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1. Einleitung

Gliick, Traurigkeit, Euphorie, Frustration, Wut, Angst oder Verzweiflung priagen
wesentlich das Leben jedes Menschen. Die individuellen Reaktionsweisen auf verschiedene
Situationen formen unseren Charakter. Die unterschiedlichsten emotionalen Antworten auf
duBere EinfliiBe werden durch besondere Schaltkreise im Gehirn gesteuert. Dies wird
besonders an psychogenen Substanzen deutlich, die ein weites Spektrum von
Medikamenten bis hin zu Rauschmitteln abdecken und Emotionen oder
Sinneswahrnehmungen zu manipulieren vermdgen. Denn die Wirkorte dieser oft als
Psychopharmaka eingesetzten Substanzen sind die grundlegenden Bausteine dieser
Schaltkreise, die Nervenzellen (Neurone). Visuelle oder sensorische Reize werden aus der
Umwelt durch das periphere Nervensystem (PNS) aufgenommen und an das zentrale
Nervensystem (ZNS), das aus Riickenmark und Gehirn besteht, weitergeleitet. Im Gehirn
werden diese Reize koordiniert und in Form einfacher motorischer oder unterschiedlicher
kognitiver bzw. motivational gepriagter Verhaltensweisen wiedergegeben. Die Integration
der Reize in komplexe Verhaltensweisen garantiert ein komplexes Netzwerk aus 100
Milliarden Neuronen im ZNS. In diesem Netzwerk sind die einzelnen Neurone zu
funktionellen Gruppen angeordnet und prdzise untereinander und mit Sinnes- und
Erfolgsorganen verkniipft. Die Fiahigkeit unseres Nervensystems vielschichtige
Verhaltensreaktionen zu steuern, liegt in der Prazision und Effizienz der Verkniipfungen

der Neurone, nicht aber in der Vielzahl verschiedener neuronaler Zelltypen, begriindet.

Generell ist das Nervensystem aus nur zwei Zelltypen aufgebaut: der Glia und den
Neuronen. Die Gliazellen kommen im ZNS 10 - 50 mal hdufiger vor als Neurone und
werden in mehrere Untergruppen verschiedener Struktur und Funktion unterteilt. Neben
einigen weiteren, bisher nicht vollkommen geklérten Funktionen nehmen sie hauptsédchlich
Néahr- und Stiitzfunktionen wahr. Dagegen weisen alle Neurone, obwohl sie anatomisch
recht unterschiedlich aussehen konnen, einen grundsitzlich dhnlichen Bauplan auf. So ist
der Aufbau der Neurone durch einen besonderen Zellkérper (Perikaryon) und Fortséitze
(Axone und Dendriten) charakterisiert, mit deren Hilfe Kontakte zu Nachbarzellen

aufgenommen werden. Das Axon als verlangerter Hauptfortsatz mit einer Linge von 0.1



mm - 2 m, endet in einer Verdickung, der pridsynaptischen Endigung, die wiederum
Kontakte mit Perikaryen oder Dendriten anderer Nervenzellen oder verschiedenen
Erfolgsorganen, wie z. B. Muskel- oder Sinneszellen, knlipft. Diese Verkniipfungsstellen
sind die Synapsen, Orte der Zellkommunikation zwischen Neuronen oder Neuronen und

ihren Effektorzellen.

Die Informationen, die von den Neuronen verarbeitet und iibermittelt werden, treten im
Nervensystem einheitlich in Form elektrischer Signale auf. Sie werden als sog.
"Aktionspotentiale" wellenformig am Axon entlang zur Synapse geleitet, um hier auf das
nachfolgende Neuron iibertragen zu werden. Je nach Ubertragungstyp unterscheidet man
zwei Typen von Synapsen, elektrische und chemische. Elektrische Synapsen leiten
Aktionspotentiale liber "gap junctions" (Nexen) direkt von einer Zelle auf die andere {iiber.
Die Reizleitung dieser Synapsen ist ungerichtet, d. h. zwei gekoppelte Zellen konnen sich
gegenseitig erregen. Die elektrischen Ubertragungen an diesen Synapsen sind schneller als
die an den bisher bekannten chemischen Synapsen. Letztere sind durch einen komplexeren
Aufbau gekennzeichnet, der sich in die prasynaptische Endigung, den synaptischen Spalt

und die postsynaptische Membranspezialisierung gliedert (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Aufbau und Funktion einer chemischen Synapse. Beispielhaft wurde eine serotonerge
Synapse dargestellt. Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) wird im Zytoplasma in zwei
Reaktionsschritten aus Tryptophan synthetisiert, welches durch spezifische Transportproteine in die
Zelle aufgenommen wird (1). Vesikuldre Transportproteine nehmen den Neurotransmitter in die
synaptischen Vesikel auf (2). Eine Depolarisation (3) der prasynaptischen Membran bewirkt einen
Ca’"-Einstrom iiber spannungsabhingige Ionenkanile (4), was zur Fusion der synaptischen Vesikel
mit der priasynaptischen Membran und damit zur Exozytose des Neurotransmitters fiihrt (5). Die
Transmitter diffundieren an die postsynaptische Membran und aktivieren dort ionotrope (z. B. 5-
HT3-Rezeptoren) (6) oder metabotrope Rezeptoren (z. B. 5-HT1,2,4-7-Rezeptoren) (7), wodurch
eine postsynaptische Antwort erzielt wird. Durch Wiederaufnahme in die prasynaptische Endigung
iiber spezifische Transportproteine, z. B. den Serotonintransporter (SERT), werden die
Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt entfernt (8). Oft sind Neurotransmittertransporter
Wirkort fiir neuromodulatorische Substanzen, z B. fir Drogen oder Antidepressiva. Die
Transmittermolekiile werden erneut {iber vesikuldre Transportproteine in die synaptischen Vesikel
aufgenommen (9) und stehen wieder fiir eine Freisetzung zur Verfligung. Das zytoplasmatische 5-
HT kann auch durch die Monoaminoxidase (MAQO) zu Hydroxyindolacetat (HIAA) abgebaut
werden (10), welches anschlieBend in den Extrazelluldrraum transportiert wird (11).

Der synaptische Spalt ist mit extrazelluldrer Fliissigkeit gefiillt, die nur geringe elektrische
Leitfdhigkeit besitzt. Fiir die Weiterleitung der Erregung iiber den synaptischen Spalt
dienen daher spezielle chemische Botenstoffe, die Neurotransmitter. Die Neurotransmitter
liegen in synaptischen Vesikeln angereichert in der prasynaptischen Endigung vor. An
definierten Bereichen der prisynaptischen Membran, den sogenannten aktiven Zonen,
konnen diese Vesikel an definierte Membranproteine binden. Erreicht ein Nervensignal die

prisynaptische Endigung, bewirkt dies einen Einstrom von Ca’-lonen in die
3



prasynaptische Endigung durch spannungsabhingige Ca**-Kanile, die an der aktiven Zone
angereichtert sind. Die erhdhte intrazellulire Ca®’-Konzentration 13st eine Reihe von
Reaktionen aus, in deren Folge es zu einer Fusion von Vesikel- und Plasmamembran
kommt und damit zur exozytotischen Ausschiittung des Vesikelinhalts in den synaptischen
Spalt. Die dabei u. a. freigesetzten Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen
Spalt an die postsynaptische Membran, wo sie an spezifische Rezeptoren binden. Abhéngig
von der Art des Rezeptors wird das postsynaptische Neuron inhibiert oder aktiviert. Es
werden prinzipiell zwei Arten von postsynaptischen Rezeptoren unterschieden, ionotrope
und metabotrope Rezeptoren. Die Bindung eines Neurotransmitters an einen ionotropen
Rezeptor bewirkt dessen Konformationsdnderung zu einer Pore, wodurch ein kurzer
Ionenflufl durch die Membran erfolgt. Abhingig von der lonenselektivitit der Pore kann
die Postsynapse durch Bindung der Neurotransmitter Glycin oder [1-Aminobutyrat (GABA)
gehemmt (inhibitorische Synapse), oder aber durch Bindung von Glutamat bzw.

Acetylcholin (nACh) erregt (exzitatorische Synapse) werden. Inhibitorische Rezeptoren

wirken fiir Cl-Ionen selektiv und hyperpolarisieren damit die postsynaptische Membran.
Exzitatorische Rezeptoren wirken selektiv fiir Na'-Ionen und depolarisieren daher die

postsynaptische Membran.

Die metabotropen Rezeptoren sind an heterotrimere G-Proteine gekoppelt, welche die
Aktivierung der lonenkanéle indirekt {iber verschiedene Signaltransduktionswege erzielen.
Neurotransmitter, die an diese Rezeptoren binden, wie das Indolamin Serotonin oder die
Katecholamine Dopamin und Noradrenalin, bewirken {iber eine Enzymkaskade die
Aktivierung von Adenylat-Zyklase oder Phospholipase C, die wiederum ihrerseits Kinasen
aktivieren und so die Depolarisation der postsynaptischen Membran hervorrufen. Einige
Neurotransmitter, z. B. Serotonin, Acetylcholin, GABA oder Glutamat konnen beide

Rezeptorsysteme nutzen.

Zur Beendigung der Neurotransmission werden die Transmitter aus dem synaptischen Spalt
entfernt. Flir den Neurotransmitter Acetylcholin geschieht dies durch Spaltung in Acetat
und Cholin durch das Enzym Acetylcholinesterase. Cholin wird anschlieend iiber ein
hochaffines Transportsystem wieder in die Zelle aufgenommen (Okuda et al., 2000). Alle
anderen klassischen Transmitter werden durch plasmamembranstindige Transportproteine

direkt in die prisynaptische Endigung oder in umliegende Gliazellen aufgenommen
4



(Ubersichtsartikel Schloss et al., 1994; Nelson, 1998). In der Nervenendigung
konzentrieren vesikuldre Transportproteine die Transmittermolekiile wieder in synaptischen

Vesikeln, womit sie fiir eine erneute Freisetzung zur Verfiigung stehen (Ubersichtsartikel

Edwards, 1992; Henry et al., 1994; Schuldiner, 1996; Lester et al., 1996 Gasnier, 2000;).

1.1 Die plasmamembranstindigen Neurotransmittertransporter

Die Neurotransmitter werden gegen ihren Konzentrationsgradienten in das Zytoplasma
aufgenommen. Die Energie fiir diese Anreicherung wird durch den Cotransport von Na"
entlang seines elektrochemischen Gradienten zur Verfiigung gestellt (Ubersichtsartikel
Lester et al., 1994). Das zytoplasmatische Na“ wird durch die plasmamembranstindige
Na'"-K'-ATPase wieder aus der Zelle entfernt. Unter bestimmten Bedingungen, z. B. bei
Anderung des Membranpotentials und der damit einhergehenden notwendigen
Neueinstellung des Ionengleichgewichts, kann der Transporter in entgegengesetzter
Richtung den Neurotransmitter in den synaptischen Spalt freisetzen (Efflux) (Nicholls und
Attwell, 1990; Attwell et al., 1993). Diese Art der Freisetzung von Neurotransmittern findet
im Gegensatz zu dem oben beschriebenen exozytotischen Mechanismus Ca**-unabhingig

statt.

Einige Neurotransmittertransporter werden nicht ausschlieSlich neuronal, sondern auch
glial exprimiert. Wihrend erstere fiir eine schnelle Signalbeendigung zustdndig sind,
scheinen die glialen Transporter die extrazellulire Konzentration der Aminosduren zu
beeinflussen und dadurch an der Modulierung der neuronalen Erregbarkeit mit beteiligt zu
sein. So konnte gezeigt werden, dal eine primdr glial exprimierte Isoform des
Glycintransporters (GLYT1) mit dem sog. N-methyl-D-Aspartat (NMDA)-Subtyp von
Glutamatrezeptoren colokalisiert (Smith et al., 1992). Glycin wirkt als Co-Agonist von
Glutamat (Kleckner und Dingledine, 1988) und erhoht die Offnungswahrscheinlichkeit der
NMDA-Rezeptoren. Die Transportaktivitit des GLYTI1 scheint die lokale
Glycinkonzentration an der Synapse zu regulieren, so daB3 hieriiber die Funktion des
NMDA-Rezeptors moduliert werden kann (Bergeron et al.,, 1998). Inwieweit hierbei
GLYT! die Signaltransduktion durch Wiederaufnahme von Glycin beendet oder Glycin
durch umgekehrten Transport in den synaptischen Spalt entlaft, ist ungeklart.



Man unterscheidet heute aufgrund ihrer Ionenabhingigkeit und Molekularstruktur zwei

plasmamembranstindige Transporterfamilien, die exzitatorischen Aminosaduretransporter

(EAAT) (Ubersichtsartikel Nicholls und Attwell, 1990; Kanner, 1996) und die Na /CI -
abhéngigen Transporter (Rudnick und Clark, 1993). Zur Gruppe der EAAT zdhlen vier
Subtypen von Glutamattransportern (Storck et al., 1992; Pines et al., 1992; Kanai und
Hediger, 1992; Fairman et al., 1995) sowie ein neuronaler Aminosduretransporter
(ASCT1), der fiir Alanin, Serin und Cystein selektiv ist (Arriza et al., 1993). Gestiitzt auf
Hydropathieanalysen wurden 6 - 10 membranspannende (1-Helices mit zytoplasmatischen
Amino(N)- und Carboxy(C)-Termini vorhergesagt. Die chemische Modifikation
substituierter Cysteine in verschiedenen Membrandomdnen hat diese hypothetische
Struktur kiirzlich bewiesen (Seal et al. 2000). Die Glutamattransporter bendtigen zum

Substrattransport neben Na'-Cotransport auch K" fiir den Gegentransport.

Die Familiec der Na'/Cl'-abhingigen Transporter umfaBt eine weit hohere Zahl von
Membranproteinen. Die biochemische Reinigung des GABA-Transporters (GAT1) der
Ratte zeigte ein Protein mit einem Molekulargewicht von 80 kD (Radian et al., 1986). Die
Ansequenzierung des Proteins ermoglichte 1990 die Klonierung des ersten
Neurotransmittertransporters (Guastella et al., 1990). Expressionsklonierung und die
Amplifikation homologer Sequenzen durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) erlaubte
die Isolierung weiterer cDNAs, die Neurotransmittertransporter fiir Noradrenalin
(Pacholczyk et al., 1991), Serotonin (Mayser et al., 1991; Blakely et al., 1991;
Ramamoorthy et al., 1993; Corey et al., 1994), Dopamin (Shimada et al., 1991; Kitly et al.,
1991), Cholin (Okuda et al., 2000), Glycin (zwei Subtypen) (Liu et al., 1992; Guastella et
al., 1992; Adams et al., 1995) sowie GABA (4 Subtypen) (Guastella et al., 1990; Liu et al.,
1993) kodierten. Ein Vergleich der aus der cDNA hergeleiteten Aminosiduresequenzen
zeigte signifikante Identititen auf Aminosdureebene (30 - 65 %) und ordnete diese
Neurotransmittertransporter einer gemeinsamen Genfamilie zu.

Die computergestiitzte Hydropathievorhersage legt eine gemeinsame Membrantopologie
mit 12 Transmembransegmenten, zytoplasmatischen N- und C-Termini sowie einer groflen
extrazelluldren Schleife zwischen der dritten und vierten Transmembrandomine nahe (Abb.

1.2).
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Abb. 1.2: Transmembrantopologie der Na'/Cl-abhiingigen Neurotransmittertransporter am Beispiel
des Serotonintransporters SERT. Die groBe erste extrazellulire Schleife trigt zwei konservierte
Glykosylierungsstellen (Y). Potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die Proteinkinase C, A (PKC,
PKA) oder fiir die Calmodulin(CaM)-abhingige Kinase (CaMKII) sind aufgezeigt. Die grau
hinterlegten Buchstaben markieren in Monoamintransportern (Transportproteine fiir Serotonin,
Dopamin oder Noradrenalin) konservierte Aminosduren, wihrend schwarz markierte Buchstaben

unter den Na'/Cl-abhingigen Neurotransmittertransportern  konservierte ~Aminosiuren
wiedergeben.

1.2 Der Neurotransmitter Serotonin

In den 30er und 40er Jahren wurde von zwei unabhidngigen Arbeitsgruppen aus Blutserum
und der Mucosa des Gastrointestinaltraktes eine Substanz isoliert, die eine
blutdrucksteigernde Wirkung bzw. eine starke Kontraktion der glatten Muskulatur

bewirkte. Nach ihrer Wirkung wurde sie Serotonin, bzw. nach ihrer chemischen Struktur 5-



Hydroxytryptamin (5-HT), genannt. Spéter wurde das 5-HT auch in der Milz, der Lunge,
der Leber, der Haut, in Mastzellen, Thrombozyten und als Neurotransmitter in Neuronen

nachgewiesen (Ubersichtsartikel Feldman und Quenter, 1984).

Im ZNS sind serotonerge Zellkorper in den Raphekernen des Mesenzephalons lokalisiert
(Kerngruppen B1 - B8). Von hier aus projizieren die Axone in weite Regionen des Gehirns,
wie in den Kortex, in den Hypothalamus, in das Limbische System (Steinbusch, 1981;
Steinbusch, 1984) und in das Riickenmark (Skagerberg und Bjorklund, 1985). Diese weite
Verbreitung serotonerger Neurone konnte die Beteiligung des 5-HT-Systems an
zahlreichen zentralnervosen Funktionen erkldren. Ein weiteres Charakteristikum der
serotonergen Neurone, die in den grofBeren Raphekernen entspringen, ist das Vorkommen
von Co-Modulatoren (Peptidhormone) (Glazer und Basbaum, 1984; Wessendorf und Elde,
1987; Wu und Wessendorf, 1992), wobei auch in anderen Arealen die Coexistenz von 5-
HT mit "klassischen" Neurotransmittern wie GABA (Belin et al.,, 1983), Dopamin
(Schotland et al., 1995) und Glutamat (Lavdas et al., 1997) diskutiert wird. Gleichzeitig
verfiigen diese Neurone ausgeprigte, synaptoide vesikelhaltige Axonanschwellungen
("Varikosititen"), die &hnlich der priasynaptischen Endigung das 5-HT in den
extrazelluliren Raum freizusetzen vermogen (Kosofsky und Molliver, 1987). Die vielerorts
stattfindende Freisetzung von 5-HT in den extrazelluliren Raum oder den Liquor macht
eine exakte Festlegung serotonerg modulierter Zielneurone oft nicht moglich.
Moglicherweise ist die Funktion des 5-HT daher eher in Form einer weitreichenden,
extrasynaptischen Umfeldbeeinflussung als "Neuromodulator® zu verstehen (Heinrich et

al., 1991).

Seinem breiten Auftreten und seiner neuromodulatorischen Eigenschaft entsprechend {ibt 5-
HT eine Vielzahl unterschiedlichster physiologischer Funktionen aus. Hierzu gehdren u. a.
die Regulation des Blutdrucks, der zirkadianen Rhythmik, der K&rpertemperatur und der
Schmerzempfindung (Schotland et al., 1995). Als mitogene Substanz soll 5-HT die
periphere Synaptogenese und spiter die Prozessierung sensorischer Stimuli regulieren

(Lauder, 1993; Lee et al., 1999).

