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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Cathepsine

Den Begriff Cathepsine pragten 1929 erstmals Willstatter und Bamann und entlehnten ihn
dem griechischen Wort ,,ka0eyv* fiir ,,verdauen® [1].

Cathepsine sind Proteasen, die primdr in den Lysosomen lokalisiert sind und dort fur eine
intrazellulare Proteindegradation sorgen [2]. Derzeitig sind 11 Vertreter der humanen,
lysosomalen Cathepsine bekannt. Cathepsine gehdren zur Klasse der Cysteinpeptidasen,
denen ein Cysteinrest im aktiven Zentrum gemeinsam ist und die anhand ihrer evolutionédren
Verwandtschaft in funf verschiedene so genannte Clans unterteilt werden: CA, CB, CC, CD
und CE. Der CA Clan beinhaltet die Untergruppe der Papainfamilie C1, welche sich in die
C1B Familie, bestehend aus Enzymen, die mit den Bleomycinhydrolasen verwandt sind, und
die C1A Familie, Peptidasen, die dem Enzym Papain &hneln, spaltet [3; 4]. Zur C1A Familie
gehoéren auch die Cathepsine B, C, F, H, L, K, O, S, V, W und X [5].

1.1.1 Aufbau humaner Cathepsine

Cathepsine besitzen ihre optimale Aktivitat im schwach sauren und reduzierenden Milieu der
Lysosomen und teilen aufgrund ihrer Verwandtschaft zu den Papain-verwandten Enzymen
ahnliche Aminosauresequenzen und Tertidrstrukturen [6]. Alle Cysteinproteasen tragen flr
die Spaltung einer Peptidbindung im aktiven Zentrum sowohl einen Cystein- als auch einen
Histidinrest. Der Cysteinrest dient als Nucleophil und die Spaltung der Peptidbindung wird
initiiert, indem das Proton der Thiolgruppe des Cysteins auf den Stickstoff des Histidins
ubertragen wird [7].

Cathepsine treten als Monomere mit einer Moleklgrofe von ca. 30 kDa auf - mit Ausnahme
des tetramerischen Cathepsin C. Sie besitzen eine Zwei-Domanen-Struktur, wobei die linke
(L-) Doméne von 3 a-Helices dominiert wird und die rechte (R-) Doméne auf einem B-barrel-
Motiv, das aus p-Faltblattern besteht, basiert [8]. Die Interaktion zwischen diesen Doménen
ist spezifisch fur jedes Cathepsin und weist sowohl einen hydrophilen als auch einen
hydrophoben Charakter auf [7]. Ahnlich wie auch andere Proteasen bestehen Cathepsine aus
einem Signalpeptid, einem Propeptid und der katalytischen Doméane [9]. Dabei werden die
Cathepsine als inaktive Vorstufen (Praproenzyme) synthetisiert, mit Hilfe des Signalpeptides
Uber den Mannose-6-Phosphat-Weg zu den Lysosomen transportiert und Uber die
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proteolytische Spaltung des N-terminalen Propeptides aktiviert [10]. Die Abspaltung des
Propeptides erfolgt entweder durch weitere Proteasen, wie z. B. Pepsin oder Cathepsin D,
oder wird durch die autokatalytische Aktivierung im sauren pH-Bereich erreicht [6].

Der grofite Teil der Cathepsine besteht aus Endopeptidasen (Cathepsine F, L, K, O, S).
Ausnahmen sind - Cathepsin C und H (Aminopeptidasen), Cathepsin X (Carboxy-mono oder
-dipeptidase) und Cathepsin B (Carboxydipeptidase) [11; 12]. Des Weiteren weisen die
Cathepsine B und H zusatzlich eine Endopeptidaseaktivitdt auf [11]. Exopeptidasen
(Cathepsine B, C, H und X) besitzen die Mdglichkeit, die Bindung langerer Peptidsubstrate zu
verhindern (Abbildung 1). Dies ermdglicht es den Substraten durch elektrostatische

Interaktionen, sich Gber den N- oder C-Terminus des Cathepsins, zu binden.

Abbildung 1: Strukturelle Ubersicht der Cathepsine mit Exopeptidaseaktivitit (Cathepsine H,
C, B, und X).
Die Strukturen der Cathepsine H, C, B und X sind in griin, blau, magenta und orange dargestellt. Ihre

Ubereinanderlagerung findet auf der Oberfliche von Cathepsin L (grau) am katalytischen Cysteinrest
(gelb) statt [7].

1.1.2 Biologische Funktionen von humanen Cathepsinen

Obwohl Cathepsine hauptséchlich fir die intrazellulare Proteindegradation in Lysosomen
zustandig sind, wird vermutet, dass sich ihre enzymatischen Substrate und Funktionen mit
einem Wechsel der Lokalitat verandern. Extrazellulare Rollen fur Cysteincathepsine liegen in
der Spaltung von extrazelluldren Matrixproteinen, wie z. B. Laminin [13; 14], Kollagen Typ
IV [13], Tenascin C [15] und Zelladh&sionsproteinen wie E-Cadherin [16]. Des Weiteren sind
sie in der Lage, Pro-Enzyme wie den Pro-Urokinaseplasminogenaktivator (pro-uPA) [17] zu
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aktivieren und damit die Proteolyse zu verstarken. Zusammen mit dem Rezeptor uPAR (uPA-
Rezeptor) ist uPA ein potenter Effektor beim Abbau der extrazellularen Matrix (EZM). Durch
dieses Zusammenspiel konnen weitere Proteasen, wie z.B. Plasminogen und
Matrixmetalloproteasen (MMPs) aktiviert werden und sich an der Degradation der EZM
beteiligen [18].

Aufgrund ihrer Spezifitat beeinhalten bestimmte Cathepsine vielfaltige Funktionen auBerhalb
des lysosomalen Umfeldes. Dazu gehdren unter anderem die Cathepsine B, H und L, die
ubiquitdr in Saugetierzellen vorkommen [19]. Die Cathepsine S, V und K dagegen weisen mit
einer limitierten Gewebeexpression auf teilweise spezifische Aufgaben hin. Cathepsin S spielt
zusammen mit Cathepsin L eine Rolle bei der Prozessierung des MHC-Klasse-11-Komplexes
[20] und Cathepsin F scheint diesen Prozess in Makrophagen zu beeinflussen [21]. Die
Expression von Cathepsin K findet vorrangig in Osteoklasten statt [19]. Cathepsin W wird
ausschlieBlich in CD8+ T-Lymphozyten exprimiert [22], wahrend Cathepsin V als ein
gewebespezifisches Enzym im Thymus, den Testis und der Cornea auftritt [23].

Mit einer Vielzahl von pathologischen Prozessen, wie Arthritis, neurogenerativen und
kardiovaskuldren Krankheiten kénnen Cathepsine in Verbindung gebracht werden [24-28].
Zusétzlich sind lysosomale Cathepsine in die Pro-Hormon-Prozessierung in thyroidalen
Zellen und in der Endostatingenerierung wahrend der Angiogenese involviert [29; 30].
Cathepsine werden als proteolytische Enzyme oft mit Tumorprogressionen verknipft. Sie
sind an pra-malignen Lasionen, der Angiogenese und am Wachstum von priméren und
metastatischen Tumoren beteiligt [24]. In der lokalen Umgebung des Tumors sind Cathepsine
in der Lage, Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine (ber Rezeptoren zu beeinflussen
[31-33]. Cathepsin B wurde als eines der ersten Cathepsine in der malignen Progression von
Mammakarzinomen entdeckt [34]. Erhohte Genexpressionen der Cathepsine B, H und L
wurden im Melanom, Gliom, kolorektalen Karzinom, Prostatakarzinom und im
Lungenkarzinom nachgewiesen [24]. Ebenso sind Cathepsin L und B in der Migration und
Invasion von humanen Osteosarcom- sowie Glioblastomzellen [35-37] beteiligt. Nicht nur im
Tumor selbst, sondern auch in einer Reihe von Tumor-assoziierten Zellen, wie z. B. in
Fibroblasten, Makrophagen, Mastzellen, Granulozyten und endothelialen Zellen, findet eine
erhOhte Expression von Cathepsinen statt [38].

Aufgrund der vielféltigen und spezifischen Funktionen von Cathepsinen kristallisiert sich
heraus, dass diese nicht nur allein am proteolytischen Abbau und bei der Entstehung
neoplastischer Progressionen (im Tumor) wirken. Hoch komplexe Beziehungen spielen sich

im proteolytischen Netzwerk ab, die unter anderem von Proteinen, Substraten und aktivierten
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Enzymen abhéngig sind, die durch Cathepsine gespalten werden. Eines dieser Cathepsine,
Cathepsin X, zeichnet sich durch eine erhthte Expression im Prostata- und Magenkarzinom
aus, wobei die funktionelle Bedeutung von Cathepsin X im Magenkarzinom noch
weitestgehend unklar ist [39; 40]. Im Rahmen dieser Arbeit soll mit der Suche nach neuen
Interaktionspartnern die Funktion von Cathepsin X im Magenkarzinom naher charakterisiert

werden.

1.2 Cathepsin X

1.2.1 Struktur und Aktivitat von Cathepsin X

Im Gegensatz zu anderen Cathepsinen wurde Cathepsin X (CTSX, auch Cathepsin Z und
Cathepsin P genannt) als eine der letzten Cysteinproteasen entdeckt [41; 42]. Trotz der im
Allgemeinen &hnlichen Tertidrstrukturen der Cathepsine unterscheidet sich CTSX hinsichtlich
seiner Struktur offenkundig von den ubrigen Cathepsinen der Papainfamilie [43; 44]
(Abbildung 2). Diese strukturellen Unterschiede zeigen sich in einer stark verkirzten Pro-
Region von 38 AS und einer Insertion von 3 AS-Resten in der Nahe des aktiven Zentrums
[45]. Jene Sequenz ist im charakteristischen Mini-Loop des Molekiils lokalisiert und wirkt
sich direkt auf die Substratspezifitat aus [43]. Wie bereits erwahnt, gehért CTSX daher zur
Gruppe der Carboxypeptidasen und besitzt keine Endopeptidaseaktivitat [43].

Ein weiteres Charakteristikum von CTSX ist das Integrin-Erkennungsmotiv, das sich in der
Pro-Form (Arg-Gly-Asp (RGD)) und der gereiften Form (Glu-Cys-Asp (ECD)) des Enzyms
befindet [41; 42]. Dieses ermdglicht CTSX die Interaktion mit 32- und B3-Integrinen [46; 47].
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N-term

Abbildung 2: Strukturtbersicht von humanem CTSX.
Pro-Region - braun, gereiftes Enzym - griin, Mini-Loop - magenta,
Insertion - blau, Disulfidbricken - gelb. Das aktive Zentrum mit
den AS-Resten Cys31 und His180 wurde blau gefarbt [44].

1.2.2 Biologische Funktionen von Cathepsin X

Humanes CTSX ist nicht nur am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt, sondern
wahrscheinlich ebenso an der Regulation der Immunantwort [48]. CTSX wird als einzige
Cysteinprotease in der Magenschleimhaut nach Helicobacter pylori Infektion stark
uberexprimiert [39]. Im Gegensatz zu den tbrigen Cathepsinen wird CTSX vorrangig in
Immunzellen - wie Monozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen - exprimiert [48].
Jedoch findet auch im Magenkarzinom sowie im neoplastischen Epithel eine erhohte
Transkription von CTSX statt [39]. Das Integrin-Erkennungsmotiv RGD, das sowohl in der
Pro-Form als auch in der gereiften Form vorhanden ist, lasst auf eine Funktion in der
Zellsignalubertragung und der -adhdsion schliefen [46]. Obermayer et al. konnten zeigen,
dass die Pro-Form von CTSX mit den B2- und B3-Untereinheiten der Integrine ko-lokalisiert
[49]. AusschlieBlich die gereifte Form von CTSX tritt mit der B2-Integrin-Untereinheit in
differenzierten U-937 Zellen und in Kokulturen mit endothelialen Zellen auf [50].

Des Weiteren bindet CTSX an Glycosaminoglycane (Heparansulfat-Proteoglykane) und ist an
der Aktivierung und Regulation von B2-Integrinen beteiligt. Hierbei finden post-translationale
Modifikationen von LFA-1 (Integrin a,f3;) statt, indem es zu einer sequentiellen Spaltung des
Integrinrezeptors am C-terminalen Ende des f2-cytoplasmatischen Restes kommt [51]. Dies
wiederum resultiert in der Migration und Invasion von T-Lymphozyten [52-54] und l&sst auf
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Funktionen von CTSX in der zellularen Adhé&sion, der Phagozytose und der
Lymphozytenproliferation schlielRen.

Bei der Modulierung des Kallikrein-Kinin-Systems (Kinin-System) tbernimmt CTSX die
Aufgabe der carboxy-terminalen Prozessierung der Peptidehormone Bradykinin und Kallidin.
Dieses System von Blutproteinen scheint unter anderem in der Inflammation, Blut-
Koagulation, der Regulation des Blutdrucks, Krebs und kardiovaskuldren Krankheiten eine
Rolle zu spielen [55; 56]. Seine wichtigsten Mediatoren sind Bradikinin und Kallidin. CTSX
agiert in diesem System als eine Typ-I-Kininase [57].

Seiner proteolytischen Rolle wird CTSX ebenfalls beim Verdau des Chemokins CXCL-12
gerecht, das von Osteoblasten sekretiert wird und ein hoch-potentes Chemoattraktant fir
hematopoetische Stammzellen darstellt [58]. Weiterhin wurde CTSX als ein luminales
Bindungsprotein von ERGIC-53, einem oligomerischen Typ-1-Membranprotein, beschrieben
[59; 60]. Jungst konnten Kraus etal. [57] zeigen, dass zelluldare Seneszenz durch eine
Herunterregulation von CTSX induziert wird [61].

Cathepsin X zeichnet sich durch eine Vielzahl der unterschiedlichsten Funktionen aus, wobei
diese teilweise gewebe- und zellspezifisch sein kdnnen. Jedoch ist eine genaue funktionelle
Bedeutung, vor allem in der H. pylori-vermittelten Magenkarzinogenese, immer noch

weitestgehend ungeklért.

1.2.3 Cathepsin X in der Magenkarzinogenese (Entziindung = Karzinom)

Das Magenkarzinom stellt immer noch eine der Hauptursachen bei einem Karzinom-
vermittelten Tod weltweit dar, wenngleich auch die Inzidenz (Haufigkeit) wéhrend der letzten
Jahrzehnte abgenommen hat [62]. Nahezu 90 % aller gastrischen Tumore verkdrpern
Adenokarzinome, die sich in einen intestinalen und einen diffusen Typ nach Lauren
klassifizieren lassen [63]. Adenokarzinome sind bosartige (maligne) Tumore, die aus
Drusengewebe hervorgegangen sind. Die Pathogenese eines intestinalen Adenokarzinoms ist
mit Vorstufenveranderungen, wie z. B. einer intestinalen Metaplasie und Dysplasie sowie
einer aktiven Gastritis, einer multifokalen athrophischen Gastritis und dem Vorhandensein
einer H. pylori-Infektion, verbunden [64; 65]. Persistierende H. pylori-Infektionen induzieren
die Infiltration von Neutrophilen, Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen [66]. Diese
Immunantworten resultieren meist in einem erhdhten Level an Interleukin-1p, Interleukin-8,
Interleukin-6 und dem Tumornekrosefaktor o [67; 68], ebenso wie in einer Uberexpression
von Proteasen, wie z. B. MMP-1 und CTSX [67; 69-71].
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CTSX wird vorrangig von den Makrophagen im Stroma und in den Drlsen der antralen
Mucosa exprimiert. Im Magenkarzinom hingegen wurde CTSX starker im intestinalen Typ
als im diffusen Karzinom nachgewiesen. Dort lokalisierte CTSX im Zytoplasma und wies ein
zusatzliches basales Expressionsmuster auf [70].

Interaktionsstudien zwischen Ko-Kulturen mit Epithelzellen, Monozyten und Fibroblasten
deuteten auf eine erhohte Expression von CTSX, ausgeltst durch Zell-Zell-Kontakte und
Matrixinteraktionen, hin. Zusatzlich zeigten invitro Zellkulturexperimente, dass eine
interzellulare Signalgebung zwischen den PAI (Pathogenitatsinseln) positiven H. pylori-
infizierten Epithelzellen und Makrophagen fir eine erhdhte Expression von CTSX in den
Makrophagen verantwortlich war [70]. Die Immunantwort auf eine H. pylori-Infektion
resultiert in einer induzierten MMP-1 Expression und scheint die Magenkarzinominziditét zu
erhdhen. Diese erhohte MMP-1 Expression wird in den Magenepithelzellen ber MAP-
Kinasekaskaden, wie JNK, reguliert, wahrend in Makrophagen die H. pylori heraufregulierte
CTSX-Expression lber den ERK1/2 Signaltransduktionsweg erfolgt [69; 72].

Wenig bekannt sind bislang die tumorbiologischen Funktionen von CTSX. Um die
komplexen Zusammenhange in der Magenkarzinogenese bzw. im Magenkarzinom besser zu
verstehen, wurde das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf die Suche nach neuen

Interaktionspartnern von CTSX und deren Charakterisierung im Magenkarzinom gelegt.

1.3 Modelle zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen

Innerhalb einer Zelle spielen Protein-Protein-Interaktionen eine wesentliche Rolle [73; 74].
Die meisten Proteinkomplexe sind relativ stabil assoziiert, da ihre Integritat fir die Funktion
essentiell ist. Gewohnlich sind 20 Aminosduren pro Protein an einer Interaktion beteiligt [75].
Als  wichtigste ~ Krafte bei  Protein-Protein-Interaktionen  spielen  hydrophobe
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken und Salzbindungen eine bedeutende Rolle [75]. Zu
den Nachweisen von Protein-Protein-Interaktionen gelten unter anderem die Reinigung und
Charakterisierung von Komplexen mittels Massenspektrometrie, Two-Hybrid Methoden,
flurorescence resonance energy transfer (FRET) und in vitro-Bindungs-Experimente (Pull-

down Assays oder Co-Immunoprézipitationen) [76; 77].
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1.3.1 Yeast Two-Hybrid System

Das Two-Hybrid System ist ein in der Hefe (S. cerevisiae) entwickelter Assay flr die
Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen [78-80]. Das System basiert auf dem
eukaryotischen Transkriptionsfaktor Gal4, der an eine spezifische Sequenz in der DNA
bindet, wodurch die Transkription benachbarter Gene initiiert wird [81]. Gal4 setzt sich aus
zwei Domaénen zusammen. Die BD-Doméne bindet an die DNA, wéhrend die AD-Doméne
die Transkription aktiviert [81]. Diese Eigenschaften werden sich im Yeast Two-Hybrid
System zunutze gemacht. Ein Protein X wird an die Gal4-DNA-Bindungsdomane (BD)
(,,bait“) und ein potentieller Interaktionspartner Y an die Gal4-Aktivierungsdoméane (AD)
(,,prey) fusioniert. Wenn die Proteine X und Y miteinander interagieren, kommt es zu einer
Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsaktivators. Er bindet am Gal4-Promotor und sorgt

dementsprechend fiir die Transkription bestimmter Reportergene (Abbildung 3).

<— GAL4 AD

Abbildung 3: Das Yeast Two-Hybrid System. Zwei Proteine werden separat voneinander
exprimiert, wobei das eine Protein (bait-Protein) an eine Gal4-DNA-Bindungsdoméane (BD) und
das andere Protein (prey-Protein) an eine Gal4-Aktivierungsdomane (AD) fusioniert wird. Kommt
es zu einer Interaktion der beiden Proteine, fusionieren die Doménen und sorgen fir die
Aktivierung der Reportergene (AUR1-C, ADE2, HIS3, MEL1) durch die Bindung an den Gal-

Promotor (Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System Bedienungsanleitung, Clontech).
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Zum einen kdnnen Interaktionen zwischen bekannten Proteinen gepruft werden, zum anderen
besteht die Mdglichkeit, einzelne Domanen der potentiell interagierenden Proteine néaher zu
untersuchen. Des Weiteren kann die Identifizierung spezifischer Aminosdurereste eines
Proteins einen weiteren Aufschluss tber die Interaktion mit seinem Partner geben [82].

Vorteile eines Two-Hybrid Assays sind die hohe Sensitivitdt mit der weniger affine
Interaktionen detektiert werden [83]. Die Interaktionen kdnnen in der natiirlichen Umgebung
der Zelle erforscht werden, ohne auf kunstliche invitro Gegebenheiten zuriickgreifen zu

mussen. Hierbei werden die Zellen nicht zerstort [82].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Auf der Grundlage der bisher bekannten Funktionen von Cathepsin X, die sowohl im Magen
als auch im Magenkarzinom kaum erforscht sind, war es das Ziel der Arbeit, neue
Interaktionspartner mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems zu identifizieren. Mdgliche
potentielle Interaktionspartner sollten in weiteren Experimenten bestatigt und verifiziert
werden, sodass im Anschluss eine eingehende Charakterisierung der Interaktionen zwischen
CTSX und potentiellen Partnern erfolgen konnte.

Hierflr wurde zunédchst eine Magenkarzinom-Bibliothek erstellt, die spater im Yeast Two-
Hybrid System mit CTSX auf mdgliche Interaktionspartner getestet werden sollte. Daraufhin
sollten positiv  getestete Interaktionen in  weiteren Experimenten, wie Co-
Immunoprézipitationen und Ko-Lokalisationsstudien verifiziert werden. Die sich
anschlieRende Charakterisierung basiert auf den molekularen Eigenschaften der potentiellen
Proteine. Jedoch sollten die identifizierten Proteine zundchst immunhistochemisch auf ihr
Vorkommen im Magen und Magenkarzinom naher untersucht werden.

H. pylori gilt als eine der Hauptursachen bei der Entstehung eines Magenkarzinoms. Anhand
von H. pylori-positiven und -negativen Biopsien und Magenkarzinomen sollte der Einfluss
von CTSX mit und auf die identifizierten Proteine betrachtet werden. Eine Methode zur
Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen stellen Knockdown Experimente durch
spezifische siRNA Molekile dar. CTSX sollte mithilfe einer spezifischen SiRNA
herunterreguliert und die Abhéngigkeit der potentiellen Interaktionspartner untersucht
werden.

Folgende Ziele sollen fir die Identifizierungs- und Charakterisierungsstudien erreicht werden:

- Erstellung einer cDNA-Bibliothek aus Magenkarzinomgewebe

- Yeast Two-Hybrid Screening mit Hilfe der zuvor erstellten Bibliothek

- Verifizierung und Bestatigung der positiv getesteten Klone im Yeast Two-Hybrid
System (Co-Immunoprazipitationen, Ko-Lokalisationsstudien)

- Immunhistochemischer Nachweis von potentiellen Interaktionspartnern im

Magen und Magenkarzinom
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- Untersuchung der Expression der identifizierten Partner an H. pylori-positiven

und -negativen Biopsien und im Magenkarzinom

- Charakterisierung des Einflusses einer Cathepsin X-Defizienz und deren

Auswirkungen auf die mdglichen Interaktionspartner
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Medium

N87 Humane Magenkarzinomzelllinie RPMI Medium, 10 % FCS, 100 U/ml
HepG2 Humane Leberkarzinomzelllinie Penizillin /Streptomycin

U937 Humane Monozytenzelllinie

THP1 Humane Monozytenzelllinie

Hek293-T Humane embryonale Nierenzelllinie Dulbecco’s modified eagle medium

(DMEM), 2 mM Glutamin, 10 % FCS,
100 U/ml Penizillin/Streptomycin

2.1.2 Bakterien- und Hefestamme

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genstatus Referenz
E. coli XL1-Blue SUpE44, hsdR17, recAl, endAl, Sambrook et al., 1989
gyrA46, thi, relAl, lac, [F'proAB,
lacl®, ZAM15, Tn10 (tet")]
E. coli TOP10F F'[lacl® Tn10 (TetR)] mcrA A (mrr-  Invitrogen, Karlsruhe
OneShot® hsdRMS-mcrBC)
TOP10F Competent ®80lacZAM15AlacX74 recAl
Cells araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL endAl nupG
E. coli K-12 endAl, hsdR17 (riio-, Mkiot), Clontech, Heidelberg
Fusion-Blue Competent SUpE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
Cells lac, F'[proA'B*, lacl%ZAM15::Tn 10
(tet")]
Saccharomyces Y2HGold MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3- Nguyen, unpublished
cerevisiae 52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2 : :
GALlUAS-GallTATA-HiS& GAL2UAS'
Gal2:ata-Ade2 URAS : : MEL1yas-
Mellara AURL-C MEL1
Saccharomyces Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101,  Harper et al., 1993
cerevisiae trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, gal80A,

met-, URA3: :GAL1as-GALL1aTA-
lacZ, MEL1
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2.1.3 Plasmide und Vektoren

Alle verwendeten Plasmide und Vektoren stammen von der Firma Clontech.

Tabelle 3: Verwendete Plasmide und Vektoren

Name GroRe [kb] Antibiotikaresistenz Hefe-Selektionsmarker
pGBKT7 7,3 Kanamycin Tryptophan
pGADT7-Rec 8,0 Ampicillin Leucin
pGBKT7-53 8,3 Kanamycin Tryptophan
pGADT7-T 10,0 Ampicillin Leucin
pGBKT7-Lam 7,9 Kanamycin Tryptophan
pAcGFP1-C 4,7 Kanamycin, Neomycin -
pProLabel-C 4,2 Kanamycin, Neomycin -
pAcGFP1-Lam 55 Kanamycin, Neomycin -
pAcGFP1-p53 59 Kanamycin, Neomycin -
pProLabel-T 6,3 Kanamycin, Neomycin -

2.14 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme (BamHZ1, Dpnl, EcoRlI, Hindlll, Sall) wurden von der

Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

2.1.5 Kitsysteme

Tabelle 4: Verwendete Kitsysteme

Kit

Firma

Advantage® 2 PCR Polymerase Mix

BigDye® Terminator 1.1 Cycle Sequencing Kit
DAB Farbsystem

DC Protein Assay

Easy Yeast Plasmid Isolation Kit

FastStart Taqg DNA Polymerase, dNTP Pack
High Pure RNA Tissue Kit

In-Fusion™ Advantage PCR Cloning Kit
Invisorb® Fragement CleanUp

Make Your Own “Mate&Plate™” Library
Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System
Matchmaker AD LD-Insert Screening Amplimer
Matchmaker™ Insert Check PCR Mix
Matchmaker™ Chemiluminescent Co-1P Assay
Matchmaker™ Chemiluminescent Co-IP Vector
MinElute PCR Purification Kit

NucleoSpin® FFPR RNA Kit

NucleoSpin® Il Kit

Plasmid Mini Kit

Plasmid Maxi Kit

Plasmid DNA Purification Kit

ProLabel™ Detection Kit 11

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
Universal Magnetic Co-IP Kit

Vectastatin ABC Kit Elite (Biotin/Avidin)
Yeastmaker Yeast Transformation System 2

Clontech, Heidelberg
AB applied Biosystems
DAKO, Hamburg
Bio-Rad, Minchen
Clontech, Heidelberg
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Clontech, Heidelberg
Invitek, Berlin
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Qiagen, Hilden

, Darmstadt

MACHEREY & NAGEL, Diiren
MACHEREY & NAGEL, Diiren

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Clontech, Heidelberg
Roche, Mannheim
Active Motif, Miinchen
Biozol, Eching
Clontech, Heidelberg




Material und Methoden

14

2.1.6 Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Firma
Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose Biozym, Oldendorf

Aprotinin (Protease Inhibitor Solution)
Ammoniumpersulfat (APS)

Aureobasidin A

Benzamidine (Protease Inhibitor Solution)
bovine serum albumin (BSA)
Bromphenolblau

Cathepsin X siRNA

Citronenséure

DAPI (Pulver)

Dimethylsulfoxid (DMSOQ)

5 x DNA Loading buffer, blue

Ethanol

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
fetal bovine serum (FCS)

Fluorescent Mounting Medium

FuGene® Transfection Reagent

Glycerol

Immersol™ 518N (Immersions-Ol)
Leupeptin (Protease Inhibitor Solution)
SuperSignal® Chemilumineszenz Substrates
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumchlorid (NaCl)

Nonident P-40 NP40

R-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

Pepstatin (Protease Inhibitor Solution)
Paraformaldehyd (PFA)
Penizillin/Streptomycin (100 U/ml)
Phenylmethyl-sulfonyl-fluoride (PMSF)
Poncau S Solution

RedSafe™ Nucleid Acid Staining Solution
RPLPO siRNA

siRNA Transfection Medium

siRNA Transfection Reagent

SOC Medium (Transfektion von Bakterien)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
TEMED

TritonX-100

0,05 %Trypsin-EDTA (1 x)

Tween® 20

X-a-Gal (20 mg/ml in DMF (Dimethylformamid)

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Clontech, Heidelberg

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Santa Cruz, CA, USA

MERCK, Darmstadt

Serva, Tlbingen

PAN-Biotech, Aidenbach

Bioline, Luckenwalde

MERCK, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen

PAA, Colbe

DAKO, Hamburg

Promega, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Zeiss, Oberkochen

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Millipore, Schwalbach

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
ApplChem, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen

HiSS Diagnostics GmbH, Freiburg
Santa Cruz, CA, USA

Santa Cruz, CA, USA

Santa Cruz, CA, USA

Invitrogen, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Serva, Tlbingen

Invitrogen, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Clontech, Heidelberg
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2.1.7 Labormaterialien

Tabelle 6: Verwendete Labormaterialien

Labormaterialien

Firma

Cover-slips

Douncer (Zellaufschluss)
Einfrierréhrchen

Einmalskalpelle

Glass beads, acid-washed

Glass beads (425-600 pm)
Objekttrager SuperFrost Plus
Petrischalen

Pipetten

Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Reaktionsréhrchen (15 ml, 50 ml)
TransBlot Transfer Nitrocellulose (0,45 um)
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten 6-well und 12-well
Zellkulturschaber

Uvette 200 - 1600 nm

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Greiner-Bio-One, Frickenhausen
Lagerartikel

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Thermo Scientific, Miinchen
Greiner, Solingen

Eppendorf, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Greiner, Solingen

BioRad, Miinchen

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Eppendorf, Hamburg

2.1.8 Gerate

Gerdtetyp und Hersteller sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Gerate

Gerate

Hersteller

ABI 310 Kapillarsequenzierer
Brutschrénke (CO5)

Coulter Counter ZlII
Elektrophorese-Apparaturen

FluorChem E (Westernblotdetektion)
GEArray Chemilumineszenz Detection System
Gel/Westernblot Dokumentationsgeréat
Gelkammer

Heizplatte/Thermomixer

LEICA TCS SP2 konfokales Mikroskop
Magnetrihrer

Mikrowelle

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
Mini-PROTEAN®3 Electrophoresis Cell
PCR Thermocycler
Phasenkontrastmikroskop

pH-Messgerat

Photometer

Rolling shaker

Schiittler

Sterilarbeitsbank

Thermocycler DNA Engine
Tischzentrifuge

Ultraschallgerat

Vortex

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

Applied Biosystems, Darmstadt
Heraeus, Hanau

Coulter Immunotech, Marseille, Frankreich
Advance, Japan

Cell Biosciences, Heidelberg
SABiosciences, Biomol, Hamburg
Syngene, USA

Advance, Japan

Heidolph, Weilheim

Leica Microsystems, Wetzlar
Neolab, Heidelberg

Miele, Gltersloh

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Nikon, Dusseldorf

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Heidolph, Weilheim

Heraeus, Hana

Biozym, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Bandelin, Berlin

IKA®Werke, Staufen

Satorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Eppendorf, Hamburg
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2.1.9 Antikorper

Sowohl die Antikorper fir den Westernblot (Proteinbiochemie) als auch fur die

Immunhistochemie sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Primar-Antikdrper

Konzentration des Firma
Sekundar-Antikdrpers

Primar-Antikorper Konzentration

GAL4 DNA-BD 7,92 pg/ul 1/20.000, mouse Clontech, Heidelberg

anti-human Cathepsin 1/250 1/10.00, 1/20, goat R&D Systems, Wiesbaden

X/z/p (Immunhistochemie)

anti-Cathepsin Z 1/500 1/100, rabbit Abcam, Cambridge, UK

anti-LGALS?2 1/200 1/20.000, rabbit ATLAS Antibodies, Stockholm,
Schweden

anti-RPLPO 1/200 1/20.000, rabbit ATLAS Antibodies, Stockholm,
Schweden

Mucin6 1/200 1/20.000, mouse Santa Cruz, CA, USA

B-Aktin 1/10.000 1/30.000, mouse Sigma Aldrich, Deisenhofen,

Galectin-2 1/100 1/20.000, goat Santa Cruz, CA, USA

anti-human CD68 1/50 1/100, mouse DAKO, Hamburg

Integrin § 1 1/50 1/100, mouse Abcam, Cambridge, UK

CD138 1/50 1/100, mouse DAKO, Glostrup, Dadnemark

anti-p53 1/50 1/30.000, mouse Merck Millipore, Darmstadt,

anti-p21WA™ 1/500 1/30.000, mouse Merck Millipore, Darmstadt,

CDK2 1/1000 1/10.000, rabbit Cell Signaling (New England
Biolabs), Frankfurt a. M.

