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1 Einleitung

Die korpereigene Immunabwehr und die Erkennung von Tumorantigenen durch das
menschliche Immunsystem sind vielversprechende Ansatzpunkte in der aktuellen und
zukiinftigen Tumorforschung. Die zellbiologischen Vorginge, die der Immunogenitit von
Antigenen zu Grunde liegen, sind bisher noch wenig gekladrt. Die Identifizierung von
Antigenen, die eine Immunreaktion im Korper von Patienten auslosen, kann einen Beitrag
zur Diagnose und zu prognostischen Aussagen beziiglich der Tumorentwicklung leisten. Die
Charakterisierung humaner Tumorantigene durch die Analyse der T-Zell-Antwort und die
Identifizierung von spezifischen Cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) ist jedoch
vergleichsweise schwierig. Der Nachweis von Antikdrpern gegen Proteine im Serum von
Tumorpatienten im Vergleich zu Normalseren, wie in der SEREX-Analyse (Serological
Analysis of Recombinant cDNA Expression Libraries; Sahin et al., 1995; Chen et al., 1997,
Tiireci et al., 1997) durchgefiihrt, ist eine alternative und effektive Methode zur
Identifizierung von Antigenen. Diese Methode fiihrte auch zur Identifizierung des

Meningeom-exprimierten Antigens 6 (MGEAG6) mittels Seren von Meningeompatienten.

Meningeome sind Neoplasmen der Leptomeningen, die das Hirn und Riickenmark
umgeben. Sie machen etwa 20% aller priméren intrakranialen Tumore aus und zdhlen somit
zu den hiufigsten Tumoren des menschlichen Nervensystems. Die Atiologie der
Meningeome ist bisher noch ungekldrt. Thre jihrliche Inzidenz betrdgt 6 pro 100.000
Menschen. Betroffen sind Menschen in der sechsten und siebten Lebensdekade, wobei
Frauen hiufiger Meningeome entwickeln als Ménner. Bei Kindern und Ménnern treten
jedoch ofter Meningeome hoheren Grades auf [Jaaskelainen et al., 1986; Matsuno et al.,
1996]. GemélB der World Health Organisation (WHO) werden die Meningeome nach
histopathologischen Aspekten in drei Klassen eingeteilt. Diese richten sich nach dem Grad
der Malignitdt, d. h. nach der Aggressivitit des Wachstums und der Neigung zur
Rezidivbildung. Im Allgemeinen handelt es sich bei Meningeomen um langsam wachsende,
gutartige Tumore, die dem Grad 1 (WHO-I, entspr. MI) der WHO-Klassifizierung
angehoren. Es treten aber auch atypische Meningeome des Grades 11 (WHO-II, MII) auf, die
durch erhohte Zellularitit und verstarkte mitotische Aktivitdt gekennzeichnet sind und etwa

8% der Meningeome ausmachen. Dem Grad III werden anaplastische Meningeome
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zugeordnet (WHO-III, MIII), welche etwa 2% der auftretenden Meningeome darstellen. Es
gibt histomorphologisch sehr unterschiedliche Formen, die verschiedenen Subtypen
zugeordnet werden. Bei den hiufigsten Subtypen handelt es sich um die arachnoidalen
(meningothelialen), fibroblastischen, transitionalen und sekretorischen Subtypen [Burger et
al., 2002; Louis et al., 2000]. Die Vollstindigkeit der neurochirurgischen Resektion des
Tumors ist mitbestimmend fiir die Prognose der durchschnittlichen Uberlebenszeit eines
Patienten. Auch nach vollstindiger Resektion kommt es bei Meningeomen der Grade II und
III héufig zur Ausbildung von Rezidiven. Die malignen Meningeome werden mit einer
durchschnittlichen Uberlebenszeit von unter zwei Jahren assoziiert. Bisher werden
Voraussagen iiber die klinische Weiterentwicklung eines Tumors mittels
Proliferationsmarkern wie BrdU, Ki67/MIB1 oder PCNA getroffen, um das proliferative
Potential von Tumoren zu bestimmen. Es ist jedoch notwendig, weitere histologische
Marker zu entdecken, die zur Diagnose und zur Prognose des klinischen Verhaltens von

Tumoren beitragen konnen.

Es werden exogene und endogene Faktoren fiir die Ausbildung von Meningeomen
verantwortlich gemacht. Zu den exogenen Faktoren zéhlen, neben Traumata und Viren,
Strahlungen niedriger bis hoher Dosen, wobei Latenzzeiten zwischen 35 und 19 Jahren nach
einer Aussetzung der Strahlung moglich sind [Sanson and Cornu, 2000; Kleinschmidt and
Lillehei, 1995]. Strahlungsinduzierte Meningeome sind meist vom aggressiveren Typ, treten
haufig multifokal auf und zeigen eine hohere Privalenz fiir jiingere Patienten [Harrison et
al., 1991; Mack and Wilson, 1993; Musa et al., 1995].

Endogene Faktoren sind beispielsweise hormonale Verdnderungen. Auf Grund dessen, dass
Frauen mit 60-66% der Meningeompatienten hédufiger betroffen sind als Ménner, wird eine
Beteiligung von Geschlechtshormonen bei der Atiologie der Meningeome vermutet. Diese
Annahme ergibt sich auch aus der Beobachtung eines beschleunigten Tumorwachstums
wiahrend der Schwangerschaft [Roelvink et al., 1987]. Bei Untersuchungen zu Steroid-
Rezeptoren an Meningeomen konnte gezeigt werden, dass Progesteron-Rezeptoren bei etwa
2/3 der Meningeome nachweisbar sind, bei Frauen hdufiger als bei Mannern [Carroll et
al.,1993; Hsu et al., 1997; Sanson and Cornu, 2000]. Des Weiteren ist ihre Expression in
hohergradigen Tumoren geringer als in benignen. In normalen Meningen ist die Expression
von Progesteron-Rezeptoren im Vergleich zu Meningeomen gering [Carrol et al., 1993;

Weisman et al., 1986]. Nach verschiedenen Untersuchungen sind die Progesteron-
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Rezeptoren meist im Nukleus lokalisiert. Sie sind vermutlich in der Lage, die Transkription
von Genen, welche unter der Kontrolle eines Progesteron-bindenden Promotors stehen, zu
induzieren [Carrol et al., 1995].

Mutationen von Onkogenen wurden in Meningeomen bisher zwar nicht gefunden, aber
verschiedene Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, welche durch Onkogene kodiert
werden, konnten als hochreguliert identifiziert und somit als endogene Faktoren mit der
Proliferation der Tumore in Verbindung gebracht werden. Eine Beteiligung von
Wachstumshormonen auf die Tumorprogression wird vermutet, so zum Beispiel fiir EGF
(epidermal growth factor), IGF (insuline like growth factor), PDGF (platelet derived growth
factor) und VEGF (vascular epithelial growth factor) [Sanson and Cornu, 2000].

Eine wachstumsfordernde Wirkung auf Meningeomzellen in vitro wurde sowohl fiir den
epidermalen Wachstumsfaktor EGF nachgewiesen [Weisman et al., 1986] als auch fiir
PDGFB, welches von den Zellen sekretiert wird und ihr Wachstum zu beschleunigen
scheint [Adams et al., 1996]. Die korrespondierende Rezeptoruntereinheit PDGF-betaR
wird zusammen mit PDGFB in menschlichen Meningeomen exprimiert, was die Annahme
einer autokrinen oder parakrinen Stimulierung unterstiitzt. Die Prdsenz des aktivierten
Rezeptors wurde durch gegen PDGFB gerichtete Antikorper bestétigt [Shamah et al., 1997].
Fir TGF-o wurde eine erhohte Immunreaktivitit in Meningeomzellen und eine
mutmalBliche autokrine Stimulation festgestellt, die mit der Tumoraggressivitit in
Zusammenhang gebracht wird [Linggood et al., 1995; Hsu et al., 1998]. Die Beteiligung bei
der Tumorprogression wurde auch fiir IGFII und dem IGF binding protein IGFBP vermutet
[Nordquist et al., 1997]. VEGF konnte mit der Ausbildung von peritumoralen Odemen als
Folge einer vaskuldren Permeabilisierung und einer damit einhergehenden Veranderung der
Funktionalitdt der Blut-Hirn-Schranke [Kalkanis et al., 1996] in Verbindung gebracht
werden. Dariiber hinaus wurde VEGF eine Mitwirkung bei der Mobilisierung von (Tumor-)
Zellen zugeschrieben, die zur Ausbildung von Sekundédrtumoren und Rezidiven fiihren
konnen [Sanson and Cornu, 2000; Zang, 2001].

Weitere endogene Faktoren wurden auf chromosomaler Ebene gefunden. Bei hohergradigen
Meningeomen wurden charakteristische chromosomale Verdnderungen beobachtet, wobei
es sich sowohl um Chromosomenverluste als auch, in geringerem Ausmall, um
Chromosomenzugewinne handelt [ Lekanne-Deprez et al., 1995; Simon et al., 1995; Weber
et al., 1997; Lindblom et al., 1994; Menon et al., 1997; Rempel et al., 1993; Simon et al.,
1996; Lamszus et al., 1999; Sayagues et al., 2002].
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Der bedeutendste genetische Faktor, welcher fiir die Tumorigenese von Meningeomen
bisher beschrieben wurde, wird mit der Neurofibromatose Typ 2 in Verbindung gebracht. Es
handelt sich um den Verlust eines Chromosoms 22, und damit einhergehend um den Verlust
der Heterozygotie fiir das Neurofibromatose Typ 2- (NF2-) Gen. Eine mutationsbedingte
Inaktivierung des zweiten Allels von NF2 tritt in bis zu 60% aller Meningeome auf
[Dumanski et al.,1987 + 1990; Meese et al., 1987; Ruttledge et al., 1994; Lekanne-Deprez,
1995]. Eine Rolle von NF2 als Tumorsuppressorgen konnte durch Mutationsanalysen
bestatigt werden [Louis et al., 1995; Gusella et al., 1996]. Bei dem NF2-Genprodukt handelt
es sich um das Protein MERLIN (Moesin-Ezrin-Radixin-Like-Protein, auch Schwannomin),
welches vermutlich eine Kontrollfunktion bei der Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhésion
ausiibt [Lallemand et al., 2003]. Es handelt sich um ein Strukturprotein, das an der
Innenseite der Zytoplasmamembran mit Aktin, dem Membranprotein Beta 1I-Spectrin und
mit mindestens fiinf weiteren, bisher unbekannten Proteinen interagiert [Scoles et al., 1998].
In Zusammenhang mit dem chromosomalen Verlust steht die Annahme der Lokalisation
von Tumorsuppressorgenen auf Chromosom 22 und somit der Inaktivierung eines Allels
dieser Gene. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass der chromosomale Verlust nicht
obligatorisch fiir die Meningeomentstehung ist, da 40-50% der Tumoren keinerlei Verlust
eines Chromosoms 22 oder einer Mutation des NF2-Gens aufweisen [Samoto et al., 1995;
Wellenreuther et al., 1995] und generell zwischen 30% und 50% der Meningeome ecinen
normalen Karyotyp besitzen. Es gibt vor allem Unterschiede bei den verschiedenen
Subtypen der benignen WHO-Grad I[-Meningeome, bei denen der arachnoidale
(meningotheliale) Subtyp in etwa 25% der Fille, der fibroblastische und der transitionale
Subtyp in 70-80% der Fille eine solche Mutation aufweisen. Auf Grund von Studien an
Patienten, die nicht mit NF2 assoziierte Meningeome ausbildeten, konnte gezeigt werden,
dass diese im Gegensatz zu NF2-Patienten durchaus das NF2-Genprodukt bildeten,
[Maxwell et al.,1998]. Es miissen folglich noch weitere, NF2-unabhéngige Faktoren an der
Entstehung vor allem der meningothelialen Meningeome beteiligt sein [ Wellenreuther et al.,

1995].
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Die Identifizierung von Antigenen, die eine komplexe humorale Immunantwort in
Meningeomen bewirken, erlaubt die Darstellung von spezifischen Reaktivititsmustern mit
Seren von Meningeompatienten. Die Identifizierung und Charakterisierung von Antigenen
die zu einer Immunreaktivitit fiihren stellt dariiber hinaus einen interessanten Ansatz zur
Identifizierung humaner Tumormarker dar und trdgt zum Verstindnis zelluldrer Prozesse

bei der Meningeomentstehung bei. [Comtesse et al., 2005].

Mit Hilfe des SEREX-Verfahrens (Serological Analysis of Recombinant cDNA Expression
Libraries; Sahin et al., 1995; Chen et al., 1997; Tiireci et al., 1997) gelang der Nachweis
einer Antikorperantwort mittels Serum eines Patienten mit arachnoidalem Meningeom mit
unauffilligem, diploidem Chromosomensatz [Heckel et al.,1997; 1998]. Die Analysen
lieBen die Annahme zu, dass es ein oder mehrere immunogene Antigene bei Meningeomen
gibt, welche durch die humorale oder T-Zell vermittelte Immunantwort zur Generierung von

Antikorpern fiihren.

Im weiteren Analysen wurde das Meningeom-exprimierte Antigen 6 (MGEAG6) kloniert und
eine Antikdrperantwort gegen MGEA6 in Meningeompatienten nachgewiesen. Dariiber
hinaus wurde die vom gleichen ORF stammende Spilcevariante MGEAI1 identifiziert,
welche durch eine in frame-Deletion entsteht. Die Expression beider Varianten wurde
mittels Northern-Blot-Analysen und RT-PCR-Analysen in Meningeomen, sowie in
verschiedenen menschlichen Normalgeweben, wie Niere, Skelettmuskulatur und
Hirngewebe, nachgewiesen und ist somit nicht meningeomspezifisch [Heckel et al., 1997,
Comtesse et al., 2001]. Der Nachweis der Antigenitét erfolgte jedoch nur mit Seren von
Tumorpatienten. In 41,7% der analysierten Seren von Meningeompatienten wurden
Antikorper gegen rekombinant exprimiertes MGEA6 und MGEAI11 gefunden. Dieses
Ergebnis konnte im Zuge meiner Diplomarbeit in einer weiteren Analyse mit Seren von
Meningeompatienten bestétigt werden. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass die
Antigenitit nicht mit dem Tumorgrad oder dem histomorphologischen Subtyp der Tumoren
korrelierte. In weitere Analysen wurde eine Antikorperantwort gegen MGEA6 mit Serum
von Glioblastompatienten und eines Astrozytom-Grad II-Patienten nachgewiesen, nicht
jedoch mit Seren von Patienten mit anaplastischen bzw. pilozytischen Astrozytomen und
von 12 gesunden Personen. Diese Daten zeigten also die Induktion einer Antikorperantwort

in Meningeompatienten und Patienten mit diffusen Gliomen.
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Im Vergleich zu normalem Hirngewebe wurde eine erhohte Expression von MGEA6 und
MGEAI1 in Meningeomen aller drei WHO-Grade und in diffusen Gliomen festgestellt.
Dieser Nachweis erfolgte in einer Western-Blot Analyse, die auch zeigte, dass MGEAT11 in
den WHO-Graden I und II in etwas geringerem Ausmal} als MGEA6 exprimiert wurde.
Eine Korrelation der Uberexpression mit der Induktion einer Antikdrperantwort in dem
gleichen Gewebe konnte allerdings nicht bestétigt werden. Es wurde vermutet, dass sich die
erhohte Expression auf Tumoren neuroectodermalen Ursprungs bezieht [Comtesse et al.,

2002].

Es gibt unterschiedliche Mechanismen, die zur Bildung von Antigenen und zur Erkennung
dieser durch Antikérper und Zellen des Immunsystems fiihren konnen. Normalerweise
differenziert das Immunsystem zwischen korpereigenen und kdrperfremden Proteinen oder
Stoffen. Es muss aber auch in der Lage sein, fehlerhaft gewordene korpereigene Proteine
und Zellen zu erkennen und abzubauen, oder die Apoptose dieser entarteten Zellen zu
aktivieren. Verschiedene Mechanismen tragen zur Ausbidung einer Immunreaktion bei. So
zum Beispiel die tumorspezifische Expressionen von Genen oder die Uberexpressionen von
Genen. Durch Mutationen verdnderte Gene konnen zur Expression von instabilen oder
funktionslosen Proteinen fithren. Auch von Splicevarianten exprimierte oder
posttranslational modifizierte Proteine konnen verdnderte Proteine erzeugen. All diese

Proteine kdnnen eine Aktivierung des Immunsystem bewirken.

Haufiger Ausloser fiir Immunantworten sind Tumorantigene welche durch Genmutationen
entstanden sind und nur in den individuellen Tumoren exprimiert werden. Neben
spezifischen Mutationen kommen auch Genprodukte von Transkripten alternativer
Transkriptionsstarts oder Leserahmen vor [Koslowski, 2002]. Nicht nur in den Tumoren
eines Gewebes, sondern auch als Oberflichenmarker der Zellen des Normalgewebes finden
sich die organspezifischen Differenzierungsantigene. Cancer/Testis-Antigene (CT-
Antigene) kommen in Tumoren verschiedenster Histologie vor, so hdufig in Melanomen,
und in Testisgewebe, jedoch nicht in anderen Normalgeweben. Uberexprimierte Antigene
werden in einer Reihe von Normalgeweben gering exprimiert und in Tumoren
iiberexprimiert [Renkvist et al., 2001; Novellino et al., 2005]. Durch die Uberexpression
kommt es zum Abbau der Proteine in der Zelle. Proteinfragmente werden ausgeschleust,

aber auch an der Zelloberflidche prasentiert, und kdnnen so von Zellen des Immunsystems
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gebunden werden. Durch den Nachweis der Uberexpression von MGEA6 im Tumor
nehmen wir bisher an, dass diese zur Auslosung einer Immunantwort fiihrt [Comtesse et al.,

2002].

Nach einer Mutationsanalyse des ORF von MGEA6-cDNA aus Meningeom-Tumorproben
sowie aus cDNA von gesunden Kontrollpersonen konnte kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der Antikorperantwort gegen MGEA6 und einer Mutation im Exon-Bereich
gefunden werden. Die hier entdeckten vier Basenaustausche traten in den cDNAs beider
Gruppen gleichermalBlen auf. Wir vermuteten, dass es sich um SNPs in der MGEA6-Sequenz
handelt, oder um Mutationen, die, trotzdem der Basenaustausch in zwei Positionen zu einem
Aminosdureaustausch an der betreffenden Position im Protein fiihrt, keine Immunantwort

zur Folge haben [eigene Daten, nicht verdffentlicht].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktivitit einzelner Proteinbereiche des MGEAG6-

Proteins untersucht, um die immunogene Proteinregion einzugrenzen.

Die Proteinstruktur von MGEA6 wurde anhand der Hydrophobizitit der
Aminosduresequenz bestimmt. Das Protein weist eine Transmembrandomine (TM-
Doméne) am Aminoterminus auf, eine zweite TM-Domidne wird vermutet. Der
Carboxyterminus ist iiberaus prolinreich. Der interne Proteinteil weist zwei Coiled-Coil-
Doménen auf, wobei innerhalb der ersten Coiled-Coil-Doméne ein Leucin-Zipper-Motif
vorhanden ist. Ein Vergleich der Proteinstruktur mit bekannten Proteinfamilien ergab eine
Homologie zum C219-reactive-Peptide, einem MDRI1 &dhnlichen P-Glykoprotein, welches
zur Gruppe der ATP-getriecbenen Membranpumpen gehort, und zur V-type-
ATPasel16kDA-subunit-Familie, welche als Protonenpumpen am Membrantransport
beteiligt sind. Des Weiteren ergab sich eine Homologie zu einem Neuropeptid-Rezeptor mit
Ahnlichkeit zu CCK-BR (Gastrin/Cholecystokinin Type B Rezeptor), der zur Myosin Tail-
Familie gehort. Als membranires Protein wire fiir MGEAG eine Rezeptorfunktion oder eine
Beteiligung an der Ausbildung von Membrankanélen denkbar.

Zur Bestdtigung einer membrandren Lokalisation des ca. 110kDa groBen MGEA6-Proteins
wurden Sequenzanalysen und Zellfraktionierungsexperimente durchgefiihrt. Weitere
Analysen mittels Immunfluoreszenzfirbungen an TX3868-Glioblastomzelllinien und

primidren Meningeomzelllininien, sowie Immunhistochemische Firbungen von Kryo-
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Gewebeschnitten von Meningeomen und Tumoren glialen Ursprungs, ergaben keine
spezifischen Farbungen in Zellkernen. Hier zeigte sich ein globulédres zytoplasmatisches
Muster, teilweise perinukledr und teilweise zellmembrandr akzentuiert. In normalen
Astrozyten und in normalen Leptomeningen konnte MGEAG6 garnicht bzw. nur schwach

nachgewiesen werden [Comtesse et al., 2002].

Die Struktur von MGEAG lésst auf Interaktionen mit anderen Proteinen schlieBen. Hierauf
deuten z. B. die Coiled-Coil-Doméinen hin, die hdufig in proteinbindenden Regionen
vorkommen. Auf Interaktionen mit Proteinen, die an Signaltransduktionswegen beteiligt
sind, weist der prolinreiche Carboxyterminus hin. Diese Proteine weisen hdufig Strukturen
wie WW-, SH2- oder SH3-Doménen auf, fiir die Bindungen mit prolinreichen Regionen
beschrieben sind [Marcias et al., 1996; Lee et al, 1998; Pawson et al., 2002].

In einem Yeast-Two-Hybrid-Screening wurden verschiedene Proteine als mdgliche
Bindungspartner von MGEAG6 identifiziert. Um die Interaktion von MGEA6 mit anderen
Proteinen zu bestdtigen, wurden in der vorliegenden Arbeit die Proteininteraktionen von

MGEAG6 mit den Proteinen BAIAP2, KIBRA und SPTANI analysiert.

Eine Beteiligung von MGEAG6 an Signaltransduktionswegen wurde auler auf Grund der
Proteinstruktur durch weitere Analysen vermutet. Eine Microarray-Analyse zur Regulierung
von MGEA6 auf mRNA-Ebene zeigte die Herunterregulierung von MGEA6 nach dem
Knock-Out des TCF/LEF-1 Transkriptionsfaktors [nicht veroffentlichte Daten, Ballhausen
et al., Halle]. Aus der Analyse lie3 sich schliefen, dass eine Regulation von MGEAG {iber
den WNT-Signalweg (WNT-Pathway) vorliegen konnte. Das am WNT-Signalweg
entscheidend beteiligte Protein B-Catenin liegt in der Zelle zum einen zytoplasmatisch und
zum anderen gebunden an E-Cadherin an der Zytoplasmamembran vor. Bei aktiviertem
WNT-Signalweg wird es stabilisiert und in den Zellkern transportiert, wo es an den
TCF/LEF-1 Transkriptionsfaktor bindet und dadurch Zielgene aktiviert [Henderson and
Fagotto, 2002].

Weitere Studien zum WNT-Signalweg brachten [-Catenin mit der Pathogenese
verschiedenster menschlicher Krebserkrankungen in Verbindung [Lustig u. Behrens, 2003].
Neben dem WNT-Signalweg ist B-Catenin am E-Cadherin-vermittelten Zelladhdsions-
system direkt beteiligt. Cadherine sind transmembrandre Glykoproteine die in der

Zellmembran verankert sind. B-Catenin bindet E-Cadherin und wirkt indirekt bei der
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Verkniipfung von E-Cadherin und den Aktinfilamenten des Zytoskeletts mit. Es gibt
Vermutungen, dass das E-Cadherin-vermittelte Zelladhdsionssystem entscheidend an den
Entstehungsprozessen menschlicher Tumoren beteiligt ist. Hierbei spielen wahrscheinlich
auch verdnderte Expressionen von -Catenin eine Rolle, die fiir mehrere Erkrankungen, wie
Tumoren des Magens und des Darms, Hepatozelluldre Tumore, Oesophagale Tumore,
Melanome u. a., beschrieben sind [Hirohashi S, 1998; Hirohashi S, 2003; Van Aken et al.,
2001; Maruyama et al., 2000; Polakis P, 2000]. Eine Akkumulation von B-Catenin wurde
mit der Angiogenese in Hirntumoren in Verbindung gebracht. Es gibt bisher jedoch keine
weiteren Studien, die sich mit der Rolle von -Catenin und einer mdoglichen
Destabilisierung der Zelladhidsionskomplexe in Meningeomzellen weiter befassen. Eine
Fehlfunktion des E-Cadherin-Systems wurde auch mit der Invasion von Tumorzellen in
Verbindung gebracht [Bracke et al., 1996]. Eine Korrelation von reduzierten funktionalen
Zelladhésionsmolekiilen und einem erhohten proliferativen Potential wurde fiir
Meningeome postuliert [Utsuki et al., 2005]. Weitere Studien zu E-Cadherin zeigten eine
stark reduzierte oder sogar absente Expression in malignen Meningeomen [Schwechheimer
et al., 1998], beziehungsweise ecinen E-Cadherin Expressionsverlust in WHO-I-
Meningeomen des fibroblastischen Subtyps [Tohma et al., 1992].

In Zusammenhang mit dem Funktionsverlust von Zelladhdsionsmolekiilen steht
anscheinend auch das NF2-Genprodukt MERLIN, welches normalerweise mit
Komponenten des Adhisionssystems interagiert, und dem bei der Kontrolle der
Zellinteraktion und bei der Inhibierung des kontaktabhéngigen Zellwachstums eine Rolle
zugeschrieben wird. Bei NF2-Verlust durch Mutation wire diese Kontrollfunktion in vielen

Meningeomen somit nicht mehr gegeben [Lallemandet al., 2003].

Die bisherigen Analysen zur Regulation von MGEAG6 und zu den Proteinen -Catenin und
E-Cadherin in Meningeomen und anderen Tumoren fiihrten zur Betrachtung des WNT-
Signalwegs und des Zellddhdsionskomplexes in Meningeomen. Hierzu wurde die

Expression der Proteine B-Catenin und E-Cadherin untersucht.
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Neben MGEA6 und der Splicevariante MGEAIl wurden neun verschiedene homologe
Sequenzen gefunden, welche nach neueren Erkenntnissen auf den Chromosomen 2, 6, 7, 9,
10, 13 und 18 lokalisiert sind [Heckel et al., 1997; Comtesse et al., 2001]. Es handelt sich
um eine Genfamilie, deren aktiver Genlocus auf Chromosom 14q lokalisiert wurde. Dieser
erstreckt sich iiber 83 kb, weist eine Intron/Exon-Struktur mit 24 Exons auf und besitzt
einen ORF mit untranslatierten, flankierenden Bereichen. MGEA6 und einige seiner
Pseudogene wurden in einer Studie an Cutanen T-Zell-Lymphomen als tumorassoziierte
Antigenfamilie mit tumorspezifischem Splicing-Muster entdeckt. Eine SEREX-Analyse
identifizierte cTAGE-1 (Cutaneous T-cell lymphoma-associated antigen-1) als fiir Cutane T-
Zell-Lymphome spezifisches Antigen, eine angeschlossene RT-PCR-Studie identifizierte
weitere ¢TAGE-Gene, die fiinf unterschiedlichen Chromosomen zugeordnet wurden. Die
Genfamilie umfasst auch die Gene, die als MGEA6 (cTAGE-5C) und MGEAI1 (cTAGESD)
schon frither identifiziert wurden. ¢cTAGE-I und -5 wurde nach dieser Studie Rollen als
Tumorantigene in der Keimbahnentwicklung zugeschrieben. Dariiber hinaus wurde
postuliert, dass das tumorspezifische Splicing-Muster der ¢cTAGE-Gene zu Proteinen fithren
konnte, die Kandidaten fiir eine spezifische Immuntherapie bei Cutanen T-Zell-Lymphomen
und auch anderen Krankheiten darstellen konnten [Eichmiiller 2002; Eichmiiller et al., 2003;
Usener et al., 2003].

Bei den von Usener und Eichmiiller analysierten Expressionen der ¢c7AGE-Gene handelt es
sich um Mitglieder der MGEA6-Genfamilie. Die Nomenklatur MGEA wurde in der
vorliegenden Arbeit beibehalten. Die Expression und das Splicing-Muster verschiedener
dieser MGEA6-homologen Sequenzen, die als teilweise tumorspezifisch gefunden wurden

[Usener et al., 2003], gab Anlass zur genaueren Betrachtung dieser Sequenzen.

Die Variante MGEAII geht vermutlich durch alternatives Splicen unter Verlust des Exons
19 aus der MGEA6-Sequenz hervor. Aufgrund der Expression in verschiedenen
menschlichen Geweben scheinen sowohl MGEAG6 als auch MGEAI11 eine fiir die Zelle
relevante Rolle zu spielen. Fiir verschiedene MGEA6-homologe Sequenzen konnten bisher
annotierte mRNAs in Testisgewebe und in Melanomen nachgewiesen werden. In einer
Sequenzierungsanalyse von MGEA6-cDNA-Sequenzen aus cDNAs von Meningeom-
patienten konnten wir Klone identifizieren, die mit zwei dieser homologen Sequenzen
iibereinstimmen und von den Chromosomen 7 und 2 stammen. Nach bisherigen Analysen

handelt es sich bei allen Sequenzen um Pseudogene.
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Pseudogene entstehen durch Duplikation einer genomischen DNA oder durch Integration
einer revers-transkribierten mRNA in das Genom (Retrotransposition) und haben in der
Regel ihre Funktion verloren. Nach Integration in einen Locus der Promotorelemente
aufweist kann jedoch eine Transkription dieser Pseudogene erfolgen. Fiir die meisten der
MGEA6-homologen Sequenzen zeigte die Betrachtung der flankierenden Sequenzbereiche
Anzeichen fiir Retrotranspositionsereignisse, woraus diese vermutlich als prozessierte
Pseudogene hervorgingen. Nach phylogenetischen Untersuchungen wurde angenommen,
dass eine Abspaltung der Sequenzen von einem urspriinglichen Gen auf Grund mehrerer
Retrotranspositionsereignisse erfolgte. Die flankierenden Bereiche weisen verschiedene
Elemente auf, wie LINE-I-Elemente (L1), SINEs (Alu-Elemente) und MaLRs (mammalian
apparent LTR-retrotransposon), sowie AT-reiche repetitive Sequenzen [Comtesse et al.,

2001], die Aktivitdat der MGEA6-homologen Sequenzen wurde bisher jedoch nicht gezeigt.

Das Vorhandensein von Promotorbereichen in der Umgebung der Sequenzen und ihre
transkriptionelle Aktivitdt sind erste Ansatzpunkte zur Kldrung der moglichen Expression
und der Funktion dieser Multigenfamilie fiir die Zelle. Eine transkriptionelle Aktivitét ist ein
Nachweis fiir die Integration einer Sequenz in einen Locus der Promotorelemente aufweist.
Die Transkription ist ein erster Hinweis fiir eine mogliche Expression der Sequenz. Wie fiir
Tumorantigene beschrieben, konnen Genprodukte von Transkripten alternativer
Transkriptionsstarts oder Leserahmen antigen wirken. Dies trifft auch fiir Proteine zu, die
von genhomologen Sequenzen stammen. Verschiedene Studien unterstiitzen die Annahme,
dass es doppelt so viele von proteinkodierenden Genen abstammende Pseudogene gibt, als
proteinkodierende Gene selbst [Harrison et al., 2002; Torrents et al., 2003; Zhang et al.,
2003 und 2004]. Die Retrotransposition von Sequenzen ist ein aktiver Prozess, der die
Genevolution beeinflusst [Brosius, 1999]. Die Expression solcher Sequenzen kann zu
Proteinen fiithren, die dem Genprodukt sehr dhnlich sein konnen, aber funktionell nicht aktiv
sind oder toxisch wirken kdnnen. Kommt es nicht zur Expression der Transkripte, konnen
die transkribierten Sequenzen unter Umstdnden antagonistische Wirkung gegen die
eigentliche Gensequenz zeigen.

Die transkriptionellen Aktivititen verschiedener MGEA6-homologer Sequenzen wurde in

der vorliegenden Arbeit analysiert.
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Die bisherigen Analysen zu MGEA6, wonach eine komplexe Immunreaktion bei
Meningeompatienten durch die Bildung von Antikorpern gegen dieses Protein gezeigt
wurde, lassen auf eine Verdnderung des Proteins in Tumoren im Vergleich zu
Normalgeweben schlieBen. Die antigene Wirkung von Proteinen und die Charakterisierung
dieser Proteine stellt einen interessanten Ansatz zur Identifizierung humaner Tumormarker
dar und dient auch zum Verstindnis zelluldrer Prozesse [Comtesse et al., 2005]. Die
bisherigen Ergebnisse gaben Anlass zur genaueren Charakterisierung der immunogenen
Proteinregion von MGEA6, um eine Eingrenzung der Reaktivitit auf ein Epitop des
Proteins vornehmen zu konnen.

Um die Funktion des Proteins charakterisieren zu  konnen, wurden
Proteininteraktionsstudien von MGEA6 mit den Proteinen BAIAP2, KIBRA und SPTANI1
durchgefiihrt.

Die bisherigen Analysen zur Regulation von MGEAG6 und zu den Proteinen -Catenin und
E-Cadherin in Meningeomen und anderen Tumoren fiihrten zur Betrachtung des WNT-
Signalwegs und des Zellddhdsionskomplexes in Meningeomen. Hierzu wurde die
Expression der Proteine B-Catenin und E-Cadherin untersucht.

Die Expression und das Splicing-Muster verschiedener Sequenzen der MGEA6-Genfamilie,
die teilweise als tumorspezifisch nachgewiesen wurden [Usener et al., 2003], gab Anlass zur
genaueren Betrachtung dieser Sequenzen. Hierzu wurde die Promotorregion des aktiven
MGEAG6-Genlocus bestimmt und charakterisiert und es wurden Promotoraktivitdtsanalysen

fiir verschiedene MGEA6-homologe Sequenzen durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.1.1 Prinzip und Standardbedingungen

Die Polymerasekettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1988) ist ein in vitro Verfahren zur
selektiven Vervielfdltigung definierter Nukleinsduremolekiile. Hierbei wird mittels
sequenzspezifischer kurzer Oligonukleotide, sogenannter Primer, und einer hitzestabilen
DNA-Polymerase anhand einer vorgegebenen Matrize (Template) in zyklisch sich
wiederholenden Schritten die Ziel-DNA spezifisch angereichert. Die Zyklenzahl betrug je
nach Menge des eingesetzten Templates und Effektivitit der PCR zwischen 24 und 32
Wiederholungen:

Denaturierung (94°C): Die doppelstringige DNA wird thermisch in die beiden
Einzelstringe getrennt.

Annealing (47-60°C): Die synthetisch hergestellten Primer binden an die
komplementidren DNA-Sequenzen.

Extension (72°C): Die DNA-Polymerase synthetisiert, an den freien 3'OH-Gruppen
der Primer beginnend, unter Verwendung von dNTP’s den Doppelstrang entlang des

Templates.

Der PCR-Ansatz setzte sich im Allgemeinen, wie folgt zusammen:
xul Template (15-100ng DNA/Plasmid)
5-10ul PCR-Puffer (10x, 15mM MgCl,)
0,4ul ANTP-Mix (20mM je dNTP; Roche)
2,5ul forward-Primer (10uM)

2,5ul reverse-Primer (10uM)
0,5-0,75ul Polymerase/Enzym-Mix (5U/ul)

— auf 50ul mit HyOg4q4 ergdnzen
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(Die verwendeten Polymerasen und Puffer variieren je nach PCR-System und sind inklusive

Firmenangaben weiter unten aufgefiihrt.)

Das verwendete Programm wurde fiir jede PCR-Reaktion je nach Template, Primern und

PCR-System angepasst.

Standardprogramm:
Denaturierung 94°C 2min
[Denaturierung 94°C 30-45sec
Annealing Tm-5°C 45sec—1min
Extension 72°C Imin/kb]x24- 32 Wiederholungen
Endextension 72°C 7-10min
4°C 0
Alternativprogramm:
Denaturierung 94°C 2min
[Denaturierung 94°C 15sec
Annealing Tm-5°C 30sec
Extension 72°C 3min/kb]xi0 wiederholungen
[Denaturierung 94°C 15sec
Annealing Tm-5°C 30sec
Extension 72°C 3min/kb]x17 wiederholungen
Endextension 72°C 7-10min
4°C o0

Verwendet wurden der DNA-Polymerase-Kit Expand High Fidelity (Roche), der Triple
Master Mix (Eppendorf), die HotStarTag DNA Polymerase (QIAGEN) und die Tag DNA

Polymerase (Recombinant, Invitrogen).

Bei Verwendung der HotStarTag DNA Polymerase wird ein spezieller erster Schritt im
PCR-Zyklus benétigt, d. h. eine Aktivierung des Enzyms durch 15-miniitiges Erhitzen auf
95°C. Die Polymerase liegt vor Gebrauch in einem inaktiven Zustand vor, d. h. die
Polymeraseaktivitit ist bei niedrigen Temperaturen noch nicht gegeben. Dies verhindert die

Ausbildung falscher Produkte durch unspezifische Primerbindung und von Primer-Dimeren



Material und Methoden 15

bei niedrigen Temperaturen. Die HotStarTaq von QIAGEN besitzt eine 5°-3 Exonuklease-
Aktivitdt, jedoch keine in 3’-5'Richtung.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (PTC-100; MyResearch. Inc)
durchgefiihrt.

2.2 Reverse Transkription

Whole Brain Total RNA (Invitrogen; DNase verdaut und Alu-PCR-getestet) wurde mittels
des Omniscript Kit von QIAGEN nach dem folgenden Protokoll in cDNA umgeschrieben:

Ansatz:

xpug RNA

— 5min bei 65°C denaturieren

— anschliefend sofort auf Eis

— zur RNA hinzugeben:
2ul RT-Puffer (10x)
2ul ANTP-Mix
2ul Oligo-dT-Primer (0,1pg/ul)
1ul RNase-Inhibitor (10U/2ul)
lul Reverse Transkriptase

— mit DEPC-H,0 auf 20ul auffiillen

— 1h bei 37°C inkubieren

— 5min bei 93°C Denaturierung des Enzyms

— Lagerung der cDNA bei —20°C

Um die Qualitdt der erhaltenen cDNA zu testen wurde eine PRC mit GAPDH-Primern
durchgefiihrt (Thermocycler PTC-100, MyResearch. Inc).
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GAPDH-PCR-Ansatz:
xul Template (100ng cDNA)

5-10ul PCR-Puffer (10x, ohne MgCl,; Invitrogen)

1,5ul MgCl, (15mM MgCly; Invitrogen)
0,25ul ANTP-Mix (20mM je dNTP;Roche)
0,5ul 3°*GAPDH-Primer (50uM; MWG)
0,5ul 5°GAPDH-Primer (50uM; MWGQG)

0,5ul Tag-Polymerase (5U/ul; TagDNA Polymerase Recombinant,

Invitrogen)

— auf 50ul mit HyOg4q4 ergdnzen

Als Positivkontrolle wurde die gleiche PCR-Reaktion mit genomischer DNA durchgefiihrt.

GAPDH-PCR Programm:

Denaturierung 94°C
[Denaturierung 94°C
Annealing 56°C
Extension 72°C
Endextension 72°C

10°C

2.3 DNA-Sequenzierung

Smin

Imin

45sec

45 SCC] x24 Wiederholungen
10min

o0

2.3.1 Prinzip der DNA-Sequenzanalyse nach Sanger et al. (1977)

Durch die DNA-Sequenzierung kann die Basenfolge eines DNA-Molekiils bestimmt

werden. Die DNA-Sequenzanalyse der Gen-Fragmente erfolgte basierend auf der Methode

von Sanger et al. (1977). Sie beruht auf der enzymatischen Synthese von DNA-Stringen,

die an einem modifizierten Nukleotid abbricht. Auf diese Weise entstehen basenspezifisch

terminierte DNA-Fragmente unterschiedlicher Lénge, die elektrophoretisch in einer

Kapillare mit Hilfe einer Matrix, hier einem synthetischen Polymer (POP6), aufgetrennt
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werden. Die Sequenzierreaktion erfolgt in einem Ansatz. Dieser enthdlt das zu
analysierende DNA-Template, den Sequenzierprimer, eine DNA-Polymerase und das
Nukleotidgemisch. Das Nukleotidgemisch enthilt alle vier Desoxynukleotide (dANTPs) und
alle vier Didesoxynukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP), die sogenannten
Terminatoren, welche farblich mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.
Wird ein Terminator in eine Kette eingebaut, so kommt es zum Abbruch der
Elongationsreaktion. Eine weitere Strangverldngerung ist nicht mehr moglich, da keine freie
3’-Hydroxylgruppe vorhanden ist. Die ddNTPs blockieren so die fortlaufende enzymatische
Synthese nach einem statistischen Prinzip an einer zufdlligen Stelle. In einem
Reaktionsansatz entstehen Produkte, die am Ende unterschiedlich markierte Basen
enthalten. Je nach Base wird das selbe Fluorophor detektiert. Vor der Auftrennung der
Proben tiber die Matrix miissen diese alkoholisch gefallt werden.

Die Auftrennung der Proben erfolgte mit dem voll automatisierten Kapillar-Sequenziergerit
ABI 310 und die Auswertung mit der dazugehdrigen Software der Firma Applied
Biosystems. Fiir die Sequenzierreaktionen wurde der BigDyeTerminator Cycle Sequencing

Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben verwendet.

Sequenzierreaktion-Ansatz:

xul Template (300-500ng)

4ul Primer (= 4ul x 0,8pmol/ul = 3,2pmol; Applied Biosystems)

3ul Sequenzierpuffer (5x) (Applied Biosystems)

11-xul HPLC-H,O

2ul Reaktionsmix (=DNA-Polymerase und Nukleotidgemisch; Applied Biosystems)

= 20pl gesamt

Programm ABI:
[Denaturierung 96°C 30sec
Primer-Annealing 50°C 45sec
Extension 60°C 4min] 24 wiederholungen

4°C o0

Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler (PTC-100; MyResearch. Inc) durchgefiihrt.
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Alkoholische Fillung:

In einem Reaktionsgefd3 werden folgende Komponenten zusammenpipettiert:
20ul Sequenzier-Reaktion
20ul HPLC-H,O
1001 Ethanol abs.
4ul 3M Natriumacetat (pH 4.6)

— Inkubation des Ansatzes fiir 30min bei RT
— Zentrifugation bei 13.000rpm fiir 20min bei RT
— Uberstand verwerfen
— 250ul Ethanol 70% zugeben
— lmin vortexen
— Zentrifugation bei 13.000rpm fiir 10min bei RT
— Uberstand verwerfen
— Pellet trocknen

— Pellet in 20pl HiDi-Puffer (Formamid)

Die Proben wurden nach der Aufnahme in HiDi-Puffer sofort sequenziert oder bei 4°C bis

zur Sequenzierung aufbewahrt.

2.4 Agarosegelelektrophorese von DNA

2.4.1 Elektrophorese und Nachweis von DNA in Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen unter Verwendung von
TAE-Puffer (1x) im elektrischen Feld. Die Auftrennung von linearen, doppelstringigen
DNA-Fragmenten beruht auf der Tatsache, dass negativ geladene DNA in einem
elektrischen Feld zur Anode wandert. Die elektrophoretische Beweglichkeit der DNA ist
dabei antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (Meyers et al., 1976).
Nach Farbung mit Ethidiumbromid, das in GC-Paare der DNA interkaliert, kénnen DNA-

Fragmente unter UV-Licht auf Grund der Abgabe von Fluoreszenzlicht detektiert werden.
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Der Agarose-Gehalt eines Gels ist abhingig von der Grofe der zu trennenden DNA-
Fragmente. Die Poren im Gel, deren Grofe durch den Gehalt an Agarose bestimmt wird,
wirken als Sieb, durch das die Molekiile wandern. Hierdurch werden die Fragmente nach
threr Grofle aufgetrennt. Die DNA-Proben wurden zur Elektrophorese mit 1/10V DNA-
Probenpuffer versetzt. Die angelegte Spannung betrug je nach GroBe des Gels 90V
bis130V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele in Ethidiumbromidlosung oder mit
GelStar (BioWhittaker Molekular Applications, Konz.: 10.000x in DMSO) geférbt und im
UV-Durchlicht fotografiert.

Tab.1: Agarosegehalt von Gelen in Abhédngigkeit von der Grof3e (kb) der aufzutrennenden Fragmente.

