E
2798 ACGAGTACCG CCATTGGCTC CTCGTCTACG CACGGTAGCGTAAACGAA
TGCTCATGGC GGTAACCGAG GAGCAGATGC GTGCCATGGA GGATTT

GFEYRLREICKDLL GP V-
2848 GGGTTTGAAT ACCGACTTCG AGAAATATGC AAGGACTTB TGGGTCCGGT
CCCAAACTTA TGGCTGAAGC TCTTTATACG TTCCTGAATG ACCGBCGA

HYS TGSQ WES TVV GL R K-
2898 TCACTACTCC ACTGGAAGCC AGTGGGAGTC AACAGTAGIGGTCTGCGGA
AGTGATGAGG TGACCTTCGG TCACCCTCAG TTGTCATCAC CCBGAT

‘RELLKELLPV IGQNL R
2948 AGAGGGAGCT GCTGAAGGAG CTGCTACCAG TCATCGG&SGAACCTCCGA
TCTCCCTCGA CGACTTCCTC GACGATGGTC AGTAGCCCGT CTEGGA

FQRLFTECQEOQLDILR D-
2998 TTCCAGCGCC TCTTCACCGA GTGTCAGGAA CAGCTCGACTCCTGAGGGA
AAGGTCGCGG AGAAGTGGCT CACAGTCCTT GTCGAGCTGT A®eATT

Xho |

EcoRV Xbal

KKG NSADIQH SGG RS SL-
3048 CAAGAAGGGC AATTCTGCAG ATATCCAGCA CAGTGGCG®AGCTCGAGTC

GTTCTTCCCG TTAAGACGTC TATAGGTCGT GTCACCGCCG GCase

Xbal

-EGP RFE GKPI PNPLL G
3098 TAGAGGGCCC GCGGTTCGAA GGTAAGCCTA TCCCTAACAOCTCCTCGGT

ATCTCCCGGG CGCCAAGCTT CCATTCGGAT AGGGATTGGG AGKIERA

LDSTRTG HHH HHH?
3148 CTCGATTCTA CGCGTACCGG TCATCATCAC CATCACCAT GA
GAGCTAAGAT GCGCATGGCC AGTAGTAGTG GTAGTGGTAA CT

6.6
V5/His

MKLLKP TWYV NHNG KPI
1 ATGAAGC TCCTGAAGCC GACCTGGGTC AACCACAATG GC‘AGCCGAT
TACTTCG AGGACTTCGG CTGGACCCAG TTGGTGTTAC CGTTCAGCT

FSVDIHPDGT KFATG G Q-

48 TTTTTCAGTT GATATTCACC CTGACGGGAC CAAGTTCGCAACTGGAGGAC
AAAAAGTCAA CTATAAGTGG GACTGCCCTG GTTCAAGCGT TGRACIT
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+-GQD SGK VVIWNMS PV L
AAGGGCAGGA TTCTGGGAAG GTTGTGATCT GGAATATGTTCCAGTCCTC
TTCCCGTCCT AAGACCCTTC CAACACTAGA CCTTATACAG AGEIEAG

QEDDEKD ENIPKML CQ M -
CAGGAGGATG ACGAGAAGGA TGAAAATATT CCCAAGATGO TGCCAGAT
GTCCTCCTAC TGCTCTTCCT ACTTTTATAA GGGTTCTACG AAATGTA

DNHLACV NCV RWS NS G M-
GGACAATCAC TTAGCATGTG TGAACTGTGT GCGGTGGTGMCAGTGGGA
CCTGTTAGTG AATCGTACAC ACTTGACACA CGCCACCAGT TTEIA

“YLA SGG DDKLIMV WK R
TGTATTTAGC TTCTGGGGGA GATGACAAAC TGATTATGGTGTGGAAGCGG
ACATAAATCG AAGACCCCCT CTACTGTTTG ACTAATACCA CACCGTC

ATYI GPS TVF GSSG KL A-
GCTACGTACA TCGGCCCCAG CACCGTGTTC GGCTCCAGTBIAAGCTTGC
CGATGCATGT AGCCGGGGTC GTGGCACAAG CCGAGGTCAC CAATCG

NVE QWRC VSI LRN HS G D-
CAATGTGGAG CAGTGGCGGT GTGTCTCTAT CCTCCGGAATATTCAGGCG
GTTACACCTC GTCACCGCCA CACAGAGATA GGAGGCCTTA GTaaGT

-VMD VAW SPHD AWL AS Cc
ATGTGATGGA TGTAGCATGG TCTCCCCACG ATGCCTGGQIGCCTCATGC
TACACTACCT ACATCGTACC AGAGGGGTGC TACGGACCGA TCIX&AE

SVDNTVVIWNAVKF PE |-
AGCGTGGATA ACACTGTCGT CATCTGGAAT GCTGTAAAGTCCCAGAAAT
TCGCACCTAT TGTGACAGCA GTAGACCTTA CGACATTTCA AGAGTA

LATLRGH S SGLVKGLT W D-
TCTAGCTACT CTGAGAGGTC ATTCTGGCTT GGTCAAAGGGTGACATGGG
AGATCGATGA GACTCTCCAG TAAGACCGAA CCAGTTTCCC AABTGT

-PVG KYI ASQADDR SL K
ACCCTGTTGG TAAATACATA GCTTCTCAAG CTGATGACCEAGCCTAAAG
TGGGACAACC ATTTATGTAT CGAAGAGTTC GACTACTGGC GTAGGA

VWRTLDW QLETSITKP F-
GTGTGGAGGA CGCTGGACTG GCAGTTGGAG ACCAGCATCBAAGCCTTT
CACACCTCCT GCGACCTGAC CGTCAACCTC TGGTCGTAGT GGIALS

DECGGTTHVLRLS WS P D-
TGATGAGTGT GGAGGAACGA CCCATGTGTT GCGGCTCAGGGTCACCTG
ACTACTCACA CCTCCTTGCT GGGTACACAA CGCCGAGTCG ACGAAT

-GHY LVS AHAMNNS GP T
ATGGGCATTA CCTGGTGTCT GCCCATGCCA TGAACAACTEGGCCCCACT
TACCCGTAAT GGACCACAGA CGGGTACGGT ACTTGTTGAG TCCT&ES

AQII EREGWK TNMD FV G-
GCCCAGATCA TCGAACGGGA GGGATGGAAG ACCAACATBGTTTGTTGG
CGGGTCTAGT AGCTTGCCCT CCCTACCTTC TGGTTGTACC TGAARC