Cyclin E1 1/1000 1/20.000, mouse Cell Signaling (New England
Biolabs), Frankfurt a. M.

p27 Kipl 1/1000 1/20.000, rabbit Cell Signaling (New England

Biolabs), Frankfurt a. M.

Tabelle 9: Verwendete Sekundar-Antikdrper

Sekundar-Antikérper Firma

goat IgG horseradish Peroxidase-conjugated Antibody (WB) R&D Systems, Wiesbaden

Normal Goat 1gG (IP) R&D Systems, Wiesbaden

goat anti-rabbit 1gG (WB) Thermo Scientific, Bonn

goat anti-mouse 1gG (WB) Thermo Scientific, Bonn

Fluorescin goat anti-rabbit 1gG (IHC) Vector Labs, Burlingame, CA, USA
Texas Red anti-rat (IHC) Biozol, Eching

Texas Red anti-mouse 1gG (IHC) Vector Labs, Burlingame CA, USA
CY3 donkey anti-goat Alexa Fluor (IHC) Invitrogen, Darmstadt

goat anti-rabbit 1I9G (DAB-Férbung) DAKO, Hamburg
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2.1.10 Puffer, Losungen und Reagenzien

2.1.10.1 Mikrobielle Nahrmedien

Alle verwendeten Medien wurden von der Firma Clontech (Heidelberg) bezogen.

Tabelle 10: Verwendete Nahrmedien und Ldsungen

Nahrmedien und Ldsungen

Konzentrationen

YPDA Broth

YPDA mit Agar

2 x YPDA Broth

0,5 x YPDA Broth

SD/-Leu mit Agar

SD/-Trp mit Agar

SDO/X Agarplatten (SD-Trp)

SDO/X/A Agarplatten

(SD-Trp)

DDO Agarplatten (SD-Leu/-Trp)

DDO/X Agarplatten (SD-Leu/-Trp)

DDO/X/A Agarplatten (SD-Leu/-Trp)

QDO/X Agarplatten (SD-Ade/-His/-Leu/-Trp)
QDO/X/A Agarplatten (SD-Ade/-His/-Leu/-Trp)
Freezing Medium

YPD Plus Liquid Medium

Aureobasidin A Stammlésung

X-a-Gal Stammldsung

in 0,51 dd. H,0 lésen

in 0,5 1 dd. H,O lésen

in 25 ml dd. H,0 l6sen

in 11dd. H,O lésen

in 0,5 1 dd. H,O lésen

in 0,5 1 dd. H,O lésen

in 0,5 | Agarmedium lésen + 1 ml X-a-Gal
Stammldsung

in 0,5 I Agarmedium lésen + 1 ml X-o-Gal
Stammlésung + 70 pl Aureobasidin A Stammlésung
in 500 ml Agarmedium I8sen

in 500 ml Agarmedium Igsen + 1ml X-o-Gal
Stammldsung

in 500 ml Agarmedium lésen + 1ml X-a-Gal
Stammldsung + 70 ul Aureobasidin A Stammlésung
in 500 ml Agarmedium lésen + 1ml X-a-Gal
Stammldsung

in 500 ml Agarmedium lésen + 1 ml X-o-Gal
Stammlésung + 70 pl Aureobasidin A Stammlésung
10 ml YPDA + 50 ml 75 % Glycerol

1 mg Aureobasidin A in 2 ml absolut Ethanol,
Endkonzentration: 500 pg/ml
20 mg/ml

2.1.11 Oligonukleotide

Die angegebenen Primer wurden von der Firma BioTeZ (Berlin-Buch) bezogen.

Tabelle 11: Verwendete PCR-Primer

Primer Sequenz (57- 3") PCR Produkt  Tm [°C]
[bp]
Library 5"PCR Primer TTCCACAGCAGT GGTATCAACGC - 68
AGAGTGG
Library 3'PCR Primer GTATCGATGCCCACCCTC
TAGAGGCCGAGGCGGCCG ACA
Tabelle 12: Verwendete Klonierungsprimer
Primer Sequenz (5°- 3") PCR Tm
Produkt [°C]
[bp]
Forward CATGGAGGCCGAATTCACAGACCTGCTACCGGCCTCTGC 822 65
CTSX
Reverse GCAGGTCGACGGATCCTTAAACGATGGGGTCCCCAAATGT

CTSX
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Die ersten 15 Oligonukleotide weisen eine Homologie mit den linearen Enden des pGBKT7

Vektors auf. Danach folgt die Sequenz von CTSX (unterstrichen).

Tabelle 13: Verwendete Sequenzierungsprimer

Primer Sequenz Tm
[°C]

T7 forward TAATACGACTCACTATAGGG 56

3'DNA-BD Sequencing Primer TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGTC 62

pGADT7-Rec Matchmaker™AD CTATTCGATGATGAAGATACCCCACC Clontech 68

LD Screening Amplimer AAACCC

5 Primer

pGADT7-Rec Matchmaker™AD GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATC Clontech 68

LD Screening Amplimer TACGAT

3"Primer

2.1.12 Molekulare Standardmarker
Nukleinsaure Marker: HyperLadder I und 11 (Bioline, Luckenwalde)

Protein Standard Marker: Biotinylated Protein Ladder Detection Pack (Cell Signaling (New
England Biolabs), Frankfurt a. M.)
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Zellzucht und Zellpassagierung

Fur die Arbeit wurden humane Magenkarzinom- (N87), Leberkarzinom- (HepG2),
Monozyten (U938 und THP1) und HEK293-T Zellen verwendet (Tabelle 1).

Die Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und anschlieRend in 20 ml N&hrmedium
in einer Zellkulturflasche (75 cm? TPP/Europe, Schweiz) verteilt. Die Zellen inkubierten bei
37 °C und 5% CO, im Brutschrank. Nach 24 h wurde das Medium entfernt, mit 1 x PBS
(137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 10 mM NayHPQO,4; 1,8 MM KH,PO4; pH 7,4) gewaschen und
frisches Nahrmedium zugesetzt. Als die Zellen ihre Konfluenz erreicht hatten, wurden sie
umgesetzt. Dafur wurden sie mit 1 x PBS gewaschen und anschlieBend trypsinisiert
(0,05 % Trypsin-EDTA, Invitrogen). Nach 1 min wurde das Trypsin abgenommen und die
Zellen flr 5 min in den Brutschrank gestellt. AnschlieRend wurden die Zellen griindlich von
der Zellkulturflasche abgespilt und in 10 ml des jeweiligen Mediums aufgenommen. Die
Zellen wurden entweder mit dem Zellcounter (Beckmann Coulter, GmbH, Coulter-Partielle
Count & Size Analyzer) gezéhlt und flr weitere Versuche ausgesat oder weiter Kkultiviert,
indem sie in neue Zellkulturflaschen Gberfihrt wurden.

Fiir die einzelnen Versuche wurden die Zellen mit einer Zellzahl von 1 x 10° auf 100 mm
Zellkultur-Platten (Corning Incorporated, CORNING®, NY) ausgesét und entsprechend der
jeweiligen Behandlung nach 24 h, 48 h und 72 h geerntet.

2.2.1.2 Zellernte

Die Uberstande der Zellkultur-Platten (100 mm) wurden in ein 50 ml Reaktionsgefal
uberfiihrt und auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Schabers abgeldst, mit
1 x PBS gespult und ebenfalls in das 50 ml ReaktionsgefaR uberfiihrt. Alle weiteren Schritte
wurden auf Eis durchgefiihrt.

Die Zellen wurden bei 3500 x g fur 15 min bei 4 °C zentrifugiert und zwei Mal mit 1 x PBS

gewaschen. Die Pellets wurden anschlie3end bei -80 °C gelagert.
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Zellernte fur Co-Transformierte Hek293-T Zellen

Nach 48 h Post-Transfektion wurden die Zellen mit 2 x5 ml PBS gewaschen, mit Trypsin
gelést, in 5ml DMEM Medium mit 10 % FCS aufgenommen und in ein 15 ml
Reaktionsgefal tberfuhrt. AnschlieBend wurden sie bei 500 x g fir 5 min zentrifugiert und
2 x mit kaltem PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden entweder sofort weiter verarbeitet

oder bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3 Fixieren der Zellen auf Kulturplatten und cover-slips

Das Fixieren der Zellen erfolgte mit einer 3,5 %igen PFA-L6sung (Paraformaldehyd), die fur
die einzelnen Versuche immer frisch hergestellt wurde. Das Medium wurde von den 10er-
Platten, in welche 4 - 5 cover-slips pro Platte gelegt wurden, abgenommen und mit 1 x PBS
gewaschen. Danach wurden 10 ml der frisch hergestellten PFA-L6sung dazugegeben und die
Platte bei Raumtemperatur (RT) fiir 10 min inkubiert. AnschlieRend wurde das PFA entfernt
und die Platte mit 1 x PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 x PBS bedeckt, um eine
Austrocknung zu verhindern und um die Lagerung bei 4 °C Uber mehrere Monate zu

ermoglichen.

2.2.1.4 Zellextraktion als VVorbereitung auf die magnetische Co-lmmunoprazipitation

Zellextraktion aus Tumorgewebe

Das Gewebe wurde gewogen, mit einem sterilen Skalpell in kleine Stlicke zerschnitten und
mithilfe eines vorgekihlten Douncers (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Germany) in
whole cell lysis buffer (93 ul whole cell lysis buffer; 5 pul Phosphatase Inhibitor; 1 pl
Deacetylase Inhibitor; 0,5 pl Protease Inhibitorcocktail; 0,5 pl PMSF) homogenisiert. Hierfir
wurden 3 ml Puffer pro 1 g Gewebe eingesetzt. AnschlieBend inkubierte das Lysat fur 30 min
auf Eis, wurde bei 10.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
vorgekuhltes Reaktionsgefall Gberfiihrt. Der Schritt wurde wiederholt. Die Gewebelysate

wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Zellextraktion

Nach erfolgtem Zellwachstum wurde das Kulturmedium verworfen und die Zellen mit 5 ml
eiskaltem PBS/Inhibitorcocktail (0,8 ml 10 x PBS; 0,4 ml Phosphatase Inhibitor; 80 pl
Deacetylase-Inhibitor; 6,72 ml dd. H;O-alles pro Platte) gespult. Mit 3 ml eiskaltem

PBS/Inhibitorcocktail und einem Zellschaber wurden die Zellen abgeschabt, in ein
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vorgekihltes 15 ml Reaktionsgefall gegeben und bei 400 x g fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert.
Die Pellets wurden entweder sofort auf Eis aufgearbeitet oder bei -80 °C gelagert.

2.2.1.5 Co-Transfektion in Hek293 Zellen fir die chemilumineszente Co-IP

In dieser Arbeit erfolgte die transiente Transfektion in Hek293 Zellen. Das FuGene®
HPTransfection Reagent ist ein nicht-liposomales Transfektionsreagenz mit einer hohen
Effizienz und einer geringen Toxizitat (FuGene® HPTransfection Reagent, Instruction Manual,
Promega).

Fiir die Transfektion wurden die Zellen auf 60 mm Platten mit einer Dichte von 1 x 10°
ausgesat und das Medium nach 24 h gewechselt. Fir die 60 mm Platten wurden 4 pg DNA
pro Reaktionsansatz eingesetzt. Die DNA wurde in 200 pl Serum-freien DMEM-Medium
aufgenommen, mit 13 pl Transfektionsreagenz (1:3 im Verhaltnis zur DNA) gemischt und fir
10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der Reagenzansatz tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Nach 24 - 48 h wurden die Zellen auf Fluoreszenz der AcGFP1-Fusion kontrolliert

und 48 h nach der Transfektion geerntet.

2.2.1.6 siRNA-Behandlung an N87- und HepG2-Zellen

Small Interfering RNA (siRNA) besteht aus kurzen einzel- oder doppelstrangigen RNA-
Molekiilen, mit deren Hilfe in der RNA-Interferenz gezielt Gene abgeschaltet werden kdnnen.
Die Zellen wurden 24 h vorher in Antibiotika-freiem Medium mit der jeweiligen Zellzahl
ausgesat (Tabelle 14) und bei 37 °C und 5 % CO, in feuchter Atmosphare inkubiert.

Tabelle 14: Zellzahlbedingungen fur die siRNA

6-well Platten Zellzahl
N87-Zellen 2,9 x 10°
HepG2-Zellen 2,94 x 10°
10ner Platten Zellzahl
N87-Zellen 1,48 x 10°

Die siRNA-Behandlung erfolgte nach Protokoll der Firma Santa Cruz (CA, USA). Hierfir
wurden 8 pl CTSX-/RPLPO-siRNA mit Transfektionsmedium und separat 8 pl
Transfektionsreagenz mit Transfektionsmedium gemischt. Diese Ansédtze wurden vereinigt
und 45 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit je 1 ml oder

5ml  Transfektionsmedium  gewaschen.  AnschlieBend wurde auf 1ml mit



Material und Methoden 22

Transfektionsmedium aufgefillt und der Mix mit den Lésungsgemischen gleichmaRig auf den
Zellen verteilt. Die Inkubation erfolgte fur 6 h im Brutschrank. Im Anschluss erhielten die
Zellen ein Doppelmedium mit 2 x FCS und 2 x Antibiotika, ohne den Ansatz vorher zu
entfernen. Nach 24 h, 48 h und 72 h konnten die Zellen geerntet und fir die weitere

Aufarbeitung verwendet werden (2.2.1.2).

2.2.2 Durchflusszytometrische-Messungen (FACS-Messungen)
2.2.2.1 Zellernte und Fixierung der Zellen fir FACS-Messungen

Um die Zellen fur die Farbung und Messung mittels Durchflusszytometrie vorzubereiten,
wurden sie geerntet und mit Ethanol fixiert. Fir die Versuche wurde jeweils eine Zellzahl von
1 x 10° eingesetzt. Die Zellernte wurde zunachst nach 2.2.1.2 durchgefiihrt. AnschlieBend
erfolgte die Resuspendierung des Pellets in 420 pl 1 x PBS und die tropfenweise Zugabe von
Ethanol bis zu einem Endvolumen von 70 %. Zum Schluss wurden die Zellen G.N. im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und am néchsten Tag bei -20 °C zur kurzzeitigen Lagerung

eingefroren.

2.2.2.2 Propidiumiodid-Farbung adharenter Zellen zur Analyse des Zellzyklus

Propidiumiodid (PI) ist ein Farbstoff, der in die intakte DNA interkaliert und diese somit fur
die durchflusszytometrischen Messungen sichtbar macht.

Fur die Farbung mussen die Zellen zundchst vom Ethanol befreit werden. Dazu wurden sie
bei 700 x g fur 5min bei 4 °C zentrifugiert und mit 1 x PBS gewaschen. Nachdem das
Zellpellet in 178 pl 1 x PBS gelost wurde, erfolgte die Zusetzung von 22 pul RNase
(100 pg/ml). Der Ansatz inkubierte 10 min bei 37 °C und kihlte auf Eis ab. AnschlieRend
wurden 100 pl der PI-Farbel6sung (150 pg/ml) (50 ml 1 x PBS; 50 pg/ml PI Pulver; 50 mg
NaCitrat; 0,1 % Triton-X100) dazugegeben und fir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubation wurden die Proben auf Eis gestellt. Die Messung erfolgte mit
einem DurchflulRzytometer der Firma BD biosciences und die Auswertung mit der Software

Cell Quest Pro von BD biosciences.
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2.2.3 Immunhistochemische Farbungen
2.2.3.1 Triple Immuno-Farbung

Auf Cover-slips
Nach der Fixierung der Zellen mit 3,5 %igem PFA (fur 10 min) auf cover-slips (2.2.1.3)

erfolgte die Farbung. Dazu wurden die cover-slips einzeln in eine 12-well Platte gelegt und
fur 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Permeabilisierung der Zellen fur 5 min
mit Permeabilisierungs-Puffer (0,2 % TritonX100 in PBS; pH 7,4), anschlielend wurde
dreimal fir 5 min mit 1 x PBS gewaschen und 10 min mit Block-Puffer (1 % BSA in PBS)
inkubiert. Die darauffolgende Inkubation des primaren Antikorpers (in Blockpuffer) fand tber
Nacht bei 4 °C statt. Nach dreimaligem Waschen fir 5 min in 1 x PBS wurden die cover-slips
fur 10 min mit Block-Puffer geblockt und anschlieend im Dunkeln bei 37 °C fiir 2 h mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert. Der sekundére Antikérper (1 % BSA in PBS) wurde vor
seinem Gebrauch fiir 10 min bei 1.400 x g zentrifugiert. Nach der Inkubation wurde erneut
dreimal fir 5min mit 1 x PBS gewaschen. Fir die Farbung mit dem zweiten priméaren
Antikorper (und sekundar) wurden alle Schritte ab dem ersten Blockierungsschritt wiederholt.
AnschlieBend erfolgte die Einbettung der cover-slips mit mounting Medium
(VECTASHIELD® mit DAPI, Linaris). Auf einen Objektrager wurden 10 pl mounting-
Medium (VECTASHIELD® mit DAPI, Linaris) gegeben. Der cover-slip wurde aus der 12-
well Platte herausgenommen und verkehrt herum auf den Objekttrager gelegt. Zum Schluss
wurde er mit Nagellack versiegelt und konnte so uUber mehrere Monate im Kihlschrank
aufbewahrt werden. Die geféarbten cover-slips wurden mit einem TC8 SP2 Laserscan-
Fluoreszenzmikroskop mit 63 x VergréRerung und der dazugehdrigen Software (3.2.4 SPOT

Advanced) analysiert.

Mit Gewebeschnitten

Zunéchst wurden die Gewebeschnitte dreimal fur 5 min mit Xylol entparaffiniert, um das
Wachs herauszuldsen und anschliel3end durch eine absteigende Alkoholreihe in ein wéssriges
Milieu Gberflhrt (2 x 100 % EtOH, 30 - 40 s; 96 % EtOH, 30 - 40 s; 75 % EtOH, 30 - 40 s).

AnschlieBend wurden die Schnitte in einer Kivette dreimal mit dd. H,O gespult und fur die
Citratvorbehandlung vorbereitet. Hierftr wurden sie in einem Schnellkochtopf bei 120 °C fur
3 min in Citratpuffer (0,1 M Na-Citrat; HIER; pH 6) gekocht, nachfolgend abgekihlt und
3 xmit 1 x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation des 1. Primdr-Antikorpers (in
PBS/0,1 % Triton) U. N. bei 4 °C. Die Objekttrdger wurden 3 x 5 min mit 1 x PBS gewaschen
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und anschlieend mit dem sekundaren Antikorper fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Der vorherige
Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Fir die Doppel-Farbung mit einem zweiten
spezifischen Antikorper (primér und sekunddr) wurden alle Schritte ab dem ersten
Permeabilisierungsschritt wiederholt. Nachdem die Gewebeschnitte dreimal fir 5 min mit
PBS gewaschen wurden, erfolgte die Kernfarbung mit DAPI (Serva, Tlbingen) (Mc lvaines
Puffer: 0,175 g Zitronenséure; 1,54 g Na;HPOy,; auf 125 ml dd. H,O auffillen; auf 50 ml Mc
Ivaines Puffer 1,25 pl DAPI Stockldsung geben) fir 25 min im Dunkeln. Danach wurde
dreimal fir 5 min mit 1 x PBS gewaschen und mit dd. H,O gespult. Zum Schluss erfolgte die
Einbettung mit mounting Medium-anti fade (DAKO, Hamburg). Die gefarbten
Gewebeschnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRE7) mit 40 x und
63 x VergrolRerung und der dazugehdrigen Software (3.2.4 SPOT Advanced) ausgewertet.

2.2.3.2 Immunhistochemische Farbung von Parafin-Gewebeschnitten (ABC-peroxidase
Farbung)

Die 2-4 um Paraffinschnitte wurden mit Xylol entparaffiniert, durch eine absteigende
Alkoholreihe in ein wéssriges Milieu Gberfuhrt und anschlieBend mit Citrat vorbehandelt (vgl.
2.2.3.1). Fur die Inaktivierung der endogenen Peroxidase und damit fur die Reduzierung
unspezifischer Farbung erfolgte die Inkubation der Schnitte fir 10 min mit 3 %iger H,0,-
Losung. AnschlieBend wurden die Schnitte 3 x mit Tris-Waschpuffer (9 g Tris; pH 7,6;
68,5 g Tris-HCI; 87,8 g NaCl; auf 11 dd. H,O + 3 Tropfen TritonX-100) gespult und tber
Nacht mit dem Priméar-Antikdrper bei 4 °C inkubiert (in AK-Verdiunnungspuffer). Abermals
wurden die Schnitte 3 x mit Tris-Waschpuffer gespilt, mit dem Sekundar-Antikdrper
(biotynilierter AK, Verdinnungspuffer) fir 30 min bei RT schittelnd inkubiert und 3 x mit
Tris-Waschpuffer gespilt. Darauf erfolgte schuttelnd fiir 30 min bei RT die Inkubation der
Schnitte mit dem Auvidin-Biotin-Komplex. Die Schnitte wurden erneut 3 x mit Tris-
Waschpuffer gespilt, mit dem DAB (Diaminobenzidin) Farbsystem fur 5- 15 min bei RT
inkubiert und anschlieBend mit dd. H,0 gespilt. Die Kernfarbung erfolgte mittels
Hamatoxylin fur 2 - 5 min. Zum Schluss wurden die Schnitte in einer Alkoholreihe dehydriert
(75 %, 96 %, 100 % 1, 100 % II, Xylol I, Xylol II) und mit Corbit-Balsam (Hecht, Kiel) unter

einem Objektrager versiegelt.
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2.2.4 lsolation von Nukleinsauren
2.2.4.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Fur die Erstellung der cDNA Bibliothek wurde RNA aus eingefrorenem
Magenkarzinomgewebe nach Anleitung des High Pure RNA Tissue Kits (Roche, Mannheim)
isoliert. Im ersten Schritt wurde das Gewebe in einem gekihlten Morser auf Eis zerkleinert
und in 400 pl Lysispuffer aufgenommen. Anschliefend wurde das Lysat fir 2 min
zentrifugiert und der Uberstand mit 200 pl Ethanol versetzt. Danach erfolgte die Aufreinigung
der RNA nach Herstellerangaben. Zum Schluss wurde die RNA in 60 pl Elutionspuffer eluiert
und bei -80 °C gelagert.

2.2.4.2 Plasmid-DNA-Isolation aus Bakterien

Plasmid-Minipraparationen wurden aus 5 ml Ubernachtkultur mit einem Plasmid Mini Kit
von Qiagen nach Herstellerangaben durchgefhrt.

Die Plasmid-Maxipraparationen erfolgten aus einer 150 ml Ubernachtkultur anhand des

Plasmid Maxi Kits nach Herstellerangaben von Qiagen.

2.2.4.3 Plasmid-lIsolation aus Hefen

Fur die Plasmid-Isolation aus Hefen wurde ein Yeast Plasmid Isolation Kit von Clontech
verwendet. Hierfr wurde eine Hefekolonie auf einer frischen Platte mit Selektivmedium
ausgestrichen (1 cm x 1 c¢cm) und fir 3 Tage bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der
,Patch® (Heferasen) mit einer sterilen Impfése abgenommen und in 500 pl 10 mM EDTA
geldst. Nachfolgend wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die Plasmid-DNA wurde mit
50 pl Elutionspuffer eluiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Quantifikation von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA- und RNA-L6sungen wurde spektrometrisch bei 260 nm
bestimmt (Phototmeter, Eppendorf, Hamburg). Hierbei entspricht eine optische Dichte
(1 OD260nm) 50 ng/pl DNA bzw. 40 ng/ul RNA.

Der Quotient OD2gp /OD2gp Stellt ein MaR fiir die Reinheit der Nukleinsduren dar und betragt

flr reine DNA-LO6sungen 1,8 sowie fir reine RNA-LAsungen 2,0.
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2.2.5.1 Agarose Gelelektrophorese

Zur GroRenbestimmung wurde die DNA in 1 bis 2 %igen Agarosegelen aufgetrennt. Die
Farbung erfolgte mit RedSafe (Hiss Diagnostics, Freiburg) und zur Bestimmung der
BandengrolRe wurde die 1 kb HypoLadder (Bioline, Luckenwalde) verwendet. Durchgefiihrt
wurde die Elektrophorese fur ca. 1 h bei 70 V.

2.2.5.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Fur die Umschreibung der totalen RNA aus humanen Zellen wurde der Transkriptor High

Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet.
Fur die cDNA-Synthese wurden 2 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Die Lagerung der cDNA
erfolgte bei -20 °C. Tabelle 15 zeigt die sich anschliefende PCR-Reaktion.

Tabelle 15: PCR-Ansatz und Programm

PCR Ansatz PCR-Programm

cDNA 1l

10 x PCR Puffer + MgCl, 5u

dNTPs (je 200 uM) 1l Denaturierung 95°C 4 min

CTSX forward (50 uM) 5ul Denaturierung 95°C 30s

CTSX reverse(50 uM) 5ul Annealing 65°C 30s } x 30
GC-Rich Solution 10 Elongation 72°C 3 min

FastStart Tag DNA Polymerase 2 U) 0,4 ul Final Extension 72°C 7min

dd. H,O 22,6 pl STOP 4°C

Gesamtvolumen 50 pl

3 pl des PCR Produktes wurden mit einem DNA Marker auf einem 1,5 %igen Agarosegel

analysiert.

In-Fusion Cloning PCR (chemilumineszente Co-IP)

Fur die Amplifizierung des pBGKT7-bait templates und des pPGADT7-prey templates wurde
die Hot Start Polymerase von Takara benutzt. In Tabelle 16 sind PCR-Programm und PCR-

Ansatz dargestellt.
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Tabelle 16: PCR-Ansatz und Programm der In-Fusion Cloning PCR

PCR Ansatz PCR-Programm
Vektor (0,1 pg/ul) 1l
PCR Puffer (5 x) 4 ul
dNTP Mix (je 2,5 mM) 4 ul Denaturierung 98°C 5min
AcGFP BD/PL AD FWD (10 uM) 1ul Denaturierung 98°C 155
ACGFP BD/PL AD REV (10 pM) 1l Annealing 55°C 155 }x 30
DNA Polymerase (2,5 U/ul) 0,25 pl Elongation 72°C 3 min
dd. H,0O Final Extension 72°C 10 min
STOP 4°C
Gesamtvolumen 50 pl

5 pul des PCR Produktes wurden auf einem 1 %igen Agarosegel mit einer 1 kb DNA Leiter
(HypoLadder I, Bioline) analysiert.

Sequenzierungs-PCR

Fur die Sequenzierungsreaktion wurden 1,2 - 1,4 pg aufgereinigtes Plasmid, 4 pl Primer
(1 pm/ul), und 12 pl BigDye-Mix gemischt und mit dd. H,O auf 20 pl Endvolumen
aufgefiillt. Nach der initialen Denaturierung (96 °C, 1 min) im Thermocycler (Biozym, MJ.
Research Inc., Oldendorf) wurden 25 Zyklen mit folgenden Bedingungen durchgefihrt:
96 °C, 40s—52 °C, 25s5—-60 °C, 4 min. Vor der Sequenzierung mittels Kapillarsequenzer
wurde die Reaktion ber ein Sdulensystem (AB applied Biosystems, Darmstadt) nach

Herstellerangaben gereinigt.

2.2.6 Kilonierung
2.2.6.1 Herstellung von DNA-Fragmenten durch PCR

Fur das Klonieren eines DNA-Fragmentes in ein Plasmid wurde zuerst die codierende Region
der DNA mittels PCR amplifiziert. Hierfir wurden 39 bp lange Klonierungs-Primer
synthetisiert (Primer-BLAST Primer designing tool, NCBI), die eine 15 bp Homologie zu den
entsprechenden Uberhangen des Vektors (pGBKT7) aufweisen sowie BamHI und EcoRlI
Schnittstellen enthalten. 1 pl cDNA wurde mit je 5 pl Klonierungs-Primer in der FastStart
PCR (Roche) eingesetzt (vgl. 2.2.5.2). 3 ul des PCR-Produktes wurden auf ein 1,5 %iges
Agarosegel zur Kontrolle der Fragementgrofie geladen. Das PCR-Produkt wurde mit dem
Nucleo Extract 1l Kit (MACHEREY & NAGEL, Diren) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Fiir die Herstellung des PCR-Produktes fiir das In-Fuison™ Cloning des AcGFP1-bait und

des ProLabel-prey wurde die Hot Start Polymerase von Takara verwendet (vgl. 2.2.5.2).
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AnschlieBend wurden das PCR-Produkt (45 pl) mit 1 ul Dpnl fir 60 min bei 37 °C verdaut
und mit Nucleo Extract Il Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Lagerung erfolgte bei
-20 °C.

2.2.6.2 Restriktion der Plasmide

Fur die Restriktion des Vektors pGBKT7 wurden 0,5 ul Vektor mit je 0,5 ul BamHI und
EcoRI im Multicore Puffer (Promega) bei 37 °C fiir 15 min inkubiert.
Die Restriktion wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese Uberpruft und die DNA mit dem

Nucleo Extract Il Kit nach Herstellerangaben gereinigt.

chemilumineszente Co-IP

Fur das In-Fusion PCR Cloning wurden je 1 pug der Vektoren pAcGFP-C bzw. pProLabel-C
mit je 1 pl der Fast Digest Enzyme Sall und Hindlll bzw. Sall und BamHI fir 5 min bei
37 °C inkubiert.

Eine Hitzeinaktivierung der Restriktionsaktivitét erfolgte fir HindlIl (10 min bei 80 °C), Sall
(10 min bei 65 °C) und fur BamHI (5 min fur 80 °C). Zur Uberpriifung der Restriktion
wurden die Ansétze auf ein 0,7 %iges Agarosegel geladen. Fiir die weitere Verwendung
wurden die Vektoren mit dem Nucleo Extract Il Kit nach Herstellerangaben gereinigt. Die

Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.2.6.3 Ligation der Plasmide mit dem DNA-Insert

Die Herstellung der Plasmide erfolgte mit dem In-Fusion™ Advantage PCR Cloning Kit.
Hierfir wurden das zuvor gereinigte PCR-Fragment und der Vektor zusammen in einem
molaren Verhaltnis von 2:1 nach Herstellerangaben ligiert.

Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 37 °C inkubiert, dann fir 15 min bei 50 °C erhitzt, auf Eis
gestellt und anschliefend mit 50 pl TE-Puffer (pH 8) aufgefiillt und gut gemixt. Die Lagerung

flr die Transformation erfolgte bei -20 °C.
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2.2.7 Mikrobiologische Methoden
2.2.7.1 Bakterientransformation

50 pl E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA vorsichtig
gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein Hitzeschock fir 30 s bei 42 °C
an, wonach die Transformationsansatze sofort wieder auf Eis gekihlt wurden (2 min). Nach
Zugabe von 250 pl erwarmtem SOC-Medium wurden die Proben fir 1 h bei 37 °C und
225 rpm geschuttelt. AnschlieBend wurde auf Selektivagar ausplattiert. Die Platten wurden
uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.7.2 Hefetransformation

Die Transformationen der Saccharomyces cerevisiae Stamme Y187 und Y2H Gold wurden
mit dem Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2 nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Hierfur wurde eine Hefekolonie (nicht &lter als 4 Wochen) in 3 ml YPDA Medium beimpft
und unter Schutteln (250 rpm) bei 30 °C fir 8 - 12 h inkubiert. Danach wurden 5 pl der
Vorkultur in 50 ml YPDA-Medium gegeben und bis zum Erreichen einer ODggo vVon 0,15 -
0,3 geschuttelt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 700 x g fur 5 min bei RT zentrifugiert
und in 100 ml frischem YPDA-Medium aufgenommen. Die Kultur schittelte bei 30 °C bis
zum Erreichen einer ODggo von 0,4 - 0,5. Anschliefend wurde die Kultur bei 700 x g fir
5min zentrifugiert und in sterilem dd. H,O gewaschen. Die Pellets wurden in 3 ml
1,1 x TE/LiAc Losung resuspendiert und bei 1.400 x g fur 15 s zentrifugiert. AnschlieRend
wurde das Pellet in 1,2 ml 1,1 x TE/LiAc resuspendiert und die Zellen konnten fur die
Transformation der Plasmid-DNA weiter verwendet werden. Kompetente Hefezellen sollten
innerhalb einer Stunde fur eine hohe Transformationseffizienz genutzt werden.