Agarose-Gehalt % (w/v) 0,6 0,7 0,9 1,2 1,5 2,0

Auftrennungsbereich (kb) 1,020 0,8-10 0,5-7 0,4-6 0,2-3 0,1-2

TAE-Puffer (50x): 2M  Tris-HCI (pH 8.0)

IM  Essigsédure
50mM EDTA

DNA-Probenpuffer (10x): TAE (1x)
70% (v/v) Glyzerin
40mM EDTA (pH 8.0)

eine Spatelspitze Bromphenolblau

2.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben. Mit diesem Kit konnen DNA Fragmente
mit Grofen von 70bp bis 10kb aus Agarosegelen isoliert werden. Die Banden wurden mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ReaktionsgefdaBBe iiberfiihrt.
Durch Zugabe von 3V Puffer QG zu 1V Gelmasse und Inkubation fiir 10min bei 50°C
wurde die Agarose gelost. AnschlieBend wurde 1V Isopropanol zugegeben und die Proben
gemischt. Nach Auftragung auf die QIAquick-Spin-Sdulen wurde die DNA durch
Zentrifugation an die Matrix der Séulen gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen und die

Sdule mit 0,5ml Puffer QG gewaschen, um Gelreste zu entfernen. Anschlieend folgte ein
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Waschschritt mit 0,75ml Puffer PE. Der Durchfluss wurde verworfen und ein zweites Mal
zentrifugiert, um restlichen Puffer zu entfernen. Zum Schluss wurde die DNA mit 50ul

H,Oy44 1n ein frisches Reaktionsgefal eluiert.

Alternativ wurde nach der ..Freeze-Squeeze-Methode* [Thuring et al., 1975] isoliert:

Freeze-Squeeze-Puffer: 0,3M Natriumacetat

1mM EDTA (pH 7.0)

Zur Aquilibrierung wurden 700ul Freeze-Squeeze-Puffer zum Gelstiick gegeben und der
Ansatz fir 20min bei RT inkubiert. Das Gelstiick wurde in ein SpinX-Tube (SIGMA)
iiberfiihrt und bei —70°C ii. N. eingefroren (,,freeze*). Danach folgte eine Zentrifugation fiir
30min, die Zentrifugationsgeschwindigkeit wurde langsam auf 14.000rpm hochgefahren.
Bei diesem Schritt wird die DNA von der Agarose getrennt, da nur sie durch die Membran
des SpinX-Tubes passt (,,squeeze*). Das Eluat wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt
und mit doppeltem Volumen Ethanol fiir mind. 1,5h bei —20°C gefillt. Es folgte eine
weitere Zentrifugation fiir 30min bei 14.000rpm und RT. Der Uberstand wurde verworfen,

das Pellet in 20ul H,O geldst und restliches Ethanol verdampfen gelassen.

2.5 Klonierung von ¢cDNA in Plasmide

2.5.1 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation zweier DNA-Molekiile in vitro erfolgt mit dem Enzym DNA-Ligase. Dieses
schlieBt ~ ATP-abhidngig  Phosphodiesterbindungen  zwischen = 3 Hydroxyl- und
5'Phosphatenden. Die Effektivitit der Ligation ist abhéngig von dem molaren Verhiltnis
der eingesetzten Vektor- und Insert-DNA im Ligationsansatz. In der Regel wurden Vektor
und Insert-DNA im molaren Verhéltnis 1:3 eingesetzt, wobei die Gesamtmenge an DNA in
10ul Reaktionsvolumen zwischen 0,5ug und 1pg lag. Verwendet wurde aus Agarosegelen
reisolierte DNA.

Die Ligationen wurden mit der 74-Ligase von Promega bzw. dem Rapid DNA-Ligation Kit
(Roche) durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz 74-Ligase:

xul Vektor

xul Insert

5ul Ligationspuffer (2x)

1ul DNA-Ligase (1U/pl)
auf 10pul mit H,Og4q4 ergénzen

— Ligation liber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank (alternativ 2-3h bei RT).

Reaktionsansatz Rapid DNA-Ligation Kit:

in 10pul 1xDNA-Dilution Buffer aufnehmen: 100ng Vektor + 300ng Insert
10ul DNA-Ligation Buffer (2x)
1ul DNA-Ligase

— Ligation 1h bei RT

Die Ligationsansétze wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.5.2 Transformation kompetenter E.coli Zellen

50ul transformationskompetente Bakterien (E.coli JM109 bzw. E.coli DH5a High
Efficiency Competent Cells) wurden auf Eis aufgetaut und mit 2pl Ligationsansatz
vorsichtig gemischt. Nach 20min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock (45sec bei
37°C), zur Aufnahme der DNA in die Zelle. Darauf folgte sofortiges Abkiihlen des Ansatzes
auf Eis und die anschlieBende Zugabe von 950ul antibiotikafreiem Medium zu den Zellen.
Die Ansdtze wurden 1h bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Jeweils 200ul eines
Transformationsansatzes wurden auf LB-Platten ausplattiert, die ein an den Vektor
angepasstes Antibiotikum enthielten. Einzelkolonien wurden anschlieend in LB-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft und ii. N. bei 37°C inkubiert. Nachfolgend
wurde die Plasmid-DNA isoliert und sequenziert.

Bei Verwendung des Vektors pGEM-T Easy” (Promega; 2.15.8) wurden durch
Vorbehandlung der Platten mit X-Gal (25mg/ml) (und IPTG: 200mg/ml) mittels des Blau-
Weil-Screenings gezielt rekombinante Klone identifiziert. Der Einbau des Inserts an der
richtigen Stelle des Plasmids unterbricht das im Vektor vorhandene (-Galaktosidase-Gen,
sodass rekombinante Kolonien eine weile Farbe aufweisen, im Gegensatz zu nicht-

rekombinanten, die einen blauen Farbstoff bilden.
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2.5.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmidisolierung erfolgte mittels Plasmid Miniprep Spin Kit (Peqlab) bzw. mittels
Plasmid Mini oder Midi Kit von QIAGEN nach Herstellerangaben.

Losungen:

P1(Resuspensionspuffer) :

P2 (Lysispuffer):

P3 (Neutralisierungsp.):

Puffer PB (Waschpuffer):

Puffer PE (Waschpuffer):

Puffer QBT (Aquilibrierungsp.):

Puffer QC (Waschpuffer):

Puffer QF (Elutionspuffer):

50mM Tris-Cl (pH 8.0)
10mM EDTA
100pg/ml RNase

200mM NaOH
1% SDS
3M Kaliumacetat (pH 5.5)

Guanidinhydrochlorid; Isopropanol
(k. A)

750mM NaCl

50mM MOPS (pH 7.0)
15% Isopropanol
0,15% TritonX-100
100pg/ml RNase

1,0M NaCl
50mM MOPS (pH 7.0)
15% Isopropanol

1,25M NaCl
50mM Tris-CL (pH 8.5)
15% Isopropanol

Die 1. N.-Kulturen von transformierten Bakterien wurden durch Zentrifugation (15min,

3000rpm) pelletiert. Die Bakterien-Pellets wurden nach Herstellerangaben weiter

aufgearbeitet. Die jeweiligen Puffermengen richteten sich nach dem jeweils verwendeten

Kit. Die Pellets wurden in RNase-haltigem Resuspensionspuffer gelost und die Bakterien in

Lysispuffer wéhrend einer 5-miniitigen Inkubation

lysiert. Durch Zugabe von
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Neutralisierungspuffer wurde dieser Vorgang gestoppt und die Proteine durch S5min
Inkubation auf Eis gefillt. Die Zelltrimmer wurden 10min bei 13.000rpm abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde auf die jeweils verwendete (wenn nach Herstellerangaben vorgesehen
mit Puffer QBT &quilibrierte) Spin-, Mini- bzw. Midi-Sédule pipettiert und zentrifugiert bzw.
durchtropfen gelassen. Es handelt sich um lonenaustauschersdulen, an deren Sdulenmatrix
die DNA bindet. Nach zwei Waschschritten mit entsprechendem Waschpuffer und erneuter
Zentrifugation wurde der Durchfluss verworfen und die DNA mit 50ul H;Oq49 bzw.
Elutionspuffer eluiert. AuBler bei Verwendung des Spin-Kits, bei dem die Plasmide nun
schon aufgereinigt vorliegen und direkt weiterverwendet werden konnen, folgte nun eine
Féllung der DNA mit 0,7V Isopropanol bei RT und 13.500rpm in einer Zentrifuge. Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 1ml 70% Ethanol gewaschen,

anschlieBend fiir Smin an der Luft getrocknet und in 20ul H,Og44 aufgenommen.

2.5.4 Photometrische Konzentrations-und Reinheitsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA in wéssrigen Losungen, wurde die optische
Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von A=260nm mittels eines Photometers gemessen
(BioPhotometer; Eppendorf). RNA und DNA haben bei 260nm ihre Absorptionsmaxima.
Eine Absorption von 1 bei 260nm entspricht fiir dSSDNA 50pg/ml (RNA: 40pg/ml).

Zur Reinheitsbestimmung der DNA betrachtet man den Quotienten der Absorptionswerte
bei 260nm und 280nm. Das Verhiltnis Ajep nm/A280 nm (DNA zu Protein) sollte fiir reine
DNA zwischen 1,7 und 1,9 liegen. Eine Abweichung von diesem Wert deutet auf Protein-
oder Phenol-Verunreinigungen hin. Fir RNA sollte dieser Wert zwischen 1,9 und 2,0

liegen. Werte iiber 2,0 erhilt man bei denaturierter oder mit RNA verunreinigter DNA.

2.5.5 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basensequenzen in DNA-Doppelstriangen
und spalten Phosphodiesterbindungen in beiden Stringen. Die Restriktionsenzyme lassen
sich anhand der Art ihrer Erkennungssequenz in der DNA in die Typen I, II und III
unterteilen. Verwendet wurden hier Restriktionsenzyme des Typs II, welche identische
Bindungs- und Schnittstellen an der DNA besitzen, wobei diese Enzyme entweder glatte

Enden (blunt-ends) oder iiberhdingende Enden (sticky-ends) erzeugen.
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Nach der Konzentrationsbestimmung der DNA-Proben wurde ein analytischer Verdau der
Plasmide mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt, um Klone mit korrektem Insert zu

identifizieren

Restriktionsverdau-Ansatz (20ul):
lug DNA
lul Enzym (10U/ul; NEB o. Roche)

2ul Puffer (entspr. Enzym)
(2ul BSA (NEB, 1:10 verd.) — je nach Enzym verwendet)
xul H,O

Die Restriktion erfolgte im Wasserbad fiir 3h bei 37°C. Durch anschlieBende Zugabe von
3ul Ladepuffer wurde die Reaktion gestoppt und die Proben im Agarosegel analysiert. Alle

verwendeten Restriktionsenzyme sind unter 2.15.3 aufgefiihrt.

2.6 Herstellung von Proteinlysaten

2.6.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe

Ein erbsengrofles Stiick eines Gewebes wurde in einer sterilen Petrischale mit einem
Skalpell vom restlichen Gewebestiick abgetrennt und sofort in 2,5ml Laemmlipuffer
gegeben.
Laemmli-Probenpuffer:

125mM Tris (pH 6.8)

6% (w/v) SDS

10% (v/v) beta-Mercaptoethanol

10% (v/v) Glycerol

(1 Spatelspitze Bromphenolblau — Zugabe sofort oder vor Auftragen der Proben
auf das SDS-Gel)
10% Protease-Inhibitor (Complete Protease Inhibitor Cocktail; Roche)
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Das Gewebe wurde im Puffer mit einem Ultraturrax homogenisiert und das Homogenat
anschlieBend 10min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10min bei 4.000rpm
und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues Probengefil umpipettiert und 7x 10min mit
Ultraschall behandelt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10min bei 4.000rpm und 4°C wurde
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt und 5min bei 98°C gekocht.
Anschlieffend erfolgte die erneute Zentrifugation fiir 30min bei 13.500rpm und 4°C. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Die Analyse in einem SDS-Gel
erfolgte sofort oder die Proben wurden bei —70°C aufbewahrt. Vor der Analyse im SDS-Gel
wurden die Proben fiir Smin bei 98°C aufgekocht.

2.6.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellkulturen

Das Medium der Zellkultur wurde entfernt und die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden in einem entspr. Volumen PBS (ca. Iml) aufgenommen und in Probengefil3e
iiberfiihrt. Es folgte die Pelletierung der Zellen fiir Smin bei 4.000rpm und 4°C. Die Zellen
wurden in entspr. Volumen Probenpuffer (2.6.1) aufgenommen, fiir Smin bei 98°C gekocht
und anschlieBend fiir 30min bei 14.000rpm und RT zentrifugiert. Die Uberstande wurden in
neue Probengefdfle liberfiihrt und die Proben entweder sofort in einem SDS-Gel analysiert
oder bei —70°C aufbewahrt. Vor der Analyse im SDS-Gel wurden die Proben flir Smin bei
98°C aufgekocht.

2.6.3 Zellaufschluss und Zellfraktionierung aus Zellkulturen

Die Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS von Medium befreit, in einem
entspr. Volumen PBS aufgenommen und in Pobengefdflen fiir Smin bei 4.000rpm und 4°C

pelletiert. Die Zellpellets wurden in einem entspr. Volumen Lysispuffer resuspendiert.

Lysispuffer (pH 7.4, in H,0):

10mM Triethanolamin

10mM Essigsédure

250mM Sucrose

ImM EDTA

ImM DTT

1:5.000 Proteaseinhibitor (Complete Protease Inhibitor Cocktail; Roche)
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Die Zellen wurden unter Verwendung eines Glashomogenisators aufgeschlossen (ca. 15-
maliges Pressen). Das Homogenat wurde anschlieBend durch Zentrifugation fiir Smin bei
2.000rpm und 2°C von groBen Zellbruchstiicken und den Kernen befreit. Das Pellet
beinhaltet die Kerne und Zellmembranen, der Uberstand wird als postnukledrer Uberstand
bezeichnet. Zur Abtrennung der Mitochondrien wurde der postnukleire Uberstand nochmals
fir Smin bei 13.000rpm und 2°C zentrifugiert. Das nun erhaltene Pellet enthilt die
Mitochondrien, der Uberstand wird als postmitochondrialer Uberstand bezeichnet. Zur
Separation von Golgi-Apparat, glattem und rauem ER und Ribosomen wurde ein Sucrose-
Dichtegradient verwendet. In ein Polycarbonat-Zentrifugenrohrchen wurden je 0,5ml einer

2,1M, 1,75M und 1,5M Sucroseldsung in Sucrose-Puffer tibereinandergeschichtet.

Sucrose-Puffer in H,O:

50mM Triethanolamin
50mM Kaliumchlorid
S5mM Magnesiumchlorid

Der postmitochondriale Uberstand wurde mit Sucrose auf 1,25M eingestellt und vorsichtig
auf das Sucrosekissen pipettiert. Danach wurde eine 1,0M Sucroselosung als
Uberschichtung auf die Pobe gegeben. Die Proben wurden in einer Ultrazentrifuge bei
45.000rpm bei 4°C ii. N. ohne Bremse zentrifugiert. Wihrend der Zentrifugation entsteht
ein linearer Sucrosegradient in dem sich die vesikuldren Strukturen je nach Dichte
anreichern. Nach der Zentrifugation wurden die Proben auf Eis weiterverarbeitet. Von oben

herab wurden 250ul-Fraktionen abgenommen und in neue Probengefdfe iiberfiihrt.

In einem weiteren Sucrosegradienten wurden Kerne und Membranen voneinander getrennt.
Das Kern- und Membranpellet wurde in einem addquaten Volumen 1,25M Sucrose-
Probenpuffer resuspendiert und auf ein Sucrosekissen geschichtet. In ein Polycarbonat-
Zentrifugenrbhrchen wurden je 0,3ml einer 2,52M, 2,25M und 2,15M Sucroselosung in
iibereinandergeschichtet.

Die Probe wurde in einer Ultrazentrifuge bei 100.000rpm bei 4°C fiir 30min ohne Bremse
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation ist im oberen Bereich des Rohrchens ein Ring zu
erkennen, der die Membranen beinhaltet. Die Kerne befinden sich unten. Die Proben
wurden auf Eis weiterverarbeitet. Von oben herab wurden schrittweise 150ul-Fraktionen

abgenommen und in neue Probengefifle iiberfiihrt.
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TCA-Fillung

Die Fraktionen aus dem Sucrose-Dichtegradienten miissen vor der Analyse im SDS-Gel
gefillt werden, um die Sucrose aus den Lysaten zu entfernen.

Zu den Proben wurde 4V eisgekiihlte TCA (Trichloressigsdure) zugegeben und gut
durchmischt (Vortexer). Anschlieend wurde fiir 15min auf Eis inkubiert und fiir 15min bei
14.000rpm und 2°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und die Pellets mit
jew. 500ul eiskaltem Aceton resuspendiert. Danach wurde fiir 15min bei 14.000rpm und
2°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die Pellets getrocknet und in
Laemmli-Puffer (2x) aufgenommen. Zeigte die Losung des Pellets im Puffer eine gelbe
Farbung, wurden 2ul 1,5M Tris (pH 8.8) zugegeben, um den korrekten pH-Wert

einzustellen. Vor der Analyse im SDS-Gel wurden die Proben fiir 5Smin bei 56°C erhitzt.

2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

2.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [Laemmli, 1970] kdnnen Polypeptide ihrem
Molekulargewicht nach aufgetrennt werden. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches
sich an Proteine anlagert, wodurch die Proteine eine einheitliche anionische Ladung pro
Masseneinheit erhalten. Zusétzlich denaturiert es die Proteine und zerstort Sekundir- und
Tertidrstrukturen, indem Wasserstoftbriicken aufgespalten werden. Die stidrkeren
Schwefelbriicken zwischen Cysteinresten werden durch das reduzierend wirkende pB-
Mercaptoethanol oder DTT gespalten. Somit kann eine Auftrennung der SDS-Protein-
Komplexe verschiedener Proteine nur noch nach ihrem Molekulargewicht erfolgen. Der
Komplex wandert im elektrischen Feld zum Pluspol. Die Poren in der Polyacrylamidmatrix
wirken als Molekularsieb und trennen die Proteinkomplexe auf. Es ergibt sich eine lineare
Beziehung zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den relativen

Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-Komplexe.
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Nach dem Molekulargewicht der aufzutrennenden Polypeptide verwendet man verschieden
konzentrierte Polyacrylamid-Trenngele:
12,5%ige Trenngele fiir Proteine mit Molekulargewichten von 10-60kDa
10%ige Trenngele fiir Proteine mit Molekulargewichten von 30-120kDa
7,5%ige Trenngele fiir Proteine mit Molekulargewichten von 50-200kDa

Der Gehalt an Acrylamid und Bisacrylamid bestimmt die PorengroBe des Gels und somit
das Laufverhalten der Proteine. Das Sammelgel hat die Funktion, die in die Geltaschen
pipettierten Proteine vor dem Ubertritt in das Trenngel in einer scharfen Bande zu
konzentrieren. Die folgende Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Zusammensetzung von

Trenn- und Sammelgel.

Tab.2: Pipettierschema fiir verschieden konzentrierte Trenngele und das Sammelgel.

a) Trenngel:
Acrylamidkonzentration im Gel (%)
7,5% 10% 12%
Trenngel-Puffer (4x) 4ml
H,044 4ml 4,58ml 6,7ml
Acrylamidlésung (30%) 1,6ml 5,30ml 2,68ml
Bisacrylamidlosung (2%) 6,4ml 2,12ml 2,62ml
Ammoniumpersulfat (10%) 140ul
TEMED 14ul
b) Sammelgel:
Konzentration von Acrylamid im Gel: 4%
Sammelgel-Puffer (4x) 1,25ml
H,044 2,7ml
Acrylamidlésung (30%) 0,75ml
Bisacrylamidlosung (2%) 0,30ml
Ammoniumpersulfat (10%) 50ul
TEMED 10pl
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Losungen:
10%ige APS-Losung (Ammoniumpersulfat)
99%iges TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamine, ROTH)
30%ige gasstabilisierte, wissrige Acrylamidlosung (ROTH)
2%ige gasstabilisierte Bisacrylamidlosung (ROTH)
Laufpuffer: 25mM Tris
192mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
Trenngel-Puffer (4x): 1,5M Tris-HCI (pH 8.8)

0,4% (w/v) SDS

Sammelgel-Puffer (4x): 0,5M Tris-HCI (pH 6.8)
0,4% (w/v) SDS

Vor Auftragung der Proben ins Gel wurden diese 1:3 mit denaturierendem Probenpuffer
(Roti-Load, ROTH) versetzt, bei 96°C im Wasserbad aufgekocht und auf Eis abgekiihlt.

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese fiir grole Gele erfolgte vertikal in einer
Elektrophoresekammer der Firma Sigma-Aldrich, die mit Laufpuffer gefiillt wurde, bei
einer konstanten Stromstdrke von 25mA fiir 3-4h. Fiir kleine Gele wurde die XCell Sure
Lock™ Mini-Cell (Invitrogen) (bei 125V ca. 1-1,5h) verwendet. Als Liangenstandard diente
der Full Range Rainbow Protein Marker (RPN800; Amersham Life Science) bzw. der
Precision Plus Protein Dual Color Standard (BIO-RAD).

Nach dem Gellauf erfolgte eine Anfarbung des Gels in einer Coomassie-Féarbelosung bzw.

das Blotten auf eine PVDF-Membran.

2.7.2 Fixierung und Firbung von Proteinen im Polyacrylamidgel

Die im Gel befindlichen aufgetrennten Proteine wurden durch Inkubation fiir 1h in
Coomassie-blue-R250-Farbelosung fixiert und angefarbt. Die starke Hintergrundfarbung
wurde anschlieBend durch mehrmaliges Waschen in Entfarberlosung entfernt. Die in den
Proteinen interkalierte Farbe bleibt erhalten und diese werden als blaue Banden sichtbar.

Zur Dokumentation wurden die Gele in Folie eingeschweilit und am Computer eingescannt.
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Coomassie-Férbeldsung: 25% Isopropanol

10% Essigséure
Spatelspitze Coomassie Brilliant Blue R250 (ROTH)

— in Hzodd

Entférber: 10% Isopropanol
10% Essigsédure

— 1in Hzodd

2.8 Waestern-Blotting (Immunoblotting)

2.8.1 Elektro-Blotting zum Transfer von Proteinen auf Membranen

Beim Western-Blot erfolgt der Transfer von Proteinen, die durch eine SDS-PAGE (s.0.)
aufgetrennt wurden, auf eine Membran (PVDF, Hybond-P; Amersham Pharma Biotech).
Durch eine angelegte Spannung wandern die negativ geladenen Proteine zum Pluspol und
werden auf der Membran immobilisiert.

Das Blotting grofler Membranen wurde mit einer Tank-Blotting-Apparatur der Firma
Sigma-Aldrich Techware fiir 2h bei 500mA bzw. Ui. N. bei 150mA durchgefiihrt. Fiir kleine
Membranen erfolgte das Blotting mit dem XCellll Blot-Module (Invitrogen) fiir 3h bei 25V.
Der elektrophoretische Transfer erfolgt bei diesen Systemen in einem Puffertank [Towbin et
al., 1979; Burnette, 1981]. Die Transferkassette hdngt dabei zwischen zwei vertikal
angeordneten FElektrodenplatten. Auf die Kathodenplatte wurden zunidchst zwei in
Transferpuffer getrinkte Schwammtiicher und darauf zwei Whattmanpapiere gelegt. Darauf
folgte das Gel, auf welches eine mit Transferpuffer dquilibrierte Membran gelegt wurde. Bei
Verwendung einer PVDF-Membran wurde diese zuvor mit Methanol aktiviert. Nach der
Membran folgten zwei weitere Whattmanpapiere und zwei Schwammtiicher. Den Abschluss

bildete die Anodenplatte.

Transfer-Puffer: 14,4g Glycin
(1 Liter) 3,0g Tris
200ml Methanol

Sml 10%iges SDS
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2.8.2 Strippen von PVDF-Membranen

Membranen wurden zweimal fiir 30min bei 65°C in einem adidquaten Volumen Strip-Puffer
in einem Schiittler inkubiert. Anschliefend erfolgte ein Waschschritt in PBS (1x). Die
Membranen wurden vor dem erneuten Blocking und der Weiterbehandlung nochmals mit

Methanol aktiviert.

Strip-Puffer: 25ml 20% SSC
50ml 10% SDS
— auffullen auf 11 mit Hzodd

2.8.3 Immunchemischer Nachweis spezifischer Proteine auf Blot-Membranen

Die geblottete Membran wurde 30min bei RT oder ii. N. bei4°C unter Schiitteln mit
Blocking-Puffer inkubiert, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern an die Membran
zu vermeiden. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10min mit Puffer wurde die Membran fiir
3h bei RT mit dem primdren Antikérper inkubiert. Hierauf folgten drei weitere
Waschschritte und anschlieBend eine einstiindige Inkubation bei RT mit dem
Sekundirantikorper. Der sekunddre Antikorper bindet spezifisch an den konstanten Teil (F,)
des Primérantikorpers und ist fiir die spatere Detektion Meerrettich-Peroxidase-konjugiert.
Nach dreimaligem erneutem Waschen wurde die Antikorperbindung iiber eine
Chemolumineszenz-Reaktion nachgewiesen. Dazu wurde das ECL-Western-Blotting-
Reagent der Firma Amersham Pharmacia Biotech geméf Herstellerangaben eingesetzt. Die
Signale wurden auf Hyperfilm ECL (Amersham) sichtbar gemacht. Die Expositionszeit der

Filme betrug zwischen 2min und 20min.

10x PBS: 80,06g NaCl (pH 7.4)
(1 Liter) 2,0g KCl1
14,24g NazHPO4

2,04g KH2P04



Material und Methoden 32

TBS: 10mM Tris-Cl (pH 7.5)
150mM NaCl

TBS/Tween: 20 mM TrisCl (pH 7.5)
500 mM NacCl

0,05% (v/v) Tween

TBS/Tween/Triton: 20mM TrisCl (pH 7.5)
500mM NacCl
0,05% (v/v) Tween20
0,2% (v/v) TritonX-100

Blocking-Puffer: 1x PBS/10% Magermilchpulver

bzw.
1x TBS/5% Magermilchpulver
bzw.

TBS/Tween-Puffer/5% BSA

Bei Verwendung des Anti-Penta-His-Antikorpers (Mouse, QIAGEN) zum Nachweis des
His-Tag wurde dieser in 1x TBS/3% BSA (Bovine Serumalbumine) 1:500 verdiinnt,
geblockt wurde mit 3% BSA in 1x TBS. Die Waschschritte erfolgten hier jeweils zweimal
mit 1x TBS/0,05% Tween/0,2% Triton und einmal mit 1x TBS. Der Sekundirantikorper
Sheep-Anti-Mouse IgG (DIANOVA) wurde 1:30.000 in 1x TBS/10% Magermilchpulver

verdiinnt eingesetzt.

Die Blots der Immunprézipitation zum Nachweis der FLAG- bzw. HA-getagten Proteine
wurden mit 5% BSA in TBS/Tween-Puffer geblockt. Die Primérantikdrper Anti-FLAG
(SIGMA) bzw. Anti-HA (SIGMA) wurden in 3% BSA/1x TBS/0,05% Tween verdiinnt
eingesetzt. Die Waschschritte erfolgten jeweils zweimal mit 1x TBS/0,05% Tween/0,2%
Triton und einmal mit 1x TBS. Die entsprechenden Sekundirantikérper Sheep-Anti-Mouse
IgG (DIANOVA) und Rabbit-Anti-Rat IgG (SIGMA) wurden in 1x TBS/5% BSA verdiinnt

eingesetzt.

Bei Verwendung von Serum, wurde dieses 1:100 in 1x PBS/1% Magermilchpulver

verdiinnt. Bei dem Sekunddrantikdrper handelte es sich um Sheep-Anti-Human
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(Amersham), welcher 1:3000 in 1x PBS/2% Magermilchpulver verdiinnt wurde. Alle
Waschschritte erfolgten mit 1x PBS.

Alle verwendeten Primidr- und Sekundirantikorper sind mit Konzentrationsangaben unter

2.15.4 aufgelistet.

2.9 Zellkultur

2.9.1 Eukaryotische Zellkultur

2.9.1.1 Kultivierung von Insektenzellen

Spodoptera frugiperda Zellen der Linie SF158 wurden in TC100 Medium complete (Gibco)
kultiviert, das 10% hitzeinaktiviertes Fotales Kalberserum (FKS), 40U/ml Penicillin und
50ug/ml  Streptomycin enthielt. Die Zellen wachsen als Monolayerkultur in
Zellkulturflaschen bei 27°C und normalem CO,-Partialdruck. Entsprechend dem Wachstum
der Zellen wurden diese zweimal pro Woche mit einem Zellschaber abgeldst und zu einer

Verdiinnung von 1:3 oder 1:4 in frisches Medium passagiert (,,Splitting*).

2.9.1.2 Kultivierung von COS-Zellen

COS-Zellen (Affennierenzellkultur, African Green Monkey) wachsen als Monolayer in
Zellkulturflaschen bei 37°C in 5% CO;,-Atmosphére. Die Zellen wurden in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, BioWhittaker) mit 10% hitzeinaktiviertem Fotalem
Kélberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Entsprechend dem
Wachstum der Zellen wurden diese zweimal pro Woche 1:5 bis 1:8 gesplittet. Hierzu wurde
das Medium entfernt, der Zellrasen mit 1x PBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin
abgelost. Die Zellsuspension wurde dann erneut in einem entsprechenden Volumen Medium

ausgsat.
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2.9.1.3 Kultivierung von TERA-Zellen

Adhédrente TERA-Zellen (Teratokarzinom-Zelllinie TERA-1) wurden in McCoys Medium
5A (mit L-Glutamin; BioWhittaker) kultiviert, das 10% hitzeinaktiviertes fotales
Kilberserum (FKS), 40U/ml Penicillin und 50pg/ml Streptomycin enthielt. Die Zellen
wurden zweimal wdchentlich 1:3 gesplittet. Hierzu wurde das Medium entfernt, der
Zellrasen mit 1x PBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin abgelost. Die Zellsuspension

wurde dann erneut in einem entsprechenden Volumen Medium ausgsdt. Die Kultivierung

der Zellen erfolgte bei 37°C in 5% CO,-Atmosphére.

2.9.1.4 Kultivierung von HeLa-Zellen

HeLa-Zellen (Humane Cervixkarzinom-Zelllinie) wachsen als Monolayer in
Zellkulturflaschen bei 37°C in 5% CO,-Atmosphére. Die Zellen wurden in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, BioWhittaker) mit 10% hitzeinaktiviertem Fotalem
Kélberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Entsprechend dem
Wachstum der Zellen wurden diese zweimal pro Woche 1:4 bis 1:5 gesplittet. Hierzu wurde
das Medium entfernt, der Zellrasen mit 1x PBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin
abgelost. Die Zellsuspension wurde dann erneut in einem entsprechenden Volumen Medium

ausgsat.

2.9.1.5 Kultivierung von Primérzellkulturen aus Meningeomen

Die Primérzellkulturen aus Meningeomen wurden durch Ansetzen von frischen
Tumorproben in Medium erhalten. Gewebestiicke des Tumors wurden in Kulturschalen mit
Néhrmedium gelegt. Als Ndhrmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
BioWhittaker) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum (FKS) und 1%
Penicillin/Streptomycin verwendet. Die Zellen des Gewebes vermehren sich in den Schalen
und bilden eine Monolayerkultur. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in 5% CO»-
Atmosphire. Entsprechend dem Wachstum der Zellen wurden diese ein- bis zweimal pro
Woche 1:3 bis 1:5 gesplittet. Hierzu wurde das Medium entfernt, der Zellrasen mit 1x PBS
gewaschen und die Zellen mit Trypsin abgelost. Die Zellsuspension wurde dann erneut in

einem entsprechenden Volumen Medium ausgsit.
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2.9.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren:

Von einer T75-Zellkulturflasche wurde das alte Medium verworfen und die Zellen in 10ml
frischem Zellkulturmedium abgeschabt. Die Zellsuspension wurde in ein 50ml Roéhrchen
iiberfiihrt und die Zellen 10min bei 2200rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend
in 3ml Einfriermedium geldst und die Zellen in auf Eis stehende Kryo-Rdhrchen verteilt.
Diese wurden ii. N. bei -70°C in einer Einfrierbox gelagert und danach in fliissigem

Stickstoff eingefroren.

Einfriermedium: Zellkulturmedium mit 30% FKS und 10% DMSO
alternativ: FKS mit 30% DMSO

Auftauen:

Die Zellen wurden aus dem Stickstoff genommen und bei 37°C im Wasserbad aufgetaut.
Danach wurden sie sofort in 10ml RT-warmes Zellkulturmedium gegeben und bei 2000rpm
10min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 2ml frischem
Medium geldst und anschlieBend jeweils 1ml in eine T25-Flasche mit 4ml frischem

Medium gegeben.

2.9.2 Karyotypisierung

Die Chromosomenanalyse von Primérzellkulturen aus Meningeomen erfolgte nach
Standartprotokollen [Limon et al., 1986]. Die Karyotypen wurden durch Giemsa-Trypsin
(GTG)-Bénderung der Chromosomen gemdfl dem International System for Human

Cytogenetic Nomenclature angefertigt [Mitelman, 1995].
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2.10 Luziferase-Assay/Promotoranalyse mittels pGL3-Vektor-System

Der Vektor pGL3-Basic (Promega; 2.15.8) enthilt eine fiir Luziferase codierende Sequenz
(luct) und wurde als Luziferase-Reporter-Vektor fiir den Nachweis transkriptioneller
Aktivitdt in eukaryotischen Zellen optimiert. Die Luziferase ist ein Enzym des
nordamerikanischen Leuchtkéfers Photinus pyralis und katalysiert die Umsetzung von
Luziferin zu Oxiluziferin, wobei Magnesium als Cosubstrat dient. Hierbei wird unter
Energieverbrauch Licht frei. Dem pGL3-Basic Vektor fehlen ein eukaryotischer Promotor
und Enhancer-Elemente. Die Luziferaseaktivitdt der pGL3-Basic-transfizierten Zellen hingt
von der Insertion eines funktionellen Promotors stromaufwirts der fiir Luziferase
codierenden Seuquenz luct+ ab. Auf diese Weise ist es moglich, potentielle

Promotoraktivitidten einer einklonierten Sequenz zu liberpriifen.

Mittels Luziferase-Assay wurde die Promotoraktivitit des aktiven MGEA6-Genlocus auf
Chromosom 14q21, sowie die Promotoraktivititen von MGEA6-Pseudogensequenzen auf
verschiedenen Chromosomen untersucht. Hierzu wurden die 5 -flankierenden
Sequenzbereiche upstream der Genloci amplifiziert, in den Reportervektor pGL3-Basic
kloniert und im Luziferase-Assay analysiert. Die Upstreamregion des aktiven MGEAG6-

Genlocus wurde in Teilstlicken analysiert, um einen Promotorbereich eingrenzen zu kdnnen.

2.10.1 Amplifikation und Klonierung der Upstreamregion des MGEA6-Genlocus auf
14921 und der Upstreamregionen der MGEA6- Pseudogene

Mittels PCR wurden die Upstreamregion des MGEA6-Genlocus auf 14921 in fiinf
Teilsequenzen amplifiziert und kloniert (Tab.3a). Die Promotoraktivitdt sollte auf einen
Teilbereich eingegrenzt werden konnen, um den Promotorbereich des MGEA6-Locus zu
charakterisieren. Gleiches erfolgte fiir die 5'-flankierenden Sequenzbereiche bis 3600bp
upstream der Genloci, welche die vermuteten Promotorregionen beinhalten (Tab.3b). Die
Sequenzen wurden im Folgenden in den Vektor pGL3-Basic kloniert und im Luziferase-

Assay auf Promotoraktivitét untersucht.
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PCR-Amplifikation

Die Fragmente wurden zum Teil mit dem TripleMaster™PCR-System (Eppendorf) und zum
Teil mit dem Expand High Fidelity PCR-System (Roche) amplifiziert. Beide Systeme
enthalten Proofreading-Polymerasen, die mogliche Fehler bei der Amplifizierung
verhindern sollen, um exakte Sequenzen klonieren zu konnen. Die Annealingtemperaturen
der Primer unterscheiden sich je nach den Anforderungen des Primerpaares. Die
verwendeten Primer sind unter 2.15.7 aufgefiihrt. Die Lingen der PCR-Produkte lagen
zwischen 1,3kb und 3,65Kkb.

Tab.3a: Amplifizierte Teilfragmente des Sequenzbereichs bis 2937bp upstream des MGEA6-Genlocus auf

14q mit Primerpaaren und FragmentgroBen.

Primerpaar Fragmentgrofie
l4qfor Kpnl/14qrev_Bglll 2747bp
14g21-Locus 14qfor Kpnl/14qrev3_Bglll 1529bp
3500bp upstream
14qfor3_Kpnl/14qrev3 Bglll 817bp
l4qfor4 Kpnl/14qrev_Bglll 1319bp
l4qforS Kpnl/14qrev_Bglll 668bp

Tab.3b: Amplifizierte Fragmente der Upstream-Sequenzbereiche der MGEA6-Pseudogen-Loci und des
MGEAG6-Genlocus auf 14q mit Primerpaaren und Fragmentgrofen.

Locus Primerpaar Fragmentgrofle
14921 l4qfor/14qrev 2747bp
18ql1.2 18q11.2for/18ql1.2rev 1319bp
13q14.3for/13q14.3rev
13q14.3 13q14.3for_Smal/13q14.3rey Smal 3033bp
6q27 6q27for/6q27rev 2617bp
7q34for/6q23.2rev
7934 7q34for Smal/6q23.2rev_Smal 2984bp
7935 7q35for/6q23.2rev 3337bp
7q35(2) 7q35(2)for/6q23.2rev 3646bp

Die PCR-Reaktionen erfolgten wie unter 2.1.1 aufgefiihrt.
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Fiir die Amplifizierung der Teilstiicke des Upstreambereichs von 14q21 aus Tab.3a wurde
das Plasmid 14q21-19-3 (2.10.2) eingesetzt, welches das komplette 3500bp-Fragment des
14921-Locus aus der Amplifizierung (Tab.3b) enthielt und fiir den spéteren Luziferase-
Assay eingesetzt wurde.

Fiir die in Tab.3b aufgefiihrten Fragmente wurde als Template genomische DNA verwendet.
Es handelt sich um die 5 -flankierenden Sequenzbereiche 3500bp upstream der Genloci.
(Fiir die Fragmente 7q34 und 13q14.3 wurden zweite PCR-Reaktionen auf die im pGEM-T
Easy Vektor enthaltenen Fragmente durchgefiihrt. Die Primer enthielten Smal-Schnittstellen
(sieche Tab.3b). Die erhaltenen Fragmente wurden mit Smal verdaut und fiir die Ligation mit
pGL3-Basic eingesetzt.). Die PCR-Produkte wurden in 1%-Agarosegelen aufgetrennt, die

korrekten Fragmente ausgeschnitten und wie unter 2.4.2 beschrieben aus dem Gel reisoliert.

Ligation mit dem Vektor pGEM®-T Easy/Transformation in E.coli DH5a

Die reisolierten Fragmente wurden mit dem Vektor pPGEM®-T Easy (Promega) ligiert und in
kompetente E.coli DH5a-Zellen transformiert, wie unter 2.5.1 und 2.5.2 beschrieben. Mit
Hilfe der Blau-Weill-Screenings wurden rekombinante, weifle Kolonien in Kultur
genommen und die Plasmide isoliert (2.5.3). Alle isolierten Plasmide wurden einem
Restriktionsverdau unterzogen, um anhand der Grofe das Vorhandensein des korrekten
Fragments zu bestimmen. Die Wahl des oder der Restriktionsenzyme richtete sich nach der
Seuquenz des zu charakterisierenden Inserts. Plasmide mit Fragmenten der richtigen Grof3e
wurden sequenziert (2.3) und mit der Genome Browser Datenbank abgeglichen, um die

korrekte Sequenz genau bestimmen zu konnen und fehlerhafte Sequenzen auszuschlieBBen.

Klonierung in den Vektor pGL3-Basic

Die Plasmide mit korrektem Insert wurden einem Restriktionsverdau mit den Enzymen Not/
und Nael unterzogen. Hierdurch wurden die Fragmente an den Not/-Schnittstellen der MCS
des Vektors herausgeschnitten und der pGEM-Vektor zusétzlich mittels Nael in ein 308bp-
und ein 2707bp-groBes Stiick zerschnitten, um Inserts und Vektor besser voneinander
unterscheiden zu konnen. Die Restriktionsverdaue wurden wie unter 2.5.5 beschrieben

angesetzt.
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Auffillen der Schnittstellen mit Pfu-Polymerase:

Die Sticky-Ends der Fragmente nach dem Restriktionsverdau wurden vor der Ligation mit

dem pGL3-Basic Vektor durch Einbau von dNTPs aufgefiillt und somit Blunt-Ends erzeugt.

Ansatz (20ul):
1,0pg Insert

2,0ul PfuTurbo®-DNA-Polymerase (2,5U/pul; Stratagene)
2,0ul Pfu-DNA-Polymerase-Puffer (10x; Stratagene)
2,0ul dNTPs

xpl HyOgq

— 30min Inkubation bei 72°C, anschlie3end sofort auf Eis.

Die Proben wurden nach dem Auffiillen der Sticky-Ends mit dem PCR-Purification-Kit von
QIAGEN nach Herstellerangaben aufgereinigt, bevor die Ligation mit dem pGL3-Basic-
Vektor erfolgte. Die Fragmente wurden anschlieBend in den Vektor pGL3-Basic kloniert.

Dieser wurde mit Smal verdaut:

Ansatz (20ul):
2,0pg Vektor pGL3-Basic

1,0ul Smal
4,0ul Puffer
xpl HyOgyq
— Inkubation bei 25°C ii. N.

Dephosphorylierung des Vektors mit Shrimp Alkaline Phosphatase (Roche):

Ansatz (20ul):
1,0ng Vektor pGL3-Basic

4,0u1 SAP (1U/pl; Roche)
4,0u1 SAP Puffer (10x)
xul HyOgq
— Inkubation fiir 1h bei 37°C und anschlieBend fiir 10min bei 65°C zur

Inaktivierung des Enzyms.
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Ligation:
Ansatz (20ul):
(Verhéltnis Insert/Vektor: 3:1)

100ng Vektor pGL3-Basic (geschnitten und dephosphoryliert)
xul Insert
1,0ul 74-Ligase
10ul Ligationspuffer (2x)
xul HyOgq

Zusatzlich wurde ein Kontrolle, die nur den pGL3-Vektor enthielt, angesetzt. Die Ansétze
wurden bei 4°C 1. N. ligiert. Die Transformation der E.coli DHS erfolgte wie bereits
beschrieben. Die Sequenzen und die Orientierungen in sense und in frame wurden mittels

Sequenzierung iiberpriift.

2.10.2 Transfektion in TERA-Zellen und Herstellung von Zelllysaten

Aussaat der TERA-Zellen in 12-Well-Platten

TERA-Zellen (Teratokarzinom-Zelllinie TERA-1) wurden wie unter 2.9.1.3 beschrieben
kultiviert und in einer Konfluenz von 50% in die 12-Wells ausgesdt. Das Gesamtvolumen
pro Well betrug 1ml Medium, in welches 1,5x 10° Zellen ausgesit wurden. Die Zelldichte
der TERA-Zellsuspension wurde zuvor in einer Medium/Trypanblau-Verdiinnung mittels

einer Zahlkammer bestimmt. Bis zur Transfektion wurden die Zellen 48h wachsen gelassen.

Transfektion

Die Transfektion der TERA-Zellen erfolgte unter Verwendung des FuGENE® 6
Transfection Reagent (Roche). Die Transfektionsansdtze wurden in serumfreiem Medium
Optimem 1 (GIBCO) verdiinnt. Es wurden Vierfach-Ansitze fiir jedes zu transfizierende
Plasmid hergestellt.

Die Transfektionsansitze enthielten jeweils einen rekombinanten pGL3-Basic Vektor mit

dem jeweiligen Fremdgen, sowie den Normalisierungsvektor pPCMV-f3 (2.15.8).
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Bei den verwendeten rekombinanten Plasmiden handelte es sich um die Konstrukte:
l4qfor Kpnl/l4qrev_Bglll — entspr. 14921 (for/rev) Klon 19.3
l4qfor Kpnl/14qrev3_Bglll — entspr. for/rev3 Klone 1 und 2
l4qfor3 Kpnl/14qrev3 Bglll — entspr. for3/rev3 Klone 1 und 2
l4qfor4 Kpnl/14qrev_Bglll — entspr. for4/rev Klone 1 und 4
14qgfor5 Kpnl/14qrev_Bglll — entspr. for5/rev Klone 1 und 2
18q11.2 Klon 1.6
6927 Klon 4.4
13q14.3 Klon 1.2 und 13q14.3 Klon 1.10
7q34 Klon 1.2
7q35 Klon 1.17
7935(2) Klon 3.4 und 7q35(2) Klon 3.11

Transfektionsansatz fiir ein 12-Well:

Ratio: FuGENE Reagent : Plasmid — 3:1

100pul Optimem in Reaktionsgefa3 vorlegen

2,2ul FuGENE Reagent direkt in Medium pipettieren
— Smin Inkubation

750pg Plasmid (= 500pg pGL3 + 250pug pCMV-B) zugeben
— vorsichtig mischen

— 1h Inkubation

Das Medium der Zellen in den Wells wurde wihrend der Inkubationszeit gewechselt. Nach
der Inkubation wurde der Transfektionsansatz in das Medium des jeweiligen Wells gegeben.
Die Inkubation erfolgte fiir 48h bei 37°C in 5% CO,-Atmosphdre in einem
Zellkulturschrank.