HRK AVTV VKF NPK IF K K-
GCACCGGAAA GCTGTGACTG TCGTGAAATT CAACCCAAAMRTCTTCAAAA
CGTGGCCTTT CGACACTGAC AGCACTTTAA GTTGGGTTTT TAGAAG

"KQK NGS SAKP SCP YC Cc
AGAAGCAGAA GAATGGGAGT TCTGCGAAGC CTAGCTGCGTACTGCTGC
TCTTCGTCTT CTTACCCTCA AGACGCTTCG GATCGACGGG CATBRAG

CAVG SKDRSL SVWLTC L-

TGTGCTGTCG GCAGCAAGGA CCGCTCGCTT TCTGTCTGACACATGTCT
ACACGACAGC CGTCGTTCCT GGCGAGCGAA AGACAGACCG AGAGAA
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Anhang

KRPLVVIHELFDK SI M D-
948 GAAACGGCCG CTGGTGGTCA TCCATGAACT GTTTGACAAFCCATCATGG
CTTTGCCGGC GACCACCAGT AGGTACTTGA CAAACTGTTT AGGBABG

- ISWTLNGLGILVCSM D
998 ATATTTCCTG GACTCTGAAT GGGCTGGGCA TCTTGGTATGTCTATGGAC
TATAAAGGAC CTGAGACTTA CCCGACCCGT AGAACCATAC GAGATS

GSVAFLDFSQDELGTDP L-
1048 GGCTCTGTGG CATTCCTCGA CTTCTCCCAG GATGAGCTI GCGATCCCCT
CCGAGACACC GTAAGGAGCT GAAGAGGGTC CTACTCGAAC CGGIRMWG

SEEEKSRIHQ STY GK SL-
1098 GAGCGAGGAG GAGAAGAGCC GCATTCACCA GTCCACCT&GCAAGAGCC
CTCGCTCCTC CTCTTCTCGG CGTAAGTGGT CAGGTGGATA CCBIGG

-AIMTEAQLSTAVI EN P
1148 TAGCCATCAT GACCGAGGCC CAGCTCTCCA CAGCCGTTAGAGAACCCT
ATCGGTAGTA CTGGCTCCGG GTCGAGAGGT GTCGGCAGTA AGIEIA

EMLK YQRRQQQQQLDOQ K -
1198 GAGATGCTCA AGTACCAGCG AAGGCAGCAG CAGCAGCREGGACCAGAA

CTCTACGAGT TCATGGTCGC TTCCGTCGTC GTCGTCGTCG ACTTI GG

S AA DKKG NSADIQHSGG
1248 GAGTGCTGCG GACAAGAAGG GCAATTCTGC AGATATCC—ACACAGTGGCG
CTCACGACGC CTGTTCTTCC CGTTAAGACG TCTATAGGTC GTETGC

RSS LE G PRFE GKP IPN
1298 GCCGCTCNAG TCTAGAGGGC CCGCGGTTCG AAGGTAAGTATCCCTAAC
CGGCGAGNTC AGATCTCCCG GGCGCCAAGC TTCCATTCGG APAGGG

PLLGLDSTRT GHHHHH H-
1348 CCTCTCCTCG GTCTCGATTC TACGCGTACC GGTCATCAT ACCATCACCA
GGAGAGGAGC CAGAGCTAAG ATGCGCATGG CCAGTAGTAG TEGEAG

K3

1398 TTGA
AACT

6.7  Aminosaure-und Nukleotidsequenz von Urim

MT ASVL RSI
1 ATGACG GCCTCCGTGC TGCGAAGTAT
TACTGC CGGAGGCACG ACGCTTCATA

SLALRPTSGLLGT WQ TQ-
27 CTCGCTAGCC CTGCGCCCGA CTAGCGGGCT TCTGGGAAGGGCAGACGC
GAGCGATCGG GACGCGGGCT GATCGCCCGA AGACCCTTGA AGBGIC

‘LRETHQ RASLLSF WE L
77 AGCTTAGAGA GACTCACCAG CGAGCGTCAT TGTTGTCTTCTGGGAACTC
TCGAATCTCT CTGAGTGGTC GCTCGCAGTA ACAACAGAAA GATGET

IPMR SEPLRKK KKKV DP K-
127 ATTCCCATGA GATCAGAACC TCTTCGAAAA AAGAAGAAGGAGATCCTAA
TAAGGGTACT CTAGTCTTGG AGAAGCTTTT TTCTTCTTCC ATCTYIT

KDQ EAKE RLK RKI RK L E-
177 AAAAGACCAA GAAGCAAAGG AGCGCTTGAA AAGGAAGATIGAAAACTGG
TTTTCTGGTT CTTCGTTTCC TCGCGAACTT TTCCTTCTAG GCTTIACC

-KATQELIPIEDFI TP L

227 AAAAGGCTAC TCAAGAGCTA ATTCCTATTG AAGATTTTATTACCCCTCTA
TTTTCCGATG AGTTCTCGAT TAAGGATAAC TTCTAAAATA ATGGGAT
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Anhang

277

327

377

427

477

527

577

KFLD KARERPOQVELTF E-
AAGTTCTTGG ATAAAGCAAG AGAGCGGCCT CAGGTGGAGCACCTTTGA
TTCAAGAACC TATTTCGTTC TCTCGCCGGA GTCCACCTCG AGFBGA

‘ETERRALLLKKWSLY KQ-
GGAGACTGAG AGGAGAGCTC TGCTTCTGAA GAAGTGGTCTGTACAAGC
CCTCTGACTC TCCTCTCGAG ACGAAGACTT CTTCACCAGG AACATG

"QER KMERDTI RAMLE A
AGCAAGAGCG TAAGATGGAG AGGGACACCA TCAGGGCTATTAGAAGCC
TCGTTCTCGC ATTCTACCTC TCCCTGTGGT AGTCCCGATA CGATREG

QQEALEELQLESPKTLH A
CAGCAGGAAG CTCTGGAGGA ACTGCAACTG GAATCCCCBGCTCCATGC
GTCGTCCTTC GAGACCTCCT TGACGTTGAC CTTAGGGGCT TCGAGE
BamHI
EAI KRDP NLFPFE KE GP-
TGAGGCCATC AAGCGGGATC CTAACCTGTT CCCCTTTGABAGGAAGGGC
ACTCCGGTAG TTCGCCCTAG GATTGGACAA GGGGAAACTC TTCCTE