Fur die Transformation wurden 100 ng Plasmid-DNA und 5 pl Yeastmaker Carrier DNA
(denaturiert; 10 pg/ul, fir 5 min bei 95 - 100 °C erhitzt und sofort in einem Eisbad abgekiihlt)
eingesetzt. Zu diesen Komponenten wurden 50 pl der kompetenten Zellen und anschliel3end
500 ul PEG/LIAC (40 % PEG 3350; 1 x TE Puffer, 1 x LiAc; fur 10 ml Lésung: 8 ml 50 %
PEG; 1 ml 10 x TE Puffer, 1 ml LiAc (10 x)) gegeben. Der Ansatz inkubierte bei 30 °C fur
30 min. Wahrend dieser Zeit wurde die Probe alle 10 min vorsichtig invertiert. Danach
erfolgten die Zugabe von 20 ul DMSO und die Erwarmung der Zellen bei 42 °C fiir 15 min
im Wasserbad, wobei alle 5 min die Zellen vorsichtig gemischt wurden. AnschlieRend wurden

sie bei 1.400 x g fur 15 s bei RT zentrifugiert und in 1 ml YPD-Plus-Medium resuspendiert.
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Dieser Arbeitsschritt wurde 1 x wiederholt und das Pellet anschlieBend in 1 ml 0,9 %iger
NaCl Losung aufgenommen. Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde 100 pl einer 1/10 und
1/100 Verdinnung auf 100 mm SD Agarplatten ausgestrichen und fir 3 -5 Tage bei 30 °C

inkubiert.

2.2.7.3 Anlegung von mikrobiellen Stocks

Bakterien (E. coli)
Fur die langerfristige Lagerung von E. coli wurden 850 pl einer Ubernachtkultur mit 150 pl

sterilem 100 %igen Glycerol gemischt und sofort bei -80 °C gelagert.

Hefen (S. cerevisiae)

Fur die Anlegung einer Lagerungskultur von S. cerevisiae wurde eine frische Kolonie in
500 ul YPD, YPDA-Medium, oder geeignetem SD-Medium mit 15 - 30 %igen sterilen
Gylcerol grundlich resuspendiert. Die Lagerung erfolgte sofort bei -80 °C.

Helicobacter pylori

H. pylori SS1 wurde von einer dicht bewachsenen Agarplatte abgenommen und in ein
Einfriermedium ((1,85 g BHI/50 ml dd. H,O) mit 20 % Glycerol, 10 % FCS) (berfiihrt und
grundlich gemischt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.7.4 Uberpriifung der DNA-BD-Fusionsproteine auf Toxizitat in der Hefe

Zur Uberpriifung der Toxizitit des DNA-BD Fusionsproteins wurden 100 ng der Vektoren -
pGBKT7 und pGBKT7 + bait Gen in kompetente Y2HGold Zellen transformiert (siehe
2.2.7.2). Es wurden jeweils 100 pl einer 1/10 und einer 1/100 Verdunnung auf SD/-Trp
Platten ausgestrichen und fir 3 -5 Tage bei 30 °C inkubiert. Ein toxisches Fusionsprotein
wirde sich in signifikant kleineren Kolonien widerspiegeln, als Kolonien, die nur mit dem

leeren Vektor pGBKT?7 transformiert wurden.

2.2.8 Aufbau der cDNA-Bibliothek

Der Aufbau der cDNA-Bibliothek fur das Yeast Two-Hybrid Screening erfolgte mit dem
Make Your Own ,,Mate & Plate™* Library System Manual (Takara, Clontech, Heidelberg)

nach Herstellerangaben.
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2.2.8.1 Uberpriifung der RNA

Die humane Magenkarzinom RNA als auch die humane Plazenta Poly A+ RNA
(Positivkontrolle) wurden mithilfe eines Agarose/MOPS-Gels auf ihre Qualitat Uberprift.
Hierfir wurde die mRNA mit RNA loading buffer gemischt, fir 15 min bei 65 °C inkubiert
und auf dem Gel bei 80 V analysiert (10 x MOPS: 0,2 m MOPS; 10 mM Na,-EDTA; 50 mM
Na-Acetat; pH 7,0).

2.2.8.2 First-Strand cDNA-Synthese

Fur die First-Strand cDNA-Synthese wurden 2 ul RNA, 1 pul CDSIHI Primer (10 uM) und
1 pl dd. H,O gemischt, der Mix fur 2 min bei 72 °C inkubiert, 2 min auf Eis gekihlt und bei
14.000 x g fur 10 s zentrifugiert. AnschlieBend wurden 2 pl 5 x First-Strand buffer, 1 ul DTT
(100 mM), 1 pl dNTP (10 mM) und 1 ul SMART MMLYV Reverse Transkriptase (200 U/ul)
zum denaturierten Mix dazugegeben. Es schloss sich eine Inkubation fur 10 min bei 42 °C an,
nach der die Zugabe von 1 pl SMART Il modified Oligonukleotiden erfolgte und der Mix
wiederum flr 1 h bei 42 °C inkubiert wurde.

Um die First-Strand Synthese zu beenden, wurden die Proben fir 10 min bei 75 °C inkubiert,
auf RT herabgekiihlt und mit 1 ul RNase H (2 Units) versetzt. Danach wurden die Proben flr
20 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend die First-Strand cDNA mittels Long Distance
PCR (LD-PCR) amplifiziert oder bei -20 °C gelagert.

2.2.8.3 Amplifikation der ds cDNA mittels der Long Distance-PCR (LD-PCR)

Nach der Herstellung der cDNA erfolgt die Amplifikation des Produktes mithilfe einer LD-
PCR. Tabelle 17 zeigt den PCR-Ansatz und das Programm.

Tabelle 17: PCR-Ansatz der Long Distance-PCR und Programm

PCR-Ansatz PCR-Programm

First Strand cDNA 2 ul

10 x Advantage ® 2 PCR Puffer 20 ul

50 x dNTPs 2 ul Denaturierung 95°C 30s

5PCR Primer (50 pM) 2ul Denaturierung 95°C 10s

3’PCR Primer (50 uM) 2ul Annealing 68 °C 6 min } x 22
+5 s pro Zyklus

10 x Melting Solution 10 pl Elongation 68 °C 5min

50 x Advantage 2 Polymerase Mix 2 ul Stop 4°C

Gesamtvolumen 100 pl
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Fur jede experimentelle Probe wurden zwei 100 ul PCR Reaktionen angesetzt sowie eine
Reaktion flr die Plazentakontrolle. Die Amplifikation von 22 PCR-Zyklen richtete sich nach
der totalen RNA-Menge (0,5 - 1 pg). 7 ul des PCR-Produktes wurden mit einer 1 kb DNA-

Leiter auf einem 1,2 %igen Agarosegel analysiert.

2.2.8.4 Reinigung der ds cDNA

Die Reinigung der cDNA erfolgt mittels CHROMA SPIN™ TE-400 Columms nach
Anleitung. Die aufgereinigte DNA wurde anschlielend mittels Ethanolprézipitation gefallt.
1/10 Volumen 3 M NaAcetat sowie 2,5 Volumen eiskaltes Ethanol wurden hinzugegeben, fir
1 h bei -20 °C inkubiert und darauffolgend bei 17.500 x g fur 20 min bei RT zentrifugiert.
Das Pellet wurde fir 10 min an der Luft getrocknet und in 20 pl dd. H,O gelést. Nach der

Aufreinigung war die cDNA fir die Library Construction bereit und betrug zwischen 2 -

5 Mg.

2.2.8.5 Sequentielle Transformation

Fur die Herstellung der cDNA-Bibliothek wurden kompetente Y187 Hefezellen mit der
humanen Magenkarzinom-ds-cDNA und dem linearen Vektor pGADT7 sequentiell
transformiert. Die Hefezellen wurden - wie unter 2.2.7.2 beschrieben - flir die Transformation
vorbereitet.

AnschlieBend wurden 20 ul ds cDNA, 6 ul pGADT7-Rec Vektor (Smal linearisiert,
0,5 pg/ul) und 20 pl denaturierte Yeastmaker Carrier-DNA (10 pg/ul) 2 x fir 5 min bei 95 -
100 °C erhitzt und sofort in einem Eisbad abgekdhlt.

Zu diesen Komponenten wurden 600 ul der kompetenten Y187-Zellen gegeben und
anschlieRend 2,5 ml PEG/LiAc (40 % PEG 3350; 1 x TE Puffer, 1 x LiAc; fur 10 ml Ldsung:
8 ml 50 % PEG, 1 ml 10 x TE Puffer, 1 ml LiAc (10 x)) hinzugeflgt. Der Ansatz inkubierte
bei 30 °C fiir 45 min. Wahrend dieser Zeit wurde die Probe alle 15 min vorsichtig invertiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 160 pl DMSO und die Erwarmung der Zellen bei 42 °C fiir
20 min im Wasserbad. AnschlieBend wurden die Zellen bei 700 x g fur 5min bei RT
zentrifugiert und in 3 ml YPD-Plus-Medium resuspendiert. Darauffolgend inkubierten die
Zellen schittelnd bei 90 °C fur 30 min. AnschlieRend wurden sie bei 700 x g fir 5 min bei RT
zentrifugiert und in 15 ml 0,9 %iger NaCl Losung aufgenommen.

Um die Zahl der unabhangigen Klone in der Bibliothek zu bestimmen, wurden 100 ul einer
1/10 und einer 1/100 Verdinnung auf SD/-Leu 100 mm Agarplatten ausplattiert und bei 30 °C
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fir 3 - 4 Tage inkubiert. Die Zahl der unabhéngigen Klone wurde anhand der nachfolgenden

Formel bestimmt:

Zahl der cfu/ml auf SD/-Leu x resuspendiertes Volumen (15 ml)

Dieser Wert wird zur Bestimmung der Transformationseffizienz herangezogen und sollte
maoglichst > 1 Mio. unabhdngige Klone sein.

Die restlichen Zellen wurde auf 150 mm SD/-Leu Platten, a 150 pl pro Platte, aufgeteilt und
bei 30 °C fir 3 -4 Tage inkubiert. Nach Bestimmung der Anzahl der unabhéngigen Klone
wurden die Transformanten gesammelt und zusammengeftigt. Hierflr inkubierten alle Platten
bei 4 °C fur 3-4 h. Anschlielend wurden 5 ml Freezing Medium (100 ml YPDA + 50 ml
75 % Glycerol) auf jede Platte gegeben, mit sterilen Glas Beads (Sigma Aldrich,
Deisenhofen) wurden die Kolonien abgeldst und die gesammelten flissigen Kolonien in einer
sterilen Flasche vereinigt. Zum Schluss wurden die Zellen gemessen, um die Zelldichte
abzuschatzen. Betrug die Zelldichte weniger als 2 x 10’/ml, wurde die Suspension
aufkonzentriert. Die fertige cDNA-Bibliothek wurde a” 1 ml (fur den kurzzeitigen Gebrauch)

und a” 50 ml (fir den langfristigen Gebrauch) aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.8.6 Kontrollen fur die Bibliotheks-Transformation

Fur die Kontrollexperimente wurden jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle
hergestellt, wobei die Positivkontrolle als positiver Kontrollstamm flr das Yeast Two-Hybrid
Screening genutzt wurde. Analog - wie beschrieben in 2.2.7.2 - wurden Y187 kompetente
Zellen hergestellt und transformiert. Dafur wurden die in Tabelle 18 angegebenen
Komponenten gemischt und bei 30 °C fiir 30 min inkubiert. Wéhrenddessen wurden die

Zellen alle 10 min invertiert.

Tabelle 18: Positiv- und Negativkontrolle fir die Bibliotheks-Herstellung

Komponente Positivkontrolle Negativkontrolle
pGADT7-Rec (Smal linearisiert, 500 ng /ul) 1l 1pl

SV 40 Large-T PCR Fragment (25 ng/pl) 3ul -

Yeastmaker Carrier DNA-denaturiert (10 pg/ul) 5ul 5u

Y187 kompetente Zellen 50 pl 50 pl

PEG/LiAc Lésung 500 pl 500 pl

AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 20 ul DMSO und die Erwarmung der Zellen bei 42 °C

far 15 min im Wasserbad (wobei alle 5min die Zellen vorsichtig gemischt wurden).
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Nachfolgend wurden sie bei 1.400 x g fir 15s zentrifugiert, in 1 ml YPD-Plus-Medium
gewaschen und das Pellet in 1 ml 0,9 %iger NaCl Lésung aufgenommen. Jeweils 100 pl einer
1/10 und einer 1/100 Verdinnung wurden auf SD/-Leu 100 mm Agarplatten ausplattiert und
bei 30 °C fir 3 - 4 Tage inkubiert. Es sollten mindestens 10 x mehr Kolonien auf den Platten
zu erkennen sein, wenn mit dem Vektor pGADT7-Rec und dem SV40 Large-T PCR
Fragement co-transformiert wurde, als mit dem Vektor allein. Dies l&sst darauf schlief3en,
dass mindestens 90 % der Kolonien den Vektor pGADT7-Rec beinhalten, den sie durch

homologe Rekombination aufgenommen haben.

2.2.9 Yeast Two-Hybrid Screening mittels Yeast Mating

Fur das Yeast Two-Hybrid Screening mittels Yeast Mating wurde eine konzentrierte bait
Kultur mit 1 ml der hergestellten cDNA-Bibliothek tUber Nacht inkubiert und zur Selektion
auf DDO/X/A Agarplatten ausplattiert.

Eine frische Kolonie des bait Stamms (Y2HGold[pGBKT7+bait]) wurde in 50 ml SD/-Trp
Flussigmedium angeimpft und bei 30 °C schittelnd (250 - 270 rpm) inkubiert bis sie eine
ODegyo von 0,8 erreicht hatte. AnschlieBend wurden die Zellen bei 1.000 x g fir 5 min
zentrifugiert und das Pellet auf eine Dichte von mehr als 1 x 10® Zellen/ml in SD/-Trp
Medium resuspendiert. Die Vereinigung des Bibliothekstamms (Y187 [pGADT7+ prey]) mit
dem bait-Stamm gestaltete sich wie folgt: Ein 1 ml Aliquot des Bibliothekstamms wurde in
einem raumtemperierten Wasserbad aufgetaut und 10 pl fur die Titration der Bibliothek (auf
100 mm SD/-Leu Agarplatten) entnommen. Als ndchstes wurden 1 ml der Bibliothek mit 4 -
5 ml des bait-Stamms in einer sterilen 2 | Flasche gemischt, wobei das Réhrchen, das den
Bibliotheksstamm enthielt, 2 mal mit 1 ml 2 x YPDA-Medium ausgespllt wurde. Es erfolgte
die Zugabe von 45ml 2 x YPDA-Flussigmedium mit 50 pg/ml Kanamycin und die
anschlieRende Inkubation der Zellen fiir 20 - 24 h bei 30 °C bei 30 - 50 rpm. Nach 20 h wurde
ein Tropfen der Kultur unter dem Phasenkontrastmikroskop (Nikon, Diisseldorf) auf Zygoten
untersucht. Wenn diese noch nicht zu erkennen waren, wurde fiir weitere 4 h bei 30 °C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 1.000 x g fur 10 min,
Wahrenddessen wurde die 21 Flasche 2-mal mit 50 ml 0,5 x YPDA-Medium (50 pg/ml
Kanamyecin) gespult. Die Spilungen wurden vereinigt und fir die Resuspendierung des
Zellpellets genutzt. Erneut zentrifugierten die Zellen bei 1.000 x g fir 10 min und wurden in
10 ml 0,5 % YPDA Flissigmedium (50 pug/ml Kanamycin) resuspendiert. Darauffolgend
wurde das Volumen der Zellen inkl. Medium bestimmt. VVon der verpaarten Kultur wurde je
100 pl einer 1/10, 1/100, 1/1.000 und 1/10.000 Verdinnung auf jeder der folgenden Platten
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ausgestrichen: SD/-Trp, SD/-Leu, SD/-Leu/-Trp (DDQO). Dieser Schritt diente zur
Bestimmung der Zahl der getesteten Klonen. Die restliche Kultur wurde a” 200 ul pro
150 mm Agarplatte auf DDO/X/A Platten ausgestrichen und fir 3-5 Tage bei 30 °C
inkubiert. Zum Schluss wurden die Kolonien auf den DDO Platten fiir die Bestimmung der

Zahl der getesteten Klone gezéhlt und die Mating-Effizienz bestimmt:

Zahl der getesteten Klone = cfu/ml x resuspendiertes Volumen (ml)

Bestimmung der Mating-Effizienz:

Zahl der cfu/ml Diploiden x 100

Zahl der cfu/ml des limitierenden Partners

= % Diploide

Nach 3 -5 Tagen Inkubation wurden alle auf DDO/X/A gewachsenen blauen Kolonien
mithilfe einer sterilen Impfése auf die héher stringenten QDO/X/A Platten ausgestrichen und
fir 3-5 Tage bei 30 °C inkubiert. Auf diesen Platten gewachsene Klone wurden weiter auf

Duplikate und Protein-Protein-Interaktionen untersucht.

2.2.10 Proteinbiochemische Methoden
2.2.10.1 Zellaufschluss

Die geernteten Zellpellets wurden mit Lysis-Puffer (50 mM Tris-HCI; pH 8.0; 150 mM NacCl,
0,02 % Natriumazid; 0,1% SDS; 1% P-40 NP40; 0,5% Na-deoxycholate; 1:50
Proteaseinhibitor) aufgeschlossen. Danach wurden die Proben fir 20 min auf Eis inkubiert

und bei 12.000 x g fur 3 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -80 °C gelagert.

Vorbereitung auf die magnetische Co-IP

Fur die magnetische Co-IP wurden die Pellets (aus Magenkarzinomgewebe) in 100 pl cell
lysis Puffer (93 pl whole cell lysis Puffer; 5 pl Phosphatase Inhibitor; 1 pl Deacetylase
Inhibitor; 0,5 pl Protease Inhibitor Cocktail; 0,5 ul PMSF-100) pro Platte resuspendiert,
kraftig 10 s geschittelt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Proben noch
einmal geschiittelt, bei 1.400 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein
gekiihltes Reaktionsgefdl? gegeben. Die Lysate wurden anschlieRend aliquotiert und bei
-80 °C gelagert. Fur die Proteinbestimmung wurde eine 1:2 Verdiinnung genutzt.
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Préaparation der Zelllysate fir die chemilumineszente Co-IP
Die Zellpellets wurden in 500 pl kaltem Lysispuffer (versetzt mit 1:200 200 mM PMSF)

resuspendiert, fir 30 min auf Eis inkubiert, wobei die Proben alle 10 min fir 5-10s
geschdittelt und anschlieRend bei 10.000 x g fir 20 min bei 4 °C zentrifugiert wurden. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt, sofort auf Eis gestellt und die
Proteinkonzentration bestimmt. Zum Schluss wurden je 250 pug Lysat in ein neues
Reaktionsgefal tberfuhrt und auf 500 pl eiskalten Lysispuffer aufgefillt. Die Lagerung

erfolgt bei -80 °C oder die Co-Immunoprazipitation schloss sich direkt an.

2.2.10.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem DC Protein Assay Kit (Biorad, Minchen) in 96-well
Platten nach Anleitung durchgefihrt. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-
Eichgerade (0 - 3 mg/ml)) berechnet. Die Messung der Proben erfolgte bei 450 nm (Ref-
Filter) und 630 nm (Test-filter) mit dem Glomax MULTI Detection System (Promega,

Mannheim).

2.2.10.3 SDS-PAGE

Fur die SDS-PAGE wurden 30 pg Protein eingesetzt und mit 2 x Lade-Puffer (4 mM Urea;
2 % SDS; 62,5 mM Tris) versetzt. Die Proben wurden gemischt und anschlieRend erfolgte die
Denaturierung fir 5 min bei 95 °C. Je nach molekularer Masse der Proteine wurden 10 %ige
oder 12 %ige Gele verwendet. An die Gel-Apparatur wurde eine Stromstarke von 30 mA und
spater, als die Proteine im Trenngel migrierten, von 50 mA angelegt. Die Auftrennung der
Proteine im SDS-Gel erfolgte in 1 x Elektrophoresepuffer (10 x Elektrophoresepuffer, Roth,

Karlsruhe).

Tabelle 19: Zusammensetzung der verschiedenen Trenngele und des Sammelgels

10 %iges Trenngel 12 %iges Trenngel Sammelgel
H,0 (dd.) 4,64 ml 3,93 mi 6,33 ml
30 %ige Acrylamid 3,33 mi 3,93 ml 1,65 ml
Lésung mit 0,8 %
Bisacrylamid
Trenngelpuffer (1,875 M 2 ml 2ml
Tris; 1 % SDS; pH 8,8)
Sammelgelpuffer 1,875 - - 2ml
M Tris; 1 % SDS; pH
6,8)
APS (10 %) 75 ul 75 ul 75 pl

TEMED 8 ul 8 ul 8 ul
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2.2.10.4 Westernblot

Mithilfe eines Tank-blots wurden die Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosemembran (Whatman, Dassel) transferiert. Die Membran wurde in Transfer-
Puffer (25 mM Tris Base; 192 mM Glycerol; 20 % Methanol; pH 8,3) aktiviert. Vier Lagen
Blotpapier (Bio-Rad) wurden zusammen mit dem SDS-Gel in Transfer-Puffer getrénkt. In der
Blotapparatur wurden zwei Lagen Blotpapier, das Proteingel, die Membran und erneut zwei
Lagen Blotpapier luftblasenfrei Ubereinandergelegt. Der Transfer lief bei konstanter
Stromstérke und Spannung bei 120 V fir 1,5h oder bei 30 VV tber Nacht. Im Anschluss
erfolgte der Nachweis der transferierten Proteine mittels Farbung durch Ponceau-Rot (3 %ige
Essigsdue, Roth).

Danach wurde die Membran kurz in TBST (150 mM NacCl; 7,7 mM Tris-HCI; 0,05 % Tween;
pH 8) geschwenkt und fir 1 h in Block-Puffer (5% Magermilchpulver in TBST) bei RT
geblockt. Bevor der primére Antikorper dazugegeben wurde, wurde die Membran fir 10 min
mit Wasch-Puffer (TBST) gewaschen. Die Inkubation erfolgte entweder ber Nacht bei 4 °C
oder nach Angaben des Herstellers. Danach wurde die Membran wieder dreimal 5 min mit
TBST gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper fir 1 h bei RT inkubiert. Zum Schluss
wurde der letzte Waschschritt wiederholt und die Membran konnte mittels Chemilumineszens
(SuperSignal® Chemilumineszenz ~ Substrates;  Millipore, Schwalbach) Uber die
Substratumsetzung der HRP-konjugierten sekundéaren Antikdrper im FluorChemE (Cell
Biosciences, Heidelberg) Westerblotdetektionsgerat entwickelt werden. Die densiometrische
Auswertung erfolgte mit dem Programm Genetools (Syngene, Biolmaging Systems,
Cambridge, UK) und mit AlphaView Sa (Cell Biosciences Inc., Heidelberg).

2.2.10.5 Strippen der Membranen

Um die Westernblotmembranen mehrmals verwenden zu kénnen, wurden sie in Stripping
Puffer (Thermoscientific, Schwerte) fur 15 min bei RT inkubiert und dreimal fir 5 min mit
TBST gewaschen. AnschlieBend konnten sie mit einem neuen priméren Antikoérper inkubiert

werden.
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2.2.10.6 Magnetische Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprazipitation erfolgte mit dem Universal Magnetic Co-IP Kit (Active Motif,
Minchen) nach Herstellerangaben.

Es wurden je 500 pg Zell- bzw. Karzinomgewebelysat mit 5 pg Cathepsin X Antikorper
(R&D System, Wiesbaden) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde immer eine Probe mit
einem goat 1gG-Antikdrper (R&D System, Wiesbaden) mitgefiihrt. Die Inkubation erfolgte
fir 2,5 h auf einem Rolling shaker (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) bei 4 °C. Am Ende
erfolgte die Resuspendierung der bead Pellets in 20 pl 2 x Reducing Loading buffer (130 mM
Tris; pH 6,8; 4 % SDS; 0,02 % Bromphenolblau; 20 % Glycerol; 100 mM DTT) und die
Lagerung bei -20 °C oder ein sofortiger Westernblot. Hierftr wurden die Proben bei 95 °C fur
5 min erhitzt, bei 1.400 x g fiir 30 s zentrifugiert und der Uberstand auf ein Polyacrylamidgel

geladen. Als zusatzliche Kontrolle dienten 5 pg des gesamten Zelllysates.

2.2.10.7 Chemilumineszente Co-Immunopréazipitation

Die chemilumineszente Co-lmmunoprézipitation erfolgte mit dem Matchmaker™
Chemiluminescent Co-IP Kit (Clontech, Heidelberg) nach Herstellerangaben.

Fir die Pro-Label Detektion der Protein-Protein-Interaktionen  wurden der
Lysis/complementation buffer mit 1 Volumen EA, 1,2 pl Galecton, 6 pul Emerald und 22,8 pl
des Substrates gemischt und auf Eis gestellt. Der Waschpuffer wurde verworfen und jede
Probe mit 80 pl Lysis/complementation buffer vorsichtig gemischt und in eine schwarze 96-
well Platte transferiert. In jedes well erfolgte die Zugabe von 30 pl Substrat-Mix und die
anschlieBende Messung in einem 96-well Plattenreader (Glomax MULTI Detection System,

Promega, Mannheim).

2.2.11 Statistik

Alle Daten in der vorliegenden Arbeit wurden als Mittelwerte + Standardabweichung
angegeben. Mittels Student’s t-Test wurde Uberprift, ob sich zwei unabhéngige Datengruppen
signifikant voneinander unterscheiden. VVoraussetzungen fur den Test sind Normalverteilung
und hohe Varianzhomogenitdt. Der resultierende Wert p beschreibt dabei die
Wahrscheinlichkeit, mit der die Stichproben einander &hneln, wobei eine statistische

Signifikanz bei einem p-Wert von < 0,05 gegeben war (* p < 0,05; ** p < 0,01).
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Die statistischen Analysen fur die Zellzyklusexperimente wurden mit der Software SAS 9.2
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) ausgewertet. Die Einflusse auf die Zellzahlverteilung
wurden anhand eines gemischten linearen Modells untersucht. Dafiir wurden die Daten zuvor
logarithmiert. Beim Nachweis eines signifikanten Einflusses wurden zudem Post-hoc-Tests
(Tukey- bzw. Dunnett-adjustiert fir multiples Testen) durchgefiihrt, um Unterschiede

zwischen den einzelnen Auspragungen des Einflussparameters zu untersuchen.
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3 Ergebnisse

3.1 Anlegen einer cDNA-Bibliothek flir das Yeast Two-Hybrid Screening

Fur die Erstellung der cDNA-Bibliothek wurde der Saccharomyces cerevisiae Stamm Y187
benutzt, der spater im Yeast Two-Hybrid System seinen weiteren Einsatz fand. Die Grundlage
der Bibliothek bildet die aus einem intestinalen Magenkarzinom isolierte RNA, die mithilfe
der SMART Technologie (Clontech, Heidelberg) in cDNA umgeschrieben wird. Die SMART
cDNA-Synthese kreiert Endsequenzen, die wiederum eine Homologie zum prey-Vektor
pGADT7-Rec aufweisen, sodass nach einer erfolgreichen Transformation eine invivo
Rekombination im Stamm Y187 mit der hergestellten cDNA und dem prey-Vektor pGADT7-
Rec stattfinden kann (Abbildung 4). Die erhaltenen Kolonien wurden gepoolt und aliguotiert.

Die Aliquots konnten spater flir den Yeast Two-Hybrid Screen genutzt werden.

-
X
AR
{“1'
| pGADTT-Rec |

v

l In vivo Rekombination in S. cerevisiae

K Zusammenfiihren der Kolonien und
allquotleren in 1 ml Reaktionsgefale

AR

Abbildung 4: Homologe Rekombination der cDNA mit dem prey-Vektor

.k

pGADT7-Rec (modifiziert nach: Library System User Manual, Clontech).
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Das verwendete System fiir die First Strand cDNA-Synthese basiert auf der SMART™
cDNA-Synthese-Technologie von Clontech (Heidelberg). Die Besonderheit liegt hierbei auf
der MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) reversen Transkriptase (RT), die eine
terminale Transferaseaktivitat und eine template switching-Aktivitat besitzt. Die resultierende
ss cDNA besitzt ein komplettes 5’"Ende der RNA sowie die komplementédre Sequenz der
SMARTIII Oligonukleotide. Diese fungierte in der darauffolgenden Long-Distance PCR (LD-
PCR) als universale Primerstelle (SMART-Anker) fir die Amplifikation der ss cDNA
(Abbildung 5). Ebenfalls in der PCR wurde eine Positivkontrolle (Control Poly A + human
Placenta RNA) eingesetzt.

0 Oligo dT binden an das RNA-
template
kR

B

" CDSII-Primer

|

F]1 Reverse Transkription

% L .‘-;.J:

Terminale Transferaseaktivitat
El fugt dCTP hinzu; SMART
Oligonukleotide binden an CCC-Uberhange
— L
Chemisch modifizierte ™
SMART Oligonukleotide l

1 Template Switching

Die SMART cDNA-Synthese generiert
cDNA-Enden mit einer Homologie zu
pGADT7-Rec

Abbildung 5: First Strand cDNA-Synthese (modifiziert nach:
Mate and Plate™ Library System User Manual, Clontech).
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Anhand der resultierenden cDNA-Bereiche lassen sich Unterschiede zwischen der Kontrolle
(Spur 3) und der Karzinom-cDNA (Spur 4 und 5) erkennen (Abbildung 6). Der Bereich der
Positivkontrolle liegt zwischen ca. 300 bp - 3000 bp, wéhrend die Karzinom-cDNA zwischen
150 bp - 2000 bp zu erkennen ist.

2500 bp
2000 bp
1
1000 bp 288 EE
400 bp
300 bp 200 bp

200 bp

100 bp

Abbildung 6: Hoch-qualitative cDNA mit Hilfe der SMART Technologie amplifiziert.
Spur 1: Marker [HyperLadder I1]; Spur 2: Leerwert; Spur 3: Positivkontrolle [Control
PolyA + human Placenta RNA]; Spur 4: ds cDNA (14466/08); Spur 5: ds cDNA
(14406/08); Spur 6 :Marker [HyperLadder I]

Im Anschluss wurde die aus der LD-PCR erhaltene ds cDNA mithilfe der CHROMA SPIN™
TE-400 Sé&ulen aufgereinigt. Die Ausbeute betrug 4,26 g aus 1 pug RNA.

Fur den Aufbau der cDNA-Bibliothek wurde die hergestellte cDNA zusammen mit dem
Vektor pPGADT7-Rec in den Hefestamm Y187 transformiert.

Nach vier Tagen wurden die Kolonien (,,die Zahl der unabhidngigen Klone®) auf den
Agarplatten gezéhlt. Fur den Stamm Y187 (VD 1/10) ergaben sich 205 Kolonien und fir die
1/100 Verdinnung 27 Kolonien. Anschliefend wurde die Zahl der unabhangigen Klone
bestimmt (siehe Material und Methoden). Es konnten 405.000 unabhdngige Klone gezéhlt
werden. Die Transformationseffizienz der Y187-Zellen lag bei 1,01 x 10° cfu/ml.

Als Kontrolle wurde zusétzlich der pGADT-Rec (Smal linearisiert) Vektor allein und der
Vektor zusammen mit dem SV40 large T PCR-Fragment in Y187-Zellen transformiert und
auf SD/-Leu Platten in einer Verdiinnung von 1/10 und 1/100 ausplattiert (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Transformation von pGADT7-Rec mit SV40 large T PCR-Fragment

pGADT-Rec pGADT7-Rec + SV40 large T PCR
Kolonien 1/10 9 216
Kolonien 1/100 4 27

Der Vergleich der ausgezéhlten Kolonien zeigt eine deutliche Steigerung von pGADT7-Rec
mit dem SV40 large T PCR-Fragment, im Vergleich zum transformierten Vektor allein
(Tabelle 20). Aufgrund der erheblichen Transformationssteigerung (> 10 x Kolonien;
Transformationseffizienz: 2,7 x 10° cfu/pg) zeigt sich, dass mehr als 90 % der Kolonien das

pGADT7-T Kontroll-Plasmid durch homologe Rekombination zusammengefiigt haben.