1943 konnte die chemische Struktur des Halluzinogens Lysergsdurediethylamid (LSD)
entschliisselt werden (Feldman und Quenter, 1984). Da die Struktur zu der des 5-HT

dhnlich war, wurde vermutet, da3 LSD seine psychotropen Effekte durch Beeinfussung des
8



serotonergen Systems ausiibt. Hierauf begriindete sich auch die Hypothese, da3 5-HT eine
neuropsychopharmakologische Substanz darstellt, und auch heute wird eine verminderte
Aktivitdt serotonerger Neurone flir die Pathogenese affektiver Erkrankungen postuliert
(Coppen, 1967). Letztere kennzeichnen sich durch depressive Stimmungen (Briley et al.,
1980), Schlafstorungen, abnorme endokrine Funktionen, Angstzustdnden (Goldman, 1996;
Lesch et al., 1996) und eine verminderte motorische Aktivitdt (Gainetdinov et al., 1999).
Ein Grofteil der Symptome kann bei erkrankten Patienten durch die Gabe klassischer
trizyklischer Antidepressiva (TCA), wie z. B. Imipramin, oder von selektiven Serotonin-
Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI), wie Citalopram und Fluoxetin, aufgehoben oder
gelindert werden (Ubersichtsartikel Schloss und Williams, 1998; Schafer, 1999). Diese
Substanzen wirken als kompetitive Inhibitoren des Serotonintransporters SERT. Durch die
Blockade des Substrattransports wird eine Erhohung der extrazelluldren Serotonin-
Konzentration erzielt, wodurch die verminderte Aktivitit der serotonergen Neurone
kompensiert wird. Auch psychotrope Drogen, wie z. B. Kokain, wirken nach diesem
Prinzip (Ramamoorthy et al., 1993; Corey et al., 1994). So wird auch eine verdnderte
Transportaktivitit des SERT fiir die Auslosung affektiver Erkrankungen verantwortlich
gemacht. Neben Depressionen und Angstzustinden (Lesch et al., 1996) wird eine
Beteiligung des SERT auch an neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Parkinson- und
Alzheimer-Krankheit (Raisman et al., 1986; Li et al., 1997;) sowie bei Schizophrenie (Dean
et al., 1995) postuliert.

1.3  Der Serotonintransporter SERT

Der SERT wurde bisher aus dem Gewebe des Menschen (Ramamoorthy et al., 1993), der
Ratte (Mayser et al., 1991; Blakely et al., 1991; Hoffman et al., 1991), der Maus (Chang et
al., 1996), des Rinds (Mortensen et al., 1999) und der Taufliege Drosophila melanogaster
(Corey et al., 1994) kloniert. Der weiten Verbreitung des 5-HT entsprechend, wird der
SERT auch im ZNS sowie in Blutplittchen, in den Endothelzellen der Lunge und des
Verdauungstrakts (Hoffman et al., 1997), in der Haut, im Nebennierenmark (Schroeter et
al., 1997) und in Synzytiotrophoblasten der Plazenta (Balkovetz et al., 1989) exprimiert. In

friihen Stadien der Embryonalentwicklung wird der SERT auch in Neuralleistenzellen



detektiert (Hansson et al., 1999). Im PNS wird die SERT-mRNA sowohl in den
sensorischen Ganglien als auch in deren Zielzellen, den Neuroepithelzellen, detektiert
(Hansson et al., 1999). Da die Applikation von 5-HT-Wiederaufnahmeinhibitoren in frithen
Stadien der Entwicklung kraniofaziale und kardiale Fehlbildungen induziert, wird eine
Beteiligung des SERT an der Regulation der mitogenen Effekte des 5-HT postuliert
(Lauder et al., 1988; Kirby und Waldo, 1995). Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dal der SERT in der frithen Entwicklung des ZNS in glutamatergen
Neuronen einiger Areale des Cortex transient exprimiert wird (D'Amato et al., 1987;
Bruning und Liangos, 1997; Lebrand et al., 1998). Die hierdurch erzielte “ektopische*
Aufnahme von 5-HT erwies sich fiir die korrekte Synaptogenese dieser glutamatergen

Neurone als unabdingbar (Lebrand et al., 1996; Hansson et al., 1998; Upton et al., 1999).

1.3.1 Der Transportmechanismus

Heterologe Expression des SERT in HeLa-Zellen belegt, dall allein dieses Protein die
schnelle Na'- und Cl-abhingige und selektive Akkumulation von 5-HT vermittelt
(Ramamoorthy et al., 1993). Wéhrend Cl'-lonen durch Br™ und, in geringerem Mal3e, durch
SCN" oder NO;™ ersetzt werden kann, wird extrazellulidres Na™ fiir den 5-HT-Transport
unbedingt bendtigt ( Sneddon, 1969; Rudnick, 1977; Nelson und Rudnick, 1982).
Zusitzlich sollte fiir einen effektiven 5-HT-Transport intrazellulires K', das ebenfalls
durch intrazelluldre Protonen ersetzt werden kann (Keyes und Rudnick, 1982), fiir den
Gegentransport vorliegen (Nelson und Rudnick, 1979; Mager et al., 1994). Der
Substrattransport wird als eine Abfolge alternierender Konformationsdnderungen der
Untereinheiten diskutiert. Dabei fiihrt die Bindung von 5-HT mit Na" und CI" an die
extrazelluldr exponierten Bindungszentren zu einer Konformationsianderung des SERT mit
anschlieender Freisetzung der Substrate in das Zytoplasma. AnschlieBende Bindung von
K" im Zellinneren bewirkt eine Riickkehr in den Ausgangszustand, um einen neuen

Transportzyklus zu beginnen (Abb. 1.3) (Schloss und Williams, 1998).
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Abb. 1.3: Modell zum Mechanismus des 5-HT-Transports. Na', CI" und 5-HT binden an
extrazelluldr zugéngliche spezifische Bindungsstellen (1, 2). Die Translokation erfolgt durch
Konformations-dnderung, wobei die Substrate in das Zytoplasma freigesetzt werden (3).
Intrazellulires K’ besetzt dann eine spezifische Bindungsstelle und wird nach erneuter
Konformationsénderung des Proteins in den Extrazelluldrraum freigesetzt (4).

Fiir Transportprozesse unter hohen extrazelluldren 5-HT-Konzentrationen (1 mM), wie sie
in der Synapse auftreten konnen, wird dagegen eine 5-HT-permeable Kanalstruktur des
SERT postuliert. Vermutlich bildet der oligomere SERT unter diesen Bedingungen eine
Na'- und 5-HT-permeable Pore aus (Petersen und DeFelice, 1999).

Da 5-HT in einem protonierten Zustand vorliegt und die weiteren lonen in einem
dquimolaren Verhiltnis transportiert werden, sollte ein elektroneutraler Transport
stattfinden. Jedoch haben Mager et al. (Mager et al., 1994) an Oozyten des Krallenfrosches
Xenopus laevis neben einem substratabhéngigen Strom auch in Substratabwesenheit einen
von der Stromstdrke abhéngigen transienten Strom sowie einem Leckstrom gemessen. Es
wird vermutet, daB der elektrogene Transport durch Na'-Ionen hervorgerufen wird, die den
SERT passieren, ohne aktiv transportiert zu werden. Diese Situation weist eine gewisse
Ahnlichkeit zu lonenkanilen auf und deckt sich daher mit der Hypothese, daB der SERT
unter hohen extrazelluldren Substratkonzentrationen als Pore fungiert (Petersen und
DeFelice, 1999; Galli et al., 1997). Selbiges wurde bereits fiir den Noradrenalintransporter
(NET) und einen Glutamattransporter (EAAT4) aufgezeigt (Fairman et al., 1995; Galli et
al., 1998), weshalb vermutet wird, daB diese Mechanismen unter den
Neurotransmittertransportern konserviert sind (Lester et al., 1996; Sonders und Amara,

1996).
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Neben seiner Wiederaufnahmeaktivitét ist der SERT auch in der Lage, den Efflux von 5-
HT zu katalysieren (Levi und Raiteri, 1993). Dieser Vorgang, der durch trizyklische
Antidepressiva blockiert werden kann, wird durch internes Na' sowie durch CI” und
externes K stimuliert. Auch diverse psychotrope Substanzen wie Amphetamine, z. B. p-
Chloroamphetamin (PCA) (Rudnick  und Wall, 1992b) oder 3,4-
Methylendioxymethamphetamin (MDMA, “Ecstasy*) (Rudnick und Wall, 1992b),
vollziehen ihre Wirkung durch eine Umkehr des Transportvorgangs (Nicholls und Attwell,
1990; Attwell et al., 1993; Jones et al., 1998). Als Liganden des SERT werden protonierte
Amphetamine in die Zelle aufgenommen, wo sie nach intrazelluldrer Freisetzung eines
Protons hochgradig lipophil werden und direkt durch die Membran in das
Extrazellularmedium zuriickdiffundieren. Der Eintritt des Amphetamins ist sowohl an den
Cotransport von Na™ und CI als auch an den Gegentransport von K* gekoppelt. Die
unidirektionale Nutzung des Transporters nur fiir den Influx fiihrt zu einer Zunahme der
verfiigbaren intrazelluldren 5-HT-Bindungsstellen. Zusammen mit dem reduzierten
Ionengradienten kommt es zum Efflux von 5-HT (Rudnick und Wall, 1992a). Die
Neurotoxizitdt der Amphetamine in vivo scheint auf der Auflésung des lonengradienten

und der Ansduerung des Zytoplasmas zu beruhen.

1.3.2 Die Struktur des SERT

Als Mitglied der Proteinfamilie der Na'/Cl--abhéingigen Neurotransmittertransporter zeigt
der neuronale SERT auf Aminosdureebene 40 - 50 % Sequenzidentitit zu weiteren
Mitgliedern dieser Gruppe. Die computerabgeleitete Membrantopologie der zwolf
putativen Transmembransegmente und intrazelluliren N- und C-Termini (vgl. Abb. 1.1)
wurde fiir den SERT durch Biotinylierungsstudien bestétigt (Chen et al., 1998). Die
konservierten N-Glykosylierungsstellen in der grofen extrazelluliren Schleife zwischen
Transmembran-domine drei und vier werden genutzt, wie die Affinitét des Transporters zu
Lektin zeigt (Radian et al., 1986; Biessen et al., 1990). Diese Modifikation ist fiir eine
effiziente und stabile Expression des Transporters in der Plasmamembran, nicht jedoch fiir
Ligandenbindung und Substrattransport notwendig (Tate und Blakely, 1994). Hinweise auf
die funktionellen Dominen des SERT wurden durch verschiedene Mutageneseansitze

gewonnen. So wurden die extrazelluldiren Doménen des SERT durch Sequenzen des NET,
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der die hochste Homologie zum SERT aufweist, ersetzt. Dieser chimére Transporter weist
eine sehr niedrige Transportrate (5 - 10 % des Wildtyps), aber normale Bindungseigen-
schaften fiir 5-HT, Na" und den Wiederaufnahmeinhibitoren Paroxetin und Desipramin auf
(Stephan et al., 1997; Smicun et al., 1999). Vermutlich werden die transportabhidngigen
Konformationséinderungen von diesen Chiméren nicht mehr ausgefiihrt. Die putativen
extrazelluliren Doménen sind demnach direkt an der Konformationsédnderung beteiligt und

nicht nur als passive Verbindungsstiicke anzusehen.

Die Konstruktion einer Chimére aus dem 5-HT-Transporter der Ratte und des Menschen,
die unterschiedliche Affinititen fiir trizyklische Antidepressiva und Amphetamine
aufweisen, erlaubte die Lokalisierung der Ligandenbindungsstelle an die distale Region der
Sequenz (Barker et al.,, 1994). AnschlieBende Mutagenesestudien identifizierten eine
Aminoséure in der 11. Transmembrandoméne (S545A), die an der Imipraminbindung und
der Kationenselektivitit des Transporters beteiligt ist (Sur et al.,, 1997). Auch
Aminosiurereste der 7. membranspannenden Domine konnten eine Funktion bei der Na'-
Bindung oder der Kopplung der Na'-Bindung an spitere Zyklen des Transportprozesses
zugeordnet werden (Penado et al., 1998). Dagegen wurde der proximale Anteil des
Transporters mit Substrat- und Kokainbindung sowie dem Translokationsmechanismus
assoziiert. Mittels Aminosdureaustausch im dritten [(I-helikalen Segment und der
anschlieBenden Modifikation dieser Aminosduren durch [2]-
(Trimethylammonium)ethyl|methanthiosulfonat (MTSEA) wurde gezeigt, daB die
Aminosédure 1172 nahe der Substratbindungstasche positioniert ist, wo sie alternierend dem
externen Medium und dem Zytoplasma exponiert vorliegt. Die Aminosdure 1179, die nach
Computeranalysen die gleiche Orientierung wie 1172 aufweisen soll und von diesem durch
zwei Helixumdrehungen getrennt ist, erscheint dagegen an dem Translokationsprozess

beteiligt (Chen et al., 1997; Chen und Rudnick, 2000).

Wie bereits erwihnt, vermag der SERT sein Substrat sowohl durch Translokation, als auch
als Kanal in die Zelle zu transportieren. Wéahrend der Translokationsprozess durch die
Interkonversion  eines Proteins von einem externen zu einem  internen
Substratbindungszustand vollzogen werden kann, stellt man sich den Aufbau einer
Kanalpore als Zusammenlagerung mehrerer Proteinuntereinheiten vor, deren einzelne

Transmembrandoménen die Pore formieren. Die Oligomerisierung des SERT wurde durch
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mehrere Studien nachgewiesen. Zum einen wurde die inhibierende oder stimulierende
Aktivitdt gemessen, die sich aus der Coexpression des SERT mit einer transportdefekten
Mutante oder aus der Fusionierung der cDNA des Wildtyp-Proteins mit der
transportdefekten Mutante zu einem Tandemprotein ergab (Chang et al., 1998). Zum
anderen legten = Coimmunprézipitationsanalysen  verschiedener  Epitop-markierter
Polypeptide eine Assoziation mehrerer Untereinheiten, wahrscheinlich in Form eines
Tetramers, nahe (Kilic und Rudnick, 2000). Die chemische Inaktivierung eines Epitop-
markierten Konstrukts durch MTSEA gab zudem Hinweise darauf, dal der SERT
zumindest als Dimer aktiv ist, und dall diese Dimere in weitere hocholigomere Formen
assemblieren (Kilic und Rudnick, 2000). Zu dieser Arbeit vorhergehenden
Quervernetzungsstudien mit Sulfhydryl-spezifischen "Crosslinkern* belegten, daB3 die
einzelnen Untereinheiten des SERT durch Sulthydrylgruppen stabilisiert werden (Jess et
al., 1996).

1.3.3 Die Regulation des Transportvorgangs

Verschiedene pharmakologische Studien zeigten, daB der SERT durch mehrere
Signaltransduktionswege reguliert wird. Die Analyse der Primédrstruktur des SERT zeigte
mehrere konservierte Phosphorylierungsstellen fiir die Proteinkinase C (PKC) und der
cAMP-abhingigen Proteinkinase A (PKA) sowie eine Phosphorylierungsstelle fiir die Ca®'-
Calmodulin-abhingige Kinase (CaMKII) (Kreegipuu et al., 1999). Bis auf eine PKC-
Phosphorylierungsstelle in der zweiten intrazelluldren Schleife sind die phosphorylierten
Aminosduren in den zytoplasmatischen N- und C-Termini lokalisiert (vgl. Abb. 1.1). Damit
tibereinstimmend zeigten verschiedene pharmakologische Untersuchungen an einer
Chorionkarzinom-Zellinie der Plazenta (JAR-Zellen), an Thrombozyten und an heterologen
Expressionssystemen, dal der  5-HT-Transport  kurzfristig  durch  mehrere
Signaltransduktionswege reguliert werden kann. Bereits 1989 zeigten Meyers et al. (Myers
et al., 1989), daB3 die Phorbolester-induzierte Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) die
maximale Transportrate (Vmax) des SERT reduziert. Diese Effekte wurden spiter auch an
weiteren Zellsytemen (Anderson und Horne, 1992; Ramamoorthy et al., 1993), wie auch
fiir die Transporter der Neurotransmitter GABA, Glycin, Dopamin und Noradrenalin (Sato

et al., 1995a; Sato et al., 1995b; Huff et al., 1997; Qian et al., 1997) beobachtet. Erst durch
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Biotinylierungsstudien wurde aber die reduzierte Transportaktivitit mit einer verminderten
Oberfldchenexpression des Transportproteins korreliert. So bewirkt die PKC-Aktivierung
die Umverteilung des SERT von der Plasmamembran in plasmamembrannahe Endosomen
(Corey et al., 1994a; Qian et al., 1997). Dieser durch PKC-Inhibitoren reversible Vorgang
wird allgemein als Sequestrierung bezeichnet. Wie Phosphorylierungsstudien an dem in
HEK-293 Zellen heterolog exprimierten SERT zeigten, wird das Transportprotein infolge
der PKC-Aktivierung posttranslational modifiziert (Blakely et al., 1998); die
phosphorylierten Aminosduren sind jedoch bislang nicht charakterisiert. Interessanterweise
vermochte die Mutation aller putativer Phosphorylierungsstellen des SERT und des
GLYTI1b deren Sequestrierung nicht zu verhindern (Sato et al., 1995a; Sakai et al., 1997).
Inwieweit die mutierten SERT-Proteine noch phosphoryliert werden, ist noch unklar.
Entsprechend erscheint es als fraglich, ob die Sequestrierung des SERT und die
Phosphorylierung in einem direkten Zusammenhang stehen. Allerdings sprechen fiir einen
direkten Zusammenhang zwischen diesen zwei Prozessen neuere Untersuchungen von
Ramamoorthy et al. (Ramamoorthy und Blakely, 1999), die zeigten, daB3 sowohl
Sequestrierung als auch Phosphorylierung des SERT durch extrazelluldres Substrat oder
durch  Wiederaufnahmeinhibitoren  blockiert =~ werden  konnen. Eine  solche
phosphorylierungsabhidngige Regulation der Transporter-Oberflichenexpression konnte der
Feineinstellung der Transportrate in Abhéngigkeit von extrazelluldirem Substrat dienen, um
so den Anforderungen fluktuierender Neurotransmitterkonzentrationen zu geniigen. Aus
den Studien von Ramamoorthy et al. wird weiterhin ersichtlich, dal die Konformation des
SERT, die von der extrazelluldren Substratkonzentration abhingig ist, fiir den Zugang
interagierender Proteine wie z. B. der PKC oder Proteine des Sequestrierungsapparts,

kritisch ist.

Ahnlich der PKC-vermittelten Regulation induzierten auch Calmodulin (CaM)-Inhibitoren
bzw. CaMKII-Inhibitoren eine Abnahme der Vmax des SERT (Jayanthi et al., 1994). Dieser
Effekt wurde auf eine reduzierte Affinitdt des Transporters fiir 5-HT und nicht auf die
Sequestrierung des SERT zuriickgefiihrt. Einen Anstieg der Vmax des SERT konnten
dagegen Miller et al. durch die sekunddren Botenstoffe Stickoxyd (NO) und zyklisches
Guanosin-5"-monophosphat (cGMP) in Folge einer Aktivierung von Aj-Adenosin-

Rezeptoren berichten (Miller und Hoffman, 1994). Die Phosphorylierung des SERT durch
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die cGMP-abhéngige Proteinkinase (PKG) oder durch die CaMKII wurde bisher nicht
gezeigt. Dieser Nachweis wurde fiir die zyklische Adenosin-5"-monophosphat (cAMP)-
abhédngige Proteinkinase 2A (PKA 2A) erbracht (Blakely et al., 1998). Im Gegensatz zu der
PKC-vermittelten Phosphorylierung resultiert jedoch aus der PKA-vermittelten
Phosphorylierung keine Verdnderung der Transportrate (Blakely et al.,, 1998). Die
physiologische Bedeutung der Phosphorylierung ist daher unklar. Zusammenfassend 143t
sich feststellen, daBl die Regulation des SERT durch viele, moglicherweise
ineinandergreifende, Signaltransduktionswege erzielt wird, womit der SERT komplexen

Regulationsmechanismen unterliegt.

1.4  Zielsetzung dieser Arbeit

Der Serotonintransporter SERT katalysiert die schnelle Beendigung der serotonergen
Neurotransmission durch die schnelle Wiederaufnahme des Serotonins aus dem
synaptischen Spalt in die Prasynapse. Neben dieser prasynaptischen Lokalisierung liegt der
SERT auch axonal in Varikositdten der serotonergen Neurone vor. Wie Untersuchungen an
postsynaptisch lokalisierten Proteinen zeigten, sind interagierende Proteine fiir deren
Lokalisation und Akkumulation verantwortlich. Die molekularen Grundlagen fiir eine

differentielle Lokalisation des SERT sind jedoch bislang unbekannt.