"HYTPPIPNYQPPE GR Y
CACATTACAC ACCACCGATC CCTAACTACC AACCCCCTGAGGCAGGTAC
GTGTAATGTG TGGTGGCTAG GGATTGATGG TTGGGGGACT T

NDITKVY TQV EFKR *

AATGACATCA CCAAGGTGTA CACACAAGTG GAGTTTAAGSATAG
TTACTGTAGT GGTTCCACAT GTGTGTTCAC CTCAAATTCT CTATC
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Abkirzungsverzeichnis

Gebrauchliche Abkirzungen, sowie physikalische &digeinheiten werden

gesondert aufgefuhrt.

nicht

7-AAD Aminoactinomycin

Abb. Abbildung

AK Antikorper

Amp Ampicillin

Amp~ Ampicillin-Resistenzgen

APC Aphidicolin

AS Aminosaure

bidest. Bidestilliertes Wasser

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

DGS DiGeorge-Syndrom

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséaure

DTT 1,4 Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer
Fc Kristallisierbares Fragment

FCS fetales Kalberserum

FITC Fluorescein-5-isocyanat

HEBS HEPES-gepufferte Salzlésung

Iso Isotypkontrolle

kb Kilobasen

Ko-IP Ko-Immunoprazipitation

LB Luria-Broth-Vollmedium

MACS magnetisch-assoziierte Zellsortierung
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MCS multiple Klonierungsstelle

min Minuten

0.9. oben genannt

ORF Open reading frame

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphat- gepufferte Saline
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

Pl Propidiumiodid

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

S Sekunden

TAE Tris-HCI / Acetat / EDTA-Puffer
TE Tris-HCI / EDTA-L6sung

Tet Tetrazyklin

Tris-HCI Tris-(hydroxymethyl)-Amonomethan-Hydrdohd
UN Uber Nacht

VCFS Velo-Cardio-Facial Syndrom

125




Literaturverzeichnis

Adams, P. D., Li, X., Sellers, W. R., Baker, K. B.L.eng, X., Harper, J. W., Taya,
Y.Kaelin, W. G., Jr. Retinoblastoma protein contains a C-terminal mibit targets it
for phosphorylation by cyclin-cdk complexddol Cell Biol, 19 1068-1080, 1999.

Adams, P. D., Sellers, W. R., Sharma, S. K., Wu, A., Nalin, C. M.Kaelin, W. G.,
Jr. Identification of a cyclin-cdk2 recognition mofpifesent in substrates and p21-like
cyclin-dependent kinase inhibitodol Cell Biol, 16: 6623-6633, 1996.

Annunziato, A. T.Hansen, J. C.Role of histone acetylation in the assembly and
modulation of chromatin structurgsene Expr9: 37-61, 2000.

Arents, G., Burlingame, R. W., Wang, B. C., Love, WE.Moudrianakis, E. N. The
nucleosomal core histone octamer at 3.1 A resalufatripartite protein assembly and
a left-handed superheliRroc Natl Acad Sci U S,88 10148-10152, 1991.

Belotserkovskaya, R., Oh, S., Bondarenko, V. A., @hanides, G., Studitsky, V.
M.Reinberg, D. FACT facilitates transcription-dependent nucleosomlteration.
Science301 1090-1093, 2003.

Blank, T. A.Becker, P. B.Electrostatic mechanism of nucleosome spadirigol Biol,
252 305-313, 1995.

Brown, N. R., Noble, M. E., Endicott, J. A.JohnsonL. N. The structural basis for
specificity of substrate and recruitment peptid@sciyclin-dependent kinaselat Cell
Biol, 1: 438-443, 1999.

Burn, J.Goodship, J. Developmental genetics of the he&urr Opin Genet Dev6:
322-325, 1996.

Burnette, W. N. "Western blotting": electrophoretic transfer obfgins from sodium
dodecyl sulfate--polyacrylamide gels to unmodifiedrocellulose and radiographic
detection with antibody and radioiodinated prot&inAnal Biochem 112 195-203,

1981.

Chen, J., Saha, P., Kornbluth, S., Dynlacht, B. D.@ta, A. Cyclin-binding motifs are
essential for the function of p21CIRol Cell Biol, 16: 4673-4682, 1996.

Collins, J. E., Wright, C. L., Edwards, C. A., Davs, M. P., Grinham, J. A., Cole, C.
G., Goward, M. E., Aguado, B., Mallya, M., Mokrab, Y., Huckle, E. J., Beare, D.
M.Dunham, I. A genome annotation-driven approach to cloninghiimaan ORFeome.
Genome Biql5: R84, 2004.

Connell-Crowley, L., Elledge, S. J.Harper, J. W.G1 cyclin-dependent kinases are
sufficient to initiate DNA synthesis in quiesceninman fibroblastsCurr Biol, 8: 65-68,
1998.

Corpet, F. Multiple sequence alignment with hierarchical thugg. Nucleic Acids Res
16:10881-10890,1988.

126



Literaturverzeichnis

Daganzo, S. M., Erzberger, J. P., Lam, W. M., Skoraakes, E., Zhang, R., Franco,
A. A, Brill, S. J., Adams, P. D., Berger, J. M.Katman, P. D. Structure and function
of the conserved core of histone deposition profesfil. Curr Biol, 13 2148-2158,
2003.

De Lucia, F., Lorain, S., Scamps, C., Galisson, FMacHold, J.Lipinski, M.
Subnuclear localization and mitotic phosphorylaidiHIRA, the human homologue of
Saccharomyces cerevisiae transcriptional regulddordgp/Hir2p. Biochem J358 447-
455, 2001.

DeSilva, H., Lee, K.Osley, M. AFunctional dissection of yeast Hirlp, a WD repeat-
containing transcriptional corepressGenetics 148 657-667, 1998.

Dimova, D., Nackerdien, Z., Furgeson, S., Eguchi,.Ssley, M. A. A role for
transcriptional repressors in targeting the yeastShf complex.Mol Cell, 4: 75-83,
1999.

Eitoku, M., Sato, L., Senda, T.Horikoshi, M. Histone chaperones: 30 years from
isolation to elucidation of the mechanisms of nastane assembly and disassembly.
Cell Mol Life Scj 65 414-444, 2008.

Elgin, S. C., Schilling, J.Hood, L. E. Sequence of histone 2B of Drosophila
melanogasteBiochemistry 18 5679-5685, 1979.

English, C. M., Adkins, M. W., Carson, J. J., Churdiill, M. E.Tyler, J. K. Structural
basis for the histone chaperone activity of A§féll, 127 495-508, 2006.