3.2 Yeast Two-Hybrid System

Der Yeast Two-Hybrid Assay basiert auf dem Ursprung des Gal4-Regulations-Systems in
Hefen (S. cerevisiae). Grundlage hierflr sind ein bait-Protein (Cathepsin X), das an eine
Gal4-DNA-Bindungsdomane fusioniert wurde (DNA-BD) und die prey-Proteine der cDNA-
Bibliothek, die an eine Gal4-Aktivierungsdomane fusioniert wurden (DNA-AD). Wenn bait-
und prey-Proteine miteinander interagieren sollten, d. h. in rdumlicher Nahe zueinanderfinden,
interagieren auch die DNA-BD und die DNA-AD miteinander und aktivieren somit die
Transkription der vier unabhdngigen Reportergene (AUR1-C, ADE2, HIS3 und MEL1). Dies
sorgt fur eine Gal4 vermittelte His3 und Ade2 Expression (HIS3 und ADE2), die es den
Zellen erlaubt, auch auf Minimalmedium zu wachsen. Das AUR1-C Gen ist eine dominantere
Version des AURL1 Gens, welches die Inositol-phosphoryl Ceramid-Synthase codiert. In
S. cerevisiae sorgt dessen Expression fiir eine starke Resistenz (AbA") gegeniiber der sonst
hoch-toxischen Chemikalie Aureobasidin. Als farbliches Erkennungsignal positiver
Y2H Gold-Zellen fungiert die a-Galactosidase, die von MEL1 codiert wird und naturgemaf in
Hefen vorkommt. Hefekolonien, die MEL1 exprimieren, nehmen eine blaue Farbe in

Anwesenheit des chromogenen Substrates X-a-Gal an.
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3.2.1 Konstruktion eines DNA-BD/bait-Fusionsproteins

Um die hergestellte cDNA-Bibliothek im Yeast Two-Hybrid Assay spéter mit Cathepsin X
(CTSX) screenen zu kénnen, wurde CTSX mithilfe von EcoRI und BamHI in das bait-
Plasmid pGBKT7 kloniert und dadurch an die Gal4-DNA-BD fusioniert.

Erhaltene Klone wurden sequenziert und mit der Sequenz NCBI-AF_136273 abgeglichen. So
konnte eine vollstandige und fehlerfreie in-frame Klonierung des Klon 4 durch Sequenzierung

bestatigt werden (siehe Anhang 7.2.1).

3.2.2 Detektion der bait-Expression

Fur die nachfolgenden Experimente wurde die korrekte Expression von CTSX (bait-
Fusionsprotein) im Westernblot ndher untersucht. Die Detektion der bait-Proteinexpression
erfolgte mit dem monoklonalen Gal4-DNA-BD Antikorper (Abbildung 7). In Spur 2 wurde
der Zellextrakt aus untransformierten Y2H Gold-Zellen als Negativkontrolle aufgetragen,
wahrend sich in Spur 3 der Proteinaufschluss von Y2H Gold-Zellen mit pGBKT7/CTSX
befindet (Abbildung 7). In Spur 3 ist die Gal4-DNA-BD bei ca. 25 kDa zu erkennen, wéhrend
das gesuchte Fusionsprotein bei ca. 50 kDa migriert. Dieses setzt sich aus CTSX mit ca.
29 kDa und der Gal4-DNA-BD von ca. 22 kDa zusammen.

kDa 1 2 3

6"’ 3

40 -
30

20 -

Abbildung 7: Detektion der bait-Expression.
Spur 1: Marker [Biotinylatd Protein Ladder];
Spur 2: Negativkontrolle; Spur 3: pGBKT/CTSX
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3.2.3 Test des bait-Fusionsproteins auf Autoaktivierung und Toxizitat

Einer der ersten Schritte fiir einen Yeast Two-Hybrid Screen resultiert in der Uberpriifung, ob
es nicht zur alleinigen Autoaktivierung der Reportergene in den Y2H Gold-Zellen durch das
bait-Protein - ohne die Anwesenheit des prey-Proteins - kommt.

Hierfir wurden kompetente Y2H Gold-Zellen mit pGBKT7 + CTSX (bait) (vgl. 3.2.1)
transformiert und auf den entsprechenden Nahrmedien ausplattiert. Als Positivkontrolle
wurden die diploiden Zellen Y2H Gold (mit pGBKT7-p53) + Y187 (pGADT7-T) mitgefiihrt
(vgl. 3.1). Die Auswertung des Versuches ist nachfolgend in Tabelle 21 dargestelit.

Tabelle 21: Test auf Autoaktivierung des bait-Proteins

Probe Selektivagar Kolonien Farbe

Bait  Autoaktivierungs- | SDO Ja weil3, sehr leicht rosa
test

Bait  Autoaktivierungs- | SDO/X Ja hellblau bis hellgrin

test

Bait  Autoaktivierungs- | SDO/X/A
test

Positivkontrolle DDO/X/A Ja blau

Es wuchsen - wie erwartet - sowohl weile Kolonien auf dem Einfach-Medium SDO (SD/-
Trp) als auch blaue Kolonien der Positivkontrolle auf dem Doppel-Medium DDO/X/A (SD/-
Leu/-Trp/X-a-Gal/AbA) (Tabelle 21). Jedoch befanden sich kaum weie Kolonien auf den
SDO/X Platten, sondern vorwiegend leicht hellblaue bis helltirkise Kolonien (Tabelle 21). Da
keine Kolonien auf den SDO/X/A Platten nachgewiesen werden konnten, aktiviert der
pPGBKT7/CTSX Vektor (bait-Fusionsprotein) auch nicht den AbA" Reporter und es kommt zu

keiner Autoaktivierung der Reportergene durch das DNA-BD/bait-Fusionsprotein.

Fur die nachfolgende Anlegung von Hefekulturen wurde das bait-Fusionsprotein auf Toxizitét
gegenliber den Hefezellen getestet. Bei einer vorliegenden Toxizitat wirden die Hefezellen
sowohl in der Flissigkultur als auch auf Agarplatten langsamer wachsen.

Hierfir wurden kompetente Y2H Gold-Zellen mit pGBKT7 + CTSX (bait) (vgl. 3.2.1)
transformiert und auf SDO (SD-Trp) Medium ausplattiert.

Die beobachteten Kolonien waren anndhernd gleich grof3. Wenn das bait-Fusionsprotein
toxisch auf die Zellen einwirken wirde, wirde sich dies in einer signifikanten Verkleinerung
der Kolonien &uBern. Somit wirkte das bait-Fusionsprotein nicht toxisch auf die Hefezellen
Y2H Gold.
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3.2.4 Bibliothek Screening mittels Hefe-Verpaarung (Yeast-Mating)

Das Yeast-Mating ist eine geeignete Methode fir das Einbringen zweier verschiedener
Plasmide in dieselbe Wirtszelle und kann als Alternative zur Co-Transformation angesehen
werden [84; 85]. In diesem Fall wurden der bait-Stamm (Y2H Gold [pGBKT7/CTSX])
zusammen mit dem Library-Stamm (Y187 [pGADT7/unbekannte Bibliotheksproteine])
kombiniert.

Dafir wurde eine Ubernachtkultur des bait-Stammes (pGBKT7/CTSX) angesetzt, am
nachsten Tag mit dem Library-Stamm (pGADT7/prey Proteine) gemischt und fir 20 - 24 h
bei 30 °C inkubiert. Vorher wurden 10 pl von der Library-Kultur zur spateren Bestimmung
des Titers abgenommen. Unter dem Phasenkontrastmikroskop wurde nach ca. 20 h die
Bildung von diploiden Zygoten untersucht. Eine typische Zygote weist eine 3-lappige
Struktur auf (,,Kleeblatt ahnlich*) (Abbildung 8). Diese Lappen repréasentieren die haploiden
Parentalzellen und die angehende - sich knospende - diploide Zelle (Abbildung 8, rot
umrandete Strukturen). Nach der erfolgten Zygotenbildung wurden die Zellen gesammelt und
aufgearbeitet. Von der verpaarten Kultur wurden 100 pl einer 1/10, einer 1/100, einer 1/1000
und einer 1/10.000 Verdiinnung auf SDO und DDO Medien ausplattiert und fiir die spétere
Bestimmung der Zahl der getesteten Klone herangezogen (Tabelle 22). Die restliche Kultur
wurde auf ca. 50 150 mm DDO/X/A Platten verteilt.

Abbildung 8: Yeast-Mating mit typischer Zygotenbildung

(Phasenkontrastmikroskop Nikon, 40 x VergroRerung).

Nochmals herausvergroBerte Zellen wurden schwarz umrandet.
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Tabelle 22: Auswertung des Yeast-Mating; Verdinnung mit zu vielen Klonen sind nicht aufgefiihrt

Mating-Stamm SD Minimal-Medium Verdiinnung und Kolonien

YH2 Gold [pGBKT7/CatX] - Leu (SDO) 1/1000 560
+ Y187 [pGADT7] Library Strain 1/10.000 85
1x10° 1

- Trp (SDO) 1/10.000 1244
1x10° 37

- Leu/-Trp (DDO) 1/100 1040
1/1000 76
1/10.000 17

Fur die Berechnung der Zahl an getesteten Klonen wurden die Kolonien auf den DDO Platten

gezahlt und ausgewertet (siehe Material und Methoden).

Mithilfe des Yeast-Mating konnten 9,5 Millionen diploide Klone auf eine mogliche
Interaktion von CTSX mit einem unbekannten Protein durchgetestet werden. Des Weiteren
wurde die Mating-Effizienz der Klone bestimmt. Diese sollte mindestens 2 - 5 % betragen,
um weiter fortzufahren. Hierfir wurden die Uberlebensraten der Zellen berechnet. Die
Viabilitat der prey Library betrug 8,6 x 10°, die des bait 1,2 x 10° und die der diploiden
Zellen 7,6 x 10°. Diese Viabilititen wurden fir die Berechnung der Mating-Effizienz
herangezogen, wobei der limitierende Partner der Stamm mit der geringeren Viabilitat ist. Die
Berechnung der Mating-Effizienzen ergab einen Wert von 8,84 % (siehe Berechnung der
Mating-Effizienz, Material und Methoden).

Alle auf DDO/X/A gewachsenen blauen Kolonien wurden zur hoheren Stringenz auf
QDO/X/A (SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal/-AbA) Platten umgestrichen. Alle positiven
QDO/X/A-Interaktionen wurden nachfolgend weiter analysiert, um Duplikate zu
identifizieren und positive Interaktionen zu verifizieren. Insgesamt konnten 832 Klone

umgestrichen werden, die auf positive Interaktionen untersucht wurden.

3.2.5 Analyse der positiven Klone

Nach dem erfolgreichen Yeast-Mating (vgl. 3.2.4) wurden die positiven (blauen) Klone in den
nachfolgenden Abschnitten naher untersucht, um die potentiellen Interaktionen zu bestétigen
und zu verifizieren. Dafiir wurden in einem ersten Schritt die mdglicherweise doppelten
Klone durch eine Kolonie-PCR eliminiert. Als ndchstes erfolgte die Isolation der prey-
Plasmide aus der Hefe (Rescue) mit anschliel3ender Transformation in E. coli sowie die Co-
Transformation von DNA-BD bait (CTSX) und der positiven AD Library Plasmide in
Y2H Gold-Zellen. Zum Schluss wurde die DNA sequenziert und anhand von Datenbanken
uberprift.
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3.2.5.1 Kolonie-PCR

Das Yeast-Mating ergab eine groe Anzahl an positiven Klonen, die alle weiter Gberprift
wurden. Um diese Zahl etwas einzuddmmen, wurde eine Kolonie-PCR, mit der die
moglicherweise gleichen Klone (Duplikate) auf einfache und effektive Weise vorab
aussortiert wurden, durchgefihrt.

Hierfur wurden 50 Klone untersucht und anhand der unterschiedlichen Fragmentgréf3en im
Agarosegel fir die weiteren Analysen ausgesucht (Abbildung 9-11 ). Es wurde darauf
geachtet, moglichst unterschiedlich grole Fragmente der PCR-Produkte auszusuchen. Zum
Schluss wurden 20 Klone (K1, K2, K6, K10, K11, K14, K17, K19,K 23, K28, K21, K32,
K33, K34, K36, K37, K39, K44, K46, K50) (Abbildung 9 - 11, rot umrandete Banden;
Tabelle 23) mit unterschiedlichen FragmentgroRen fur die weiterfiihrenden Experimente

ausgewahlt.

T O O oy B WG 0 ) e GG G 7
10.000bp e -

2000 bp
1500 bp

1000bp o | @ [&] -

800bp =

600 bp [=] =

400 bp

Abbildung 9: Kolonie-PCR der Klone 1 - 15.
Spur 1: Marker [HyperLadder 1]; Spur 2 bis 16:
Klone 1 bis 15; Spur 17: Marker [HyperLadder I]

123 45 67 89 1011 12 13 14 1516 17
10.000bp L4

2000 bp
1500 bp [ ]
1000bp o | [ ]

2308
400 bF[)) [ ]

Abbildung 10: Kolonie-PCR der Klone 16 - 30.
Spur 1: Marker [HyperLadder I]; Spur 2 bis 16:
Klone 16 bis 30; Spur 17: Marker [HyperLadder 1]
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1 2 4 7 10 11 12 1314 1516 17 18 19 20 21 22
10000ty 345 6 7 80910 314 1516 17 18 19 20 2'
2000 bp
1500 bp [=]
1000 bp =] [ ] El_ -

800 bp - -r El
600bp - " -
400 bp | I:l

Abbildung 11: Kolonie-PCR der Klone 31 - 50.
Spur 1: Marker [HyperLadder 1]; Spur 2 bis 21:
Klone 31 bis 50; Spur 22: Marker [HyperLadder 1]

Tabelle 23: Auflistung der einzelnen Klone mit dem AD Library-Insert

Klon AD Library-Insert [bp] Klon AD Library-Insert [bp]
1 1100 31 700
2 500 32 780
6 600 33 600
10 700 34 550
11 800 36 530
14 1300 37 1100
17 1200 39 1000
19 450 44 1200
23 1150 46 1400
28 1450 50 1470

3.2.5.2 Rescue und Isolierung der Bibliotheks-Plasmide

Transformierte Hefezellen sind in der Lage, mehr als eine Version der betreffenden Plasmide
zu besitzen. Sie kénnen zusétzlich zum eigentlichen aktiven prey-Plasmid auch andere prey-
Plasmide besitzen, die kein interagierendes Protein exprimieren. Um dies zu vermeiden,
wurden die Zellen vor der Transformation in E. coli 2-3 Mal auf DDO/X Platten zur
Segregation ausgestrichen.

Nach dem ersten Ausstrich waren blaue (positive Interaktoren) und weil3e Kolonien (keine
Interaktoren) sichtbar. Jedoch, nach jedem weiteren Ausstrich, wurden es immer weniger
weile und mehr blaue Kolonien. Nach dem dritten Ausstrich wurde eine blaue Kolonie auf
QDO/X umgestrichen. Es erfolgte anschliefend eine Plasmidisolation (pGADT7 Library-
Plasmid) aus den Hefezellen mit anschlieBender Transformation der Plasmide in E. coli
DH5a-Zellen und einer Minipréaparation. Die Uberprifung der Plasmide erfolgte auf einem
1 %igen Agarosegel (Abbildung 12 und Abbildung 13 ). Fast alle Plasmide in den Spuren 2 -
10 (Abbildung 12) befinden sich auf einer Hohe von ca. 10.000 bp, nur die Bande des
Plasmids in Spur 11 liegt etwas dartiber. In diesem Vektor (p)GADT7) wurde ein Stiick von
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ca. 1500 bp eingebaut. Dies ist eines der grolten eingebauten Fragmente. Die Banden in
Abbildung 13 (Spuren 2 - 11) befinden sich alle auf einer Hohe von etwas (ber 10.000 bp.

M 1 2 6 10 11 14 39 44 46 50

10.000 bp S it S ) ) it st i

1000 bp
800 bp
600 bp

400 bp

Abbildung 12: Minipréaparation des Library Rescues.
M: Marker [HyperLadder I]; Klone 1 bis 50

M 17 19 23 28 31 32 33 34 36 37
10.000 bp A . -~ -

1000 bp
800 bp
600 bp
400 bp

Abbildung 13: Minipréaparation des Library Rescues.
M: Marker [HyperLadder I]; Klone 17 bis 37

3.2.5.3 Unterscheidung von falsch positiven Klonen

Nach der Segregation und der Isolierung der 20 verbliebenen Klone (prey-Plasmide) wurden
diese weiter auf falsch positive Interaktionen getestet. Normalerweise sollten das bait-Protein
(CTSX) und das prey-Protein nur in Kombination in der Lage sein, die Gal4-Reportergene zu
aktivieren. Wenn es sich jedoch um einen falsch positiven Klon handelt, kann méglicherweise
auch das prey-Protein allein die Reportergene ohne CTSX aktivieren. Um dies
auszuschliellen, wurden die Protein-Interaktionen in der Hefe nochmals auf Selektionsmedien
getestet.

Hierfir wurden die Klone (in pGADT7) zusammen mit dem bait (pGBKT7/CTSX) in
kompetente Y2H Gold-Zellen co-transformiert und auf DDO/X und QDO/X/A Platten
plattiert (Tabelle 24). Zeitgleich wurden sowohl eine Positiv- (pGBKT7-53
[Y2H Gold] + pGADT7 [Y187]) als auch eine Negativkontrolle (pGBKT7-Lam
[Y2H Gold] + pGADT7 [Y187]) mitgefiihrt. Wie in Tabelle 24 zu erkennen ist, wachsen auf



Ergebnisse 51

den QDO/X/A Platten fur pGBKT7/CTSX + pGADT/Klon X nicht tberall blaue Kolonien,
und wenn nur in geringer Zahl (siehe Klone + pGBKT7/CTSX + prey 28 und 46). Theoretisch
sollte die Anzahl der Klone auf beiden Medien die gleiche sein. DDO selektiert fiir beide
Plasmide und QDO/X/A selektiert zusatzlich fur die Interaktion der beiden Hybrid-Proteine.
Normalerweise wachsen auf QDO/X/A Platten gewdhnlich 10 - 60 % weniger Kolonien, als
auf DDO/X. Da aber auf DDO/X ca. nur 1 -6 Kolonien wuchsen, ist diese Beobachtung
(Tabelle 24) nicht ungewohnlich. Die mitgefihrten Kontrollen zeigten die erwarteten
Resultate auf. Jedoch prasentierten sich die beobachteten Kolonien auf QDO/X/A ebenfalls in
einer hellblauen, einer blau/griinen oder blauen Farbung. Die interne Kontrolle (0GBKT7
allein) zeigte, dass es bei allen Klonen zu keiner Autoaktivierung der Reportergene ohne
CTSX kam, denn sie wiesen eine weil3e bis weil}/grine Farbe auf den DDO/X Platten auf. Sie
wuchsen gar nicht auf den QDO/X/A Platten (Tabelle 24). Ihnen fehlt CTSX flr die

Aktivierung der Reportergene.

Tabelle 24: Co-Transformation von pGBKT7/CTSX und prey/AD Library in Y2H Gold

Kontrolle | DDO/X QDO/X/A | Klone + DDO/X QDO/X/IA
[PGBKTT7] | [Kolonien] [Kolonien] | pGBKT7/ | [Kolonien] [Kolonien]
CTSX
+prey 1 grin/weild - + prey 1 2 x blau -
+ prey 2 griin/weill + weil - + prey 2 blau 2 x blau
+ prey 6 griin/weill + weil - + prey 6 1 x blau -
+ prey 10 - - + prey 10 - 1 x blau
+prey11 | weil - + prey 11 leicht blau/weif3 -
+ prey 14 - - + prey 14 leicht blau/weil} 17 x blau
+ prey 39 griin/weild - + prey 39 blaue -
+ prey 44 griin/weil + weild - + prey 44 grin/blau + blau 7 x
grin/blau
+ prey 46 grin/weil} - + prey 46 grin/blau + blau 2 x blau
+ prey 50 weild - + prey 50 blau -
+ prey 17 grin/blau + weil’ + griin/weild | - + prey 17 blau -
+ prey 19 grin/blau + weil’ + griin/weil} | - + prey 19 2 x blau -
+ prey 23 weild + grin/weild - + prey 23 blau -
+ prey 28 weild + grin/weild - + prey 28 grin/weill + griin/blau | 4 x blau
+ prey 31 weild - + prey 31 weild + griin/weild -
+ prey 32 weild - + prey 33 weild + griin/weild -
+ prey 33 weild + grin/weild - + prey 33 weild + griin/weild + 15 x grin/
grun/blau blau
+ prey 34 weild + grin/weil - + prey 34 blau -
+ prey 36 griin/blau - + prey 36 grin/blau + blau -
+ prey 37 grin/weild + grun/blau - + prey 37 blau 1 x blau

Ausnahmslos wurden erst einmal alle Klone mit einem Standard T7 Primer sequenziert, die
erhaltenen Sequenzen mit dem BLAST Programm von NCBI aligned und anschlieRend mit
den Originalsequenzen der Datenbank (NCBI, GenBank) verglichen. Nachfolgend sind die

resultierenden Sequenzier-Ergebnisse zusammengefasst (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Nukleotid- und Protein-Homologie der positiven AD-Library Klone

Klon Nukleotid und Protein-Homolgie (human) Nukleotid-GenBank-
Zugangsnummer

1 Homo sapiens E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, NM_004433.4
epithelial-specific)
(ELF3),transkript variant 1

1 Homo sapiens E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, NM_001114309.1
epithelial-specific). (ELF3),transkript variant 2

2 Homo sapiens small proline-rich protein 2D (SPRR2D) NM_006945.4

2 Homo sapiens small proline-rich protein 2A (SPRR2A) NM_005988.2

2 Homo sapiens small proline-rich protein 2B (SPRR2B) NM_001017418.1

6 Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, alternate assembly NM_001838496.1
(based on HuRef), whole genome shotgun sequence

6 Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, GRCh37 reference NT_011109.16
primary

10 Homo sapiens chromosome 14 genomic contig, GRCh37 reference | NT_026437.12
primary assembly. Synaptojanin 2 binding protein

10 Homo sapiens chromosome 14 genomic contig, alternate assembly NW_001838113.2
(based on HuRef), whole genome shotgun sequence

11 Homo sapiens lysozyme (renal amyloides) (LY Z) NT_029419.12

14 Homo sapiens mucin 6. oligomeric mucus/gel-forming NM_005961.2

44 Homo sapiens ribosomal protein, large, PO (RPLPO) NM_001002.3

46 Homo sapiens transglutaminase 3(E polypeptide, protein-glutamine | NM_ 003245.3
gamma-glutamyltransferase) (TGM3)

50 Predicted.Homo Sapiens hypothetical protein XM_002347476.1
LOC100289702 (LOC100289702)

50 Homo sapiens chromosome 14 genomic contig, GRCh37 reference NT_026437.12
primary assembly

17 Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, alternate assembly NW_001839003.1
(based on HuRef), whole genome shotgun sequence

19 kein Eintrag in der Datenbank -

23 Homo sapiens ribosomal protein L10a (RPL10a) NW_007104.4

28 Homo sapiens chromosome 12 genomic contig, GRCh37 reference | NT_009714.17
primary assembly

31 Homo sapiens lectin, galactosidase-binding, soluble, 9 NR_024043.1
(LGALS9),transcript variant 3, trancribed RNA

32 Homo sapiens 18S ribosomal RNA (LOC100008588), non coding NR_003286.1
RNA

33 Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 2 (LGALS?2), NM_006498.2
mRNA

34 Homo sapiens chromosome 14 genomic contig, GRCh37 reference NT_026437.12
primary assembly. Synaptojanin 2 binding protein

36 Homo sapiens mitochondrion, complete genome NC_001807.4

36 Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, GRCh37 reference NT_005612.16
primary assembly

37 Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, alternate assembly NW_001838022.2

(based on HuRef), whole genome shotgun sequence
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Von den 20 co-transformierten Plasmiden konnten nach DNA-Sequenzierung schlieBlich acht
verschiedene potentiell interagierende humane Proteine identifiziert werden: E 74-like factor
3 (ELF3), small-proline rich protein 2D (SPRR2), Synaptojanin 2 binding protein, mucin 6
oligomeric mucus/gel-forming (MUC6), ribosomal protein, large PO (RPLPO),
transglutaminase 3 (TGM3), chromosomel2 genomic contig, lectin galactoside —binding,
soluble, 2 (LGALS?2) (Tabelle 25).

3.2.5.4 Sequentielle Transformation

Um weitere falsch positive Klone auszuschlieBen, wurden die Inserts in-frame in
pGDADT7/Rec re-kloniert und die Interaktionen mithilfe der sequentiellen Transformation
und dem Yeast-Mating erneut Uberpruft. Es sollte sichergestellt werden, dass die vier
Reportergene AbA®, ADE2, HIS3, und MEL1 aktiviert werden, wenn der bait (CTSX)
vorhanden ist. Hefen tolerieren translationelle Leserahmenverschiebungen (framshifts).
Deshalb ist es wichtig, das Vorhandensein eines offenen Leserahmens (open reading frame
(ORF)), der im Rahmen mit der GAL4-AD-Sequenz verbunden ist, zu verifizieren.

Hierfur wurden die Klone - 1, 2, 10, 14, 28, 33, 44 und 46 - mit dem LD-Insert Amplimer Mix
amplifiziert und je 5 pl Probe auf ein 1,5 %iges Agarosegel geladen. Alle acht Klon-Inserts
konnten erfolgreich amplifiziert werden (Abbildung 14 und Abbildung 15). Die GroRie der
Klone variierte von 600/700 bp bis zu 1800 bp.

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte gereinigt, in den geschnittenen Vektor pGADT7-Rec
kloniert und die Plasmide durch Minipréparation isoliert. Danach schlossen sich sowohl die
sequentielle Transformation in Y2H Gold-Zellen oder Y187-Zellen an. Hierfir wurde
pGADT7 und je ein gereinigtes PCR-Produkt der Klone 1, 2, 10, 14, 28, 33, 44 und 46 in
Y2H Gold-Zellen (enthalten pGBKT7/CTSX) oder Y187-Zellen transformiert. Als
Negativkontrolle fungierte ein Y2H Gold-Stamm mit dem leeren pGBKT7-Vektor. Fir das
Yeast-Mating wurden die Y187-Zellen (pGADT7-Rec + jeweiliges Klonstiick) mit
Y2H Gold-Zellen (pGBKT7/CTSX) verpaart. Als Negativkontrolle fungierte wieder der
Y2H Gold-Stamm mit dem leeren pGBKT7 Plasmid. Je 100 pl des Transformationsansatzes
wurden auf DDO, TDO, QDO, DDO/X und QDO/X/A plattiert.
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Abbildung 14/15: Amplimer PCR I/11 zu Re-Klonierung in pGADT?7.
M: Marker [HyperLadder I1]; LW: Leerwert; Kone 1 bis 46; Klone 28 und 33

Teilweise war die Anzahl der blauen Kolonien auf den DDO/X Platten etwas gering
(Tabelle 26, z.B. Klon 14 und Klon 33). Nur bei funf Klonen (K1, 2, 14, 44, und 33) wuchsen
auch Kolonien auf den QDO/X/A Platten. Diese Platten selektieren sowohl fir das
Vorhandensein beider Plasmide (pGBKT7/CTSX, pGADT7-prey) als auch fur die Interaktion
der beiden Hybrid-Proteine. Dies ermdglicht den Klonen unter anderem das Wachstum auf

dem hoch-stringenten Aureobasidin. Im Gegensatz dazu wuchsen mit dem leeren pGBKT?7-
Vektor nur weiRe bzw. griin/weilRe Kolonien auf DDO/X und keine Kolonien auf QDOX/A.

Diesen Zellen fehlt CTSX fir die Interaktion mit den prey-Proteinen sowie die daraus

resultierende Schaltung der vier Reportergene, um auf den Selektionsmedien wachsen zu

konnen bzw. das Chromogen fiir die blaue Farbe zu spalten.

Tabelle 26: Auswertung der sequentiellen Transformation

Klon DDO TDO QDO DDO/X QDO/X/IA
[Kolonien] [Kolonien] [Kolonien] [Kolonien] [Kolonien]
Y2H Gold/pGBKT7/CTSX + AD Library Plasmid

1 58 52 32 63 x grin/blau 2 x blau
2 14 10 6 14 x grin/blau 1 x blau
10 20 9 1 4 x blau /

14 14 4 5 5 x blau 1 x blau
44 32 32 18 20 x grin/blau 3 x blau
46 23 2 2 4 x blau /

28 26 1 3 3 x blau /

33 31 7 2 4 x blau 3 x blau

Y2H Gold/pGBKT?7 leer + AD Library Plasmid

1 79 / /(2) 72 x grun/weil}, weild | /

2 85 15 /1(3) 77 x grun/weil}, weild | /

10 101 29 / 106 x grin/weil}, weill | /

14 32 / / 36 x weil3, gran/weild | /

44 27 / / 2 x grin/blau 27 /

weild

46 34 / / 44 x weild /

28 27 / / 25 x weil3, 1 x blau /

33 24 / / 39 x weil3 /
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Die markierten Klone (K1, 2, 14, 44, 33) in Tabelle 26 wurden fur die Plasmidisolierung auf
QDO/X Platten umgestrichen, aus den Hefezellen isoliert, in DHSa E.coli-Zellen
transformiert (Selektion fir die prey-Proteine auf LB/-Kan Platten) und durch
Minipraparation isoliert. Zum Schluss wurden die finf Plasmide nochmals mit 5° und
3"Amplimer Primern sequenziert.

Aufgrund der ausgewerteten Sequenzen in den jeweiligen Klonen wurden drei Proteine fur
die Weiterarbeit und Charakterisierung der Interaktion mit CTSX ausgesucht. Diese drei
Klone waren: Klon 14, der fur einen Teilabschnitt im Mucin 6 (MUC6) kodiert. Klon 44, der
ein ribosomales Phosphoprotein codiert (RPLPO) und Klon 33, welcher Galectin-2 (LGLAS2)
exprimiert. Die Sequenz dieser drei Proteine wurde mit dem ORF-Finder (Open-reading-
frame) von NCBI nochmals Uberprift. Fur alle drei Klone konnte ein ORF gefunden werden,
der innerhalb der Sequenzen putative konservierte Domanen aufwies. Diese gehorten zur
GHB Superfamily (MUCS6), zur Ribosomal L10 PO Familiy (RPLPO) und zur GLECT
Superfamiliy (LGALS2).

Mucin 6 ist ein Glycoprotein, das eine Hauptkomponente des mukosen und viskosen Gels im
Magen darstellt, wahrend RPLPO als eine zentrale Komponente des ribosomalen ,,Stalk* (ER)
wirkt und essentiell fur die Ribosomenaktivitat verantwortlich ist. Galectin-2 hingegen lasst
sich in die Gruppe der Galectinfamilie einordnen und ist ein Kohlenhydrat-bindendes Protein.
Sowohl MUC6 als auch Galectin-2 sind im Gastrointestinaltrakt vorhanden und wurden
teilweise im Magen beschrieben. Auch die Familie der ribosomalen Phosphoproteine scheint
im Magen bzw. Magenkarzinom eine Rolle zu spielen. Jedoch ist RPLPO in der aktuellen
Literatur noch nicht ndher im Magen dargestellt worden. Diese Eigenschaften spielten unter
anderem eine Rolle, sich in weiteren Experimenten ndher mit diesen Proteinen zu

beschéftigen.

Nach der Identifizierung neuer Interaktionspartner von CTSX mithilfe des Yeast Two-Hybrid
Systems wurden MUC6, RPLPO und Galectin-2 in den néachsten Kapiteln ndher auf ihre

Interaktion mit CTSX untersucht und charakterisiert.
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3.3 Chemilumineszente Co-lmmunopréazipitation

Um die mogliche Interaktion zwischen CTSX und MUC6, RPLPO und LGALS2 néher zu
charakterisieren, wurde als néchster Schritt eine chemilumineszente Co-Immunoprazipitation
(Co-1P) durchgefiihrt. Co-Immunoprézipitationen sind eine geeignete Methode, in der
Proteinbiochemie  Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Die hier verwendete
chemilumineszente Co-IP ist ein besonders sicheres und sensitives Verfahren, um direkte
physikalische Interaktionen zwischen post-translational veranderten Proteinen zu untersuchen.

Ein fluoreszierender AcGFP1 tag und ein enzymatischer ProLabel ™

Reporter wurden hierbei
fir die chemilumineszente Detektion von post-translational verénderten Protein-Protein-

Interaktionen in Sdugetierzellen genutzt.

3.3.1 Kilonierung des pAcGFP1-C bait und des pProLabel-C prey

Hierfur wurden der Vektor pGBKT7/CTSX und die Vektoren pGADT7/K14, K33 und K44
mit Universal In-Fusion Primern amplifiziert, sodass spezifische DNA-Produkte mit einer
definierten Lange der Vektorabschnitte von CTSX, K14, K33 und K44 entstanden, die spater
mit den Enzymen Sall/HindIl und Sall/BamHI verdaut und in die Vektoren pAcGFP1-C und
pProLabel-C kloniert wurden.