Herstellung der Zelllysate

Die Zelllysate wurden unter Verwendung des Reporter Lysis Puffers (RLB; Promega)
hergestellt. Der RLB-Puffer ermdglicht die Durchfiihrung von B-Galaktosidase-, Luziferase-
und Chloramphenicol Acetyltransferase-Assays aus den selben Zelllysaten, die mit

Vektoren, welche diese Gene beinhalten, co-transfiziert wurden. Der 5x RLB-Puffer wurde
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mit Wasser zu 1x Puffer verdiinnt. Die Zellen in den Wells wurden durch dreimaliges
Waschen mit 1x PBS von Medium befreit. Das PBS wurde entfernt und pro Well 200ul
RLB zugegeben und fiir 15min bei RT inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch
mehrmaliges Einfrieren der Zellen in den Platten bei —70°C und anschlieBendes auftauen im
Wasserbad. Danach wurden die Zelllysate in Reaktionsgefaf3e liberfiihrt und auf Eis gestellt.
Jede Probe wurde 15s gevortext und anschlieBend fiir 2min bei 13.000rpm und 4°C
abzentrifugiert. Die Uberstinde wurden in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und die Lysate

bei —70°C autbewahrt oder sofort gemessen.

2.10.3 Luziferase-Assay

B-Galaktosidase-Assay zur Normalisierung der Messwerte

Die Messung der [-Galaktosidase-Aktivitdit dient zur internen Kontrolle der
Transfektionseffizienz der Zellen. Die Transkription des lacZ-Gens fiihrt zur Expression der
-Galaktosidase. Diese ldsst sich als Reporterenzym schnell und direkt im
chemilumineszenten Assay von Zelllysaten nachweisen. Die endogene [B-Galaktosidase-
Aktivitdt der Zellen muss mit den Messwerten abgeglichen werden.

Der Assay wurde in 96-Well-Platten durchgefiihrt. Hierfiir wird der Assay 2x-Puffer
benoétigt. Dieser enthdlt das farblose Substrat O-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid
(ONPQG), welches durch das Enzym B-Galaktosidase in gelbes O-Nitrophenol hydrolysiert
wird. Die Reaktion wird durch Natriumcarbonat gestoppt und die Absorption bei 420nm

gemessen. Fiir alle Zelllysate wurden Vierfach-Ansitze in 96-Well-Platten gemessen.

Assay 2x-Puffer:
200mM Na-Phosphat-Puftfer (pH 7.3)
8mM MgCl,

100mM B-Mercaptoethanol
1,33mg/ml ONPG (O-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid)
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Durchfiihrung:
50ul eines 1:2 mit 1x RLB verdiinnten Zelllysats wurden pro 96-Well vorgelegt

50ul eiskalter Assay 2x-Puffer wurden zugegeben und gemischt
Inkubation fiir 30min bei 37°C
(— die Proben verfarben sich gelb)
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 150ul 1M Natriumcarbonat
mischen der Proben
— Blasenbildung muss vermieden werden, um die Messung nicht zu verfélschen
— die Absorption wurde bei 420nm in einem Plate-Reader (Automated Microplate

Reader; BioTek Instruments Inc. ELX 800) gemessen

Zum Abgleich des Backgrounds wurden mit Wasser transfizierte Zellen als

Negativkontrollen gemessen.

Standardkurve fiir 96-Well-Plate-Assay

Es wurde eine Verdiinnungsreihe von B-Galaktosidase in 1x RLB hergestellt Aus der
Stocklosung (Konz. 10mU/ul ) wurden jeweils 50ul Standard verdiinnt und in einer 96-
Well-Platte weiterbehandelt, wie zuvor fiir die Zelllysate beschrieben. Die Reihe enthielt die
Werte fiir 0x10™ U, 1x107 U, 2x10° U, 3x10” U, 4x10~ U und 5x10” U B-Galaktosidase.
Die Absorption bei 420nm wurde in einer Standardkurve gegen die P-Galaktosidase-

Konzentration aufgetragen und ein linearer Verlauf erhalten.

Luziferase-Messung

In ein Messrohrchen wurden 50ul Luziferasesubstrat Luziferin vorgelegt. (Es muss darauf
geachtet werden hohen Lichteinfall zu vermeiden, damit das Substrat nicht zerfillt.) Kurz
vor der Messung wurden 10ul Zelllysat in das Rohrchen zum Luziferin gegeben. Die
Umsetzung von Luziferin zu Oxiluziferin unter Lichtemission wurde in einem Luminometer
(Lumat LB 9507; Berthold Technologies) gemessen. Jeder Messzyklus erfolgte fiir 10s. Fiir
alle Zelllysate wurden Vierfach-Ansdtze gemessen und der Mittelwert gebildet. Die

Messwerte wurden gegen die Werte aus dem B-Galaktosidase-Assay normalisiert.
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2.11 Baculovirus-Expressionssystem

Mit dem Bac-N-Blue Transfection Kit von Invitrogen wurde der ORF des MGEA6-Gens
(Meningeom Exprimiertes Antigen 6; NM_ 005930, NP_005921) in drei Bereiche unterteilt
in Baculoviren kloniert und exprimiert. Die Proteinregionen des Aminoterminus und des
Carboxyterminus wurden schon in Vorarbeiten wéhrend meiner Diplomarbeit exprimiert
und nachgewiesen. Im Folgenden wurden diese Arbeiten durch Klonierung, Expression und
Detektion der internen Proteinregion vervollstindigt und anschlieBend die
Antikorperbindung der Proteine durch Meningeompatientenseren {iiberpriift. Bei der
Expression der Proteine mit dem hier verwendeten Vektor pBlueBacHis2A entstehen
Fusionsproteine, die einen aminoterminalen His-Tag (Polyhistidin-Anhang) enthalten. Der
Nachweis der Proteine erfolgte im Western-Blot mittels Anti-His-Antikorper, der an die

histidinreiche Region der Fusionsproteine bindet (2.8 und 2.15.4).

Das Baculovirus-Expressionssystem ist ein eukaryotisches, helferunabhidngiges
Expressionssystem, welches die Expression eines Fremdgens in Insektenzellen iiber
rekombinante Baculoviren ermoglicht. Das Autographa californica multiple nuclear
polyhedrosis virus (AcMNPYV) ist der Prototyp der Viren der Familie Baculoviridae. Das
AcMNPV-Genom besteht aus einer 129kb groBlen, zirkuldren, doppelstringigen DNA, die
relativ groBe Fragmente an Fremd-DNA aufnehmen kann. Das zu exprimierende Fremdgen
wird dabei in den sog. Polyhedrin-Locus (PH) eingebracht, der unter der Kontrolle eines
starken Promotors steht. Die Inaktivierung des Polyhedrin-Gens flihrt dazu, dass das Virus
nicht mehr in der Lage ist, Einschlusspartikel, sog. Polyhedra, zu bilden. Man spricht von
,occlusion negative* (occ’) Viren. Da das Virusgenom auf Grund seiner GréBe nicht
handhabbar ist, wird das Fremdgen zunichst in einen Transfervektor eingebracht. Durch
homologe Rekombination des Transfervektors mit der Virus-DNA wird das Gen in das
Virus-Genom integriert (Abb.1). Die Proteinexpression (s. u.) erfolgte in Insektenzellen

Spodoptera frugiperda der Linie SF158 (2.9.1.1).
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Circular Bac-N-Blue ™ DNA
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ral ®
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Linearized Bac-N-Blue ™" DNA
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i P1629

ORFB03 ' GOI

Generic Baculovirus Transfer Vector

¢ Recombination

Recombinant AcMNPV DNA
P03 PETL PpH P1629

Gene of Interest LIELFE]

Abb.1: Allgemeine Darstellung der homologen Rekombination zwischen der Bac-N-Blue DNA und dem
Baculovirus Transfervektor.

Um eine lineare DNA zu erhalten, wird diese dreifach geschnitten und der C-terminale Teil der ORF1629-
Sequenz entfernt. Hierdurch ergibt sich eine erhdhte Ausbeute an rekombinantem Virus, welches bei

der Kotransfektion entsteht (GOI: gene of interest).

2.11.1 Klonierung des Fremdgens in den Transfervektor pBlueBacHis2A und

Transformation von pBlueBacHis2A in kompetente E.coli DH5a

Die Fragmente des MGEA6-ORF zur Klonierung wurde mit dem Expand High Fidelity
PCR System von Roche hergestellt. Alle Primer fiir die PCR sind unter 2.15.7 aufgefiihrt.

PCR-Ansatz:
Sul Plasmid (ca. 0,5ng/pl)
2,5ul forward-Primer (10uM)
2,5ul reverse-Primer (10uM)
0,3ul ANTP-Mix (20mM je dNTP; Roche)
5ul 10x Puffer Expand HF (15mM MgCl,)
0,75ul Enzym-Mix High Fidelity (3,5x10° U/ml)
33,95ul H,O
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PCR-Programm:

2min 94°C

[15sec 94°C

30sec 60°C

Imin 72°C]x10 Wiederholungen
[15sec 94°C

30sec 60°C

Imin 72°C

+5sec/Zyklus] 17 wiederholungen

7min 72°C

Der Vektor pBlueBacHis2A und die mittels PCR hergestellten, und mit den gleichen
Enzymen wie der Vektor verdauten Inserts, wurden zur Kontrolle im Agarosegel

charakterisiert und die Banden der Fragmente aus dem Gel reisoliert (2.4.1 und 2.4.2).

Restriktionsverdau-Ansatz (20ul):
xul Vektor (409ng/ul) bzw. Insert
Iul BamHI(10U/pl)
Iul EcoRI(10U/ul)
2ul EcoR I Puffer (10x)
2ul BSA (Img/ml)
12ul H,O

AnschlieBend erfolgte die Ligation der Inserts mit dem Vektor unter Standardbedingungen.

Ligationsansatz:

5ul Ligationspuffer (2x)
Lul Ligase (1U/ul)
4ul Vektor + Insert

(Konz. Vektor: ca. 0,5ng/ul; Konz. Insert: ca. 8ng/ul — Verhéltnis: 3:1)

Die Transformation in kompetente E.coli DHS5o Zellen erfolgte nach der unter 2.5.2
beschriebenen Methode. Es wurde 1ul des Ligationansatzes eingesetzt. Rekombinante

Klone wurden angeimpft und Plasmide mittels Mini-Kit von QIAGEN isoliert (2.5.3). Zur
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Uberpriifung der korrekten Inserts wurden mehrere Klone sequenziert. Ein korrektes
Plasmid, welches das richtige Insert enthielt, wurde fiir die Transfektion mit dem Bac-N-
Blue Kit von Invitrogen verwendet. Hierfiir wurden die Plasmide mit dem PCR Purification

Kit von Quiagen gemill dem Protokoll aufgereinigt (Transfektion s. u.).

2.11.2 Transfektion von SF158 Zellen

Zur Transfektion wurde der Bac-N-Blue Transfection Kit (Version K) von Invitrogen nach
Herstellerangaben verwendet. SF158 Zellen wurden mit dem Fremdgen-tragenden
Transfervektor und mit der dreifach linearisierten AcMNPV-DNA (Bac-N-Blue DNA,
Invitrogen) unter Verwendung von Cellfectin® co-transfiziert. Die DNA wird dabei ionisch
an die Oberflache von Liposomen gebunden (cationic liposome mediated transfection) und
nach Fusion der Liposomen mit der Zellmembran in die Zelle aufgenommen. Durch
homologe Rekombination des Transfervektors und der Virus-DNA kommt es zur
Ausbildung rekombinanter viraler DNA (vgl. oben). Durch den 5°-Anteil des /acZ-Gens im
Transfervektor kommt es nach korrekter Rekombination mit der Bac-N-Blue DNA, die den
3'-Anteil enthilt, zur Bildung blauer, rekombinanter Plaques bei Verwendung von X-Gal-

haltigem Medium.

Etwa 2x10° SF158 Zellen, die sich in der logarithmischen Phase befanden, wurden in
TC100-Zellkulturmedium complete (enthdlt 10% Fotales Kéilberserum (FKS) und
Penicillin/Streptomycinin, 50.000U) in 60mm Platten ausgesdt (50-70% konfluent) und
15min anhaften gelassen. Die Zellen sollten erst nach Ausbildung eines Monolayers, das

heif3t eines einschichtigen Zellrasens, weiterbehandelt werden.

zu 10pl (0,5ug) Bac-N-Blue DNA™ wurden hinzugegeben:
4ul Transferplasmid rekombinant (1pg/pl)
Iml TC100 Medium (ohne FKS und Pen./Strep.)
20pl Cellfectin® Reagent

Wihrend der 15-miniitigen Inkubation des Ansatzes bei RT wurden die Zellen mit frischem
Medium gewaschen, anschlieBend das Medium komplett entfernt und der Transfektions-
Ansatz auf die Zellen gegeben. Die Platten wurden 4h bei RT auf einem Seitwirtsschiittler
inkubiert. Danach wurde Iml Medium complete zugegeben und die Platten fiir 72h bei 27°C
inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurden 2ml der Zelllosung von jeder Platte abgenommen und als
Virusstock bei 4°C aufbewahrt. Zur Aufreinigung des rekombinanten Virus wurde

anschlieBend ein Plaque-Assay durchgefiihrt.

2.11.3 Aufreinigung des rekombinanten Virus (Plaque-Assay)

Um eine mdglichst hohe Ausbeute bei der Expression des Fremdgens zu erzielen, ist es
notwendig, nach der Co-Transfektion rekombinantes Virus zu isolieren und spezifisch
anzureichern. Hierzu wird ein sogenannter Plaque-Assay durchgefiihrt. Der verwendete
Vektor pBlueBacHis2A bietet die Moglichkeit, Plaques rekombinanter Viren neben ihrer
verdnderten Morphologie (occ-) zusitzlich durch Blau-Weil-Screening zu identifizieren.
Nur rekombinante Viren besitzen ein intaktes LacZ-Gen und kdnnen daher als blaue Plaques

in X-Gal-haltigem Medium nachgewiesen werden (Abb.2).

SF158 Zellen wurden in 100mm Platten bis zu 50% Konfluenz ausgesit. Die Insektenzellen
wurden dann mit Verdiinnungen des Virusstocks (10710 fiir 1h inkubiert. Nach der
Infektion wurde das Medium vollstindig abgenommen und mit einem X-Gal-haltigen
Medium-Agarose Gemische (10ml) iiberschichtet. Dafiir wurden 5ml 2,5%ige, fliissige
(47°C) ,,Low-Melting“-Agarose mit Sml 47°C warmem Medium (50mg/ml X-Gal)
gemischt und vorsichtig auf die Platte gegeben. Die Platten wurden in einer feuchten

Kammer bei 27°C fiir ca. 5-6 Tage inkubiert, bis blaue Plaques sichtbar waren.

Abb.2: Plaque-Assay.
Blaue Viren-Plaques =zeigen durch Vermehrung rekombinanter Baculoviren lysierte Zellen auf der

Agarosefldche an.
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Blaue Plaques wurden mit einer sterilen Pasteurpipette gepickt und zur Amplifikation des
potentiell rekombinanten Virus verwendet. Dazu wurden SF158 Zellen in Zwolf-Loch-
Platten gesplittet (ca. 5x10° Zellen in log-Phase) und in 2,5ml supplementiertem Medium
mit je 1 Plaque infiziert. Zusétzlich zu den rekombinanten Plaques wurden nicht-
rekombinante Plaques (occ+, farblos) als Kontrollen isoliert. Nach 6 Tagen wurden 750ul
virushaltiger Uberstand zur Isolierung von Virus-DNA abgenommen. Nach 7 Tagen
(komplette Lyse der Zellen) wurde das Medium abgenommen und bei 4°C als P1-Virus-

Stock aufbewahrt.

2.11.4 Isolierung viraler DNA

750ul Virus-Uberstand wurden abgenommen und Zelltriimmer bei 5.000rpm 3min
pelletiert. Der Uberstand wurde mit 750ul 20% (w/v) PEG8000 in 1M NaCl (4°C) gemischt
und 30min bei RT inkubiert. Die viralen Partikel wurden durch 10min Zentrifugation bei
13.500rpm und RT pelletiert und das Pellet in 100ul sterilem H,Og4q resuspendiert. Nach
Zugabe von 10ul Proteinase K (10ng/ul) wurde der Ansatz 1h bei 50°C inkubiert. Hierdurch
werden die Viruspartikel lysiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 1V Phenol:Chloroform
(1:1) und 5Smin Zentrifugation bei 13.500rpm extrahiert. Die DNA-haltige obere Phase
wurde abgenommen und die DNA durch Zugabe von 1/10V 3M Natriumacetat (pH 5.2),
Sul Glykogen und 2V 100% Ethanol und Inkubation bei —20°C fiir 1h gefdllt. Die Virus-
DNA wurde anschlieBend pelletiert (15min, 13.500rpm, 4°C), das Pellet in 70% Ethanol
gewaschen und nach dem Trocknen in 10ul sterilem H,Og4q4 resuspendiert und anschlieSend

fiir die PCR eingesetzt.

2.11.5 PCR-Analyse von rekombinantem Virus

Zur Uberpriifung rekombinanter Viren wurde eine PCR mit isolierter Virus-DNA
durchgefiihrt. Die Primer wurden so gewihlt, dass sie den Polyhedrin-Locus flankierend
binden (2.15.7; BacuPCR forward und BacuPCR reverse). Bei nicht-rekombinanter Virus-
DNA wird mit diesen Primern ein 839bp Fragment (Polyhedrin-Gen) amplifiziert. Die PCR
wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt und die Produkte im Agarosegel liberpriift.

Die Annealing-Temperatur der Primer betrug 55°C.



Material und Methoden 50

2.11.6 Herstellung eines hochtitrigen Virus-Stocks (P2)

Nach Identifizierung rekombinanter Viren wurde der P1-Virus-Stock zur Generierung eines
hochtitrigen Virus-Stock P2 verwendet. Dazu wurden SF158 Zellen in 25cm’
Zellkulturflaschen gesplittet (ca. 2x10%ml Zellen in log-Phase) und mit 100ul P1-Virus-
Stock infiziert. Die Flaschen wurden bei 27°C fiir 5 Tage inkubiert, bis ca. 90% der Zellen
lysiert waren. Das die Viren enthaltende Medium wurde anschlieBend abgenommen und
Zelltrimmer bei 3000rpm 15min pelletiert. Der Uberstand (P2-Stock) wurde bei 4°C
aufbewahrt (oder Aliquots mit DMSO bei —70°C eingefroren).

2.11.7 Expression von rekombinantem Protein

Zur Expression von rekombinanten Proteinen der Teilbereiche wurde zunéchst die optimale
Expressionsdauer ermittelt. SF158 Zellen wurden in 25cm?* Zellkulturflaschen gesplittet (ca.
2x10%ml Zellen in log-Phase) und mit Iml P2-Virus-Stock infiziert. Die Zellen wurden bei
27°C inkubiert und 24, 48 bzw. 72h nach Infektion geerntet. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (15min, 3000rpm) pelletiert, einmal mit kaltem PBS gewaschen und sofort
beir —70°C gelagert. Nach der Lyse der Zellen (2.11.8) wurde die Protein-Expression im
Western-Blot iiberpriift. Der Nachweis der Proteine erfolgte mittels Anti-His-Antikorper,
der an die histidinreiche Region der Fusionsproteine bindet (2.8 und 2.15.4).

Die stirkste Proteinexpression erfolgte nach 48h.

2.11.8 Herstellung von Proteinlysaten Baculovirus-infizierter Insektenzellen

Das Zellpellet wurde in speziellem Lysispuffer resuspendiert (100ul Lysispuffer pro ml
Zellkultur). Nach 60min Inkubation auf Eis wurde der Zelldebris durch Zentrifugation
(20min, 13500rpm, 4°C) pelletiert. Der Uberstand wurde mit denaturierendem Probenpuffer
(Roti-Load, Roth) gemischt und im Western-Blot analysiert.
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Lysispuffer: 3,2ml 50mM Natriumphosphat (pH 7.0)
160ul SM NaCl
160u1 NP-40 (Nonidet)
3,68ml H,O
— vortexen, sterilfiltrieren, 10min bei 3000rpm abzentrifugieren

- + 800u1 Protease-Inhibitor Mini (Complete Mini, EDTA-free; Roche)

2.11.9 Proteinaufreinigung iiber Ni-NTA-Agarose (Immobilized-metal affinity
chromatography: IMAC)

Zur Aufreinigung von Protein wurden Proteinlysate mit Lysispuffer wie unter 2.11.8
beschrieben hergestellt. Nach der Abzentrifugation des Zellschrotts wurden die Uberstéinde
der Zelllysate auf Eis weiterbehandelt. Die Proteinaufreinigung der im Baculovirus-System
hergestellten rekombinanten Proteine erfolgte mittels Ni-NTA-Agarose (Nickel-
Nitrilotriacetic Acid und Sepharose; QIAGENE). Es handelt sich um eine Metallionen-
Affinitats-Chromatographie-Matrix fiir Biomolekiile, die einen sechsfachen Histidin-Tag
(Polyhistidin-Anhang) aufweisen (Immobilized-metal affinity chromatography: IMAC). Bei
der Expression der Proteine mit dem Vektor pBlueBacHis2A entstehen Fusionsproteine, die

einen aminoterminalen 6x-His-Tag aufweisen.

Protokoll:
Ni-NTA-Agarose wurde mit 1x PBS gewaschen und 5min bei 3000rpm und 4°C
abzentrifugiert
zu 1ml Lysat wurden 50ul Ni-NTA-Agarose gegeben und die Proben fiir 2h sehr
langsam bei 4°C auf einem Uberkopfrotator inkubiert
die Proben wurden in Spin-Coloumns tiberfiihrt und die Agarose abzentrifugiert
(— Durchfluss fiir die Western-Blot-Analyse aufbewahrt)
die an den Membranen der Spin-Coloumns abzentrifugierte Agarose wurde zweimal
mit jeweils 800ul Waschpuffer gewaschen
(— Durchfliisse Wash1l und Wash?2 fiir die Western-Blot-Analyse aufbewahrt)
die FElution der Proteine erfolgte viermal nacheinander mit jeweils 100ul
Elutionspuffer; die Eluate wurden in separaten Probengefia3en aufgefangen

(— Durchfliisse Elutionen 1-4)
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Lysispuffer (1 Liter): 50mM NaH2PO4 (6,9g)
300mM NaCl (17,54g)
10mM imidazole (0,68g) — mit NaOH auf pH 8.0

Waschpuffer (1 Liter): 50mM NaH2PO4 (6,9g)
300mM NacCl (17,54g)
20mM imidazole (1,36g) — mit NaOH auf pH 8.0

Elutionspuffer (1 Liter): 50mM NaH2PO4 (6,9g)
300mM NacCl (17,54g)
250mM imidazole (17g) — mit NaOH auf pH 8.0

2.12 Untersuchung des E-Cadherin/Catenin Zelladhisions-Komplexes:
Immunhistochemische Fiarbungen an Paraffingewebeschnitten von

Meningeomen

Analysen zur Regulation von MGEAG6 und zu den Proteinen -Catenin und E-Cadherin in
Meningeomen und anderen Tumoren fiihrten zur Betrachtung des WNT-Signalwegs und des
Zellddhasionskomplexes in Meningeomen. Hierzu wurde die Expression der Proteine f-
Catenin und E-Cadherin untersucht.

Es wurden Schnitte von in Paraffin eingebetteten Tumorproben von 38 Meningeomen der
verschiedenen WHO-Grade I-III (MI-MIII) und unterschiedlicher histomorphologischer
Subtypen, von zwei Adenokarzinomen (Hirnmetastasen von Kolorektalkarzinomen) und
von normalem, nicht-tumordsem arachnoidalem Gewebe als Kontrollen angefertigt und auf
silanisierten Objekttragern fixiert. Die Tumorproben wurden mit Einverstindnis der
Patieneten verwendet. Die 38 Patienten (35 mit primdrem Meningeom und drei mit
Rezidiven) wurden im Institut fiir Neurochirurgie der Medizinischen Fakultit des
Saarlandes operiert. (Die Gewebeproben wurden in Formalin fixiert und in Paraffin

eingebettet.)
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2.12.1 Silanisierung von Objekttrigern

Die Objekttrager wurden zuerst fiir 30min in Ethanol abs. entfettet und anschlielend fiir
Smin in 2,5% Silan/Aceton getaucht. Die beschichteten Objekttrager wurden zweimal kurz
in Aceton getaucht und anschlieend einmal in Wasser geschwenkt. Die Trocknung erfolgte

1h bei 40°C im Trockenschrank.

2.12.2 Immunhistochemische Firbung

Die Schnitte wurden in Xylen (abs.) deparaffinisiert und in einer Ethanol-Reihe (abs.; 95%;
89%; 80%; 72%; 65%; 60%; 52%) rehydriert. Endogene Peroxidaseaktivitit wurde durch
Inkubation in 1.0% H,O, fiir 10min unterdriickt. Die Schnitte wurden fiir 20min bei 700W
in Citrat-Puffer (pH 6.0; Verd. 1:10 in H,O; DAKOCytomation) in einer Mikrowelle erhitzt.
Hierdurch erfolgt eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung in den paraffineingebetteten
Gewebeschnitten. Der in 50ul PBS verdiinnte Primérantikdrper wurde auf die Schnitte
gegeben und die Objekttriager fiir 30min bei 37°C in humider Atmosphire inkubiert. Der
Sekundarantikorper war ein Biotin-markierter Rabbit-Anti-Mouse IgG  Antikorper
(DAKOCytomation) und wurde 1:300 in PBS verdiinnt eingesetzt. Die Inkubation erfolgte
fir 20min in humider Atmosphdre bei 37°C. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Streptavidin (DAKOCytomation) 1:300 verdiinnt in PBS fiir 20min wie zuvor inkubiert.
Danach folgte die Behandlung mit dem Chromogen Diaminobenzidin (DAKOCytomation)
bei einer Verdiinnung von 1:50 in dem dazugehdrigen Puffer. Die Inkubation erfolgte fiir
etwa 5Smin bei RT, bis eine Férbung der Gewebeschnitte sichtbar wurde. Es folgte die
Gegenfarbung mit Hamatoxylin (1g/l; DAKOCytomation) und darauf die Dehydrierung mit
einer Ethanol-Reihe (52%; 60%; 65%; 72%; 80%; 89%; 95%; abs.) und Xylen (100%). Die
Schnitte wurden mit Entellan (Merck, Darmstadt, Germany) eingedeckt. Zwischen jedem
Schritt erfolgte dreimaliges Spiilen der Proben mit Puffer und anschlieBend mit H>Ogq.

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop durch zwei unabhédngige Personen.

Der affinitdts-aufgereinigte monoklonale Mouse-Anti-B-Catenin Antikorper (Zymed
Laboratories, South San Francisco, USA) wurde 1:100 verdiinnt in einer Konzentration von
Sug/ml verwendet, der monoklonale Mouse-Anti-E-Cadherin Antikorper (clone G-10, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) wurde 1:50 verdiinnt in einer Konzentration von

4pg/ml eingesetzt. Die Spezifizitit der Antikdrper wurde im Wester-Blot liberpriift.
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2.13 Immunfluoreszenz

2.13.1 Fixierung von Zellen auf Glasplittchen

Sterile Glaspliattchen wurden in 60mm-Zellkulturschalen gelegt und mit Medium
iiberschichtet. Dabei muss die Unterseite der Pliattchen anhaften, damit nur die Oberseite mit
Zellen bewachsen wird. Die in Zellkulturschalen gewachsenen Zellen (2.7) wurden mit PBS
(RT) gewaschen und in einem entsprechenden Volumen Medium aufgenommen. Die Zellen
wurden zu 30-50% Konfluenz in das Medium zu den Glaspléttchen ausgesidt und wachsen
gelassen. Es muss beachtet werden, dass die Zellen nur bis zu einer Konfluenz von 90%
wachsen, um eine Uberlagerung der Zellen zu vermeiden, da sonst die
Immunfluoreszenzfiarbung beeintrachtigt wiirde.

Nach 48h wurden die Zellen auf den Glasplittchen fixiert. Je nach Versuch wurden die

Zellen entweder mit Methanol oder mit Paraformaldehyd/Triton behandelt.

Methanol-Fixierung:

— dreimaliges Waschen der Zellen mit 1x PBS um Medium zu entfernen

— Uberschichten der Zellen mit eiskaltem Methanol fiir Smin bei —20°C

— das Methanol wurde abgesaugt und verdampfen gelassen

— dreimaliges Waschen mit kaltem 1x PBS

Bis zur Fiarbung der Zellen wurden die auf den Plattchen fixierten Zellen mit 1x PBS

uberschichtet im Kiihlschrank aufbewahrt.

Paraformaldehvd-Fixierung/Permeabilisierung mit 0,25% Triton-X100 :

— dreimaliges Waschen der Zellen mit 1x PBS um Medium zu entfernen

— Uberschichten der Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fiir Smin bei RT

— dreimaliges Waschen mit kaltem 1x PBS

— Uberschichten der Zellen mit 0,25% Triton-X100 in PBS fiir Smin bei RT zur
Permeabilisierung

— dreimaliges Waschen mit kaltem 1x PBS

Bis zur Farbung der Zellen wurden die auf den Plattchen fixierten Zellen mit 1x PBS

uberschichtet im Kihlschrank aufbewahrt.
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2.13.2 Fluoreszenzfirbung

Die Glaspléttchen mit den fixierten Zellen wurden erst kurz vor der Firbung aus dem
Kiihlschrank und aus dem Puffer genommen. Alle Inkubationsschritte erfolgten in einer
feuchten Kammer, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. 50ul Blockinglésung
wurden (PBS/5% BSA) als Tropfen auf die Zellen gegeben und 20min bei RT inkubiert. Die
verwendeten Primérantikérper wurden in PBS/3% BSA verdiinnt, die Zellen mit 50ul
Primérantikorperverdiinnung tliberschichtet und 1h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden
die Plattchen dreimal 10min mit PBS gewaschen. Danach folgte die Inkubation mit dem
jeweiligen Sekundérantikorper, der in PBS/3% BSA verdiinnt wurde. Die Inkubation
erfolgte fiir 40min bei RT. Danach folgte dreimal 10min Waschen mit 1x PBS.
AnschlieBend wurde eine Anfarbung der Zellkerne mit DAPI (4°,6-Diamidino-2-
phenylindol-Dihydrochlorid, AppliChem) durchgefiihrt. Diese erfolgte 5min mit einer
Konzentration von 1pg/ml DAPI in PBS. Nach dreimaligem Waschen wurden die Pléttchen
mit VectaShield Mounting Medium (Vector Laboratories) eingedeckt, auf Objekttrigern
fixiert und die Proben bis zur Auswertung am Fluoreszenz-Mikroskop (Axioplan, ZEISS)
bei +4°C aufbewahrt.

2.14 Analyse der Proteininteraktion von MGEA6 mit den Proteinen
BAIAP2, KIBRA und SPTANI1 mittels Co-Immunprazipitation

Die Proteininteraktion von MGEA6 mit anderen Proteinen wurde mittels Co-
Immunprézipitation untersucht. Bei den als Bindungspartner analysierten Proteinen handelte
es sich um drei Proteine, welche in einem Yeast-Two-Hybrid-Screening (durchgefiihrt von
Fr. Dr. N. Comtesse) mehrmals positiv flir eine Interaktion mit MGEA6 gefunden wurden.
Bei dem Vektor fiir das Yeast-Two-Hybrid-Screening handelte es sich um pGBKT?7
(2.15.8).
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Die Analyse erfolgte fiir folgende Proteine:
= BAIAP2 (Homo Sapiens BAI1 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1-) Associated
Binding Protein 2, Transcript Variant 1; NP_059344: 521As; NM_017450)
= KIBRA (Homo Sapiens WW and C2 Domain Containing 1 (WWC1); NP_056053:
1113 As; NM_015238)
= SPTANI (Homo Sapiens Spectrin alpha, Alpha-Fodrin, non-erytrocytic 1;
NP_003118: 2472 As; NM_003127)

2.14.1 Amplifikation und Klonierung der Fremdgene in die Expressionsvektoren

p3xFLAG-CMV-10 und -14

PCR-Amplifikation

Die Sequenzen fiir die Expression wurden mit dem Expand High Fidelity PCR-System
(Roche) bzw. mit dem TripleMaster™PCR-System (Eppendorf) amplifiziert. Beide Systeme
enthalten Proofreading-Polymerasen. Die Primer enthalten  Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme, iiber die die Sequenzen in den jeweiligen Vektor einkloniert wurden
(Tab.4 und 2.15.7). Fiir die Amplifizierung der Sequenzen BAIAP2, KIBRA und SPTANI
wurden die entsprechenden Klone aus dem Yeast-Two-Hybrid-Screening als Template

verwendet.

Tab.4: Sequenzen zur Klonierung in die FLAG-Vektoren p3xFLAG-CMV-10 und —14.
Sequenzname, NM_ und NP _Nummer, Template-Plasmid, umfasster Sequenzbereich in der cDNA,

Primerpaare und FragmentgroBen, sowie Proteingrdfen der exprimierten Proteine.

Sequenz NP-und |Plasmid- Primerpaar Sequenz- | Fragment- | Molekular-
q NM-Nr. Klon P bereich grofle gewicht
kompl.
NP 059344:
BAIAP2 (§ZIAS) 522 BAIAP2for EcoRIl/ cDNA- 1566bp 64,1kDa
NM 017450 BAIAP2rev_BamHI Sequenz
- (As 1-521)
KIBRA471 Notlforl0/ | .
NP_056053: KIBRA47-1_Xbalrev10
KIBRA (1113 As) 47-1 3408bp 738bp 33,5kDa
NM 015238 KIBRA47-1 Notlfortd/ | 33 f§)9 -
KIBRA47-1 Xbalrevl4
6076—
NP_003118: .
SPTAN1 (2172 As) 6-4 Spectrin6-4 Notlfor14/ 7521bp 1446bp 62,3kDa
NM 003127 Spectrin6-4 Xbalrevl4 | (As 1992-
- 2472)
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Die PCR-Produkte wurden in 1%-Agarosegelen aufgetrennt, die korrekten Fragmente

ausgeschnitten und aus dem Gel reisoliert.

Ligation mit dem FLAG-Vektor und Transformation

Die KIBRA-Sequenz wurde in beide FLAG-Vektoren eingebracht (2.15.8), um Proteine zu
exprimieren, die einmal mit einem aminoterminalen-FLAG-Tag (p3xFLAG-CMV-10) und
einmal mit einem carboxyterminalen-FLAG-Tag (p3xFLAG-CMV-14) analysiert werden
konnen. Die Sequenz BAIAP2 konnte nur erfolgreich in den Vektor p3xFLAG-CMV-10
und die Sequenz SPTANI in den Vektor p3xFLAG-CMV-14 kloniert werden.

Die reisolierten Fragmente wurden einem Doppelverdau mit Restriktionsenzymen
unterzogen (2.5.5). Es handelte sich jeweils um die Restriktionsenzyme, fiir welche
Schnittstellen in die Primer fiir die Amplifizierung eingebaut wurden. Die Vektoren wurde
mit EcoRl/BamHI bzw. mit Notl/Xbal doppelverdaut und dephosphoryliert (2.10.1). Die
Fragmente und Vektoren wurden mittels PCR-Purification-Kit von QIAGEN nach
Herstellerangaben aufgereinigt.

Die Ligation erfolgte mittels Rapid DNA-Ligation Kit. Ligation und Transformation wurden
wie beschrieben durchgefiihrt (2.5.1 und 2.5.2).

Plasmide wurden nach 2.5.3 isoliert und mittels Restriktionsverdau charakterisiert. Die
Wahl der Restriktionsenzyme richtete sich nach der Seuquenz des zu charakterisierenden
Inserts. Plasmide mit Fragmenten der richtigen Grof3e wurden sequenziert (2.3) und mit der

Genome Browser Datenbank abgeglichen.

2.14.2 Klonierung des MGEAG6-HA-Fusionskonstrukts in den Expressionsvektor
pSGS

PCR-Amplifikation

Die MGEA6-cDNA-Sequenz (cTAGE-5C; Referenzsequenz: NM 005930, NP 005921:
804As) wurde ohne den Bereich, der die Transmembrandomine des Proteins codiert, mittels

Expand High Fidelity PCR-System (Roche) amplifiziert. Als Template diente das Plasmid
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pGBKT7-MGEA6-Klon 3 aus dem Yeast-Two-Hybrid-Screening. Der Sequenzbereich
umfasst die Basen 504-2784 der Referenzsequenz.

Als Primer wurden spezielle Konstrukte verwendet, in welche die Sequenz fiir einen HA-
Tag eingefiigt wurde, sodass Fusionssequenzen aus HA-Tag und MGEAG6-Sequenz erhalten
wurden. Es wurden zwei verschiedene Fragmente erzeugt, die zum einen einen
aminoterminalen, zum anderen einen carboxyterminalen HA-Tag enthielten. Die Primer
codieren Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme, {iber die die Sequenzen in den jeweiligen
Vektor einkloniert wurden. Die verwendeten Primerpaare sind in Tab.5 zusammengestellt

und die Primersequenzen unter 2.15.7 aufgefiihrt.

Tab.5: MGEA6-HA-Tag-Fragmente fiir die Klonierung in pSGS.
Sequenzname, NM_ und NP Nummer, umfasster Sequenzbereich in der cDNA, Primerpaare und

FragmentgrofBen, sowie ProteingroBen der exprimierten Proteine.

Sequenz NP- und Plasmid Primerpaar Sequenz- | Fragment- | Molekular-
q NM-Nr. |(Template) P bereich | gréBe | gewichte
HA-MGEA®6 504- 89,1kDa
(Iz-tlﬁi-rl;gt(e; r];:n[?r? _EcoRI_for/ 2784bp 2307b (Laufhohe
Tag) | NP00S92L: | opy | PGBKT7_MGEAG | (s 56- p im Gel:
& (804As) | P BamHI rev 804) 100kDa)
MGEAG- 504 89,1kDa
MGEA6-HA Klon3 |MGEA6 EcoRI_for/ § e
(carboxytermin. NM_005930 HA-MGEA6 2784bp 2307bp (Lauﬂlol'le
Tag) BamHI rev (As 56- im Gel:
- - 804) 100kDa)

Es wurde zusitzlich ein pSG5-Plasmid, das nur den HA-Tag exprimiert, konstruiert:

Der pSG5-Vektor wurde inklusive der Sequenz fiir den Tag, mittels PCR unter Verwendung
der Pfu-Polymerase in den pSG5-Vektor eingebracht. Die hierfiir verwendeten Primer sind
unter 2.15.7 aufgefiihrt. Als Template diente das Plasmid MGEA6-HA-for-pSGS5-Klon 2.
Das erhaltene Produkt hat eine Grof3e von 4,1kb.

Ansatz:

xul Plasmid (60ng)
Sul PfuTurbo Puffer (10x)
0,5ul Primer for (25uM)
0,5ul Primer rev (25uM)
0,5ul ANTP-Mix
0,5ul PfuTurbo-Polymerase

— auffiillen auf 50ul mit Hy044
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Programm: 94°C 3min
[94°C 45sec
55°C 45sec
72°C 6min 30sec] 30 wiederholungen
72°C 10min
4°C 0

Der Vektor wurde zur Kontrolle mit Dpnl verdaut, liber ein Agarosegel durch Gelextraktion

aufgereinigt und zur Religierung mittels 7-Polynukleotid Kinase (NEB) phosphoryliert.

Ty-Polynukleotid Kinase-Phosphorylierung:
39ul pSG5-HA-Vektor aus Gelextraktion
Sul PNK-Puffer (10x)
Sul ATP (10mM)
Lul Ty-Polynukleotidkinase (10U/ul; NEB)

— im Thermocycler (PTC-100; MyResearch. Inc):

— 37°C 30min
— 65°C 20min
— 8°C 00

Es folgte die Ligation mittels Rapid DNA Ligation Kit und die Transformation in
kompetente E.coli DH5a wie unter 2.5.1 und 2.5.2 beschrieben. Kolonien wurden kultiviert

und Plasmide isoliert wie unter 2.5.3 aufgefiihrt.

Ligation mit dem Vektor pSG5 und Transfektion

Um die entsprechenden Uberhiinge fiir die Ligation mit dem pSGS5-Vektor zu erhalten,
wurden die reisolierten Fragmente mit Restriktionsenzymen einem Doppelverdau
unterzogen (2.5.5). Es handelte sich jeweils um die Restriktionsenzyme EcoRI/BamHI, fiir
welche Schnittstellen in die Primer fiir die Amplifizierung eingebaut wurden. Der Vektor
pSG5 wurde ebenfalls mit den Enzymen EcoRI/BamHI doppelverdaut und somit fiir die
Ligation mit den Fragmenten geschnitten. Die Fragmente und Vektoren wurden mittels

PCR-Purification-Kit von QIAGEN nach Herstellerangaben aufgereinigt.
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Die Ligation erfolgte mittels Rapid DNA-Ligation Kit. Ligation und Transformation wurden
wie beschrieben durchgefiihrt (2.5.1 und 2.5.2). Zur Identifizierung rekombinanter Klone
wurden Kolonien kultiviert, Plasmide wie unter 2.5.3 isoliert und anschlielend mittels
Restriktionsverdau charakterisiert. Die Wahl der Restriktionsenzyme richtete sich nach der
Seuquenz des zu charakterisierenden Inserts. Plasmide mit Fragmenten der richtigen Grofe
wurden sequenziert (2.3) und mit der Genome Browser Datenbank abgeglichen, um die

korrekte Sequenz bestimmen zu konnen und fehlerhafte Sequenzen auszuschlief3en.

2.14.3 Transformation rekombinanter Flag- bzw. pSG5-Vektoren in COS-Zellen und

Expression der Proteine

Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels pEGFP

Die Transfektionseffizienz wurde mittels EGFP-Expression unter Verwendung des Plasmids
pEGFP-C1 (zur Verfiigung gestellt von Fr. Dr. A. Ruggieri) bestimmt.
COS-Zellen wurden in einer Konzentration von 1,5x10° Zellen/Well in einer 12-Well-Platte

ausgesat.

Transfektionsansatz fiir ein 12-Well:

Ratio: FuGENE Reagent : Plasmid — 3:1
100u1 Optimem in ReaktionsgefdB3 vorlegen
3ul FuGENE Reagent direkt in Medium pipettieren
— S5min inkubieren
1ug pEGFP zugeben
Negativkontrolle: Ansatz ohne Plasmid
— vorsichtig mischen

— 1h Inkubation

Das Medium der Zellen in den Wells wurde wéhrend der Inkubationszeit gewechselt. Nach
der Inkubation wurde der Transfektionsansatz in das Medium des jeweiligen Wells
zugegeben. Die Expression erfolgte fiir 48h bei 37°C in 5% CO,-Atmosphire in einem
Zellkulturschrank. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen dreifach mit 1x PBS
gewaschen. Zur Ernte der Zellen wurden 300ul Versen (1:5.000; GIBCO) zu den Zellen
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gegeben und die Proben in R6hrchen mit 300ul 1x PBS iiberfiihrt. Die Messung erfolgte am
FACS des Instituts fiir Virologie (Universitédtsklinikum Campus Homburg/Saar).

Die Transfektionseffizienz betrug ca. 70%.

Transfektion und Proteinexpression

COS-Zellen wurden in 100mm Schalen in einer Dichte von 2,5x10° (ca. 50% Konfluenz) in

DMEM-Medium complete ausgesdt und 1 Tag bis zur Transfektion kultiviert.