Verschiedene pharmakologische Studien zur Regulation des SERT lassen vermuten, daf3
der Neurotransmittertransporter mit Proteinen verschiedener Signaltransduktionswege
interagiert. So fithrt die Aktivierung der PKC- und Ca*"/CaM-Regulationswege zu einer
Verringerung der Vmax, wihrend ein Anstieg der maximalen Transportrate des SERT durch
eine Zunahme der intrazelluldren Stickoxyd (NO)-Konzentration erzielt wird. Fiir die PKC,
PKA und CaMKII liegen Konsensus-Phosphorylierungsmotive in den zytoplasmatischen
Termini des SERT vor. Eine Phosphorylierung des SERT als Folge der PKC- und PKA-
Aktivierung wurde bereits in einem zelluldren Kontext verifiziert, eine direkte Interaktion
des SERT mit einem regulatorischen Protein wurde aber bislang nicht berichtet. Die PKC-
vermittelte Phosphorylierung geht mit der Sequestrierung des SERT von der
Plasmamembran in das  Zytoplasma einher. Die  dadurch  verminderte

Oberflachenverfiigbarkeit des SERT erklart die reduzierte maximale Transportrate bei

16



gleichbleibender  Substrataffinitdt. Hieraus kann gefolgert werden, daBl die

Serotoninaufnahme durch den SERT komplexen Regulationsmechanismen unterliegt.

Zu Beginn dieser Arbeit waren keine interagierenden Proteine des SERT oder weiterer
Neurotransmittertransporter bekannt, welche die Lokalisation oder Regulation des SERT
beeinflussen konnten. In dieser Arbeit sollten daher unter Verwendung des Zwei-Hybrid-
Systems interagierende Proteine des SERT identifiziert werden. Das Zwei-Hybrid-System
erlaubt die Identifikation schwacher Interaktionen zwischen zytoplasmatischen
Proteindomédnen in Hefezellen, gekoppelt mit der Isolierung der cDNA des putativen
Bindungspartners. Hier sollte mit einer terminalen zytoplasmatischen Doméne des SERT
eine Zwei-Hybrid-cDNA-Bibliothek aus dem Hirn der neugeborenen Ratte durchsucht
werden. Hieraus erhaltene cDNA-Sequenzen, die fiir putative Interaktionspartner kodierten,
sollten mit verschiedenen Datenbanken verglichen werden, um den putativen
Interaktionspartner zu identifizieren und schlieBlich funktionell zu charakterisieren. Da in
Hefezellen nachgewiesene Wechselwirkungen oft keine physiologische Relevanz bedeuten
(Nishimune et al., 1996), mufite die Spezifitit der Interaktion durch unabhingige
Experimente verifiziert werden. Dazu waren zum einen biochemische Bindungsstudien an
pro-oder eukaryotisch heterolog exprimierten Proteinen notwendig, zum anderen konnte
die konfokale Analyse der heterolog coexprimierten Proteine Aufschluf3 auf die Relevanz
der Interaktion in vivo geben. In dieser Arbeit wird die Isolierung und Charakterisierung
von Proteinen beschrieben, die mit dem zytoplasmatischen C-Terminus des SERT

interagieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien:

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden

Firmen im Reinheitsgrad p.A. erworben: Gibco-RBL (Eggenstein), Merck (Darmstadt),

Riedel-de-Haen
(Deisenhofen).

(Deisenhofen), Roth

(Karlsruhe),

Serva  (Heidelberg), Sigma

Restriktionsenzyme mit den entsprechenden Puffern stammten meist von Boehringer

Mannheim.
Weitere Substanzen:
ECL Western-Blotting System:

Milchpulver:
Rotiszint ECO Plus:
CO,, Argon:

Anderes Verbrauchsmaterial

Zentrifugationsrohrchen
Plastikreaktionsgefifie

Gewebekulturschalen

Plastikwaren

"12-; 24-; 96-well" Platten

Biomax, MX Filme

Nitrozellulosemembran

(0,45 um Porendurchmesser)

GF/C Glasfaserfilter, "Whatman Filterpapier"
Gelelektrophoresezubehor und Feuchtblot-

Amersham (Braunschweig)

Neuform (Liineburg)
Roth (Karlsruhe)
Messer Griesheim (Frankfurt)

Beckman (Miinchen)
Eppendorf (Miinchen)
Falcon (Heidelberg)
Greiner (Niirtingen)
Costar (Bodenheim)
Kodak (Hempstead)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Whatman (Wiesloch)
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Kammer BioRad (Miinchen)

Radiochemikalien

[3H]Imipramin (20 Ci/mmol) Amersham (Braunschweig)
[3H]Citalopram (85.5 Ci/mmol) New England Nuclear (Dreieich)
[3H] 5-Hydroxytryptamin-Creatinsulfat  (13.9

Ci/mmol) Amersham (Braunschweig)
Gerite

Szintillationszihler,

Ultrazentrigugen TLA100 und LC70 Beckman (Miinchen)

konfokales Mikroskop, Sarastro 2000 Molecular Dynamics (Sunnyvale; USA)
invertiertes konfokales Mikroskop Leica (Bensheim)
Fluoreszensmikroskop Zeiss (Oberkochen)

invertiertes Fluoreszensmikroskop Leica (Bensheim)
Tischzentrifuge Heraeus (Hanau)

Zentrifugen DuPont (Bad Homburg)

Titertek MCC340 ICN (Meckenheim)

Losungen und Medien

Zur Herstellung der Losungen wurde mit dem Milli-Q-Water-System (Millipore)
entionisiertes Wasser verwendet.
2.1.2 Puffer und Losungen:
AufschluBBpuffer
5 mM ATP
5 mM MgCl,
500 mM KCl
Proteaseinhibitoren-Cocktail "Compete" mit EDTA (Boehringer-Mannheim)
5mM DTT
in 1 x PBS

Bindungspuffer
5mM DTT
Proteaseinhibitoren-Cocktail "Compete" mit EDTA (Boehringer-Mannheim)
in 1 x PBS

Coomassielosung
0,1% (w/v) Coomasie R250
50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Acetat
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Entfarberlosung
10 % (v/v) Acetat
50 % (v/v) Ethanol

Weichmacher
5 % (v/v) Glycerin
10 % (v/v) Ethanol

Laemmli-H Elektrophoresepuffer
0,25 M Tris/HCl
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

Ponceau S
0,2 % (w/v) Ponceau S
3 % (w/v) Trichloressigsdure

10 x PBS
1,3 M NaCl
40 mM Na,HPO,

14 mM KH,PO,
26 mM KCl, pH 7,3

Nicht-reduzierender Probenpuffer
0,0625 M Tris/HCI, pH 6,75
2 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glycerol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

Reduzierender Probenpuffer
Wie oben mit 5 % (v/v) 3-Mercaptoethanol

Solubilisierungspuffer
10 mM Tris pH 7,5
100 mM NacCl
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TB1
100 mM NaCl
2 mM KCl
1 mM CacCl,
1 mM MgCl,
10 mM HEPES/Tris, pH 7,5

10 x TBE
1 M Tris/HCI, pH 8,0
890 mM Borsaure
25 mM EDTA

TBB
1 % (w/v) BSA
0,5 % (w/v) Milchpulver
0,1 % (w/v) TWEEN 20,
in 1 x TBS

10 x TBS
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

10x TE
100 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

TWB

0,1 % (w/v) TWEEN 20 in TBS

Lower Tris
1,5 M Tris, pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

Upper Tris
0,5 M Tris, pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS

Lysispuffer
0,2 N NaOH
1 % (w/v) SDS
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Neutralisationslosung
3 MKAc
2 M Eisessig

PCI
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (v/v/v) 25:24:1

5 x Probenpuffer
50 % (v/v) Glycerin
I mM EDTA
0,01 % (w/v) Bromphenolblau
Xylencyanol, pH 7,0

TE/LiAc-Losung
1 xTE
100 mM LiAc

PEG/LiAc-Losung
40 % (w/v) PEG 4000
1 xTE
100 mM LiAc

4 % (w/v) Paraformaldehydlosung

Es wurden 4 g Paraformaldehyd eingewogen, in 50 ml 2 x PBS unter dem Abzug
aufgekocht, und mit einigen Tropfen 2 N NaOH versetzt, bis eine klare Losung
erhalten wurde. Mit H,O wurde alles auf 100 ml aufgefiillt, und noch ungeloste
Anteile abfiltriert.

Z-Puffer
16,1 g/l Na,HPO,4 x 7 H,O
5,50 g NaH2P04 X HQO
0,75 g/l KCI
0,246 ¢ MgSO, x 7 H,0
pH 7,0

X-Gal Stocklosung

20 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-8-D-galactopyranosid (X-Gal) in N,N-
Dimethylformamid (DMF)
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Z-Puffer/X-Gal Gebrauchslosung
100 ml Z-Puffer
0,27 ml B-Mercapoethanol
1,67 ml X-Gal Stocklésung

Hefe-Lysis Puffer
2 % (w/v) Triton-X100
1 % (w/v) SDS
100 mM NacCl
10 mM Tris, pH 8,0
1,0 mM EDTA

Nihrmedien und AntibiotikalGsungen fiir Bakterienkulturen

LB (Luria-Bertani)-Medium
1 % (w/v) Bacto Trypton (Difco)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt (Difco)
1 % (w/v) NaCl

LB-Agar
1 1 LB-Medium
1,5 % (w/v) Bacto-Agar (Difco)

Ampicillin
100 pg/ml (Boehringer-Mannheim)

Kanamycinsulfat
50 pg/ml (Boehringer-Mannheim)

Chloramphenicol
30 pg/ml (Boehringer-Mannheim)

Nihrmedien fir Hefekulturen

YPD-Vollmedium
20 g Pepton (Difco)
10 g Hefeextrakt
ad 950 ml H,O, pH 5,8
nach dem Autoklavieren 50 ml 40 % (w/v) Glukoseldsung hinzugeben
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YPD-Agar
wie YPD-Vollmedium unter Zugabe von 18 g/l Bacto-Agar (Difco) vor dem
Autoklavieren

SD-Medium
6,7 g Hefestickstollbase ohne Aminoséduren (Difco)
ad 750 ml H,O, pH 5,8
nach dem Autoklavieren:
100 ml 10 x “Dropout*“-Lésung
50 ml 40 % Glukoselosung
25 ml 1 M 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) (Sigma)
je nach Bedarf:
10 ml 100 x Stockldsung von Histidin, Leucin oder Tryptophan zugeben
ad 1 1 mit H,O

SD-Agar
wie SD-Medium unter Zugabe von 20 g/l Bacto-Agar

10 x Dropout-Losung

200 mg/l L-Adenin
200 mg/l L-Arginin
300 mg/l L-Isoleucin
300 mg/l L-Lysin
200 mg/l L-Methionin
500 mg/l L-Phenylalanin

2000 mg/l L-Threonin

300 mg/l L-Tyrosin
200 mg/l  L-Uracil

100 x Leucin
10 g/l L-Leucin

100 x Tryptophan
2 g/l L-Tryptophan

100 x Histidin
2 g/l L-Histidin

Protein-Grof3enmarker
"low und high molecular weight marker": Sigma (Deisenhofen)
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DNA-GroBenmarker
1kb und 0,1 kb DNA-Leitermarker (Gibco BRL)

Medien und Losungen fir die Zellkultur

MEM": Minimal Essential Medium (Gibco BRL) mit 2 mM L-Glutamin (Boehringer-
Mannheim), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (Boehringer-Mannheim) und 10
% (v/v) FCS (hitzeinaktiviertes fotales Kédlberserum (PanSystem, Aidenbach)

PSA-Ca
150 mM NacCl
5 mM KCI
0,1 mM CaCl, x 2 H,0

3 mM NaHCO,
5 mM Glucose

2xBBS
50 mM BES-Puffer
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO, x 7 H,0, pH 6,95 (!)

Trypsin-EDTA in PSA
Boehringer Mannheim (Mannheim)

2.1.3 Zelllinien, Bakterien- und Hefestimme
Bakterienstimme
XL1-blue (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)

Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F proAB lacl'Z
IM15 Tnl0 (Tet)]

XLOLR (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)

Genotyp: [l(mcrd)183, [l(mcrCB-hsdSMR-mrr)173recAl endAl gyrA96 thil
supE44 relAl lac(F proAB lacl'Z IM15, Tnl0 (tet’)) 0% Su

BL21 (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)
Genotyp: E. coli B F'dem ompT hsdS(rgmg )gal
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Hefestamm
Y190: (Harper et al., 1993),

Genotyp: MAT(, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, trp1-901, leu 2-3, 112,
gal4], gal80(1, cyh'2, LYS2::GALI yus-HIS37474-HIS3, URA3::GALIy4s-GALI 1474-

lacZ
Reportergen: HIS3, lacZ

Transformationsmarker: Trpl, Leu2, Cyh'2

Eukaryotische Zelllinien:
HEK-293

“American Tissue Culture Collection* (ATCC), CRL1537, humane, embryonale

Nierenzelllinie

2.14 Antikorper
Primére Antikdrper
Antir]-SERT-968 (Ratte)
1-SERT (Ratte)
-SERT (Maus)

"J-Griin-fluoreszierendes Protein (GFP)
(Maus)

]-Maltose-bindendes-Protein (MBP)
(Maus)

" Glutathion-S-Transferase (GST)
(Kaninchen)

Sekundire Antikorper

J-Maus/1-Kaninchen IgG

mit CY3 gekoppelt
"-Maus/1-Kaninchen IgG mit
AlexaFluor594 gekoppelt
“-Kaninchen IgG mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
J-Maus IgG mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt

PD Dr. P.Schloss (Sur et al., 1996)
Chemicon (Hoftheim,Ts.)
Chemicon (Hotheim,Ts.)
Chemicon (Hotheim,Ts.)

(Schwalbach, Ts.)

Pharmacia (Freiburg)

Dianova (Hamburg)

Molecular Probes (Leiden,Niederlande)

Promega (Madison, USA)

Promega (Madison, USA)
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2.1.5 Oligonukleotide
Name Sequenz (5" — 3) Funktion
SERTs-N1 CCG CTC GAG CAG CAT GAA | Oligonukleotid zur
GAA GAT GGA TTT CCT CCT| Generierung einer (IN-SERT
GTC CGT CATTGG C
Mutante (sense)
SERTas-N1 AGG TTA ACA CTG TAT GGC | Qligonukleotid zur
TTCTAATAA CACGAA CCC | Generierung einer (N-SERT
Mutante (antisense)
SERTas729 GAG GAG ATG AGG TAG TAG | Oligonukleotid zur
AGC GCC Generierung des [IN-SERT
(antisense)
SERTs-C1 GCT CTA GAG ACC AGC AGC| Oligonukleotid zur
ATG GAG ACC ACA Generierung einer [/C-SERT
Mutante (sense)
SERTs1587 ATC CCT GCT CAC ACT GAC|OQligonukleotid zur
GTC Generierung des [/C-SERT
(sense)
SERTas-Cl1.1 GTT AAC ACT AAA GTG TCC | Oligonukleotid zur
CCGGAGTGCTGAT Generierung einer [1C-SERT
Mutante (antisense)
SERTs160 NT GGA TGG AGA CCA CAC CCT | Oligonukleotid zur PCR-

TG

Amplifikation des NT-SERT
(sense)

SERTas 352 NT

CTA ATC CAT CTIT CTT GCC
CCA

Oligonukleotid zur PCR-
Amplifikation des NT-SERT
(antisense)

SERTs 1951 CT

GGA TCCA GCA CTC CGG GGA
CA

Oligonukleotid zur PCR-Am-
plifikation des CT-SERT
(sense)

SERTas2053CT TTA CAC AGC ATT CAT GCG | Oligonukleotid zur PCR-
GAT Amplifikation des CT-SERT
(antisense)
SERTs160+ GCG AAT TCA TGG AGA CCA | Oligonukleotid zur PCR-
CAC CCTTGATIT CTC AG Amplifikation des CT-SERT
(sense)
SERTas352+ GCG TCG ACT TAG CCC CAG | Oligonukleotid zur PCR-

GTCTCC CGCTCCCCT T

Amplifikation NT-SERT
(antisense)

SERT 160s Hind

CCC AAA GCT TCG ATG GAG
ACC ACA CCC TTA AAT TCT
CAG

Oligonukleotid zur PCR-
Amplifikation NT-SERT
(sense)
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SERT352as Xho

CCC CTC GAG TTA GCC CCA
GGT CTCCCG CTCCCCTT

Oligonukleotid zur PCR-
Amplifikation NT-SERT
(antisense)

SERTs1951+

GCG AAT TAC TCA GCA CTC
CGG GGA CACTTA AG

PCR-Amplifikation NT-
SERT (sense)

SERTas2053+

CGG TCG ACT TAC ACA GCA
TTC ATG CGG ATG TC

Oligonukleotid zur
Generierung des [/C-SERT
(antisense)

SERT1951sHind

CCA AAG CTT CGA TCA GCA
CTC CGG GGA CACTTA AG

Generierung der [IN-SERT
Deletionsmutante

SERT2053as Xho

CCC CTC GAG TTA CAC AGC
ATT CAT GCG GAT GTC

Generierung der [IC-SERT
Deletionsmutante

dNSERT(lag sense

CCG CTC GAG AGC AGC ATG
GAC TAC AAG GAC GAC GAT
GAC AAG CAA GGG GAG CGG
GAG ACC TGG GGC AAG AAG
ATG GAT TTC CCTC CTG

Oligonukleotid zur
Klonierung eines flag-Epitop-
markierten [/N-SERT

dCSERTflag as

GTT AAC TTA CTT GTC ATC
GTC GTC CTT GTA GTC ACT
TTT AAT AAT GCG CTC CTT
AAG TGT CCC CGG AGT

Oligonukleotid zur
Klonierung von flag-Epitop-
markierten [I/C-SERT
(antisense)

Konto s

CAG CAT GGA GAC CAC ACC
CTT GAA

SERT-spezifische Kontroll-
oligonukleotide fiir PCR-
Amplifikation (sense)

Konto as

TAG TTG GTC CAG TTG CCA
GTG

SERT-spezifische Kontroll-
oligonukleotide fiir PCR-
Amplifikation (antisense)

MacMARCKS390 sense

CTT CAA GAG AAA TCG GAA
GGA

internes MacMARCKS
Sequenzieroligonukleotid

F52460s

GAG GGT GGG GGT GAT TCT
TCA

interner MacMARCKS
Sequenzierprimer (sense)

F52 333as

GGG GGT CTC CTT GGG GGC
GAC

interner MacMARCKS
Sequenzieroligonukleotid
(antisense)

F52HA/HindIIl/s

GCG AAG CTT GCA TAA TCA
GGA ACA TCA TAC TTC TCA
TTC TCA GCA CTG GCA GAT
CCGCGG CCACT

Oligonukleotid zur PCR-
Amplifikation des
MacMARCKS (sense)
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F52HA/BamH1/as

GCG AAT CCC TAT AAG CTT
GCA TAA TCA GGA ACA TCA
TAC TTC TCA TTC TCA TTC
TCA GCA CTG GCA GAT CCG
GGG CCACT

Oligonukleotid zur PCR-
Amplifikation des
MacMARCKS (antisense)

McMark5 flag sense

GAG ATC GAA TTC GGC ACG
AGC

Oligonukleotid zur Generie-
rung von Himaglutinin A
(HA)-Epitop markierten
MacMARCKS (sense)

McMark5 'flag anti

AGC CTT GGA GCT CTG CTT
GTC ATC GTC GTC CTT GTA
GTC GCT GCC CAT GAT GGG
GGT CTG CTG

Oligonukleotid zur Generie-
rung von Hamaglutinin A
(HA)-Epitop markierten
MacMARCKS (antisense)

rPAFR 215s

AAT GAGC TAT GTG CTG TGG
GTC

PAF-Rezeptor-spezifischer
RT-PCR Oligonukleotid
(sense)

rPAFR 973 as

CAG TTG GTG CTC AGG AGG

PAF-Rezeptor-spezifischer
RT-PCR Oligonukleotid
(antisense)

T7 s GCC CTA TAG TGA GTC GTA | sense Sequenzieroligonukleo-
TTA ;
tid
T7as TAA TAC GAC TCA CTA TAG | antisense Sequenzieroligo-
GGC nukleotid
T3s AAT TAA CCC TCA CTA AAG |sense Sequenzieroligonukleo-
GG ;
tid
SeqCis 5 CCA CAG GTG TCCACT CCC|sense Sequenzieroligonukleo-
CAGG tid fiir pCis-Vektoren
SeqCis 3 GCA GCT TAT AAT GCT TAC | antisense Sequenzieroligonu-
kleotid fiir pCis-Vektor
EGFP-Seq. CAT GGT CCT GCT GGA GTT | Sequenzieroligonukleotid fiir

CGT

pEGFP-Vektor
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2.2 Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden, sofern nicht anders beschrieben, nach

Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt.