3.3.2 Verifizierung der pAcGFP1-C bait und der pProLabel-C prey-Expression

Bevor das eigentliche Co-IP Experiment durchgefiihrt wurde, wurde die Expression des bait
und des prey in Saugetierzellen getestet. Daflir wurden die zuvor angefertigten Vektor-
Konstrukte in HEK293-T-Zellen transfiziert und 48 h nach Transfektion die Expression des
pACGFP1-C bait (CTSX) unter dem Mikroskop kontrolliert. Es wurde jeweils eine Kontrolle
von pAcGFP-C und pProLabel-C allein mitgefiihrt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Verifizierung der pAcGFP1-C bait-Expression in HEK293-T Zellen.

Sowohl die transfizierten Zellen mit pAcGFP1-C und mit pProLabel-C als auch die Zellen
mit dem pAcGFP1-C bait (CTSX) und pProLabel-C prey (K14, K44, K33) leuchten griin
(Abbildung 16). Jedoch unterscheidet sich die pAcGFP1-C bait-Fusion im Expressionslevel
und der Helligkeit von der Kontrolle. Hier exprimieren mehr Zellen AcGFP und auch die
Signalstérke des grin-fluoreszierenden Farbstoffes ist im Gegensatz zur pAcGFP1-C bait-
Fusion erhoht.



Ergebnisse 58

Fur die Detektion der pProLabel-C prey-Expression wurden die Zellen gesammelt und mit
einem Substrat-Mix behandelt. Die ProLabel-Detektion ben6tigt zwei Komponenten, zum
einen das EA Reagenz (ein inaktives Enzymfragment) und den ProLabel tag (in der Form des
Fusionsproteins). Diese beiden Komponenten bilden zusammen ein aktives Enzym, das durch
die Hydrolyse eines chemilumineszenten Substrates detektiert wird. Anschliefend wurde die
ProLabel-Aktivitat alle 15 min an einem Luminometer gemessen. In Abbildung 17 wurde die
Zeit (max. 60 min) gegen die RLU (relative light units) aufgetragen. Im Gegensatz zur
Kontrolle steigt die ProLabel-Aktivitat der Klone 14, 33 und 44 stetig im Zeitverlauf an. Fir
K14 konnte eine 1,6-fache Steigerung, flr K33 eine 1,9-fache Steigerung und fir K44 eine
13-fache Steigerung der RLU gegeniber der Negativkontrolle erreicht werden. Verschiedene
ProLabel-Fusionen konnen in unterschiedlichen Levels der ProLabel-Aktivitat resultieren.
Dies wiederum erklart die unterschiedliche ProLabel-Aktivitadt zwischen den verschiedenen

Fusionen.
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Abbildung 17: Verifizierung der pProLabel-C Expression.
Schwarz: Kontrolle (pAcGFP1-C + pProLabel-C); grau:
PAcGFP1-CTSX + pProlabel-K14; dunkelgrau: pAcGFP1-
CTSX + pProLabel-K33; hellgrau: pAcGFP1-CTSX +
pProLabel-K44

Nachdem die korrekte Expression der pAcGFP1-C bait-Fusion und der pProLabel-C prey-

Fusion gezeigt werden konnte, wurden erneut HEK293-T-Zellen co-transformiert mit:
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Positivkontrolle: pPACGFP1-p53 + pProLabel-T
Experimentelle Kontrollen:  pAcGFP1-C + pProLabel-C prey (K14, K33, K44)
Proben: pACGFP1-C bait (CTSX) + pProLabel-C

PACGFP1-C bait (CTSX) + pProLabel-C prey (K14)
PACGFP1-C bait (CTSX) + pProLabel-C prey (K33)
pPACGFP1-C bait (CTSX) + pProLabel-C prey (K44)

48 h nach der Transfektion wurde die Expression der pAcGFP1-Fusion unter dem Mikroskop
uberptft und die Zellen fur die Co-1P gesammelt. Sie wurden aufgearbeitet und mit Protein G
Plus/A Agarose Beads und einem anti-AcGFP Antikdrper inkubiert. Im Anschluss wurde die
ProLabel-Detektion der potentiellen Protein-Protein-Interaktionen durchgefiihrt. Wie oben
beschrieben, wurde den Proben ein Substrat-Mix hinzugefugt und die ProLabel-Aktivitét in
einem 96-well Platten reader nach bestimmten Zeitintervallen (0, 10, 15, 20, 25, 30, 45,
60 min) gemessen. Fir die Auswertung wurde aus vier unabhéngigen Versuchen der hochste
Wert in einem linearen Bereich ausgewahlt, um die x-fache Expression zu ermitteln.

In Abbildung 18 wurde die ProLabel-Aktivitat der Protein-Protein-Interaktionen (gemessen in
RLU) dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollen (pAcGFP1-C, ohne CTSX) ist die relative
Starke der Interaktion zwischen CTSX und MUC6, RPLPO und LGALS2 um das 1,6-fache,
das 1,9-fache und das 1,5-fache hoher (Abbildung 18). CTSX interagiert spezifisch und
unterschiedlich mit jedem der prey-Proteine, wie der durchschnittliche relative physikalische
Interaktions-Wert zeigt (50 fur RPLPO und bis zu 40 fir LGALS?2). In Abwesenheit von
CTSX sind die relativen physikalischen Interaktions-Werte niedrig und lassen sich gut
zwischen den prey-Proteinen vergleichen (26 - 29 relative light units). Es konnte keine
Protein-Protein-Interaktion zwischen pAcGFP1-C CTSX und pProLabel-C beobachtet
werden, wie der relativ niedrige Wert der RLU (31) zeigt (Abbildung 18).

Die Ergebnisse verifizieren, dass die Anwesenheit eines spezifischen prey-Proteins fur die
Interaktion von CTSX/prey (K14, K33, K44) vorhanden sein muss. Zusammenfassend
konnten die Yeast Two-Hybrid Ergebnisse bestatigt werden und es wurde die Interaktion
zwischen CTSX und MUC6, RPLPO sowie LGALS2 gezeigt.
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Abbildung 18: Interaktion von CTSX mit verschiedenen humanen Proteinen.

pACGFP1-C (Kontrolle, ohne Insert) und AcGFP-CTSX wurden mit pProLabel-C (Kontrolle, ohne
Insert) und pProLabel-C MUC6, RPLPO, LGALS2 als Fusionsproteine in HEK293-T-Zellen co-
exprimiert. Die ProLabel-Aktivitdt wurde nach unterschiedlichen Zeitintervallen und nach Zugabe
eines Substrates gemessen. Hierbei ist der ProLabel tag die limitierende Konstante und wird durch
seine Interaktion mit dem pAcGFP1-C CTSX Fusionsprotein beeinflusst. Die Stdrke und Interaktion
von pAcGFP1-C und pAcGFP1-C CTSX mit pProLabel-C RPLPO, LGALS2, MUC6 wurde als RLU
gemessen (relativ light units). Statistische Analysen wurden mit einem Student’s t-test (p < 0,05)
durchgefiihrt.

3.4 Ko-Lokalisation von CTSX und MUC6, RPLPO und LGALS2 im
humanen Magenkarzinomgewebe

Nachdem die Ergebnisse des Yeast Two-Hybrid Screens mithilfe der chemilumineszenten Co-
IP bestatigt werden konnten, lag das Augenmerk der weiteren Arbeit in vivo auf der
Verteilung und maoglichen Ko-Lokalisation von CTSX mit MUC6, RPLPO und LGALS2 im
Magenkarzinomgewebe.

Um die Ko-Lokalisation immunfluoreszenzchemisch zu Uberprifen, wurden Paraffin-
Gewebeschnitte mit Antikorpern gegen CTSX (FITC-griin), MUCG6 (Cy3-rot), RPLPO (Cy3-
rot) und LGALS2 (Cy3-rot) gefarbt. AnschlieBend erfolgte die Kernfarbung mit DAPI
(Abbildung 19).

Die Uberlagerung von CTSX mit RPLPO sowie von CTSX mit LGALS?2 zeigt eine deutliche
Ko-Lokalisation (Abbildung 19, D und H) beider Proteine. Wahrend bei MUC6 nur ein paar
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einzelne Spots der Ko-Lokalisation mit CTSX ausgepragt sind (Abbildung 19, L). Das
Expressions-/Verteilungsmuster im Karzinomgewebe konzentriert sich fur LGALS2 und
RPLPO auf die inflammatorischen Stroma-Zellen im Zytoplasma, wobei RPLPO zusatzlich
eine basale Koexpression mit CTSX in den Tumordrisen zeigt (Abbildung 19, D und H).

LGALS?2 Mucin 6

, CTSX/RPLPO - ’ CTSX/LGALS? CTSX/Mucin-6

Abbildung 19: Ko-Lokalisation von MUC6, RPLP0O und LGALS2 mit CTSX in humanem
Magenkarzinomgewebe.

Farbung von CTSX mit FITC Phalloidin (grun), anti-MUC6 (rot), anti-RPLPO (rot), anti-LGALS2
(rot) und Kernfarbung mit DAPI (blau). Die Uberlagerung wurde in D, H und L dargestellt. Die
offenen Pfeile deuten auf die Ko-Lokalisation von CTSX mit RPLPO/LGALS2/MUC6 in den
inflammatorischen Stroma-Zellen hin. Die geschlossenen Pfeile zeigen die basale Expression im
Drusenepithel. (Fluoreszenzmikroskop Nikon, 40 x VergrofRerung)
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3.5 Co-Immunoprézipitation
3.5.1 Gewebe Co-Immunoprazipitation

Um die Protein-Protein-Interaktionen zwischen CTSX und MUC6, RPLPO und LGALS?2 ein
weiteres Mal zu bestédtigen, wurde eine Immunopréazipitation mit Magenkarzinomgewebe
durchgefihrt.

Dafur wurden Magenkarzinomgewebelysate mit einem spezifischen anti-CTSX-Antikérper
inkubiert, an magnetische Beads gekoppelt und spéter gereinigt.

Die IP-Lysate wurden auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel geladen. In Abbildung 20 sind
RPLPO, LGALS2, MUCG6 und CTSX dargestellt. In Spur 1 wurde die Negativkontrolle (kein
CTSX-Antikorper, nur ein goat 1gG), in Spur 2 das IP-Lysat und in Spur 3 das gesamte
Zelllysat (Positivkontrolle) aufgetragen. Sowohl RPLPO (35 kDa) als auch LGALS2 (14 kDa)
konnten in der IP detektiert werden. Bei MUCG6 (150 KDA) hingegen lasst sich keine Bande
im IP-Lysat erkennen. Um die Spezifitat der Protein-Protein-Interaktionen zu bestétigen,
wurden die Gewebelysate ohne spezifischen CTSX-Antikdrper (goat 1gG) inkubiert und die
Co-IP durchgefuhrt (Negativkontrolle). Die Negativkontrolle (Spur 1, Abbildung 20) zeigte
keine unspezifische Bindung von RPLPO, LGALS2 und MUC6 an die magnetischen Beads
und demonstriert somit, dass die Anwesenheit eines spezifischen CTSX-Antikorpers fir die
Protein-Interaktion zwischen CTSX/RPLPO und CTSX/LGALS2 nétig ist (Abbildung 20).

| s | RPLPO
| === | lcALs2

— MUC6

- . | cTsx

Abbildung 20: Gewebe Co-Immunopréazipitation

mit einem spezifischen CTSX-Antikorper.
Spur 1: Negativkontrolle (goat 19G); Spur 2: IP-
Lysat; Spur 3: gesamtes Zelllysat (Positivkontrolle)



Ergebnisse 63

3.5.2 Co-Immunoprazipitation an N87-Magenkarzinomzellen

Nachdem die Protein-Protein-Interaktion von CTSX mit RPLPO und LGALS2 im
Tumorgewebe bestatigt werden konnte, wurde diese ebenfalls in vitro in N87-
Magenkarzinomzellen untersucht.

Die N87-Zellen wurden mit einem spezifischen anti-CTSX-Antikorper und magnetischen
Beads inkubiert, an magnetische Beads gekoppelt und spater gereinigt. AnschlieRend wurden
die Lysate auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel geladen (Abbildung 21).

In Spur 1 wurde die Negativkontrolle (kein CTSX-Antikdrper, nur ein goat 1gG), in Spur 2
das IP-Lysat und in Spur 3 das gesamte Zelllysat (Positivkontrolle) aufgetragen. RPLPO
(35 kDa) konnte in der IP detektiert werden - aber nicht LGALS2. Wie sich spater
herausstellte, weisen N87-Zellen nicht genug LGALS2 Protein fur eine Detektion in der IP
bzw. im Westernblot auf.

Die Spezifitat der Protein-Protein-Interaktion in N87-Zellen wurde bestatigt, indem die Zellen
ohne spezifischen CTSX-Antikorper (goat 1gG) inkubiert wurden (Negativkontrolle) und sich
daraufhin keine Bindung von RPLPO an die magnetischen Beads zeigte (Spur 1,
Abbildung 21).

12 3
| B & |reLro

. CTSX

Abbildung 21: N87 Co-Immunoprézipitation mit einem

CTSX-spezifischen Antikorper.
Spur 1: Negativkontrolle (goat IgG); Spur 2: IP-Lysat; Spur 3:

gesamtes Zelllysat (Positivkontrolle)

3.6 Charakterisierung der Interaktion von CTSX mit Galectin-2 (LGALS?2)

Nach den Vorarbeiten im Yeast Two-Hybrid System und der sich anschlieBenden Co-
Immunoprézipitation und Ko-Lokalisation konnte Galectin-2 als neuer Interaktionspartner
von CTSX identifiziert werden. In den nachfolgenden Kapiteln wird die Charakterisierung

dieser Protein-Protein-Interaktion fortgefuhrt.
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3.6.1 LGALS2-Expression in humanem Gewebe

Um die Expression von Galectin-2 (LGALS2) im Magenkarzinom néher zu untersuchen,
wurden Paraffin-Gewebeschnitte immunhistochemisch geféarbt und ausgewertet. In Abbildung
22 A wurden sowohl das Oberflachenepithel als auch die intestinale Metaplasie angefarbt.
Der Begriff Metaplasie bezeichnet die Umwandlung eines differenzierten Gewebes in ein
ortsuniibliches Gewebe. Im Magen wird bei der intestinalen Metaplasie die normale Mukosa
durch Schleimhaut ersetzt, die teilweise oder vollstindig dem Aufbau der Dinn- bzw.
Dickdarmschleimhaut entspricht. Im gesunden Gewebe scheint keine positive LGALS2-
Expression aufzutreten, wahrend sie wieder verstarkt in der intestinalen Metaplasie zunimmt
und sich im Tumor leicht abschwacht (Abbildung 22 B). Daneben weisen ebenfalls
einwandernde Makrophagen im Entzlindungsfiltrat eine positive LGALS2-Farbung auf
(Abbildung 22 C).

Abbildung 22: Immunhistochemischer Nachweis mit anti-LGALS?2.

A) Oberflachenepithel und intestinale Metaplasie; B) Magenkarzinom, 1: gesundes

Gewebe, 2: intestinale Metaplasie, 3: Karzinom; C) Makrophagen im Entzlindungsfiltrat
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3.6.2 LGALS2-Expression in H. pylori-negativer und -positiver Gastritis und im
Magenkarzinom

Die H. pylori-Infektion gilt als eine der Hauptursachen der chronischen Gastritis und nimmt
eine entscheidende Rolle in der Entstehung des Magenkarzinoms ein [86]. Die Interaktion von
LGALS2 mit CTSX konnte im Magenkarzinom mithilfe der IP nachgewiesen werden (siehe
3.5.1). Um die Expression von LGALS?2 in der Karzinogenese eingehender zu betrachten,
wurden sowohl H. pylori-positive (+) als auch -negative (-) Biopsien und Magenkarzinome
im Westernblot ndher untersucht. In den Spuren 1 - 6 wurden H. pylori-positive und -negative
Biopsien von Gastritiden und in den Spuren 7 -9 unterschiedliche Magenkarzinome
aufgetragen (Abbildung 23). CTSX steigt zunehmend mit dem Grad der Entziindung an. In
den H. pylori +/- Proben ist dagegen kein LGALS2 vorhanden. Es tritt erst im Karzinom auf
(Abbildung 23, Spur 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
——— CTSX

— LGALS2

— — — — — — - B- Aktin

H.p. - H.p. + Karzinom

Abbildung 23: Untersuchung der LGALS2-Expression an H. pylori +/-
Gastritis und am Magenkarzinom.

Spur 1: Biopsie 78; Spur 2: Biopsie 11; Spur 3: Biopsie 29; Spur 4: Biopsie 40;
Spur 5: Biopsie 44; Spur 6: Biopsie 99; Spur 7: Karzinom 12944/07; Spur 8:
Karzinom 8534/04; Spur 9: Karzinom 4956/04
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Funktionelle Charakterisierung im Zellkulturmodell

3.6.3 Ko-Lokalisation von LGALS2/CTSX im Zellkulturmodell

Weitere Untersuchungen der Interaktion zwischen CTSX und LGALS2 wurden in HepG2-
Zellen, die sowohl CTSX als auch LGALS2 in ausreichender Menge exprimieren,
durchgefuhrt. Diese Karzinomzelllinie stammt urspriinglich aus der Leber. (Eine geeignete
Magenkarzinomzelllinie, die genug LGALS2 fur den Nachweis exprimierte, stand nicht zur
Verfugung). Zur néheren Charakterisierung wurden die HepG2-Zellen
immunfluoreszenzchemisch untersucht. Gefarbt wurde mit anti-CTSX (Fluoreszin) und anti-
LGALS2 (Cy3). In Abbildung 24 sind sowohl die Einzel- als auch die Doppelfluoreszenzen
dargestellt (A - C). Nicht nur CTSX, sondern auch LGALS2 liegt in einer grobkdrnigen
Struktur im Zytoplasma der Zellen vor (Abbildung 24 A und B). Die Féarbung mit beiden
Antikdrpern resultiert in einer deutlichen Ko-Lokalisation der Proteine in zytoplasmatischen
Vesikeln (Abbildung 24 C).

Abbildung 24: CTSX und LGALS?2 Doppelfluoreszenz an HepG2-Zellen.
A) anti-CTSX (griin); B) anti-LGALS2 (rot); C) Doppelfluoreszenz; (Leica

Laserscanmikroskop, 63 x Vergréferung).

3.6.4 Knockdown von CTSX in HepG2-Zellen

Funktionelle Konsequenzen der Interaktion von CTSX mit LGALS2 wurden mithilfe einer
SiRNA getestet. Hierfir wurden HepG2-Zellen mit einer fir CTSX spezifischen siRNA und
einer Kontroll-siRNA, die keine Homologie mit irgendeiner bekannten Sequenz im humanen
Genom besitzt, transfiziert. Die erfolgreiche Reduktion der CTSX-Expression wurde mit der
B-Aktin-Expression im Immunoblot verglichen (Abbildung 25A). Die CTSX-
Herunterregulierung nach siRNA-Behandlung liegt bei ca. 40 bis 50 % (Abbildung 25 A,
Spur 2).
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Die Westernblot-Analysen weisen auf eine inverse Expression von CTSX und LGALS?2 hin.
Densiometrische Analysen fur die Quantifizierung der Proteinexpression zeigen einen
signifikanten Anstieg von LGALS2 nach 48 h, der mit einer reduzierten CTSX-Expression
einhergeht (Abbildung 25 B). Hierfiir wurden drei unabhéngige Versuche durchgefuhrt und

ausgewertet.
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Abbildung 25 A) und B): Knockdown von CTSX in HepG2-Zellen.

A) Spur 1: si-Kontrolle; Spur 2: CTSX siRNA 24 h; Spur 3: CTSX siRNA 48 h; B) CTSX wird
nach siRNA-Behandlung von HepG2-Zellen nach 48 h um ca. 50 % reduziert, wahrend LGALS2
im Vergleich zur si-Kontrolle leicht ansteigt (Student’s t-test, p < 0,05).

Um die unterschiedliche Expression der Proteine in Bezug auf ihre Lokalisation innerhalb der
Zellen nadher zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen auf cover-slips ausgesat und einer
siRNA-Behandlung unterzogen. Gleichzeitig wurden unbehandelte Zellen als Kontrolle
mitgefihrt. Anschlielend wurden die Zellen immunfluoreszenzchemisch mit anti-CTSX
(grain), anti-LGALS?2 (rot) und mit DAPI (blau) gefarbt.

Beide Proteine ko-lokalisieren als grobkdrnige Strukturen im Zytoplasma der Zellen. Jedoch
kommt es zu keiner denkbaren Kernverschiebung (Kern-Lokalisation) nach 24 h und 48 h
siRNA-Behandlung (Abbildung 26 H und L). Die Expression von LGALS?2 steigt nach 48 h

siRNA-Behandlung im Gegensatz zur Kontrolle leicht an.
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Kontrolle

CTSXsi24h

CTSXsi48h

Abbildung 26: CTSX siRNA behandelte HepG2-Zellen (24 h, 48 h).

Die Zellen wurden mit anti-CTSX (grun; B, F, J), anti-LGALS2 (rot; C, G, K) und DAPI (blau; A, E,
1) gefarbt (Leica Laserscanmikroskop 63 x VergréRerung). Die Uberlagerung beider Proteine ist in D,
H und L dargestellt.

3.7 Charakterisierung der Interaktion von CTSX mit RPLPO

Ein weiterer positiv getesteter Interaktionspartner von CTSX ist RPLPO, ein ribosomales
Phosphoprotein.

Nach der Bestatigung der Interaktion durch Co-Immunoprazipitation und Ko-Lokalisation
wird in den weiterfllhrenden Abschnitten die Interaktion von CTSX mit RPLPO néher

untersucht.

3.7.1 RPLPO-Expression in humanem Gewebe

Um die Expression von RPLPO im Magenkarzinom naher zu bestimmen, wurden humane
Paraffin-Gewebeschnitte mit anti-RPLPO immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet. In
Abbildung 27 wurden sowohl das Epithel als auch die intestinale Metaplasie und das
Karzinom angefarbt (A - D).

Die Expression von RPLPO beschrénkt sich nicht nur auf das Epithel, sondern tritt auch in der
intestinalen Metaplasie und im Karzinom auf (Abbildung 27 A - D). Hierbei zeigt RPLPO
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eine deutlich verstarkte Féarbung in tieferen Infiltrationsschichten im Karzinom als im
normalen Epithel (Abbildung 27 A, D). RPLPO befindet sich tief in den Krypten, wahrend das
Oberflachenepithel schwécher angefarbt wurde (Abbildung 27 A). Zusammenfassend wird

RPLPO starker im Karzinom als im gesunden Gewebe exprimiert.

Abbildung 27: Immunhistochemischer Nachweis der RPLPO-Expression mit anti-RPLPO.
A) Oberflachenepithel und intestinale Metaplasie; B) intestinale Metaplasie und Ubergang zum

Karzinom; C) intestinales Karzinom-tiefe Infiltration; D) intestinales Karzinom

3.7.2 RPLPO-Expression in H. pylori-negativer und -positiver Gastritis und im
Magenkarzinom

Die Interaktion von RPLPO mit CTSX konnte im Magenkarzinom mithilfe der IP
nachgewiesen werden (siehe 3.5.1). Um die Expression von RPLPO in der
Magenkarzinogenese eingehender zu betrachten, wurden sowohl H. pylori-positive (+) als
auch -negative(-) Biopsien und Magenkarzinome im Westernblot néher untersucht. In
Abbildung 28 sind die H. pylori-positiven und -negativen Biopsien in den Spuren 1 -6 und
die Magenkarzinome in den Spuren 7 -9 dargestellt. RPLPO wird gleichmaRig in den
H. pylori-positiven und -negativen Biopsien exprimiert und steigt erst im Karzinom an
(Abbildung 28), wahrend CTSX stetig mit dem Grad der Entziindung ansteigt
(Abbildung 28).
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Abbildung 28: Untersuchung der RPLPO-Expression an H. pylori +/- Gastritis und am
Magenkarzinom.

Spur 1: Biopsie 78; Spur 2: Biopsie 11; Spur 3: Biopsie 29; Spur 4: Biopsie 40; Spur 5:
Biopsie 44; Spur 6: Biopsie 99; Spur 7: Karzinom 12944/07; Spur 8: Karzinom 8534/04;
Spur 9: Karzinom 4956/04

Funktionelle Charakterisierung im Zellkulturmodell

3.7.3 Ko-Lokalisation von RPLPO/CTSX im Zellkulturmodell

Weitere Untersuchungen der Interaktion zwischen CTSX und RPLPO wurden in N87-Zellen
durchgefihrt. Diese humane Magenkarzinomzelllinie exprimiert sowohl CTSX als auch
RPLPO in ausreichender Menge.

Zur naheren Charakterisierung wurden die N87-Zellen immunfluoreszenzchemisch
untersucht. Gefarbt wurde mit anti-CTSX (FITC) und anti-RPLPO (Cy3). In Abbildung 29
sind sowohl die Einzel- als auch die Doppelfluoreszenzen dargestellt (A - C). CTSX befindet
sich vorwiegend im Zytoplasma der Zellen und zeigt eine schwache Reaktion im Nucleus,
wahrend RPLPO sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisiert ist (Abbildung 29 A - B).
Die Farbung mit beiden Antikdrpern resultiert in einer Ko-Lokalisation der Proteine im
Zytoplasma und im Nucleus (Abbildung 29 C).
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A)

Abbildung 29: CTSX und RPLPO Doppelfluoreszenz an N87-Zellen.
A) anti-CTSX (rot); B) anti-RPLPO (griin); C) Doppelfluoreszenz; (Leica Laserscanmikroskop,
63 x VergroRerung).

3.7.4 Knockdown von CTSX in N87-Zellen

Funktionelle Konsequenzen der Interaktion von CTSX mit RPLPO wurden mithilfe einer
SIRNA getestet. Hierfir wurden N87-Zellen mit einer fir CTSX-spezifischen siRNA und
einer Kontroll-siRNA transfiziert.

Die erfolgreiche Reduktion der CTSX-Expression wurde mit der B-Aktin-Expression im
Immunoblot verglichen (Abbildung 30 A). Die Expression der Kontrolle (Spur 1) entspricht
100 %. Die CTSX-Herunterregulierung nach siRNA-Behandlung liegt unter 50 %
(Abbildung 30 A, Spur 2 - 3). Das Expressionslevel von RPLPO weist weder nach 24 h CTSX
SiRNA noch nach 48h CTSX siRNA Veranderungen auf. Grundlegend zeigen die
Westernblot-Analysen keine Abhéngigkeit der Expression von CTSX mit RPLPO.
Densiometrische Analysen fir die Quantifizierung der Proteinexpression zeigen eine
minimale Herunterregulierung von RPLPO nach 48 h (Abbildung 30 B). Diese ist jedoch nicht
signifikant. Fur die statistischen Analysen wurden drei unabhangige Versuche durchgefiihrt
und ausgewertet.

Aufgrund der Tatsache, dass keine quantitative Abhangigkeit der Expression von CTSX mit
RPLPO nachgewiesen werden konnte, wurde nachfolgend nach mdglichen intrazelluléren

Lokalisationsanderungen gesucht.
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Abbildung 30 A) und B): Knockdown von CTSX in N87-Zellen.

A) Spur 1: si-Kontrolle; Spur 2: CTSX siRNA 24 h; Spur 3: CTSX siRNA 48 h; B)
CTSX und RPLPO Expression nach siRNA-Behandlung von N87-Zellen nach 24 h und
48 h (Student’s t-test, p < 0,05)

N87-Zellen wurden auf cover-slips ausgesat und mit einer CTSX siRNA behandelt. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen
immunfluoreszenzchemisch mit anti-CTSX (rot), anti-RPLPO (griin) und mit DAPI (blau)
gefarbt. In Abbildung 31 sind sowohl die Einzelfluoreszenz als auch die Uberlagerung von
CTSX und RPLPO dargestellt. Beide Proteine ko-lokalisieren im Zytoplasma und im Nucleus
der Zellen. Jedoch kommt es zu einer unterschiedlichen Verteilung der Proteine nach 24 h und
48 h siRNA-Behandlung (Abbildung 31, F, J und G, K). CTSX befindet sich in der Kontrolle
im Zytoplasma und ist schwach im Kern lokalisiert, wahrend RPLPO sowohl im Kern als auch
im Zytoplasma der Zellen auftritt (Abbildung 31 B, C). Nach 24 h siRNA-Behandlung
verandert sich die Verteilung von RPLPO zu einem gleichmaRigeren Vorkommen zwischen
Kern und Zytoplasma, wahrend die Verteilung von CTSX bestehen bleibt. Nach einer
Zeitspanne von 48 h nach siRNA-Behandlung lokalisiert RPLPO (berwiegend im Kern im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 31 K). Die gleiche Beobachtung l&sst sich fiir CTSX
schlieBen. Es kommt zu einer Verlagerung von CTSX in den Zellkern (Abbildung 31 J).
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Abbildung 31: CTSX siRNA behandelte N87-Zellen (24 h, 48 h).
Die Zellen wurden mit anti-CTSX (rot; B, F, J), anti-RPLPO (grin; C, G, K) und DAPI (blau; A, E, I)

gefarbt (Leica Laserscanmikroskop 63 x VergroRerung). Die Uberlagerung beider Proteine ist in D, H
und L dargestellt. Kontrolle: A—D, CTSX si 24 h: E—H, CTSXsi48 h: I — L.

CTSXsi 24 h

3.7.5 Analyse des Zellzyklus mittels Knockdown von RPLPO in N87-Zellen

In der Literatur wurde RPLPO noch nicht hinreichend im Magenkarzinom beschrieben. Es
kdnnte aber nicht nur an der Proteinsynthese, sondern auch an translationalen Prozessen, der
DNA-Reparatur, der Zellentwicklung, der Zell-Apoptose und der Tumorgenese beteiligt sein
[87-90]. Ein weiteres ribosomales Protein RPLP15 fordert die Zellproliferation und weist eine
erhdhte Expression im Magenkarzinom auf [91]. Die Herunterregulierung von RPLP6
unterstitzt das Zellwachstum und die Zellzyklus-Progression [92]. Diese vielféltigen
Funktionen lassen auf eine mdgliche Rolle von RPLPO in der Zellproliferation und im
Tumorwachstum schlief3en.

Aufgrund dieser Annahmen wurde RPLPO im Zellzyklus mittels Knockdown in N87-Zellen
untersucht. Hierfir wurden die Zellen mit einer fir RPLPO-spezifischen siRNA und einer
Kontroll-siRNA transfiziert. AnschlieBend wurden sie gesammelt, mit Propidiumiodid (PI)
gefarbt und mittels FACS-Analysen die Zellzyklusparameter bestimmt (Abbildung 32 A

und B). Mitgefiihrt wurden jeweils eine unbehandelte Kontrolle und Zellen, die nur mit
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Transfektionsmedium und Transfektionsreagenz behandelt wurden (TM/TR). Wie in
Abbildung 32 B zu erkennen ist nimmt die Zellzahlverteilung in der GO/G1-Phase in den
siRNA-behandelten Zellen nach 24 h, 48h und 72h zu und erreicht mit fast 20 % im
Gegensatz zur si-Kontrolle ihr Maximum bei 72 h. Im Gegensatz dazu nimmt die Zellzahl in
den anderen Phasen des Zellzyklus ab (Abbildung 32, S-Phase, G2/M-Phase). Die Mehrheit
der Zellen befindet sich in der GO/G1-Phase und wird am Ubergang in die S-Phase gehindert.
Es wird von einem G1-Arrest gesprochen.

RPLPO scheint somit fur eine verstarkte Proliferation innerhalb der Magenkarzinomzelllinie

N87 zu sorgen.
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Abbildung 32: A) Zellzyklusanalysen nach RPLPO siRNA-Behandlung.
A) Kontrolle; B) si-Kontrolle; C) TM/TR Kontrolle; D)RPLPO si 24 h; E)
RPLPO si 48 h; F) RPLPO si 72 h; P3: SubG1-Phase; P4: GO/G1-Phase; P5:
S-Phase; P6: G2/M-Phase; B) Zellzyklusverteilung nach RPLPO siRNA-
Behandlung.

3.7.6 Analyse des Zellzyklus mittels Knockdown von CTSX in N87-Zellen

Unter anderem wird CTSX als eine Cysteinprotease beschrieben, die, wenn sie
herunterreguliert wird, zelluldre Seneszenz in verschiedenen Zelltypen und eine verminderte
Proliferation induzieren kann [61]. Um diese Annahmen in Verbindung mit RPLPO néher zu
prifen, wurden die verschiedenen Zellzyklusphasen nach Herunterregulierung von CTSX
untersucht.