Enomoto, S., McCune-Zierath, P. D., Gerami-Nejad, M Sanders, M. A.Berman, J.
RLF2, a subunit of yeast chromatin assembly faktas required for telomeric
chromatin function in vivoGenes Deyv11: 358-370, 1997.

Escargueil, A. E., Soares, D. G., Salvador, M., Laen, A. K.Henriques, J. AWhat
histone code for DNA repaifdutat Res658 259-270, 2008.

Fletcher, T. M.Hansen, J. C.The nucleosomal array: structure/function relatops.
Crit Rev Eukaryot Gene Exps: 149-188, 1996.

Formosa, T., Ruone, S., Adams, M. D., Olsen, A. Eriksson, P., Yu, Y., Rhoades,
A. R., Kaufman, P. D.Stillman, D. J. Defects in SPT16 or POB3 (YyFACT) in
Saccharomyces cerevisiae cause dependence on thé¢pdlipathway: polymerase
passage may degrade chromatin structBemetics 162 1557-1571, 2002.

Franco, A. A., Lam, W. M., Burgers, P. M.Kaufman, R D. Histone deposition
protein Asfl maintains DNA replisome integrity ainteracts with replication factor C.
Genes Dev19 1365-1375, 2005.

Funke, B., Puech, A., Saint-Jore, B., Pandita, RSkoultchi, A.Morrow, B. Isolation

and characterization of a human gene containingctéear localization signal from the
critical region for velo-cardio-facial syndrome 2Bq1l1.Genomics53 146-154, 1998.

127



Literaturverzeichnis

Gaillard, P. H., Martini, E. M., Kaufman, P. D., Stillman, B., Moustacchi,
E.Almouzni, G. Chromatin assembly coupled to DNA repair: a nele for chromatin
assembly factor ICell, 86: 887-896, 1996.

Gavalas, A.Zalkin, H. Analysis of the chicken GPAT/AIRC bidirectionalopnoter for
de novo purine nucleotide synthesiBiol Chem27Q 2403-2410, 1995.

Green, E. M., Antczak, A. J., Bailey, A. O., FrancpA. A., Wu, K. J., Yates, J. R.,
3rdKaufman, P. D. Replication-independent histone deposition by ke complex
and Asfl.Curr Biol, 15 2044-2049, 2005.

Greiner, M., Caesar, S.Schlenstedt, GThe histones H2A/H2B and H3/H4 are
imported into the yeast nucleus by different medras.Eur J Cell Bio|] 83 511-520,
2004.

Groth, A., Ray-Gallet, D., Quivy, J. P., Lukas, J.Bartek, J.AImouzni, G. Human
Asfl regulates the flow of S phase histones duremicational stressMol Cell, 17:
301-311, 2005.

Gunjan, A.Verreault, A. A Rad53 kinase-dependent surveillance mechanisah th
regulates histone protein levels in S. cerevisiadl, 115 537-549, 2003.

Halford, S., Wadey, R., Roberts, C., Daw, S. C., Wiing, J. A., O'Donnell, H.,
Dunham, I., Bentley, D., Lindsay, E., Baldini, A.etal. Isolation of a putative
transcriptional regulator from the region of 22qdéleted in DiGeorge syndrome,
Shprintzen syndrome and familial congenital hessease Hum Mol Genet2: 2099-
2107, 1993.

Hall, C., Nelson, D. M., Ye, X., Baker, K., DeCapn, J. A., Seeholzer, S., Lipinski,
M.Adams, P. D. HIRA, the human homologue of yeast Hirlp and Hirpa novel
cyclin-cdk2 substrate whose expression blocks Selpaogressioriviol Cell Biol, 21:
1854-1865, 2001.

Hanahan, D. Studies on transformation of Escherichia coli wotasmids.J Mol Biol,
166 557-580, 1983.

Hansen, J. C. Conformational dynamics of the chromatin fiber swolution:
determinants, mechanisms, and functiohsnu Rev Biophys Biomol Stru@l: 361-
392, 2002.

Hansen, J. C., Tse, C.Wolffe, A. PStructure and function of the core histone N-
termini: more than meets the efgochemistry37. 17637-17641, 1998.

Hentschel, C. C.Birnstiel, M. L. The organization and expression of histone gene
families.Cell, 25 301-313, 1981.

Hereford, L., Bromley, S.Osley, M. A.Periodic transcription of yeast histone genes.
Cell, 30: 305-310, 1982.

Hereford, L. M., Osley, M. A., Ludwig, T. R., 2ndMd.aughlin, C. S. Cell-cycle
regulation of yeast histone mRNg&ell, 24: 367-375, 1981.

128



Literaturverzeichnis

Hildebrandt, T., Preiherr, J., Klostermann, S., Kau, S., Zendman, A. J., Van
Muijen, G. N.Weidle, U. H. Identification of URIM, a novel gene up-regulated
metastasisAnticancer Resl9: 525-530, 1999.

Ito, T., Tyler, J. K.Kadonaga, J. T. Chromatin assembly factors: a dual function in
nucleosome formation and mobilizatioBenes Cells2: 593-600, 1997.

Kamakaka, R. T., Bulger, M., Kaufman, P. D., Stillman, B.Kadonaga, J. T.
Postreplicative chromatin assembly by Drosophila &mman chromatin assembly
factor 1.Mol Cell Biol, 16: 810-817, 1996.

Kaufman, P. D., Cohen, J. L.Osley, M. AHir proteins are required for position-
dependent gene silencing in Saccharomyces cerevisidhe absence of chromatin
assembly factor Mol Cell Biol, 18 4793-4806, 1998.

Kaufman, P. D., Kobayashi, R., Kessler, N.StillmanB. The p150 and p60 subunits
of chromatin assembly factor I: a molecular linkvieen newly synthesized histones
and DNA replicationCell, 81: 1105-1114, 1995.

Kaufman, P. D., Kobayashi, R.Stillman, B.Ultraviolet radiation sensitivity and
reduction of telomeric silencing in Saccharomyceeevisiae cells lacking chromatin
assembly factor-IGenes Devll 345-357, 1997.

Kimura, H.Cook, P. R. Kinetics of core histones in living human celitié exchange
of H3 and H4 and some rapid exchange of HRBell Biol 153 1341-1353, 2001.

Kirby, M. L.Waldo, K. L. Role of neural crest in congenital heart dise@geulation,
82 332-340, 1990.