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Haltung von Nierenzellkulturen

Menschliche embryonale Nierenzellinien (HEK-293) wurden in 10 ml MEM-
Kulturmedium (Minimum Essential Medium) unter Zusatz von 10 % (v/v) fotalem
Kalbsserum, 1 % (w/v) Glutamin und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 %
CO»/Luftgemisch in 10 cm Schalen kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die

Zellen mit geringerer Zelldichte in neue Kulturschalen passagiert. Daflir wurden die

adhérenten Zellen in 5 ml Ca2+-PSA gewaschen und anschlieBend mit 1 ml 1 %iger
Trypsinlosung versetzt. Nach etwa 3-mintitiger Inkubation bei RT wurden die abgelosten
Zellen im Verhéltnis 1:4 mit Kulturmedium verdiinnt und je 1 ml dieser Zellsuspension

zum erneuten Auswachsen in 10 ml auf 37 °C vorgewéarmtes Kulturmedium gegeben.

2.2.1.2 Transfektion von Nierenzellkulturen

Zur heterologen Expression rekombinanter Proteine wurden die HEK-293 Zellen mit
Plasmid-DNA nach der Calcium-Phosphat-Prézipitationsmethode (Chen und Okayama,
1987) wie folgt transfiziert: fiir die Zelltransfektion einer 10 cm Kulturschale wurden 625
pl 1 M CaCl, mit 1855 pl H,O versetzt und 10 pg Plasmid-DNA hinzugegeben. Zur
Ausbildung eines Prézipitats wurde diese Losung nochmals mit 2,5 ml auf 37 °C
vorgewdrmtes 2 x BBS gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Dieser Ansatz wurde mit
Kulturmedium auf 10 ml Endvolumen gebracht und auf die Zellen appliziert, die
anschlieBend bei 37 °C und 3 % CO, iiber Nacht (UN) inkubiert wurden. Am folgenden
Tag wurde das Transfektionsmedium entfernt und die Zellen, nachdem sie mit PSA-Ca®"
gewaschen waren, mit frischem Kulturmedium genéhrt. Die Zellen wurden zur Expression

der Proteine fiir weitere 24 - 28 h be1 5 % CO, und 37 °C inkubiert.
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2.2.1.3 Membranpriparation

28 - 36 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 5 ml PBS pro 10 cm Schale gewaschen,
anschlieBend in 2 ml PBS vom Schalenboden abgeschabt und in einem Potter-
Homogenisator auf Eis homogenisiert. Zellkerne und groBere Membranbruchstiicke wurden
bei 1.000 x g fiir 3 min bei 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, und hieraus
die Membranfragmente durch Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 15 min und 4 °C
sedimentiert. Dieses Pellet wurde pro Kulturschale in 200 pl PBS, dem 8,6 % (w/v)
Glycerin zugesetzt waren, resuspendiert und anschlieend in 200 pl Aliquots in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen

Eine Bakterienkultur, die UN in LB-Medium angezogen wurde, wurde am folgenden Tag
in 1 1 desselbigen Mediums 1:50 verdiinnt und erneut in einem Bakterienschiittler bei 37 °C
inkubiert. Nach Erreichen der exponentiellen Phase (ODgyp = 0,6 - 0,7) wurde die
Zellsuspension auf Eis flir 30 min abgekiihlt und die Bakterien durch Zentrifugation bei
5.000 x g bei 4 °C fiir 15 min sedimentiert, danach durch kréftiges Schiitteln in 500 ml
eiskaltem, sterilem H,O resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen in 250 ml eiskaltem H,O aufgenommen. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurden die Bakterienzellen in 50 ml 10 % (v/v) autoklaviertem,
eisgekiihltem Glycerin resuspendiert, erneut wie zuvor sedimentiert und letztlich in 5 ml
der eisgekiihlten Glyzerinlosung aufgenommen. Die elektrokompetenten Bakterienzellen

wurden in 50 pl Aliquots schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.2.2.2 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Transformation elektrokompetenter Zellen

Plasmid-DNA wurde mittels Elektroporation mit einem “Gene Pulser” (BioRad) in die

Bakterien eingebracht. Dazu wurde die gefrorene Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut,
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mit maximal 2 pl Plasmid-DNA versetzt und in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
(Eurogentech) transferiert. Nach erfolgter Elektroporation bei einer Spannung von 2,5 kV
wurden die Bakterienzellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fiir 30 - 45 min in
einem Rotationsschiittler inkubiert. Nach Zentrifugation der Bakterien bei 5.000 x g fiir 2
min und anschlieender Resuspension in 100 pl LB-Medium wurden die Bakterienzellen
auf LB-Agar, dem das selektionierende Antibiotikum zugesetzt war, ausplattiert und etwa

20 h bei 37 °C inkubiert.

Transformation hitzekompetenter Zellen

Hitzekompetente Bakterienzellen wie der BL21-Stamm von E. coli, wurden nach dem
Hitzeschock-Verfahren transformiert. Ein 100 pl gefrorenes Bakterienaliquot wurde auf Eis
aufgetaut, in ein vorgekiihltes 15 ml Polypropylene transferiert und mit 1,7 pl einer 1 : 10
in H;O49 verdinnten 14,2 M B-Mercapoethanollésung versetzt. Nach vorsichtiger
Durchmischung wurde das Reaktionsgefdl} fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension
wurde dann mit 50 ng Vektor-DNA versetzt, erneut vorsichtig durchmischt und weitere 30
min auf Eis inkubiert. Der anschlieBende Hitzeschock erfolgte fiir 45 sec bei 42 °C. Nach
einer Inkubation von 2 min auf Eis wurden die Bakterienzellen in 0,9 ml LB-Medium
aufgenommen, fiir 1 h bei 37 °C in einem Rotationsschiittler inkubiert und danach auf LB-

Agar-Platten, die mit dem selektionierenden Antibiotikum versetzt waren, ausgestrichen.

Glycerinstammkulturen von Bakterien

Zur lingerfristigen Lagerung von Bakterien wurde ein Aliquot einer Ubernachtkultur unter
sterilen Bedingungen mit 98 % (v/v) Glyzerin auf 30 % Endkonzentration (v/v) gebracht,
sofort auf Eis gelegt und bei -70 °C gelagert.

2.2.2.3 Plasmidpriparation aus Bakterienzellen

Fiir die Isolation hochgereinigter Plasmid-DNA wurden DNA-Isolationskits der Fa. Qiagen
(Hilden)  bezogen. Die  Aufreinigung  basierte auf dem  Prinzip  der

Anionenaustauscherchromatographie. Es wurde nach den Angaben des Herstellers
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verfahren.

Plasmid-DNA Isolation durch alkalische Lyse

Zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA fiir Kontrollanalysen wurde das Verfahren
der alkalischen Lyse eingesetzt. Aus 1 ml einer Ubernachtkultur wurden die Bakterien
durch Zentrifugation fiir 10 sec pelletiert. Das Pellet wurde in 150 pl des Uberstandes
aufgenommen, die Zellen durch Zugabe von 200 ul Lysispuffer lysiert und durch
mehrmaliges Invertieren durchmischt. Nach der Zugabe von 150 pl Neutralisationslosung
und erneuter Durchmischung wurden die Zelltriimmer durch Zentrifugation bei 20.000 x g
fiir 2 min sedimentiert. Aus dem Uberstand wurde anschlieBend die Plasmid-DNA gefillt.
Dazu wurde der Uberstand mit 1 ml 100 % Ethanol versetzt, fiir 2 min inkubiert und die
Plasmid-DNA durch weitere einminiitige Zentrifugation bei 20.000 x g prézipitiert. Das
Pellet, das die Plasmid-DNA und RNA enthielt, wurde in 80 % Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet und in 30 pl H,O aufgenommen. Fiir Restriktionsanalysen wurden die

Anséatze mit 1 U RNase versetzt.

2.2.2.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration sowie der Kontaminationsgrad der Probe mit RNA und Proteinen,
wurde mit 1:50 verdiinntem DNA-Ansatz photometrisch in einem Beckman Photometer
bestimmt. Das Vermessen der Extinktion in einer Quarzkiivette bei [ = 260 nm erlaubt die
Berechnung der Nukleinsdure-Konzentration in einer Probe. Dabei entspricht eine ODxg
von 1 etwa 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 png/ml Einzelstrang-DNA oder RNA.
Das Verhiltnis der Messung bei 260 nm und 280 nm (ODy6)/OD>s) liefert einen guten
Anhaltspunkt {iber de Reinheitsgrad der Probe. Liegt das Verhéltnis unter 1,8 - 2,0, war die

Probe mit Proteinanteilen kontaminiert.

2.2.2.5 Restriktionsfragmentanalyse

Fiir die Restriktion eines Plasmids wurden 1 pg DNA mit 0,5 - 1 U Restriktionsenzym und
dem entsprechenden Puffer des Herstellers versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 30 - 60 min
bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur und wurde durch Hitzeinaktivierung
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beendet. Restriktion mit Hilfe zweier Enzyme, die verschiedene Puffer bendtigen, wurden
nacheinander durchgefiihrt, so daBl die Pufferkonzentrationen aneinander angeglichen
werden konnten. War dies nicht moglich, wurde die DNA zwischen den enzymatischen

Spaltungen durch das “PCR-Purification-Kit* (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Restriktionsansidtze wurden DNA-Fragmente
zur weiteren Klonierung mit einem Skalpell aus dem Gel isoliert, in kleine Stiicke
geschnitten und in ein 0,5 ml Reaktionsgefdll gegeben, dessen Boden mit einer Kaniile
perforiert und mit steriler Glaswolle bedeckt war. Die Gelstlicke wurden hierin fiir 5 min in
fliissigem Stickstoff schockgefroren, die Gefdle in 1 ml Reaktionsgefd3e eingesetzt und in
diesen fiir 3 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Die in dem 1 ml Reaktionsgefdl3
angesammelte Fliissigkeit wurde verwahrt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und
aus den kombinierten Uberstinden die DNA durch eine Isopropanol-Fillung pelletiert,
Vakuum-getrocknet und in dem benétigten Volumen H,O aufgenommen. Alternativ wurde
die Isolation der DNA-Fragmente mit Hilfe eines “Gel-Extraction-Kit* (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.2.7 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren

Um die Religation linearisierten Vektors zu verhindern, wurde das fiir die Ligation
bendtigte 5'-Phosphat der doppelstrangigen DNA mit Hilfe der enzymatischen Reaktion
der alkalische Phosphatase aus der Garnele (SAP) (USB) entfernt. Fiir die
Dephosphorylierung wurden etwa 3 pg linearisierter Vektor (etwa 1 pmol freie Enden eines
3 kb Fragments) mit 1 U Enzym in dem vom Hersteller zur Verfiigung gestellten
Reaktionspuffer angesetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C wurde das Enzym

durch eine anschlieBende 20miniitige Inkubation bei 65 °C inaktiviert.

2.2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die hitzestabile DNA-
Polymerase des Archaebakteriums Thermus aquaticus (GIBCO BRL) verwendet (Innis et
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al., 1990). In einem 0,5 ml Reaktionsgefa3 wurden 100 ng Template-DNA, 1 x PCR-Puffer
(GIBCO BRL), 0,2 mM jeden dNTPs, 1,5 mM MgCl,, je 10 pmol sense und antisense
Oligonukleotid und 2,5 U der Taqg-DNA-Polymerase in 100 pul Endvolumen vermischt, mit
Mineraldl tiberdeckt, und die anschlieenden Reaktionszyklen in einem “Thermo-Cycler*
(Perkin Elmer) durchgefiihrt. Die Parameter der einzelnen Inkubationsschritte wurde dabei

wie folgt gewdhlt:
Erste Denaturierung: 3 min, 94 °C

30 Zyklen der Kettenreaktion:

Denaturierung: 45 sec, 94 °C
Hybridisierung: 1 min, x °C
Elongation: 1,5 min,72 °C

Nach diesen 30 Reaktionszyklen schlof} sich ein letzter Elongationsschritt von 10 min bei

72 °C an.

Die Hybridisierungstemperatur ermittelte sich aus der Schmelztemperatur (T, ) der Primer,

die aus der Formel:
Thn=4x (G+C) +2 x (A+T)

errechnet werden konnte. Die Schmelztemperatur reprisentiert die maximale

Hybridisierungstemperatur.

Samtliche Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) nach Auftrag
hergestellt.

2.2.2.9 PCR-Mutagenese

Punkt-Mutationen, Insertionen oder Deletionen wurden mit Hilfe der PCR-Technik

generiert.

Bildung endstindiger Mutationen:

Endstdandige Punktmutationen wurden durch PCR mit Mutagenese-Primern eingefiihrt, die
entsprechende Anderungen der Nukleinsiuresequenz kodierten. Zur Einfiihrung groBerer

Insertionen oder Deletionen wurden die Oligonukleotide so gewihlt, dal in dessen 3’-
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Bereich mindestens 25 Nukleotide der Template-cDNA komplementér waren, wohingegen
der 5’-Bereich Insertionen wie Restriktionsschnittstellen, Kozak-Sequenz, Startkodon und
evtl. Epitop trug. Der Antisense-Primer hierzu wurde so gewihlt, da3 er zu der Sequenz
einer singuldren Restriktionsschnittstelle des Templates komplementdr war und so zur

spéteren Klonierung Insertionsstellen lieferte.

Fir die PCR wurde die Hybridisierungstemperatur der Primer nur aus dem

komplementiren DNA-Fragment abgeleitet.

2.2.2.10 Klonierung von PCR-Fragmenten

Das PCR-Reaktionsprodukt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, das erwartete PCR-
Fragment isoliert und mit Restriktionsendonukleasen  geschnitten. Die Menge des
benétigten Enzyms wurde dabei aus der Anzahl der Schnittstellen des PCR-Produktes
ermittelt. AbschlieBend wurden die geschnittenen PCR-Fragmente mit dem “PCR-

Purification-Kit“ (Qiagen) aufgereinigt und flir die Ligation eingesetzt.

2.2.2.11 Ligation von Nukleinsiduren

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde durch die T4-DNA-Ligase (GIBCO BRL)
bewerkstelligt. Dazu sollte die zu insertierende DNA dem Vektoranteil etwa 10fach
tiberwiegen. Die DNA-Fragmente wurden mit 1 U Enzym, 1 mM ATP und 1 x
Ligasepuffer des Herstellers in 10 pul Endvolumen versetzt und 1 - 12 h bei RT inkubiert.

2.2.2.12 Sequenzanalyse von DNA

Zur endgiiltigen Verifizierung einer Klonierung, bzw. zur Kontrolle eines inserierten DNA-
Fragments, wurde die Nukleinsdure nach dem Didesoxyverfahren mit dem automatischen
Sequenziergerdt (Applied Biosystem 373A DNA Sequencer) analysiert. Die
Sequenzierreaktion, die mit einem Sequenzier-Kit (DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit, Perkin Elmer) angesetzt wurde, sowie die anschlieBende Aufreinigung der
Proben erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Sequenzen wurden mit dem

Computerprogramm “MacVektor* oder “DNA-Star* analysiert.
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2.2.2.13 Zwei-Hybrid-System

Das Zwei-Hybrid-System (Stratagene, Heidelberg) vermag Interaktionen zwischen zwei
Proteinen in einem GAL4-defizienten Hefestamm zu identifizieren. Dieses System basiert
auf der Unterteilung des Transkriptionsfaktors GAL4 in zwei rdumlich voneinander
getrennten funktionellen und strukturellen Doménen, die DNA-Bindungs- und die RNA-
Polymerase II-Aktivierungsdoméne (Buratowski et al., 1988). Diese sind notwendig und
ausreichend fiir Initiation der Transkription. Durch die Interaktion zweier “hybrider*
Fusionsproteine, einerseits dem “Koder“-Protein, welches an die Bindungsdoméne
fusioniert wird, andererseits einem unbekannten Protein einer Bibliothek, dem sog. “Fisch*
als Fusionsprotein der  Aktivierungsdomdne, kann auch ein funktioneller
Transkriptionskomplex gebildet werden. In diesem Falle wird die Transkription der
Reportergene Histidin (HIS3) und B-Galaktosidase (lacZ) in der Hefe initiiert. Das Produkt
des ersten Gens komplementiert die Histidinauxotrophie des eingesetzten Hefestamms. Die
Aktivitdt des letzteren fiihrt in einem kolorimetrischen Ansatz zur Blaufirbung der
Hefezellen. Hier sollten aus einer hirnspezifischen cDNA-Bibliothek der neugeborenen

Ratte (Stratagene) neue Interaktionspartner des SERT identifiziert werden.

Die Durchsuchung der cDNA-Bibliothek erfolgte, falls nicht anders vermerkt, gemaf3 den

Vorschriften des Herstellers.

In vivio Exzision

Abweichend von dem Protokoll des Herstellers wurde das Gemisch aus Phagemiden (10°)
und 15 ml XLOLR-Zellen (OD = 1) in 10 mM MgCl, nach 15miniitiger Inkubation bei 37
°C auf 60 LB*™-Agarplatten (@ 15 cm) ausplattiert und bei 37 °C inkubiert. Von den
halbkonfluent bewachsenen Agarplatten wurden die Zellen mit einem Schaber abgekratzt,

in 500 ml LB Medium aufgenommen und die Plasmid-DNA prépariert.

Transformation der Hefezellen

Die Generierung kompetenter Hefezellen des Stammes Y190 und deren Transformation

erfolgte nach dem Protokoll der Fa. Clontech (Palo Alto, USA).

Fiir die Durchsuchung der cDNA-Bibliothek wurden Hefezellen sequentiell transformiert.

Dazu wurden 5 Hefekolonien, die mit dem “Koder-Vektor” transformiert worden waren, in
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Selektionsmedium bei 30 °C hochgezogen und anschlieBend mit 0,5 mg der cDNA-
Bibliothek 1t. Protokoll transformiert. Die Transformationseffizienz der cDNA-Bibliothek

betrug 2,3 x 10° und deckte damit die Komplexitit der Bank doppelt ab.

Isolierung der Plasmid-DNA aus Hefezellen

Zur Isolierung des “Fisch-Vektors* wurden 5 ml einer geséttigten Hefekultur, die unter
Selektionsbedingungen hochgezogen worden war, durch Zentrifugation bei 1.000 x g
sedimentiert. Nach dem Dekantieren des Uberstands wurden die Zellen in der verbliebenen
Fliissigkeit resuspendiert und mit 0,2 ml Lysis-Puffer, 0,2 ml einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Losung sowie 0,3 g sduregewaschenen Glaskiigelchen
versetzt. Durch zweiminiitiges Vortexen wurden die Zellen in diesem Gemisch lysiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt von 20.000 x g fiir 3 min wurde die abgesetzte wissrige
Phase abgenommen. Die hierin befindliche DNA wurde durch Ethanol-Féllung prizipitiert,
nach einem weiterem Waschschritt getrocknet und in 20 pl H,O aufgenommen. Um
Kontaminationen genomischer DNA zu entfernen, mufiten Teile des Ansatzes in E. coli

retransformiert werden und hieraus wiederholt die Plasmid-DNA isoliert.