N87-Zellen wurden mit einer CTSX siRNA und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Ihre
Aufarbeitung erfolgte wie unter 3.7.5.

Die Zellzahlverteilung der siRNA-behandelten Zellen nimmt in der GO/G1-Phase langsam zu
und erreicht ihren Maximalwert nach 48 h mit ca. 14 % Unterschied im Vergleich zur si-
Kontrolle (Abbildung 33 B). Die Erh6hung der Zellzahl deutet auf einen Arrest in der GO/G1-
Phase des Zellzyklus hin. Dieser verhindert das weitere Durchlaufen der Zellen im Zellzyklus,
es treten weniger Zellen in die S- und G2/M-Phase ein (Abbildung 33 A, A - F).

Gleichzeitig steigt die Zahl der Zellen nach 72 h Behandlung in der SubG1-Phase bedeutend
an. Es treten immer mehr Zellen in den apoptotischen Zelltod ein (Abbildung 33 B). Dies
flhrt letztendlich zu einer 6-fachen Hochregulation gegenuber der si-Kontrolle.

Die Herunterregulierung von CTSX ist durch einen leichten G1-Arrest gekennzeichnet, der

mit einer verstarkten Apoptose einhergeht. Im Zellzyklus scheint CTSX eine bestimmende
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Funktion bei der Forderung der Proliferation in der Magenkarzinomzellline

einzunehmen.
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Abbildung 33: A) Zellzyklusanalysen nach CTSX siRNA-Behandlung.
A) Kontrolle; B) si-Kontrolle; C) TM/TR Kontrolle; D)CTSX si 24 h; E)
CTSX si 48 h; F) CTSX si 72 h; P3: SubG1-Phase; P4: GO/G1-Phase; P5:
S-Phase; P6: G2/M-Phase; B) Zellzyklusverteilung nach CTSX siRNA-
Behandlung.

3.7.7 Doppelter Knockdown von CTSX und RPLPO in N87-Zellen

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die Auswirkungen eines Knockdown in
Magenkarzinomzellen (N87) von RPLPO und CTSX einzeln untersucht wurden, wurden im
folgenden Experiment beide Gene gleichzeitig durch eine Doppel-siRNA herunterreguliert.
Darauf wurden die einzelnen Zellzyklusphasen auf eine Verstarkung oder Veranderung
sowohl im G1-Arrest als auch in der Apoptose néher untersucht.

N87-Zellen wurden je mit einer CTSX und RPLPO siRNA und einer Kontroll-siRNA
transfiziert. AnschlieBend wurden sie mit Propidiumiodid (PI) gefarbt und mittels FACS-
Analysen ausgewertet (Abbildung 34 A und B).

In Abbildung 34 B ist die Zellzyklusverteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen
dargestellt. Die GO/G1-Phase ist durch eine Abnahme der Zellen um 6 % und 18 % nach 48 h
und 72 h siRNA-Behandlung gekennzeichnet. Dies spiegelt sich ebenfalls in der S- und
G2/M-Phase wider. Die Zellen nehmen um mehr als die Halfte ab. Im Gegensatz dazu steigt
die Zahl der Zellen, die in Apoptose gehen, in der SubG1l-Phase stark an. Mit 55 %
apoptotischen Zellen nach 72 h siRNA-Behandlung erreicht sie ihr Maximum.

Die Herunterregulierung von RPLPO ist durch einen G1-Arrest gekennzeichnet, der ebenfalls

nach dem Knockdown von CTSX auftritt. Jedoch kommt es schon in CTSX-defizienten
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Zellen zu einem Anstieg der Apoptose. Dieser findet seinen Hohepunkt bei der doppelten
Herunterregulierung von RPLPO und CTSX.

Der Knockdown beider Proteine filhrt zu einer verstarkten Apoptose der N87-

Magenkarzinomzellen.
= A) & D)
£3 57
2 P3 P3 P& 2 1 PS5 Pé
] o]
C‘—Lﬁ‘l—ﬁr LI S B B B B B DL'_'—F LI B S N
50 100 150 00 50 50 100 150 200 250
PE-A (= 1,000) PE-A 1,000
) 7B
g:
€5 E
271 ea Ps | Pe 2
& ] O
:'_‘L'_!_!_V_r LI I N A B B B B B

T rrr 11111
50 100 150 200 250

&0 100 150 200 250
PE-A x 1,000 PE-A x 1,000)
o]
& C)
]
g
E3]
2 P3 P PS5 P Pt
LT
o]
I=a
T T T T | T | T T T T | T T T T | T # | T T T T | T T T T | T
il 100 150 200 250

150 200 2450
PE-A i 1,0000 PE-A x 1,0000



Ergebnisse 79

[N
N
o

B) NN SubGl

[/ Go/Gl

e s
G2/M

[N
(=3
]

®
o
1

Zellzyklus Verteilung [%]
8 3

n
o
1

o
I

Abbildung 34: A) Zellzyklusanalysen nach RPLPO/CTSX siRNA-Behandlung.
A) Kontrolle; B) si-Kontrolle; C) TM/TR Kontrolle; D)RPLPO/CTSX si 24 h; E)
RPLPO/CTSX si 48 h; F) RPLPO/CTSX si 72 h; P3: SubG1-Phase; P4: GO/G1-
Phase; P5: S-Phase; P6: G2/M-Phase; B) Zellzyklusverteilung nach
RPLPO/CTSX siRNA-Behandlung.

Die statistischen Analysen konnten signifikante Unterschiede zwischen den Zellzyklen
feststellen (p < 0,0001). In den paarweisen Tests zeigte sich, dass dieser Unterschied jeweils
in den Phasen SubGl, GO/G1l, S und G2/M auftrat (jeweils p < 0,0001). In der
Gegenuberstellung der S-Phase mit der G2/M-Phase konnte kein signifikanter Unterschied
der Zellen im Zellzyklus ermittelt werden (p = 0,4021). Der Vergleich erfolgte fur die
Zellzyklen getrennt und zeigte innerhalb der Phasen SubG1, S und G2/M jeweils hoch
signifikante Divergenzen (jeweils p < 0,0001; p = 0,2757 in GO/G1). Innerhalb dieser Phasen
konnten zudem fur den Vergleich der si-Kontrolle gegen die siRNA-Behandlungen (RPLPO,
CTSX, CTSX/RPLPOQ) 24 h, 48 h und 72 h signifikante Unterschiede bei 48 h und 72 h
siRNA-Behandlung nachgewiesen werden (z. B. in der S-Phase, siRNA 48 h (p < 0,0001);
siRNA 72 h (p < 0,0001).
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3.7.8 Analysen von Zellzyklusproteinen nach Herunterregulierung von CTSX und
RPLPO

Durch die Herunterregulierung von RPLPO als auch von CTSX werden in den Zellen
verschiedene Prozesse im Zellzyklus beeinflusst. Zellbiologisch betrachtet sind die Zellen in
dieser Form nicht mehr in der Lage, den Ubergang in die S-Phase zu erreichen und den
Zellzyklus vollstandig zu durchlaufen. Hierbei kdnnen unterschiedliche Proteine, sogenannte
Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKSs) oder auch Cyclin-abhéngige Inhibitoren (CDKISs) beteiligt
sein. Um diese moglichen Regulatoren ndher zu untersuchen, wurden N87-Karzinomzellen
mit je einer fir RPLPO und je einer fir CTSX spezifischen siRNA und nach unterschiedlichen
Zeitpunkten der siRNA-Behandlung (24 h, 48 h und 72 h) gesammelt. Die Zellpellets wurden
aufgearbeitet, der Proteingehalt bestimmt und je 30 pg auf ein 12 %iges Acrylamidgel
geladen (Abbildung 35).

In Spur 1 wurde die N87 Kontrolle, in Spur 2 die si-Kontrolle, in Spur 3 die
Transfektionsmedium/Transfektionsreagenz-Kontrolle (TM/TR) und in den Spuren 4 - 6 die
RPLPO siRNA 24 - 72 h aufgetragen.

Die N87-Zellen wurden erfolgreich mit der RPLPO siRNA transfiziert. Die Reduktion von
RPLPO liegt nach der densiometrischen Auswertung bei ca. 57 % nach 72h. Als
Vergleichskontrolle wurden die Proben gegen das Referenzgen -Aktin gerechnet und mit der
si-Kontrolle verglichen. Es wurden jeweils drei unabhdngige Versuche durchgefuhrt und
densiometrisch ausgewertet.

Auf CTSX scheint der RPLPO knockdown nach der densiometrischen Auswertung kaum
Auswirkungen zu zeigen, denn die Expression bleibt im Vergleich zur si-Kontrolle annéhrend
gleich (Abbildung 35, Spur 4 - 6). Das Expressionsmuster fir Cyclin E zeigt einen leichten
Anstieg nach 48 h siRNA Behandlung (Spur 5). Im Gegensatz dazu nimmt die Expression
von CDK2 nach der siRNA-Behandlung stark ab (Spur 4 - 6). Nur die Proteine p21, p 27 und
p53 weisen eine zyklische Zunahme der Proteinexpression nach 24 h siRNA und eine
Abnahme der Expression nach 72 h (Spur 4 - 6) auf.

RPLPO scheint sowohl p21 und p27 als auch CDK2 zu regulieren (Abhangigkeit). Diese
Anderungen im Expressionsmuster sind vermutlich der Grund fir den erhaltenen G1-Arrest

der Zellzyklusanalysen.
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Abbildung 35: RPLPO siRNA Westernblotanalysen.

Spur 1: Kontrolle; Spur 2: si-Kontrolle; Spur 3: TM/TR; Spur 4:
RPLPO siRNA 24 h; Spur 5: RPLPO siRNA 48 h; Spur 6: RPLPO
SiRNA 72 h

Nachdem die N87-Zellen mit der CTSX siRNA transfiziert wurden, konnte eine Reduktion
von CTSX nach der densiometrischen Auswertung von ca. 75 % nach 72 h beobachtet
werden. Die Proben wurden ebenfalls mit der si-Kontrolle verglichen und gegen das
Referenzgen B-Aktin gerechnet.

Die Expression von RPLPO bleibt im Vergleich zur si-Kontrolle bis zu 48 h CTSX siRNA
konstant (Abbildung 36, Spur 1-5). Erst nach 72 h CTSX siRNA ist eine verringerte
Expression von RPLPO erkennbar (Abbildung 36, Spur 6). Hingegen stagniert die Expression
fir Cyclin E auf einem annahernd gleichen Niveau (Abbildung 36). Im Gegensatz zu Cyclin E
nimmt die Proteinmenge von CDK2 leicht nach 72 h siRNA-Behandlung ab (Spur 6).
Waéhrend bei der RPLPO siRNA p21 nach 24 h siRNA zyklisch ansteigt, nimmt es beim
CTSX Knockdown ab (Abbildung 36, Spur 4 -6). Bei p53 und p27 konnte ein leichter
Anstieg der Expression nach 24 h verzeichnet werden. Dagegen sinkt die Expression von p53
nach 72 h siRNA-Behandlung stark (Spur 4 - 6), wahrend p27 nach 72 h leicht zunimmt
(Abbildung 36, Spur 6).
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Abbildung 36: CTSX siRNA Westernblotanalysen.

Spur 1: Kontrolle; Spur 2: si-Kontrolle; Spur 3: TM/TR; Spur 4:
CTSX siRNA 24 h; Spur 5: CTSX siRNA 48 h; Spur 6: CTSX
SiRNA 72 h

AbschlieBend wurden die N87-Zellen mit RPLPO und mit CTSX transfiziert. Diese Doppel-
Transfektion sollte etwaige Expressionsverdnderungen der Zellzyklusproteine bei
gleichzeitigem Knockdown beider Proteine Gberpriifen.

Nach Aufarbeitung der Zellen (siehe oben) wurden die Proben auf ein 12 %iges
Polyacrylamidgel geladen. In Spur 1 wurde die N87 Kontrolle, in Spur 2 die si-Kontrolle, in
Spur 3 die Transfektionsmedium-/Transfektionsreagenzkontrolle (TM/TR) und in den Spuren
4 - 6 die CTSX/RPLPO siRNA 24 - 72 h aufgetragen (Abbildung 37).

Die Reduktion von RPLPO liegt nach der densiometrischen Auswertung (3-fach Bestimmung)
bei ca. 45% nach 72 h.Von CTSX befindet sich die Reduktion bei ca. 57 % nach 72 h
siRNA-Behandlung.

Das Expressionsmuster fur Cyclin E bleibt nach 24 h, 48 h und 72 h siRNA-Behandlung
(Spur 5) gleich. Im Gegensatz dazu nimmt die Expression von CDK2 nach der siRNA-
Behandlung ab (Spur 4 - 6). Im Vergleich zur RPLPO siRNA ist diese Expressionsabnahme
jedoch nicht so stark ausgebildet (Abbildung 37, Spur 4 - 6).

Die Expression der Proteine der Cip/Kip-Familie der CDK-Inhibitoren (CKI) - p21 und p27 -
nimmt nach der siRNA-Behandlung bei p21 (63 % Expressionsabnahme nach 72 h) stark ab.
Wahrend bei p27 nur ein leichte Expressionsabnahme zu verzeichnen ist (23 % nach 48 h,
Abbildung 37, Spur 4 - 6). Eine Verringerung der Expression von p53 ist nach 48 h und 72 h
(Spur 4 - 6) (Densiometrische Auswertung) erkennbar.
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Abbildung 37: CTSX/RPLPO siRNA Westernblotanalysen.
Spur 1: Kontrolle; Spur 2: si-Kontrolle; Spur 3: TM/TR; Spur 4:
CTSX/RPLPO si 24 h; Spur 5: CTSX/RPLPO si 48 h; Spur 6:
CTSX/RPLPOsi 72 h
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4 Diskussion

Das Studium von Protein-Protein-Interaktionen stellt heutzutage eine wichtige Grundlage fur
die Erforschung von biologischen Prozessen, wie z.B. der Signaltransduktion, der
Transkription und von sekretorischen Prozessen dar. Sie haben eine immer grofiere
Bedeutung in der biomedizinischen Forschung und tragen zu einem essentiellen Verstandnis
molekularer Wechselwirkungen bei, die unter anderem bei der Zelldifferenzierung, dem
Zellwachstum und in apoptotischen Prozessen eine Rolle spielen.

Eine Methode flr den Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen ist das Yeast Two-Hybrid

System, dessen Basis die Grundlage der vorliegenden Arbeit darstellt.

4.1 Potentielle Interaktion mit MUCG6

Mucin 6 (MUCG6) konnte als eines von drei potentiellen Interaktionspartnern von Cathepsin X
im Yeast Two-Hybrid System identifiziert werden. Fir die weitere Uberprifung der
Interaktion mit Cathepsin X wurde MUCS6 naher in Co-IP Studien (chemilumineszente Co-IP
und Gewebe Co-IP) untersucht. Nachfolgend schlossen sich Ko-Lokalisierungsexperimente
an.

Als eine der Hauptkomponenten der Magenschleimhaut (bernehmen Mucine eine
Schutzfunktion gegenuber luminalen Séuren und den im Magensaft auftretenden
proteolytischen Enzymen [93]. Sie sind epitheliale Glycoproteine, die einen hohen Anteil an
Oligosacchariden besitzen [94; 95] und entweder membran-gebunden vorliegen oder
sekretorisch ausgeschieden werden [96]. MUC6 ordnet sich in die Familie der humanen
Mucine ein, die mittlerweile 21 Vertreter umfasst (MUC1-21). Das besondere Merkmal dieser
Familie sind die tandem-repeat-Domanen [97]. Diese so genannten PTS-Doménen
(Pro/Thr/Ser) sind an den Serin und Threonin Aminoséureresten umfangreich glykosyliert
[97]. Die Expression von Mucinen ist gewebespezifisch und verschieden stark ausgepragt.
Wahrend der Tumorgenese und Tumorprogression kénnen sie abweichend eine erhéhte oder
erniedrigte Transkription aufweisen [98].

MUC6 nimmt eine zytoprotektive Wirkung gegenuber einer Vielzahl von Substanzen ein
[99]. Das Vorkommen reicht vom Dinndarm, Gber die Gallenblase, die Bronchien bis hin zur
Endocervix und dem Pankreas [94; 95; 98; 100]. Ebenso wird es im Magen in den
mucopeptidischen Zellen des Fundus sowie in den pylorischen Driisen des Antrum exprimiert
[101]. Eine Expression von MUC 6 findet sowohl im Magenkarzinom als auch im Adenom

und der normalen Mucosa statt. Im Vergleich mit Adenomen und der normalen Mucosa tritt
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eine geringere Expression von MUC6 im Magenkarzinom auf [102]. Dies kdnnte unter
anderem erklaren, weshalb MUC6 in der immunhistochemischen Farbung schwach bzw.
kaum angefarbt werden konnte. Bei den Gewebeschnitten handelte es sich um
Magenkarzinome vom intestinalen Typ nach Lauren. Zwar konnten Zheng et al. zeigen, dass
die MUCG6-Expression im intestinalen Typ deutlich héher ausgeprégt ist als im diffusen Typ,
jedoch scheint der unterschiedliche Grad der Entwicklung des Magenkarzinoms eine Rolle
hinsichtlich der MUCG6-Expression zu spielen [95; 103]. Fir weitere hinreichend signifikante
Aussagen hétte eine noch groere Anzahl von Magenkarzinomen bzw. ein
Magenkarzinomkollektiv mit den entsprechenden Vorlauferldsionen immunhistochemisch
ausgewertet werden mussen.

Aufgrund der positiven Ergebnisse der chemilumineszenten Co-IP und der vorhandenen
gegenlaufigen schwachen Ko-Lokalisation sollte die mdgliche Interaktion zwischen
Cathepsin X und MUC6 in einer weiteren Co-IP, diesmal an humanem
Magenkarzinomgewebe, endgiltig verifiziert werden.

In der Gewebe Co-IP konnte jedoch keine Expression fir MUC6 im Westernblot
nachgewiesen werden. Die zuvor schon schwache Ko-Lokalisation bestétigte den Verdacht
auf scheinbar falsch positive Ergebnisse. Die positiven Resultate der chemilumineszenten Co-
IP fur MUCG6 sind moglicherweise auf eine verkirzte Version des Proteins in der Co-IP
zurlickzufuhren. MUC6-DNA weist eine L&nge von ca. 23,8 Kb auf. Fir die
chemilumineszente Co-IP wurde nur die Region des Klons amplifiziert und kloniert, der im
Yeast Two-Hybrid Screen erfolgreich selektiert werden konnte. Diese hatte eine Lange von ca.
520 bp und stellt somit nur einen minimalen Ausschnitt des gesamten Proteins MUCG6 dar.
Charakteristisch war die konservierte Domdne der GHB Superfamily [104]. Die GHB
Superfamiliy besteht aus Glycoproteinhormon-p-Ketten Homologen (Gonadotropine).
Glycoproteinhormone besitzen zwei glykosylierte a- und B-Ketten. Zu dieser Familie gehtren
ebenfalls die humanen Hormone Follitropin (FSH), Lutropin (LSH) und Thyrotropin (TSH)
[105; 106]. Allen zu dieser Familie gehorigen Proteinen ist das Vorhandensein von sechs
Cysteinen, verbunden zu einem Cystein-Knoten, gemein [107]. Die konservierte Domane
konnte ein moglicher Grund fur die falsch positiven Ergebnisse der Bindung von Cathepsin X
an MUCG6 gewesen sein. Letztlich konnte nach der Gewebe Co-IP fiir die gesamte L&nge von
MUCES6 keine Interaktion mit Cathepsin X bestatigt werden. Flr die weiteren Arbeiten wurden
daher nur RPLPO und Galectin-2 auf ihre Interaktion mit Cathepsin X né&her untersucht und

charakterisiert.
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4.2 Charakterisierung der Interaktion von Cathepsin X und Galectin-2

Mithilfe des Yeast Two-Hybrid Systems konnte Galectin-2 als ein potentieller
Interaktionspartner von Cathepsin X identifiziert werden. Die Interaktion wurde durch
verschiedene Methoden bestétigt und verifiziert (chemilumineszente Co-IP, Gewebe IP und

Ko-Lokalisation) als auch in nachfolgenden Experimenten funktionell charakterisiert.

4.2.1 Galectine

Die Familie der Galectine gehort zu den Kohlenhydrat-bindenden Proteinen. Allen Galectinen
ist die gemeinsame konservierte Kohlenhydrat-erkennende Doméne (CRD) und die Affinitat
fiir B-Galactosidase gemein [108]. lhr ubiquitares Vorkommen reicht von den Vertebraten
(Fische, Vogel, Amphibien) bis Uber die Invertebraten, Wirmer und Pilze hinaus [109].
Galectine konnen aufgrund ihrer charakteristischnen CRD-Doméne in verschiedene Klassen
eingeteilt werden. Zu den Prototyp-Galectinen gehdren die Galectine-1, -2, -5, -7, -10, -13, -
14, und -15. Sie besitzen nur eine einzelne CRD-Domane, wéhrend die tandem-repeat-
Galectine (Galectine-4, -6, -8 und -9) aus zwei CRD-Domanen bestehen und Uber eine
einzelne Polypeptidkette miteinander verbunden sind. Die Ausnahme innerhalb der Galectin-
Familie stellt Galectin-3 dar. Dieses Galectin ist eine Chimére und setzt sich aus einer
einzelnen CRD-Domaéne, die an unilbliche tandem-repeats bindet, zusammen [110]
(Abbildung 38).

Prototoyp-Galectine
Galectin-1,-2, -5,
-7 and-10

Chiméren-Galectine

D:Q Galectin-3

Tandem-repeat-Galectine

Q:Q Galectin-4,-6,-8and -9

Abbildung 38: Schematische Ubersicht der Galectin-Familie.

Einteilung der Galectine in Prototyp-, Chiméren- und tandem-

repeat-Galectine [111].
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Aufgrund ihrer Struktur sind Galectine in der Lage, Glycokonjugate, bestehend aus
Sequenzen mit Galf1,4GIcNAc (LacNAc) (N-Acetyllactosamin), zu identifizieren und zu
binden [112; 113]. Dies ermdglicht ihnen, im extrazellularen Raum z. B. an die extrazellulare
Matrix und an Zelloberflichen-Adhéasionsmolekiile zu binden wund verschiedene
Glycokonjugate miteinander zu vernetzen [114-117]. Durch ihre Eigenschaften gewinnen sie
immer mehr an Bedeutung als Regulatoren von Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktionen
[118; 119].

Galectine konnen durch die Bindung verschiedener Liganden intrazelluldare Prozesse uber
Protein-Protein-Interaktionen steuern. Diese Prozesse schlieBen mMRNA splicing,

Zellzyklusprogression, Apoptose und Zellproliferation ein [120].

4.2.2 Galectine und ihr Expressionsprofil im Magen

Waéhrend manche Galectine ubiquitdr vorkommen, sind andere spezifisch in einzelnen
Entitaten oder Zellen exprimiert [121]. So tritt Galectin-1 in aktivierten Ratten-Makrophagen,
aktivierten B-Zellen und effektorischen T-Zellen auf [122-124], wéhrend Galectin-7 auf
Keratinozyten und Galectin-12 in Adipozyten lokalisiert werden konnten [125; 126].

Der Verdauungstrakt von Sdugetieren ist reich an Galectinen [127]. Im humanen Magen sind
bislang Galectin-1, Galectin-2, Galectin-3, Galectin-7, Galectin-8 und Galectin-9
nachgewiesen worden [111; 128-132].

4.2.2.1 Expression von Galectin-2 im Magengewebe

Die epitheliale Expression von Galectin-2 findet vorrangig im gastrointestinalen Trakt statt
[130; 132].

In der vorliegenden Arbeit konnte eine positive Galectin-2 Expression sowohl in der
intestinalen Metaplasie als auch im Magenkarzinom beobachtet werden. Im Gegensatz zur
intestinalen Metaplasie nimmt die Expression im Tumor leicht ab. Infiltrierende Makrophagen
konnten ebenso positiv fir Galectin-2 angefarbt werden. Diese zeigten in der
immunfluoreszenzchemischen Analyse eine deutliche Ko-Lokalisation von Galectin-2 und
Cathepsin X. Die Interaktion der Proteine konnte in der Gewebe Co-IP bestatigt werden.

Jung et al. zeigten, dass eine geringere Expression von Galectin-2 im Magenkarzinom mit
einer Lymphknotenmetastasierung assoziiert ist [133]. Sie vermuten hierbei sowohl eine
Rolle in der Tumorsuppression als auch in der Tumorprogression von Galectin-2 im

Magenkarzinom.
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Eine eindeutige Rolle fur die Galectine im Magenkarzinom ist jedoch immer noch umstritten.
Takaishi und Wang publizierten eine reduzierte Galectin-2-Expression im Magenkarzinom
von Helicobacter infizierten Mdusen [134]. Dies korreliert mit den Daten aus dem humanen
System, wo in 77 % der Tumoren keine oder nur eine schwache Expression (0, 1+) von
Galectin-2 gezeigt werden konnte, wohingegen die Cathepsin X-Expression mit der Schwere
der Erkrankung zunimmt [133].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit korrelieren mit den bisher verdffentlichten
Publikationen und zeigen durch die Interaktionsstudien neue Anknipfungspunkte fur weitere

Analysen auf.

4.2.2.2 Untersuchung der H. pylori-abhéngigen Galectin-2-Expression

Die Galectin-2-Expression im Tumorepithel ist nur schwach ausgepragt, womit eine inverse
Korrelation zum Cathepsin X vorliegt. Da fur Cathepsin X eine H. pylori-abhéngige
Expressionssteigerung, beginnend bei der entziindlichen Veranderung der Schleimhaut bis hin
zum Magenkarzinom, gezeigt werden konnte, wurde in dieser Arbeit das analoge Verhalten
von Galectin-2 in der friihen Magenkarzinogenese verfolgt. In dem untersuchten Kollektiv,
das Gastritis-Proben (+/- H. pylori) und Magenkarzinomproben enthielt, nimmt Cathepsin X
erwartungsgemal mit dem Grad der Entziindung zu, wahrend Galectin-2 nur in einer Probe
im Karzinom detektiert werden konnte. Das Vorhandensein von H. pylori hat hier
offensichtlich keinen Einfluss auf die Expression von Galectin-2.

Die Ergebnisse fur die Heraufregulation von Cathepsin X nach einer Infektion mit H. pylori
korrelieren mit den publizierten Daten von Krueger et al. [39]. Galectin-2 konnte nicht in
jedem Magenkarzinom und in keiner der Gastritisproben detektiert werden. Diese reduzierte
Expression bzw. der Verlust lasst sich mit Daten aus dem Humanen Proteinatlas
(www.proteinatlas.org) vergleichen. Dort wurden Magenkarzinome (Adenokarzinome)
immunhistochemisch mit Galectin-2 geféarbt. Von 20 verschiedenen Tumoren wurden 13
negativ, vier schwach und nur drei stark angeféarbt [135]. Die Expression von Galectin-2 im
Magenkarzinom ist sehr heterogen, wobei bislang neben der Korrelation zum
Lymphknotenstatus kein Bezug zum Tumorstadium, zur Differenzierung oder zur
Tumorklassifikation gezeigt werden konnte [133]. Immunhistochemisch konnten Saal et al.
eine positive Galectin-2 Reaktion im gesunden Magenepithel zeigen, ohne eine Veranderung
in entsprechenden Gastritisproben zu beobachten. Aber auch hier fiel die Galectin-2-
Expression im Magenkarzinom gegeniiber den Vorlduferldsionen deutlich ab [132]. Obwohl
der H. pylori-Infektion der Magenschleimhaut keine Bedeutung hinsichtlich der
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Expressionsregulation von Galectin-2 zuzukommen scheint, wéren direkte funktionelle
Targets im Rahmen der bakteriellen Entziindung denkbar. Als Mitglied der Galectin-Familie
ist Galectin-3 in der Lage, an das O-Antigen von H. pylori zu binden. Die Adhé&sion des O-
Antigens an Galectin-3 ermdglicht es H. pylori, eine verstarkte Bindung an der Oberflache
von AGS Zellen aufzubauen [136]. Diese Bindung ist entscheidend fir eine erfolgreiche,
persistierende Kolonisation von H. pylori an der Magenschleimhaut. Fir Cathepsin X ist
bereits eine Bindung an Heparansulfat-Proteoglykane beschrieben worden [53]. Diese
Proteoglykane haben mdglicherweise einen Einfluss auf die H. pylori-vermittelte Adhdsion
[137; 138]. Beide Proteine, Cathepsin X und Galectin-2, kénnten aufgrund ihrer Funktionen
sowohl auf die O-Antigen-spezifische Adhasion als auch auf die Entwicklung von
metaplastischen Lé&sionen in frihen Stadien der Magenkarzinogenese wirken.

4.2.3 Kao-Lokalisation von Galectin-2/Cathepsin X im Zellkulturmodell

Im  Zellkulturmodell (mit HepG2-Zellen) konnte wie auch schon zuvor im
Magenkarzinomgewebe eine Ko-Lokalisation von Galectin-2 und Cathepsin X beobachtet
werden. Beide Proteine lokalisierten mit anndhernd gleicher Verteilung im Zytoplasma der
Zellen.

Cathepsine sind normalerweise in den perinukledren Regionen der Lysosomen lokalisiert.
Jedoch kdnnen sie in der Karzinomentwicklung auf der Zelloberflache lokalisiert sein bzw.
werden von den Zellen sekretiert [32; 139]. Durch ihre Oberflachenprasenz sind sie in der
Lage, extrazelluldre proteolytische Mechanismen in Gang zu setzen. In den HepG2-Zellen
konnten mogliche Signalkaskaden mit Galectin-2 im Zytoplasma der Zellen aktiviert werden.
Szpaderska et al. unterstiitzen diese Aussage, indem sie eine intrazellulare Form von
Cathepsin B in Melanom- und Prostatakarzinomzelllinien nachwiesen [140]. Die
zytoplasmatische Lokalisation von Galectin-2 befiirworten Studien von Saal et al [132]. Hier
wird ein nukledrer Verlust von Galectin-2 in cholangiozellularen Karzinomen,
Leberkarzinomen, Mammakarzinomen und im Magen-Adenokarzinom beschrieben [132].
Die Art der Interaktion von Cathepsin X mit Galectin-2 in HepG2-Zellen kdnnte mit den
Studien von Cathepsin X und ERGIC-53 verglichen werden [141]. ERGIC-53 ist ein homo-
oligomerisches Transmembranprotein und durchlduft die frihen sekretorischen Wege
innerhalb der Zelle [59; 60]. Mit seiner funktionellen Lectin-Domaéne zeigt es eine direkte und
Kohlenhydrat-abh&ngige Interaktion mit Cathepsin X [59]. Ebenso wie ERGIC-53 besitzt
auch Galectin-2 eine - fur Kohlenhydrat-bindende Proteine typische - charakterisierende
CRD-Domane [110]. Diese Doméne scheint ausschlaggebend fir die Bindung von



Diskussion 90

Cathepsin X an ERGIC-53 zu sein und wird durch ein N-Glycan-Lectin vermittelt [59]. Eine
ahnliche Bindung konnte auch fur Cathepsin X und Galectin-2 stattfinden. ERGIC-53 spielt
daruber hinaus im intrazellularen Transport von Cathepsin C eine Rolle [142]. Deshalb waére
ein Einfluss von Cathepsin X und Galectin-2 auf dem Gebiet der ER (endoplasmatischen
Retikulum) Qualtitatsmaschinerie, d. h. dem Transport von lysosomalen Proteinen, denkbar.

Ein weiterer Ansatz fir eine mogliche funktionelle Erklarung der Interaktion zwischen
Cathepsin X und Galectin-2 beruht auf der Tatsache, dass Galectine an Integrin-
Untereinheiten von B1- und B2-Integrinen binden und so PI3K- und ERK-Signalwege sowie
Zelladhésion, zytoskelettale Reorganisation und Migration induzieren [130; 143-147]. In der
Tumormetastasierung kommt den Integrinen eine herausragende Bedeutung in ihren
Interaktionen mit der extrazelluldren Matrix zu [148]. Galectin-2 ist in der Lage, an Bl1-
Integrine auf der Zelloberflache von T-Zellen zu binden [130]. Aufgrund seiner strukturellen
Eigenschaften besitzt Cathepsin X ebenfalls die Mdoglichkeit, Uber das RGD-Motiv an
Integrine zu binden [5]. Cathepsin X ermdglicht diese Bindung, die Immunantwort (ber die
vermittelte Aktivierung des B2-Integrin Rezeptors Macl zu regulieren [54; 149]. Sowohl
Cathepsin X als auch Galectin-2 weisen einige gleiche molekulare Eigenschaften auf, die es
beiden Proteinen erlauben wiirden, zusammen in der Adhé&sion, der Zellmigration oder sogar
in der Invasion im Magenkarzinom zu agieren bzw. interagieren. Ein Nachweis (ber die
Bindung von Galectin-2/Cathepsin X an B1-, p2- oder B3-Integrine im Magenkarzinom

kdnnte in immunhistochemischen Studien weiter verfolgt werden.