Transfektionsansatz fiir eine 100mm-Schale:

Ratio: FuGENE Reagent: Plasmid — 3:1

528ul DMEM-Medium ohne Zusétze in Reaktionsgefd3 vorlegen
18ul FuGENE Reagent direkt in Medium pipettieren
— 5min inkubieren
Zugabe von 6ug Plasmid
(6bpg insgesamt entspr. = 3ug + 3ug bei Co-Transfektion)
— vorsichtig mischen

— 1h Inkubation

Das Medium der Zellen in den Wells wurde wéhrend der Inkubationszeit gewechselt. Nach
der Inkubation wurde der Transfektionsansatz in das Medium des jeweiligen Wells
zugegeben. Die Expression erfolgte fiir 48h bei 37°C in 5% CO,-Atmosphire in einem
Zellkulturschrank.

fiir die Expression verwendete Plasmide: Bezeichnung:
o BAIAP2-p3xFLAG-CMV-10-Klon 1 = FLAG-BAIAP2
o KIBRA-p3xFLAG-CMV-10-Klon 14 = FLAG-KIBRA
o KIBRA-p3xFLAG-CMV-14-Klon 2 = KIBRA-FLAG
o SPTANI1-p3xFLAG-CMV-14-Klon 6 = SPTANI1-FLAG
o MGEA6-HA-for-pSG5-Klon 2 = HA-MGEAG6
o MGEA6-HA-rev-pSG5-Klon 6 = MGEA6-HA

Die Plasmide wurden einzeln transfiziert, um die Proteinexpressionen zu iiberpriifen. Der
Nachweis der Proteine erfolgte mittels Western-Blot mit den Antikorpern Anti-FLAG bzw.
Anti-HA (2.7 und 2.8).
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Als Negativkontrollen wurden Zellen mit jeweils den leeren FLAG- bzw. pSG5-Vektoren
transfiziert, sowie ein Transfektionsansatz der statt Plasmid H,;O enthielt. Als
Positivkontrolle fiir den Anti-HA-Ak diente das Plasmid p73,3-HA-Tag (pCDNA; zur
Verfiigung gestellt aus dem Institut fliir Virologie, Universititsklinikum Campus
Homburg/Saar), als Positivkontrolle fiir den Anti-FLAG-Antikérper das FLAG-BAP-
Fusionsprotein (49,3kDa; aufgetragen 150ng) aus dem Kit.

Es wurden folgende Transfektionen durchgefiihrt:

Co-Transfektionen:
o FLAG-BAIAP2 + HA-MGEA6
o FLAG-BAIAP2 + MGEA6-HA
o FLAG-KIBRA + HA-MGEA6
o FLAG-KIBRA + MGEA6-HA
o KIBRA-FLAG + HA-MGEA6
o KIBRA-FLAG + MGEA6-HA
o SPTANI-FLAG + HA-MGEA6
o SPTANI-FLAG + MGEA6-HA

Kontrollen:

o FLAG-BAIAP2 + pSG5-HA-Tag

o FLAG-KIBRA + pSG5-HA-Tag

o KIBRA-FLAG + pSG5-HA-Tag

o SPTANI-FLAG + pSG5-HA-Tag
o HA-MGEAG6 + p3xFLAG-CMV-10
o HA-MGEA6 + p3xFLAG-CMV-14
o MGEA6-HA + p3xFLAG-CMV-10
o MGEA6-HA + p3xFLAG-CMV-14

Positivkontrolle fur HA-Tag:
o p73,3-HA-Tag (pCDNA)

Negativkontrolle:

o COS-Zellen + Transfektionsansatz mit H,O
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2.14.4 Immunprizipitation

Die Isolierung der Proteine bzw. Proteinkomplexe erfolgte unter Verwendung des FLAG"

Tagged Protein Immunoprecipitation Kit von SIGMA nach Herstellerangaben.

Ernten der Zellen und Herstellung von Proteinlysaten

Die Zellrasen in den Schalen wurden durch dreimaliges Waschen mit kaltem PBS (1x) von
Medium befreit, anschlieBend in 2ml kaltem PBS (1x) durch Abschaben in Suspension
genommen und in ein Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 4min bei 3.000rpm
und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets
weiterbehandelt oder bei —70°C aufbewahrt.

Zur Lyse der abgeernteten Zellen wurde der Lysispuffer aus dem FLAG® Tagged Protein
Immunoprecipitation Kit verwendet. Der einfach-konzentrierte und kalte Puffer wurde mit
Proteaseinhibitor versehen. Hierzu wurde eine Tablette Complete Mini Cocktail EDTA-free
(Roche) in 100ul H,O (steril) gelost und dann in einer Konzentration von 1:100 in dem
Puffer verdiinnt. Jeweils ein Zellpellet aus einer 100mm-Schale wurde in 600ul Lysispuffer
resuspendiert (gevortext) und fiir 35min auf Eis inkubiert. Zwischendurch wurden die
Proben mehrmals gevortext. AnschlieBend wurden die Proben zweimal fiir 10sec mit
Ultraschall behandelt und danach fiir 15min bei 14.000rpm und 4°C zentrifugiert.

Die Uberstiinde enthalten die geldsten Proteine und wurden in neue ProbengefiBe iiberfiihrt.
Ein Aliquot jedes Uberstands wurde als bei —70°C aufbewahrt und der Rest auf Eis fiir die
Immunprézipitation mit der FLAG-Agarose aus dem Kit weiterbehandelt. Die Pellets nach
der ersten Zentrifugation wurden in einem addquaten Volumen Protein-Puffer (2.6.1

,Laemmli-Puffer) aufgenommen.

Immunprizipitation mit Anti-FLAG-Agarose

Fiir jedes Lysat wurden 50ul Anti-FLAG-Agarose verwendet und in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Ethanol wurde durch Zentrifugation fiir 2min bei 5.500rpm und 4°C abgetrennt.

Die Agarose wurde vierfach mit 500ul kaltem 1x Waschpuffer aus dem Kit (mit sterilem
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H,0O verdiinnt und gekiihlt) gewaschen. Der Puffer wurde jeweils bei 5.500rpm und 4°C fiir
2min abzentrifugiert und durch abpipettieren entfernt.

Nach dem letzten Waschschritt und Entfernen des Waschpuffers wurde das jeweilige
Proteinlysat zur Agarose in einem Reaktionsgefdll gegeben. Die Proben wurden ii. N. auf
einem Uberkopfrotator bei 4°C und geringer Umdrehungszahl inkubiert. Nach der
Inkubation folgte eine Zentrifugation fiir 2min bei 5.500rpm und 4°C. Die Uberstinde
wurden abgenommen und mit Probenpuffer (Roti-Load; ROTH) versehen autbewahrt, um
als Kontrollprobe nach der Agaroseinkubation im Western-Blot getestet zu werden. Von der
abzentrifugierten Agarose (vor der Elution) wurde jeweils ein Aliquot zur Analyse im
Western-Blot abgenommen. Die restliche Agarose wurde dreifach mit kaltem Waschpuffer
(1x) gewaschen. Der Puffer wurde jeweils bei 5.500rpm und 4°C fiir 2min abzentrifugiert
und entfernt. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.

Die Elution der Proteine erfolgte unter Verwendung des Laemmli-Probenpuffers (2.11.1)
bei RT. 30ul Elutions-Probenpuffer wurden zur Agarose gegeben und die Proben 5min bei
95°C aufgekocht. AnschlieBend erfolgte eine kurze Abzentrifugation der Proben (1min bei
10.000rpm und RT). Die Uberstinde enthalten die Proteine bzw. Proteinkomplexe und
wurden als Eluate deklariert. Die Agarose nach der Elution wurde jeweils mit Probenpuffer
versehen und zur Analyse im Western-Blot aufbewahrt. Die Proteine wurden in 10% SDS-
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und im Western-Blot nachgewiesen. Die verwendeten
Antikorper Anti-FLAG, Anti-HA und die jeweiligen Sekundirantikorper sind unter 2.15.4
aufgefithrt. Als Positivkontrolle fiir den FLAG-Antikorper diente das FLAG-BAP-
Fusionsprotein (49,3kDa; aufgetragen 150ng) aus dem Kit.
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2.15 Sonstiges

2.15.1

2.15.2

Computersoftware

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nith.gov/BLASTY/)

BLAT Search (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat)
Sequence Alignment Editor Se-Al v2.0al1Carbon
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/)

GENOME (http://genome.ucsc.edu/)

KEGG-Datenbank (http://www.genome.jp/en/gn kegg.html)
Gene2Promotor (www.genomatix.de)
BCM-Searchlauncher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/)
NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)
Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw/)

Genecard (http://www.genecard.org/index.shtml)

Amplify 3.1 (http://engels.genetics.wisc.edu/amplify)

Sequenzen

MGEA6 (Homo Sapiens Meningioma Expressed Antigen 6 bzw. Homo Sapiens
CTAGE Family Member 5 (CTAGES), Transcript Variant 1; NM_005930,

NP _005921)

BAIAP2 (Homo Sapiens BAI1 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1-) Associated
Binding Protein 2, Transcript Variant 1; NM_ 017450, NP_059344)

KIBRA (Homo Sapiens WW and C2 Domain Containing 1 (WWCI1); NM_015238,
NP_056053)

SPTAN1 (Homo Sapiens Spectrin alpha, Alpha-Fodrin, non-erytrocytic 1;

NM 003127, NP_003118)
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2.15.3 Enzyme

Hot Star Tag DNA Polymerase (QIAGEN)
Taq DNA Polymerase (Recombinant, Invitrogen)
Reverse Transkriptase (QIAGEN)
Pfu-DNA-Polymerase (Roche)
T4-DNA-Ligase (Roche)

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP; Roche)
Proteinase K (Roche)

T4-Polynukleotid Kinase (NEB)

Apal (10.000 U/ml; Boehringer)
BamH1(20.000 U/ml; NEB)
EcoR1(10.000 U/ml; Roche)
EcoR1(20.000 U/ml; NEB)

HindIII (10.000 U/ml; NEB)

Nael (10.000 U/ml; NEB)

Ncol (10.000 U/ml; NEB)

Notl (10.000 U/ml; NEB)

PstI (10.000 U/ml; NEB)

Sacl (10.000 U/ml; Roche)

Smal (10.000 U/ml; NEB)

Spel (10.000 U/ml; Roche)

Xbal (20.000 U/ml; NEB)

2.15.4 Antikorper

Primére Antikorper :
Anti-Penta-His Antibody (Mouse; Konz.: 1:500 WB; QIAGEN)
Anti-MGEAG6-Antiserum (324; Rabbit; NAP-aufgereinigt; Konz.: 1:100 WB)
Anti-HA Antibody (3F10; monoclonal, Rat; Konz.: 1:50 WB; Roche)
Anti-FLAG-M2 Antibody (monoclonal, Mouse; Konz.: 1:1.000 WB; SIGMA)

Anti-B-Catenin Antibody (clone CAT-5H10; monoclonal, Mouse; Konz.: 1:1.000
WB; 1:100 IHC; 1:100 IF; Zytomed)
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Anti-E-Cadherin Antibody (clone G-10; monoclonal, Mouse; Konz.: 1:100 WB;
1:50 IHC; 1:50 IF; Santa Cruz)

Anti-o-Tubulin Antibody (clone DM1A; monoclonal, Mouse; Konz.: 1:1.000 IF;
1:5.000 WB; SIGMA)

Anti-Golgi-58K-Protein Antibody (clone 58K-9; monoclonal, Mouse; Konz.:
1:1.000 WB; 1:50 IF; SIGMA)

Anti-ER 61a Antibody (polyclonal, Rabbit; 4. Blut; Konz.: 1:1.000 WB; Biochemie
und Molekulare Biologie, Universitdtsklinikum Homburg/Saar; Prof. Dr. M. Jung)
Anti-680 Ribosomen Antibody (polyclonal, Rabbit; 5.Blut; Konz.: 1:1.000 WB;
Biochemie und Molekulare Biologie, Universititsklinikum Homburg/Saar; Prof. Dr.

M. Jung)

Sekundire Antikorper :

2.15.5

Goat-Anti-Rabbit IgG (Konz.: 1:2.500 WB; DIANOVA)

Sheep-Anti-Human IgG (Amersham; Konz.: 1:3.000 WB; DIANOVA)
Sheep-Anti-Mouse IgG (conjugated to peroxidase, Konz.: 1:30.000 WB;
DIANOVA)

Rabbit-Anti-Rat IgG (Konz.: 1:5.000 WB; SIGMA)

Rabbit-Anti-Goat IgG (Konz.: 1:5.000 WB; SIGMA)

Alexa Flour 488-conjugated Goat-Anti-Mouse IgG (Konz.: 1:800 IF; Alexa Fluor)
Alexa Flour 594-conjugated Goat-Anti-Mouse IgG (Konz.: 1:1000 IF; Alexa Fluor)
Alexa Flour 594-conjugated Goat-Anti-Rabbit IgG (Konz.: 1:1000 IF; Alexa Fluor)
Alexa Flour 546-conjugated Goat-Anti-Mouse IgM (Konz.: 1:1000 IF; Alexa Fluor)

Puffer und Losungen/Chemikalien

LB-Medium: 10 g NaCl
(1 Liter) 10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt — autoklavieren
(— fiir Platten: + 7,5 g Agar auf 2 1 LB-Medium)
Ampicillin: 50 mg/ml in H,Ogy4
APS: 0,1 g Ammoniumpersulfat in 1 ml H,Ogyq4
X-Gal: 25 mg/ml in DMF (N,N-Dimethylformamid)

IPTG: 200 mg/ml in H,Og4q4
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Silan/Aceton: 2,5% 3-(Triethoxysilyl)-propylamin in Aceton

FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche)

Complete Mini: EDTA-free Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche)
Gebrauchslsg.: 1 Tablette in 1 ml H,O geldst

GelStar: Nucleic Acid Gel Stain (BioWhittaker MolecularApplications)

DAPL: 4°,6"-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid (Applichem)

VectaShield Mounting Medium (Vector Laboratories)

Ni-NTA-Agarose  Nickel-Nitrilotriacetic Acid an Sepharose CL-6B (QIAGEN)

(NAP Sephadex-Affinity-Column Pharmacia Biotech)

Alle weiteren verwendeten Losungen, Chemikalien und Kits sind bei der jeweiligen

Methode angegeben.

2.15.6 Molekulargewichtsmarker

DNA-Lingenstandards:

DNA-Léngenstandard III (Roche): Fragmentgemisch aus der Spaltung von Lambda-
DNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoR[ und HindIll; enthélt Fragmente
folgender Lange: 21.126bp, 5.148bp, 4.973bp, 4.268bp, 3.530bp, 2.027bp, 1.904bp,
1.584bp, 1.375bp, 947bp, 831bp, 564bp, 125bp.

DNA-Léngenstandard VI (Roche): Fragmentgemisch aus der Spaltung von pBR328-
DNA mit den Restriktionsendonukleasen Bgl/l bzw. Hinfl; enthdlt Fragmente
folgender Léange: 2.176bp, 1.766bp, 1.230bp, 1.033bp, 653bp, 517bp, 453bp, 394bp,
298bp, 234bp, 220bp, 154bp.

100bp-extended Léngenstandard (ROTH); enthdlt Fragmente folgender Lénge:
5.000bp, 4.000bp, 3.000bp, 2.500bp, 2000bp, 1.500bp, 1.000bp, 900bp, 800bp,
700bp, 600bp, 500bp (x2), 400bp, 300bp, 200bp, 150bp, 100bp.

Protein-Molekulargewichtsmarker:

Full Range Rainbow Recombinant Protein Marker (Amersham): enthilt
verschiedenfarbige rekombinante Proteine folgenden Molekulargewichts:

250, 160, 105, 75, 50, 35, 30, 25, 10 kDa

Precision Plus Protein Dual Color Standard (BIORAD): enthilt Proteine folgenden
Molekulargewichts zweifarbig dargestellt:

250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa
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2.15.7 Oligonukleotide

GAPDH-PCR
GAPDH-5"- GGA AGG TGA AGGTCGGAGT -3
GAPDH-3'- ATC ACG CCA CAGTTT CCC -5

Primer fiir Klonierung Baculo-System:

Bacu-6 forl: CCA GGG ATC CGA GGA GCC CGG GGC TAC CC
BamHI

Bacu-6 for2: CCA GGG ATC CCA CAT CAA GAC TCT GAC TG

Bacu-6 for3: CCA GGG ATC CCA TCA GAT TAC CAA TGA AAG

Bacu-6 revl: CTC CGA ATT CGT TAT TCT CCA AGC ATA GCA GC
EcoRI

Bacu-6 rev2: CTC CGA ATT CGT TAA GGA TCG GTT AAC CTATC

Bacu-6 rev3: CTC CGA ATT CCC TAA ACT GAA AAT GAG A

Primer Baculovirus-PCR:
Bacu PCR forward: TTT ACT GTT TTC GTA ACA GTTTTG
Bacu PCR reverse: CAA CAA CGC ACA GAA TCT AGC

Primer fiir Klonierung HA- bzw. FLAG-Vektor:
MGEA6-HA-Tag:
HA MGEAG6 EcoRI for: CTC CGA ATT CAG GCC ACC ATG [TAC CCA TAC GAC
EcoRI Kozak HA-Tag
GTC CCA GAC TAC GCT] AGA TCG GTT AGG AGT CGG C

pGBKT7 MGEA6 BamHI rev: CCA GGG ATC CCT TAA ACT GAA AAT GAG ATC
BamHI
MGEA6_ EcoRI for: CTC CGA ATT CAG GCC ACC ATG AGA TCG GTT AGG AGT
EcoRI Kozak

CGGC

HA MGEA6 BamHI rev: CCA GGG ATC C TCA [AGC GTA GTC TGG GAC GTC
BamHI HA-Tag
GTA TGG GTA] GGT TTC TTG CTG TGG TTC TGG ATG
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BAIAP2: (Plasmid 52-2)
BAIAP2for EcoRIl: GGC GAA TTC ATC TCT GTC TCG CTC AGA GGA G
BAIAP2rev2 BamHI: GGC GGA TCC CTA ACT CTA GTC AGG CGG CTC AGA

KIBRA: (Plasmid 47-1)
KIBRA47-1 Notlfor10: TAA GCG GCC GCA GAT GTT TTC ACC GAG AAA GCC
KIBRA47-1 Xbalrevl0: CCG TCT AGA TTA GAC GTC ATC TGC AGA GAG

KIBRA47-1 Notlforl4: TAA GCG GCC GCA ATG GAT GTT TTC ACC GAG AAA
GCC

KIBRA47-1 Xbalrevl4: CCG TCT AGA GAC GTC ATC TGC AGA GAG

SPTANI: (Plasmid 6-4)

Spectrin6-4 Notlfor14: TAA GCG GCC GCA ATG ATC GGT GAA AAG GAG AAC
AGC

Spectrin6-4 Xbalrevl4: CCG TCT AGA GTT CAC GAA AAG CGA GCG

HA-Tag-Amplifizierung in pSG5-Vektor:
HAtagSTOP_for: TGA CAA TAT TTT TGC TCT CTT CAA
HAtag rev: AGC GTA GTC TGG GAC GTC GTA TGG GTA CAT

Primer fiir Klonierung in den pGL3-Basic Vektor (3500 bp Upstream-Regionen der

Loci):

MGEAG6-14g-Locus:
l4gfor: CAA TTG AGG AGC CTC TTT GAG TTC
l4qrev: CCC ATC CCG ACC CTC TTG TTA TAC

6927: 6q27for : TCA GAG ATT CTC CCT GTG TGC TTG
6q27rev : CAG CCA CAA CAA GTC GTG GAC AAC

7q934: 7q34for : CAC TAT GAC TGT CTC ATG CAG ACC
6q23.2rev: ATA CCA CCA GTT CCG ATG GAA AAC
7q34for_Smal: TCC CCC GGG CAC TAT GAC TGT CTC ATG CAG ACC
6q23.2rev_Smal: GTT CCC GGG ATA CCA CCA GTT CCG ATG GAA AAC
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7935: 7q35for : TGT TAC AGT GAG TGA GGG TCT AAG
6q23.2rev: ATA CCA CCA GTT CCG ATG GAA AAC

7935(2): 7q35(2)for: GCA TCT ACA GTC TCT CTT CCA GCC
6q23.2rev: ATA CCA CCA GTT CCG ATG GAA AAC

13q14.3: 13q14.3for: CAA CTG CAT TCC ACA CGA AGC GTT
13q14.3rev: CTG CCA TCA CCT CAT CTT GTT CAG
13q14.3for Smal: TCC CCC GGG CAA CTG CAT TCC ACA CGA AGC GTT
13q14.3rev_Smal: GTT CCC GGG CTG CCA TCA CCT CAT CTT GTT CAG

18q11.2: 18ql1.2for: CTT CAC ACA AGG TGA CCA AGG TTC
18ql1.2rev: ATC GGG TCT CAT ACC TTC AGT CAG

Primer fiir Klonierung der Promotorregion 3500 bp upstream des MGEA6-14q-Locus

in fiinf Teilsequenzen in den pGL3-Vektor:

l4gfor_Kpnl (68°C): GGG GTA CCC AAT TGA GGA GCC TCT TTG AGT TC

14qfor3_Kpnl (62°C): GGG GTA CCC CTG TAG CAC CCCTTT ACC A

l4qfor4_Kpnl (66°C): GGG GTA CCC CTC AGG CTG ATG TGG CAA AAG

14qfor5_Kpnl (64°C): GGG GTA CCG ACG CCT TCC TGT CTA AAG TC

l4grev_BglIl (66°C): GAA GAT CTC ATC CCG ACC CTC TTG TTA TAC

14qrev3_BgllI (66°C): GAA GAT CTG GCC CAA GTT CAC AGC AAG TG
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Sequenzierprimer:

M13 uni: TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 rev: CAG GAA ACA GCT ATG ACC

pBlueBacHis for: AAA TGA TAA CCA TCT CGC
pBlueBacHis rev: ACT TCA AGG AGA ATT TCC

GL primer 2 : CTT TAT GTT TTT GGC GTC TTC CA
RV primer 3: CTA GCA AAA TAG GCT GTC CC

N-CMV-30: AAT GTC GTA ATA ACC CCG CCC CGT TGA CGC
C-CMV-24: TAT TAG GAC AAG GCT GGT GGG CAC

T7: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

Insertscreen_for: CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA AAC CC
Insertscreen_rev: GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT AGG AT

MGEA6_Sequ-for2: GGA AAG AAC AAG TGA GTG
MGEA6_Sequ-for3: GGA GAC CTA TAG AAA GCG AGC
MGEA6 Sequ-for4: GAG AAA TGT CTA TCC ACC GAG
MGEA6 Sequ-rev: CTT AAA CTG AAA ATG AGA TC
MGEA6 Sequ-rev2: CAG AAT TGG ACC TGT TCA GC

BAIAP2 for2: GTG TCC GAC GGC TAC AAG ACC
BAIAP2 rev2: CTA ACT CTA GTC AGG CGG CTC AGA

KIBRA for2: GCA GTT CAA AGA GCG TGG
KIBRA for3: GAG ATG CGC TTC ATC AGC CCC
KIBRA for4: GAT GCC TTC CTC AAC TCC TTG
KIBRA for5: GAG AGG TCG ACT CGC TGG TAC
KIBRA rev2: TTA GAC GTC ATC TGC AGA

Spectr_Sequfor: GAG ACC TGG AGG CTA C
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2.15.8 Vektoren

o pGEM®-T Easy (Promega):

Xmn 12009 \_— H
— Nae |
Scal 1890 - 2707 71
\ 1 start
1 ori Apal 14
Aatll 20
/ Sph 26
[ |3
Amp’ i co

[ ["™ PGEM®-T Easy lacz Bstz| | 43
Vector ot | 43
| T Sacll | 49
(3015bp) EcoR1 | 52
Spel 64
EcoR | 70
Not | 77
Bstz| | 71
Pst| 88
Sall 90
Nael | 97
Sac| 109
BstX1 |118
Neil  |127
141

T spe

Abb.3: Der Vektor pGEM"-T Easy.

Der Vektor pGEM®-T Easy enthilt das Gen fiir Ampicillin-Resistenz, eine MCS mit der Schnittstelle EcoR,
Bindungsstellen fiir die Sequenzierprimer M13 forward und reverse und das /acZ-Gen fiir das Blau-
WeiB-Screening. Der Vektor wird mit EcoRV geschnitten und an die Enden wird jeweils ein
Thymidin angehingt. Diese 3'-T-Uberhéinge an den Insertionsstellen fiir das Insert erhdhen die
Ligationseffizienz fiir PCR-Produkte, die durch die Polymerase ein einzelnes iiberhdngendes

Desoxyadenosin an das 3°-Ende angehingt bekommen und verhindern die Rezirkulation des Vektors.
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o pGL3-Basic (Promega):

2010[Sall N
2004 BamHI

SV40 lata 7 ¢

oly(A) signal I

(for luc+ reportar) i B
Hpal 1902 Xbal 17

42

pGL3-Basic

Veclor

(48

18bp)

Syrithatic poldA)
signal / transcriptional
pausa site

tlor background

. raduction}

~ N, b

/ | Neol 88

OTARAE AA

Abb.4: Der Vektor pGL3-Basic.

Der Vektor pGL3-Basic (4818bp) weist eine Multiple Cloning Site auf, ein Ampicillinresistenzgen (Amp"),

einenFilamentous Phage Origin of Replication (f1 ori) und einen Origin of replication in E.coli (ori).

Er enthilt eine fiir Luziferase codierende Seugenz (luct) und wird als Luziferase Reporter Vektor

bezeichnet. Die Luziferase ist ein Enzym des nordamerikanischen Leuchtkéfers Photinus pyralis und

katalysiert die Umsetzung von Luziferin zu Oxiluziferin, wobei Magnesium als Cosubstrat dient.

Hierbei wird unter Energieverbrauch Licht frei. Dem pGL3-Basic Vektor fehlen eukaryotische

Promotor- und Enhancer-Elemente. Die Luziferaseaktivitit der pGL3-Basic-transfizierten Zellen

héngt von der Insertion eines funktionellen Promotors stromaufwirts der fiir Luziferase codierenden

Seuquenz luc+ ab. Auf diese Weise ist es moglich, potentielle Promotoraktivitéten einer einklonierten

Sequenz zu {iberpriifen.

- pGL3 Multiple Cloning site:

RAvprimerd

Kpnl Zacl [T} MRl |
ACZES] =mal

wmal

el

gl

iuc+ Coding Region
Start

V40
Fromotar

s

& CTAGCARRATAGECTETOCCCAG TECAAGTEC AGGETECC AGAACATTTCTCTATC GATA

—

o, -
lGGTAI:C"GAGC TCITTAI:GCGT“GC TF-.G(IZLI."CGGGC TCGAGATCTECGATCTAASTAAGCTTGS . | .

Hirdlll

Svd0
Erharcer

| S
I— EamHI

Mool Glprimer2

COATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTEEGECGCEGEEECATGACTATCGTC . . &

Aviprimerd

CATTCCGGTACTGETTGGETARAGCCACCATGGAAGAC GCCAAAAACATANAG | || [1822bp). . GEATCCGTCEAC
| E—|

Sdl

O EErace, ds

Abb.5: pGL3 Vektor Multiple Cloning Region.

Es werden die upstream- undDownstream Cloning Sites und die Bindungsstellen der Sequenzierprimer

GLprimer2, RVprimer3 and RVprimer4 gezeigt. Die groflen, schwarzen Pfeile geben die Richtung

der Sequenzierung an.



Material und Methoden

75

o pCMV] (Clontech):

EcoR |
12) Pt
7B Xho ) e
| / ,Not|sm
N ' o/~ Sma | (833)
//’\r PowviEgyan’
X /M= SD/SA
' \
pUC pCMVp | |
an i i
72kb L
\ J
\ SV40 A-galactosidase / / “‘Er.:ojlv
\\/\Dﬂlf A / {2070)
Hind Mssan) -0
Pstluszy 7 S _,-'»./L— —
Sal ljssiy/ /
Not |
4294)

Abb.6: Der Vektor pPCM V.

Der Vektor pPCMV ist ein Mammalian Reporter Vektor, der fiir die Expression der $-Galaktosidase unter der

Kontrolle des CMV-Promotors in Sdugerzellen konstruiert wurde. Der Vektor weist ein Intron mit

Splice-Donor/Splice-Acceptor-Signalen und Polyadenylierungssignal von SV40 auf, anschliefend die

Sequenz fiir die Vollldngen-E.coli-B-Galaktosidase mit eukaryotischen Translations-Initiations-

Signalen. Er ist ausgelegt fiir eine High-Level Expression von -B-Galaktosidase und kann als

Referenz- (Kontroll-) Plasmid bei Transfektionen mit anderen Reportergen-Konstrukten eingesetzt

werden, um zur Optimierung von Transfektionen als Standart verwendet zu werden.
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o pBlueBacHis2A (Invitrogen)

Comments for pBlueBacHis2:
4853 nuclectides

Polyhedrin promoter (Pp): bases 7-94
ATG initiation codon: bases 95-87
Paolyhistidine region: bases 110-127 “There is no Sac | site in the 'C*
Xpress™ epitope: bases 167-190
Enterokinase recognition site: bases 176-180
Multiple cloning site: bases 190-245
Recombination sequences (ORF1628): bases 1256456 (C)
Ampicillin resistance gene: bases 1643-2500
pUC origin: bases 2648-1321
§° lacZ fragment: bases 4551-3438 (C)
jacZ sequence homologous to lac sequence
in Bac-N-Blue™ DMA: bases 4327-3439
Early-to-Jate promoter (PeT ) bases 4853-4552 (C)
(C) = complementary strand

Abb.7: Der Vektor pBlueBacHis2A.
Der Vektor pBlueBacHis2A enthilt das Gen fiir Ampicillin-Resistenz, eine Multiple Cloning Site (MCS, s.u.)

und einen Polyhedrin-Promotor. Die Sequenz fiir den 6x-His-Tag liegt vor der MCS.

- Multiple Cloning Site des des Vektors pBlueBacHis2A:

pBlusBacHis2 A Multiple Cloning Site

GATATCATGS AGATAATTAA AATGATAACC ATCTOSCAAR TAAARTRAS|TA

Baculovinus Porward PCR Priming Site

51 TTTTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATR ARAMAMCCTAT ARAT RTG COG
Met Pro

histadine Repion
101 CGG GGT TOT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGLD ATG
ATg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met

Enteraliinnse Faoepmition
e e T POREF

143 ACT GGT GGR CAG CAR RATG GGT CGG GAT OTG TAC GAC GAT GAC

Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Len Tyr Asp Asp Rsp
Xpress™ Epitope

Sice T Clesvage Site BamH | Sqe1 Aol Bgfn Py spu

Uy |
1ES AL HAL AL CFSA Tisls GGGA IO (sAls) U0 AL AT TS0 ALSC TSt

Asp Lys Asp Arg Trp GLy Ser FLu Leu Glu Ile Cys Ser Trp

Mo 1 Eorrll I Hioed W Sl
| | |

227 TAC CAT GGAR ATT CGA AGC TTG GAG TCG ACT CTG CTG AAG AGG
Tyr Hia Gly Ile Arag Ser Leu Glu Ser Thr Leu Leau Lys Arg

269 AGG RAAR TTC TCC TTG AAG TTT CCC TGG TGT TCA AAG TAR
arg Lys Phe Ser Leu Lys Phe Pro Trp Cys Ber Lys »+#

I0R AGGAGTTTGC ACCAGACGCA CCTCTGTTCA CTIGETCCGGC GTATTARARC
HAcultvitug Kevidse PLIC Pribting Site
T
358 ACGATACATT GTTATTAGTA CATTTATTAA GCGCTAGATT CIGTGCGTIG

-
408 TTGATTTACA GRCAATTETT GTA

Start of
Transeription

Abb.8: Multiple Cloning Site des des Vektors pBlueBacHis2A.

Mit den Schnittstellen EcoR/und BamHI, den Primer-Bindungsstellen Bacu PCR forward und reverse und der

histidinreichen Region.
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o p3xFLAG-CMV-10 (SIGMA):

1 o

pBR322 ori

SW40 poly

Eﬁ

Met IXFLAG

Mot |

Hind 111

EcoR 1 Bglll

EcoR WV BamH |

KEpnl Xbal

p3XFLAG-CMV-10

6299 bp

A

Multiple Cloning region

CMY Promoter

ChIWY 24
hGH poly A

SV40 ori

Abb.9: Der p3xFLAG-CMV-10-Vektor.

Der p3xFLAG-CMV-10-Vektor (6.3kb) ist ein Shuttle-Vektor fiir E.coli- und Séugerzellen. Er ist als

Expressionsvektor ein Derivat des pCMV5 und wurde konstruiert um transiente oder stabile

intrazelluldre Expressionen von Fusionsproteinen, die einen N-terminalen 3x-FLAG-Tag (bestehend

aus drei aufeinanderfolgenden Epitopen: Asp-Tyr-Lys-Xaa-Xaa-Asp) aufweisen, in Sdugerzellen zu

gewihrleisten. Die Seuqnz fiir den FLAG-Tag ist upstream der Multiple Cloning Site lokalisiert. Die

Detektion des Tags ist optimal mit dem Anti-FLAG M2-Antibody. Das dritte FLAG-Epitop enthélt

eine Enterokinase-Erkennungssequenz, die ein Abtrennen des 3xFLAG-Peptids vom Protein

ermdglicht. Seine Replikationseffizienz ist optimal in Wirtszellen, die SV40 T-Antigen exprimieren,

wie COS-Zellen. Die Tanskription des FLAG-Fusionskonstrukts wird durch den CMV-Promotor

reguliert.

- Multiple Cloning Site des des Vektors p3xFLAG-CMV-10 :

Translational initiation

ad

-

3XFLAG Sequence

Bglll EcoR Y Kpn |

GAT TAC AAC GAT GAC CGAT GAC
CTA ATG TTC CTA OTC CTA QTG TTC GAIA aag CGq agQ TTA
Asp Tyr Lye Aep Asp Asp Asp Lye

Hind 111

—>

<4——  Muitiple Cloning Region

AEG cTT GCE ace aca

ACC ATG GAC TAC AAA GAC CAT GAC GUT GAT TAT AAA GAT CAT GAC ATC
TGS TAC CTG ATG TTT CTG GTA CTG CCA CTA ATA TTT CTA GTA CTG TAG
Met Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp Tyr Lys Asp His Asp Ile

3XFLAG

Not 1 EcoR |

AART T

Hba | BamH |

GAT CTG ATRA TCG GTA CCA GTC GAC TERT AGA A TCC CEGE GTE
CTA C T AGC [CAT GGT CAG CTG AGA TCT CCT A GCC CAC

— Multiple Cloning Region

—_—

Abb.10: Nukleotidsequenz der Multiple Cloning Site des Vektors p3xFLAG-CMV-10.

Die Sequenz umfasst die Basen 925 bis 1061.



Material und Methoden

78

o p3xFLAG-CMV-14 (SIGMA):

Hirel 1l EcoR 1 Bglll

Kpnl  BamH |
hotl | Glal] EsoRv| XBal

Muttiple Cloning Site IXFLAG Stop

1 or

C: MY promoter

P3XFLAG-CMV-14
5310 bp

SV40 or

S\40 poly A

Abb.11: Der p3xFLAG-CMV-14-Vektor.
Der p3xFLAG-CMV-14-Vektor (6.3kb) ist ein Shuttle-Vektor fiir E.coli- und Séugerzellen. Er ist als

Expressionsvektor ein Derivat des pCMV5 und wurde konstruiert um transiente oder stabile

intrazelluldre Expressionen von Fusionsproteinen, die einen C-terminalen 3x-FLAG-Tag (bestehend

aus drei aufeinanderfolgenden Epitopen: Asp-Tyr-Lys-Xaa-Xaa-Asp) aufweisen, in Sdugerzellen zu

gewihrleisten. Die Sequenz fiir den FLAG-Tag ist downstream der Multiple Cloning Site lokalisiert.

Die Detektion des Tags ist optimal mit dem Anti-FLAG M2-Antibody. Das dritte FLAG-Epitop

enthdlt eine Enterokinase-Erkennungssequenz, die ein Abtrennen des 3xFLAG-Peptids vom Protein

ermdglicht. Seine Replikationseffizienz ist optimal in Wirtszellen, die SV40 T-Antigen exprimieren,

wie COS-Zellen. Die Tanskription des FLAG-Fusionskonstrukts wird durch den CMV-Promotor

reguliert.

- Multiple Cloning Site des des Vektors p3xFLAG-CMV-14 :

Hind Il Not |

AhG CTT GCb GCC

EcoR | Clal Bgl Il EcoR V Kpn |

TTC GAIA cac

caq

GCG |MT TCA TE‘ ATA EAT CTG A TCG GTA Ck‘h GTC

CEC TTA AFvT AGC|TAT CTA GAC T AGC |[CAT GGT CAG

o
|

CGG GCT GAC
GCC CGA CTG
hap
4

TAC
ATG
Tyr

Xba | BamH |

GAC TICT AGA A TCC
CTG RAGA TO CCT A

Multiple Cloning Region

AMR GAC CAT GAC GGT GAT TAT AAR GAT CAT GAC ATC
TTIT CTG GTA CTG CCA CTA ATA TTT CTA GTA CTG TAG
Lys Rsp His Rep Gly Asp Tyr Lys Rep His RAsp Ile

&

GAT GAC ARG
CTA CTG TTC
Asp Rep Lys

>

-
>

GAC TAC ARMG GAT GAC
CTG ATG TTC CTA CTG
Asp Tyr Lys Asp Aasp

3IXFLAG Sequence

TAG TGA T

ATC

ACT A

Abb.12: Nukleotidsequenz der Multiple Cloning Site des Vektors p3xFLAG-CMV-14,
Die Sequenz umfasst die Basen 924 bis 1065.
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o pSGS (Stratagene)

P SV40/5V40 ori

1 ori |

beta-globin infron

P17

_—EcoR |
4.1 kb ———BamH |
——Bglll
V40 pA
c:mpi::illinJ
— 1

Abb.13: Der Vektor pSGS.

Der Vektor pSGS ist ein eukaryotischer Expressionsvektor und wurde aus den Vektoren pKCR2 und pBS

(Stratagene) konstruiert. Als High-copy-Plasmid kann eine hohe Anzahl dsDNA erhalten werden. Der
Vektor eignet sich filir in vitro- und in vivo-Expressionen. Die hochste Expressionsrate wird in
Zelllinien erreicht, die das T-Antigen exprimieren. Der SV40 Early Promoter,
Polyadenylierungssignale und der T7-Bakteriophagen-Promotor erleichtern die in vitro-Transkription
einklonierter Inserts. Das B-Globin Intron II ermdglicht das Splicen exprimierter Transkripte. Des
weiteren weist der Vektor einen fl-origin auf. Die Ligation von Introns erfolgt iiber die

Restriktionsstellen EcoR 1, BamH 1, and Bgl I downstream vom Promotor.

o pGBKT7 (Clontech)

pGBKT7 &0 Hind I
\ 7.3 kb |

a c-Myc epitope tag

Abb.14: Der Vektor pPGBKT?7.

Der pGBKT7 Vektor wird eingesetzt um Proteine zu exprimieren, die an die Aminosduren 1-147 der GAL4

DNA Binding Domain (DNA-BD) fusioniert wurden. In Hefen werden die Fusionsproteine in groB3er
Menge iiber den ADHI promoter (PADHI) exprimiert. Die Transkription wird durch die T7 und
ADH]I Transcriptions Terminations Signale (777 & ADHI) beendet. Der Vektor enthélt auBerdem
einen T7 Promotor, einen c-Myc Epitop-Tag und eine MCS. pGBKT7 repliziert sich autonom in
sowohl E. coli als auch S. cerevisiae ausgehend vom pUC und 2 p ori. Er weist ein Kanamycin-

Resistenzgen zur Selektion in E.coli und den TRP Nutritional Marker fiir die Selektion in Hefen auf.



Ergebnisse 80

3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Antikorperbindung gegen MGEAG6 zur Eingrenzung der

immunogenen Proteinregion

Die Antikorperreaktion gegen rekombinant exprimiertes MGEA6 wurde mit Seren von
Meningeompatienten bereits nachgewiesen. Um eine Eingrenzung der Reaktivitit auf ein
bestimmtes Epitop des MGEAG6-Proteins vorzunehmen, wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die Antikorper bevorzugt einen bestimmte Region des MGEAG6-Proteins
binden. Hierzu wurde der ORF der MGEA6-cDNA-Sequenz (Referenzsequenz:
NM_005930) in drei Sequenzbereiche unterteilt und diese exprimiert. Vorarbeiten zu dieser
Analyse betreffend die aminoterminale und carboxyterminale Proteinregion wurden bereits
wihrend meiner Diplomarbeit von mir erbracht. Die Expression der Proteine erfolgte mittels
der hergestellten rekombinanten Baculoviren in Insektenzellen Spodoptera frugiperda der
Linie SF158. Das Baculovirus-Expressionssystem ist unter 2.11 beschrieben.

Die Sequenzen der drei Bereiche wurden mittels PCR unter Verwendung der Primerpaare
Bacu-6 for/rev 1, 2 und 3 amplifiziert und in den Transfervektor pBlueBacHis2A (2.15.7,
2.15.8) einkloniert. Die Sequenz der MGEA6-cDNA (Referenzsequenz NM_005930) ist mit
den eingezeichneten Primern fiir die Amplifizierung im Anhang aufgefiihrt (Abb.43).

Die folgende Abbildung (Abb.15) zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der drei
Fragmente der MGEA6-Sequenz aus der PCR-Amplifizierung und den Verdau des
Transfervektors pBlueBacHis2A.
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Abb.15: Gelelektrophoretische Darstellung des Vektors pBlueBacHis2A und der Fragmente fiir die
Sequenzregionen Aminoterminus (I), interne Proteinregion (II) und Carboxyterminus (IIT).

GroBen der Fragmente fiir die Klonierung: Insert I: 846 bp (Basen 340-1185), Insert II: 969 bp (Basen 1123-
2091) und Insert I11: 766 bp (Basen 2038-2804). Der Vektor hat eine GroBe von 4,9 kb.

Anhand der Aminosduresequenz wurden die Domédnen des MGEAG6-Proteins vorhergesagt.
Diese Strukturvorhersage wurde von Frau Dr. Nicole Comtesse als Teil ithrer Doktorarbeit
erstellt [Comtesse et al., 2002]. Die Proteinstruktur weist verschiedene Doménen auf. Es
handelt sich um eine Transmembran-Doméne (TM) am Aminoterminus (As 41-61), zwei
Coiled-Coil-Domidnen (CC) in der internen Proteinregion (As 115-261 bzw. 322-496),
wovon die erste zusitzlich ein Leucin-Zipper-Motiv (L) beinhaltet, sowie die prolinreiche
carboxyterminale Proteinregion. Die folgende Abbildung 16 zeigt eine schematische

Darstellung der Proteindoménen von MGEAG6.

1 100 200 AS
(o I -
- = & :
— N AN J
Y Y Y

Abb.16: Schematische Darstellung der anhand der Aminosduresequenz vorhergesagten Domédnen des

MGEAG6-Proteins.
Die MGEAG6-Proteinsequenz umfasst 866As und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 100kDa. Die

Sequenzbereiche fiir die Klonierung besitzen die GréBen: I: Basen 340-1185; 283As = 35,09kDa, 1I:
Basen 1123-2091; 343As = 39,06kDa und III: Basen 2038-2804; 237As = 30,14kDa. Die mit den
Klammern markierten Abschnitte geben in etwa die von den Sequenzen umfassten Bereiche des
Proteins an. T: Transmembran-Doméne (As 41-61); L: Leucin-Zipper-Motiv; CC: Coiled-Coil-
Doméne (As 115-261; As 322-496); (Comtesse et al., 2002)
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Zur Expression wurden die Plasmide zusammen mit der Baculovirus-DNA AcMNPV in
Insektenzellen transfiziert (2.11.2). Rekombinantes Virus wurde mittels Plaque-Assay
identifiziert (2.11.3, Abb.2) und durch PCR-Analyse bestitigt (2.11.4 und 2.11.5). Ein
hochtitriger Virus-Stocks wurde fiir die Proteinexpression in den Insektenzellen eingesetzt.
Die Uberpriifung der Proteinexpression ergab die hdchste Expression in den Zellen nach

48h (2.11.7 und 2.11.8).

Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Proteinexpression diente ein Virusstock, der das
urspriingliche Wildtyp-Virus enthielt. Wildtyp-Viren exprimieren sogenannte Polyhedra, die
als Einschlusspartikel in den Zellen sichtbar werden (occlusion positive: occ'-Zellen).
Rekombinante Viren bilden keine Polyhedra mehr (occlusion negative: occ’-Zellen). Der
starke Promotor des Polyhedrin-Locus wird nun zur Expression des Fremdgens genutzt.

Bei der Expression der Proteine mit dem Vektor pBlueBacHis2A entstehen Fusionsproteine,
die einen aminoterminalen His-Tag (Polyhistidin-Anhang) enthalten. Der Nachweis der
Proteine erfolgte im Western-Blot mittels Anti-His-Antikorper, der an die histidinreiche
Region der Fusionsproteine bindet (2.8 und 2.15.4). Zusitzlich zum Nachweis mit dem
Anti-His-Antikorper wurde die Expression des carboxyterminalen Proteins mit einem
Antiserum (Anti-MGEAG6/11-Antiserum; Comtesse et al., 2002) iiberpriift (0.Abb.). Es
handelt sich um einen polyklonalen Antikérper, welcher das MGEAG6-Protein am
Carboxyterminus (As 776-795) bindet. Abbildung 17 zeigt den Western-Blot-Nachweis der
Expressionen des MGEAG6-Proteins (100kDa) und der aminoterminalen (35kDa), internen
(39kDa) und carboxyterminalen MGEAG6-Proteinregionen (30kDa) mittels Anti-His-
Antikorper.
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Abb.17: Western-Blot-Nachweis der mittels Baculovirus-System exprimierten Proteine
MGEAG6 (100kDa) sowie der aminoterminalen (N: 35kDa), internen (I: 39kDa) und carboxyterminalen (C:
30kDa) MGEAG6-Proteinbereiche mittels Anti-His-Antikdrper. Die Expression erfolgte fiir 48h.