2.2.3 Biochemische Arbeitsmethoden

2.2.3.1 Radioligandenbindungsassays

Die Expression des SERT wurde durch Bindung von [*H]Imipramin und [*H]Citalopram an
Membransuspensionen bestimmt. Dazu wurden 10 - 20 ug Membranprotein in einem
Volumen von 200 pl TB1 mit [3H]Citalopram oder [3H]Imipramin inkubiert. Nach 30 min
Inkubation bei RT, d. h. nach Erreichen des Bindungsdquilibriums (Schloss und Betz,
1995), wurden die Ansétze mit 4 ml eiskaltem TB1 verdiinnt und unter Vakuum durch in
0,3 % (w/v) Polyethylenimin vorinkubierte GF/C Glasfaserfilter (Whatman) abgezogen.
Die Filter wurden mit weiteren 4 ml TB1 gespiilt und die gebundene Radioaktivitit in
einem Beckman LS 60001IC Szintillationszéhler bestimmt. Die spezifische Bindung wurde
definiert als die Differenz zwischen der Bindung an Membranen aus SERT-exprimierenden
Zellen und der Bindung an Kontrollmembranen, die mit insertlosem Vektor transfiziert

worden waren.
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2.2.3.2 Wiederaufnahme von [’H|5-HT

Falls nicht anders vermerkt, wurde eine HEK-293 Zellinie, die den SERT stabil exprimierte
(HEK-SERT) (Sur et al., 1998), in “24-well Platten” ( d = 2 cm) ausplattiert. Waren die
Zellen zu 30 % konfluent, wurden sie mit 100 ng/Vertiefung transfiziert und 36 h spiter
Wiederaufnahmemessungen unterzogen. Die Messungen wurden generell in
Quadruplikaten durchgefiihrt. Dazu wurde das Kulturmedium durch 0,2 ml TB1, der das
[*H]5-HT enthielt, ersetzt und mit den Zellen bei RT inkubiert. Nach definierter Zeit wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 0,2 ml TB1 gewaschen und in 0,4 ml 1 %
(w/v) SDS aufgenommen. Die Radioaktivitdt wurde durch Messung in einem Beckman LS
600011IC Szintillationszéhler bestimmt. Phorbolester- oder Staurosporinbehandlung der
Zellen erfolgte in parallelen Ansétzen fiir 1 h bei 37 °C vor der Wiederaufnahmemessung.
Die Sittigungsexperimente wurden durch nichtlineare Regression mit dem Programm
Kaleidagraph nach der Formel V = Vmax/(1+[km/S]") oder durch Eadie-Hofstee-Analyse

ausgewertet.

2.2.3.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinkonzentration von Membranfraktionen oder Proteinextrakten wurden mittels
dem “DC-Proteinassay* (BioRad) nach einer Methode dhnlich der von Lowry bestimmt
(Lowry et al., 1951). Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zur
Anfertigung einer FEichgeraden wurde analog die Absorption einer definierten
Konzentration von BSA, das in dem jeweiligen Puffer vorlag, in einem Titertek MCC340

Elisa-Reader gemessen.

2.2.3.4 Expression von Glutathion-S-Transferase-Proteinen (GST-Proteinen) und

Herstellung zytosolischer Zellextrakte

Die bakterielle Uberexpression einer cDNA oder eines cDNA-Fragments erfolgte nach
dessen Klonierung in den Vektor pGEX-4T1 (Pharmacia Biotech) und der Transformation

in den proteasedefizienten E. coli-Stamm BL21.

Zur Uberexpression der Proteine wurde eine gestittigte Bakterienkultur 1 : 50 verdiinnt und

bei 37 °C unter kréftigem Schiitteln bis zu einer Dichte von ODgg = 0,7 - 0,8 hochgezogen.
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Durch die Zugabe von 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) Endkonzentration wurde
die Proteinexpression induziert. Die Bakterienzellen wurden fiir weitere 4 h bei 37 °C unter
kriafigem Schiitteln inkubiert und anschlieBend geerntet. Dazu wurden die Bakterienzellen
bei 4.000 rpm fiir 10 min sedimentiert, das Pellet in Aufschlupuffer aufgenommen und die
Zellen bei 4 °C in einer “French Press® bei einem Druck von 500 psi aufgeschlossen. Das
Lysat wurde mit 1 % (w/v) Triton-X100 (Endkonzentration) versetzt, fiir 30 min bei 4 °C
inkubiert und Zelltrimmer durch Zentrifugation fiir 10 min bei 32.000 x g pelletiert. Nach
einer anschlieBenden Hochgeschwindigkeitszentrifugation bei 100.000 x g und 4 °C wurde

der Uberstand filtriert (0,45 um PorengrofBe) und bei -70 °C verwahrt.

2.2.3.5 Affinititschromatographische Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine aus dem zytosolischen Bakterien-Extrakt wurden an einer
Glutathion-Sepharose-4B-Matrix  (Pharmacia) nach dem sog. “Batch-Verfahren*
immobilisiert. Hierzu wurden 20 pl einer 50 %igen Glutathion-Sepharose-Suspension, die
nach den Angaben des Herstellers in PBS préaequilibriert wurde, mit 2 ml des zytosolischen
Extrakts (vgl. 2.2.3.4) fiir 1,5 h bei 4 °C auf einem 2 ml Reaktionsgefal3 iber Kopf rotiert.
Nach dreimaligem Waschen in kaltem Bindungspuffer wurden die immobilisierten GST-

Fusionsproteine fiir Bindungsstudien verwendet.

2.2.3.6 Expression von Maltose-bindenden Proteinen (MBP) und Herstellung

zytosolischer Zellextrakte

Zur Herstellung von MBP-Fusionsproteinen wurden cDNAs in den offenen Leserahmen
des bakteriellen Expressionsvektors pMAL-c2 (NEB) subkloniert. Die Expression der
Fusionsproteine erfolgte in proteasedefizienten E. coli BL21 Zellen. Zur Expression der
Proteine wurde eine UN-Kultur der Klone 1 : 10 in LB-Medium, dem 0,2 % Glucose
hinzugefiigt worden waren, verdiinnt. Die Bakterienzellen wurden bis zum Erreichen einer
Dichte von ODgoo = 0,5 bei 37 °C in einem Bakterienschiittler inkubiert. Die Induktion der
Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration von 0,3 mM
erzielt. Nach weiterer Inkubation fiir 2 h erfolgte die Ernte und der Aufschlufl der

Bakterienzellen (vgl. 2.2.3.4).
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2.2.3.7 Affinititschromatographische Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen

Das zytosolische Extrakt von Bakterienzellen, die MBP-Fusionsproteine heterolog
exprimierten, wurde an einer Amylose-Matrix (NEB) nach dem sog. “Batch-Verfahren*
aufgereinigt. 20 upl der Amylose-Matrix wurde im 10fachen Matrixvolumen in
Bindungspuffer equilibriert. Nach 3miniitiger Zentrifugation bei 3.000 x g bei 4 °C wurde
die Matrix sedimentiert und in 2 ml des zytosolischen Extraktes resuspendiert. Nach
Rotation fiir 1 h bei 4 °C und anschlieBendem dreimaligem Waschen in kaltem
Bindungspuffer wurden die immobilisierten MBP-Fusionsproteine fiir Bindungsstudien

herangezogen.

2.2.3.8 Herstellung von Zellhomogenaten

Transfizierte HEK-293 Zellen in 10 cm Gewebekulturschalen wurden nach 36 h fiir
Bindungsanalysen homogenisiert. Dazu wurden die konfluenten Zellen mit 5 ml 1 x PBS
(RT) gewaschen und in 1 ml -eiskaltem Homogenisierungspuffer (1 x PBS,
Proteaseinhibitorenmix mit EDTA (Boehringer Mannheim), 1 mM PMSF und 1 mM DTT)
aufgenommen. Die Zellen wurden mit einem Handpotter auf Eis aufgebrochen und grof3e
Membranfragmente und Zellkerne durch Zentrifugation bei 1.000 x g fiir 3 min bei 4 °C

sedimentiert.

Sollte ein kombiniertes Homogenat aus Plasmamembran und Zytoplasma gewonnen
werden, so wurde der abgenommene Uberstand mit 1 % Triton-X100 versetzt, sofort fiir
10 s gevortext und anschliefend bei 4 °C fiir 1 h liber Kopf rotiert. Die dabei solubilisierten
Proteine, sowie die zytoplasmatischen Komponenten, wurden durch Ultrazentrifugation bei
100.000 x g fiir 45 min bei 4 °C von groBeren Partikeln getrennt. Dieser Uberstand wurde

fiir die anschlieBenden Prézipitationsanalysen verwandt.

Sollte die Zytoplasma- und die Membranfraktion getrennt untersucht werden, wurden
zuerst die Membrananteile durch Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 15 min bei 4 °C
sedimentiert. Die damit gewonnene zytoplasmatische Fraktion wurde abgenommen und auf
Eis  verwahrt, wihrend die Proteine der Membranfraktion in 100 pul

Homogenisierungspuffer aufgenommen und wie oben beschrieben solubilisiert wurden.
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2.2.3.9 Herstellung von Hirnhomogenaten

Zur Extraktion von Proteinen aus dem Hirn adulter Ratten wurden tiefgefrorene Hirne in
dem Sfachen Volumen des Frischgewichts mit eiskaltem Homogenisierungspuffer (vgl.
2.2.3.4) auf Eis in einem Potter-Homogenisator bei 800 U bis zur Homogenisierung des
Gewebes zerkleinert. Durch anschlieende Zentrifugation bei 1.000 x g fiir 3 min bei 4 °C
wurden groBere Zellfragmente sedimentiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Dieser wurde mit 1 % Triton-X100 (v/v) versetzt und fiir 1 h bei 4 °C {iber Kopf rotiert.
Solubilisierte membranstindige Proteine und zytoplasmatische Proteine wurden durch
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g fiir 1 h bei 4 °C von ungeldsten Membranfragmenten
getrennt. Dieses kombinierte Gewebehomogenat wurde bis zur Verwendung kontinuierlich

auf Eis gehalten.

2.2.3.10 "Pull-Down" Bindungsstudien

Immobilisierte  Fusionsproteine wurden mit den angegebenen Gewebe- oder
Zellhomogenaten verschiedener Fraktionen UN bei 4 °C inkubiert. Durch Zentrifugation
bei 2.500 x g fiir 3 min bei 4 °C wurde die Matrix mit gebundenen Proteinen vom
Uberstand, der verwahrt wurde, getrennt. Die Matrix wurde im 10fachen Volumen des
Matrixvolumens in Bindungspuffer gewaschen und erneut bei 2.500 x g fiir 3 min pelletiert.
Nach zweimaligem Wiederholen des Waschschritts wurden die Matrix-gebundenen
Proteine in 1 x SDS - Probenpuffer eluiert. Die Proteine der Eluate, der Uberstinde und
Anteile des eingesetzten Homogenats wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und

immunologisch oder durch Coomassiefarbung sichtbar gemacht.

2.2.3.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gelelektrophoretische Analysen erfolgten im diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli
(Graff et al., 1989b) in Polyacrylamidgelen. Fiir das Trenngel wurde 0,25 x "Lower-Tris"
mit 30 % (w/v) Acrylamid/0,8 % (w/v) N,N,-Methylen-bisacrylamidlésung zur
erwiinschten Acrylamid-Endkonzentration versetzt, mit H,O auf das Endvolumen gebracht
und zum Auslosen der Polymerisation mit 0,025 % (w/v) Ammoniumpersulfat mittels einer
10 %igen (w/v) Stammldsung sowie mit 0,002 - 0,003 % (v/v) TEMED versetzt. Zur

Herstellung des 4,5 %igen Sammelgels wurde mit 0,25 x "Upper-Tris" und H,O die 30 %
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(w/v)  Acrylamid/0,8% (w/v) N,N,-Methylen-bisacrylamidlosung auf 4.5 %ige
Endkonzentration gebracht und zum Auslosen der Polymerisation 0,01 % (w/v)
Endkonzentration Ammoniumpersulfat und 0,003 % (v/v) Endkonzentration TEMED
hinzugegeben. Die Proben wurden in Probenpuffer mit oder ohne 5 % (v/v) B-
Mercapoethanol aufgenommen. Um mogliche DNA-Riicksténde aus
Membranpriparationen zu entfernen, wurden diese fiir 10 min bei RT mit 1 U Benzonase
(DNase (MERCK)) behandelt. Falls nicht anders vermerkt, wurden die Proben vor dem
Auftrag fiir 3 min bei 95 °C zusétzlich denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x
Laemmli-H Elektrophoresepuffer bis zum Auslaufen der Blaufront bei 25 mA fiir
"Minigele" (7 x 10 cm) und bei 55 mA fir “Midigele (12 x 17 cm). Zur

GroBenbestimnmung wurden 10 pl Proteinmarker in einer Spur des Gels aufgetragen.

2.2.3.12 Firbung von SDS-Proteingelen

Zur direkten Visualisierung der aufgetrennten Proteine wurden die Proteingele fiir 30 min
in Coomassieldsung inkubiert und der ungebundene Farbstoff durch die anschlieBende
mehrstiindige Inkubation in Entfarberlosung herausgewaschen. Angefarbte Proteine traten
hierdurch hervor. Die Gele wurden UN mit Weichmacherldsung versetzt und anschlieBend
in einer Spannapparatur zwischen angefeuchteter Einweckfolie mittels Lufttrocknung

konserviert.

2.2.3.13 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose (Western-

Transfer)

Zur  immunologischen  Detektion  wurden die  separierten  Proteine  auf
Nitrozellulosemembranen tiberfiihrt (Kyhse-Andersen, 1984), wozu fiir die Midigele eine
Horizontalblotkammer (BioRad, Miinchen) und fiir die Minigele eine Feuchtblotkammer
(BioRad, Miinchen), die mit Transferpuffer (Limmli-H Laufpuffer, 20 % (v/v) Methanol)
aufgefiillt war, verwendet wurde. Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstirke von 1
mA/cm? Gel fiir 1 - 2 h und wurde durch Inkubation des Gels nach dem Transfer in
Coomassielosung fiir 30 min und anschlieBender Entfirbung in Entfarberlosung
kontrolliert. Die Nitrozellulosemembran wurde fiir 5 min in Ponceau S-Losung getaucht

und so die transferierten Proteine nach Spiilen mit H,O sichtbar gemacht. Die
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GroBenmarker wurden mit einem wasserfesten Stift nachgezogen.

224 Immunologische Methoden

2.2.4.1 Herstellung eines SERT-spezifischen Antikorpers

Das (1-SERT Serum AS968 wurde durch Immunisierung von Kaninchen mit einem SERT-
Peptid (S-PEP), welches mit bis-Diazobenzidin an das Himozyanin einer Meeresschnecke
(keyhole lymphet) als Hapten gekoppelt war, erhalten. Die Synthese von S-PEP, das die
Aminosduren 388 - 402 in der vierten putativen extrazelluldren Schlaufe (sieche Abb. 1.2)
des SERT beinhaltete, sowie die Immunisierung von Kaninchen wurde von der Firma
EUROGENTECH (Seraing, Belgien) durchgefiihrt. Das Antiserum wurde durch
Affinititschromatographie weiter gereinigt, wozu 5 mg S-PEP durch den Quervernetzer
EDAC entspechend den Hinweisen des Herstellers an 2 ml EAH-Sepharose 4B
(Pharmacia) gekoppelt wurden. Antiseren wurden an die Matrix (5 ml Serum an 2 ml S-
PEP-Sepharose) fiir 2 h bei RT gebunden und spezifische IgG nach Waschen der Matrix
mit 0,1 M Glycin/HCI, pH 2,5, eluiert. Die affinitdtsgereinigten IgG wurden im folgenden
als [1-SERT-968 bezeichnet. Alle o.g. Arbeitsschritte wurden von PD Dr. P. Schloss
durchgefiihrt.

2.2.4.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen nach Transfer auf Nitrozellulose

(Western-Blot)

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Transfer der Proteine fiir 10 min in TBS
gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch 20miniitige Inkubation in TBB
abgesittigt. Die Detektion erfolgte mit dem primdren Antikorper, der in TBB verdiinnt
wurde, fir 1 h bei RT. Unspezifisch gebundender Antikérper wurde durch wiederholtes
Waschen in TBS, TWB und TBS fiir je 10 min entfernt. Ein weiterer Inkubationsschritt
erfolgte mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten Zweitantikdrper, der gegen den
primidren Antikorper gerichtet war, in einer 1 : 10.000 Verdiinnung in TBB fiir 45 min. Die
anschliefenden Waschschritte wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die Detektion
des Zweitantikorpers erfolgte anschlieBend durch eine Chemolumineszenz-Reaktion der

Peroxidase, die mit Hilfe des ECL-Systems (Pierce) nach den Angaben des Herstellers
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durchgefiihrt wurde.

2.2.4.3 Immunzytochemie

Die zelluldre Lokalisation von heterolog exprimierten Proteinen wurde in HEK-293 Zellen
immunzytochemisch bestimmt. Dazu wurde eine 10 cm Gewebekulturschale mit
konfluenten HEK-293 Zellen in einer Verdiinnung von 1 : 96 in "24-well Schalen" (d = 2
cm), in die zuvor sterile Glaspléttchen eingelegt worden waren, passagiert und fiir 48 h im
Brutschrank unter Standardbedingungen (2.2.1.1) inkubiert. Die adhdrenten Zellen wurden
mit 250 ng Plasmid-DNA/well transfiziert (2.2.1.2.) und nach weiteren 48 h angeférbt.

2.2.4.3.1 Farbung nach Paraformaldehyd-Fixierung

Mit einem GFP-Konstrukt transfizierte Zellen wurden zum Erhalt der griinen Fluoreszenz
mit Paraformaldehyd fixiert. Dazu wurden die transfizierten Zellen mit kaltem PBS
gewaschen und fiir 7 min in 500 pl 4 % (w/v) Paraformaldehyd unter dem Abzug fixiert.
Nach einem weiteren Waschschritt in 1 ml kaltem PBS wurden die Deckgléschen in hierfiir
vorgesehene Halterungen transferiert und in eine Hybridisierungskiivette mit 50 mM
NH4CI fiir 20 min iiberfiihrt. Nach den folgenden drei Waschschritten in kaltem PBS
wurden freie Bindungsstellen durch eine 30miniitige Inkubation in 4 % BSA (w/v) in PBS
blockiert. Zwischenzeitlich wurde eine feuchte Kammer aufgebaut, in die 25 pl des
priméren Antikorpers vorgelegt waren. Letzterer war zuvor mit 4 % (w/v) BSA und 0,13 %
(w/v) Triton-X100 (1:1.000) in PBS wie angegeben verdiinnt. Die Deckgldschen wurden
vorsichtig abgetupft, auf die Antikorpersuspension appliziert und fiir 1 h bei RT inkubiert.
Nach einem anschliefenden dreimaligen Waschvorgang in kaltem PBS wurde die
zelltragende Oberseite der Deckgldaschen mit dem zweiten Antikorper nach dem vorherigen
Schema im Dunkeln fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach einigen letzten Waschschritten in PBS
von mindestens 45 min wurden die fixierten Zellen in H;O getaucht, abgetupft und mit

Mowiol (Hoechst) auf Objekttriger aufgezogen. Die Praparate wurden bei -20 °C gelagert.