4.2.4 Inverse Regulation von Cathepsin X und Galectin-2 in HepG2-Zellen

Nachdem HepG2-Zellen mit einer fur Cathepsin X-spezifischen siRNA behandelt wurden,
konnte nach 48 h eine signifikant erhohte Expression flir Galectin-2 im Westernblot
nachgewiesen werden. Diese inverse Regulation der Galectin-2 mRNA-Expression wurde
ebenfalls an fixierten HepG2-Zellen, die fluoreszenzchemisch mit Antikdrpern gegen
Cathepsin X und Galectin-2 gefarbt wurden, beobachtet. Hierbei blieb die Verteilung beider
Proteine auf das Zytoplasma beschrankt.

Die signifikant erhdhte Expression von Galectin-2 stimmt mit Daten aus einem H. pylori-
infizierten Mausmodell Uberein. Dort wurde Galectin-2 groftenteils in der nicht infizierten
Magenmucosa detektiert, wohingegen nach einer H. pylori-Infektion die Abnahme bzw. der
Verlust von Galectin-2 erfasst werden konnte. Gleichzeitig resultierte die H. pylori-Infektion
in einer starken Expression von Cathepsin X (nicht verdffentlichte Daten, AG Krueger, Otto-
v.-Guericke-Universitat Magdeburg).
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Das Mausmodell unterstiitzt somit die hier gezeigte inverse Regulation von Galectin-2 mit
Cathepsin X. Im Mausmodell von Takaishi und Wang konnte ebenfalls eine Herabregulation
des Galectin-2 Gens in Helicobacter felis-infizierten INS-GAS Madusen, einhergehend mit
einer Induktion von proteolytischen Enzymen (MMP-10, MMP-13, uPA), beobachtet werden
[134].

Die Rolle von Galectinen im Karzinomgeschehen ist manifest. Sie wirken dort unter anderem
an der neoplastischen Transformation, dem Tumorzell-Uberleben, der Angiogenese und der
Tumormetastasierung mit [146]. Fir die Tatsache, dass Galectine einen Einfluss auf die
Modulation der Tumorprogression besitzen, scheint ein Abfall der Galectin-2-Expression fur

eine Tumorsuppression zu sprechen.

4.3 Charakterisierung der Interaktion von Cathepsin X und RPLPO

Die Identifizierung von RPLPO, als potentieller Interaktionspartner von Cathepsin X erfolgte
mithilfe des Yeast Two-Hybrid Systems wund konnte in verschiedenen Co-
Immunoprézipitationen (Gewebe Co-IP, chemilumineszente Co-IP und Co-IP an N87-Zellen)
bestatigt werden. Ko-Lokalisationsexperimente konnten fur beide Proteine als positiv
verifiziert werden.

Weitere Einblicke in die Interaktion zwischen RPLPO und Cathepsin X wurden nachfolgend

eingehender charakterisiert und zusammengefasst.

4.3.1 Ribosomale Phosphoproteine

Die 60S ribosomale Untereinheit der Ribosomen in Eukaryoten bildet sich aus saurehaltigen,
ribosomalen Phosphoproteinen, die auch P-Proteine genannt werden [150]. Zu jenen zéhlen
RPLPO, RPLP1 und RPLP2 [151]. Sie weisen eine GroRe von 11 kDa fur P1/P2 und 34 —
36 kDa fir PO auf [150]. Entdeckt wurden P-Proteine zuerst in Bakterien. Ihre
Proteinhomologe bestehen dort aus L10 und den zwei Dimeren L7 und L12 [152]. P-Proteine
setzen sich aus einem stark konservierten C-terminalen Dodecanpeptid sowie aus einer N-
terminalen Doméne und zentralen Regionen zusammen. Gemeinsam mit PO sind P1 und P2 in
der Lage, pentamerische Komplexe zu formen. Hierbei treffen zwei P1 und zwei P2 Molekdle
auf ein PO Protein [152] (Abbildung 39).
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Conserved
C-terminus

Abbildung 39: Ubersicht der humanen Phosphoproteine PO, P1 und P2.
Die N-Termini der Dimere P1 und P2 binden an den C-Terminus von PO.

Rot: konservierte C-terminale Regionen [153]

P-Proteine befinden sich frei im Zytoplasma und verbleiben dort nach ihrer Synthese, wo sie
nach ihrer Phosphorylierung mit der 60S ribosomalen Untereinheit verschmelzen [154; 155].
Trotz ihrer Zugehorigkeit zu den Ribosomen, sind P-Proteine scheinbar nicht nur an
translationalen Prozessen in der Proteinsynthese, sondern auch in der Zellentwicklung, DNA-
Reparatur, Apoptose und Tumorgenese beteiligt [87-90]. Sie sind einzigartig und spezifisch
im Vergleich mit anderen ribosomalen Proteinen (RPs) [156]. Ein hohes Expressionslevel an
ribosomalen Proteinen (auch RPLPO) konnte in humanen Tumoren detektiert werden [157-
159]. Des Weiteren spielen P-Proteine auch in einigen immun-vermittelten Krankheiten, der
Zellproliferation, im Zellwachstum und der Zellzyklusprogression eine Rolle [92; 160; 161].

4.3.2 Ribosomale Proteine im Magen

Wang et al. konnten die Uberexpression des ribosomalen Proteins L15 mit einem
begunstigten Zellwachstum im Magenkarzinom in Verbindung bringen [91]. Ebenfalls sind
die ribosomalen Proteine S13 und RPL6 fir ein beginstigendes Wachstum im
Magenkarzinom bzw. in Magenkarzinomzelllinien verantwortlich [92; 162]. Hierbei fordert
S13 das Wachstum durch die Herunterregulierung von p27"" [162]. Umgekehrt fiihrt eine
Abnahme von RPL6 zu einer Supprimierung der Transition von der G1- in die S-Phase in
Magenkarzinomzellen [92].

Eine erhohte Expression von RPLPO konnten Kim et al. wahrend ihrer Gen-Katalogisierungs-
und Expressionsstudien in verschiedenen Magenkarzinomzelllinien zeigen [163]. Gen-

Expressionsprofil-Analysen an Magenkarzinomen identifizierten ein Panel von 28 Genen,
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darunter RPLPO, die in Kombination eine Vorhersage des Risikos von
Lymphknotenmetastasen ermoglichen [164].
Trotz dieser Voraussagen und Profilanalysen gibt es kaum Studien Uber die Expression von

RPLPO oder seine funktionelle Charakterisierung im Magenkarzinom.

4.3.3 Expression von RPLPO im humanen Magengewebe

RPLPO ist ein neutrales Phosphoprotein, das sich in der groRen Untereinheit der Ribosomen
befindet und im Zytoplasma und im Kern der Zellen lokalisiert ist [151; 154].

In immunhistochemischen Farbungen konnten sowohl das Magenepithel als auch die
intestinale Metaplasie und das Magenkarzinom angefarbt werden. Im Vergleich zu dem
gesunden Epithel zeigte sich eine weitaus starkere Expression von RPLPO in den tieferen
Infiltrationsschichten des Karzinoms. RPLPO und Cathepsin X ko-lokalisierten in den
Entzundungsinfiltraten, aber auch basal in den Driisenepithelzellen, das in der Gewebe Co-IP
bestatigt werden konnte.

Eine verstarkte mRNA-Expression von RPLPO im Tumor konnten Artero-Castro etal. in
Endometriumkarzinomen zeigen [157]. Dort entdeckten sie sowohl die P-Protein-Expression
im normalen als auch im Tumorgewebe, wobei eine deutlich erhéhte Expression der P-
Proteine im Tumor festgestellt werden konnte. Die Lokalisation der P-Proteine fand
bevorzugt an den Infiltrationsrandern des Endometriumkarzinoms statt [157]. Diese
Beobachtungen konnten ebenfalls in der vorliegenden Arbeit registriert werden. Auch hier trat
eine verstarkte Expression von RPLPO in den tieferen Infiltrationsschichten des
Magenkarzinoms auf.

Laut Literaturvergleich liegt eine hohe Expression von ribosomalen Proteinen auch in anderen
Tumorarten vor. Sowohl fur das Kolonkarzinom als auch fiir das Leberkarzinom konnte eine
gesteigerte RPLPO-Expression nachgewiesen werden [160; 165].

Die immunhistochemische Lokalisation von RPLPO im Magenkarzinom zeigt sich homolog
zur Expression von Cathepsin  X. Dies stellt die Ausgangsbasis fur weitere

Charakterisierungen der Interaktion von RPLPO und Cathepsin X dar.
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4.3.4 Untersuchung der RPLPO-Expression im Verlauf der Karzinogenese

Nachdem RPLPO immunhistochemisch an Magen-Karzinomschnitten nachgewiesen werden
konnte, wurde die Expression von RPLPO wahrend der Entziindung bis zum Karzinom an
H. pylori-negativen und -positiven Gewebebiopsien untersucht.

RPLPO ist sowohl in den H. pylori-positiven als auch in den -negativen Biopsien vorhanden.
Hierbei scheint die Ursache der Entzindung keinen Einfluss auf das Expressionsniveau zu
haben, denn die Expression ist unabhangig vom H. pylori-Status ann&hernd gleich. Den
einzigen Hinweis auf einen Zusammenhang der Expression von ribosomalen Proteinen und
H. pylori geben in vitro Versuche mit angereicherten L11 und L1 Proteinen in Ubersténden
von H. pylori-Kulturen [166]. Cathepsin X nimmt mit dem Grad der Entziindung zu, wahrend
bei RPLPO erst im Karzinom eine Zunahme der Expression erfolgt. Diese Aussagen stimmen
mit den immunhistochemischen Farbungen fiir RPLPO Uberein (4.3.3). Eine Zunahme der
Expression von RPLPO ergibt sich unabhé&ngig vom Grad der Entziindung erst im Karzinom.
Im Gegensatz zur inversen Regulation bei Cathepsin X und Galectin-2 besteht eine analoge

Regulation zwischen Cathepsin X und RPLPO.

4.3.5 Einfluss der Cathepsin X-Defizienz auf die RPLPO-Expression

Fur weitere funktionelle Studien wurden N87-Zellen mit einer fiir Cathepsin X-spezifischen
SiRNA behandelt. Fir Cathespin X konnte eine Reduktion der Expression um ca. 50 % im
Westernblot beobachtet werden, wéhrend die Expression fir RPLPO annéhernd gleich blieb.
Aufgrund der gleich bleibenden Expression von RPLPO auf Proteinebene wurden die N87-
Zellen immunfluoreszenzchemisch gefarbt und ausgewertet. Die Ergebnisse zeigten eine
Verschiebung der Verteilung von RPLPO nach dem Verlust von Cathepsin X. In
unbehandelten Zellen trat RPLPO im Kern und im Zytoplasma auf, wahrend Cathepsin X
leicht im Kern und vorwiegend im Zytoplasma exprimiert wurde. Nach 48 h siRNA-
Behandlung kommt es sowohl von RPLPO als auch vom verbliebenen Cathepsin X zu einer
verstarkten Kernverschiebung.

Wie schon unter 4.2.3 beschrieben, sind Cathepsine generell in den Lysosomen lokalisiert. Sie
konnten wéhrend der Karzinomentwicklung auf den Zelloberflachen und intrazelluléar
nachgewiesen werden [32; 139; 140]. RPLPO wurde ebenfalls sowohl im Zytoplasma der
Zellen als auch im Kern, wobei die Nucleoli davon ausgeschlossen werden, beschrieben

[154]. Die zytoplasmatische Akkumulation von RPLPO wird teilweise durch die Zughorigkeit
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zu der grolRen Untereinheit der Ribosomen begriindet. Diese befindet sich mit den
ribosomalen Partikeln im Zytoplasma der Zellen [151].

Die Funktionen von RPLPO sind nicht nur auf die ribosomale Biogenese beschrankt, sondern
weiten sich auch auf extra-ribosomale Bereiche aus. Diese spiegeln sich in transkriptionellen
Prozessen, DNA-Reparatur, Zellentwicklung, Apoptose und Tumorgenese wider [87-90].
Denkbar ware ein Einfluss der Interaktion von RPLPO mit Cathepsin X nicht nur im
Zytoplasma, sondern auch im nukledren Kompartiment. Unterstiitzt wird diese Hypothese
durch Goulet et al, die zeigten, dass Cathepsin L wahrend der G1/S-Transition des Zellzyklus
im Zellkern lokalisiert und dort in die proteolytische Prozessierung des CDP/Cux
Transkriptionsfaktors involviert ist [167]. Cathepsin L nimmt in diesem Fall Einfluss auf die
Regulation der Zellzyklusprogression. Cysteinproteasen werden damit nicht nur flr die
terminale Proteindegradation in den Lysosomen verantwortlich gemacht, sondern kénnen
auch in anderen Kompartimenten (gewebe- und zellspezifisch), abhéngig wvon ihrer
physiologischen Funktion, eine Rolle spielen [168]. In diesem Fall ware eine Funktion von
Cathepsin X mit RPLPO in der Kontrolle der Zellzyklusprogression vorstellbar. Diese
Hypothese wird durch die Wirkungsweise der ribosomalen Proteine auf den Zellzyklus in
Magenkarzinomzellen bestdtigt. Das ribosomale Protein S13 fordet durch die
Herunterregulierung von p27X" das Wachstum in Magenkarzinomzellen [162]. Der
Knockdown von RPL6 fuhrt zu einer Supprimierung der Transition von der G1- in die S-
Phase in Magenkarzinomzellen [92].

Eine potentielle interaktive Rolle von Cathepsin X und RPLPO in der Zellzyklusprogression

von Magenkarzinomzellen wurde in weiteren funktionellen Tests analysiert.

4.3.6 Einfluss von RPLPO und Cathepsin X auf den Zellzyklus

Der Zellzyklus wird in zwei Phasen unterteilt, die Interphase, zur VVorbeitung auf die Mitose,
und die Mitose (kennzeichnend fiir die Kernteilung). Die Mitose beinhaltet die Prophase, die
Metaphase, die Anaphase und die Telophase, wahrend die Interphase aus den G1-, S- und G2-
Phasen besteht [169]. In der S-Phase findet die Replikation der DNA statt. Sie wird flankiert
durch die so genannten Kontrollpunkte G1 und G2. Diese bereiten die Zellen sowohl auf die
DNA-Synthese (G1) als auch auf die Mitose vor (G2). Zusammenfassend besteht ein
normaler Zellzyklus aus der G1-, S-, G2- und der M-Phase [170] (Abbildung 40). In der
Zwischenphase GO, einer so genannten Ruhephase, kdnnen die Zellen verweilen, bevor sie
weiter im Zyklus Richtung S-Phase (DNA Replikation) wandern. Diese Phase wird durch
apoptotische und nicht-proliferierende Zellen charakterisiert [170].
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Abbildung 40: Die Phasen des Zellzyklus [170].

Fur RPLPO konnte nach der Behandlung mit einer RPLPO-spezifischen siRNA ein G1-Arrest
gezeigt werden. Die Zellzahl nahm in der GO0/G1-Phase des Zellzyklus nach siRNA-
Behandlung tber 24 h, 48 h und 72 h zu, wahrend immer weniger Zellen den Eintritt in die S-
Phase vollzogen.

RPLPO ist somit fur eine verstarkte Proliferation innerhalb der Magenkarzinomzelllinie N87
verantwortlich. In der Literatur wurde diese Tatsache ebenfalls fiir andere ribosomale Proteine
beschrieben. Die Herunterregulierung von RPL6 unterdrickt das Zellwachstum und die
Zellzyklusprogression in den Magenkarzinomzelllinien SGC7901 und AGS [92]. Gleichzeitig
findet eine Herunterregulierung von Cyclin E statt [92]. FOr ein verstarktes
Magenkarzinomwachstum ist auch das ribosomale Protein S13 verantwortlich [162]. Das
Fehlen von S13 sorgt fiir einen G1-Arrest in Magenkarzinomzellen und ist aulRerdem in der
Lage, die Expression von p27¥", einem CDK-Inhibitor, herunterzuregulieren [162]. Ein
weiteres ribosomales Protein, das die Zellproliferation im Magenkarzinom fordert, ist RPL15
[91].

Fur den Knockdown von Cathepsin X in N87-Zellen konnte gleichfalls ein leichter G1-Arrest
nachgewiesen werden. Dieser geht mit einer verstarkten Apoptose in der SubG1-Phase nach
48 h und 72h siRNA-Behandlung einher. Die zunehmende Apoptose konnte auf der
zeitmaRig langen Kultivierung der Zellen beruhen. Ein p53-unabhangiger G1-Arrest ist fest

mit der Apoptose verbunden [171] und koénnte ebenso ein moglicher Grund fur den starken
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Anstieg der Apoptose nach 72 h sein. Ob ein p53-abhdngiger oder -unabhédngiger Arrest
vorliegt, musste in weiterfiihrenden Experimenten tberprift werden.

Ursache flr den verminderten Zellzyklusarrest bei einer Cathepsin X-Defizienz kdnnte eine
zelluldre Seneszenz sein. Kraus et al. zeigten eine beschleunigte Seneszenz und eine
verminderte Proliferation und Migration an priméren Fibroblasten, bei denen eine
Cathepsin X-Defizienz vorlag [61]. Neben zellmorphologischen Verdnderungen kann eine
verstarkte Expression von Seneszenz-assoziierten Genen, wie p53, p21 und pl6, zur
Induktion von seneszenten Signalwegen fiihren, die teilweise in einen Zellzyklusarrest
minden. Eine weitere Erklarung fur die Zunahme der Apoptose liefern Nogueira et al. und
Weinmann et al.[172; 173]. So wiesen seneszente Zellen eine veranderte Anfalligkeit fur die
Induzierung von Apoptose auf und konnten diese sogar fordern [172; 173]. Eine verminderte
Tumorzellproliferation wurde nach dem Knockdown der Cathepsine B und L nachgewiesen
[18].

Nachdem die Effekte der Herunterregulierung von RPLPO und Cathepsin X einzeln analysiert
wurden, erfolgte der Knockdown beider Proteine gleichzeitig. Die zuvor auftretenden G1-
Arreste konnten in diesem Fall nicht beobachtet werden. Es kam nach der siRNA-Behandlung
zu einer verstarkten Apoptose in der SubG1-Phase nach 48 h und 72 h. Diese ging einher mit
einer verstarkten Abnahme der Zellen in den GO/G1-, S- und G2/M-Phasen. Die schon in den
Cathepsin X-defizienten Zellen stattfindende Apoptose findet im Knockdown beider Proteine
ihren Hohepunkt. Offenbar sind die sich im G1-Arrest befindenden Zellen, ausgelést durch
die RPLPO siRNA-Behandlung, sensitiver gegenuber der Cathepsin X-induzierten Apoptose
[172; 173].

Auch die p53-Expression spielt eine Rolle in der Kommunikation zwischen Apoptose und
zelluldrer Seneszenz [174]. Eine Reihe von Tumorsuppressorgenen (Rb, p53 und p21) wird in
der Literatur wahrend der Seneszenz als heraufreguliert beschrieben [175-177]. Rb formt mit
E2F Komplexe, die wiederum einen Wachstumsarrest fordern, indem sie die Aktivierung
bestimmter E2F-Gene verhindern [178-180]. Wenn jedoch eine Phosphorylierung von Rb
durch CDK/Cyclin-Komplexe erfolgt, resultiert dies in der Freisetzung von E2F. Der damit
verbundene Eintritt in die S-Phase sorgt fur eine weiterfihrende Proliferation der Zellen
[179]. Die Seneszenz-regulierten Gene Rb, p53 und p21 ermdglichen es, die Zellproliferation
zu steuern [177; 181]. Gleichzeitig konnen Rb und p53 ebenso die Apoptose regulieren [182-
184]. Die Balance zwischen Rb und p53 stellt einen interessanten Mechanismus dar, der
eventuell auch Auswirkungen in den RPLPO und Cathepsin X ausgeknockten N87-

Karzinomzellen zeigt.
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4.3.6.1 Einfluss von RPLPO und Cathepsin X auf Zellzyklusregulatoren

Die Proteinexpression einzelner Zellzyklusregulatoren nach RPLPO und Cathepsin X
Knockdown wurde im Westernblot eingehender betrachtet, um die molekularen Mechanismen
der vorangegangenen Ergebnisse im Zellzyklus detaillierter zu untersuchen.

Nach der Herunterregulierung von RPLPO konnte ein Anstieg von p21, p53 und p27 sowie
ein Abfall der Expression von CDK2 beobachtet werden. Cyclin E stieg nach 48 h siRNA-
Behandlung ebenfalls leicht an.

Um die Zellen durch die einzelnen Phasen des Zellzyklus zu fiihren, ist eine Reihe von
verschiedensten zellularen Proteinen notwendig. Hierbei spielen Cyclin-abh&ngige Kinasen
(CDKs) eine entscheidende Rolle. Sie werden an unterschiedlichen Punkten des Zellzyklus
aktiviert und sind in der Lage, durch Phosphorylierung ausgewéhlter Zielproteine den
Zellzyklus zu steuern. Hierzu gehdren CDK4 (G1), CDKG6 (G1), CDK2 (G1, S) und CDK1
(G2/M) [185; 186] (Abbildung 40). Wahrend die CDK-Expression gleich bleibend stabil tber
den Zellzyklus verteilt ist, schwankt die Expression der Cycline phasenweise [187]. Aufgrund
ihrer Spezifitat agieren die Cycline in unterschiedlichen Phasen des Zyklus. Cyclin E reguliert
durch die Bindung an CDK2 die Progression von der G1- in die S-Phase [188].

Wiéhrend der Expressionsabnahme von CDK2 nach 24 h, 48 h und 72 h siRNA-Behandlung
kommt es vermutlich zu keiner bzw. einer geringeren Bindung an Cyclin E. Der CDK/Cyclin-
Komplex ist nicht vollstiandig und verhindert somit den Ubergang von der G1- in die S-Phase
sowie eine weitere Proliferation.

Die Regulation der CDK-Aktivitat findet durch CDK-Inhibitoren (CKI) statt, die entweder
CDKs allein oder im Komplex mit Cyclinen binden. Es kénnen zwei Familien von Inhibitoren
unterschieden werden: die INK4-Familie und die Cip/Kip-Familie [189]. Die INK4-Familie
schlielit p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) und pl19 (INK4d) ein. Diese Inhibitoren
sind in der Lage, die G1 CDKs CDK4 und CDK®6 zu inaktivieren. Dabei formen sie stabile
Komplexe mit den CDKSs und verhindern so die Bindung an die Cycline [190]. Zur Cip/Kip-
Familie gehoren p21 (Wafl, Cipl), p27 (Cip2) und p57 (Kip2). lhre inhibitorischen
Funktionen ergeben sich aus der Inaktivierung der CDK-Cyclin-Komplexe [191; 192], z.B. in
der G1-Phase. Des Weiteren folgen externe Signalregulationen, wie die Aktivierung der
Expression von p21 (ber das Tumorsuppressorgen p53 [193]. Die erhohte Expression von
p21 flhrt zu einer Inhibierung der CDKSs und resultiert damit in einem Zellzyklusarrest [194].
Durch die Inhibierung des CDK2/Cyclin E-Komplexes wird die Phosphorylierung des Rb
Proteins und damit die Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F unterdriickt, so dass eine
G1/S-Transition verhindert wird (Abbildung 41) [195].
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Die hier gezeigte Expressionssteigerung von p21 stellt einen nachvollziehbaren Mechanismus
fur die Inhibierung von CDK2 dar. Auf Proteinebene korrelieren die Daten mit dem in den
FACS-Analysen gezeigten G1-Arrest nach RPLPO Knockdown. Fir nachfolgende Arbeiten
miusste geklart werden, ob es sich um einen p53-abhangigen oder -unabhédngigen
Mechanismus von p21 handelt. Zusatzlich kénnte die Aktivitat der CDK2 Kinase Uberpruft
werden.

Zusammenfassend fordert RPLPO das Wachstum und die Zellzyklusprogression in N87-

Magenkarzinomzellen tber die Inhibierung von p21 und p53.

Cdc25A-P ‘

inaktiv
I inaktiv aktiv
Cdc25A p53 Mdm2 l
Abbau

e\ &/‘

CDK?2 ‘ CDK2

CyclinE Cyclin E
inaktiv aktiv l
inaktiv aktiv

S-Phase <4mmm G1-Phase

Transition

Abbildung 41: Regulation des G1/S-Kontrollpunktes.
P: Phosphor, Rb: Retinoblastom (in Anlehnung an
Poehlmann und Roessner, 2010) [196]

Der Knockdown von Cathepsin X in N87-Zellen flihrte zu einem leichten G1-Arrest und einer
verstarkten Apoptose nach 72 h. Fur die Aufklarung auf zellularer Ebene wurden dieselben

Proteine wie schon zuvor beim RPLPO Knockdown (siehe 4.3.6), ndher untersucht. Hierbei
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blieb die Expression von Cyclin E ann&hernd gleich, wéhrend die Proteinmenge bei CDK2
minimal zurtickging. Nach 24 h zeigten p27 und p53 eine Zunahme der Expression, nach 72 h
war eine Abnahme zu verzeichnen. Im Gegensatz zur RPLPO siRNA nahm der CDK-Inhibitor
p21 nach 48 h siRNA-Behandlung stark ab. Es ist somit nicht in der Lage, eine Inaktivierung
des CDK2/Cyclin E-Komplexes zu erwirken. Da sich die Proteinexpression von CDK2 kaum
und von Cyclin E nicht verandert, konnte auch eine verminderte CDK2 Kinase-Aktivitat der
Ausloser fur den G1-Arrest sein. Diese musste aber in weiteren Experimenten Uberpruft
werden.

Cdc25A kann ebenso in die Inaktivierung des CDK2/Cyclin E-Komplexes eingreifen. Es ist
eine Phosphatase, die aktiviert nicht phosphoryliert und fur eine Dephosphorylierung des
CDK/Cyclin-Komplexes verantwortlich ist. Der aktive Komplex sorgt fir eine G1/S-
Transition (Abbildung 41). Wird im Signalweg Cdc25A durch Chk1/2 Phosphorylierung
abgebaut, bleibt der CDK2/Cyclin-Komplex hyperphosphoryliert. Es erfolgt ein G1-Arrest
[196].

Eine der Methoden, wie p53 einen Zellzyklusarrest auslosen kann, ist die transkriptionell
induzierte p21 Expression [197]. Uber die Transkription von Mdm2 zeigt sich p53 fiir ein
regulatorisches Feedback und seinen damit verbundenen Abbau verantwortlich
(Abbildung 41) [198; 199]. Eine weitere Rolle spielt p53 in der p53-abhéngigen Stimulation
der Apoptose [200].

Cathepsin X begunstigt somit das Wachstum in N87-Magenkarzinomzellen und stellt ein anti-
apoptotisches/protumorales Werkzeug des Magenkarzinoms dar.

Die im RPLPO und Cathepsin X Knockdown aufgezeigten G1-Arreste konnten bei
gleichzeitiger Herunterregulierung beider Proteine nicht beobachtet werden. Hier kam es zu
einer verstarkten Apoptose der Zellen. Auf Proteinebene duf3erte sich dies in einer Abnahme
der Expression von p21, CDK2, p27 und p53. Die Expression von Cyclin E blieb wiederholt
gleich.

Manche Zelllinien besitzen die Madglichkeit, in Abwesenheit von CDK2 zu proliferieren,
wahrend in Glioblastom- und Osteosarcomzellen eine Herunterregulierung bzw. Inhibierung
fur eine verhinderte Proliferation sorgt [201; 202]. Verschiedene Tumorzellen wiesen
offenbar eine selektive Abhéngigkeit von CDK2 auf. E-Typ Cycline zeigen eine
Uberexpression in humanen Tumoren [203]. Dies wiirde das gleich bleibend starke Signal
von Cyclin E erkléaren.

Ublicherweise wiirde eine Herunterregulierung von p21 die Proliferation von Zellen

unterstlitzen, da es nicht in der Lage ist, den CDK2/Cyclin E-Komplex zu inhibieren [194].
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Aufgrund der Tatsache, dass es in den RPLPO/Cathepsin X-defizienten Zellen zu einer
verstarkten Apoptose kommt, wirken hier vermutlich andere molekulare Mechanismen. Diese
Schlussfolgerungen treffen ebenso fir den Inhibitor p27 zu. Seine verringerte Expression I&sst
es nicht zu, seine inhibitorische Funktion tber die Inaktivierung der CDK/Cyclin-Komplexe
auszuiliben [191; 192]. In einigen Tumoren wurde eine verringerte Expression von p27, unter
anderem auch im Magenkarzinom, mit einer aggressiven Tumorentwicklung und einer
schlechten Prognose in Verbindung gebracht [204-211]. Die der Literatur entnommenen
Aussagen konnten mit der vorliegenden Arbeit nicht hinreichend bestatigt werden, da es zu
einer verstarkten Apoptose der Magenkarzinomzellen kommt.

Eine der Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitoren, p21, wird nicht nur mit der Kontrolle der
Zellzyklusregulation und Seneszenz, sondern auch mit zellularem Stress und Apoptose in
Zusammenhang gebracht [212]. Proapoptotischen Signalmolekilen und zelltod-induzierenden
Signalkomplexen kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu [213-215]. So ergibt sich nach
der Herunterregulierung von p21 in HepG2-Zellen eine IFN-y-vermittelten Apoptose [216].
SiIRNA-Experimente an Neuroblastomzellen zeigten nach der Suppression von p21 eine
erhdhte Sensitivitat gegentiber der Apoptose [217].

Die Herunterregulierung von p21 in N87-Magenkarzinomzellen im Rahmen der vorliegenden
Arbeit kdnnte zu einer Induktion der Apoptose gefiihrt haben. Aufgrund der Komplexitét der
Zellzyklusregulierung bedarf es jedoch weiterer Experimente fir eine Aufklarung im
Cathepsin X/RPLPO vermittelten Knockdown.



Zusammenfassung 102

5 Zusammenfassung

Cathepsin X (CTSX auch Cathepsin Z/P genannt) ist eine Cysteinprotease, die noch immer
eine relativ unbekannte Rolle in Tumoren spielt. CTSX ist in der Lage, an Heparansulphat-
Proteoglykane und Integrine zu binden, sodass mdogliche Funktionen in der zelluldren
Adhasion, der Phagozytose und der Immunantwort vermutet werden. Friihere Studien zeigten
eine Assoziation zwischen einer Helicobacter pylori-Infektion, der starken Hochregulation
von CTSX und der Entwicklung von Magenkarzinomen.

In dieser Arbeit wurden mithilfe des Yeast Two-Hybrid Systems neue Interaktionspartner von
CTSX im Magenkarzinom identifiziert. Aus diesem System wurden letztlich zwei Proteine
flr die weitere Charakterisierung der Interaktion mit CTSX ausgewdhlt. Humanes Galectin-2
(LGALS2) st ein l6sliches Kohlenhydrat-(Lectin)-bindendes Protein. Der zweite
Interaktionspartner RPLPO lasst sich in die Gruppe der ribosomalen Proteine einordnen. Um
die identifizierten Interaktionen mit CTSX zu verifizieren, wurden Co-Immunoprézipitations-
und Ko-Lokalisationsstudien in Karzinomzelllinien (N87 und HepG2) und im
Magenkarzinomgewebe durchgefiihrt. Flr beide Proteine konnte eine Interaktion mit CTSX
bestatigt werden. Immunfluoreszenzchemische Analysen fir LGALS2 und RPLPO wiesen
eine Ko-Lokalisation mit CTSX im Zytoplasma von Entzlindungs- bzw. Epithelzellen nach.
Funktionelle Analysen der Interaktion wurden in CTSX-defizienten humanen Karzinomzellen
getestet und anschlielend immunhistochemisch untersucht. Eine CTSX-Abnahme ging mit
einer signifikant erhdhten LGALS2-Expression einher, die eine inverse Regulation zwischen
CTSX und LGALS2 beschreibt. Die Expression von RPLPO zeigte sich dahingehend
unabhdngig vom CTSX Knockdown. Immunhistochemische Analysen wiesen eine
Kerntranslokation von RPLPO und CTSX nach 48 h siRNA-Behandlung nach, das wiederum
fir LGALS2 nicht zutraf.