Kirov, N., Shtilbans, A.Rushlow, C. Isolation and characterization of a new gene
encoding a member of the HIRA family of proteinsnfr Drosophila melanogaster.
Gene 212 323-332, 1998.

Krawitz, D. C., Kama, T.Kaufman, P. D. Chromatin assembly factor | mutants
defective for PCNA binding require Asfl/Hir protsiffor silencingMol Cell Biol, 22
614-625, 2002.

Krude, T. Chromatin assembly factor 1 (CAF-1) colocalizeshweeplication foci in
HelLa cell nucleiExp Cell Res220 304-311, 1995.

Lamour, V., Lecluse, Y., Desmaze, C., Spector, MBodescot, M., Aurias, A., Osley,

M. A.Lipinski, M. A human homolog of the S. cerevisiae HIR1 and HIR2
transcriptional repressors cloned from the DiGe@gedrome critical regiorHlum Mol
Genet 4: 791-799, 1995.

Langst, G.Becker, P. BNucleosome mobilization and positioning by ISWhtaning
chromatin-remodeling factord.Cell Scj 114 2561-2568, 2001.

Laskey, R. A.Earnshaw, W. C.Nucleosome assembMature 286 763-767, 1980.

129



Literaturverzeichnis

Laskey, R. A., Honda, B. M., Mills, A. D.Finch, J.T. Nucleosomes are assembled by
an acidic protein which binds histones and trassteem to DNA.Nature 275 416-
420, 1978.

Lennartsson, A.Ekwall, K. Histone modification patterns and epigenetic codes
Biochim Biophys Act&2009.

Li, D.Roberts, R. WD-repeat proteins: structure characteristics)olgical function,
and their involvement in human diseagesll Mol Life Scj 58 2085-2097, 2001.

Lindsey-Boltz, L. A., Chawla, G., Srinivasan, N., jayraghavan, U.Garcia-Blanco,
M. A. The carboxy terminal WD domain of the pre-mRNAigpg factor Prpl7p is
critical for function.Rna 6: 1289-1305, 2000.

Loppin, B., Bonnefoy, E., Anselme, C., Laurencon, AKarr, T. L.Couble, P. The
histone H3.3 chaperone HIRA is essential for chtomassembly in the male
pronucleusNature 437 1386-1390, 2005.

Lorain, S., Quivy, J. P., Monier-Gavelle, F., Scamp C., Lecluse, Y., Almouzni,
G.Lipinski, M. Core histones and HIRIP3, a novel histone-bingingtein, directly
interact with WD repeat protein HIRMol Cell Biol, 18 5546-5556, 1998.

Loyola, A., Huang, J. Y., LeRoy, G., Hu, S., Wangy. H., Donnelly, R. J., Lane, W.
S., Lee, S. C.Reinberg, DFunctional analysis of the subunits of the chremat
assembly factor RSMol Cell Biol, 23 6759-6768, 2003.

Loyola, A., LeRoy, G., Wang, Y. H.Reinberg, D.Reconstitution of recombinant
chromatin establishes a requirement for historlertendifications during chromatin
assembly and transcriptioBenes Deyl5 2837-2851, 2001.

Loyola, A.Reinberg, D.Histone deposition and chromatin assembly by R&#thods
31 96-103, 2003.

Luger, K., Mader, A. W., Richmond, R. K., Sargent,D. F.Richmond, T. J.Crystal
structure of the nucleosome core particle at 2.8golution.Nature 389 251-260,
1997.

Magnaghi, P., Roberts, C., Lorain, S., Lipinski, MScambler, P. J. HIRA, a
mammalian homologue of Saccharomyces cerevisiaesdn@tional co-repressors,
interacts with Paxat Genet20: 74-77, 1998.

Majka, J.Burgers, P. M. The PCNA-RFC families of DNA clamps and clamp leexd
Prog Nucleic Acid Res Mol Bior8 227-260, 2004.

McKittrick, E., Gafken, P. R., Ahmad, K.Henikoff, S. Histone H3.3 is enriched in
covalent modifications associated with active chabm Proc Natl Acad Sci U S A
101 1525-1530, 2004.

Meeks-Wagner, D.Hartwell, L. H. Normal stoichiometry of histone dimer sets is
necessary for high fidelity of mitotic chromosomanismissionCell, 44: 43-52, 1986.

130



Literaturverzeichnis

Mello, J. A., Sillje, H. H., Roche, D. M., Kirschne, D. B., Nigg, E. A.Almouzni, G.
Human Asfl and CAF-1 interact and synergize in pairecoupled nucleosome
assembly pathwafeMBO Rep3: 329-334, 2002.

Moggs, J. G., Grandi, P., Quivy, J. P., Jonsson, L., Hubscher, U., Becker, P.
B.Almouzni, G. A CAF-1-PCNA-mediated chromatin assembly pathwaygered by
sensing DNA damagé/ol Cell Biol, 20: 1206-1218, 2000.

Mosammaparast, N., Ewart, C. S.Pemberton, L. FA role for nucleosome assembly
protein 1 in the nuclear transport of histones H##tAl H2B.Embo J 21 6527-6538,
2002a.

Mosammaparast, N., Guo, Y., Shabanowitz, J., HuntD. F.Pemberton, L. F.
Pathways mediating the nuclear import of histon8saHd H4 in yeast]l Biol Chem
277. 862-868, 2002b.

Mousson, F., Lautrette, A., Thuret, J. Y., Agez, M.Courbeyrette, R., Amigues, B.,
Becker, E., Neumann, J. M., Guerois, R., Mann, C.OQwsenbein, F.Structural basis
for the interaction of Asfl with histone H3 and ftsctional implicationsProc Natl

Acad Sci U S AL02 5975-5980, 2005.

Mousson, F., Ochsenbein, F.Mann, CThe histone chaperone Asfl at the crossroads
of chromatin and DNA checkpoint pathwa@ghromosomallé 79-93, 2007.

Munakata, T., Adachi, N., Yokoyama, N., Kuzuhara, THorikoshi, M. A human
homologue of yeast anti-silencing factor has histonaperone activityzenes Cells5:
221-233, 2000.

Nakagawa, T., Bulger, M., Muramatsu, M.Ito, T. Multistep chromatin assembly on
supercoiled plasmid DNA by nucleosome assembly epret and ATP-utilizing
chromatin assembly and remodeling facfoBiol Chem276 27384-27391, 2001.

Nakatani, Y., Ray-Gallet, D., Quivy, J. P., TagamiH.Almouzni, G. Two distinct
nucleosome assembly pathways: dependent or indepentiDNA synthesis promoted
by histone H3.1 and H3.3 complex&nld Spring Harb Symp Quant Bi@9: 273-280,
2004.