2.24.3.2 Firbung nach Methanol/Eisessig-Fixierung

Diese Fixierungsmethode war aufgrund der besseren Zellhaftung der oben beschriebenen
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vorzuziehen und wurde so fiir die Fixierung von Zellen eingesetzt, die kein GFP-Protein

exprimierten.

Die adhirenten Zellen wurden in 200 ml eines Methanol/Eisessig-Gemisches (95 % (v/v)
Methanol, 5 % (v/v) Eisessig), das in einem Trockeneisbad gekiihlt worden war, fiir 5 min
fixiert, vollstidndig luftgetrocknet und fiir 20 min in Blockierungspuffer (4 % (w/v) BSA in
PBS) inkubiert. Die Deckgldschen wurden 3 x 5 min in PBS gewaschen und in der
Erstantikorper-Losung (Primérantikorper in Blockierungspuffer) in einer feuchten Kammer
fiir 1 h bei RT inkubiert (vgl. 2.2.3.3.1). Nach wiederholtem Waschen von 3 x 5 min in
PBS wurde mit dem Zweitantikdrper analog verfahren. Die abschlieBenden Schritte

erfolgten wie bereits unter 2.2.3.3.1 beschrieben.

2.2.4.4 Konfokale Analyse gefirbter Zellen

Fiir die konfokale Mikroskopie von [I-SERT 968 gefarbten Zellen wurden optische
Schnitte mit einem Sarastro 2000 Mikroskop (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA)
aufgenommen. Fiir die Auswertung von Doppelfarbungen wurde ein invertiertes DM IBRE
Mikroskop (Leica, Bensheim) verwendet. Die Darstellung erfolgte mit einer Pixelgrofe
von 0,1 pm?. Der Abstand zwischen den einzelnen konfokalen Schnittebenen betrug 0,49
um. Die CY3-Fluorochrome wurden mit der 514 nm Linie eines Argon-lonenlasers
angeregt, wihrend das Fluorochrom AlexaFluor594 und das verstérkt griin-fluoreszierende

Protein (EGFP) bei 594 nM bzw. bei 488 nM angeregt wurden.

Um das statistische Rauschen der Sekundérelektronenvervielfacher zu eliminieren, wurden
die Primardaten Gauss-gefiltert (Korngrof8e 3x3x3). Fiir die mathematischen Operationen
und fiir die Darstellung wurde das Programm ImageSpace (Molecular Dynamics,

Sunnyvale, USA) auf einem Indigo 2 Rechner (Silicon Graphics) benutzt.
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3. Ergebnisse

In der hier vorliegenden Arbeit sollten unter Verwendung des Zwei-Hybrid-Systems
zytoplasmatische Proteine identifiziert werden, die mit dem Serotonintransporter SERT
interagieren. Die von den isolierten cDNA-Klonen kodierten potentiellen
Interaktionspartner sollten anschlieBend durch biochemische, immunzytochemische und
pharmakologische Experimente charakterisiert und die in vivo-Relevanz ihrer Interaktion
mit dem SERT {iberpriift werden. Bisher war die Bedeutung der Amino (N)- und Carboxy
(C)-Termini des SERT als mdgliche Interaktionsdoméne fiir Proteine, die z. B. den
Substrattransport oder die Lokalisation des SERT regulieren, unbekannt. Daher wurden
hier zunichst N- und C-terminale Deletionsmutanten des SERT (1/N-SERT/(1C-SERT)
generiert. Die trunkierten Proteine wurden anschliefend beziiglich ihrer oligomeren

Struktur, ihrer Funktionalitét und ihrer Lokalisation in HEK-293 Zellen analysiert.

3.1 Analyse der Funktion der SERT-Termini

In einem ersten Ansatz wurden die terminalen Aminosduren mittels PCR deletiert. Da der
N-Terminus des SERT zytoplasmatisch lokalisiert ist, sollte kein Signalpeptid fiir die
Insertion des Transportproteins in die Plasmamembran benétigt werden (Spiess, 1995).
Daher sollte die Deletion des N-Terminus die Insertion des SERT in die Plasmamembran
nicht beeinflussen. Um die N-terminale Doméne zu deletieren, wurden die Basenpaare 410
- 729 der SERT-cDNA mittels PCR amplifiziert, welche fiir die Aminosduren 84 - 190
kodieren. Dieses Fragment wurde mittels einer internen singuldren Haell-Schnittstelle an
dem 3’-Ende und einer artifiziell angefiigten Xhol-Restriktionsschnittstelle an dem 5'-Ende
an das 3’'-Fragment einer Haell-geschnittenen SERT-cDNA, bzw. an den Xhol-
geschnittenen eukaryotischen Expressionsvektor pCis (Gorman et al., 1989) ligiert. Ein am
5’-Ende zusétzlich eingefiigtes Startkodon markierte den Translationsstart. Somit wurde
eine SERT-Mutante generiert, die gegeniiber dem Wildtypprotein am N-Terminus um 83
Aminosduren verkiirzt vorlag. Fiir die Konstruktion der C-terminalen Deletionsmutante
wurde ein 384 Basenpaare groBes cDNA-Fragment amplifiziert, welches fiir die
Aminoséduren 476 - 604 kodierte. Dieses Fragment wurde iiber eine 3’-terminale singulére
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Aatll-Restriktionsschnittstelle an die Aatll-geschnittene SERT-cDNA ligiert. An dem 5'-
Ende wurde ein Stopkodon und eine Hpal-Restriktionsschnittstelle artifiziell angefiigt.
Letztere erlaubte die Ligation in den eukaryotischen Expressionsvektor pCis, wihrend das
Stopkodon das Ende der translatierten Region markierte. Diese |C-SERT-cDNA war
gegeniiber der Wildtyp (wt)-SERT-cDNA um die C-terminalen 26 Aminosduren
(Aminosduren 605 - 630) deletiert. Die an dem N-Terminus verbliebenen vier
zytoplasmatischen Aminosduren vor der ersten postulierten Transmembrandoméne bzw.
die neun C-terminalen zytoplasmatischen Aminosduren hinter der letzten postulierten
Transmembrandomine sollten fiir eine korrekte Insertion der angrenzenden
Transmembrandoméine in die Plasmamembran geniigen, da die zytoplasmatischen
Aminosduren aufgrund ihrer Ladung die hydrophoben ungeladenen Aminosduren der
Transmembrandomine in der Plasmamembran theoretisch fixieren. Die Expression und

Funktionalitét dieser Mutanten wurde im folgenden verifiziert.

3.1.1 Biochemischer = Nachweis der rekombinanten Expression der

Deletionsproteine

Die Expression der rekombinanten Deletionsmutanten in dem eukaryotischen
Expressionsvektor pCis (Gorman et al., 1989) wurden durch Western-Blot Analyse
untersucht. Als positive Kontrolle diente der wt-SERT, der ebenfalls in dem pCis-
Expressionsvektor vorlag (Schloss und Betz, 1995). Dazu wurden die verschiedenen
Konstrukte mittels CaPO,-Prazipitation in HEK-293 Zellen transfiziert und 48 h spater die
Membranen  pripariert. Da  vorhergehende  Studien eine  cystein-abhingige
Oligomerisierung des SERT vorgeschlagen hatten (Jess et al., 1996), wurden die Proteine
unter nicht-reduzierenden Bedingungen auf einem 7,5 % SDS-Gel aufgetrennt und nach
anschlieBendem Western-Transfer mit dem (1-SERT-968 Antikorper (Sur et al., 1996)

immundetektiert.
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Abb. 3.1: Oligomerstruktur der Deletionsmutanten des SERT. Auf einem 7,5 % Polyacrylamidgel
wurden Membranproteine aus HEK-293 Zellen, die den wt-SERT (Spur 4), [ON-SERT (Spur 2)
oder TJC-SERT (Spur 3) heterolog exprimierten, unter nicht-reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt. Nach anschliefendem Western-Transfer wurde der SERT mit einem spezifischen []-
SERT-968-Antikorper nachgewiesen. In Spur 1 sind Membranen von Kontrollzellen aufgetragen.
Die immunreaktiven Banden sind mit Pfeilkopfen markiert. Die Positionen der Markerproteine sind
links in kDa angegeben.

Abbildung 3.1 zeigt, daBB der (1-SERT-968 Antikorper in Zellen, die den wt-SERT
heterolog exprimierten, eine Doppelbande um 60 kDa erkannte (Spur 4, unterer Pfeilkopf).
Diese repréasentiert die monomere Form des SERT (Sur et al., 1996; Kilic und Rudnick,
2000). Zwei weitere Banden hoheren Molekulargewichts um 140 kDa (mittlerer Pfeilkopf)
und etwa 200 kDa (oberer Pfeilkopf) stellen wahrscheinlich oligomere Formen des
Membranproteins dar (Jess et al., 1996; Kilic und Rudnick, 2000). Die Unschirfe dieser
Banden mag auf der komplexen Glykosylierung des Proteins beruhen (Tate und Blakely,
1994). Ahnlich dem wt-Protein fand sich fiir beide Mutanten auch die Doppelbande bei 60
kDa. Zudem wurde mit (/C-SERT auch eine majoritdre immunreaktive Bande um 200 kDa
erhalten (Spur 3). Diese Bande, welche moglicherweise eine tetramere Form des SERT
reprasentiert (Jess et al., 1996; Kilic und Rudnick, 2000), trat jedoch nicht in mit (/N-SERT
(Spur 2) transfizierten Zellen auf. Als mogliche oligomere Form wurde hier nur eine Bande
um 140 kDa gefunden. Diese Bande fehlte wieder in der Expression der C-terminalen
Deletionsmutante. Das Fehlen dieser Immunsignale in Spur 1, welche die mit dem pRC-

Vektor transfizierten Kontrollzellen wiederspiegelt, zeigte die Spezifitit des Antikorpers.

Das unterschiedliche Erscheinen von Banden hoheren Molekulargewichts in den
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Membranpréparationen der Zellen, die mit den mutierten cDNAs transfiziert worden waren,
spricht fiir eine fehlerhafte Oligomerisierung der mutierten Proteine, die moglicherweise
auf mangelhafter Faltung oder verdnderten posttranslationalen Modifikationsreaktionen

beruht.

3.1.2 Untersuchungen zur Funktionalitit der heterolog exprimierten

Deletionskonstrukte

Um zu untersuchen, wie die Termini die Funktion des SERT beecinflussen, wurden
Serotonin-Aufnahmestudien an den N- und C-terminal deletierten Proteinen durchgefiihrt.
Dazu wurden die Deletionskonstrukte parallel in HEK-293 Zellen, die zuvor in “24-well*-
Kulturschalen ausgesit worden waren, nach der CaPO4-Methode transfiziert und 48 h
spiter die Aufnahme von [H]5-HT gemessen. Da vorerst nur ein Hinweis auf die
Funktionalitit der Mutanten erhalten werden sollte, wurde von einer vollstindigen
Sattigungsanalyse abgesehen und lediglich die zeitliche Sittigung bei einer konstanten

Substratkonzentration von 250 nM ['H]5-HT verfolgt.
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Abb. 3.2: [H]5-HT Aufnahme in transient transfizierten HEK-293 Zellen. Die zeitliche Sittigung
der ['H]5-HT-Aufnahme wurde in Zellen, die das Wildtyp-SERT-Protein (wt-SERT), [JC-SERT
(delC-SERT) oder [IN-SERT (deIN-SERT) heterolog exprimierten, in Gegenwart von 250 nM
['H]5-HT bestimmt. Die unspezifische Wiederaufnahme wurde in Kontrollzellen, die mit leerem
Vektor transfiziert wurden (mock), ermittelt. Aus den Daten wird ersichtlich, daB3 die Deletionen der
zytoplasmatischen Termini einen kompletten Transportverlust des SERT indizieren. Alle Werte
ergaben sich aus drei Einzelmessungen, die jeweils in Quadruplikaten durchgefiihrt wurden.

Wie aus Abb. 3.2 ersichtlich ist, zeigten nur diejenigen Zellen ['H]5-HT-Aufnahme, die das
wt-SERT-Protein exprimierten. In Gegenwart von 250 nM ['H]5-HT traten diese Zellen
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nach 9 min in die Sittigungsphase ein. Die Zellen, die [IC-SERT bzw. [IN-SERT
exprimierten, wiesen dagegen keine Transportaktivitit auf. Wahrend der wt-SERT zum
Zeitpunkt des Eintritts in die Sattigungsphase eine Aufnahmekapazitit von 3,97 + 1,07
pmol/well aufwies, wurden fiir die [/C-SERT- bzw. [IN-SERT-exprimierenden Zellen eine
Transportrate von 0,58 £+ 0,18 pmol/well, bzw. 0,46 + 0,03 pmol/well analysiert. Da bereits
Kontrollzellen, die mit einem insertlosem eukaryotischen Expressionsvektor transfiziert
worden waren, zu diesem Zeitpunkt 0,85 + 0,37 pmol/well ['H]5-HT aufgenommen hatten,
ist das Substrat, das in die [IN- bzw. [JIC-SERT-exprimierenden Zellen aufgenommen
wurde, dem unspezifischen Transport zuzumessen. Hieraus 148t sich folgern, dal3 beide

zytoplasmatischen Termini des SERT fiir dessen Transportfunktion benotigt werden.

3.1.3 Immunzytochemischer Nachweis der Expression des SERT und der

Deletionsmutanten

Da der Funktionsverlust der Deletionsmutanten und deren  verdndertes
gelelektrophoretisches ~ Laufverhalten auf einer fehlerhaften posttranslationalen
Modifikation beruhen konnte, wurde die zelluldre Lokalisation der heterolog exprimierten
Deletionskonstrukte analysiert. Hieraus kann Aufschlufl gewonnen werden, ob die Termini
fiir die Insertion des SERT in die Plasmamembran notwendig sind. Erhdhte intrazelluldre
Immunreaktivitit wire beispielsweise ein Hinweis darauf, dafl das rekombinante Protein in
Endosomen oder im Golgi-Apparat der Zelle vorliegt. HEK-293 Zellen wurden deshalb mit
der cDNA des jeweiligen Deletionskonstrukts bzw. des wt-SERT transfiziert und nach 24 h
fiir die immunzytochemische Analyse in Methanol fixiert. Das SERT-Protein bzw. die
Mutanten wurden mit dem [1-SERT-968-Antikorper detektiert und unter Verwendung eines
CY3-Fluorochrom-tragenden Antikorpers gegen den IgG-Anteil des primiren Antikorpers

sichtbar gemacht.
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Abb. 3.3.: Immunzytochemische Férbungen der in HEK-293 heterolog exprimierten SERT-
Konstrukte und des GlyT1b. Durch konfokale Mikroskopie wurden optische Schnitte durch
transfizierte Zellen gelegt, die wt-SERT (A); GlyT1b (B); ON-SERT (C) und COOC-SERT (D)
heterolog exprimierten. Der Einsatz in D zeigt eine nicht-transfizierte Kontrollzelle, die das gleiche
Férbeprotokoll wie die SERT-exprimierenden Zellen durchlaufen hat. Der GroBenmafBstab in D gibt
2 um wieder. Die Farbskala in A représentiert die Intensititen der in Pseudofarben
wiedergegebenen Immunfluoreszenzen (weiss = stirkste Immunfluoreszenz; blau = schwéchste
Immunfluoreszenz). Wéhrend in A und B eine eindeutige Membranfarbung nachweisbar ist, zeigen
die Zellen in C und D eine erhohte intrazellulire Immunreaktivitit und fehlende Membranfarbung.
Die Immunreaktivitit des SERT in A ist an einigen Membranarealen stirker konzentriert, wahrend
der GlyT1b (B) eher gleichmifig an der Membran verteilt vorliegt.

Abb. 3.3. A zeigt eine membranstindige Immunreaktivitit des wt-SERT, die an einigen
Bereichen der Plasmamembran verstirkt auftritt. Ein weiterer Vertreter dieser
Proteinfamilie, der Glycintransporter GlyT1b, zeigte nach dessen heterologen Expression in
HEK-293 Zellen dagegen eine gleichméaflige Verteilung an der Plasmamembran (Abb. 3.3
B). Diese ungleichméfige Verteilung des SERT in der Plasmamembran kénnte auf einer
Lokalisation und Aggregation dieses Proteins in definierten Plasmamembranarealen
hindeuten. Von anderen membranstéindigen Proteinen, wie dem Glycinrezeptor, wurde eine
vergleichbare Akkumulation der Immunreaktivitidt an der Membran berichtet, die sich auf
der Assoziation des Rezeptors mit Proteinen des Zytoskeletts begriindet (Kirsch et al.,
1993). Moglicherweise liegen fiir die Akkumulation der membranstindigen SERT-
Immunreaktivitdt dhnliche Mechanismen zugrunde. Solche Zellen, die mit den C- und N-
terminalen Deletionskonstrukten transfiziert worden waren, erschienen abgerundet und

apoptotisch (Abb. 3.3, C und D). Die Immunreaktivitit dieser Zellen war intrazellulér
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lokalisiert, z. T. angereichert in groBen Aggregaten, die Endosomen oder Kompartimente
des Golgi-Apparats reprdsentieren konnten. Hieraus mull geschlossen werden, daB3 die
endstindigen Termini des SERT entweder fiir dessen korrekte Faltung und
Oligomerisierung oder fiir den Transport und die Insertion des SERT in die
Plasmamembran unabdingbar sind. Diese Prozesse werden durch interagierende Proteine,
wie z. B. Chaperone, bewerkstelligt. Mdoglicherweise stellen die Termini die

Interaktionsdomaénen fiir solche Proteine dar.

3.2 Identifizierung von zytoplasmatischen Interaktionspartnern des

SERT

Neben den oben dargestellten Befunden lieBen weitere Beobachtungen vermuten, daf3 der
SERT mit einer Vielzahl von Proteinen assoziiert vorliegt, z. B. um dessen Lokalisation und
Transportfunktion zu regulieren. So ist der SERT nicht nur an der Plasmamembran der
Priasynapse, sondern auch in Varikosititen von Axonen lokalisiert (Sur et al., 1996). In
polarisierten Zellen, wie z. B. in MDCK Zellen, findet sich ausschlieBlich eine basolaterale
Expression dieses Neurotransmittertransporters (Ahn et al., 1996), wihrend der endogene
SERT in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks nur dort an der Plasmamembran
detektiert wird, wo Zell-Zell Kontakte ausgebildet wurden (Schroeter et al., 1997). Weiterhin
zeigten pharmakologische und biochemische Studien, dal der Substrattransport des SERT
durch die Assoziation mit verschiedenen Kinasen reguliert wird, wie unter Kapitel 1.3.3
beschrieben. Die Analyse der Primirstruktur des SERT mit Hilfe des Programms
PhosphoBase (Kreegipuu et al., 1999) zeigte, da3 die Konsensus-Phosphorylierungsmotive
fiir die Proteinkinasen C und A sowie flir die Calmodulin-abhéngige Kinase (CaMKII)
ausschlieBlich in den zytoplasmatischen Termini des SERT liegen (vgl. Abb.1.2). Eine
Ausnahme stellt eine PKC-Phosphorylierungsstelle in der dritten intrazelluliren Doméne dar.
Die Interaktion der N- und C-Termini mit diesen Kinasen ist aufgrund der
pharmakologischen Nachweise zur Regulation der SERT-Transportaktivitdt wahrscheinlich.
Auch Phosphorylierungsstudien belegten die Modifikation des SERT, jedoch gelang die
Coimmunprazipitation mit Kinasen bislang nicht (Blakely et al., 1998; Ramamoorthy und

Blakely, 1999). Neben den Phosphorylierungsstellen sind in den Termini keine weiteren
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Proteininteraktionsdoménen aufzufinden. Um mogliche zytoplasmatische Interaktionspartner

des SERT zu identifizieren, wurde im folgenden das GAL4-Zwei-Hybrid-System eingesetzt.