Vor der Analyse der Antikorperbindung im Western-Blot wurden die Proteine mittels Ni-
NTA-Agarose aufgereinigt (2.11.9). Um gleiche Proteinmengen zu analysieren, wurden die
aufgereinigten Proteine im SDS-Gel mit Coomassie-Blau gefarbt (2.7.2) und die Mengen
abgeglichen. Parallel hierzu wurden die aufgereinigten Proteine im Blot mit dem Anti-His-
Antikorper detektiert und die Proteinmengen angeglichen. Als Positivkontrolle fiir die
Antikorperbindung und fiir den Western-Blot diente die Reaktivitit von MGEAG6-
Vollldngenprotein. Als Negativkontrolle wurde Zelllysat aus mit Wildtyp-Virus infizierten

Zellen verwendet.

Es wurden 17 Seren von Meningeompatienten auf ihre Antikorperreaktivitit gegen die
Proteine untersucht, die zuvor in einer ELISA-Analyse auf Immunreaktivitit gegen
MGEAG6-Volllingenprotein getestet wurden (Dr. N. Comtesse). Die verwendeten Seren
stammten von Patienten mit Meningeomen der Tumorgrade M1 (WHO-I) und MII (WHO-
II). Die MI-Meningeome gehdrten histomorphologisch liberwiegend dem arachnothelialen
und, in je einem Fall, dem transitionalen bzw. sekretorischen Subtyp an. Ein Patient wies
ein Rezidiv eines MI-Meningeoms vom arachnothelialen Subtyp auf. Neben den
Meningeompatientenseren wurden drei Seren von Patienten mit Zerebralem Insult (Z1;
Schlaganfall) getestet, die in der ELISA-Analyse eine AntikOrperreaktivitit gegen das

MGEAG6-Volllingenprotein zeigten. Als Positivkontrolle diente neben dem stark reaktiven
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Meningeompatientenserum H4 das ebenfalls gegen MGEAG stark reaktive Serum G57 eines
Glioblastompatienten. Die folgende Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber die analysierten

Seren.

Tab.6: Analysierte Seren mit Tumorgrad und histomorphologischer Einordnung.
MI: Grad I-Meningeom; MII: Grad II-Meningeom; WHO: Grading nach World Health Organization; GBM:
Glioblastom; ZI: Zerebraler Insult; ara.: arachnoidal; trans.: transitional; sekr.: sekretorisch; atyp.:

atypisch; R.: Rezidiv;

Serum-Nummer Tumorgrad histologische Einordnung
H4 MI/WHO I ara.
H362 MI/WHO I ara.
H368 MI/WHO I ara.
H370 MI/WHO I ara.
H372 MI/WHO I ara.
H374 MI/WHO I ara.
H375 MI/WHO I ara.
H376 MI/WHO I trans.
H387 MI/WHO I ara.
H395 MI/WHO I ara.
H413 MI/WHO I ara. R.
H445 MI/WHO I sekr.
H448 MI/WHO I ara.
H416 MII/WHO II atyp.
H421 MII/WHO II atyp.
H449 MII/WHO II atyp.
H500 MII/WHO II atyp.
G57 WHO IV GBM
7129 Z1
7139 Z1

7162 71
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Abbildung 18 zeigt beispielhaft die Reaktivitdt der internen Proteinregion (I) mit dem

Meningeompatientenserum H372 und der aminoterminalen Proteinregion (N) mit dem

Meningeompatientenserum H449. Beide Seren zeigten Antikorperreaktivititen gegen das

MGEA®6-Vollangenprotein.

N I C MGEA6 MGEA6 N

100 kDa
75 kDa

50 kDa
37 kha
30 kDa

25 kDa

39 kDa 110 kDa 35 kDa
35 kDa 30 kDa 110 kba

Serum H 372 Serum H 449
MGEA6-Proteinbereiche MGEAG6-Proteinbereiche

Abb.18: Western-Blot-Analyse der Antikorperreaktivititen des MGEAG6-Proteins und des aminoterminalen
(N: 35kDa), internen (I: 39kDa) und carboxyterminalen (C: 30kDa) MGEAG6-Proteinbereiches (C:

30kDa) mittels Seren von Meningeompatienten.

Nachweis des internen Proteinbereiches (I) mit Serum H372 und des aminoterminalen Proteinbereiches (N)

mit Serum H449, sowie des MGEAG6-Proteins mit beiden Seren.
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Die Ergebnisse der Immunreaktivititsanalyse der Proteine aus Western-Blot und ELISA

sind in Tab.7 zusammengefasst.

Tab.7: Immunreaktivitit der Seren gegen die aufgereinigten Proteine aminoterminaler Proteinbereich (N),
interner Proteinbereich (I) und carboxyterminaler Proteinbereich (C) im Western-Blot, sowie gegen das

MGEAG6-Volllangenprotein in Western-Blot und ELISA.
+: stark; ++: sehr stark; (+): sehr schwach; -: negativ; n.a.: nicht analysiert; ZI: Serum-Nummer Zerebraler

Insult; H: Serum-Nummer der Meningeomseren; G: Serum-Nummer Glioblastomserum

Immunreaktivitit im Western-Blot | Immunreaktivitit | Immunreaktivitit
gegen Proteinbereiche im Western-Blot im ELISA mit
gegen MGEAG6- MGEAG6-
Serum-Nr. N I C Volllingenprotein | Volllingenprotein
H4 + + - + 4+
H362 - (+) - + T+
H368 - (+) - (+) -
H370 - - - - -
H372 - (+) - (+) -
H374 (+) - - + +
H375 - - - + +
H376 - - - - -
H387 - +) - + +
H395 - - - (+) +
H413 - - - - -
H416 + + - + +
H421 () - - (+) -
H445 - - - (+) n
H448 - + - + n
H449 + - - + -)
H500 - - - (+) -
7129 - - - + +
7139 - - - + 4
7162 (+) - - + +
G357 + + - + n.a.
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Alle Seren, die im ELISA eine Antikorperreaktivitit gegen MGEAG zeigten, waren auch im
Western-Blot positiv. Die Immunreaktivititen der Seren gegen das MGEAG6-
Volllangenprotein wurde somit in zwei verschiedenen Immunassays nachgewiesen. Fiinf
Seren zeigten eine schwache Reaktivitit im Immunoblot bei negativer Reaktivitit im
ELISA. Fir zwei Meningeompatientenseren, die positive Reaktivitdten im Immunoblot
zeigten, und fiir das Glioblastompatientenserum lagen keine ELISA-Ergebnisse vor. Die
drei Seren von Patienten mit Zerebralem Insult (ZI) zeigten starke Antikérperreaktivititen

gegen MGEAG6 sowohl im Blot als auch im ELISA.

Betrachtet man die Serumreaktivitit gegen die MGEAG6-Teilproteine, so fillt auf, dass
keines der untersuchten Seren eine AntikOrperreaktivitit gegen den carboxyterminalen
Proteinbereich zeigte. Dieser Proteinbereich umfasst den prolinreichen Carboxyterminus des
MGEAG6-Proteins und endet noch vor der zweiten Coiled-Coil-Doméane (Abb.16). Die
Immunreaktivitidten der 10 positiven Meningeomseren richteten sich gleichermallen gegen
den aminoterminalen Proteinbereich, welcher die Transmembrandoméne und die Coiled-
Coil-Dominel umfasst, und den internen Proteinbereich, welcher die Coiled-Coil-Doméne2
beinhaltet. Die gegen das MGEA6-Vollldngenprotein stark reaktiven Seren H4 und H416
(Meningeomseren) und das Serum G57 (Glioblastomserum) waren gleichermallen gegen
den aminoterminalen und internen Proteinbereich reaktiv. Bei den Meningeomseren wurde
fiir fiinf Seren Reaktivititen gegen die aminoterminale Proteinregion und fiir sieben Seren
gegen die interne Proteinregion nachgewiesen. Die Seren zeigten jedoch unterschiedlich
starke Reaktivititen. Wihrend die Meningeomseren H449 und H448 gegen den
aminoterminalen bzw. gegen den internen Proteinbereich starke Immunreaktivititen zeigten,
waren die Reaktivititen der weiteren positiven Seren nur schwach. Alle Seren, die
Antikorperreaktivititen gegen die Teilproteine zeigten, waren auch gegen das
Volllingenprotein reaktiv. Umgekehrt wiesen die vier Seren H375, H395, H445 und H500
sowie zwei der drei ZI-Seren trotz Reaktivitit gegen das Volllingenprotein keine
Reaktivitit gegen die Teilproteine auf. Das Serum ZI62 zeigte eine schwache
Antikorperreaktivitit gegen die amionterminale Proteinregion. Auffallend war, dass die
Antikorperreaktivititen der analysierten Seren im Allgemeinen gegen die MGEAG6-

Teilproteine schwicher waren, als die Reaktivititen gegen das Vollldngenprotein.
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Zusammenfassend ldsst sich aus der vorliegenden Analyse zur Eingrenzung der
immunogenen Region des MGEAG6-Proteins schliefen, dass die Bindung der Antikorper
nicht nur gegen ein bestimmtes lineares Epitop, sondern gleichermallen gegen Epitope des
aminoterminalen und des internen Proteinbereichs gerichtet ist. Eine Rolle linearer Epitope
des Carboxyterminus fiir die Antigenitit kann ausgeschlossen werden, da keines der
analysierten Seren, weder der Meningeompatienten, noch des Glioblastompatienten oder der

Patienten mit Zerebralem Insult, eine Immunreaktivitit gegen diesen Proteinbereich zeigten.

Es kann angenommen werden, dass die Antikorperantwort gegen mehrere Epitope oder ein

Konformationsepitop des MGEAG6-Proteins gerichtet ist.
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3.2 Nachweis von MGEAG6-Proteininteraktionen in vitro

Die vorliegende Analyse beschéftigte sich mit der Identifizierung von Bindungspartnern des
MGEAG6-Proteins. In einem Yeast-Two-Hybrid-Screening wurden verschiedene Proteine als
putative Interaktionspartner des MGEAG6-Proteins nachgewiesen (N. Comtesse, 2005). Die
Proteininteraktionen von MGEA6 mit drei Kandidatenproteinen wurden im Folgenden
mittels Co-Immunprézipitation liberpriift. Bei den Bindungspartnern handelte es sich um die
Proteine BAIAP2 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1-Associated Binding Protein 2, Transcript
Variant 1, IRSp53), KIBRA (WW and C2 Domain Containing 1, WWC1) und SPTANI1
(Spectrin alpha, Alpha-Fodrin, non-erytrocytic 1).

3.2.1 Konstruktion und Expression der HA- bzw. FLAG-Tag-Fusionsproteine

Die MGEA6-cDNA-Sequenz (cTAGE-5C; Referenzsequenz: NM 005930, NP 005921)
wurde ohne die Sequenz fiir die Transmembrandomine, so wie sie auch im Yeast-Two-
Hybrid-Screening verwendet wurde, mit einer angehdngten HA-Tag-Sequenz in den
Expressionsvektor pSG5 einkloniert und als HA-Fusionsprotein exprimiert. Amplifiziert
wurde die Sequenz unter Verwendung des Plasmids pGBKT7-MGEAG6-Klon3 als Template,
welches auch im Screening eingesetzt wurde (2.14.2). Der Sequenzbereich umfasst die
Basen 504-2784 der Referenzsequenz und ist im Anhang in Abb.43 markiert (griine
Pfeilen). Die Doménen des MGEAG6-Proteins sind in Abb.16 im vorherigen Abschnitt 3.1

schematisch dargestellt.

Es wurden Plasmide fiir zwei verschiedene MGEA6-HA-Tag-Fusionsproteine erzeugt, die
zum einen einen aminoterminalen, zum anderen einen carboxyterminalen HA-Tag
exprimieren.

Die folgende Abbildung 19 zeigt den Agarosegelnachweis der amplifizierten MGEA6-HA-
Tag-Sequenzen. HA-MGEAG6 entspricht der Sequenz mit aminoterminalem HA-Tag,
MGEA6-HA der Sequenz mit carboxyterminalem HA-Tag. Diese Bezeichnung wird im

folgenden Kapitel verwendet.
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Abb.19: Charakterisierung der MGEA6-HA-Tag-Fragmente.

Charakterisierung der MGEA6-HA-Tag-Fragmente im Agarosegel nach PCR-Amplifizierung der Sequenzen

HA-MGEA6 (aminoterminaler HA-Tag) bzw. MGEA6-HA (carboxyterminaler
FragmentgroBe jeweils 2307bp.

HA-Tag).

Die Charakterisierung rekombinanter Plasmide erfolgte mittels Restriktionsverdau. Die

folgende Abbildung 20 zeigt den Restriktionsverdau von jeweils acht Klonen beider

Konstrukte.
DSGS/HA-MGEAG 58 PSGS/MGEAG-HA
KL K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 gz Ki K2 K3 K4 K5 K6 K7 KB
Vektor pSGH 5000 bp
4100 bp 4000 bp
3000 bp
HA'MGEAG{ 2500 hp
MGEAG-HA
2307 bp 2000 bp
1500 bp
Abb.20: Restriktionsverdau der rekombinanten Klone pSG5/MGEA6-HA-Tag mit den Enzymen EcoRI und

BamHI.

Zur Expression verwendete Plasmide: pSG5/HA-MGEA6-Klon 2; pSG5/MGEA6-HA-Klon 6.

Fragmentgrofen: Vektor pSGS: 4100bp; HA-MGEA6 bzw. MGEA6-HA: 2307bp.
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Fiir die Expression wurden die Plasmide pSG5/HA-MGEAG6-Klon 2 und pSG5/MGEAG6-
HA-Klon 6 verwendet.

Bei den als Bindungspartner untersuchten Proteinen handelte es sich um drei im Yeast-Two-

Hybrid-Screening mehrmals positiv fiir eine Interaktion mit MGEAG6 gefundene Proteine.

Im Einzelnen wurden die Proteine der folgenden Gensequenzen untersucht:

= BAIAP2 (Homo Sapiens BAI1 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1-Associated Binding
Protein 2, Transcript Variant 1; NM_017450; NP_059344)

= KIBRA (Homo Sapiens WW and C2 Domain Containing 1 (WWC1); NM_015238;
NP_056053)

= SPTANI (Homo Sapiens Spectrin alpha, Alpha-Fodrin, non-erytrocytic 1;
NM _003127; NP_003118)

Die Sequenzen wurden in einen Expressionsvektor einkloniert, der FLAG-Tag-
Fusionsproteine erzeugt. Fiir die Amplifizierung der Sequenzen BAIAP2, KIBRA und
SPTANI1 wurden die entsprechenden Plasmide aus dem Yeast-Two-Hybrid-Screening als
Template verwendet. Die entstehenden Fragmente und Fragmentgrofen sind der Tabelle 4
zu entnehmen, die Primersequenzen flir die PCR-Amplifizierung sind unter 2.15.7

aufgefiihrt.

Die folgenden Abbildung 21 zeigt den Agarosegelnachweis der Fragmente aus der PCR-

Amplifizierung.
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- -
55 i%
2% SPTAN1 , . KIBRA,. &35
=] Neg. Neg. Neg. & F
g f / BALAP2 |ty kontr. kontr. &
5000 bp - 5000 bp
2000 b 1446 bp
P 1566 bp p—
< 1500 bp
1500 bp
738 bp 1000 bp
800 bp
700 bp

Abb.21: Agarosegelnachweis der Fragmente BAIAP2, SPTAN1 und KIBRA aus der PCR-Amplifizierung.
links: BAIAP2: 1566bp; rechts: SPTANI: 1446bp und KIBRA: 738bp.

Als Expressionsvektoren wurden die FLAG-Vektoren p3x-FLAG-CMV-10 und p3x-FLAG-
CMV-14 verwendet (2.14.1). Mittels des Vektors p3x-FLAG-CMV-10 werden
Fusionsproteine exprimiert, die einen aminoterminalen FLAG-Tag aufweisen, die
Expression des Vektors p3x-FLAG-CMV-14 erzeugt Proteine mit carboxyterminalem Tag.
Die Sequenz KIBRA wurden in beide Vektoren kloniert. Die Klonierung von BAIAP2
erfolgte nur in den Vektor p3x-FLAG-CMV-10, die Klonierung von SPTAN1 erfolgte nur
in den Vektor p3x-FLAG-CMV-14.

Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen konstruierten Plasmide.

Tab.8: Uberblick iiber die konstruierten Plasmide fiir die Expression der Fusionsproteine.
Die Bezeichnung richtet sich nach der Position des FLAG-Tags im Fusionsprotein: FLAG vor dem
Proteinnamen (FLAG-): aminoterminaler Tag, FLAG nach dem Proteinnamen (-FLAG):

carboxyterminaler Tag.

Sequenz konstruierte Plasmide Bezeichnung
BAIAP2 BAIAP2/p3x-FLAG-CMV-10 FLAG-BAIAP2
KIBRA/p3x-FLAG-CMV-10 FLAG-KIBRA
KIBRA
KIBRA/p3x-FLAG-CMV-14. KIBRA-FLAG
SPTAN1 SPTAN1/p3x-FLAG-CMV-14. SPTANI1-FLAG
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Die folgende Abbildung 22 zeigt den Restriktionsverdau zur Charakterisierung

rekombinanter Plasmide von jeweils mehreren Klonen der Konstrukte.

- -
& &
£E g5
= = FLAG -BAI AP2 = Ag SPTAN1-FLAG
m
== K1 K2 K3 K4 == K1 K2 K3 K4 K5 Kb
5000 bp
m——m
e
—
2000 bp
1500 bp .
1000 bp i,
e
——
-
e
= 1566 bp 1446 bp
& &
EE EE
= -'\‘rE KIBRA-FLAG FLAG-KIBRA = -;‘tE
S= K1l K2 K3 K4 K14 K15 K16 K17 S =
5000 bp 5000 bp
1500 bp
1000 bp 1500 bp
800 bp
700 bp 1000 bp
800 bp
F00 bp
738 bp 738 bp

Abb.22: Restriktionsverdau der Plasmide p3x-FLAG-CMV-10 bzw. -14 zur Charakterisierung rekombinanter
Klone.

Zur Expression verwendete Klone: FLAG-BAIAP2 Klon 1; SPTANI-FLAG Klon 6, KIBRA-FLAG Klon2
FLAG-KIBRA Klon 14. Fragmentgrofle Vektor p3x-FLAG-CMV-10 bzw. —14: 6.3kb. Verwendete

Restriktionsenzyme und FragmentgrofBen:

oben: links: FLAG-BAIAP2: EcoRI/BamHI; GroBe 1566bp; rechts: SPTANI-FLAG: Notl/Xbal; Grofe
1446bp

unten: links KIBRA-FLAG: Notl/Xbal; Grofle 738bp; rechts: FLAG-KIBRA: Notl/Xbal; Grofe 738bp.

Die zur Expression verwendeten Plasmide sind: FLAG-BAIAP2 Klon 1; SPTANI-FLAG
Klon 6, KIBRA-FLAG Klon2 und FLAG-KIBRA Klon 14.
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3.2.2 Co-Expression und Co-Immunprizipitation der Fusionsproteine zur Analyse

der Proteinbindung mittels Western-Blot

Die Expression der Proteine erfolgte in COS-Zellen. Die Transfektionseffizienz wurde
mittels EGFP-Expression unter Verwendung des Plasmids pEGFP-C1 bestimmt und lag bei
~70%. Zur Bestitigung der Proteinexpression wurden zuerst Einzeltransformationen und
Einzelexpressionen aller Proteine durchgefiihrt. Nach einer Expressionszeit von 48h wurden
die Fusionsproteine im Western-Blot mittels Anti-FLAG- bzw. Anti-HA-Antikrper
iiberpriift (2.14.3).

Abbildung 23 zeigt den Nachweis der Expression der Fusionsproteine im Western-Blot
mittels der Antikorper Anti-FLAG und Anti-HA. Die Molekulargewichte der Proteine
werden in der Abbildung aufgefiihrt.

FLAG- FLAG- KIBRA- SPTAMI1-
BAIAD2 KIBRA FELAG ELAG

100 kDa 100 kDa
75 kDa 75 kDa
50 kDa 50 kDa
37 kDa 37 kDa
25 kDa 25 kDa

64,7 kDa 33,5kDa 100 kDa
33,5kDa 62,3 kDa 100 kDa

Abb.23: Nachweis der Expression der Fusionsproteine im Western-Blot mittels Anti-FLAG bzw. Anti-HA-
Antikorper.

Fusionsproteine von links nach rechts: FLAG-BAIAP2 (64,7 kDa), FLAG-KIBRA, KIBRA-FLAG (33,5kDa),
SPTANI1-FLAG (62,3kDa), HA-MGEA6, MGEA6-HA (100kDa).

Die Expressionen aller analysierten Fusionsproteine wurden im Western-Blot bestétigt.
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Da die Proteine mit aminoterminalem bzw. carboxyterminalem Tag konstruiert wurden,

wurden verschiedenen Kombination der Plasmide co-transfiziert und exprimiert.

Einen Uberblick iiber die Plasmidkombinationen gibt die folgende Tabelle 9.

Tab.9: Ubersicht iiber die Kombinationen der Plasmide zur Co-Transfektion und Co-Expression der

Fusionskonstrukte.
KIBRA BAIAP2 SPTAN1
FLAG-KIBRA KIBRA-FLAG FLAG-BAIAP2 SPTAN1-FLAG
HA-MGEAG6 HA-MGEA6/ HA-MGEA6/ HA-MGEA6/ HA-MGEA6/
- FLAG-KIBRA KIBRA-FLAG FLAG-BAIAP2 SPTAN1-FLAG
MGEA6-HA MGEA6-HA/ MGEA6-HA/ MGEA6-HA/ MGEA6-HA/
- FLAG-KIBRA KIBRA-FLAG FLAG-BAIAP2 SPTAN1-FLAG

Nach 48-stiindiger Co-Expression der Proteine wurden die Proteinlysate mittels
Immunprézipitation analysiert (2.14.4). Der Nachweis der Proteine erfolgte mit den
Antikorpern Anti-HA und Anti-FLAG im Western-Blot. Als Positivkontrollen fiir den Anti-
HA-Ak diente das Plasmid p73,3-HA-Tag, fiir den Anti-FLAG-Ak das FLAG-BAP-
Fusionsprotein (49,3kDa; 150ng) aus dem Kit. Als Negativkontrollen wurden Lysate aus

Zellen verwendet, die jeweils mit leeren FLAG- bzw. pSG5-Vektoren transfiziert wurden.



Ergebnisse 96

3.2.3 Analyse der Proteininteraktion zwischen den Proteinen BAIAP2 und MGEA6

Die Ergebnisse der Proteininteraktionsstudie fiir BAIAP2 und MGEA6 nach Co-
Immunprézipitation (IP) werden in Abb.24 veranschaulicht. Die Negativkontrollen sind in

Abb.27 unter 3.2.6 dargestellt.

FLAG-BAIAP? [ FLAG-BAIAP? / FLAG-BAIAP? / FLAG-BAIAP? /
HA-MGEAG MGEAG-HA HA-MGEAG MGEAG-HA
123 4567 801011 1213 14 1234 56[7 891011 121314
160 kDa MGEAS 160 kDa
100 KD am— (100kDa) 100 kDa
75400 —caes 9
‘ < 75kDa
50 KD G BALAP2
a (64,7kDa) . - " 50 kDa
35KD A
35kDa
30KD A
25 kD amm 30kDa
25kDa
a b
Anti-Fl AG-Ak Anti-HA-Ak

Abb.24: Western-Blot-Analyse der Proteinlysate nach der Co-Immunpréizipitation von BAIAP2 und MGEA6. Die
Proteininteraktion wurde fiir die Proteine FLAG-BAIAP2 und HA-MGEAG®6 gezeigt.

a: Nachweis mit Anti-FLAG-Ak: Nachweis von FLAG-BAIAP2 in Gesamtlysat und Eluat (64,7kDa).

b: Nachweis mit Anti-HA-Ak: Nachweis von HA-MGEAG6 im Eluat nach der IP (Tasche 2). MGAE6-HA
wurde nach der IP mit FLAG-BAIAP2 kaum eluiert (Tasche 8).

Taschen 1-6: FLAG-BAIAP2/HA-MGEAG; I: Gesamtproteinlysat; 2: Eluat; 3: Uberstand nach Inkubation der
Lysate mit der Anti-FLAG-Agarose; 4: Uberstand nach dem Waschen; 5: Agarose vor der Elution; 6:
Agarose nach der Elution;

Taschen 7-14: FLAG-BAIAP2/MGEA6-HA; 7: Gesamtproteinlysat; 8: Eluat; 9: Uberstand nach Inkubation
mit der Anti-FLAG-Agarose; 10: Uberstand nach dem Waschen; /1: Agarose vor der Elution; 12:
Agarose nach der Elution; /3: Negativkontrolle COS-Zelllysat; /4a: Positivkontrolle FLAG-BAP-
Fusionsprotein (49,3kDa); /4b: Positivkontrolle p73,3-HA (73,3kDa).

Der Nachweis der Interaktion erfolgte fiir die Proteine FLAG-BAIAP2 und HA-MGAES®.
Das MGEAG6-Protein ist nach der IP im Eluat vorhanden und hat somit an BAIAP2
gebunden.

Das Protein BAIAP2 (Abb.24a; 64,7kDa) wurde im Gesamtproteinlysat (Taschen 1 und 7)
und auch im Eluat (Taschen 2 und 8) nachgewiesen, d. h. es bindet mit seinem angehingten
FLAG-Tag an die Anti-FLAG-Agarose (Taschen 5 und 11). In den Uberstinden nach der
Inkubation mit der Anti-FLAG-Agarose (Taschen 3 und 9) ist noch BAIAP2-Protein zu

finden, welches nicht gebunden hat und ausgewaschen wurde. Auch war die Elution der
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Proteine nicht vollstindig, so dass noch Protein an der eluierten Agarose gebunden ist
(Taschen 6 und 12). MGEAG6 (100kDa) war im Eluat nachweisbar (Abb.24b: Tasche 2),
wonach es im Komplex mit BAIAP2 prazipitiert wurde. Dies bestétigt die Bindung des
MGEAG6-Proteins an BAIAP2. Die spezifische Bindung des Anti-FLAG-Antikorpers wurde
durch den Nachweis des FLAG-BAP-Fusionsproteins (49,3kDa) bestidtigt (a: Tasche 14).
Die Spezifitit des Anti-HA-Antikorpers wurde mit dem Nachweis des Fusionsproteins
p73,3-HA-Tag (73,3kDa) gezeigt (b: Tasche 14).

Die Interaktion von MGEA6 mit BAIAP2 wurde in der vorliegenden Analyse mittels Co-

Immunprézipitation nachgewiesen.

3.2.4 Analyse der Proteininteraktion zwischen den Proteinen SPTAN1 und MGEAG6

Die Ergebnisse der Interaktionsanalyse von SPTAN1 und MGEA6 werden in der folgenden
Abb.25 dargestellt.

SPTAN1-FLAG/ SPTANI-FLAG/ SPTAN1-FLAG/ SPTANI1-FLAG/
HA-MGEAG MGEAG-HA HA-MGEAG MGEAG-HA
1 2 34 56|78 91011 1213 12 34 56|78 91011 12 13
160 kDa
MGEAG 160 kDa
100 kDa {100 kDa) 100 kDa
75 kDa 75kDa
S
50 kDa SPTAN 1 50 kDa
{62,3 kDa)
35 kDa 35kDa
I0KDA = 30kDa
25 kDA m— 25 kDa

Anti-FLAG-Ak Anti-HA-Alc

Abb.25: Western-Blot-Analyse der Proteinlysate nach der Co-Immunprézipitationen von SPTANI1-FLAG/HA-MGEA6
und SPTAN1-FLAG/MGEA6-HA.

a: Nachweis mit Anti-FLAG-Ak: Nachweis von SPTANI-FLAG in Gesamtlysat und Eluat (62,3kDa).

b: Nachweis mit Anti-HA-Ak: Nachweis von HA-MGEA6 im Gesamtlysat (Tasche 1) und in der
Waschfraktion nach der IP (Tasche 3). MGAE6-HA wurde nach der IP mit SPTANI-FLAG nicht
eluiert (Tasche 8). HA-MGEAG6 wurde in der Co-Expression mit SPTAN1-FLAG nicht exprimiert.

Taschen 1-6: I1: Gesamtproteinlysat; 2: Eluat; 3: Uberstand nach Inkubation der Lysate mit der Anti-FLAG-
Agarose; 4: letzter Uberstand nach dem Waschen; 5: Agarose vor der Elution; 6: Agarose nach der
Elution;

Taschen 7-13: 7: Gesamtproteinlysat; 8: Eluat; 9: Uberstand nach Inkubation der Lysate mit der Anti-FLAG-
Agarose; 10: letzter Uberstand nach dem Waschen; /1: Agarose vor der Elution; /2: Agarose nach

der Elution; /3: Negativkontrolle COS-Zelllysat.
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Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass nach der Immunprizipitation der Proteine kein
MGEAG6-Protein im Eluat vorhanden war. Daraus kann geschlossen werden, dass nach der
Expression der Proteine keine Bindung aneinander erfolgte.

Die Expression von SPTAN1 wurde im Gesamtproteinlysat und im Eluat nachgewiesen
(Abb.25a: Taschen 1 und 7). HA-MGEA6 wurde mit SPTANI nicht co-exprimiert. Die
Expression von MGEA6-HA wurde im Gesamtproteinlysat nachgewiesen (Abb.25b: Tasche
7). Da MGEAG6 im Eluat nicht nachgewiesen wurde (b: Tasche 8), aber im Uberstand nach
Inkubation der Lysate mit der Anti-FLAG-Agarose vorhanden war (b: Tasche 9), kann eine
Bindung des Proteins an SPTAN1 ausgeschlossen werden.

Die Interaktion von MGEA6 mit SPTANI1 wurde nach der vorliegenden Analyse mittels

Co-Immunpréazipitation ausgeschlossen.

3.25 Analyse der Proteininteraktion zwischen den Proteinen KIBRA und MGEAG6

Die folgende Abbildung 26 gibt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse fiir die
Proteininteraktion zwischen KIBRA und MGEAG6 wieder.

ELAGKIBRA/ ELAGKIBRA/ KIBRA-FLAG/ KIBRAFLAG/
HAMGEAG MGEAG-HA HA-MGEAS MGEAG-HA
1 2345 6[7 8 910111213 1 2345 6|78 910111213

160 kDa MGEA6 =160 kDa
(100 kDa)

100 kDa - «s + =mlO0kDa

75kDa = 75 kDa

50kDa - = 50 kDa

KIBRA

35kDa (33,5kDa) = 35kDa
30kDa - 30 kDa
25kDa — 25kDa

Anti-FL AG-Al Anti-HA-Alc

Abb.26: Western-Blot-Analyse der Proteinlysate nach der Co-Immunprézipitationen von KIBRA und MGEAG.

a: Nachweis mit Anti-FLAG-Ak: Nachweis von KIBRA in Gesamtlysaten und Eluaten (33,5kDa).

b: Nachweis mit Anti-HA-Ak: Nachweis von MGEA6-HA im Eluat nach der IP (Tasche 8). HA-MGAEG6
wurde mit KIBRA-FLAG nicht co-exprimiert (Taschen 1-6).

Taschen 1-6: 1: Gesamtproteinlysat; 2: Eluat; 3: Uberstand nach Inkubation der Lysate mit der Anti-FLAG-
Agarose; 4: letzter Uberstand nach dem Waschen; 5: Agarose vor der Elution; 6: Agarose nach der
Elution;

Taschen 7-13: 7: Gesamtproteinlysat; 8: Eluat; 9: Uberstand nach Inkubation der Lysate mit der Anti-FLAG-
Agarose; 10: letzter Uberstand nach dem Waschen; /1: Agarose vor der Elution; /2: Agarose nach
der Elution; /3: Negativkontrolle COS-Zelllysat.
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Der Nachweis der Interaktion erfolgte fiir die Proteine KIBRA-FLAG- und MGAE6-HA.
Das MGEAG6-Protein ist nach der IP im Eluat vorhanden und hat somit an KIBRA gebunden
(Abb.26D).

Die Expression von KIBRA (33,5kDa) wurde in den Gesamtproteinlysaten (Taschen 1 und
7) und Eluaten (Taschen 2 und 8) nachgewiesen (Abb.26a). Die Uberstinde nach der
Inkubation mit der Anti-FLAG-Agarose (Taschen 3 und 9) und nach dem Waschen
(Taschen 4 und 10) wiesen ungebundenes und ausgewaschenes Protein auf. Der Nachweis
von MGEA6-HA-Protein im Eluat aus der Co-Expression mit KIBRA-FLAG weist die
Bindung der Proteine nach. Die Proteine wurden im Komplex an die Anti-FLAG-Agarose
gekoppelt und anschlieBend eluiert (Abb.26b: Tasche 8).

Die Interaktion von MGEA6 mit KIBRA wurde in der vorliegenden Analyse mittels Co-

Immunprézipitation nachgewiesen.

3.2.6 Kontrollen zur Co-Expression und Immunprizipitation

Um auszuschlieBen, dass das Protein MGEAG6 statt an die putativen Bindungspartner-
Proteine an deren FLAG-Tag bindet oder an die FLAG-Agarose selbst, wurden die
MGEAG6-HA-Tag-Fusionsproteine jeweils in Kombination mit den leeren FLAG-Vektoren,
welche dann nur die FLAG-Sequenz exprimieren, transfiziert und exprimiert. AnschlieBend
wurden wie zuvor Gesamtproteinlysate hergestellt und eine Immunprézipitation mittels
FLAG-Agarose durchgefiihrt. Es folgen die Ergebnisse der Negativkontrollen zur Analyse

der Proteininteraktion und Immunprézipitation zusammengefasst in Abbildung 27.
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HAMGEAG MGEAG-HA HAMGEAG MGEAG-HA
RIXFLAG-10 pIXFLAG-14 |pIXFLAG-10 pIXFLAG-14 R3XFLAG-10 pIRFLAG-14 | pIXFLAG-10 pIsFLAG-14
Ges. Ges, Ges. Ges. Ges, Ges, Ges. Ges,
Lys. Eluat Lys. Eluat|Lys. Eluat Lys, Eluat Lys. Eluat Lys. Eluat] Lys. Eluat Lys, Eluat
160 kD& m - - 5 w160 kDa
a MGEAB
(100 kDa)

100 kDa== - %. ) ‘-100 kDa
75kDaw= . m— 75 kDa
50 kD w— =50 kDa
35 kDa== w35 kDa
30 kD& w— — 30 kDa
25 KD a : b == 25kDa

Abb.27: Western-Blot-Analyse der Co-Expression und Co-Immunprézipitation der Fusionsproteine HA-
MGEA6 und MGEA6-HA mit den leeren FLAG-Vektoren p3xFLAG-CMV-10 bzw. p3xFLAG-
CMV-14 als Negativkontrollen der Immunprézipitation.

Aufgetragen wurden jeweils im Wechsel das Gesamtproteinlysat nach der Expression und das Eluat aus der
Immunprézipitation mittels Anti-FLAG-Agarose.

a: Nachweis der Expression der Fusionsproteine HA-MGEA6 und MGEA6-HA (100kDa) mittels Anti-HA-
Antikorper in allen Gesamtproteinlysaten nach Co-Expressionen mit den FLAG-Vektoren. In den
Eluaten nach der IP iiber die Anti-FLAG-Agarose ist MGEAG6 nicht vorhanden.

b: Kontrolle mittels Anti-FLAG-Antikérper

Die Plasmide HA-MGEA6- und MGEA6-HA wurden in Kombination mit jeweils einem der
beiden FLAG-Vektoren co-transfiziert und co-exprimiert. In den Gesamtproteinlysaten
wurde die Expression von MGEA6 (100kDa) mit dem HA-Antikdrper nachgewiesen. Die
Negativkontrollen zeigen, dass MGEAG6 nach Inkubation mit der Anti-FLAG-Agarose nicht
eluiert wurde. Somit haben die MGEAG6-Proteine nicht unspezifisch an die Anti-FLAG-
Agarose oder an den FLAG-Tag gebunden.

Als Ergebnis der Proteininteraktionsanalyse kann abschlieBend gesagt werden, dass die
Interaktion von MGEA6 mit den Proteinen BAIAP2 und KIBRA in-vitro mittels Co-
Immunprézipitation bestétigt wurde. Die Proteinbindung zwischen MGEA6 und SPTANI

wurde nach den Ergebnissen der vorliegenden Analyse ausgeschlossen.
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3.3 Promotorcharakterisierung der MGEAG6-Genfamilie

Das Meningeom-exprimierte Antigen MGEA6 (cTAGE-5C) wurde in einem SEREX-
Screening mittels Seren von Meningeompatienten als immunogenes Antigen identifiziert.
Der aktive Genlocus ist auf Chromosom 14qg21 lokalisiert und umfasst eine Lidnge von
83kb. Er weist eine Intron/Exon-Struktur mit 24 Exons auf und besitzt einen ORF mit
untranslatierten flankierenden Bereichen. Neben MGEA6 wurde die Splicevariante
MGEAI] (cTAGE-5D) identifiziert, welche eine 129bp In-Frame-Deletion aufweist und
vermutlich durch alternatives Splicen unter Verlust des Exons 19 aus der MGEA6-Sequenz
hervorgeht. Die Expression beider Varianten konnte nicht nur in Meningeomen, sondern
auch in anderen menschlichen Geweben nachgewiesen werden und ist somit nicht
meningeomspezifisch. Eine zellbiologisch relevante Rolle von MGEA6/11 wird auf Grund
der Expression beider Proteine in verschiedenen menschlichen Geweben unterstiitzt. Auf
unterschiedlichen Chromosomen wurden neun zur MGEA6-Seuquenz homologe Sequenzen
lokalisiert [Heckel et al., 1997; Comtesse et al., 2001]. Es handelt sich um die
Chromosomen 2, 6, 7, 9, 10, 13 und 18. Fiir verschiedene dieser Sequenzen wurden bisher
mRNA-Sequenzen in Testisgewebe und in Melanomen nachgewiesen. Die Untersuchung
der flankierenden Sequenzbereiche und phylogenetische Untersuchungen deuteten darauf
hin, dass es sich bei den MGEA6-homologen Sequenzen um prozessierte Pseudogene
handelt [Comtesse et al., 2001]. In einer von mir durchgefiihrten Sequenzierungsanalyse
von MGEA6-cDNA-Sequenzen von Meningeompatienten wurden die Pseudogensequenzen
der Chromosomen 2 und 7 identifiziert. Auf Grund dieser Daten stellte sich die Frage nach
der transkriptionellen Aktivitdt der MGEA6-homologen Sequenzen und deren Funktion im
Rahmen der MGEA6-Multigenfamilie. Einen Uberblick iiber die MGEAG6-
Pseudogensequenzen gibt Tab.8 Kapitel 3.3.2.

Die vorliegende Analyse befasste sich zum einen mit der Charakterisierung des
Promotorbereichs des aktiven MGEA6-Genlocus, zum anderen mit der Identifizierung von
Promotorbereichen in der Umgebung verschiedener der MGEA6-homologen Sequenzen und

der Uberpriifung ihrer transkriptionellen Aktivititen.
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Die Promotoraktivitdtsanalysen erfolgten mittels Luziferase-Assay unter Verwendung des
pGL3-Basic-Vektor-Systems. Die genaue Durchfithrung erfolgte wie unter 2.10
beschrieben.

Die Upstreamregion des aktiven MGEA6-Genlocus wurde in Teilstiicken analysiert, um
einen Promotorbereich eingrenzen zu konnen.

Die 5 -flankierenden Sequenzbereiche der Pseudogenloci, je nach Sequenz bis zu 3600bp
upstream der Genloci, wurden amplifiziert, in den Reportervektor pGL3-Basic kloniert und

im Luziferase-Assay auf Promotoraktivitét untersucht.

3.3.1 Promotorcharakterisierung des aktiven Genlocus von MGEA6 auf Chromosom

14q21

Mit dem Programm Gene2Promotor (www.genomatix.de) wurde eine Vorhersage der
Promotorregion fiir den MGEA6-Genlocus getroffen. Die Promotorregion erstreckt sich auf
dem Plus-Strang tiber eine Linge von 1072bp. Sie beginnt 1286bp upstream des Startcodon
und endet 214 Basen vor Beginn des ORF. Ein TATA-Repeat befindet sich 1199bp
upstream des ORF, 88bp nach Beginn der Promotorregion. Die Transkriptions-Start-Site
(TSS) befindet sich mit dem Cytosin 315 Basen vor Beginn des ORF.

Der Sequenzbereich bis 2937bp upstream des MGEA6-Genlocus auf Chromosom 14q21
wurde in fiinf Sequenzbereiche eingeteilt und amplifiziert. Die verwendeten Primerpaare
und die sich daraus ergebenden Fragmentgroflen der Sequenzen sind in Tab.3a (2.10.1)
zusammengefasst. Das aus dem Primerpaar 14qfor Kpnl/14qrev Bglll (kurz: Fragment
for/rev) resultierende Fragment mit 2747bp Lénge umfasst den gesamten Bereich der
vorhergesagten Promotorregion. Die weiteren Primerpaare erzeugten Teilfragmente dieses
Bereichs, die sich gegenseitig liberlappen. Abbildung 28 gibt die Lage der Promotorregion
(blau), des TATA-Repeats (violett), der Transkriptions-Start-Site (rot), sowie die

Bindungsstellen der fiir die Amplifizierung verwendeten Primer wieder.