Natsume, R., Eitoku, M., Akai, Y., Sano, N., Horikghi, M.Senda, T.Structure and
function of the histone chaperone CIA/ASF1 comptexdth histones H3 and H4.
Nature 446 338-341, 2007.

Neer, E. J., Schmidt, C. J., Nambudripad, R.Smith;T. F. The ancient regulatory-
protein family of WD-repeat proteinklature 371 297-300, 1994.

Neves-Costa, A.Varga-Weisz, PThe roles of chromatin remodelling factors in
replication.Results Probl Cell Differ41: 91-107, 2006.

Nicholson, J. M., Wood, C. M., Reynolds, C. D., Brmun, A., Lambert, S. J.,

Chantalat, L.Baldwin, J. P. Histone structures: targets for modifications bylecular
assembliesAnn N Y Acad Sci03Q 644-655, 2004.

131



Literaturverzeichnis

Osley, M. A.Lycan, D. Trans-acting regulatory mutations that alter tcaipsion of
Saccharomyces cerevisiae histone gekies Cell Biol, 7: 4204-4210, 1987.
Paddock, S. W.Principles and practices of laser scanning comfogaeroscopy.Mol
Biotechno] 16: 127-149, 2000.

Parthun, M. R., Widom, J.Gottschling, D. E. The major cytoplasmic histone
acetyltransferase in yeast: links to chromatinicagibn and histone metabolisi@ell,
87: 85-94, 1996.

Peitsch, M. C., Wells, T. N., Stampf, D. R.Sussman). L. The Swiss-3DImage
collection and PDB-Browser on the World-Wide Walbends Biochem Sc20 82-84,
1995.

Prochasson, P., Florens, L., Swanson, S. K., Washiby M. P.Workman, J. L. The
HIR corepressor complex binds to nucleosomes gengra distinct protein/DNA
complex resistant to remodeling by SWI/SKEenes Dev19: 2534-2539, 2005.

Quivy, J. P., Grandi, P.Almouzni, G.Dimerization of the largest subunit of chromatin
assembly factor 1: importance in vitro and durirgn®pus early developmermbo J
20: 2015-2027, 2001.

Ray-Gallet, D., Quivy, J. P., Scamps, C., MartiniE. M., Lipinski, M.Almouzni, G.
HIRA is critical for a nucleosome assembly pathwiagependent of DNA synthesis.
Mol Cell, 9: 1091-1100, 2002.

Ray-Gallet, D., Quivy, J. P., Sillle, H. W., Nigg,E. A.Almouzni, G. The histone
chaperone Asfl is dispensable for direct de nowbtohe deposition in Xenopus egg
extractsChromosomalla 487-496, 2007.

Resnitzky, D., Gossen, M., Bujard, H.Reed, S. |Acceleration of the G1/S phase
transition by expression of cyclins D1 and E withiaducible systemMol Cell Biol,
14: 1669-1679, 1994.

Resnitzky, D.Reed, S. IDifferent roles for cyclins D1 and E in regulatiohthe G1-
to-S transitionMol Cell Biol, 15: 3463-3469, 1995.

Rundlett, S. E., Carmen, A. A., Kobayashi, R., Bawkin, S., Turner, B.
M.Grunstein, M. HDA1 and RPD3 are members of distinct yeast hestdeacetylase
complexes that regulate silencing and transcriptlnoc Natl Acad Sci U S ,A3
14503-14508, 1996.

Russo, A. A., Jeffrey, P. D., Patten, A. K., Massag, J.Pavletich, N. P.Crystal
structure of the p27Kipl cyclin-dependent-kinadahitor bound to the cyclin A-Cdk2
complex.Natureg 382 325-331, 1996.

Sanematsu, F., Takami, Y., Barman, H. K., FukagawaT., Ono, T., Shibahara,
K.Nakayama, T. Asfl is required for viability and chromatin asd#ynduring DNA
replication in vertebrate cell§.Biol Chem281 13817-13827, 2006.

Sanger, F., Nicklen, S.Coulson, A. RDNA sequencing with chain-terminating
inhibitors.Proc Natl Acad Sci U S,A4 5463-5467, 1977.

132



Literaturverzeichnis

Santos-Rosa, H.Caldas, CChromatin modifier enzymes, the histone code amter.
Eur J Cancer41 2381-2402, 2005.

Scambler, P. J., Kelly, D., Lindsay, E., WillamsonR., Goldberg, R., Shprintzen,
R., Wilson, D. I., Goodship, J. A., Cross, |. E.Bur, J. Velo-cardio-facial syndrome
associated with chromosome 22 deletions encompmpasisen DiGeorge locud.ancet
339 1138-1139, 1992.

Schermer, U. J., Korber, P.Horz, W. Histones are incorporated in trans during
reassembly of the yeast PHO5 promatéol Cell, 19: 279-285, 2005.

Schwartz, B. E.Ahmad, K. Transcriptional activation triggers deposition aechoval
of the histone variant H3.&enes Deyv19 804-814, 2005.

Schwede, T., Kopp, J., Guex, N.Peitsch, M. CSWISS-MODEL: An automated
protein homology-modeling servéducleic Acids Re81: 3381-3385, 2003.

Sharp, J. A., Fouts, E. T., Krawitz, D. C.Kaufman,P. D. Yeast histone deposition
protein Asflp requires Hir proteins and PCNA fotamechromatic silencingCurr Biol,
11 463-473, 2001.

Sharp, J. A., Rizki, G.Kaufman, P. D. Regulation of histone deposition proteins
Asfl/Hirl by multiple DNA damage checkpoint kinasasSaccharomyces cerevisiae.
Genetics171 885-899, 2005.

Sherwood, P. W.Osley, M. A.Histone regulatory (hir) mutations suppress delta
insertion alleles in Saccharomyces cerevigganetics 128 729-738, 1991.

Sherwood, P. W., Tsang, S. V.Osley, M. ACharacterization of HIR1 and HIR2, two
genes required for regulation of histone gene tr@pison in Saccharomyces cerevisiae.
Mol Cell Biol, 13 28-38, 1993.

Shibahara, K.Stillman, B. Replication-dependent marking of DNA by PCNA
facilitates CAF-1-coupled inheritance of chroma@ell, 96: 575-585, 1999.

Sillile, H. H.Nigg, E. A. Identification of human Asfl chromatin assemblgtéas as
substrates of Tousled-like kinas€sirr Biol, 11: 1068-1073, 2001.