Da ribosomale Proteine nicht nur an der Proteinsynthese, sondern auch an anderen Prozessen,
wie der DNA-Reparatur, der Zellentwicklung und dem Zellzyklus beteiligt sind, wurde das
Verhalten von RPLPO nach einem RPLPO Knockdown im Zellzyklus naher untersucht. Nach
48 h siRNA-Behandlung, basierend auf einem Anstieg der Proteinexpression von p21 und
p53 und einer Abnahme von CDKZ2, konnte ein G1-Arrest nachgewiesen werden. RPLPO
fordert somit die Proliferation innerhalb der Magenkarzinomzelllinie N87. Fir den sich
anschliefenden CTSX Knockdown wurde ebenfalls ein leichter G1-Arrest gezeigt, der
einherging mit einer verstarkten Apoptose und der Abnahme bzw. dem teilweisen Verlust der
Expression von p21, p53 und CDK2. CTSX wirkt demnach anti-apoptotisch auf
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Magenkarzinomzellen. Dieser Effekt potenziert sich in der Kombination beider Molekiile,
wobei CTSX fiir die ablaufenden molekularen Mechanismen ausschlaggebend ist.

Die Interaktion von CTSX und RPLPO resultiert in einer Dysregulation von apoptotischen
Signalwegen und koénnte somit einen integralen Bestandteil der Tumorprogression im

Magenkarzinom darstellen.
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Abstract

Cathepsin X (CTSX, also cathepsin Z/P) is a cysteine proteinase that still plays an unknown
role in tumor formation. CTSX can link to heparan sulphate proteoglycan and integrins,
indicating possible functions in cellular adhesion, phagocytosis and immune response.
Previous studies have established an association of a Helicobacter pylori infection with the
huge upregulation of CTSX and the development of gastric carcinoma.

Using the Yeast Two-Hybrid system, new interaction partners of CTSX have been discovered
in the gastric carcinoma. To further characterization the interaction with CTSX, two proteins
are chosen at least from this system. Human Galectin-2 (LGALS?2) is a soluble carbohydrate
(lectin) binding protein. The second interaction partner RPLPO can be classified into the
group of ribosomal proteins. To verify the identified interactions with CTSX,
immunoprecipitation and colocalization were carried out in cell lines N87 and HepG2 and
tissue of gastric carcinoma. The study confirms an interaction with CTSX for both proteins.
An immunofluorescent analysis of LGAL2 and RPLPO verified a colocalization with CTSX
in the cytoplasm of inflammatory and epithelial cells.

Functional analyses of the interaction were used in CTSX-deficient human carcinoma cells,
and were immunohistochemically examined afterwards. A decrease in CTSX was associated
with a significantly increased LGAL2 expression, characterizing an inverse regulation
between CTSX and LGALS2. Consequently, the RPLPO expression is independent of the
CTSX knockdown. Immunohistochemical analyses demonstrated a nuclear translocation of
RPLPO and CTSX after 48 h siRNA treatment which, in turn, did not apply to LGALS2.

Since ribosomal proteins are involved in protein synthesis and other processes, such as DNA
repair, cell development and cell cycle, we examined in detail the behavior of RPLPO after its
knockdown in the cell cycle. After 48 h, siRNA treatments revealed GO/G1 arrest, possibly
based on an increase in the protein expression of p21 and p53, and a decrease in CDK2.
Therefore, RPLPO promotes the proliferation within the gastric carcinoma cell line N87. In
the subsequent CTSX knockdown, a moderate GO/G1 arrest was also shown to be associated
with enhanced apoptosis and a decrease or partial loss of the expression of p21, p53 and
CDK2. CTSX thus has an anti-apoptotic effect on gastric carcinoma cells. Combining both
molecules, this effect clearly shows that CTSX is decisive for the ongoing molecular
mechanisms. The interaction of CSTX and RPLPO results in a dysregulation of apoptotic
signaling pathways and could, therefore, become an integral part in the tumor progression of

gastric carcinoma.
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7 Anhang

7.1 Plasmidkarten

7.1.1 pGADT7-Rec Plasmid fur den Aufbau der cONA-Bibliothek

Hind 1]
(1480]

ff . SVA0 NLS
| Amp
| GAL4 AD
| | pGADTI-Rec »_
i
' 8.0 kb
- T / _—_ SMART Ill Sequence
puc ADHI o
ori Sma 20
— CDS lll Sequence
I
e Hind Il
. |2351)
= HA epitope tag
SMART ™ terminus
165R 2.4 -
. MATCHMAKER5 AD LD-Insert Screening Amplimer caw B3 T7 Sequencing Primer
> !mannnﬂomm‘_ T7 Promoter

CTATTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AMAGAG ATCTTT AAT ACG ACT

1815

| —— START HA Epitope Tag

Ll

CAC TAT AGG GCG AGC GCC GCC ATG GAG TAC CCA TAC GAC GTA CCA GAT TAC GCT

g
158 SMART Il Primer

EAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAA TTC CAC CCA AGC AGT GGT ATC AAC GCA GAG TGG

2026

CCATTATGG CCC

CDS Il terminus

. CDS Il Primer

GGG AAA AMA CATGTC GGC CGC CTC GGC CTC TAG AGG GTG GGC ATC GAT ACG GGATCC

05 STOP

—

3 - e —
ATC GAG CTC GAG CTG CAG ATG AAT CGT AGA TAC TGA AAAACCCCGCAAGTTCACTTC
MATCHMAKER 3° AD LD-Insert Screening Amplimer

]

1
AACTGTGCATCGTGCACCATCT

3' AD Sequencing Primer

Abbildung 42: Restriktionskarte und Klonierungsstellen von pGADT7-Rec.
(Make Your Own ,, Mate & Plate™ “ Library System User Manual, Clontech).
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7.1.2 Kontrollplasmide flr den Yeast Two-Hybrid Assay

bp 371
MCS (aa 72)
Hid Il /7 Ndel
Hird I v Neol
584 n-rl Papm / Shil
GAL4 / EcoR | Murine p53 insert
DNA-BD / /7 Smal
TRP1 / V' Xmal
! \ stop codon
f T17 % ADH1 L_r_l___\\. "-\ g::;THI ™~ ~ bp 1328 (a.a. 390)
l pGBKT7-53 | \Pstt
'u.\ 8.3 kb puc /|  (1606] bp 1345
\ o/
' 2u /
on
\ Kan" %/
-.._|__—__-'_-
L N A = c-Myc epitope tag

Abbildung 43: Plasmidkarte vom pGBKT7-p53 DNA-BD Kontrollplasmid.
pGBKT7-p53 ist ein positives Kontrollplasmid, das fur die Fusion von der Gal4-
DNA-BD (a.a. 1-147) mit dem murinen p53 Insert codiert. (Matchmaker™ Gold
Yeast Two-Hybrid System User Manual, Clontech).

2 ! aa a7
aori fj,f
/7 /
SV40 NLS / SV40 large T-antigen
' | *"‘"“’ GALA AD /
pGADT7-T /
1 7 10.0 kb /
l‘x pliC TADH? _---qﬁcsf’f
ori LEUz / ‘-\ - a.a. 708

m HA epitope tag

Abbildung 44: Plasmidkarte vom pGADT7-T AD Kontrollplasmid.
pPGADTY ist ein positives Kontrollplasmid, das fur die Fusion von der
Gal4-AD (a.a. 768-881) mit dem SV40 large T-antigen Insert codiert.
(Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual,
Clontech).
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7.1.3 pGBKT7 Plasmid fir die Klonierung mit CTSX im Two-Hybrid Assay

Hindll! CatX = 822 bp

(738)

Hindlll

(6544) fl

ori

PADHI

T

pG BKT7 T7 & ADHI
1.3 kb
puc

(8,122 kb) ofi

A c-Myc epitope tag

Abbildung 45: Plasmidkarte vom pGBKT7 DNA-BD Fusionsplasmid.
(Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual, Clontech).

7.1.4 Plasmidkarten fur die chemilumineszente Co-IP

PCM'\I’ IE

pUC ori

AcGFP1

PACGFP1-C

4722 bp MCS

SV40
oly A*
Kan'/Neo" Pew

f1 ori

SV40 ori

Abbildung 46: Plasmidkarte fuir den Klonierungsvektor pAcGFP1-C.

(Matchmaker™ Chemiluminescent Co-IP System User Manual, Clontech).
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ProLabel

MCS

SV40

pProLabel-C poly A*

4161 bp

HSV TK
poly A*

1 ori

Kan/Neo' .
SV40 ori

Psil Kpnl Smal
781 CAA GCT TCG AAT TCT GCA GIC GAC GGT ACC GCG_GGC CCG GGA TCC ACC GG
Hindlll EcoRl Sall Apal BamHI

Abbildung 47: Plasmidkarte fur den Klonierungsvektor pProLabel-C.
(Matchmaker™ Chemiluminescent Co-IP System User Manual, Clontech).

7.2 Konstruktion des DNA-BD/bait-Fusionsproteins

7.2.1 Sequenzen und Referenzen der Klone 4 und 5

Klon 4 Sequenzierung mit T7 forward
Referenz in NCBI-NM 001336

CACCNCTNTGGNGGACAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGG
AGGCCGAATTC'ACAGACCTGCTACCGGCCTCTGC’GGGGGGACGGGCTGGCTCCG
CTGGGGCGCAGCACATACCCCCGGCCTCATGAGTACCTGTCCCCAGCGGATCTGC
CCAAGAGCTGGGACTGGCGCAATGTGGATGGTGTCAACTATGCCAGCATCACCCG
GAACCAGCACATCCCCCAATACTGCGGCTCCTGCTGGGCCCACGCCAGCACCAGC
GCTATGGCGGATCGGATCAACATCAAGAGGAAGGGAGCGTGGCCCTCCACCCTC
CTGTCCGTGCAGAACGTCATCGACTGCGGTAACGCTGGCTCCTGTGAAGGGGGTA
ATGACCTGTCCGTGTGGGACTACGCCCACCAGCACGGCATCCCTGACGAGACCTG
CAACAACTACCAGGCCAAGGACCAGGAGTGTGACAAGTTTAACCAATGTGGGAC
ATGCAATGAATTCAAAGAGTGCCACGCCATCCGGAACTACACCCTCTGGAGAGT
GGGAAACTACNGCTCCCCCTCTGGGAGGGAGAAATATGGAGAAATCTCCCAATG
GTCCATCACTGTGGAATATGGCACAGAAAACTGGTAATACNCCGAGGATNNTGC
CAAACNAGAACNATATTAACATGTCNTTCCTGGTTGGTNGGGATNNNATGGATGA
TCTGATGCCGATTATGGGNAACTGGCANAAGCTGTTGNNTNCCCCTTAGGGGAGG
CCCAACTTCNCGGAATNATTGN

! Schnittstelle, zwischen pGBKT7 und Cathepsin X > CatX wurde in frame richtig kloniert

2 Gelb: T7 forward Primer , der zum Teil aus pGBKT7 und CatX Sequenzen besteht

® Teil des Klon 4 der mit Originalsequenz von CatX iibereinstimmt (bis zum ca. 690 bp), danach treten Fehler
auf
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Klon 5 Sequenzierung mit T7 forward
Referenz in NCBI-NM_001336

GCCACCCCTCTGGAGGACAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCAT
GGAGGCCGAATTCACAGACCTGCTACCGGCCTCTGCGGGGGGACGGGLCTGGCTC
CGCTGGGGCGCAGCCATACCCCCGGCCTCATGAGTACCTGTCCCCAGCGGATCT
GCCCAAGAGCTGGGACBEGGCGCAATGTGGATGGTGTCAACTATGCCAGCATCAC
CCGGAACCBEGCACATCCCCCAATACTGCGGCTCCTGCTGGGCCCACGCCAGCAC
CAGCGCTATGGCGGATCGGATCAACATCAAGAGGAAGGGAGCGTGGCCCTCCAC
CCTCCTGTCCGTGCAGAACGTCATCGACTGCGGTAACGCTGGCTCCTGTGAAGGG
GGTAATGACCTGTCCGTGTGGGACTACGCCCACCAGCACGGCATCCCTGACGAGA
CCTGCAACAACTACCAGGCCAAGGACCAGGAGTGTGACAAGTTTAACCAATGTG
GGACATGCAATGAATT'CAAAGAGTGCACGCCTCCGGAACTACACCTTCTGGAGA
GTGGGAAAATACNGCTCCCTCTCTGGGAGGAAAAGATATGGCANAATTACNCAA
TGGTCCCTCACTGCGGATATGGAACGAAAACTGGTAACNCCCCGAGGATTNTCCC
AAACCAGANCCNATTTAACATGTCTTTCTGGTGGTGGGCNCATATGGACGANNTG
GTGNCGATTTGGNGACCNGGGAGNAGNGGTNGTCGCCCCCNAAGNGAGGCNAAN
CTCTCGANT

Rot: Primer (Anfange von CatX)
Rote Kastchen : Fehler, Basenaustausche
Blau: Base dazu geschrieben, welche der Sequenzer nicht erkannt hat

Klon 4 Sequenzierung mit 3’ DNA-BD Sequencing Primer (reverse)
Referenz in NCBI-NM_001336

ATTTAAAATTTGTTACCTTATTTTTTTTATAACTTATTTAATAATAAAAATCATAA
ATCATAAGAAATTCGCCCGGAATTAGCTTGGCTGCAAGCGCGCAAAAAACCCCTC
AAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTC
GACGGATCCTTAAACGATGGGGTCCCCAAATGTPACAGTGCTCCTCGATGGCAAG

GTTGTATCTGGCGCCCTTCCCATCCTTATAGGTGCTGGTCACGATCCTCAGCCAGC
CTCTCTCGCCCCATGGTTCACCCCATGAATTCCGGACAATCCAGTACTCAGTCCCA
TCACTGATGCCCCACCCAGCCACBEGAAACGACATGGTTTATATATGTGGTGTCCT
GGTATTCGGCATAGATGCCTCCGGTGTAGTTAGCCAGTCTTTCTGTTGCCATTATT

CCACAGCTGATGGGACCATTTGCGTAGATTTCTGCCATCATCTTCTCCCTCCCAGA
GHAGGGAGCCGTAGTCTCCCACIECT  CCAGA“GGGTGTAGTTCCGGATGGCGTGG

* Fehlerhafte Base

> Fehlerhafte Base

® Fehlerhafte Base

" Teil des Klon 5 der mit der Originalsequenz von CatX iibereinstimmt (bei ca. 660 bp)

8 CatX rerverse Primer

% A urspriinglich wurde durch G ersetzt; Substituion > Transition weil eine Purinbase durch eine andere

Purinbase ersetzt wurde

10T ist zu viel - Insertion

1 Anschluss der Sequenzierung mit T7 forward (die mit GGT weitergeht), nach der 12 fangt das Ende vom T7
forward (Klon 4) an
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CACTCTTTGAATTATTGNATGTCCAATTGGTNAACTTGTCCACTCTGGGTCTTGNC
TGGANTTGTTGANGTCTCGTANGGATGCCTGTGTGGCGTATCCNACGGNGGTNTN
CCCTTAAAGANCANGTCCNATCATACTTTGACGACGAGGGGGGCNCTCTTNTTNT
TNN

Klon 5 Sequenzierung mit 3’ DNA-BD Sequencing Primer (reverse)
Referenz in NCBI-NM_001336

NATTTAAAATTTGTATACACTTATTTTTTTTATAACTTATTTAATAATAAAAATCA
TAAATCATAAGAAATTCGCCCGGAATTAGCTTGGCTGCAAGCGCGCAAAAAACC
CCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCA
GGTCGACGGATCCTTAAACGATGGGGTCCCCAAATGTACAGTGCTCCTCGATGG
CAAGGTTGTATCTGGCGCCCTTCCCATCCTTATAGGTGCTGGTCACGATCCTCAGC
CAGCCTCTCTCGCCCCATGGTTCACCCCATGAATTCCGGACAATCCAGTACTCAGT
CCCATCACTGATGCCCCACCCAGCCACEBEGAAACGACATGGTTTATATATGTGGT
GTCCTGGTATTCGGCATAGATGCCTCCGGTGTAGTTAGCCAGTCTTTCTGTTGCCA
TTATTCCEBECAGCTGATGGGACCATTTGCGTAGATTTCTGCCATCATCTTCTCCCT
CCCAGAGAGGGAGCCGTAGTCTCCCACIRECTCCAGA ' GGGTGTAGTTCCGGATGG
CGTGGCACTCTTTGAATTATTGATGTCCACATTGGTTAACTTGTACACTCTGGGTC
TTGGCTGGAGTTGTTGANGTCTCGTAGGATGCCTGTGGTGGCGTATCCAACGANG
GTNTTACCCTTAAGGACCAGGTNCCCATCATACTTTTACGAAGANGTGNGGCCCT
CTTCNTTGTTTTCCTCCN

Cathepsin X Sequenz (Klon 4 zusammengesetzt)
Referenz in NCBI-AF_136273

AAAGTGCGGGGTCGGCCGGGTGCTGGGCCGAGGCCGAGGCCGGGGCGGGATCCA
GAGCGGGAGCCGGCGCGGGATCTGGGACTCGGAGCGGGATCCGGAGCGGGACCC
AGGAGCCGGCGCGGGGCCHMBGCGAGGCGCGGGCCAGGGTGGCGGCCGCTTCTG
CTGCTCGTGCTGCTGGCGGGCGCGGCGCAGGGCGGCCTCTACTTCCGCCGGGGAC
AGACCTGCTACCGGCCTCTGC®*GGGGGGACGGGCTGGCTCCGCTGGGGCGCAGC
ACATACCCCCGGCCTCATGAGTACCTGTCCCCAGCGGATCTGCCCAAGAGCTGGG
ACTGGCGCAATGTGGATGGTGTCAACTATGCCAGCATCACCCGGAACCAGCACAT
CCCCCAATACTGCGGCTCCTGCTGGGCCCACGCCAGCACCAGCGCTATGGCGGAT
CGGATCAACATCAAGAGGAAGGGAGCGTGGCCCTCCACCCTCCTGTCCGTGCAG
AACGTCATCGACTGCGGTAACGCTGGCTCCTGTGAAGGGGGTAATGACCTGTCCG
TGTGGGACTACGCCCACCAGCACGGCATCCCTGACGAGACCTGCAACAACTACCA

2 TCTGG Ende der Sequenzierung mit T7 forward Primer

13 CatX reverse Primer

4 A urspriinglich wurde durch G ersetzt; Substituion - Transition, weil eine Purinbase durch eine andere
Purinbase ersetzt wurde

15 A urspriinglich wurde durch G ersetzt; Substituion > Transition, weil eine Purinbase durch eine andere
Purinbase ersetzt wurde

16T ist zu viel - Insertion

Y TCTGG Ende der Sequenzierung mit T7 forward Primer

18 Eorward Primer CatX
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GGCCAAGGACCAGGAGTGTGACAAGTTTAACCAATGTGGGACATGCAATGAATT
CAAAGAGTGCCACGCCATCCGGAACTACACCCTCTGGY*AGAZGTGGGAGACTA
CGGCTCCCT?’CTCTGGGAGGGAGAAGATGATGGCAGAAATCTACGCAAATGGTC
CCATCAGCTGTGGAATAATGGCAACAGAAAGACTGGCTAACTACACCGGAGGCA
TCTATGCCGAATACCAGGACACCACATATATAAACCATGTCGTTTCTAGTGGCTG
GGTGGGGCATCAGTGATGGGACTGAGTACTGGATTGTCCGGAATTCATGGGGTGA
ACCATGGGGCGAGAGAGGCTGGCTGAGGATCGTGACCAGCACCTATAAGGATGG
GAAGGGCGCCAGATACAACCTTGCCATCGAGGAGCACTGTACATTTGGGGACCC
CATCGTTTAA*GGCCATGTCACTAGAAGCGCAGTTTAAGAAAAGGCATGGTGACC
CATGACCAGAGGGGATCCTATGGTTATGTGTGCCAGGCTGGCTGGCAGGAACTGG
GGTGGCTATCAATATTGGATGGCGAGGACAGCGTGGCACTGGCTGCGAGTGTTCC
TGAGAGTTGAAAGTGGGATGACTTATGACACTTGCACAGCATGGCTCTGCCTCAC
AATGATGCAGTCAGCCACCTGGGAAGAAGTGACCTGCGACACAGGAAACGATGG
GACCTCAGTCTTCTTCAGCAGAGGACTTGATATTTTGTATTTGGCAACTGTGGGCA
ATAATATGGCATTTAAGAGGTGAAAGAGTTCAGACTTATCACCATTCTTATGTCA
CTTTAGAATCAAGGGTGGGGGAGGGAGGGAGGGAGTTGGCAGTTTCAAATCGCC

CAAGTGATGAATAAAGTATCTGGCTCTGCACGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Sequenz Abgleich mit AF136273

Korrekter Teil des Klon 4, der in frame in pGBKT7 sequenziert wurde.

Cathepsin X Sequenz

1 aaagtgcggg gtcggccggg tgctgggccg aggccgaggc cggggcggga tccagagcgg
61 gagccggcgce gggatctggg actcggagcg ggatccggag cgggacccag gagccggcgc
121 ggggccatgg cgaggcgcgg gccagggtgg cggccgcttc tgctgctcgt gctgctggceg
181 ggcgcggcgc agggcggcct ctacttccgce cggggacaga cctgcectacecg gectcectgegg
241 ggggacgggc tggctccgct ggggcgcagc acataccccc ggcctcatga gtacctgtcce
301 ccagcggatc tgcccaagag ctgggactgg cgcaatgtgg atggtgtcaa ctatgccagce
361 atcacccgga accagcacat cccccaatac tgcggctcct gctgggccca cgccagcacce
421 agcgctatgg cggatcggat caacatcaag aggaagggag cgtggccctc caccctcctg
481 tccgtgcaga acgtcatcga ctgcggtaac gctggctcct gtgaaggggg taatgacctg
541 +tccgtgtggg actacgccca ccagcacggc atccctgacg agacctgcaa caactaccag
601 gccaaggacc aggagtgtga caagtttaac caatgtggga catgcaatga attcaaagag
661 tgccacgcca tccggaacta caccctctgg agggtgggag actacggctc cctctctggg
721 agggagaaga tgatggcaga aatctacgca aatggtccca tcagctgtgg aataatggca
781 acagaaagac tggctaacta caccggaggc atctatgccg aataccagga caccacatat
841 ataaaccatg tcgtttclgt ggctgggtgg ggcatcagtg atgggactga gtactggatt
901 gtccggaatt catggggtga accatggggc gagagaggct ggctgaggat cgtgaccagc
961 acctataagg atgggaaggg cgccagatac aaccttgcca tcgaggagca ctgtacattt
1021 ggggacccca tcgtttaagg ccatgtcact agaagcgcag tttaagaaaa ggcatggtga
1081 cccatgacca gaggggatcc tatggttatg tgtgccaggc tggctggcag gaactggggt
1141 ggctatcaat attggatggc gaggacagcg tggcactggc tgcgagtgtt cctgagagtt
1201 gaaagtggga tgacttatga cacttgcaca gcatggctct gcctcacaat gatgcagtca

19 Korrekter Teil des Klon 4 der in frame in pGBKT7 sequenziert wurde

20 Schnittstelle fiir Sequenzierung mit 3°’DNA-BD sequencing primer
2! Insertion, ein A (T reverese) zu viel
22 ursriinglich T (A reverse)- Sequenzierfehler? Laut Sequenzer G, trotzdem minimaler peak zu sehen
2 Substituion = Transition, da A reverse (T) durch G ersetzt wurde

24 Reverse Primer CatX
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1261
1321
1381
1441
1501

22 Substitution, aus A wurde G; Base 851 befindet sich in der STS-Region (761-913), Proprotein von Base 196-

1035

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gccacctggt
cagaggactt
aaagagttca
ggagggagtt
aaaaaaaaaa

ggggtcggcec
agccggcegceg
gggccatggc
gcgcggcgca
gggacgggct
cagcggatct
tcacccggaa
gcgctatggce
ccgtgcagaa
ccgtgtggga
ccaaggacca
gccacgccat
gggagaagat
cagaaagact
taaaccatgt
tccggaattce
cctataagga
gggaccccat
ccatgaccag
gctatcaata
aaagtgggat
ccacctggtg
agaggacttg
aagagttcag
gagggagttg

gaagaagtga
gatattttgt
gacttatcac
ggcagtttca
aaaaaaa

gggtgctagg
ggatctggga
gaggcgcggg
gggcggcectce
ggctccgcetg
gcccaagagce
ccagcacatc
ggatcggatc
cgtcatcgac
ctacgcccac
ggagtgtgac
ccggaactac
gatggcagaa
ggctaactac
cgtttccgtg
atggggtgaa

tgggaagggc
cgtttaaggc

aggggatcct
ttggatggcg
gacttatgac
aagaagtgac
atattttgta
acttatcacc
gcagtttcaa

cctgcgacac
atttggcaac
cattcttatg
aatcgcccaa

ccggggccga
ctcggagcgg
ccagggtggce
tacttccgcecce
gggcgcagca
tgggactggce
ccccaatact
aacatcaaga
tgcggtaacg
cagcacggca
aagtttaacc
accctctgga
atctacgcaa
accggaggca
gctgggtggg

ccatggggcg
gccagataca

catgtcacta
atggttatgt
aggacagcgt
acttgcacag
ctgcaacaca
tttggcaact
attcttatgt
atcgcccaac

aggaaacgat
tgtgggcaat
tcactttaga
gtgatgaata

ggccgaggcec
gatccggagc
ggccgcettet
ggggacagac
catacccccg
gcaatgtgga
gcggctcctg
ggaagggagc
ctggctcctg
tccctgacga
aatgtgggac
gagtgggaga
atggtcccat
tctatgccga
gcatcagtga
agagaggctg
accttgccat
gaagcgcagt
gtgccaggct
ggtactggct
catggctctg
ggaaacgatg
gtgggcaata
cactttagaa
tgataaataa

gggacctcag
aatatggcat
atcaagggtg
aagtatctgg

ggggcgggat
gggacccagg
gctgctcgtg
ctgctaccgg
gcctcatgag
tggtgtcaac
ctgggcccac
gtggccctcce
tgaagggggt
gacctgcaac
atgcaatgaa
ctacggctcc
cagctgtgga
ataccaggac
tgggactgag
gctgaggatc
cgaggagcac
ttaagaaaag
ggctggcagg
gcgagtgttc
cctcacaatg
ggacctcagt
atatggcatt

tcaagggtgg
agtatctggc

tcttcttcag
ttaagaggtg
ggg9gagggag
ctctgcacga

ccagagcggg
agccggcgceg
ctgctggcgg
cctctgcggg
tacctgtccc
tatgccagca
gccagcacca
accctcctgt
aatgacctgt
aactaccagg
ttcaaagagt
ctctctggga
ataatggcaa
accacatata
tactggattg
gtgaccagca
tgtacatttg
gcatggtgac
aactggggtg
ctgagagttg
atgcagtcag
cttcttcagc
taagaggtga
gggagggagg
tctgcacgag
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7.3 Sequenzen des AD Library Screening

Klon 14 - Mucin6é (MUCS6)

Referenz in NCBI-NM_005961.2

Klon 14

NCGCNCCCTGGAGACCCATACGACGTACCAGATACGCTCATATG®GCCATGGAG
GCNAGTGAATTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATEBBEEG
GG EEBEAERICACCCCTGCTTCTGCCCCGGTATCTTCTCTCGGGACACCTACGCCC
ACCTCACCCGGGGTCTGCAGTGTGCGGGAGCAGCAGGAGGAGATCACGTTCAAG
GGGTGCATGGCGAACGTGACGGTGACCCGCTGTGAGGGCGCCTGCATTTCCGCTG
CCAGCTT®CAACATCATCACCCAGCAGGTGGATGCCCGCTGCAGCTGCTGCCGCC
CCCTCCACTCCTATGAGCAGCAGCTGGAGCTGCCCTGCCCCGATCCCAGCACGCC
TGGCCGGCGGCTCGTACTCACCCTGCAGGTGTTCAGCCACTGCGTGTGCAGCTCT
GTGGCCTGTGGAGACTAGCAGGGTCGCTGCCTGCTCTCCTGGGGCTGAAGGACTG
CAGATGACAGACAGGAAACACCACCAGCCCCTTCCCCTTGTGCCACACTGCTTTC
TGGTACAGGCTGGCCCCAAGTGCCTGGGCCGTGCTCCTGGGGCACGGTTGGAAGG
GCTGCCAAGCHBEBEBTTANCTACACATCTGCAACCTGACACCAAAGGATTNGGGG
NAGNGTACGGCCCCGCNCGGNAAAAAGAANCCATCGGGGNANGGGGCNGGNGG
ACCCCCTCNCGAAGCCCNCCCCCCCTTTNNGGGCCGA

7029-7549 bp - 96 % Ubereinstimmung
Gesamt 520 bp

Klon 33 - Galectin-2 (LGALS?2)

Referenz in NCBI-NM_006498.2

Klon 33

NCNCGCCTGGNATCCCATACGACGTACCAGATACGCTCATATG*®GCCTGGAGGCC
AGTGAATTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATEBEEEGGG™
CAACGGGAAGATCACCTGTGCTTCAGCCCAGGGTCAGAGGTCAAGTT
CACAGTGACCTTTGAGAGTGACAAATTCAAGGTGAAGCTGCCAGATGGGCACGA
GCTGACTTTTCCCAACAGGCTGGGTCACAGCCACCTGAGCTACCTGAGCGTAAGG

2 In vitro Start site of pGADT7-Rec

2 Ende des Smart 3 Primers
die unterstrichenen Nucleotide zeigen die homologe Rekombinations site zwischen pGADT7-Rec und den
SMART Il1 oligos der cDNA

27 Anfang und Ende der Sequenzen in Rot dargestellt

%8 Sequenzanfang gehort auch zu Mucin 6

2 In vitro Start site of pPGADT7-Rec

%0 Ende des Smart 3 Primers
die unterstrichenen Nucleotide zeigen die homologe Rekombinations site zwischen pGADT7-Rec und den
SMART Il oligos der cDNA
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GGCGGGTTCAACATGTCCTCTTTCAAGTTAAAAGAATAAAAGACTTCCNGCNNAN
AAAAAAAAAAAAAAAAAABIBIBNCCTGTCGGCCGCCTCGGCCTCTAGAGGGTGGG
CATCGATACGGGATCCATCGAGCTCGAGCTGCAGATGAATCGTAGATACTGAAA
AACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTNATTTCTTTATTATC
ATCGTTTTGCCTTCTTTATGNACTATCTCCTCTAAGTTCAATCTTGGCATGTACCTC
TGTCTATGAATTTTAATGACTGAATAAGCCATCTTTTTTGGCCTAATCTTATGAAA
ATNTACAGGCTATTANACTTGGCTNTTNCAGGGTGGNANNTCAAAGGTGGGGTTT
TCCTGCNAATTNAAAGGAAGGNACTGGGACCTTGCCTTAACGTTTTNTTNTTTTA
AAANAAAAGNAATTAGGTGTAAAATTTTATTTTGGGGTTAAGGCTTCCCCCNCCA
AATTTNTNAAAAAAAAACTCN

Klon 44 - RPLPO

Referenz in NCBI-NM_001002.3

Klon 44

CGGCNCGCCTGGNGTCCCATACGACGTACCAGATTCGCTCATATG*GCCTGGAGG
CCAGTGAATTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGHCCGG
BR@AIEIIGC TGGCCAATAAGGTGCCAGCTGCTGCCCGTGCTGGTGCCATTGCCC
CATGTGAAGTCACTGTGCCAGCCCAGAACACTGGTCTCGGGCCCGAGAAGACCTC
CTTTTTCCAGGCTTTAGGTATCACCACTAAAATCTCCAGGGGCACCATTGAAATCC
TGAGTGATGTGCAGCTGATCAAGACTGGAGACAAAGTGGGAGCCAGCGAAGCCA
CGCTGCTGAACATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCCTTTGGGCTGGTCATCCAGCAG
GTGTTCGACAATGGCAGCATCTACAACCCTGAAGTGCTTGATATCACAGAGGAAA
CTCTGCATTCTCGCTTCTGGAGGGTGTCCCAATGTTGCCAGTGTCTGTCTGCAAAT
TGGTACCCACTGTGGATTAGTCCCCATTTTATNTNAAGGGACNAACAATCTGGCC
TTGTTTGGGGACCGATAAACTTCCCCTTGTGAAAAGGNAGGCCTTIRIBENGGNCA
CCGCTT

31 In vitro Start site of pGADT7-Rec

%2 Ende des Smart 3 Primers
die unterstrichenen Nukleotide zeigen die homologe Rekombinations site zwischen pPGADT7-Rec und den
SMART Il oligos der cDNA
In rot werden hier aber Mutationen angezeit = urspriinglich: GGCC GGG
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