Ergebnisse

103

14¢21: 4200 bp upstream, RefGene HM 005930
range=chr14:37722389-37810434 strand=+
gtoggtttgtrataaatagotottattattttyagatatyttcoateaat
acctagtttattgagagtttttagoatyasquyotyttgaattttytoga
aggoChhttotgcatytattyagataatoatobguttt thyto gttt
ctotttatgtoatygattacatttattgatttytytatgtiyaaccagee
ttycatcccagygatasagocaacttyatotigatyyatigtiotitttt
ttttttttotasattitttytagagacyasane toactatotigoccagy
ccagtotgyagctoctyagctoaagyyaatocttotycottagtotocca
gagtgctaggattacagye ttgagocatoatycooagcatothtotttte
LLtbctttotictittootttoc thtoctitco tEtco Lottattttcte
ttttcotttattttocticottoctotototcbobo Lo CLREEEtELn L
ttotgagacagagtttoas teagtoaccyagye tygay tycag tygty ty
atctcagotoactycaate tegyoctoctogottoaaatyattttoctye
cttagottoccaagtagetyygattacaggtocacactaccatyoccage
taattttttgtattttttagtagagacqyogtt toaccatytggocany
ctyytotogaactootyac ctogagtyatiogocogoe thyycotoce aa
agtyctogyattatagytytyagcoaaccacgoocagccoticotitote
tettatttocatgtttattttgyattoaaggoytacatgtacaggtttt
tacaagyyttyatt iyt atgetyagatttyygctie tatiyattotyt
catcoagatagtaacataatattoagtygyaagttt teagtocttyac
ctgotoccthoctoatttttyagtooctagtotttatttitotoatottt
atgtetgtacytaccoaagatttagetyocact tataagtyagaacatyt
gatatttggttttoagtttotacyttaatoge thagyatastygocton
atctgratccacgtiyotycasagaatytoacttoatt tettatgyetoe
atagtattocatogtytatatgtaccacattitotttatocaatyoaccy
ttyatyggoacctaggytyagtecatytotttyotattgtyaatagtyct
graatyaacatyagagtyracytytottttyttagaac aatttactttor

14qfor

tLyygtatataccoagtaatyacattyn Loyt cyaat Yy ttotatt

tttaacactacttttttttorattttacaattqagyagectetbtyagtt

ctastgtttatatattottaagragaatyottoatttaticacagaatat
araatyyaaattatocage tattytioaacagytagttortyattoaita
tyttotyagascaactottacatcactagtacagagat tasagatytyge
tocacaatthtgattttottooasaagagtasatottasagtotytyaca
Cctgootgtthaattasaagyyagtaactagtac ttacagetttyraatyy
agccothoataagygasatoagtytotagytiy tyaac asagt tractyy
tragoatgthtocyatyttottyyatyttttotagtat ctatcacaaica
Cctascagrathtgttotaacatotyottteasacagytactatataayan
Ca838aattCCCatgtotacttatyyayyaraytotitgaatatotitta
satyatagagatcatytactotatatyaatanyotatagaatassacatt
ttagtttttatcagttatcasattoagyattittottt toaattatagat
tytasgagyotagtaatatytacattttasasaacatatatagytyoata

14qfard

tytatgtytotyagtatatatatatatatatac ttaac aacyagtyagyt
cratgasathygyttatgygttyytagtoacaactecacchyt agracce

ctttaccacacaaatgtoasaacgyyatcacay tytyyaaacagaagagt
graggatatattagaatotyasatotttotosagyata tyagy ooty
tagaactttatttacatyttagyaaattitascatyagotttoaagaas
tyyaattyassagtocagagyaaragytyartitataactattaayoata
ctgasacaaatgaggtttggaattttgoactaagtttyttaagotitact
gLt Ly C LAy Iy Ty AACT LYt LLELC LU LE ELELOALEEE AL
Cototgtocttaatatttttaatatttyyagtyqtaat tactyasaatty

gayagyyacat agagt gact tagygagyyraaagyya gyttt ttb bttty
tttttgbtttttyaaagttotasaacct gaaaattat totbyyagt ot oo
fagaatgttcayacacattt aagaatttttattgagt aatac aat gt ot
aattgagyeat acacybbobtotaggagt ot gbyasatt chaaagatasa
agtthgatt atgottgbttt gactttaatyaacrtatt cacat asthttas
tacacagtytotaacacgtatyaaaght gbgtaatac chtataccttaac
aat yyagaatt act aagoaattttggetact cbgatattagoatttooty
asactoctocagget gat gtggoaaagyagasatagrasat obt gagttoty
asaagotagycogoattttygtoct gaaaaateactt gotgt gaacttog
gocagbttttyattttttasatggrataacagttogttgctacaagaggt
tacatcagyaaastttoctaaggatttaagattttgttoatotattgagt
tottthggytyatttybttagyagyaagtat chgoto bttt byagtt go
ttraccasaghacktyagtyayaayyragaatat ast gagaatyatcaty
ctygraagyaayac gagatgggttat cohttacacctacyto
agrtaaaaccygtotcobacyaacaaatocayacttygoactttattoga
cgytoctaaaastagagbootasat thagasgyc aayg gt got ack bt ag
ctoctbottoboyyagyasas cagoacyoaccyogooaqyooaayytooac
qyyyatttyatttagratbtt gygtaact yyoogotaatyyaactyaayac
agotgygoctaacaagt goo cagyt gact cagt aag cgaqy asACCATA
togaggtbtotottyogt gyyaragyttaaactot yac caaac cACAYC LY
ageegggacgocttoctgtotaaagtecaaagt coggac gt gatt ggcay
qyCgracoggoyogtycooogoaygorattttbobgact gyaatgacyge
qyo gyCctyy ot tot cyggyotyooggyet ot coc gy gt ang cogocyte
agyacttot goagygogoayacayo agyoto cagogaqycty cygaayga
aagocttyy ot ghogyyyct gygoetyyogt cygoce ot gyt cgydy gy
qtygyyytt goyor gagacyoct ok agyagaant oo go ogo cyoogo oa
coyogyCogon cgagyCgyytyo ooty yyacat ago cotygtob bty gy
gt ghgogyct cacacgacagegoggagt at gagyoo gaatctoateote
tagtoooaage ctobooact ancayyyotyy gt gyot togoc agyt agay

cgccggcccctttaagagcaaacgacccqgacacgtctgcgaagcttgia’

cyaayaayyyyaayttt goyyct gt cogego ebocooge okt ctogeglfe
TGCCCGGEC GALLL CARACC GAGRGETRRGE TRGLGAGEACA GGG TAC BT
CGCAGRCTTGT GCRGRTCGGEGCTCARACCTRCRC TGO CTCRRGAT GTALL
ETATARCARGAGEGTCGEGATRGEC AGC FTAGGCCTG TRAGRCCT RCGGR
TGCCCCTRTCCCCCARCTCCCOCCGCAGCCRGET COGCARTGGTCCACTE
CGGETTGCCGGGTGEGRATTC GERTT COGGAL CRAAGGCT FTGTGTTCTCE
GOCGTTTAT TG TG COCCCACAGEE CRGGET TACTCT CECCACCACGAGE
GCAGCTTTGGC GCTATRGAGGAGCE CAGRGT TACCCC TCALC CRTATT TG
GEGCTGCTCCT GRAGRAGCT ACGCAGGGT TR TRGCAGCACTRCCT GALGE
TATGAGACCAGATTCTAATCTTTATGGT TTT CCATGGGAATT GGT GATAT
GIGCAGCTGITGTTGRATTT TTTGCTGTTCTCTTTTT TT T6T GRAGRAGT
TTTAGATCGGT TAGGAGTCGGCT TTATGTGRGAC CAGAGARA AAGCTT GO
TCTALTGCTITCTRGACTAATTGAAGALALE ARTARACTACT TGAARAAT
TTAGCCTTGTT CALAAAGAGTATGARGGCTATGARGT AGAGT CATCTT TR
ABGGATGCCAGCTT TGAGRA GGAGECAACAGAAGCAC ARAGT TTGRAGGE
AACCTGTGALAAGC TEALCAGGTCCAAT TCT GAACTT CAGGATGALLTAC
TCTGTCTAGALAALGAGTTAALAGARGAGALAT CCALACATT CTGARC AL
GATGAATTGAT GGCGRATAT TTCAARAAGGATACAGT CTCTAGRAGAT G
GTCALRATCCCTCALATCACALGTAGCT GALGCCAALATGACCTT CALGE
TATTTCARATGAAT GAAGAACGACT GAAGATAGCRAT ALARGATGCTT TG
LATCAARAT TCTCALCT TCAGGALL GOCAGARACAGCTT TTECALGLAGE
TGAAGTATGCALLGAACAAGTGAGT GAACTT AATARACAGRAAGT ARCAT
TTGAAGACT CCARAGTACAT GCAGAACAAGT TCTAAATGATARAGRAACT

{4qtor4

14qrevd

Promoter
Region

TATA-
Repeat

14qtor§

Transeription
start Site

14qrey

Abb.28: Sequenzbereich 4200bp upstream des MGEA6-Genlocus auf 14g21 mit den Bindungsstellen der fiir

die Amplifizierung verwendeten Primer und der Promotorregion des MGEA6-Genlocus:

Primer: 14qfor, 14qrev, 14qfor3, 14qfor4 und 14qfor5; Promotorregion (blau), Transkriptions-Start-Site (rot),

Startcodon ATG des ORF.

Neben dem von den Primern 14qfor und 14qrev amplifizierten Bereich, der die komplette

Promotorregion ab dem 14qrev-Primer bis 2937bp upstream des ORF umfasst, wurde mit

dem Primerpaar l4qfor/l14qrev3 der Bereich 2937bp upstream bis zum Beginn der
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Promotorregion 1432bp upstream (Ldnge 1529bp) amplifiziert. Mit dem Primerpaar
14qfor3/14qrev3 wurde ein kiirzerer Bereich, der die Region 2226bp upstream bis zum
Beginn der Promotorregion (Lange 817bp) beinhaltet, amplifiziert. Die Primerpaare
l4qford4/14qrev und 14qfor5/14qrev umfassen die vorhergesagte Promotorregion. Mit den
Primern 14qfor4/14qrev wurde ein Fragment erzeugt, dass die komplette Promotorregion
bis einschlieBlich der Transkriptions-Start-Site und inklusive einer vorhergesagten TATA-
Box enthélt (Lédnge 1319bp). Mit den Primern 14qfor5/14qrev wurde die zweite Héilfte der
Promotorregion inklusive Transkriptions Start Site aber exklusive der vermuteten TATA-
Box amplifiziert (668bp). Der Nachweis der PCR-Fragmente im Agarosegel ist in
Abbildung 29 wiedergegeben.

100 bp Primer Primer Primer Primer Primer
extend. for/ for3/ ford; forS/ for/
Marker rev3d rew3 rev  rev  rev

3000 bp

2000 bp
1500 bp

1500 bp

600 bp

Abb.29: Charakterisierung der Fragmente aus der PCR-Amplifikation des MGEA6-Locus Upstreambereichs:
MGEAG6-for/rev3 (1529bp), MGEAG6-for3/rev3 (817bp), MGEAG6-ford/rev (1319bp) und MGEAG6-for5/rev
(668bp).

Die Sequenzen wurden in den Luziferase-Reportervektor einkloniert. Rekombinante Klone
wurden selektiert und die Orientierung der Sequenzen durch Sequenzabgleich iiberpriift
(2.10.1). Abbildung 30 zeigt den doppelten Restriktionsverdau der rekombinanten Klone
mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Bglll. Es wurden jeweils zwei Plasmide fiir die

weitere Analyse verwendet (s. u.).
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Abb.30: Restriktionsverdau der rekombinanten Klone pGL3-Basic/MGEA6-Upstream-Fragmente mit den
Enzymen Kpnl und Bglil.

Fragmentgroflen: Vektor pGL3-Basic: (4818bp); for/rev3: 1529bp; for3/rev3: 817bp; ford/rev: 1319bp;
for5/rev: 668bp. Im Luziferase-Assay verwendete Klone: for/rev3: Klone 1 und 2; for3/rev3: Klone 1
und 2; for4/rev: Klone 1 und 4; for5/rev: Klone 1 und 2.

Fir den Nachweis der transkriptionellen Aktivitit wurden die rekombinanten Vektoren
zusammen mit dem Normalisierungsvektor pCMV-f3 in TERA-1-Zellen co-transfiziert. Die
Expression erfolgte fiir 48h. Durch die Messung der -Galaktosidase-Aktivitdt wurde die
Transfektionseffizienz der Zellen kontrolliert. Die endogene -Galaktosidase-Aktivitdt der
Zellen wurde mit den Messwerten abgeglichen. Die Luziferaseaktivitit der pGL3-Basic-
transfizierten Zellen im Luziferase-Assay hédngt von der Insertion eines funktionellen
Promotors stromaufwirts der flir Luziferase codierenden Seuquenz luc+ im Vektor ab, da
dieser keinen eukaryotischen Promotor und keine Enhancer-Elemente aufweist. Die
potentielle Promotoraktivitit einer einklonierten Sequenz kann somit iiberpriift weren.

Fiir alle Konstrukte wurden Vierfachansitze analysiert und der Mittelwert der MeBBwerte
gebildet. Dariiber hinaus wurden jeweils zwei unterschiedliche Klone der Konstrukte
analysiert: for/rev3: Klone 1 und 2; for3/rev3: Klone 1 und 2; for4/rev: Klone 1 und 4;
for5/rev: Klone 1 und 2 (sieche Abb.30).

Die Ergebnisse der Analyse fiir die Promotorregion des 14q21-Locus sind in den

Abbildungen 31a und 31b dargestellt.
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Abb.31a und b: Ergebnisse des Luziferaseaktivitits-Assays fiir die Promotorregion des MGEA6-Genlocus.

Die Messwerte ergeben sich aus dem Mittelwert von Vierfachansétzen der Konstrukte.

Referenz: analysierter 14q21-Upstreambereich (Sequ. for/rev): 1421 Klon-19-3 (ganz unten).
Negativkontrollen: TERA-Lysat (ganz oben) und leerer pGL3-BasicVektor (zweite von oben). Fiir
jedes Konstrukt der Teilfragmente wurden zwei unterschiedliche Klone analysiert: for/rev3: Klone 1
und 2; for3/rev3: Klone 1 und 2; ford/rev: Klone 1 und 4; for5/rev: Klone 1 und 2.

a: Durchschnittliche Luziferaseaktivitit der 14q21-Fragmente im Vergleich zu der Aktivitit des analysierten
14g21-Upstreambereichs. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet.

b: Prozentuale Luziferaseaktivitit der 14q21-Fragmente im Vergleich zu der Aktivitit des kompletten

analysierten 14q21-Upstreambereich (100%).
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Die Fragmente 14qford/14qrev und 14qfor5/l4qrev, welche die vorhergesagte
Promotorregion und die Transkriptions-Start-Site beinhalten, zeigten deutliche
Promotoraktivititen. Keine Promotoraktivititen zeigten die Fragmente 14qfor/14qrev3 und
14qfor3/14qrev3, welche die Sequenz upstream der Promotorregion umfassen. Es konnte
somit bestitigt werden, dass die vorhergesagte Region die Promotorelemente enthélt. In der
Expressionsstirke konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, je
nachdem ob die analysierte Sequenz die vorhergesagte TATA-Box enthielt (for4/rev) oder
diese nicht enthielt (for5/rev). Klon 1 des Fragments for5/rev zeigte zwar gegeniiber den
for4/rev-Fragmenten eine deutlich hohere Aktivitit, die Standardabweichung ist im
Verhiltnis zu den anderen untersuchten Fragmenten aber zu grof3, um einen relevanten
Effekt darzustellen. Die Aktivitit der vorhergesagten TATA-Box kann somit
ausgeschlossen werden. Die vorliegende Analyse der Konstrukte wurde mehrmals
wiederholt und zeigte immer die gleiche Tendenz.

Die Promotorregion des MGEAG6-Locus wurde auf den Bereich 1510bp upstream des ORF

eingegrenzt.
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3.3.2 Analyse der Promotoraktivititen der MGEAG6-Pseudogene verschiedener Loci

Phylogenetische Analysen zur Charakterisierung der MGEA6-homologen Sequenzen
verschiedener Loci lieBen darauf schlieBen, dass es sich um prozessierte Pseudogene
handelt, die durch mehrere Retrotranspositionsereignisse aus einem urspriinglichen Gen
hervorgingen. In den flankierenden Sequenzbereichen sind Anzeichen hierfiir zu finden. So
weisen die flankierenden Bereiche verschiedene Elemente, wie LINE-I-Elemente (L),
SINEs (Alu-Elemente) und MaLRs (mammalian apparent LTR-retrotransposon), sowie AT-
reiche repetitive Sequenzen auf [Comtesse et al., 2001]. In der Regel besitzen prozessierte
Pseudogene keine 5'-Promotorsequenz oder Introns mehr, flankierende repetitive
Sequenzen und 3’-Polyadenylierung finden sich hédufig. Die Integration dieser
Pseudogensequenzen in einen Locus der Promotorelemente aufweist, kann zu deren
Transkription fiihren. Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die chromosomale Lokalistation
und Struktur der MGEA6-homologen Pseudogensequenzen, sowie iiber die bisher bekannten

mRNA-Sequenzen dieser Loci.
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Tab.10: Die MGEA6-homologen Pseudogensequenzen: chromosomale Lokalisation, annotierte mRNAs,
Struktur und flankierende Elemente.

LINE: Long Interspersed Nuclear Element (Non-LTR Retrotransposon); SINE: Short Interspersed Nuclear
Element (Non-LTR Retrotransposon); Alu: Short Interspersed Nuclear Element, nach Restriktion mit
Restriktionsenzym Alu aus Arthrobacter luteus; LTR: Long Terminal Repeat; SAT: Simple Repeat
Satellite; MaLR: Mammalian apparent LTR-retrotransposon; DNA MERI: Medium frequency
repetitive sequences, nonautonomous DNA transposon; ERVL: Endogenous Retrovirus Like

Elements. Die in der vorliegenden Analyse untersuchten Gensequenzen unterschiedlicher Loci sind

griin unterlegt.
poly-A . . . .
Sequenz/ . Exon/Intron . 3'flankierende 5'flankierende
annotierte mRNAs Region am 3-

Chromosom Struktur Ende Sequenzen Sequenzen

2024.3 / - + low com +; LINE L1 + low com +

) . low com +; LINE L1 +;
6q23.2 Melanoma; CTAGE-4 - + LINE L1 +; LINE L1 LINE L1 +

low com +; LINE L1 +;
9p21.2 / - + LINE L1 + SINE Al 1
. SINE Alu -; SINE MIR | LINE L2 +; simple +;
10q26.3 Testis - * +; SINE Alu +; simple + LTR MaLR +
. SINE Alu -; scRNA -; LTR ERVL -;
13q14.2 Testis - * DNA MER2 + Satellite SATR2 +
_ _ LTR ERVL -;
13q21.1 / ; + S'NEQ[\“M'ESQZRTA 5| satelite SATR2 +;
LTR ERV1 -
13q22.2 testis - + LINE L1 +; LINE L1 + | DNA MERl'; LINE L2

Die MGEA6-homologen Sequenzen weisen mehrere Anzeichen auf, die sie als prozessierte
Pseudogene ausweisen. Fiir die Loci der Chromosomen 6, 7, 10, 13 und 18 wurden
annotierte mRNAs in Testigewebe und/oder Melanoma-Gewebe nachgewiesen. Die
Sequenzen 7q34 und 7q34(2) bzw. 7935 und 7q35(2) stammen jeweils von dem selben

Locus, unterscheiden sich aber in der Lénge ihrer Sequenzen voneinander. So ist die



Ergebnisse 110

Sequenz 7q34 mit einer Lénge von 2984bp um nur sechs Basen kiirzer, als 7q34(2) mit der
Linge 2991bp. Die Sequenz 7q35 ist mit einer Lidnge von 3337bp um 309 Basenpaare
kiirzer, als 7q35(2) mit 3646bp.

Die Amplifizierung wund Klonierung der Bereiche wupstream der MGEAG6-
Pseudogensequenzen erfolgte fiir die Loci 6q27; 7q34; 7q35; 7q35(2); 13q14.3 und 18q11.2
wie bereits erldutert. Die Primerpaare und die sich ergebenden FragmentgréBen sind in
Tabelle 3b aufgelistet, die verwendeten Primersequenzen sind unter 2.15.7 aufgefiihrt.
Abbildung 32 zeigt den Agarosegelnachweis der Fragmente 7q34 (2984bp) und 13q14.3
(3033bp) aus der PCR-Amplifizierung.

-
Fo]
o
(=1 ™)
o2
Neg. 2%
7034 kontr. = ¥ 13q14.3

5000 by
7q34 4000bp 13q14.3
{2984 bp) {3033 bp)
3000 bp
2500 bp

Abb.32: Agarosegelnachweis der PCR-Amplifizierung fiir die Sequenzen der Loci 7q34- und 13q14.3.
Charakterisierung der Fragmente im Agarosegel fiir die anschlieBende Reisolierung und Klonierung.

Fragmentgrofen: 7q34: 2984bp; 13q14.3: 3033bp.

Die Fragmente fiir 6q27, 7q35 und 18qll.2 mussten auf Grund sehr geringer
Konzentrationen aus der PCR-Amplifizierung zur Insertvermehrung in den Vektor pGEM-T
Easy kloniert werden. Rekombinante Plasmide wurden isoliert und wie in Abbildung 33

veranschaulicht mittels Restriktionsverdau charakterisiert.
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ki
:
§ 7035 18q11.2

5000 bp
7435

4000 bp P (3337 bp)
6027 3000 bp -4 pGEM-T Easy
(2617 bp) mmm 2500 1y (3015bp)
180112
1500 bp - (1319bp)

Abb.33: Restriktionsverdau der Plasmide pGEM-T Easy mit den enthaltenen Fragmenten der Loci 6927, 7935
und 18q11.2 zur Charakterisierung im Agarosegel
Fragmentgrofien: 6q27: 2617bp; 7q35: 3337bp; 18q11.2: 1319bp.

Nach der Charakterisierung wurden die Fragmente in den Luziferase-Reportervektor
einkloniert und rekombinante Klone mittels Restriktionsverdau selektiert. Abbildung 34
zeigt beispielhaft fiir 7q35(2) den Restriktionsverdau von fiinf Klonen. Die Plasmide
wurden mit dem Enzym Ncol (NEB) verdaut. Das Enzym schneidet einmal in der Sequenz
des Inserts und einmal in der Vektorsequenz. Je nachdem ob das Insert im Vektor in der
richtigen Orientierung fiir die Expression (sense) oder in umgekehrter Orientierung
(antisense) vorliegt, ergeben sich durch die Restriktion zwei unterschiedliche
Fragmentgrofenpaare. Liegt das Insert in semse vor, entstechen die Fragmente mit den
GroBlen 2873bp und 5591bp. Bei antisense-Orientierung entstehen die Fragmente mit den
GrofBBen 945bp und 7519bp.
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RGL3-Basic /7435(2)
KL K2 K3 K4 K5 /

100 bp ext.
Marker

= 5000 bp
P
— 2000 bp
—
"
b= 1500 bp
' 1000 bp
L d

sense: 2873 bp + 5591 bp
(antisense: 945bp + 7519 hp)

Abb.34: Charakterisierung der Plasmide pGL3-Basic/7q35(2) Klone 1-5 mittels Restriktionsverdau mit dem
Enzym Ncol (NEB).
GroBen: sense-Orientierung: 2873bp + 5591bp; antisense-Orientierung: 945bp + 7519bp. Klon 4 (Pfeil) wurde

als rekombinanter Vektor mit der korrekten Orientierung des Inserts 7q35(2) identifiziert.

Abbildung 34 zeigt, dass Klon 4 des Plasmids pGL3-Basic/7q35(2) als rekombinanter
Vektor mit dem Insert in sense-Orientierung identifiziert wurde. Die Charakterisierung der
anderen Plasmide ist hier nicht gezeigt. Die Orientierung der Sequenzen in sense und der
offene Leserahmen wurden durch Sequenzierung und Sequenzabgleich bestitigt.

Nach Transfektion der Plasmide und Expression in TERAI1-Zellen wurden die
Promotoraktivititen der Konstrukte mittels Luziferase-Assay bestimmt. Die endogene [3-
Galaktosidase-Aktivitdt der Zellen wurde mit den Messwerten abgeglichen. Als Referenz
fiir die Promotoraktivitit diente die Aktivitit des Plasmids 14q21 (Klon 19-3) aus der
vorangehenden Analyse des Promotorbereichs des aktiven MGEA6-Genlocus.

Die Messwerte ergeben sich aus Vierfachansétzen aus denen der Mittelwert gebildet wurde.
Die Ergebnisse der Analysen der MGEA6-Pseudogen-Promotorregionen sind in den

Abbildungen 35a und 35b dargestellt.
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Abb.35a und b: Ergebnisse des Luziferaseaktivitits-Assays fiir die Promotorregionen der Loci der MGEAG6-
Pseudogensequenzen.

Die Messwerte ergeben sich aus dem Mittelwert von Vierfachansétzen der Konstrukte.

Referenz: analysierter 14q21-Upstreambereich (zweite von unten). Negativkontrollen: TERA-Lysat (ganz
oben) und leerer pGL3-BasicVektor (ganz unten). Analysierte Klone: /4g21: Klon 19-3; 6¢27: Klon
4; 7g34: Klon 1-2; 18q11.2: Klon 1-6; 13¢14.3: Klon 2; 7¢35(2): Klon 4 und 7¢35: Klon 17.

a: Durchschnittliche Luziferaseaktivitdt der MGEA6-Pseudogensequenzen im Vergleich zu der Aktivitdt des
analysierten 14q21-Upstreambereichs. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet.

b: Prozentuale Luziferaseaktivitit der MGEA6-Pseudogensequenzen im Vergleich zu der Aktivitdt des

kompletten analysierten 14q21-Upstreambereich (100%).
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Im Verhédltnis zur Promotoraktivitit der MGEA6-Promotorregion wurden mittels
Luziferase-Assay fiir die analysierten Sequenzen upstream der MGEA6-Pseudogenloci
7q34, 7q35(2) und 18q11.2 Promotoraktivititen festgestellt. Die hochste Aktivitdt zeigte der
18q11.2-Locus mit 58% im Verhéltnis zur Aktivitit des aktiven MGEA6-Genlocus.
Gleichstarke Aktivititen von 24% wurden fiir die Sequenzen der Loci 7q34 und 7q35(2)
gemessen. Dariiber hinaus zeigte die Sequenz des 6q27-Locus eine mit 10% geringe
Aktivitdt. Gar keine Promotoraktivititen wiesen die Sequenzen der Pseudogenloci 735 und
13q14.3 auf. Die geringen Messwerte fiir 13q14.3 unterscheiden sich kaum von denen des
leeren pGL3-Vektors, der als Negativkontrolle verwendet wurde. Fiir die Sequenzen der
Loci 7934 sind in Melanoma und Testis, fiir 7q35(2) in Melanoma und fiir 13q14.3 und
18q11.2 in Testis mRNA-Sequenzen nachgewiesen worden. Fiir 6q27 sind bisher keine
mRNA-Sequenzen bekannt. Der Locus 6q27 zeigte im Vergleich zu den anderen Loci eine
geringere Promotoraktivitdt. Der Nachweis transkriptioneller Aktivitit wurde flir die

Pseudogensequenzen der Loci 18q11.2, 7q34, 7q35(2) und 6q27 bestitigt.

Nach Voraussage der Promotorregion und Promotoraktivititsanalysen wurde die
Promotorregion des aktiven MGEA6-Genlocus bestimmt und charakterisiert. Des Weiteren
wurden die MGEA6-Pseudogene der Loci 6q27; 7q34; 7q35; 7q35(2); 13q14.3 und 18q11.2
auf Promotoraktivitit untersucht. Fiir die Pseudogenloci 18q11.2, 7q34, 7q35(2) und 6927
wurden Promotoraktivititen nachgewiesen. Aufler fiir die Seuqgenz des Locus 6q27
korreliert der Nachweis der Promotoraktivititen mit den bisherigen Nachweisen von

mRNA-Sequenzen der Loci.
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3.4 Untersuchung des E-Cadherin/B-Catenin Zelladhésions-Komplexes
und Nachweis einer verinderten Expression dieser

Zelladhisionsproteine in Meningeomen

Die Struktur von MGEAG6 lésst eine Beteiligung des Proteins an Signaltransduktionswegen
vermuten. Eine Microarray-Analyse zur Regulierung von MGEA6 auf mRNA-Ebene zeigte
die Herunterregulierung von MGEA6 nach dem Knock-Out des TCF/LEF-1
Transkriptionsfaktors [nicht verdffentlichte Daten, Ballhausen et al., Halle]. Die Analyse
liel darauf schlieBen, dass MGEAG6 iiber den WNT-Signalweg reguliert wird. In der
vorliegenden Analyse wurde die Aktivitit des WNT-Signalwegs in Meningeomgewebe
untersucht. Dartiber hinaus ist die Betrachtung der Zelladhésion und der daran beteiligten
Proteine in Meningeomen auf Grund verschiedener bisheriger Studien interessant. Da [3-
Catenin eine entscheidende Rolle beim WNT-Signalweg spielt und dariiber hinaus die
Komplexbildung aus B-Catenin und E-Cadherin fiir die funktionierende Zell-Zell-Adhésion
bedeutend ist, wurde die Expression der Proteine B-Catenin und E-Cadherin in

Meningeomgeweben untersucht.

Im Folgenden wurde die Expression und subzellulire Lokalisation von B-Catenin und E-
Cadherin in menschlichen Meningeomen verschiedener WHO-Grade und unterschiedlicher
histomorphologischer Subtypen analysiert.

Es wurden Immunhistochemische Firbungen (IHC) an Schnitten von in Paraffin
eingebetteten =~ Tumorproben angefertigt. Die  Anfertigung der Schnitte, die
Immunhistochemischen Firbungen sowie die Verwendung der Antikorper erfolgten wie
unter 2.12 beschrieben. Untersucht wurden Tumorproben von 38 Meningeomen (35 primére
Meningeome und drei Rezidive). Als Kontrollen wurden zwei Adenokarzinome
(Hirnmetastasen von Kolorektalkarzinomen) und nicht-tumordses arachnoidales Gewebe
untersucht. Die Patienten wurden am Institut fiir Neurochirurgie der Medizinischen Fakultat
der Universitit des Saarlandes operiert und die Tumoren am Institut fiir Neuropathologie
klassifiziert. Das Durchschnittsalter der 24 weiblichen und 13 ménnlichen Patienten

(zwischen 31 uns 86 Jahren) lag zum Zeitpunkt der Resektion bei 58 Jahren. Die 38
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untersuchten Meningeome umfassten 18 Common Type (MI), 16 atypische (MII) und vier
anaplastische (MIII) Meningeome. Die Gruppe der MI-Tumoren bestand aus neun
Meningeomen des arachnoidalen Subtyps, drei des fibroblastischen Subtyps, drei des
transitionalen Subtyps und drei des sekretorischen Subtyps. Die WHO-Grade und
histomorphologischen Subtypen der analysierten Meningeome sind in Tab.9 aufgefiihrt.

Neben der IHC wurden Western-Blot Analysen (WB) mit Zelllysaten aus fraktionierten
Meningeom-Primérzellkulturen und Immunfluoreszenzfirbungen (IF) an fixierten

Meningeom-Primérzellkulturen durchgefiihrt.

3.4.1 Uberpriifung der Antikorper-Reaktivititen und Nachweis der Proteine p-

Catenin und E-Cadherin in Meningeom-Gewebelysaten

Die Reaktivitit der Antikdrper wurde an Meningeom-Gewebelysaten mittels Western-Blot
Analysen bestédtigt. Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach der Resektion in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und bei —70°C bis zur Herstellung der Lysate gelagert. Die
Herstellung von Proteinlysaten aus Tumorgeweben erfolgte wie unter 2.6.1 aufgefiihrt, die
Durchfiihrung der Western-Blot Analysen ist unter 2.8 beschrieben. Abbildung 36 gibt die

Resultate dieser Analysen wieder.

Die Expression von E-Cadherin (124kDa) wurde in den Meningeomen H403 (MI), H444,
H449, H457, H469 and H492 (MII) nachgewiesen, das Gewebe des Tumors H386 zeigte
keine E-Cadherin-Expression (Abb.36a). In Zelllysaten aus Primérzellkulturen der
Meningeome H374 und H392 wurde keine E-Cadherin-Expression nachgewiesen
(Abb.36¢). Als Positivkontrolle wurde die Reaktivitit des E-Cadherin-Antikérpers in HeLa-
Zelllysaten bestdtigt. Als Kontrolle fiir die Proteinisolation wurde jeweils a-Tubulin
verwendet (Abb.36a).

Die Expression von B-Catenin konnte fiir alle untersuchten Meningeome im Western-Blot
gezeigt werden. Auch fiir B-Catenin wurde die Reaktivitit des Antikorpers im Hela-

Zelllysat bestitigt (Abb.36b).
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Abb.36:
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Verwendung der Antikorper gegen E-Cadherin und -Catenin.
a. Die Expression von E-Cadherin (124kDa) in den Meningeomen H403 (MI), H444, H449, H457, H469 und
H492 (MII). Das Meningeom H386 (MIII) zeigte keine E-Cadherin Expression. a-Tubulin wurde als

Kontrolle verwendet.

Western-Blot Analyse von Proteinlysaten verschiedener Meningeome und Kontrollen unter

b. Die Expression von B-Catenin (92kDa) wurde fiir alle der Meningeome und in HeLa-Zellen gezeigt.

Niedrigere Banden stellen vermutlich Degradationsprodukte dar. o-Tubulin wurde als Kontrolle

verwendet.

c. Fehlende E-Cadherin Expression in Primédrzellkulturen der Meningeome H374 and H392. In HeLa-Zellen

konnte E-Cadherin nachgewiesen werden. a-Tubulin wurde als Kontrolle verwendet.
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3.4.2 Immunhistochemische Analyse (IHC) der Proteine B-Catenin und E-Cadherin

in Meningeom-Gewebeschnitten

Beziiglich B-Catenin zeigte die Immunhistochemische Farbung (IHC) der Adenokarzinome
kréftige fokal auftretende Immunreaktivitdten der Zellmembranen, des Zytoplasmas und der
Zellkerne (Abb.37a). Nicht-tumordse Arachnoidzellen zeigten den B-Catenin-Nachweis an
den Zellmembranen (Abb.37c).

Bei den untersuchten Meningeomen konnte die Expression von -Catenin in allen Proben
(38/38) festgestellt werden. Normalerweise wird B-Catenin in Zellen mit intakter
Zelladhésion an der Zellmembran gefunden. Nukledre Immunreaktivitdt wird detektiert,
wenn im Zusammenhang mit dem WNT-Pathway eine Translokation von B-Catenin in den
Nukleus erfolgt ist. Die IHC-Analyse zur subzelluldren Lokalisation von -Catenin zeigte
keine nukledren Anfarbungen in den Zellen der Meningeome. Durch das Fehlen von [3-
Catenin im Zellkern wurde eine Aktivitdit des WNT-Pathways in Meningeomzellen

ausgeschlossen. MGEA6 wird somit nicht iiber den WNT-Pathway reguliert.

Eine typische Anfiarbung der Zellmembranen mittels B-Catenin-Antikorper wurde nur in
acht der 38 Meningeome (21%) gefunden und war nicht homogen in allen Zellen einer
Gewebesektion zu erkennen (Abb.37g). An der Zellmembran wurde B-Catenin in zwei von
18 MI-Meningeomen (11%), in fiinf von 16 MII-Meningeomen (31%) und in einem der vier
MIII-Meningeome (25%) nachgewiesen (Tab.12). Bei der Mehrheit der Meningeom-
Gewebeschnitte wurde B-Catenin als granulére, zytoplasmatische Anfarbung detektiert. In
den meisten Féllen war ein auffilliger, kriftig gefdrbter, granuldrer Cluster nahe dem
Zellkern (perinukledr) zu erkennen (Abb.37e + Tab.12). Bei den perinukledren Anfarbungen

handelt es sich um Akkumulationen von Protein in zytoplasmatischen Kompartimenten.

B-Catenin ist ein Bindungspartner des integralen Membranglykoproteins E-Cadherin und
bindet dessen zytoplasmatische Doméne. Die Immunhistochemische Analyse von E-
Cadherin zeigte in den Adenokarzinomen fokale Zellmembranfarbungen (Abb.37b). Die
Immunreaktivitdt in den Meningeomen erfolgte fiir 25 der 38 Meningeome (66%) ebenfalls
membrandr (Abb.37f, 37h + Tab.12). Hierbei stand die Membranfirbung nicht in
Korrelation mit einem bestimmten Tumorgrad oder einem histomorphologischen Subtyp der

Tumoren. Sieben der untersuchten Meningeome zeigten gar keine Farbung (darunter fiinf
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MI- und zwei MII-Tumoren) und sechs Félle zeigten eine Farbung des Zytoplasmas ohne

membrandre Akzentuierung (drei MI-, zwei MII- und ein MIII-Tumor).

a i - i b
(=
g=-m - . d
' . e 3
- . o z
= -
€ f
g h

Abb.37: Immunhistochemische Analyse von Paraffingewebeschnitten unter Verwendung der Antikdrper
gegen B-Catenin und E-Cadherin.

Immunoperoxidase/Diaminobenzidin-Methode mit Himatoxylin Gegenfarbung. 400-fache VergroBerung.

a. B-Catenin-Expression im Zellkern, an der Zellmembran und im Zytoplasma eines Adenokarzinoms
(N955/02; Hirnmetastase eines Kolorektalkarzinoms).

b. E-Cadherin-Expression an der Zellmembran der selben Tumorprobe wie in Abb.a.

¢. B-Catenin-Expression an der Zellmembran von nicht-tumordsen Arachnoidzellen.

d. Fehlende E-Cadherin Expression in nicht-tumordsen Arachnoidzellen.

e. Zytoplasmatische B-Catenin-Expression mit granuléren Clustern in dem Meningeom H374.

f. Membrandre Expression von E-Cadherin in dem Meningeom H374.

g. Membranire und zytoplasmatische Expression von B-Catenin in dem Meningeom H469.

h. Membranire Expression von E-Cadherin in der gleichen Region des Meningeoms H469 wie in Abb. g.

Die Tabellen 11a und 11b geben einen Uberblick iiber die IHC-Analyse und die
zytogenetische Analyse der 38 Meningeome betreffend Chromosom 22-Aberrationen sowie

die Untersuchung der Invasivitit der Tumoren.
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Tab.11a:

Immunhistochemische

Analyse

von 38 Meningeomen verschiedener

histomorphologischer Subtypen mit Antikdrpern gegen 3-Catenin und E-Cadherin.

Tumorgrade und

+: positive Immunreaktivitit; -: negative Immunreaktivitit; (+): schwache Féarbung; *: fokal angeférbte

Zellareale in den Gewebeschnitten; MI: Grad [-Meningeom; MII: Grad [I-Meningeom; Rez.: Rezidiv;

ara.: arachnoidal; fibro.: fibroblastisch; sekr.: sekretorisch; trans.: transitional; n.: normal; n.a.: nicht

analysiert; del: Deletion; / : nicht invasiv.

IHC-Firbung mit IHC-Férbung mit
B-Catenin Antikérper E-Cadherin Antikorper
ZIi(:f'zf:gs' T'umorgrad / ranuldre
nummer hlstor:norpho- Zytoplasma gCluster Zytoplasma
der logischer Zell- 0 ke Zell- i
. Subtyp membran onne perinuiicar membran onne
Meningeome Zellmembran und im Zellmembran
Zytoplasma
H355 MI ara. - + - - +
H362 MI ara. - +* + - -
H372 MI ara. - + + +* -
H374 MI ara. - + + + -
H375 MI ara. +* - + +* -
H403 MI ara. - + + +* -
H413 (Rez.) MI ara. - + - + -
H446 MI ara. - + + - +
H448 MI ara. - + - +% -
H392 MI fibro. - +% - - -
H395 MI fibro. - + + - -
H398 MI fibro. - +* - - )
H445 MI sekr. + - + +% -
H497 MI sekr. - +* - + -
H521 MI sekr. - +* - + -
H376 MI trans. - + + +% -
H480 MI trans. - + + - -
H514 MI trans. - + + - -
H350 MII - + + - -
H365 MII - +* +% +% -
H416 MII - + - +% -
H419 MII - + - +% -
H421 MII - + + +% -
H427 (Rez.) MII +* - + + -
H429 MII - + + - +
H444 MII - + + - -
H449 MII - + + +% _
H457 MII +* - - + -
H469 MII + - - + -
H490 MII - + - +% -
H492 MII - + + +% _
H500 MII - + + + -
H526 MII + - - - +
H533 MII + - + + -
H386 MIII - + - - +
H386 (Rez.) MIII + - + +% -
H451 MIII - + + + -
H588 MIII - +* +% +% -
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Tab.11b: Zytogenetische Analyse von 38 Meningeomen verschiedener Tumorgrade und histomorphologischer
Subtypen betreffend Chromosom 22-Aberrationen und Untersuchung der Invasivitét der Tumoren.
MI: Grad I-Meningeom; MII: Grad II-Meningeom; Rez.: Rezidiv; ara.: arachnoidal; fibro.: fibroblastisch;

sekr.: sekretorisch; trans.: transitional; n.: normal; n.a.: nicht analysiert; del: Deletion; / : nicht

invasiv.
Identifizierungs- Tumorgrad / .
nummer histomorpho- zytogene‘t ische e
der logischer Aberrationen Invasivitit
. betreffend Chr. 22
Meningeome Subtyp
H355 MI ara. n.a /
H362 MI ara. n. /
H372 MI ara. n.a. /
H374 MI ara. n. /
H375 MI ara. n. /
H403 MI ara. n. /
H413 (Rez.) MI ara. n.a /
H446 MI ara. n.a /
H448 MI ara. n. /
H392 MI fibro. -22 /
H395 MI fibro. n.a. /
H398 MI fibro. del(22)(q11) or -22 Ossale Invasion
H445 MI sekr. -22 Dura-Invasion
H497 MI sekr. n.a. /
H521 MI sekr. n. /
H376 MI trans. -22 /
H480 MI trans. n. /
H514 MI trans. del(22)(q13) /
H350 MII -22 /
H365 MII -22 Ossale Invasion
H416 MII n.a. Dura-Invasion
H419 MII n. /
H421 MII By Ossale und We.ichgewebe-
Invasion
H427 (Rez.) MII -22 /
H429 MII -22 /
H444 MII -22 /
H449 MII n.a. Dura-Invasion
H457 MII -22 /
H469 MII n. Dura-Invasion
H490 MII -22 /
H492 MII n. /
H500 MII n. Dura-Invasion
H526 MII -22 /
H533 MII -22 /
H386 MIII n.a Dura-Invasion
H386 (Rez.) MIII n. Hirngewebe- Invasion
H451 MIIT -22 Hirngewebe- Invasion
HS588 MIII -22 Hirngewebe- Invasion
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Alle sieben Meningeome ohne membrandre E-Cadherin-Immunreaktivitidt zeigten auch
keinen [-Catenin-Nachweis an der Zellmembran. Hierzu zéhlten alle Fille vom
fibroblastischen Subtyp. Sieben von acht Meningeomen, die eine B-Catenin-Expression an
der Zellmembran zeigten, wiesen auch membranéres E-Cadherin auf. Dariiber hinaus war in
17 Meningeomen E-Cadherin ohne einen [-Catenin-Nachweis an der Zellmembran

vorhanden.

Die zytogenetischen Analysen der Tumoren betreffend Aberrationen des Chromosoms 22
und der Neigung zur Invasivitdt sind in Tab.11b zusammengefasst. Die zytogenetische
Analyse von Primérzellkulturen zur Identifizierung der Tumore mit Verlust eines
Chromosoms 22 erfolgte fiir die Mehrheit der untersuchten Meningeome. Es gab keinen
Hinweis auf eine Korrelation zwischen einem Chromosom 22-Verlust, welcher den Verlust
eines Allels von NF2 einschlieBt, und einer Verdnderten Lokalisierung von [-Catenin

und/oder E-Cadherin in Meningeomzellen.

Neben der Typisierung der Meningeome wurde das invasive Potential der Meningeome
untersucht. Eine Invasion des umliegenden Hirngewebes war nur in drei der MIII-
Meningeome vorhanden. Eine Korrelation der Invasivitdt mit einer spezifischen Féarbung

beziiglich -Catenin/E-Cadherin ist nicht zu erkennen.

Zusammengefasst zeigten nur sieben der 38 Meningeome (18%) eine Expression von
sowohl B-Catenin als auch E-Cadherin an der Zellmembran, und somit eine intakte
Konstellation dieser fiir die Zell-Zell-Interaktion wichtigen Proteine. Es handelte sich um
zwei der 18 MI-Meningeome, vier der 16 MII- und eines der vier MIII-Meningeome.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Férbungen der Meningeome zeigten das Fehlen
von E-Cadherin an der Zellmembran in 34% der untersuchten Meningeome
unterschiedlicher Tumorgrade. Das Fehlen von membranédrem (-Catenin wurde bei 79% der
analysierten Meningeome festgestellt. Dariiber hinaus lassen die Daten darauf schlielen,
dass ein Fehlen von membrandrem [-Catenin héufiger bei MI-Meningeomen, als bei
hohergradigen Meningeomen vorzukommen scheint. Die folgende Tabelle 12 gibt die

Ergebnisse der Immunhistochemischen Analyse in einer Zusammenfassung wieder.
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Tab.12: Zusammenfassung der Immunohistochemischen Analyse der [-Catenin- und E-Cadherin-

Expressionen in Meningeomen verschiedener Tumorgrade.

B-Catenin-Expression E-Cadherin-Expression
iti positiv im iti positiv im
POstiv Zytoplasma posItiv Zytoplasma .
an der an der negativ
ohne Zell- ohne
Zellmembran| = 5~ | Zellmembran —
= | membran |T= | Zellmembran
Anteil an der 21% 79% 66% 16% 18%
Gesamtanzahl
der analysierten (8/38) (30/38) (25/38) (6/38) (7/38)
Meningeome (38)
Anteil an den o o o o o
analysierten MI- 11% 89% 56% 16% 28%
Meningeomen (2/18) (16/18) (10/18) (3/18) (5/18)
(18)
Anteil an den o N o o N
analysierten MII- 31% 69% 75% 12% 13%
Meningeomen (5/16) (11/16) (12/16) (2/16) (2/16)
(16)
Anteil an den
analysierten 25% 75% 75% 25% 0%
MIII-
Meningeomen (1/4) (3/4) (3/4) (1/4) (0/4)
)

3.4.3 Analyse der subzelluliiren Lokalisation von -Catenin in Meningeomen anhand

von zellfraktionierten Meningeom-Priméirzellkulturen

Die subzelluldre Lokalisation von B-Catenin wurde durch Western-Blot Analysen von
zellfraktionierten Meningeom-Primérzellkulturen untersucht. Es wurde nur die Expression
von [-Catenin untersucht. Die Expression von E-Cadherin wurde in Zelllysaten aus
Primérzellkulturen nicht nachgewiesen (s. o.). Die Primérzellkultur erfolgte wie unter
2.9.1.5 beschrieben. Die Primédrzellen wurden nicht ldnger als vier Passagen kultiviert, um
den Charakter der Meningeomzellen zu bewahren. Es wurden Zellkulturen verwendet, die in
moglichst niedriger Passage (P1 oder P2) gut angewachsen und in guter Verfassung weiter
kultivierbar waren. Die Herstellung der Proteinlysate und die Durchfiihrung der
Zellfraktionierung mit anschlieBenden Analysen im Western-Blot erfolgten wie aufgefiihrt
(siehe 2.6.1-2.6.3). Die verwendeten Antikorper, sowohl primére, als auch entsprechende

sekundire, und die eingesetzten Verdiinnungen sind unter 2.15.4 aufgelistet. Bei den
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untersuchten Proben handelte es sich um Gesamtproteinlysat, postnukleiren Uberstand
(Zytosol) der das Lysat ohne Kerne und Zellmembranen umfasst, Mitochondrien und
Lysosomen, postmitochondrialen Uberstand der das Lysat nach Abtrennung der
Mitochondrien und Lysosomen umfasst, Nukleus- und Zellmembranfraktionen, sowie im
Sukrosedichtegradienten in die Zellorganellen Golgi, ER und Ribosomen aufgetrennten

postmitochondrialen Uberstand.