Smith, S.Stillman, B. Purification and characterization of CAF-I, a humeell factor
required for chromatin assembly during DNA repiigatin vitro. Cell, 58 15-25, 1989.
Smith, S.Stillman, B. Stepwise assembly of chromatin during DNA replaain vitro.
Embo J 10 971-980, 1991.

Smith, T. F., Gaitatzes, C., Saxena, K.Neer, E. JThe WD repeat. a common
architecture for diverse functionbrends Biochem S&24: 181-185, 1999.

Sobel, R. E., Cook, R. G.Allis, C. DNon-random acetylation of histone H4 by a

cytoplasmic histone acetyltransferase as determimedhovel methodologyJ Biol
Chem 269 18576-18582, 1994.

133



Literaturverzeichnis

Sobel, R. E., Cook, R. G., Perry, C. A., AnnunziatoA. T.Allis, C. D. Conservation
of deposition-related acetylation sites in newinthgsized histones H3 and Haroc
Natl Acad Sci U S 02 1237-1241, 1995.

Sogo, J. M., Stahl, H., Koller, T.Knippers, R.Structure of replicating simian virus 40
minichromosomes. The replication fork, core histosegregation and terminal
structuresJ Mol Biol, 189 189-204, 1986.

Spector, M. S., Raff, A., DeSilva, H., Lee, K.Oslew. A. Hirlp and Hir2p function
as transcriptional corepressors to regulate histgeme transcription in the
Saccharomyces cerevisiae cell cydli®l Cell Biol, 17: 545-552, 1997.

Sutton, A., Bucaria, J., Osley, M. A.Sternglanz, RYeast ASF1 protein is required
for cell cycle regulation of histone gene transoip. Genetics 158 587-596, 2001.

Tagami, H., Ray-Gallet, D., Almouzni, G.Nakatani, Y Histone H3.1 and H3.3
complexes mediate nucleosome assembly pathwaysidiepeor independent of DNA
synthesisCell, 116 51-61, 2004.

Tang, Y., Poustovoitov, M. V., Zhao, K., Garfinkel,M., Canutescu, A., Dunbrack,
R., Adams, P. D.Marmorstein, R.Structure of a human ASFla-HIRA complex and
insights into specificity of histone chaperone ctewpassemblyNat Struct Mol Bia|
13 921-929, 2006.

Taunton, J., Hassig, C. A.Schreiber, S. LA mammalian histone deacetylase related
to the yeast transcriptional regulator Rpd3pience272 408-411, 1996.

Thoma, F., Koller, T.Klug, A. Involvement of histone H1 in the organization loé t
nucleosome and of the salt-dependent superstrgctfrehromatinJd Cell Biol 83
403-427, 1979.

Tsukiyama, T., Daniel, C., Tamkun, J.Wu, C.ISWI, a member of the SWI2/SNF2
ATPase family, encodes the 140 kDa subunit of theleosome remodeling factor.
Cell, 83 1021-1026, 1995.

Tsukiyama, T.Wu, C. Purification and properties of an ATP-dependentleasome
remodeling factorCell, 83 1011-1020, 1995.

Tyler, J. K., Bulger, M., Kamakaka, R. T., Kobayash, R.Kadonaga, J. T.The p55
subunit of Drosophila chromatin assembly factor sl homologous to a histone
deacetylase-associated protéial Cell Biol, 16: 6149-6159, 1996.

Tyler, J. K., Collins, K. A., Prasad-Sinha, J., Amott, E., Bulger, M., Harte, P. J.,
Kobayashi, R.Kadonaga, J. T.Interaction between the Drosophila CAF-1 and ASF1
chromatin assembly factonglol Cell Biol, 21: 6574-6584, 2001.

Umehara, T.Horikoshi, M. Transcription initiation factor IID-interactive stone

chaperone CIA-Il implicated in mammalian spermateges.J Biol Chem 278 35660-
35667, 2003.

134



Literaturverzeichnis

van der Heijden, G. W., Dieker, J. W., Derijck, A.A., Muller, S., Berden, J. H.,
Braat, D. D., van der Vlag, J.de Boer, PAsymmetry in histone H3 variants and lysine
methylation between paternal and maternal chronwdtithe early mouse zygotblech
Dey, 122 1008-1022, 2005.

Vaquero, A., Loyola, A.Reinberg, D.The constantly changing face of chromaai
Aging Knowledge Envirqr2003 RE4, 2003.

Varga-Weisz, P. D., Wilm, M., Bonte, E., Dumas, K.Mann, M.Becker, P. B.
Chromatin-remodelling factor CHRAC contains the A§Es ISWI and topoisomerase
[l. Nature 388 598-602, 1997.

Verreault, A., Kaufman, P. D., Kobayashi, R.Stillman, B. Nucleosome assembly by
a complex of CAF-1 and acetylated histones H3/E#ll, 87. 95-104, 1996.

Verreault, A., Kaufman, P. D., Kobayashi, R.Stillma, B. Nucleosomal DNA
regulates the core-histone-binding subunit of thendin Hatl acetyltransferas@urr
Biol, 8: 96-108, 1998.

Wall, M. A., Coleman, D. E., Lee, E., Iniguez-Lluhj J. A., Posner, B. A., Gilman,
A. G.Sprang, S. R.The structure of the G protein heterotrimer Gihaldl beta 1
gamma 2Cell, 83 1047-1058, 1995.

White, J. H., Green, S. R., Barker, D. G., Dumas, LB.Johnston, L. H.The CDC8
transcript is cell cycle regulated in yeast andxpressed coordinately with CDC9 and
CDC21 at a point preceding histone transcriptiexp Cell Resl71 223-231, 1987.

Widom, J. Chromatin: the nucleosome unwrapp€drr Biol, 7. R653-655, 1997.

Widom, J. Structure, dynamics, and function of chromatirviino. Annu Rev Biophys
Biomol Struct27: 285-327, 1998.

Wilming, L. G., Snoeren, C. A., van Rijswijk, A., Gosveld, F.Meijers, C. The
murine homologue of HIRA, a DiGeorge syndrome cdath gene, is expressed in
embryonic structures affected in human CATCH22eguati. Hum Mol Genet6: 247-
258, 1997.

Woodcock, C. L., Grigoryev, S. A., Horowitz, R. A.Witaker, N. A chromatin
folding model that incorporates linker variabilggnerates fibers resembling the native
structuresProc Natl Acad Sci U S,80: 9021-9025, 1993.