Als Koder wurde der zytoplasmatische 3 kDa umfassende C-Terminus des SERT (SERT-CT)
gewihlt. Der C-Terminus stellt nach dem N-Terminus die grofte intrazellulire Doméne des
SERT dar. Wie in dem N-Terminus befinden sich hier Phosphorylierungsmotive fiir PKC und
PKA. Weiterhin befindet sich hier das Konsensusmotiv fiir die Calmodulin-abhéngige Kinase
(CaMKII). Als ein wesentlicher Vorteil gegeniiber dem N-Terminus erschien es, daf3 der C-
Terminus, wiirde er als Fusionsprotein mit der Bindungsdomdne des GAL4-
Transkriptionsfaktors der Hefe (GAL4BD) vorliegen, iiber einen freien endstindigen
Terminus verfiigen wiirde. Diese Situation kdme den physiologischen Gegebenheiten niher.
Der unter physiologischen Bedingungen freie N-Terminus wére dagegen fixiert und die
membranangrenzenden Aminosduren freistindig. Unter diesen Gegebenheiten erschien die
Wahrscheinlichkeit hoher, physiologisch relevante Interaktionspartner mit dem C-Terminus
zu identifizieren. Fiir die folgenden Screeningexperimente wurde daher als Koder der C-
Terminus C-terminal an die Bindungsdomine des GAL4-Transkriptionsfaktors, der durch
den Bindungsdominenvektor pBD kodiert wurde, fusioniert (pBD-CT). Dazu wurden die
Basenpaare, die fiir die 30 C-terminalen Aminosduren kodierten, mittels PCR amplifiziert,
einer Polynukleotidkinase-Behandlung unterzogen und in den Smal-geschnittenen
Hefeexpressionsvektor pBD ligiert. Das Fusionsprotein aus Bindungsdomédne und C-
Terminus wurde anschlieBend auf seine mdgliche intrinsische Fédhigkeit, mit der GALA4-
Aktivierungsdomédne (GAL4AD) zu interagieren, iiberpriift. Hierzu wurde der pBD-CT mit
dem Vektor pAD, der fiir die Aktivierungsdoméne kodiert, in Hefezellen des Stamms Y190
cotransfiziert. Die Hefezellen wurden dann auf ihre Wachstumsfihigkeit auf
Selektionsmedium (-Trp, -Leu, -His) und auf die Expression der B-Galaktosidase untersucht.
Zur positiven Kontrolle des Systems wurde mit Kontrollvektoren, die die interagierenden
Proteine p53 und das SV40-T-Antigen kodierten (Schmieg und Simmons, 1984), analog
verfahren. Der Ausschlu3 unspezifischer Interaktionen erfolgte dagegen durch Coexpression
des extrazelluldiren Matrixproteins Lamin C, welches nicht mit dem SV40-T-Antigen

interagiert.

In Tabelle 3.1 ist ein reprdsentatives Ergebnis aus einer Serie solcher Cotransformations-

versuche (n = 3) dargestellt.
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Expressionsvektor mit | Expressionsvektor mit | Wachstum auf — | Wachstum auf - | B-Galaktosidase
GAL4BD GAL4AD Trp/-Leu Trp/-Levu/-His Aktivitat
pBD pAD 20 0 -
p33 pSV40 100 80 +
pLam pSV40 150 20 -
pBD-CT pAD 200 0 -
Tabelle 3.1: Kontrolltransformationen in Hefen des Stammes Y190. Verschiedene

Kontrollvektoren, die entweder fiir die GAL4BD (pBD) oder fiir die GAL4AD (pAD) kodierten,
wurden cotransformiert. Die Komplementationseffizienz wurde anschlieBend durch Vergleich des
Wachstums auf normalen -Trp/-Leu-Medien und auf Selektionsmedium ohne Histidin (-Trp,-Leu)
analysiert. Nur bei positiver Interaktion zwischen AD- und BD-Proteinen wird Wachstumsfahigkeit
der Hefezellen auf Selektionsmedium und eine Induktion der Expression der B-Galaktosidase
nachweisbar. Positive Resultate sind durch Blauférbung iiber einen kolorimetrischen Nachweis der
Enzymexpression ("+"-Zeichen) dargestellt, wihrend fehlende Blaufirbung ("-"-Zeichen) eine
mangelnde Interaktion indiziert. Die Anzahl der jeweils gewachsenen Hefeklone ist angegeben. Die
Vektoren der GAL4BD (pBD) kodierten fiir Fusionsproteine aus der GAL4BD und dem Oncogen
P53 (p53), dem extrazelluldren Matrixprotein Lamin C (pLam) sowie dem SERT-CT-Konstrukt
(pBD-CT). Der Kontrollvektor pSV40 exprimierte ein Fusionsprotein aus der GAL4AD und dem
SV40-T-Antigen.

Hieraus wird ersichtlich, daB Hefen, die mit den insertlosen Expressionsvektoren der
GAL4BD und GAL4AD transformiert worden waren, aufgrund mangelnder Interaktion im
allgemeinen kein Wachstum auf Selektionsmedium zeigten. Einige Cotransformanten,
welche die nicht-interagierenden Proteine Lamin C und das T-Antigen des SV40
coexprimierten, zeigten schwaches Wachstum unter Selektionsbedingungen (-Trp, -Leu, -
His) bei hoher Cotransformationseffizienz (Wachstum auf -Trp, -Leu). Der kolorimetrische
Nachweis der B-Galaktosidase-Expression dieser Hefezellen fiel jedoch negativ aus. Das
Wachstum dieser Zellen beruhte also auf einer unvollstindigen Histidinauxotrophie des
Hefestammes. Die Coexpression der interagierenden Proteine p53 und SV40-Antigen
(Positivkontrolle) vermittelte den Hefen Histidinautotrophie und eine deutlich nachweisbare
Expression der 3-Galaktosidase. Diejenigen Hefezellen, die mit dem "Kdderprotein" pBD-CT
und dem pAD cotransfiziert worden waren, zeigten trotz hoher Cotransformationseffizienz
daBB der

kein Wachstum unter Selektionsbedingungen. Damit war nachgewiesen,
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zytoplasmatische SERT-CT nicht mit der GAL4AD interagierte und als "Koder" zur
Isolierung putativer Interaktionspartner geeignet war. Nachfolgend wurde mit dem pBD-CT-
Vektor eine Zwei-Hybrid-cDNA-Bibliothek aus dem Hirn neugeborener Ratten nach
Interaktionspartnern des SERT durchsucht (Abb. 3.4).

GAL4BD GAL4AD cDNA-Bibliothek aus
SERT-CT dem Hirn neugeborener Ratten

pBD-CT pAD-CcDNA

Kotransformation in Hefezellen (Y190)

Transformationseffizienz: 2,3 Kloné

Y

1. Selektion: Ausbildung von Histidinautotrophie

Erhalt 2170 positiver Klone

v

2. Selektion: Expression der §-Galaktosidase:

Erhalt 88 positiver Klone

v

Isolation und Sequenzierung der pAD-Plasmide,
Analyse und Homologievergleich mittels Datenbanksuche

Erhalt 6 positiver, unabh ngiger Klone

v

Retransformation von positiven pAD-cDNA mit pBD,

berpr fung auf Autoaktivierung der Transkription der Selektionsmarker.
Erhalt 4 positiver cDNA-Klone als putative Interaktionspartner
des SERT C-Terminus

Abb. 3.4: Legende siche folgende Seite
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Abb. 3.4: Flulschema zum Einsatz des Zwei-Hybrid-Systems zur Identifizierung von neuen
Interaktionspartnern fiir ein Kdderprotein. Als Kdder wurde der C-Terminus des SERT an die
GAL4-BD fusioniert (pBD-CT). Der zweite Expressionsvektor trug die GAL4-AD, hinter welche
Inserts einer cDNA-Bibliothek aus dem Hirn neugeborener Ratten kloniert worden waren. Diese
Vektoren wurden in Hefezellen des Stammes Y190 mit einer Effizienz von 2,3 x 10° cotransfiziert.
Putative Interaktionspartner wurden auf Histidinautotrophie und die Expression von B-
Galaktosidase selektioniert. Von 2170 Klonen, die auf Histidinmangelmedium zu wachsen
vermochten, exprimierten 88 auch die (-Galaktosidase. Aus 45 Klonen, die wiederholt eine
Blaufirbung zeigten, wurden die pAD-Plasmide isoliert und deren cDNA sequenziert. Aus dem
Leseraster der Aktivierungsdomine wurde die Aminosduresequenz abgeleitet. Homologievergleiche
mit diversen Datenbanken identifizierten sechs cDNA-Klone, bei denen Nukleinsduresequenz und
Aminoséduresequenz mit dem ersten Leseraster des Homologen aus der Datenbank identisch waren.
Die Féhigkeit dieser positiven Klone die Autoaktivierung der Markergene zu induzieren, wurde
durch erneute Cotransfektion des Kandidatenklons mit dem insertlosen pBD untersucht.
Blaufarbung oder starkes Wachstum der Klone, die mit dem pBD transformiert waren, enttarnten
zwei falsch-positive Klone.

Hefen des Stammes Y190 wurden sequentiell mit dem Expressionsvektor pPBD-CT und einer
Zwei-Hybrid-cDNA Bibliothek aus der Poly(A)-mRNA aus dem Gehirn neugeborener Ratten
(Stratagene) transformiert und auf Selektionsmedium (-Leu/-Trp/-His) ausplattiert. Die
Transformationseffizienz der cDNA-Bibliothek wurde auf 2,25 x 10° Klone bestimmt, so daB3
die cDNA-Bibliothek, die eine Komplexitit von 1 x 10" Klonen umfaBte, gut doppelt
abgedeckt war. Nach drei Tagen wurden iiber die folgenden sechs Tage 2170 Klone isoliert,
die potentielle Interaktionspartner des SERT-CT darstellten. Der kolorimetrische Ansatz
erbrachte in 88 dieser Klone den Nachweis der B-Galaktosidase-Expression. Da Hefezellen
unter Umstédnden mehrere Vektoren gleichzeitig aufnehmen, wurden diese Klone viermal auf
Selektionsmedium vereinzelt. Aus 45 Klonen, die anschlielend noch B-Galaktosidase
Expression aufwiesen, wurde die Plasmid-DNA gewonnen, in E. coli retransformiert und
hieraus der pAD-Vektor isoliert. Um die Vereinzelung der Klone doppelt zu verifizieren,
wurden jeweils zwei bis vier der Bakterienkolonien herangezogen. Deren cDNA-Fragmente,
die mit den Restriktionsenzymen EcoR1/Xhol hinter die GAL4AD kloniert worden waren,
wurden anschlieBend einer  Restriktionsanalyse  unterworfen. Die  Fragmente
ibereinstimmender Vektoren wurden sequenziert und mit bereits bekannten, in Datenbanken
vorliegenden Nuklein- bzw. Aminosduresequenzen nach dem BLAST-Algorithmus (Altschul
et al., 1997) verglichen. Ergaben sich hier keine Homologien, wurde die dbest-Datenbank
nach exprimierten, aber unbekannen cDNA-Sequenzen durchsucht. Entsprechend wurde mit

der Aminoséduresequenz verfahren, die dem offenen Leseraster der Aktivierungsdoméne
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abgeleitetet wurde. Die Sequenzen aller Klone und deren Homolgien sind im Anhang
aufgefiihrt. Nur Klone, die signifikante Homologien auf Nuklein- bzw. Aminosdurebasis
aufwiesen, wurden als tatsidchliche Kandidatenproteine betrachtet. Nach dieser Analyse

verblieben die in Tabelle 3.3 aufgelisteten sechs Klone als potentielle Interaktionspartner des

SERT-CT.

Klon # homologe Proteine Homologie (%) Proteindoménen
AS (NS)
6/5.2 humanes periodisches Tryptophan 80 (72) Leucin Zipper,

Protein2 (hPWP2) repetitive WD-Sequenz

7/6.2 | B-UE der PAF-AH 1b ("Platelet- 100 (100) repetitive WD-Sequenz
activating-factor"-Acetylhydrolase)

9/7.4 | Smarce-dhnliches Protein 99 (94) SWI/SNF verwandtes, Matrix
assoziiertes, Aktin abh. Mitglied der
Chromatin Unterfamilie E

16/8.8 | Maus F52 = MacMARCKS 96 (96) [IMARCKS Homologie Doméne
(myristoyliertes alanin-reiches PKC [1PKC Phosphorylierung
Substrat) [1CaM-und Aktin-Bindung
21/7.5 | m W07G4.3 45 (BLAST) Serin/Threonin-Kinase Doméne
(90 (dbest))
29/3.3 | NADH-Cytochrom P450 94 (92)
Oxidoreduktase

Tabelle 3.3: Zusammenfassende Darstellung der Klone, die auf Selektionsmedium B-
Galaktosidaseaktivitdt exprimierten und deren Aminosduresequenz (AS) im offenen Leseraster der
GALA4AD vorlag. Die homologen Proteine, die aus BLAST oder dbest Datenbank-Vergleichen
erhalten wurden, die zugehdrigen Nukleinsdure (NS)- und Aminoséure (AS)- Homologiewerte sowie
in den Homologen konservierte Protein-Doménen sind angegeben.

Diese Klone wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer intrinsischen Féhigkeit, mit der
Bindungsdoméne zu interagieren, untersucht. Hierdurch sollte durch Autoaktivierung die
Transkription der Selektionsmarker initiiert werden. Ein solcher Befund bewahrheitete sich
fiir die Klone 9/7.4 und 29/3.3, die nach der Cotransfektion mit dem pBD-Vektor deutliches
Wachstum auf Selektionsmedium zeigten und so als autoaktivierend klassifiziert werden

konnten. Die verbliebenen vier Klone kodierten Proteine mit den folgenden Merkmalen:

a) Der Klon 21/7.5 zeigte auf Aminosdureebene eine 45%ige Homologie zu dem C-
terminalen Fragment einer regulatorischen Untereinheit einer Proteinkinase 2A aus C.

elegans. Dieses 82 kDa Protein verfligt liber ein Serin-Threonin-Kinase Motiv. Auf
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Nukleinsdureebene konnte nur in der dbest-Datenbank eine 90 %ige Homologie zu einem M.

musculus mRNA-Klon identifiziert werden.

b) Der Klon 6/5.2 war auf Aminosdureebende zu 80 % mit dem C-terminalen Fragment des
humanen periodischen Tryptophan-Proteins ("human periodic tryptophane protein", hPWP)
homolog (Lalioti et al., 1996; Yamakawa et al., 1996). Dieses 92 kDa grofle humane Protein
enthélt sechs repetitive Tryptophan-Aspartat (WD)-Sequenzen und ein partielles Leuzin-
Zipper-Motiv. Die WD-Doménen suggerieren eine Zugehorigkeit dieses Proteins zur B-
Transducin-Familie (Garcia-Higuera et al., 1996). Die Funktion dieses in hoheren Eukaryoten
ubiquitir exprimierten Proteins ist bislang unklar (Lalioti et al., 1996). Shafaatian et al.
zeigten jedoch, dall das Hefehomolog PWP2 die Zellteilung und das Zellwachstum von S.
cerevisiae mitkontrolliert (Shafaatian et al., 1996). Die Depletion dieses zytosolischen
Proteins bewirkt die Ausbildung multipler Zellteilungsknospen mit Defekten in der Selektion
der Knospungsstelle sowie in der Zytokinese. Diese Befunde lassen vermuten, dafl diesem

Saugerprotein eine Rolle bei der Sortierung und Abtrennung von Vesikeln zukommt.

¢) Der Klon 7/6.2 kodierte fiir die 30 kDa-B-Untereinheit der "Platelet-activating-factor"
(PAF)-Acetylhydrolase (PAF-AH) der Isoform 1b, eine ausschlieBlich intrazellulér
auftretende Isoform der PAF-AH. Die PAF-AH stellen eine neue Unterfamilie der
Phospholipasen dar, die entgegen anderen Phospholipasen ihr Substrat, den PAF, Ca’-
unabhingig hydrolysieren. (Bal et al., 1997). Bis auf die 26 N-terminalen Aminosduren war
die gesamte kodierende Region des Proteins in dem isolierten Klon enthalten. Diese
Untereinheit stellt den katalytischen Anteil einer trimeren Serin-Esterase dar und wird einer
Unterfamilie der Phospholipasen A2 zugeordnet. Neben der katalytischen Serin-Esterase-
Domine verfiigt die B-Untereinheit wie das hPWP iiber repetitive WD-Doménen. Da dieser
Proteinkomplex weiterhin eine vergleichbare Quarternérstruktur wie G-Proteine aufweist,
wird die PAF-AH1b ebenfalls als ein Mitglied der B-Transducin-Familie diskutiert (Hattori et
al., 1995b). Thre Funktion beruht in der Katalyse und der damit einhergehenden Kontrolle der
PAF-Konzentration, wodurch moglicherweise die neuronale Zellmigration und -

differenzierung reguliert wird (Sapir et al., 1997; Shmueli et al., 1999).

d) Der Klon 16/8.8 enthielt die komplette kodierende Region sowie Teile der 5'-
untranslatierten Sequenz des zur Familie der muyristoylierten alanin-reichen C Kinase

Substrate (MARCKS) zéhlenden MacMARCKS-Proteins (auch F52 oder MRP, "MARCKS-
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related protein" genannt). Proteine dieser Familie sind in der Lage, sowohl Calmodulin
(CaM) als auch Aktin zu binden und werden durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert
(Graff et al., 1989b; Li und Aderem, 1992; Hartwig et al., 1992). Da sich die Interaktionen
von PKC, CaM und Aktin mit dem MARCKS-Homologen gegenseitig ausschlieBen, werden
Mitglieder dieser Proteinfamilie als Ubertriiger von Signalen der PKC- oder CaM-
Signaltransduktionswege auf das Zytoskelett diskutiert (Aderem, 1992a). Weiterhin scheint
MacMARCKS Vesikel-bewegungen an der Plasmamembran zu regulieren (Zhu et al., 1995;
Yue und Li, 1998).

Alle weiteren Hefeklone, die fiir Proteine kodierten, welche nicht im offenen Leseraster der
GALA4AD vorlagen, oder welche die Transkription autoaktivierend initiierten, wurden als

falsch positive Klone angesehen und hier nicht weiter untersucht.

Die Interaktion der oben genannten potentiellen Bindungspartner des SERT-CT wurde im
weiteren Verlauf durch biochemische, immunzytochemische und pharmakologische
Untersuchungen ndher verifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Klone 7/6.2 und
16/8.8, die fiir die B-Untereinheit der PAF-AHI1b (BPAF-AH) bzw. fiir das MacMARCKS-
Protein kodierten, auf ihre Interaktionsspezifitit mit dem SERT untersucht. Die
Auswabhlkriterien fiir die weitere Untersuchung dieser Proteine sind in Kapiteln 3.3 und 3.4

dargestellt.

3.3 Verifizierung der Interaktion zwischen der PAF-AH und dem
SERT-CT

Die intrazelluldre Isoform 1b der PAF-AH besteht aus zwei bis drei Untereinheiten, der
regulatorischen [1-Untereinheit und den katalytischen B- bzw. [1-Untereinheiten ( Hattori et
al., 1994a; Hattori et al., 1994b; Hattori et al., 1995b). Die B-Untereinheit wird im
Gegensatz zur [1-Untereinheit, die transient wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert
wird, sowohl wiahrend des Embryonalstadiums als auch im Adulten exprimiert (Albrecht U
et al., 1996; Manya et al., 1998). Beide Untereinheiten sind jedoch Mitglied der Ca”-
unabhingigen Phospholipase A2-Familie (Hattori et al., 1995b; Balsinde und Dennis,
1997), welche die Hydrolyse des PAF (1-O-Alcyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin)

(Demopoulos et al., 1979) zu lyso-PAF an der sn-2-Position katalysiert und hierdurch
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deaktiviert (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Schema der durch die B-Untereinheit der PAF-AHIb katalysierten Reaktion. Der
"Platelet-Activating-Factor" (PAF, 1-O-Alcyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin) wird an der sn-
2 Position zu dem inaktiven lyso-PAF hydrolysiert und die freigesetzte Acetylgruppe auf einen
Empfianger (R) iibertragen.