In den Western-Blot Analysen nach der Fraktionierung wurde B-Catenin in den
Zellfraktionen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und des Golgi-Apparates
nachgewiesen. Dies ldsst auf die Lokalisation von B-Catenin in Kompartimenten des
ER/Golgi Intermediate Compartment (ERGIC) schlieBen. Die Ergebnisse aus der
Zellfraktionierung sind beispielhaft am Western-Blot der Proben des Meningeoms H392
dargestellt (Abb.38).

123456 78921011 1 2 3 4 5 6

B-Catenin (92 kDa)

44— o Tubulin (55 kIa)

4+—ER-61 alpha (37 kIa)

. «— Ribosomen 680 (30 kDa)

Abb.38: Zellfraktionierung von Zelllysaten aus Primérzellkultur des Meningeoms H392.

linke Seite: Tasche 1: Gesamtproteinlysat; Tasche 2: postnukledrer Uberstand; Tasche 3: Mitochondrien,
Lysosomen; Tasche 4: postmitochondrialer Uberstand, Taschen 5-11: Nukleus- und Zellmembranen
nach Fraktionierung durch Sucrosegradient;

rechte Seite: Taschen 1-6: postmitochondrialer Uberstand, Fraktionen nach Sucrosegradient. Die
Zellfraktionen wurden unter Verwendung von Antikdrper gegen die folgenden Zellkomponenten
detektiert: Golgi-, ER- (Endoplasmiatisches Retikulum) und Ribosomen-Fractionen. a-Tubulin wurde

als Kontrolle verwendet.
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3.4.4 Immunfluoreszenz-Analyse zur Lokalisation der Proteine in Meningeom-

Primiirzellen

Es wurde eine Immunfluoreszenz-Analyse zur subzelluldren Lokalisation der Proteine [3-
Catenin und E-Cadherin durchgefiihrt, um die Ergebnisse aus IHC und Zellfraktionierung
zu bestatigen.

Primirzellen aus acht Meningeomen, darunter vier des Grades MI und vier des Grades MII,
und HeLa-Zellen als Positivkontrollen wurden auf Deckglédsern kultiviert. Die Fixierung der
Zellen und die Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfirbungen erfolgten wie unter 2.13

beschrieben.

Die vermutete Akkumulation von [B-Catenin im Bereich des ER/Golgi Intermediate
Compartment (ERGIC) wurde durch die IF iiberpriift. Die IF-Farbungen mit dem [3-
Catenin-Antikorper lieen auf eine Lokalisation des Proteins im Bereich der Golgi-Vesikel
schlieBen. Ein zweiter Ansatz mit einem Golgi-Antikorper zeigte das gleiche Muster der
Farbung. Doppelfarbungen der Zellen mit dem [B-Catenin- und dem Golgi-Antikorper
zeigten die Uberlagerung der gefirbten Kompartimente.

Die Immunfluoreszenzfirbungen mit dem E-Cadherin-Antikérper zeigten keine
spezifischen Anfiarbungen der Zytoplasmamembranen, sondern Immunreaktivititen im
Zytoplasma der Meningeom-Primérzellen.

Abbildung 39 gibt als Beispiel die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen der
Primétzellkultur des Meningeoms H376 mit den Antikorpern Anti-B-Catenin und Anti-

Golgi wieder.
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Abb.39: Immunfluoreszenzfarbung von Priméirzellen des Meningeoms H376 (MI) mit B-Catenin-Antkoérper
und Golgi-Antikdrper mit unterschiedlichen Sekundérantikérpern nach Methanol-Fixierung.

600-fache VergroBerung.

a. Immunreaktivitdt des B-Catenin-Antkorpers und eines griin fluoreszierenden Sekundéarantikorpers.

b. Immunreaktivitat des Golgi-Antikdrpers und eines rot fluoreszierenden Sekundérantikorpers.

c. Doppelfarbung mittels B-Catenin- und Golgi-Antikérper zur Co-Lokalisation der Immunreaktivitéten.

Zusammenfassed zeigte die vorliegende Studie an Meningeomen filir keinen der
untersuchten Tumoren eine Lokalisation von -Catenin im Zellkern. Das Fehlen von B-
Catenin im Zellkern zeigt, dass der WNT-Signalweg in Meningeomzellen nicht aktiviert ist.
Die Regulation der MGEAG6-Expression iiber den WNT-Pathway wird daher

ausgeschlossen.

Sowohl Immunfluoreszenz- als auch Western-Blot-Analysen lokalisierten [(-Catenin
iiberwiegend im Golgi-Apparat und im Endoplasmatic Reticulum/Golgi Intermediate
Compartment (ERGIC).

Es konnte gezeigt werden, dass in etwa 80 % aller untersuchten Meningeome die
Expression der Proteine [B-Catenin und/oder E-Cadherin an der Zellmembran nicht
vorhanden ist. Die fehlende Lokalisation dieser fiir das Zelladhdsionssytem bedeutenden
Proteine ldsst die Vermutung zu, dass hierdurch die Interaktion der Meningeomzellen
untereinander unabhéngig eines NF2-Verlusts und unabhingig vom Tumorgrad beeinflusst

wird.
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4 Diskussion

4.1 Analyse der Antikorperbindung gegen MGEAG6 zur Eingrenzung der

immunogenen Proteinregion

Die zellbiologischen Vorgénge, die der Immunogenitit von Antigenen zu Grunde liegen,
sind bisher noch wenig geklirt. Es gibt verschiedene Moglichkeiten, warum Proteine vom
korpereigenen Immunsystem als Antigene erkannt werden und zu einer Immunreaktion
fiihren. Unter den Antigenen gibt es die folgenden Gruppen:

Die organspezifischen Differenzierungsantigene finden sich nicht nur in den Tumoren eines
Gewebes, sondern auch als Oberflichenmarker der Zellen des Normalgewebes. Eine
Uberexpression im Tumorgewebe im Vergleich zum entsprechenden Normalgewebe wire
ein Ansatz fiir Inmuntherapien mit Differenzierungsantigenen als Zielantigene.

Haufiger Ausloser fiir Immunantworten sind 7umorantigene welche durch Genmutationen
entstanden sind. Diese Antigene werden auf Grund der spezifischen Lokalisation der
Mutation nur in den individuellen Tumoren exprimiert. Es konnen jedoch auch Genprodukte
von Transkripten alternativer Transkriptionsstarts oder Leserahmen erkannt werden
[Koslowski, 2002].

Im Vergleich zu Tumorantigenen werden Cancer/Testis-Antigene (CT-Antigene) in
Tumoren verschiedenster Histologie, so haufig in Melanomen, und in Testisgewebe
exprimiert, jedoch nicht in anderen Normalgeweben. Die Expression in Testisgewebe ldsst
sich darauf zuriickfiihren, dass hier keine MHC Klasse-I und —II Molekiile vorliegen,
wodurch die Zellen fiir eine Immunantwort iiber T-Zellen nicht disponiert sind. Die Gruppe
der CT-Antigene umfasst unter anderem bekannte Vertreter aus den Genfamilien MAGE
(Melanoma-Associated Antigen) [Lucas et al., 2000] und GAGE (G Antigen) [De Backer et
al., 1999], das B-Melanoma Antigen BAGE [Boel et al., 1995] oder das autoimmunogene
CT-Antigen NY-ESO-1 [Jaeger et al., 1998 und 2000; Smith and Cerundolo, 2001; Scanlan
et al, 2002 und 2004; Eichmiiller et al., 2002 und 2003].
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In einer SEREX-Analyse wurde das Meningeom-exprimierte Antigen 6 (MGEAG)
identifiziert [Heckel et al., 1997 + 1998]. Der Nachweis der Antikdrperantwort wurde mit
Serum eines Patienten, der ein arachnoidales Meningeom mit unauffilligem, diploidem
Chromosomensatz aufwies, erbracht. In Serum von Gesunden und von Patienten mit
anderen Tumoren, wie Glioblastomen, pilozytischen Astrozytomen, Neurinomen und
Squamous Cell Lungenkarzinomen, wurden keine Antikorper gegen MGEAG6 gefunden.
Dies liel die Annahme eines oder mehrerer immunogener Antigene bei Meningeomen zu,
welche durch die humorale Immunantwort zur Generierung von Antikdrpern fiithren.

Eine Antikorperantwort gegen MGEAG6 eindeutig auf eine Mutation im Exon-Bereich
zurlickzufiihren wurde in einer Mutationsanalyse des ORF von MGEA6-cDNA aus
Meningeom-Tumorproben sowie aus cDNA von gesunden Kontrollpersonen ausgeschlossen
werden. Die hier gefundenen vier Basenaustausche traten in den cDNAs beider Gruppen
gleichermallen auf. Es handelt sich vermutlich um noch nicht niedergelegte SNPs in der
MGEAG6-Sequenz oder um Mutationen, die trotz Basenaustausch in zwei Positionen und
daraus folgendem Aminosdureaustausch keine Immunantwort zur Folge haben [eigene

Daten, nicht veroftentlicht].

Im Falle von MGEAG6 besteht eine Moglichkeit darin, dass eine humorale Immunantwort
durch dieses auch in unterschiedlichen Normalgeweben exprimierte Protein dadurch
ausgelost wird, dass es im Tumor iiberexprimiert wird [Comtesse et al., 2002].
Uberexprimierte Antigene werden in einer Reihe von Normalgeweben gering exprimiert
und in Tumoren iberexprimiert [Renkvist et al., 2001; Novellino et al., 2005]. Die
Transkription von MGEAG6, seiner Splicevariante MGEA11 und weiteren MGEAG6-
homologen Sequenzen dieser Genfamilie wurde in Meningeomgeweben sowie in
verschiedenen menschlichen Geweben, wie Niere, Skelettmuskulatur und Hirngewebe,
mittels Northern-Blot-Analysen und RT-PCR-Analysen nachgewiesen [Heckel et al., 1997;
Comtesse et al., 2001]. Es handelt sich somit nicht um ein meningeomspezifisches Protein,
jedoch wurde eine Antigenitdt nur in Tumorpatienten nachgewiesen. Antikorper gegen die
rekombinant exprimierten Proteine MGEA6 und MGEA11 wurden in einer Studie in 41,7%
der untersuchten Seren von Meningeompatienten gefunden. Eine zweite, davon
unabhingige Studie, bestitigte dieses Ergebnis mit einem Wert von 38,5% [Daten nicht
veroffentlicht]. Die Antigenitdt korreliert nicht mit dem Tumorgrad oder dem

histomorphologischen Subtyp der Tumoren. Dariiber hinaus wurden auch Antikérper in
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Seren von Glioblastompatienten und einem Astrozytom Grad II-Patienten, nicht jedoch in
Seren von Patienten mit anaplastischen- bzw. pilozytischen Astrozytomen und von 12
gesunden Personen nachgewiesen. Diese Daten zeigten die Induktion einer
Antikorperantwort in Meningeom-Patienten und Patienten mit diffusen Gliomen. Eine
Korrelation der Uberexpression mit der Induktion einer Antikdrperantwort in dem gleichen
Gewebe kann allerdings nicht bestitigt werden. Des Weiteren wurde mittels Western-Blot-
Analysen und IHC-Analysen an Gefrierschnitten von Meningeomen eine erhohte
Expression dieser Proteine in Meningeomen aller dreit WHO-Grade und in diffusen Gliomen
im Vergleich zu normalem Hirngewebe gezeigt. Die erhohte Expression kdnnte sich auf

Tumoren neuroectodermalen Ursprungs beziehen [Comtesse et al., 2002].

Die vorliegende Analyse befasste sich mit der Eingrenzung der antigenen Proteinregion von
MGEA6 und umfasst Ergebnisse aus Western-Blot- und ELISA-Immunassays zur
Antikorperbindung gegen MGEA6 und MGEAG6-Teilproteine.

Die positiven Antikdrperreaktionen von Meningeomseren im ELISA wurden im Western-
Blot bestitigt. Die Analyse zeigte, dass die Serumantikérper den Aminoterminus und den
internen Proteinbereich in gleichem Maf3e binden. Keines der untersuchten Seren, weder der
Meningeompatienten, noch des Glioblastom- oder der Schlaganfallpatienten zeigte eine
Antikorperbindung an den carboxyterminalen Proteinbereich. Im Vergleich zur
Antikorperreaktivitit gegen das MGEAG6-Volllingenprotein, war die Reaktivitit der
aminoterminalen und der internen Proteinregion jedoch wesentlich schwécher. Eine Rolle
linearer Epitope des Carboxyterminus fiir die Antigenitéit kann ausgeschlossen werden. Dies
bedeutet, dass die Bindung der Antikdrper nicht nur gegen ein bestimmtes lineares Epitop,

sondern gegen mehrere Epitope oder ein Konformationsepitop des Proteins gerichtet ist.

Dieses Ergebnis wird durch methodische Faktoren beeinflufit. Die verwendeten Methoden
wurden gewihlt, um durch die Anlagerung der Antikorper an die lineare Proteinsequenz
spezifisch eine Sequenzregion eingrenzen zu konnen. Die Methoden haben verschiedene
technische Aspekte, die im Folgenden genauer betrachtet werden.

Als Western-Blot (Immunoblot) wird die Ubertragung von Proteinen auf eine
Tragermembran unter nativen oder denaturierenden Bedingungen bezeichnet. Unter nativen
Bedingungen wird das Laufverhalten der Proteine durch ihre Sekundédr- und

Tertidrstrukturen beeinflusst. Unter Verwendung von denaturierenden und reduzierenden
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Agenzien werden Sekundir- und Tertidrstrukturen aufgeldst. Im SDS-Polyacrylamid-Gel
werden die Proteine entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt und denaturiert auf eine
Membran ibertragen. Das in Gel und Puffer vorhandene SDS kann durch Waschen der
Membranen zum Grofteil wieder entfernt werden, wodurch die Proteine renaturieren und
thre Sekundér- und Tertidrstruktur wiedererlangen. Eine Quartérstruktur kann durch das
Auftrennen der denaturierten Proteine jedoch nicht wieder erreicht werden [Renart et al.,
1979]. Mittels denaturierendem Western-Blot, wie er in der vorliegenden Analyse
durchgefithrt wurde, werden somit Antikdrperbindungen gegen linearisierte
Proteinsequenzen (Primérstruktur) nachgewiesen.

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Proteine werden iiber
Antikorper oder mittels eines angehéngten Tags an die Trigermatrix fixiert. Die Proteine
werden von Antikorpern, beispielsweise aus Serum, gebunden. An diese priméiren
Antikorper binden enzymgekoppelte Sekundérantikoérper. Nach Zugabe eines Chromogens
erfolgt eine enzymatische Farbreaktion, welche mittels eines Photometers gemessen wird.
Der Vorteil dieses Assays besteht darin, dass die Intensitdt der entstehenden Farbe
proportional zu der Konzentration des zu bestimmenden Antikorpers in der Probe ist. Aber
auch mit dieser Methode konnen Konformationsepitope der Proteine nicht gebunden

werden.

Es stellt sich bisher die Frage, ob MGEA6 iiber MHC-Klasse-I bzw. MHC-Klasse-II-
Komplexe an der Zelloberfliche préasentiert und durch die zellvermittelte Immunabwehr
erkannt wird, oder ob das Protein im Zuge von apoptotischen oder nekrotischen Prozessen
abgebaut und aus der Zelle geschleust wird, um von Antikorpern gebunden zu werden.
Weitere Untersuchungen zur Definierung der immunogenen Proteinregion und der MGEAG6-
Struktur konnten durch FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)- oder BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer)-Analysen erfolgen. Bei diesen Verfahren
wird Energie eines angeregten Fluoreszenzfarbstoffs (Donor-Fluorophor) strahlungsfrei
iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor-
Fluorophor) {iibertragen. Die Intensitit des Energietransfers hingt unter anderem vom
Abstand der beiden Fluorophore ab und kann somit als ,,optisches Nanometermal3* dienen.
Die Detektion kann im Fluoreszenzmikroskop oder einem Fluorimeter erfolgen und erlaubt
auch die Untersuchung von Proteinen in lebenden Zellen. Gemessen wird zum einen die

reduzierte Emissionsintensitdt des Donor-Fluorophors und zum anderen die entsprechend
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erhohte Emissionsintensitidt des Akzeptor-Fluorophors. Aus den gemessenen Fluoreszenz-
Intensititen kann der Abstand der beiden Fluorophore berechnet werden. Durch die
Kopplung von Donor- und Akzeptor-Fluorophor an das selbe Molekiill kann eine
Verinderung des FRET-Signals Aufschluss iiber die Anderung der Schwingungsebenen und
damit der Lage beider Fluorophore zueinander geben. Hierdurch ist die Vermessung von
Konformationsédnderungen unter Erhalt der Quartérstruktur von Proteinen moglich. Dies
ermoglicht zum einen die genaue Lokalisation von MGEAG6 in der Zelle, zum anderen die
Detektion von an das Protein bindenden Antikdérpern. Bindungsstellen und immunogene
Epitope in der Gesamtstruktur konnten somit genauer untersucht und ein Vergleich von
Meningeomzellen zu normalen Zellen (z. B. Fibroblasten) durchgefiihrt werden. Dies wiirde
durch eine Co-Farbung von MGEA6 und der gegen MGEAG6 gerichteten humanen
endogenen Antikorper erfolgen. Durch diese Art der Lokalisation konnte auch die Frage

nach dem Ort der Erkennung der Proteine durch die Antikdrper analysiert werden.

Zusammenfassend ldsst sich aus der vorliegenden Analyse schlieBen, dass die Bindung der
Antikorper nicht nur gegen ein bestimmtes lineares Epitop, sondern gleichermallen gegen
Epitope des aminoterminalen und des internen Proteinbereichs gerichtet ist. Eine Rolle
linearer Epitope des Carboxyterminus fiir die Antigenitdt kann ausgeschlossen werden. Es
kann angenommen werden, dass die AntikOrperantwort gegen mehrere Epitope oder ein

Konformationsepitop des Proteins gerichtet ist.
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4.2 Nachweis von MGEAG6-Proteininteraktionen in vitro

Die im Yeast-Two-Hybrid-Screening identifizierten Proteininteraktionen zwischen MGEA6
und drei putativen Bindungspartnern wurden mittels Co-Immunprézipitation {iberpriift. Bei
den Bindungspartnern handelte es sich um die Proteine BAIAP2 (Brain Angiogenesis
Inhibitor 1-Associated Binding Protein 2, Transcript Variant 1, IRSp53), KIBRA (WW and
C2 Domain Containing 1, WWCI1) und SPTANI1 (Spectrin alpha, Alpha-Fodrin, non-
erytrocytic 1). Die vorliegende Proteininteraktionsanalyse bestétigte die Proteinbindungen
von MGEA6 mit den Proteinen BAIAP2 und KIBRA. Die Interaktionen dieser Proteine
wurden somit mit zwei undbhéngigen Verfahren in vifro nachgewiesen. Die Interaktion von
MGEAG6 mit SPTANI wurde in der vorliegenden Analyse nicht verifiziert.

Die Methode der Immunpréizipitation (IP) ermdglicht nahezu in vivo-dhnliche
Versuchsbedingungen, da die Expression der Proteine in eukaryotischen Zellen erfolgt und
somit posttranslationale Modifikationen, wie z. B. Glykosilierungen oder Proteinfaltung der

Proteine ermoglicht werden.

Um genauere Aussagen liber die Wahrscheinlichkeit von Interaktionen zwischen Proteinen
machen zu konnen, ist die Betrachtung der Proteinstruktur von enormer Bedeutung. Durch
Strukturanalysen und Vorhersagen von Proteindomidnen sind bisher schon eine Vielzahl
Doménen identifiziert worden, die bei der Interaktion von Proteinen eine Rolle spielen. Zu
ihnen gehoren z. B. WW-, SH2 oder SH3-Doménen [Lee et al, 1998; Pawson et al., 2002].
Der Nachweis solcher Proteinstrukturen kann Hinweise iiber die Wahrscheinlichkeit geben,
ob ein Protein in der Lage ist an andere Proteine zu binden, und ist somit ein verléssliches
Mittel, um Proteine die an Zellstrukturen und Transduktionswegen beteiligt sind zu

erkennen.

Die in der vorliegenden Analyse untersuchten Proteine weisen alle solche fiir

Proteininteraktionen wichtigen Strukturen auf und werden im Folgenden genauer betrachtet.

Die Struktur von MGEA6 wurde mittels Hydrophobizitits-Analysen der

Aminosduresequenz von Comtesse et al. [2002] untersucht. Auf Grund dieser Ergebnisse
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konnte eine Transmembrandoméine (TM-Domine) am Aminoterminus des Proteins
lokalisiert werden (As 41-61), eine zweite TM-Doméne wurde vermutet. Der mittlere
Proteinteil weist zwei Coiled-Coil-Doménen auf, wobei die erste (As 115-261) zusitzlich
eine Leucin-Zipper-Struktur aufweist (zweite Coiled-Coil-Doméne: As 322-496). Der
Carboxyterminus ist sehr prolinreich.

Der Vergleich der Proteinstruktur mit bekannten Proteinfamilien ergab eine Homologie zum
C219-reactive-Peptide, einem MDRI1 &dhnlichen P-Glykoprotein, welches zur Gruppe der
ATP-getriebenen Membranpumpen gehort, und zur V-type-ATPasel16kDA-subunit-
Familie, welche als Protonenpumpen am Membrantransport beteiligt sind. Weitere
Homologien bestehen zu Neuropeptid-Rezeptoren mit Ahnlichkeit zu CCK-BR
(Gastrin/Cholecystokinin Type B Rezeptor), der zur Myosin Tail-Familie gehort.

Betrachtet man also die Strukturvorhersage von MGEAG6, so ergibt sich die Vermutung
einer Rezeptorfunktion als membranéres Protein oder eine Beteiligung an der Ausbildung
von Membrankandlen. Da Coiled-Coil-Strukturen bekanntermafBlen an proteinbindenden
Regionen beteiligt sind, l4sst dies auf eine Interaktion mit anderen Proteinen schlieen. Die
prolinreiche Region weist auf eine mogliche Beteiligung an Signaltransduktionswegen hin,
fiir die Interaktionen mit verschiedenen Strukturen, wie z. B. WW-Domaénen, beschrieben
sind [Macias et al., 1996 und 2002]. Die membranédre Lokalisation von MGEA6 wurde
durch Sequenzanalysen und Zellfraktionierungsexperimente tiberpriift und bestétigt. Sowohl
Analysen an TX3868-Glioblastom- und primidren Meningeomzelllinien mittels
Immunfluoreszenzfarbungen als auch Immunhistochemische Farbungen von Meningeom-
Kryogewebeschnitten und Tumoren glialen Ursprungs ergaben keine spezifischen
Farbungen in Zellkernen. Die Féarbungen zeigten ein teilweise perinukledres und teilweise
zellmembrandres globuldres Muster. Nur schwach bzw. gar nicht konnte MGEAG6 in

normalen Astrozyten und Leptomeningen detektiert werden [Comtesse et al., 2002].

Die  Struktur von MGEA6 weist auf eine mogliche Beteiligung an
Signaltransduktionswegen hin, woraus sich die Frage nach Bindungspartnern und
Proteineninteraktionen von MGEAG stellt. Bisher sind die Kenntnisse der Zusammenhénge
die Meningeomentstehung, Tumorwachstum und Gewebeinfiltration beeinflussen, wie z. B.
wachstumsregulierende Signaltransduktionswege und anti-apoptotische Signalwege, sehr
unvollstindig [Johnson and Toms, 2005]. So ist auch fir MGEA6 noch keine

Proteininteraktion oder ein Signalweg an dem dieses Protein beteiligt ist beschrieben.
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Bisherige Studien unterstreichen die Bedeutung von Proteinen, die Coiled-Coil-Motive
aufweisen. Vermutlich weisen etwa 10 % der Proteine eines Organismus solche Strukturen
auf [Liu and Rost, 2001], die in kurze und lange Coiled-Coil-Doméinen unterschieden
werden. Kurze Coiled-Coil-Doménen werden haufig in Transkriptionsfaktoren gefunden. Es
handelt sich um sogenannte Leucin-Zipper-Motive, die aus sechs oder sieben Heptaden-
Wiederholungen bestehen und als Homo- oder Heterodimere vorliegen [Burkhard et al.,
2001; Jakoby et al., 2002; Vinson et al., 2002]. Langen Coiled-Coil-Doménen wird eine
entscheidende Bedeutung fiir die rdumliche Struktur von Zellen und fiir den Ablauf von
zelluldren Prozessen zugeschrieben. Sie sind an den verschiedensten zelluldren Prozessen
beteiligt, fithren Funktionen des Proteintransports und der Lokalisierung von Proteinen in
der Zelle aus oder wirken bei der Regulation von Signaltransduktionswegen mit. Thre Linge
kann bis zu mehrere hundert Aminosduren betragen. Zu ihnen gehéren Golgine, Myosine,
Lamine, Dyneine, Kinesine und Filament-Proteine [Strelkov et al., 2003; Schliwa and
Woehlke, 2003; Barr and Short, 2003]. Sie sind weitgehend am Aufbau von Zellstrukturen
wie Mikrotubuli, Zentrosomen, Zentromeren oder der Kernhiille beteiligt. Thre Funktionen
umfassen die Beteiligung an der Proteinfaltung, am Autbau des Spindelapparates und an der
Stabilisierung von Komponenten der Signaltransduktion wie Calmodulin, Proteinkinasen A
und C [Fava et al., 1999; Takahashi et al, 1999, 2000, 2002; Witczak et al, 1999; Flory et al,
2000; Li et al., 2000; Moisoi et al., 2002; Sillibourne et al., 2002]. Zytoplasmatische Coiled-
Coil-Proteine spielen eine Rolle bei der Organisation und dem Aufbau von

Membransystemen.

Die prolinreiche Region des Carboxyterminus unterstreicht ebenfalls die Wahrscheinlichkeit
von Proteininteraktionen des MGEAG6-Proteins mit anderen Proteinen. Analysen von
Proteinen, die WW-Dominen aufweisen, zeigten eine Affinitdt dieser Strukturen zu
prolinreichen Aminosduresequenzen [Macias et al., 1996 und 2002; Ranganathan et al.,

1997].

Bei WW-Doménen handelt sich um 30-40 As umfassende Sequenzen, die zwei konservierte
Tryptophanreste mit einem bestimmten Abstand zueinander aufweisen [Sudol, 1996]. Sie
kommen in Proteinen unterschiedlicher Funktionalitdten vor, wie z. B. in Proteinen die bei
der Proteindegradierung, der Transkriptionsregulation, dem Splicen von RNA oder der
Proteinaggregation eine Rolle spielen. Hierbei handelt es sich sowohl um im Zytoplasma als

auch in der Kernmembran lokalisierte Proteine. Von Bedeutung ist die Charakterisierung
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solcher WW-Strukturen aufweisender Proteine deshalb, weil fiir einige dieser Proteine die
direkte oder indirekte Mitwirkung an Signaltransduktionswegen nachgewiesen wurde. Fiir
manche dieser Pathways konnten Verdnderungen der Signaltransduktion festgestellt werden,
so z. B. bei der Alzheimer Erkrankung, der Muskeldystrophie oder Krebs [Einbond et al,
1996; Sudol et al., 2001; IIsley et al., 2002]. Aus der Struktur und Funktionalitdt von WW-
Domiinen ergibt sich eine funktionelle Ahnlichkeit zu SH3-Dominen (Src-homology 3) [
Ren et al., 1993; Chen and Sudol, 1995; Chan et al., 1996; Macias et al., 2002]. Es handelt
sich um 50-60 As lange Doménen, die eine prolinreiche Sequenz enthalten. SH3-Doménen
sind in verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts enthalten. Es wird vermutet, dass es sich
um Molekiile handelt, die fiir unterschiedliche Funktionen wichtig sind, wie die
intrazelluldre Signaltransduktion, Membran-Zytoskelett-Interaktionen, die subzelluldre
Lokalisation von Proteinen oder die Zellpolarisation [Musacchio et al., 1992; Cohen et al.,

1995; Pawson et al., 1995].

Die in dieser Analyse als Bindungspartner von MGEAG6 untersuchten Proteine weisen
verschiedene dieser Proteinerkennungssequenzen auf und werden im Folgenden genauer

betrachtet:

Das Protein KIBRA (WWC1), dessen Gensequenz auf Chromosom 5q34 lokalisiert ist,
wurde von Kremerskothen et al. [2003] als ein neues Protein mit WW-Domaénen-Struktur
charakterisiert. Es beinhaltet zwei WW-Doménen im aminoterminalen Proteinbereich (As
7-39 und As 54-86). Die cDNA dieses Proteins wurde in einem Yeast-Two-Hybrid-
Screening identifiziert und als Bindungspartner des humanen Dendrin (KIAA0749)
nachgewiesen. Seine Struktur weist neben den WW-Doménen eine interne C2-&hnliche
Domaine (As 726-787) und eine glutaminreiche Sequenz (As 845-868) des Carboxyterminus
auf (Abb.40). Bei C2-Doménen handelt es sich um Calcium-abhidngige Bindungsmotive von
Lipiden oder Proteinen, die hdufig bei Proteinen der Signaltransduktion und des
Membrantransports vorkommen [Rizo and Sudhof, 1998]. Es wurden weitere
Untersuchungen zur Struktur und Lokalisierung des Proteins gemacht. Die Ergebnisse von
Interaktionsstudien zeigten, dass die Bindung iiber die erste der beiden WW-Doménen an
PPxY-Motive erfolgt. Bei PPxY handelt es sich um ein Motiv aus zwei Prolinen (P), einem
Tyrosin (Y) und einer beliebigen Aminosdure (x) [Einbond et al., 1996]. Die Expression

von KIBRA wurde mittels einer Northern-Blot-Studie iiberwiegend fiir Niere und
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Hirngewebe nachgewiesen. Da das etwa 125kDa grofle, hydrophile Protein weder lédngere
hydrophobe Regionen noch Signalsequenzen aufweist, die es als Membranprotein erkennbar
machen wiirden, wurde es als zytoplasmatisches Protein deklariert. Die zytoplasmatische
Lokalisierung in der Zelle und der Nachweis perinukledrer Ansammlungen des Proteins
erfolgte durch den Nachweis des Myc-getagten Volllingenproteins in Affennierenzellen
(CV1) und den Nachweis des endogenen KIBRA-Proteins in Western-Blot-Analysen von
Zytosolextrakten bzw. in Immunfluoreszenz-Analysen. Die Untersuchung eines verkiirzten
Proteins ohne die Region der WW-Sequenzen ergab keine verdnderte Lokalisation des
Proteins. Die WW-Doménen und auch die Interaktion mit Liganden iiber sie scheinen fiir
die Proteinlokalisation somit keine Rolle zu spielen. Kremerskothen et al. vermuteten auf
Grund der Bindung an das Zytoskelett-bindende Dendrin eine strukturelle Rolle fiir KIBRA.
Weitere Funktionen von KIBRA zeigten bisherige Analysen zu Interaktionspartnern.
Kremerskothen et al. (2004) zeigten die Bindung an die Proteinkinase C zeta (PKCzeta),
welche fiir die Synapsenplastizitdt eine Rolle spielt. KIBRA wird in diesen Studien als
Substrat der PKCzeta nachgewiesen und scheint iiber deren Phosphorylierung reguliert zu
werden. Nach weiteren Studien konnte KIBRA als Bindungspartner des Proteins Dynein
Light Chain 1 (DLC1) eine wichtige Funktion als Co-Aktivator dieses Proteins zugeordnet
werden. Dieser Proteinkomplex ist vermutlich entscheidend an der Estrogenrezeptor alpha

(ER)-Transaktivierung in Brustkrebszellen beteiligt [Rayala et al., 2006].
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Abb.40: Referenzsequenz KIBRA ( WWC1; Homo sapiens WW and C2 domain containing 1; NP_056053)

‘ j : exprimierter Bereich KIBRA Klon 47-1; As 869-1113;
[

= . Glutaminsdure-Stretch: As 845-868

: WW-Doménen: 1: As 7-39; 2: 54-86 B : C2-ihnliche Domine: As 726-787

Der in der vorliegenden Analyse exprimierte Sequenzbereich, entsprechend dem im Yeast-

Two-Hybrid-Screening verwendeten Klon 47-1, enthdlt nur das carboxyterminale KIBRA-

Protein (violetter Pfeil, Abb.40). Wie in der Abbildung dargestellt, enthilt dieser

Proteinbereich keine der erwdhnten Doméanen des KIBRA-Proteins. Die erste Aminosiure

die exprimiert wird (As 869) beginnt genau nach der letzten Aminosdure des

Glutaminsdurestretches (As 868). Die Proteininteraktion zwischen KIBRA und MGEA6

scheint somit weder uber eine der WW-Doménen, noch iiber die Strukturen der C2-
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dhnlichen Region oder den Glutaminsdure-Stretch zu erfolgen. Die zelluldren
Lokalisationen der Proteine MGEA6 und KIBRA, welche beide zytoplasmatisch und
perinukledr in der Zelle lokalisiert wurden, unterstiitzen die Interaktion beider Proteine. Die
Beteiligung an Signaltransduktionswegen und ob MGEA6 in Verbindung mit KIBRA
ebenfalls eine strukturelle Rolle in der Zelle spielt, ist noch offen. Fiir die Beantwortung
dieser Fragen bieten sich weitere Analysen in Meningeomzellen als auch in gesunden
Kontrollzellen, z. B. Fibroblasten, an. Die Lokalisierung der Proteine in Zellkulturen in vivo
ist hierfiir erforderlich. Die Analyse mittels FRET unter Verwendung spezifischer
Antikorper gegen MGEA6 und KIBRA konnte genauere Aussagen ermoglichen. Fiir die
Immunfluoreszenz-Analysen ist bisher jedoch kein verwendbarer Antikorper gegen KIBRA
vorhanden. Der von Kremerskothen et al. hergestellte Antikorper gegen das KIBRA-

Vollldngenprotein zeigte nur Reaktivititen im Western-Blot, nicht jedoch in der IF.

BAIAP2 (IRSp53) als Zweites der Proteine, fiir welches die Bindung mit MGEAG6 bestétigt
wurde, weist ebenfalls eine der beschriebenen Proteinstrukturen auf. Es handelt sich um
eine SH3-Domine (As 378-435) im carboxyterminalen Bereich, welche strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeiten zu Coiled-Coil-Dominen aufweist. Das in der vorliegenden
Studie exprimierte Protein entspricht dem Klon 52-2 aus dem Yeast-Two-Hybrid-Screening.
Es handelt sich um das Volllingenprotein der BAIAP2 Transkriptvariante 1 (Asl-521;
Abb.41).

Oda et al. (1999) identifizierten BAIAP2, dessen Gensequenz auf Chromosom 17925
lokalisiert ist, als Interaktionspartner von BAI1 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1) und wiesen
die Bindung iiber die SH3-Domine an das prolinreiche zytoplasmatische Fragment von

BAI1 in vitro nach.
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Abb.41: Referenzsequenz BAIAP2 (Homo Sapiens BAll-associated protein 2 isoform 1; NP_059344).
‘ j : exprimierter Bereich BAIAP2 Klon 52-2; As 1-521;
B : SH3-Domine: 1: As 378-435.

BAIl wurde urspriinglich als p53-Zielgen nachgewiesen und iiberwiegend in Hirngewebe
exprimiert. Funktionsstudien seiner extrazelluliren Doménen fiihrten zum Nachweis, dass
es die Angiogenese hemmt. Es wurde vermutet, dass es sich um ein multifunktionales
Protein handelt, dass extrazellulire Signale an interzelluldre Signaltransduktionskaskaden
weiterleitet [Nishimori et al., 1997]. Es weist eine sehr hohe Homologie zur Hamster
Insulinrezeptor-Kinase IRSp53/58 auf und wurde in Northern-Blot-Analysen als
hauptsichlich in Neuronen aktiv nachgewiesen. Dariiber hinaus zeigten IF-Analysen, dass
BAIAP2 an der Zytoplasmamembran lokalisiert vorliegt, wenn es mit BAIl in COS-7-
Zellen co-exprimiert wurde und komplexiert ist. Ungebunden kommt es diffus in
Zytoplasma und Nukleus vor. Dies unterstreicht die Ergebnisse, dass BAIAP2 mit BAIl in
intakten Zellen interagiert [Oda et al., 1999]. Weitere Studien zeigten die Interaktion des
Proteins mit dem Genprodukt des Dentatorubral-Pallidoluysian Atrophy-Gens (DRPLA)
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und entdeckten vier verschiedene Isoformen des Proteins, welche unterschiedliche
Phosphorylierungen und Gewebeverteilungen zeigten [Okamura-Oho et al., 1999 und 2001;
Miyahara et al., 2003].

Dariiber hinaus wurde es als Regulator des Aktin-Zytoskeletts nachgewiesen. Es wurde
gezeigt, dass es iiber die Verbindung von Rac (GTPase der Rho-Familie) und WAVE2
(Wiskott-Aldrich syndrome family Verprolin-homologous Protein 2) an der Ausbildung von
Lamellipodien und tiber die Interaktion mit Cdc42 (GTPase der Rho-Familie) und Mena
(Mammalian Enabled) an der Ausbildung von Filopodien in Zellen beteiligt ist [Miki et al.,
2002; Yamagishi et al., 2004; Millard et al., 2005; Suetsugu et al., 2006; Mattila et al.,
2007]. Uber die Interaktion mit Rac und WAVE ist eine Funktion zur Stabilisierung von
Zellkontakten gegeben. Die Zusammenhédnge sind in den Pathways der KEGG-Datenbank

anschaulich dargestellt.

Fiir BAIAP2 sind bisher Beteiligungen an folgenden Pathways bekannt:
» Adherens junction (KEGG pathway: 04520)
» Regulation of actin cytoskeleton (KEGG pathway: 04810)
» Dentatorubropallidoluysian atrophy (DRPLA) (KEGG pathway: 05050)

Auch fiir die Interaktion von BAIAP2 mit MGEAG® ist die Verifizierung der Proteinbindung
in vivo erforderlich. Die Proteininteraktion mit diesem BAIl-interagierenden Protein und
seine vermutlichen Funktionen bei der Signaltransduktion unterstreichen jedoch die
moglichen Funktionen von MGEAG6, eine Beteiligung an Signaltransduktionswegen,

Membrankanélen oder eine Rezeptorfunktion dieses Proteins.
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Die Proteininteraktion mit Spectrin alpha (SPTANI; alpha Fodrin, non-erythrocytic 1;

chromosomale Lokalisation: 9q33-q34) wurde in der vorliegenden Studie nicht bestétigt.

1 LK Gk 247

5 I T
spectrin, alphd

SPEC "‘other ‘other SPEC  'other Spectrin SPEC
other SPEC SPEC SPEC rother "‘other rother
SFEC 'other other:® SFPEC SPELC EFh
othert SH3 SPEC SPEC —other
SPEC other—+ other! ethand_Ca_insery
other—
othert
| epend:
— - protein - regionsSHP  we———- gther feature
Gequence:

1921 FHWEADVWWES WIGEKEHWSLE TODDYGROLSS WATLLTKGET FDAGLGAFRGE EGIAMITALK
¥ spectrin, alpha, ng

2841 DALLAARKHWE SKAIEARHAS LMEEWSGLLA HSAARKKELL EARSHFEKWE DLFLTFARKA
¥ spectrin, alpha, mig

2181 SAFMSWFEMA EEDLTDFYEC HMSLEEIRKALFE EARHDAFRSSL SSAMADFHEL AELDRAIRSF
¥ spectrin, alpha, nig

2161 RVASHPYTHF THMEALEETHR HLGEIIKERE LELGEERRERE EEMDELRGEF AGHAMAFHRM
¥ zpectrin, alpha. ng

—) e

2221 IRETRETYLLD GSCHVWEESGT LESELEATKR KHREIRAMES GLKKIEDLGA AMEEALILIH
¥ spectrin, alpha, mig

2281 EYTEHSTVWGL ARRWIDGLDGL GHMREMEHHLER RIRARMTTGW TEEALKEFSHM MFEHFDEDES
¥ =pectrin, alpha, nig
P othEr

2341 GRELHMHREFKS CLESLGYILF MYEEGEFDFE FEAILDTWDF MRDGHWSLGE YMAFMISRET
¥ spectrin, alpha, nig

3 other
2481 EMVKSSEEIE SAFRALSSEG KPYWTKEELY GHLTREGADY CMSHMKPYWD GRGRELPTAF

¥ =spectrin, alpha, ng
2461 DYWEFTRESLF WH
spectrin, alpha, noh—erythrocwtic 1 Calpha—fodrin?

Abb.42: Referenzsequenz SPTANI1 (Homo Sapiens Spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (alpha-fodrin);
NP 003118)
r j : exprimierter Bereich SPTAN1 Klon 6-4; As 1992-2472.

Bei SPTANI1 handelt es sich um ein Strukturprotein, welches im Zellkern identifiziert
wurde und an der DNA-Reparatur beteiligt ist. Dariiber hinaus wird ihm eine Beteiligung
am Tight junction-Pathway (KEGG pathway: 04530) zugeschrieben, wo es bei der
Stabilisierung  von  Zellkontakten und bei der stabilen Verankerung von
Transmembranproteinen und Zelladhédsionsmolekiilen eine Rolle spielt. Diese Funktion
wurde durch Studien zur Bindungsstirke und zur Tetramerisierung der Spectrine alpha und
beta-I sowie alpha und beta-II bekriftigt. Die nicht-erythrozytischen Spectrine alpha und

beta-II in Hirngewebe formen besonders stabile Tetramerkomplexe, die fiir die Zell-Zell-
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Interaktion und die Stabilisierung der Zellbindung sorgen [Benett et al., 1982; Bignone and
Baines, 2003]. Weitere Analysen zeigten die genaue Interaktion der Proteine und die
Bildung von Dimeren aus alpha und beta-II-Spectrinen, die anschlieBend zu Tetrameren

angeordnet werden [Bignone et al., 2007].

Eine Unterexpression dieses Proteins ist an der Entstehung der Fanconi Andmie beteiligt
[McMabhon et al., 1999]. Auch spielt es eine Rolle als Autoantigen beim Priméren Sjogren
Syndrom, wo es zur Spaltung des Proteins kommt [Hayashi et al., 2003; Miyazaki et al.,
2005]. Sridharan et al. (2006) schreiben dem nonerythroiden alpha-Spectrin eine Rolle als
Kernprotein zu, welche sie durch ihre Studien untermauern. Sie identifizierten mehrere
Proteine verschiedenster Funktionen aus nuklearen Extrakten von humanen lympho-

blastoiden Zellen und HeLa-Zellen als Interaktionspartner von Spectrin alpha.

Fir die Entstehung von Meningeomen konnte eine Beteiligung verdnderter Signal-
transduktionswege bisher nicht gezeigt werden. Es stellt sich die Frage, ob MGEAG6 als
Protein eine direkte oder indirekte Rolle in einem zelluldren Pathway spielt. Auch diese
Frage wurde bisher nicht untersucht. Der Nachweis von Proteininteraktionen spielt fiir die
Analysierung dieser Fragen eine relevante Rolle. Uber die Funktionen und Lokalisationen
der Proteininteraktionspartner von MGEA6 kann der Funktion von MGEAG fiir die Zelle
und fiir die Tumorentstehung moglicherweise entscheidend ndher gekommen werden. Aus
diesem Grund sollte die in vivo-Untersuchung der Interaktion von MGEA6 mit den

Proteinen BAIAP2 und KIBRA in Betracht gezogen werden.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Analyse mittels Co-Immunprézipitation die
Proteininteraktionen zwischen MGEA6 und den Proteinen BAIAP2 und KIBRA bestitigt.
Die Interaktionen der Proteine konnten somit in zwei undbhdngigen Verfahren in vitro

nachgewiesen werden.
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4.3 Promotorcharakterisierung der MGEAG6-Genfamilie

Die Rolle von MGEAG6 und seiner Genfamilie fiir die Zelle und ihre mogliche Beteiligung
bei der Meningeomentstehung sind noch weitgehend ungeklért. Die biologische Relevanz
der Proteine MGEA6 und MGEA11l wird durch deren Expression in verschiedenen
menschlichen Geweben unterstrichen. Fiir verschiedene der MGEA6-homologen Sequenzen
konnten bisher annotierte mRNAs in Testisgewebe und in Melanomen nachgewiesen
werden, die Expression dieser Tanskripte wurde jedoch noch nicht gezeigt. Die
Charakterisierung der homologen Sequenzen der verschiedenen Chromosomen als
prozessierte Pseudogene erfolgte bereits durch Comtesse et al. [2001].