Wu, D. Y., Ugozzoli, L., Pal, B. K., Qian, J.Wallae, R. B.The effect of temperature
and oligonucleotide primer length on the specifi@ihd efficiency of amplification by
the polymerase chain reactiddNA Cell Biol 10: 233-238, 1991.

Xu, H., Kim, U. J., Schuster, T.Grunstein, M. ldentification of a new set of cell

cycle-regulatory genes that regulate S-phase trgten of histone genes in
Saccharomyces cerevisiddol Cell Biol, 12 5249-5259, 1992.

135



Literaturverzeichnis

Zhang, R., Poustovoitov, M. V., Ye, X., Santos, HA., Chen, W., Daganzo, S. M.,
Erzberger, J. P., Serebriiskii, . G., Canutescu, AA., Dunbrack, R. L., Pehrson, J.
R., Berger, J. M., Kaufman, P. D.Adams, P. DFormation of MacroH2A-containing
senescence-associated heterochromatin foci andscamee driven by ASFla and
HIRA. Dev Cel| 8: 19-30, 2005.

Zhu, L., Harlow, E.Dynlacht, B. D. p107 uses a p21CIP1l-related domain to bind
cyclin/cdk2 and regulate interactions with E&¥enes DeVo: 1740-1752, 1995.

Zlatanova, J.Leuba, S. H.Chromatin fibers, one-at-a-timd. Mol Biol, 331 1-19,
2003.

136



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Hinrich Abkeir idie Betreuung meiner Arbeit. Dank
der regelmalligen Gesprache mit ihm dber die expeteien Fortschitte, seiner
konstruktiven Kritik und den anregenden Diskussioiiber erzielte Ergebnisse, wurde die
Anfertigung dieser Arbeit Uberhaupt erst mdglichein®@ Menschlichkeit und sein
Verstandnis-sowohl bei der Arbeit, als auch ausdbrides Labors- haben mich sehr
beeindruckt. Selbstverstandlich bedanke ich miclkthadir die Begutachtung dieser

Dissertation.

Danken mochte ich auch Herrn Prof. Dr. Thomas Lrigalessen Labor ich schon eine gute
Zeit wahrend meiner Diplomarbeit verbracht habe skine Bereitschaft die Betreuung dieser
Arbeit an der Mathematisch-Naturwissenschaftliclhe@kultat zu Ubernehmen und fir die

Ubernahme des Ko-Referats.

Weiterhin danke ich Frau PD Dr. Annette Schmidt w@m Sporthochschule Kéin fir ihre
Hilfe und Kompetenz am Laser-Scan Mikroskop undf.PBy. Timo Schinkdthe fiur die

Einfuhrung in das Thema am Beginn dieser Arbeit.

Ein riesengrof3es Dankeschén mdchte ich allen mefimdiegen in der AG Abken sagen. Es
war mir eine Freude mit Euch zu arbeiten und zarfeiDen Leuten in 708 kann ich nur

danken, dass ihr mich mit meinen teilweise hettigngankenden Launen ausgehalten habt.

Auch all meinen Freunden, die ich hier namentliathherwéhne, méchte ich danken. Ihr
habt das gemacht, wozu Freunde eben da sind- 8phss, zuhéren, ablachen, Verstandnis

zeigen. Ich bin sehr dankbar, dass ich so guten@eewie Euch habe.

Meiner Familie danke ich fur die grof3e Unterstugwmd dafir, dass ihr immer an mich

glaubt. Ich liebe Euch sehr.
Mein Schatz- nun ist es soweit und wir sind unsefeaum wieder ein Schritt ndher. Danke

fur Deine Liebe, Deine Geduld, Dein VerstandnisDu bist das Beste was mir je passiert ist.

> oyamm wopo ToA.

137



Erklarung

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegtes@imtion selbstéandig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstandig anglegn und die Stellen der Arbeit —
einschliel3lich Tabellen, Karten und Abbildungerdie anderen Werken im Wortlaut oder
dem Sinn nach entnommen sind, in jedem EinzelfalEatlehnung kenntlich gemacht habe;
dass diese Dissertation noch keiner anderen Faldé&i Universitat zur Prifung vorgelegen
hat; dass sie — abgesehen von unten angegebendpublikationen — noch nicht

veroffentlicht worden ist sowie, dass ich eine Beld/eroffentlichung vor Abschluf® des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. DidiBesungen dieser Promotionsordnung
sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte Dissedatist von Prof. Dr. Thomas Langer und

Prof. Dr. Hinrich Abken betreut worden.

Kd6ln, den 10.Februar 2009

Bjorn Friedrichs

138



Lebenslauf

Name : Bjorn Friedrichs

Geburtsdatum und -ort :  29.09.1975 in Stendal
Staatsangehorigkeit : deutsch

Familienstand : ledig

Adresse : Vogelsanger Weg 48, 50354 Hurth
E-mail : bjoern.friedrichs@uni-koeln.de

Schulische Ausbildung :

1982-1991 Besuch der POS Pablo-Neruda in Stendal
1991-1994 Besuch des Winckelmann-Gymnasiums SteAbdathluss: Abitur

Akademische Ausbildung :

1995-1997 Studium der Zahnmedizin an der Chriséilimechts-Universitat zu Kiel
1997-2004 Studium der Biologie an der Universitaksin
2004-2005 Diplomarbeit am Institut fir Genetik déniversitdt Koéln im Labor von

Prof. Dr. Thomas Langer
Thema : « Untersuchungen zur Prozessierung voac@yamc-Peroxidase
ausS.cerevisiae, Abschluss mit Note : sehr gut

2005-2009 Promotion am |Institut fir Genetik der wémsitat Koln; externe
Doktorarbeit im Labor fur Tumorgenetik, Klinik | flilnnere Medizin,
Uniklinik KéIn, Prof. Dr. H. Abken, Abschluss mitdte : sehr gut

Publikationen :

m-AAA protease driven membrane dislocation allows ritramembrane cleavage by
rhomboid in mitochondria

T Tatsuta, S Augustin, M Nolden, B Friedrichs, Thgar

EMBO J. 2007 Jan 24; 26(2) : 325-35.

Expression of coronin-3 (coronin-1C) in diffuse gbmas is related to malignancy

DR Thal, C-P Xavier, A Rosentreter , S Linder, iefirichs, A Waha, T Pietsch, M Stumpf,
AA Noegel, CS Clemen

The Journal of Pathology 2007 Dec 11 ; 214(4)5-24

139