Neben der Identifizierung von Bindungspartnern des MGEA6-Genproduktes und dessen
Funktion und Interaktion in Signal-Pathways der Zelle, miissen auch Auftreten und

Funktion der Pseudogene als weitere Mitglieder der MGEA6-Genfamilie betrachtet werden.

In einer Studie an Cutanen T-Zell-Lymphomen wurden MGEA6 und einige seiner
Pseudogene als tumorassoziierte Antigenfamilie mit tumorspezifischem Splicemuster
entdeckt. Eichmiiller et al. identifizierten cTAGE-I in einer SEREX-Analyse als
spezifisches Antigen cutaner T-Zell-Lymphome und entdeckten in einer angeschlossenen
RT-PCR-Studie die sogenannte cTAGE-Familie. Die identifizierten cTAGE-Gene wurden
Loci auf verschiedenen Chromosomen zugeordnet, welche die Chromosomen 6, 7, 13, 14
und 18 umfassen. Die Mitglieder ¢TAGE-1/2 und cTAGE-5 der Genfamilie werden
differentiell gespliced und bringen auch die bereits bekannten Sequenzen MGEA6 (cTAGE-
5C) und MGEAII (cTAGE-5D) hervor. Beide Sequenzen wurden auch in dieser Studie auf
dem Chromosom 14 lokalisiert. ¢cTAGE-3 zeigte Similaritdt zu der MGEA6-homologen
Sequenz auf Chr.13, ¢cTAGE-4 zu den Sequenzen auf den Chr.6, 7 bzw. 7q35. Die
Sequenzen cTAGE-1, IB, I1C, 2 und 2s wurden alle Chr.18 zugeordnet. Es wurde gezeigt,
dass sich die Expression von ¢TAGE-1, -1B und -54 auf Testisgewebe und Tumorgewebe
beschriankt, wohingegen die weiteren cTAGE-Gene auch in verschiedenen anderen
Normalgeweben gefunden wurden. Eine tumorspezifische Proteinexpression von cTAGE-1,
-4 und —5 wurde in Western-Blot- und Serumreaktivitdts-Assays bestitigt. Mit Seren von

CTCL-Patienten und Melanompatienten wurden Antikdrperreaktivitidten gegen rekombinant
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exprimierte Proteine cTAGE-1, -3, -4, -5A und —5B nachgewiesen. Usener et al. schreiben
cTAGE-1 und -5 eine mdgliche Rolle als Tumorantigene in der Keimbahnentwicklung zu
und vermuten, dass das tumorspezifische Splicing-Muster der ¢cTAGE-Gene zu Proteinen
fiihren konnte, die Kandidaten fiir eine spezifische Immuntherapie bei Cutanen T-Zell-
Lymphomen und auch anderen Krankheiten darstellen konnten [Eichmiiller 2001; Usener et
al., 2003]. In diesem Zusammenhang steht damit die noch ungeklarte Frage nach der

Funktion dieser Genfamilie und deren Proteine fir die Zelle.

Im Allgemeinen ldsst sich die Entstehung von Pseudogenen auf die Duplikation einer
genomischen DNA oder auf Retrotranspositionsereignisse zuriickfithren. Durch letzteres
entstandene Pseudogene heiBlen prozessierte Pseudogene oder Retropseudogene. Hier
erfolgte die Integration einer revers-transkribierten mRNA in das Genom, in der Regel unter
Verlust ihrer Funktion und Verlust von 5'-Promotorsequenzen und Introns. Dagegen sind
hiufig flankierende repetitive Sequenzen und 3’-Polyadenylierung zu finden. Zur
Transkription dieser Pseudogene kann es jedoch nach Integration in einen Locus der
Promotorelemente aufweist kommen. Das Vorhandensein von sogenannten L7Rs (Long
Terminal Repeats) bestimmt die Einteilung der Retrotransposons in LTR- bzw. Nicht- LTR-
Retrotransposons. Das menschliche Genom umfasst eine grole Anzahl solcher Pseudogene.
LTR-Retrotransposons, wie zum Beispiel ERV-Elemente, umfassen etwa 8% der
menschlichen DNA, Non-LTR-Retrotransposons, wie LINEs (Long Intersperesed Nuclear
Elements) oder Retroposons wie SINEs (Short Intersperesed Nuclear Elements), machen
zwischen 17 und 20% der menschlichen DNA aus [Mighell et al., 2000; Rogers, 1985;
Vanin, 1985]. Es wird mittlerweile angenommen, dass es doppelt so viele Pseudogene
abstammend von proteinkodierenden Genen gibt, als proteinkodierende Gene selbst
[Harrison et al., 2002; Torrents et al., 2003; Zhang et al., 2003 und 2004]. Die
Retrotransposition von Sequenzen ist ein aktiver Prozess, der die Genevolution beeinflusst
[Brosius, 1999]. Dass duplizierte oder prozessierte Pseudogene als transkribierte
Pseudogene funktionell aktiv werden und die Transkription von proteinkodierenden Genen
beeinflussen, wurde in zwei Studien deutlich. Bei der Spitzschlammschnecke Lymmnea
stagnalis wurde nachgewiesen, dass die Transkription des Stickstoffoxidsynthase-Gens
durch ein zur Gensequenz homologes Pseudogen vermindert wird. Dies geschieht durch die
Bildung von RNA-Duplices mittels einer revers-komplementiren Sequenz lokalisiert am 5°-

Ende der Pseudogensequenz [Korneev et al., 1999]. Die Transkription des transkribierten
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prozessierten Pseudogens makorinl-pl wurde als wichtig fiir die Stabilisierung der mRNA
des dazu homologen Gens makorin-1 in der Maus nachgewiesen. Diese regulative Wirkung
wurde auf ein Element, welches sich in der 5'Region sowohl der Gensequenz als auch der
Pseudogensequenz befindet, zuriickgefiihrt [Hirotsune et al., 2003]. Eine weitere Analyse
fithrte zu der Annahme, dass die Expression des rac!-Pseudogens bei der Tumorigenese in
Hirngewebe eine Rolle spielen konnte. Die Uberexpression der rac/-homologen Sequenz
im Vergleich zur racl-Expression wurde auf RNA-Ebene in mehreren Meningeomen,
Astrozytomen und Hypophysenadenomen nachgewiesen [Hwang et al., 2005]. Eine Studie
zu Pseudogenen zeigte, dass im Gegensatz zu prozessierten Genen und anderen
Pseudogenen, die gro3e Mehrheit der transkribierten prozessierten Pseudogene (ca. 95%) im
Vergleich zum Mausgenom im Menschen spezifisch vorkommen. Der Vergleich zeigte
auch, dass es wahrscheinlich einen evolutiondren Druck im menschlichen Genom gibt, diese

prozessierten Pseudogensequenzen zu deletieren [Harrison et al., 2005].

Neben dem Nachweis von mRNA-Transkripten verschiedener MGEA6-homologer
Sequenzen in Testisgewebe und in Melanomen konnten wir zwei dieser Sequenzen, die mit
Loci auf den Chromosomen 7 und 2 iibereinstimmen, in einer Sequenzierungsanalyse von
MGEAG6-cDNA-Sequenzen aus cDNAs von Meningeompatienten identifizieren.

Aus diesem Grund befasste sich die vorliegende Analyse mit dem Nachweis
transkriptioneller Aktivititen verschiedener MGEA6-homologer Sequenzen. Weiterhin
wurde eine Charakterisierung des Promotorbereichs des aktiven MGEAG6-Genlocus

vorgenommen. Die Analysen erfolgten mittels Luziferaseaktivitits-Assay.

Zur Eingrenzung des Promotorbereichs des aktiven MGEA6-Genlocus wurde die
Upstreamregion des aktiven MGEA6-Genlocus in Teilstiicken betrachtet. Es wurde eine
Vorhersage der Promotorregion fiir das MGEA6-Gen getroffen. Die Promotorregion
erstreckt sich auf dem Plus-Strand iiber eine Lidnge von 1072bp. Die Ergebnisse des
Luziferase-Assays bestdtigten eindeutig, dass die vorhergesagte Region die
Promotorelemente enthidlt. Die Promotorregion des MGEA6-Locus konnte auf den Bereich
1510bp upstream des ORF eingegrenzt werden. Sie beginnt 1286bp upstream des
Startcodon und endet 214 Basen vor Beginn des ORF. Die Aktivitdt einer TATA-Box
wurde nicht bestitigt. Die Transkriptions-Start-Site befindet sich mit dem Cytosin 315

Basen vor Beginn des ORF.
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Die transkriptionellen Aktivititen wurden flir die MGEA6-Pseudogensequenzen der Loci
6q27; 7q34; 7q35; 7q35(2); 13ql4.3 und 18qll1.2 untersucht. Fiir die analysierten
Upstreamsequenzen der MGEA6-Pseudogenloci 18q11.2, 7q34, 7q35(2) und 6q27 konnten
Promotoraktivititen im Verhiltnis zur Promotoraktivitit der MGEAG6-Promotorregion
mittels Luziferase-Assay festgestellt werden. Die hochste Aktivitdt zeigte der 18ql1.2-
Locus mit 58% 1im Verhidltnis zur Aktivitit des aktiven MGEA6-Genlocus. Keine
Promotoraktivititen zeigten die Sequenzen der Pseudogenloci 7q35 und 13q14.3. Fiir die
Loci 7934 sind in Melanoma und Testis, fiir 7q35(2) in Melanoma und fiir 13q14.3 und
18q11.2 in Testis annotierte mRNAs niedergelegt. Der Nachweis von Promotoraktivititen
korreliert, auBBer fiir den Locus 627, mit dem Nachweis von mRNA-Sequenzen fiir diese

Loci.

Die Betrachtung der flankierenden Sequenzbereiche der MGEA6-homologen Sequenzen
zeigte fir die meisten Vertreter der Genfamilie Anzeichen fiir Retrotranspositionsereignisse,
woraus diese wahrscheinlich als prozessierte Pseudogene hervorgingen. Nach
phylogenetischen Untersuchungen ergab sich vermutlich eine Abspaltung der Sequenzen
von einem urspriinglichen Gen auf Grund mehrerer Retrotranspositionsereignisse. Die
flankierenden Bereiche weisen verschiedene Elemente auf, wie LINE-I-Elemente (L1),
SINEs (Alu-Elemente) und MaLRs (mammalian apparent LTR-retrotransposon), sowie AT-
reiche repetitive Sequenzen [Comtesse et al., 2001]. Nach genomischen Analysen von
Usener und Eichmiiller beschrieben diese die cTAGE-Sequenzen jedoch nicht als
prozessierte Pseudogene, sondern als transkribierte intronlose Gene. Ausnahmen bilden
cTAGE-1C, welches ein Intron in der Sequenz aufweist, und die Gensequenz cTAGE-5 auf
Chromosom 14, fiir die verschiedene Splicevarianten beschrieben wurden [Usener et al.,

2003].

Die Aktivitit der MGEA6-homologen Sequenzen wurde bisher nicht gezeigt. Das
Vorhandensein von Promotorbereichen in der Umgebung der Sequenzen und ihre
transkriptionelle Aktivitit sind erste Ansatzpunkte zur Kldrung der Funktion dieser
Multigenfamilie fiir die Zelle. Die Ergebnisse der vorliegenden Analyse unterstreichen eine
transkriptionelle Aktivitdt der untersuchten MGEA6-homologen Sequenzen, welche eine

Relevanz fiir die Zelle oder sogar eine tumorrelevante Rolle vermuten lidsst. Weitere
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Analysen zur Vorhersage von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen upstream der Regionen,
die Promotoraktivitét zeigten, sind ein moglicher Ansatz zur genaueren Charakterisierung
der Pseudogensequenzen. Dariiber hinaus werden der Nachweis der Transkription und der
Expression dieser Sequenzen in Tumorgewebe sowie im Vergleich dazu in Normalgewebe
die nichsten Schritte der weiteren Analyse zur Klarung der Relevanz dieser Gensequenzen

fir die Zelle sein.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Analyse die Promotorregion des aktiven
MGEA6-Genlocus bestimmt und charakterisiert. Weiterhin zeigten Promotoranalysen
Aktivitdten fiir die MGEA6-Pseudogenloci 18q11.2, 7q34, 7q35(2) und 6q27. Der Nachweis
von Promotoraktivititen korreliert, auBBer fiir den Locus 627, mit dem Nachweis von

mRNA-Sequenzen fiir diese Loci.
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4.4 Untersuchung des E-Cadherin/B-Catenin Zelladhésions-Komplexes
und Nachweis einer verinderten Expression dieser

Zelladhisionsproteine in Meningeomen

Die Struktur von MGEAG6 lésst eine Beteiligung des Proteins an Signaltransduktionswegen
vermuten. Eine Microarray-Analyse zur Regulierung von MGEA6 auf mRNA-Ebene zeigte
die Herunterregulierung von MGEA6 nach dem Knock-Out des TCF-Faktors [nicht
veroffentlichte Daten, Ballhausen et al., Halle]. Die Analyse lieB darauf schlieen, dass
MGEAG6 iiber den WNT-Signalweg (WNT-Pathway) reguliert wird und fiihrte zur
Betrachtung dieses Signalwegs in Meningeomen. Die Rolle von -Catenin ist fiir den WNT-
Signalweg bedeutend, welcher mit der Pathogenese verschiedenster menschlicher
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht wurde [Lustig u. Behrens, 2003]. B-Catenin
liegt in der Zelle zytoplasmatisch und, gebunden an E-Cadherin, an der
Zytoplasmamembran vor. Dariiber hinaus ist es bei aktiviertem WNT-Signalweg stabilisiert
im Zellkernkern zu finden. Zur zellulidren Lokalisation von -Catenin in Menigeomgeweben
wurden IHC-, IF- und Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten keine
B-Catenin-Ansammlung in den Zellkernen und das Fehlen von B-Catenin in 79% der
analysierten Meningeome an der Zytoplasmamembran. Die IHC-Analyse wies B-Catenin als
kréftige, granuldre, perinukleire Ansammlungen und diffus im Zytoplasma nach. Diese
Resultate deuten darauf hin, dass der Verlust von B-Catenin an der Zellmembran ein
héufiges Ereignis in Meningeomen, vor allem des Grades MI (WHO 1), darstellt.

Das Fehlen von B-Catenin im Zellkern zeigt, dass der WNT-Signalweg in Meningeomzellen
nicht aktiviert ist. Die Regulation der MGEAG6-Expression iiber den WNT-Pathway wurde
daher ausgeschlossen.

Da jedoch die Komplexbildung aus B-Catenin und E-Cadherin im Verbund mit a-Catenin
fiir die funktinierende Zell-Zell-Adhésion bedeutend ist, fiihrte dieses Ergebnis zur
Betrachtung der Expression von E-Cadherin in Meningeomgeweben. Die
immunhistochemischen Farbungen zeigten das Fehlen von E-Cadherin an der Zellmembran
in 34% der untersuchten Meningeome unterschiedlicher Tumorgrade. Nur 18% der
untersuchten Meningeome zeigten Expressionen von sowohl B-Catenin als auch E-Cadherin

an der Zellmembran.
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Meningeome sind Neoplasmen der Leptomeningen, die das Hirn und Riickenmark
umgeben. Im Allgemeinen handelt es sich um langsam wachsende, gutartige Tumoren, die
dem Grad I der World Health Organisation- (WHO-) Klassifizierung angehdren (entspr.
MI). Es treten aber auch atypische Meningeome des Grades I (WHO-Grad II, MII) auf, die
durch erhohte Zellularitdt und verstarkte mitotische Aktivitdt gekennzeichnet sind und etwa
8% der Meningeome ausmachen. Sowie anaplastische Meningeome, die dem Grad III
zugeordnet werden (WHO-Grad 111, MIII) und ungefdhr 2% der auftretenden Meningeome
darstellen. Des weiteren machen Meningeome etwa 20% aller primédren intrakranialen
Tumoren aus und zdhlen somit zu den héufigsten Tumoren des menschlichen
Nervensystems. Es gibt histomorphologisch sehr unterschiedliche Formen, die
verschiedenen Subtypen zugeordnet werden. Bei den héufigsten handelt es sich um die
arachnoidalen (meningothelialen), fibroblastischen, transitionalen und sekretorischen
Subtypen [Burger et al., 2002; Louis et al., 2000].

Bisher hat sich der Verlust eines Chromosoms 22 und damit einhergehend der Verlust der
Heterozygotie fiir das Neurofibromatose Typ 2- (NF2-) Gen bei Meningeomen als hiufigste
Auffilligkeit gezeigt, die mit der Tumorigenese in Verbindung gebracht wurde [Meese et
al., 1987, Dumanski et al., 1990; Ruttledge et al., 1994]. Eine mutationsbedingte
Inaktivierung des zweiten Allels von NF2 tritt in bis zu 60% aller Meningeome auf. Bei
dem NF2-Genprodukt handelt es sich um das Protein MERLIN, welchem eine Rolle als
Tumorsuppressorgen zugeschrieben wird. Diese Rolle iibt es vermutlich durch eine
Kontrollfunktion bei der Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhédsion aus [Lallemand et al.,
2003]. Cadherine sind transmembrandre Glykoproteine, die in der Zytoplasmamembran
verankert sind. Uber ihre zytoplasmatischen Komponenten interagieren sie mit Cateninen,
so auch B-Catenin, welches eine indirekte Verkniipfung von Cadherin mit den Aktin-
Filamenten herstellt. Zum einen wird dem E-Cadherin-Zelladhdsionssystem eine
signifikante Rolle bei der mehrstufigen Entstehung menschlicher Tumoren zugeschrieben.
Zum anderen wurden verdnderte Expressionen fiir -Catenin bei einer Reihe von Tumoren,
wie Kolonkarzinomen, gastralen Karzinomen, hepatozelluldren und oesophagalen Tumoren,
beschrieben [Maruyama et al., 2000; Van Aken et al., 2001]. Bisherige Studien an
Meningeomen wiesen E-Cadherin eine mogliche Rolle bei der Morphogenese dieser
Tumoren zu [Figarella-Banger et al., 1994]. In benignen Meningeomen wurde E-Cadherin
unabhidngig vom histomorphologischen Subtyp nachgewiesen, wihrend in malignen

Meningeomen kein E-Cadherin detektiert werden konnte [Schwechheimer et al., 1998].
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Andere Studien zeigten E-Cadherin an den Zellmembranen von Meningeomen der
syncytialen und transitionalen Subtypen, nicht jedoch vom fibroblastischen Subtyp, und
wiesen somit auf Unterschiede der Expression bei den verschiedenen histomorphologischen

Meningeomsubtypen hin [Tohma et al., 1992].

Die vorliegende Immunhistochemische Analyse zeigte eine E-Cadherin-Expression in 25
der 38 untersuchten Meningeome (66%). Bei den sieben Tumoren die keine E-Cadherin-
Expression zeigten handelte es sich um fiinf MI- und zwei MII-Meningeome. Friihere
Studien beschrieben reduzierte E-Cadherin-Expressionen in undifferenzierten Krebszellen
und fehlende Expressionen in differenzierteren Tumoren [Figarella-Branger et al., 1994.
Schwechheimer et al., 1998]. In unserer Studie zeigte nicht-tumordses Arachnoid-Gewebe
keine spezifische E-Cadherin-Expression. Dies stimmt mit den Resultaten von Yamashima
et al. (1992) iiberein, die E-Cadherin nicht an den Zellmembranen lokalisieren konnten. Thre
Untersuchungen zeigten allerdings E-Cadherin im Zytoplasma von Arachnoid Villi.

Betrachtet man die unterschiedlichen Auffassungen iiber den Zusammenhang zwischen E-
Cadherin-Expression und dem Tumorgrad von Meningeomen, so sprechen unsere Daten
eher gegen die Annahme, dass erhohte Malignitit mit dem Verlust von E-Cadherin in
Meningeomen zusammen hdngt. Im Gegensatz hierzu unterstiitzen die vorliegenden
Ergebnisse vielmehr frithere Studien, die membranires E-Cadherin unabhingig vom

Tumorgrad oder vom histomorphologischen Subtyp beschreiben [Tohma et al., 1992].

Die Komplexbildung aus E-Cadherin und B-Catenin im Verbund mit a-Catenin ist fiir die
funktinierende Zell-Zell-Adhédsion ausschlaggebend. [-Catenin bindte an seine
Bindungsstelle an der zytoplasmatischen Domine von E-Cadherin und sorgt iiber den
Komplex mit a-Catenin fiir eine Verkniipfung zu den Aktinfilamenten des Zytoskellets. In
unserer Studie konnten wir B-Catenin an der inneren Zellmembran nur in 21% der
untersuchten Meningeome identifizieren, wobei unter diesen mehr MII- als MI-Tumoren zu
finden waren. Am héaufigsten war bei den PB-Catenin-Farbungen eine kriftige, granuldre,
perinukledr lokalisierte Immunreaktivitit zu erkennen, ohne eine Féarbung der Zellkerne
selbst.

Diese Resultate deuten darauf hin, dass der Verlust von -Catenin an der Zellmembran ein
hiufiges Ereignis in Meningeomen darstellt. Die Immunfluoreszenzuntersuchungen an
Primérzellkulturen von Meningeomen zeigten die Ansammlung von -Catenin-Protein in

Vesikeln des Golgi-Apparates, als auch in anderen Zellkompartimenten. Diese
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Beobachtungen wurden durch die Western-Blot Analysen an fraktionierten Zelllysaten aus
Primérzellkulturen bestitigt, welche B-Catenin in zytoplasmatischen Kompartimenten, im
speziellen im Endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat, bzw. dem ER/Golgi

Intermediate Compartment (ERGIC), nachwiesen.

Bei der Betrachtung der Invasivitit der Tumoren, welche nicht Gegenstand des WHO-
Grading-Systems ist [Louis et al., 2000], zeigten die drei unterschiedlichen MIII-
Meningeome in zwei Fillen keine 3-Catenin-Férbung an der Zellmembran. Eine Korrelation
der Invasivitit mit einem spezifischen Farbemuster in den untersuchten Tumoren konnte

nicht festgestellt werden.

Untersucht haben wir auch die mdglichen Zusammenhédnge mit dem Chromosom 22- und
damit verbunden dem Heterozygositétsverlust des Neurofibromatose Typ2- (NF2-) Gens.
Dieser Genverlust tritt, wie bereits erwéhnt, sehr hdufig in Meningeomen auf. Friihere
Studien schreiben dem von NF2 kodierten Genprodukt MERLIN eine Rolle als
Tumorsuppressor durch die Kontrolle des Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakts zu [
Lallemand et al., 2003]. Die Frequenz von auffallenden NF2-Mutationen variiert jedoch in
Meningeomen mit dem histomorphologischen Subtyp. Wéhrend in Meningeomen der
fibroblastischen und der transitionalen Subtypen Mutationen dieses Gens in 70—-80% der
Tumoren auftreten, zeigen sich diese nur in 25 % der Meningeome des arachnoidalen
Subtyps. Dies fiihrte zu der Annahme, dass arachnoidale Meningeome einen anderen
genetischen Ursprung besitzen [Wellenreuther et al., 1995]. Dariiber hinaus konnte eine
verminderte Expression von NF2 nur in wenigen arachnoidalen Meningeomen
nachgewiesen werden. Fiir andere Subtypen zeigte sich diese Unterexpression jedoch als ein
hdufig auftretendes Ereignis [Lee et al., 1997]. In diesem Zusammenhang wurden
zytogenetische Analysen fiir die meisten Meningeome der Studie gemacht, um die
Chromosom 22-Verluste zu identifizieren. Unsere zytogenetische Analyse der
Primérzellkulturen von Meningeomen zeigte keine Korrelation zwischen dem Verlust eines
Chromosom 22 und der zelluldren Lokalisation der Proteine B-Catenin und E-Cadherin in
den Tumorzellen. Dieses Ergebnis macht eine Verbindung zwischen dem Verlust der NF2-
Expression und der verdnderten Lokalisation der Proteine B-Catenin und E-Cadherin in

Meningeomzellen unwahrscheinlich.
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Es gibt weitere Faktoren des Zelladhésionssystems, fiir die eine Involvierung bei der
Entstehung von Meningeomen angenommen wird. So zum Beispiel das CD44-Antigen, ein
transmembranéres Glykoprotein, das an der Zelladhdsion und der Stoffmigration beteiligt
ist, und dem eine Rolle bei der Tumorprogression und der Zellmotilitit zugeschrieben wird.

Die CD44-vermittelte Signaltransduktion fiihrt zur Aktivierung der GTPasen Rac1 und Rho,
und somit zur Reorganisation des Aktin-Zytoskellets [Lee und Spicer, 2000]. CD44 fungiert
dariiber hinaus als Rezeptor fiir die Hyaluronsédure, welche eine Rolle fiir die extrazellulédre
Matrix des Gerhirns spielt. In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
Hyaluronidase MGEAS in Meningeomen eine humorale Immunantwort hervorruft [Heckel
et al., 1998], und dies moglicherweise auf eine Beteiligung dieses Enzyms und seines

Substrats bei der Meningeomentstehung hindeutet.

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass es mehrere Hinweise gibt, die auf eine verdnderte Zell-
Zell-Interaktion in Meningeomen hindeuten. Diese schlieBen ein: die Verminderung oder
den Verlust der Expression des NF2-kodierten Proteins MERLIN, die verdnderten
Expressionen und Lokalisationen der membranédr lokalisierten Proteine -Catenin und E-
Cadherin in etwa 80% der Meningeome, sowie Verdnderungen in der extrazelluldren

Matrix, worauf die humorale Immunantwort gegen Hyaluronidase hinweist.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Studie an Meningeomen fiir keinen der
untersuchten Tumoren eine Lokalisation von B-Catenin im Zellkern. Das Fehlen von f3-
Catenin im Zellkern zeigt, dass der WNT-Signalweg in Meningeomzellen nicht aktiviert ist.
Die Regulation der MGEAG6-Expression iiber den WNT-Pathway wird daher
ausgeschlossen.

Es wurde gezeigt, dass in etwa 80 % aller untersuchten Meningeome die Expression der
Proteine PB-Catenin und/oder E-Cadherin an der Zellmembran nicht vorhanden ist. Die
fehlende Lokalisation dieser fiir das Zelladhdsionssytem bedeutenden Proteine ldsst die
Vermutung zu, dass hierdurch die Interaktion der Meningeomzellen untereinander

unabhingig eines NF2-Verlusts und unabhiangig vom Tumorgrad beeinflusst wird.
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S Zusammenfassung

Gegen das Meningeom-exprimierte Antigen 6 (MGEA6) wurde eine Antikorperreaktion
mittels Seren von Meningeompatienten nachgewiesen. Die vorliegende Analyse zur
Eingrenzung der immunogenen Region des Proteins zeigte, dass die Serumantikorper den
Aminoterminus und den internen Proteinbereich gleichermaflen binden, nicht jedoch den
Carboxyterminus. Die Bindung der Antikorper ist somit nicht nur gegen ein bestimmtes
lineares Epitop, sondern gegen mehrere Epitope oder ein Konformationsepitop des
MGEAG6-Proteins gerichtet.

Mittels Co-Immunprézipitation wurden die Proteininteraktionen zwischen MGEAG6 und den
Proteinen BAIAP2 und KIBRA, welche in einem Hefescreening als Bindungspartner
identifiziert wurden, bestdtigt. Die Interaktionen der Proteine konnten somit in zwei
undbhingigen Verfahren in vitro nachgewiesen werden.

Die Promotorregion des aktiven MGEA6-Genlocus wurde bestimmt und charakterisiert.
Promotoranalysen zeigten Aktivititen fiir die MGEA6-Pseudogenloci 18qll.2, 7q34,
7935(2) und 6q27. Der Nachweis von Promotoraktivititen korreliert, auBer fiir den Locus
6927, mit dem Nachweis von mRNA-Sequenzen fiir diese Loci.

Nach Analysen zum WNT-Signalweg wurde dessen Aktivitit in Meningeomzellen
ausgeschlossen. Demnach wird die Expression von MGEAG6 nicht iiber den WNT-Pathway
reguliert. Es wurde nachgewiesen, dass in ~80% der untersuchten Meningeome die fiir das
Zelladhidsionssystem bedeutenden Proteine [-Catenin und/oder E-Cadherin nicht an der

Zytoplasmamembran lokalisiert sind.
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5 Abstract

The Meningioma-expressed Antigen 6 (MGEAG6)

On molecular genetics, cell biology and immunogenicity

The meningioma-expressed antigen-6 (MGEA6) was identified as an immunoreactive
antigen in meningioma patients. In order to narrow down the immunogenic protein region
our analysis showed, that antibodies bind the aminoterminal and the internal region of the
MGEAG6 protein equally. There was no binding of the carboxyterminal region. Thus
antibody binding is not directed against a specific linear epitope, but against severeal
epitopes or a conformational structure.

Using co-immunoprecipitation we confirmed protein interaction between MGEA6 and the
proteins BAIAP2 and KIBRA, which were formerly identified as binding partners in a
Yeast-Two-Hybrid screening. Thus the interactions were demonstrated by two different in
Vitro assays.

The promoter region of the active MGEA6 genomic locus was determined and
characterized. Analysis to detect promoter regions demonstrated promoter activity for the
MGEAG6-pseudogenes located on 18q11.2, 7q34, 7q35(2) and 6q27. Except for 6q27, these
results are in correlation with published mRNA sequences for these loci.

Analysis of The WNT-pathway in meningioma cells showed that this pathway is not active
in meningiomas. This implies that MGEAG6 expression ist not regulated by the WNT-
pathway. In addition we detected the absence of membranic localization of the proteins 3-
Catenin and E-Cadherin, which play an important role for the cellular adhesion-system, in

about 80% of the analyzed meningiomas.
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Anhang

Sequence?

1 CGCCTCCCCS CCTTCTCGCG GCTGCCCGGC CGARACCARA CCGAGGGGTG GGGTGGCGAG GACAGGGTAC GTCGCAGGCT TGTGCGGGTC GGGCTCGGAC

CTARGES
B dbSHP: 12897875

1@ AGAGGGTCGE GATGGGCAGC GTAGGCCTLT

=y

CTOCGCTCCC TCGGCATCGTA ARGTATAACA

GAGGCCTECE GGETGCCCCTG TCCCCCAGET CCCCCCRCAG
¥ CTAGES

B dbSHF: 171896835
GGGTGCGGAT TCGGGTTCCG GACCGAAGGC

GGCGCTHTIF AGGAGCCCGE GGTTHCC&T

.H dbENPEISSZBES u ?bSEP:?é4B§61Y L s L L L EE L .R dESNP:283?5526
B dbSHF: 2966643 B dbsSHF: 172855895 B dbSHF: 4126643
B dbSHF: 11545838
CAGATTCTAAR TCTTTATGGT TTTCCATGGG AARTTGGTGAT ATGTGCAGCT GTTGTTGGAT

CCGGCTCCGE AGTGGTCCAC TCCGGTTGCC TGTGTGTTCT CEGCCGTTTA TTGTGGCCCC GACAGGCCGS

CTAGES

B dbSHF:957I5E8 B dbSHP: 9596618

GGTTACTGTG GCCGACCACGA GAGCAGCTTT CAACCGTATT TGGGGCTGCT CCTGGAGGAG CTACGCAGGS g_ﬂac%lsl- orl

B dbSHF: 34293433
B dbSHF: 1282253

48

=

TTETGGCAGE ACTGCCTGAA GCTATGAGAC TTTTTGCTGT

CTAGES

Y M A A L F E G MR F I 5 N L ¥ G F F W E L Vv I C A A wouG F F A W

[ ] dbSﬁP:288982 M dbSHF: 34684321 B dbSHFP:4EE7IET

2
dbSHF: 1238257

TCTCTTTTTT TTGTGGAGAA GTTTTAGATC GGTTAGGAGT CGGCTTTATG TGGGACGAGA GRAARARGCTT GCTCTARTGC TTTCTGGACT

matrerrcan VIGEA6-504
¥ CTAGES
LFF LWUR SFRGS WERS

R L Ym YecHp:RocEroskK KL A L N L & G L I E E

B dbSHF: ZETETEZ

(1]

=y

ARRAGTAARAC TACTTGAAAA ATTTAGCCTT GTTCAAARAAG AGTATGAAGG CTATGAAGTA GAGTCATCTT TARAGGATGC CAGCTTTGAG AAGGAGGCAR

CTAGES

K s K L LEK FS5L &K EYECG Y EWY ES S L KUDAR S FE KERA

B dbSHF: 16352866

781 CAGARGCACA ARGTTTCGGAG GCARCCTGTG ARARGCTGAR CAGGTCCAAT TCTGARCTTG AGGATGARAT

=4

RCTCTGTCTA GAAARAGAGT TAARRAGARGH

CTAGES

T E AR @ S L E A T C E K L H R 5 H 5 E L

B dbSHP: 2253466

E I E I L C L E K E

B dbSHFP:4394382

L K E E
[ ] dESNP:ZB?ZSlI

B dbSHFP: 1742123 dbSHF: 513306

o
i)
=y

GRAARTCCAARAR CATTCTGAAC AAGATGAATT GATGGCGGAT ATTTCAAAAA GGATACAGTC TCTAGAAGAT GAGTCAARARAT CCCTCARATC ACAAGTAGCT

CTAGES

K 5 K H 5 E @ Do E L ul I 5 K R I @ 5 L E D E 5 K

bSHF: 11T7E39

A T S L K 8 @ W A
L=
B dbSHF:1G19z818

n

)

=

1661

bSHF: 18168562
B dbSHF: 16841932

GAAGCCAARA TGACCTTCAA GATATTTCAR ATGARTGAAG ARCGACTGAR GATAGCAATA ARAGATGCTT

TGARTGARRR TTCTCARCTT CAGGARAGCC

E A K Mm T F K I F @ M M E E B L Kg Ide8BuplivekssDe A

B dbSHP: 4226853
B dbSHP: 4286839

AGAARACACCT TTTGCAAGAA GCTCAACTAT GGAARAGAACA AGTGAGTGAA CTTAATAAAC AGARACTAAC

CTAGES

S B Lm SpsFe:Fievs
B dbSHP: L777PE754

L H E H

B dbSHF: 41531347

2 K @ L L & E A E M WK E @& W s E L H K g K W T

B dbSHP: TA13453
B dbSHP: TAZ3A1T

M dbSHF: 34383525

ATTTGAAGAC TCCARAGTAC ATGCAGARCH
¥ CTAGES

F E D S K M H A E &
B dbSHF: 9591893

5 doar:esccBacu-6 for2

SHF: 1731134

1181 AGTTCTAARAT

GATAARGAARA GEHCHTCHH GACTCTGACT $HCGCTTGT TARAGATGAR HGHTTGEECT GCTATGCTTG GF!GF!aDF!CF!T AACGGATGAT EF?GCEE-6 reVl

YL OH I K E S H I K T L T E R L

A M L G E DI

L K M K oD W T o D
B dbSHF: 438713 B dbSHF: 1731345
B dbSHF: 12020236
AATTAGAARAT GAACAGTGAA TCGGARRATG GTGCTTACTT AGATAATCCT CCARAAGGAG CTTTGAAGAR ACTGATTCAT GCTGCTAAGT
14

1281 GATARCTTGG

CTAGES

I NL ELEM N SE S EWMN G AY L DI N Pg Buokp:Baaosk K K L I H A
[

dbSHF : 22585868 B dbSHF:S12856
dbSHF: 12994625
B dbSHP: 477274

4
B dbSHP: 12933936
B dbSHF:Z253581 B dbSHP: 9562936

L]
dbSHP: 12994837
1z@1

TRARARTGCTTC TTTAARAAACC TTAGAAGGAG ARAGAAACCA AATTTATATT CAGTTGTCTG AAGTTGATAR AACARAGGAA GRGCTTACAG AGCATATTAR

CTAGES
E L Tm BosHp:Izakrezs
B dbSHP: 2966647

LHNAS LKT LETG ERHMNI®G I Y lgpsBr:baaBeocE ¥ D K T K E

[ ] dbSNP:1229368? B dbSHF:ET1Z164

dbSHP: 774247
ACTGAACAARG CATCTTTGCA GTCAGARRAC ACACATTTTG ARAATGAGAA TCAGARGCTT CAACAGARAC TTARAGTAART GRACTGAATTA

1481 AARTCTTCAG

CTAGES
T E Lm dbsSHP:3zoessd
B dbSHP: 12854658

H L @ T E @ A 5 L @& S E H T H F E H E H 2 K L 2 o K L K ¥ H

B _dbSHP: 2262324 B dbSHFP: 17189169
B dbSHP: 24125859 B dbSHP: 475484
dbSHP: 4A2a594
B dbSHP: 7321TTE
ATGARATGAA ACTCCACAGG ARATTARCAG TAGAGGARAA TTATCGGTTA GAGAARAGAAG AGARACTTTC TARRGTAGAT GARRRGATCA

15681 TATCARGARA

CTAGES
E WD E K

In dbsSHP:s1alve
B dbSHP: 2549713
B dbSHP: 2527393
B dbSHP: 2527394

Yo' E H E M K L H R KoLT W E E N ¥ R L E K E K L 5

B dbSHF: 12854839 B dbSHF: 17855659
B dbSHF: 484346

dbSHP 1 12854829

B dbsSHP: 12854611

dbSHF : ZI6EE4E B dbSHF: 2966645
] bSHF: 28712297
B dbsSHF: 4257534

1681

GCCATGCCAC TGRAGAGCTG GAGACCTATA GARAGCGAGC CARAGATCTT GAAGAAGAAT TGGAGAGAAC TATTCATTCT TATCAAGGGC AGATTATTTC

CTAGES

5 HA T E E L E T ¥ R K R A K I L E E E L ER T I H 5 ¥R G @ I I 5
B dbSHF: TET7EZE4
B dbSHF: 2255541
B dbSHF: 11732367
B dbSHF: 1731346
B dbSHF: 1731347

1781 CCATGAGARA ARAGCACATG ATARTTGGTT GGCAGCTCGG AATGCTGAAA GAAACCTCAR TGATTTAAGG ARAGAAAATG CTCACAACAG ACARARATTH

CTAGES

H E K K A H o H W L A A R M A E R H L H I L R K E H A H H R @K L

1581 ACTGARACAG AGCTTAAATT TGRACTTTTA GAAAARGATC CTTATGCACT CGATGTTCCA ARTACAGCAT TTGGCAGAGA GCATTCCCCA TATGGTCCCT
14

CTAGES

H 5 Pm docBe:Bossoes
B dbSHP: 4616525

T E T E L K F E L L E K D P ¥ A L n v P H T A F G R E

B dbsSHRP: 3273672 B dbsSHF:d4616524
B dbSHF: 3353236
B dbsSHP: 3953257
B dbSHP: 2953222
B dbSHP: 4816526
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19a1

28a1

2141

2za1

22a1

24a1

251

268l

2781

2881

2981

Bal

31\l

2281

23a1

241

251

el

CACCATTGGE TTGGCCTTCA

TCTGAAACAR

CAGCTTTTCT CTCTCCTCCA ACTTTGTTGG

AGGGTCCACT

CAGACTCTCA CCTTTGCTTC CAGGGGGAGE

S PLG WP S

AGGAAGAGGE TCACGAGGCC

S ET

CAGGGAATCC

RAFL S PP TLL

TCTGGHE’CHT CAGATTACCA HTGHHHa:!GG

E G P L

AGARTCAAGC

% CTRAGES

R LS PLL PGGEG

Bacii-6 for3

G R G % R G

CCCTCTGACA CTGRLGTCTCT

F G HP

GTCRCCTCCA

L ODH @I T HERTE

TEGGACCAGE ACCGTAGGAT GRATGTTTCCT

E 5 &

CCCCCAGLAC

TG EHTHGGT TAACCGATCC I:HTF!GGGCT Bacu-6 rev2
¥ CTAGES

C DR LTDP HERHA

AATCATATCE TGATTCAGCC CTTCCTCCAC

F 5 D TG S5 L

AARGGCAAGA CAGATTTTGT

s F F

TCTRATTCTG

oo DERH MHFPFP

CTAGACTGTC TGGACCAGCA GRAACTCAGAA

FF G

GTTTTAATAT

CTAGES
s Y P D %A LFPF

CTAGES

@R QD R FC

GCCTTCAGAAR ATGGAATCCA

CTAGARATGA

CRLS G PFPAR ELRER

TACCARAGAT GATCTTGGTA ATTTARATGT

S FHDN

GCCTGATTCA

GCCTTETTTE GATARAATGG ATGGETCART

F S L DEKE®R DG SH

TCTCTECETG CTGARAATGA AGCCACTGGC
"

F S E HE §

COTGGCTTTG TTCCTCCACE

S R H D

TCTTGCTCCA

TED DLG HLHW

ATCAGAGGTC CATTGTTTCC AGTGGATGCA

F D 5

AGAGGCCCAT

CTAGES

S LP REUMNE ATHGEG

TCTTGAGAAG AGGACCTCCT TTCCCCCCAC
"

FGF WFPFPFPF

CTCCTCCAGE AGCCATGTTT

L AP

CCRGCTTCTC

I R G PLFP VDA

CRCATTATTT TCCACCAGGE GRTTTCCCAG

R G P

GTCCRCCACC

CTAGES
Fhchp:RacB7oak P P F P P

TGCTCCATTT GCAATGAGAR ATGTCTATCE

FFFG AMNEF

Fasl ¥ F F P G I F F

EFFF

CTAGES

AR PF RARHR HNVYFP

RACCGAGGGET TTTCCTCCTT

ACCTTCCCCC

ARGACCTGGA TTTTTCCCCC CACCCCCACA

TTCTGRAGET

RHI2922 UnisTS:

AGARGTGAGT TCCCCTCAGE TTTGATTCCA

FRGEGE F PP

¥ L PP

R PG FFF PFPFPH

S E G

¥ CTAGES
RS E FPFPSG L IP

CCTTCARATG AGCCTRCTAC

TEARCATCCA

GRARCCACAGC ARGAARCCTG ACARTATTTT

TGETCTCTTC

REHI3932 UniSTS:85044

FS N EPRART

TTTARGTAARC TGCTGTTACT

EHF

TRAGTGATTA

EFPQ O EpT

ArRRGTAATT TTaAcTeATE TorTTTTong] Bacu-6 rev3
¥ CTAGES

CACTTTTGCT CAAATTGAAG CTTAATGGAA

TTATAATTCT

GZVES] UnisTs:z

CRAGGATASTA TTTTGTAART ARAGATGATT

TRAATATGAAR TCTTATGAGT

RARATTATTTC

RATTTTATTT TAGACGGTAT AACTATTTCA

ATTTGHTTAA

¥ CTAGES

G2TES1 UnisTS: 28322

TCCRCTATTA TATRRACAAT

TTATATATGT ARTCTTTCAG

CTGLLLAGED

TTTAARATTCT GAARGTCTGTG TCTTTATGCD

AAGAACTETA

AGTGGGAGTT
¥ CTAGES

TTTACTGTGE TTGTGGACAR ATGTGAAAGT

AACTTTATGC TTARATAAAT

TATAGTTGAT

TTRARGATTT GTTTGECATT GATAATAATA

ARRTCAGTAL

¥ CTAGES

TTTTTCTATA ACTATGECTC

CTRGES

TTTCCTTTTA CCAATARCTT

TGAGGTGCAR

RACTCARACT TATGTGGGTC TTTTGTGTTC

AATTATGTTA

TATTAACTTT

TGACAAATGT GCTCTCTTTC TTGTAARATAG
u

RCATGAGTGE CCCARAGCAR

CRARTTAATA

CRCTTTTAAA RGTCARAATT GATTATATTT

TRARGHTAAC

CTAGES

CAGGATATTA TCTARTGGTG ARTTGTAGAA

TTTTGATCTT CTTATTCACT

CRGTTTCTTG

CRCGGTTTCT TTATTGCTTT TTTTTCCCCG

CCTGTTCTTT

¥ CTAGES

TGTAAGGTAT TTACTATTTT CTGTGGAGGH

TATTGAGATG TRCTACAGGH

TRACTGTAGT

CRATGATGTG TCATCATTTT GARGCTTTCGA

CTCRATATCT

CTAGES

TTAGTETTTC CCTARATCAG ATTTGTAGGT

CATGTTAAGC TTCTTGCACH

TTARTATGAT

TATGEAAGEA ARGGCAGTGA AGCATARCTA

ATARACATCA

CTAGES

TARTACTTAR
$ CTACES

Abb.43: Referenzsequenz MGEA6 (Homo Sapiens Meningioma Expressed Antigen 6).
MGEAG6 bzw. Homo Sapiens CTAGE Family Member 5 (CTAGES), Transcript Variant 1; NM_005930) mit

den Bindungsstellen der Primer HA MGEAG6_EcoRI_for (Base 504)/pGBKT7 _MGEA6 _BamHI rev
(Base 2784) bzw. Bacu-6 for und rev 1, 2 und 3.
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