Man unterscheidet sezernierten extrazelluldren und intrazelluldiren PAF. Als bioaktives
Phosphocholin-Derivat fungiert extrazelluldrer PAF neben seiner namensgebenden Rolle
zur Aktivierung von Blutplittchen bei der Thrombozytenkoagulation auch als chemischer
Botenstoff bei Entziindungsprozessen und bei der Vasokonstriktion (Hanahan, 1986). Im
Gehirn induziert er als retrograder Botenstoff die Langzeitpotenzierung (Kato et al., 1994)
und die Differenzierung von Neuronen (Kornecki und Ehrlich, 1988). Diese Effekte des
extrazelluliren PAF werden hochstwahrscheinlich iiber den G-Protein-gekoppelten PAF-
Rezeptor vermittelt (Hwang, 1990; Honda et al., 1991; Shimizu et al., 1996). Dessen
Stimulierung bewirkt die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und der Phospholipase
A2 (PLA2) (Hwang, 1990; Nakashima et al., 1997; Centemeri et al., 1999;) mit einer
resultierenden Entstehung von Diacylglycerol (DAG) und Inositolphosphaten. Der Wirkort
bzw. die Wirkart des endogenen PAF ist jedoch bislang unklar. Null-Mutanten der PAF-
AH (-Untereinheit, die an der Regulation der intrazelluliren Konzentration des PAF
beteiligt zu sein scheint (Albrecht U et al.,, 1996), weisen schwere Defekte in der
Embryonalentwicklung sowie in der neuronalen Migration auf (Hirotsune et al., 1998). Da
der Phinotyp dieser Mutanten sich von allen anderen bislang beschriebenen Modellen der
neuronalen Migration unterscheidet, wird angenommen, dall die PAF-AH1b einen neuen
Regulationsweg der neuronalen Migration darstellt (Ubersichtsartikel de Rouvroit und

Goffinet, 1998b).
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Aufgrund gemeinsamer Funktionen der Substrate der PAF-AH und des SERT bei der
Blutkoagulation, der Vasokonstriktion und als Mitogen erschien die in den Hefezellen
identifizierte Interaktion von potentieller physiologischer Bedeutung und wurde deshalb

ndher biochemisch und immunzytochemisch charakterisiert.

3.3.1 Biochemischer Nachweis der Interaktion zwischen der PAF-AH und dem

SERT-CT

Die Interaktion zwischen der B-Untereinheit der PAF-AH und dem SERT-CT wurde zuerst
biochemisch durch Coprézipitation bestétigt. Eine cDNA, welche die vollstindige BPAF-
AH des Rindes kodierte und auf Aminosdureebene zu 100 % homolog zu der Sequenz der
Ratte ist (Watanabe et al., 1998), wurde von Dr. O. Reiner (Weizman Institute of Science,
Dept. of Molecular Genetics, Rehovot, Israel) erhalten. Dieser Klon erlaubte, die BPAF-AH
als Fusionsprotein mit dem Griin-fluoreszierenden Protein (GFP) in HEK-293 Zellen zu
exprimieren und als losliches Protein zu isolieren. Analog wurde das GFP-Protein allein als
Kontrollprotein exprimiert. Der SERT-CT wurde an einen GST-Anteil fusioniert (GST-
CT), indem das Fragment, das fiir den SERT-CT kodierte, mittels Restriktionsverdau mit
den Enzymen EcoR1 sowie Xhol aus dem Hefeexpressionsvektor pBD-CT isoliert und
anschliefend in den analog geschnittenen bakteriellen Expressionsvektor pGEX-4T1
(Pharmacia) in das offene Leseraster der Glutathion-S-Transferase (GST) ligiert wurde.
Dieses Konstrukt und analog der pGEX-4T1 wurden durch Hitzeschock in den
proteasedefizienten E. coli-Stamm BL21 transformiert. Die Expression des GST-CT-
Fusionsproteins bzw. des GST-Proteins als Kontrolle wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert. Nach weiteren 4 h Inkubationszeit wurden die Bakterien aufgeschlossen und die
zytoplasmatischen ~Uberstinde gewonnen, welche anschlieBend mit Glutathion-
Sepharosematrix inkubiert wurde. Durch die Epitop-spezifische Bindung zwischen dem
GST-Anteil und dem Glutathionrest wurden die iiberexprimierten GST-Proteine an der
Matrix immobilisiert und nach mehreren Waschschritten mit HEK-293-Zellextrakten,
welche das BPAF-AH-Fusionsprotein bzw. das GFP exprimierten, inkubiert. AnschlieBend
wurden die Uberstinde durch Zentrifugation von der Sepharosematrix getrennt, die Matrix
mehreren Waschschritten unterzogen und die gekoppelten Proteine in Ladepuffer eluiert.

Uberstinde und Eluate wurden mit den Extrakten der GFP-BPAF-AH- oder GFP-
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exprimierenden HEK-293 Zellen gemeinsam gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen iibertragen. Die GFP-BPAF-AH bzw. das GFP wurde
anschliefend mittels eines [1-GFP Antikorpers (Clontech) immunologisch nachgewiesen

(Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Prizipitation der PAF-AH-B-Untereinheit als GFP-Fusionsprotein an GST-CT-SERT.
Zytoplasmatische Extrakte von HEK-293 Zellen, die mit der GFP-BPAF-AH-cDNA transfiziert
worden waren, wurden mit einem bakteriell exprimierten GST-CT Fusionsprotein, das an einer
Glutathion-Sepharosematrix immobilisiert vorlag, inkubiert. Die gekoppelten Proteine wurden nach
mehrmaligem Waschen in SDS-Probenpuffer aufgenommen, auf einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die GFP-Fusionsproteine nach Western-Transfer mittels einem

|-GFP-Antikorper immundetektiert. In Spur 1 wurde zytosolischer Extrakt aus HEK-293 Zellen,
die das GFP-BPAF-AH exprimierten, aufgetragen, um die heterologe Expression der GFP-BPAF-
AH zu verifizieren. Die Uberstiinde (Spur 2, 3) und die Eluate (Spur 4, 5) der GST-S#ule (Spur 2, 4)
und der GST-CT-Sédule (Spur 3, 5) wurden daneben gelelektrophoretisch aufgetrennt. Eine
immunreaktive Bande um 57 kDa in Spur 1 zeigt die heterologe Expression des GFP-BPAF-AH-
Fusionsproteins in den HEK-293 Zellen. Das Auftreten des Immunsignals in Spur 5, bei
gleichzeitigem Fehlen in Spur 4, weist die Bindung der GFP-BPAF-AH an das GST-CT-
Fusionsprotein nach. In den Spuren 6 - 8 wurde die Bindung des GFP-Proteins an den CT
analysiert. In Spur 6 wurde der zytosolische Extrakt von HEK-293 Zellen, die mit der GFP-cDNA
transfiziert waren, aufgetrennt, wihrend in Spur 7 der Uberstand und Spur 8 das Eluat der GST-CT-
Sdule geladen wurde. Da in Spur 8 kein Immunsignal auftrat, konnte geschlossen werden, daf3 die
Interaktion zwischen GST-CT und GFP-BPAF-AH fiir die BPAF-AH spezifisch war.

In den Zellextrakten der HEK-293 Zellen, die mit der ¢cDNA der GFP-BPAF-AH
transfiziert worden waren, wurde ein Immunsignal um 57 kDa ersichtlich. Dies bestétigte
die erfolgreiche heterologe Expression des Fusionsproteins, das sich aus dem 27 kDa GFP-
und dem 30 kDa BPAF-AH-Anteil zusammensetzte. In dem Eluat der GST-CT Séule wurde
diese Bande ebenfalls gefunden, wédhrend in dem Eluat des GST-Ansatzes kein

Immunsignal ersichtlich war. Damit war eine spezifische Bindung der GFP-BPAF-AH an
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das GST-CT-Protein nachgewiesen. Da das heterolog exprimierte GFP in einem parallelen
Ansatz selbst nicht mit dem GST-CT interagierte, war die Spezifitit der Interaktion
zwischen der BPAF-AH und dem SERT-CT eindeutig belegt. Mit immunzytochemischen
Methoden sollte nun gezeigt werden, daB3 diese Interaktion auch in intakten Zellen

stattfinden kann.

3.3.2 Immunzytochemischer Nachweis fiir die Interaktion zwischen BPAF-AH

und SERT-CT
Sollte die in vitro gezeigte Interaktion zwischen der BPAF-AH und dem SERT-CT

physiologisch relevant sein, so ist zumindest eine teilweise zellulire Colokalisation dieser
Proteine Voraussetzung. In Zellen sollte dies durch eine Umlokalisierung der zytosolischen
BPAF-AH an die Plasmamembran nach Coexpression mit dem membranstindigen SERT
sichtbar werden. Deshalb wurden die cDNA der GFP-BPAF-AH und des SERT in HEK-
293 Zellen einzeln und gemeinsam heterolog exprimiert. Nach der Fixierung der Zellen
wurde das Expressionsmuster beider Proteine mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Wahrend das GFP-Fusionsprotein durch die Eigenfluoreszenz detektierbar war,
wurde das Transportprotein mit einem [1-SERT-Antikorper (Chemicon) markiert und dieser
mit einem fluorochrom-tragenden AlexaFluor594-Antikorper (Molecular Probes) sichtbar
gemacht. Da die SERT Immunreaktivitit nach der Coexpression mit der GFP-BPAF-AH
stark reduziert bzw. nicht nachweisbar war, wurde die SERT-cDNA im doppelten
UberschuB zu der der GFP-PAF-AH transfiziert. Hiernach konnte die Immunreaktivitit
bzw. Fluoreszenz fiir beide Proteine nachgewiesen werden. Allerdings erschien die GFP-
Fluoreszenz nach Coexpression deutlich schwicher als bei Einzelexpression. Um
sicherzustellen, dafl die Fusion mit dem GFP keinen Einflul auf die intrazelluldre
Lokalisation der BPAF-AH nimmt, wurde der potentielle Effekt des GFP in einer parallelen

Versuchsreihe separat untersucht.
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Abb, 3.7 Legende siche [olgende Seile

zu Abb. 3.7: Colokalisation des SERT mit der GFP-BPAF-AH in HEK-293 Zellen. Die Zellen
wurden mit den ¢cDNA, die fiir den SERT oder fiir GFP-BPAF-AH kodierten, transfiziert. Die
subzelluldre Verteilung der Proteine wurde mittels spezifscher [1-SERT-Antikorper oder anhand der
intrinsischen GFP-Fluoreszenz bestimmt. Wie in A ersichtlich, ist der rekombinante SERT
unregelmdBig an der Plasmamembran verteilt, wohingegen die Immunreaktivitit der GFP-BPAF-
AH gleichméfig im Zytoplasma der Zelle vorliegt (B). Das GFP-Protein wurde ebenfalls
zytoplasmatisch exprimiert, wobei es stellenweise auch zur Aggregatbildung kommt (C). Die
Coexpression des SERT mit dem GFP (D - F) 14t keine Verlagerung der zytoplasmatischen
Immunreaktivitit des GFP (E) an plasmamembranstéindigen SERT (D) erkennen. Die in F gezeigte
iiberlagerte Darstellung von D und E weist keine plasmamembranstindige Colokalisation
(Gelbfarbung, griin + rot = gelb) auf. Wurde die GFP-BPAF-AH-cDNA mit der SERT-cDNA
cotransfiziert (G, H), konnte dagegen eine leichte Umverteilung der GFP-Fluoreszenz an die
Plasmamembran beobachtet werden (H). Die Anreicherung der GFP-Fluoreszenz war in den
Bereichen zu beobachten, in denen auch eine erhohte SERT-Immunreaktivitét auftrat (G). Aufgrund
der schwachen GFP-Fluoreszenz werden die colokalisierten Fluoreszenzen in der iiberlagerten
Darstellung (I) hellrot anstelle von gelb wiedergegeben. Die Areale, die eine verstarkte
plasmamembran-nahe GFP-Fluoreszenz aufweisen, sind mit Pfeilen markiert

Abb. 3.7 zeigt optische Schnitte durch transfizierte HEK-293 Zellen. Der SERT,
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reprasentiert durch die rote Immunfluoreszenz, war, wie bereits beschrieben (vgl. 3.1.2), in
diskreten Arealen an der Plasmamembran der HEK-293 Zellen zu finden (3.7 A). Die griin
dargestellte Immunfluoreszenz des GFP-BPAF-AH-Fusionsproteins lag dagegen nach
Einzeltransfektion im Zytoplasma der transfizierten Zelle vor (3.7 B). Das GFP-Protein war
ebenfalls gleichmiBig zytoplasmatisch lokalisiert (3.7 C). Teilweise waren grofere

intrazelluldre Aggregate des GFP zu beobachten.

Nach Cotransfektion der ¢cDNA des Membranproteins und des zytoplasmatischen
Fusionsproteins im Verhéltnis 2:1 wurde die Immunfluoreszenz des SERT unverdndert an
der Plasmamembran gefunden (3.7 G). Dagegen war die griine Fluoreszenz der GFP-BPAF-
AH stellenweise vom Zytoplasma an die Plasmamembran verlagert, so daB3 hier Areale
intensiverer GFP-Fluoreszenz auftraten (3.7 H). Diese Umverteilung der B-Untereinheit der
PAF-AH an die Plasmamembran wurde besonders in Bereichen beobachtet, in denen SERT
akkumulierte. Eine vergleichbare Umverteilung war mit dem cotransfizierten GFP-Protein
nicht zu beobachten (3.7 D - F). Die verdnderte Lokalisation der B-Untereinheit der PAF-
AH scheint daher fiir den Interaktionspartner des SERT spezifisch. Daraus war zu
schlieflen, dal} die B-Untereinheit der PAF-AH auch in einem zelluldren Kontext mit dem

SERT interagieren kann.

333 Untersuchung der physiologischen Funktion der Bindung der PAF-AH-83-
Untereinheit an den SERT

Die biochemisch und immunzytochemisch belegte Interaktion der B-Untereinheit der PAF-
AH mit dem SERT-CT sollte im folgenden auf ihre physiologische Relevanz hin untersucht
werden. Fiir die 30 kDa-B-Untereinheit lagen bislang keine Hinweise auf deren
physiologische Bedeutung vor. Hier wurde zundchst untersucht, ob die Interaktion mit der
B-Untereinheit die Transportkapazitit des SERT modifizieren kann. Weiter war zu fragen,
ob der PAF als Substrat der PAF-AH die SERT-Aktivitidt zu beeinflussen vermag. Zur
Untersuchung dieser Fragen wurden Aufnahmestudien mit tritiiertem ['H]5-HT an HEK-
293 Zellen unternommen, die mit der SERT-cDNA und der GFP-BPAF-AH-cDNA
cotransfiziert wurden. Parallel dazu wurden die Zellen zur Kontrolle mit insertlosem Vektor
oder mit einem GFP-kodierenden Vektor und der SERT-kodierenden cDNA cotransfiziert.

Die Eigenfluoreszenz der Proteine erlaubte 48 h nach der Transfektion die
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Transfektionseffizienz zu bestimmen. Sofern dieselbe > 50 % betrug, wurden die Zellen fiir
Aufnahmestudien herangezogen. Um einen regulativen EinfluB der BPAF-AH auf die
Transportfunktion des SERT zu untersuchen, wurde im folgenden die Substrataufnahme
der transfizierten Zellinie zu mehreren Zeitpunkten bis zum Eintritt in die Sattigungsphase

in Gegenwart von 250 nM ['H]5-HT gemessen.
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Abb. 3.8: Vergleich der Wiederaufnahmekapazitdt zwischen HEK-293 Zellen, die mit der SERT-
c¢DNA und GFP-, GFP-BPAF-AH oder insertlosem Vektor (mock) cotransfiziert worden waren. 250
nM [’H]5-HT wurde auf die HEK-293 Zellen appliziert, die das GFP-BPAF-AH-Fusionsportein
oder das GFP coexprimierten. Die [*H]5-HT-Aufnahme wurde zu vier Zeitpunkten gemessen. Die
Datenpunkte stellen die Mittelwerte mit deren Standardabweichungen aus drei unabhéngigen, in
Quadruplikaten durchgefiihrten Versuchen dar. Zu keinem Zeitpunkt lagen signifikante
Unterschiede im Substrattransport in den Zellen, die mit leerem Vektor, oder dem GFP- oder dem
GFP-BPAF-AH-kodierenden Vektor und der fiir dem SERT-kodierenden cDNA cotransfiziert
worden waren, vor.

Wie aus Abb. 3.8 ersichtlich ist, verlaufen die Séttigungskurven der HEK-293 Zellen, die
das GFP bzw. das GFP-BPAF-AH und den SERT coexprimierten, zu jedem
aufgenommenen Zeitpunkt parallel. Ein Vergleich der Datenpunkte mit denen der mock-
transfizierten Zellen zeigt auch, dal die Coexpression von GFP und SERT keinen Einflufl
auf die Transportfunktion von SERT nimmt. Die Zellinien erreichten nach 12 min die
Sattigung bei durchschnittlich 8.67 £ 0,29 pmol/well (n = 3). Hieraus wurde gefolgert, daf3
die Interaktion von GFP-BPAF-AH keinen Einflu} auf die Transportfunktion des SERT in
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HEK-293 Zellen hat.

Die zweite Fragestellung, namlich ob der PAF als Substrat der BPAF-AH die Aktivitét des
SERT beeinfluflt, wurde anschlieBend untersucht. Der PAF wird intrazelluldr in Neuronen
(Yue et al., 1990), Thromboyzten (Benveniste, 1974), Leukozyten (Henson, 1970) und in
vaskuldren Endothelzellen synthetisiert. Durch verschiedene Stimuli, z. B. bei der
Anaphylaxie, wird er in das extrazellulire Medium sekretiert (Pinckard, 1979). Durch
Bindung an den G4-Protein-gekoppelten PAF-Rezeptor (PAFR) aktiviert er Effektorzellen
(Honda et al., 1991; Nakamura et al., 1991). Im folgenden sollte nun untersucht werden, ob
der extrazelluldre PAF tiber den PAFR die Transportfunktion des SERT beeinfluf3t. Vorerst
wurde dazu die Expression des Rezeptors in den HEK-293 Zellen mittels RT-PCR

nachgewiesen.

Hierzu wurde aus den HEK-293 Zellen und einer HEK-293 Zellinie, die den SERT stabil
exprimierte (HEK-SERT Zellinie) die cDNA isoliert und mit PAFR-spezifischen Primern
eine Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt. Wie aus Abb. 3.9 ersichtlich ist, konnte in
beiden Zellinien ein Fragment der erwarteten Hohe von 750 bp amplifiziert werden. In
Spur 4 wurde als positive Kontrolle der Reaktion mit SERT-spezifischen Primern ein
entsprechend groBes Fragment in der HEK-SERT Zellinie nachgewiesen. Daher wurde

angenommen, daf} dieser Rezeptor in den HEK-Zellen exprimiert wird.
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Abb. 3.9: RT-PCR mit PAF-Rezeptor-spezifischen Primern auf HEK-293 Zellen und der HEK-
SERT Zellinie. Das Amplifikat aus der HEK-293 Zellinie (Spur 2) sowie der HEK-SERT Zellinie
(Spur 3) bei 750 bp entspricht dem erwarteten Rezeptor-mRNA-Fragment. Dagegen ist als positive
Kontrolle der Reaktion der SERT in der HEK-SERT Zellinie amplifiziert worden (Spur 4). Spur 1
zeigt einen Kontrollansatz ohne Template. Links ist ein 1 kb Marker als GroBenstandard
aufgetragen (Boehringer-Mannheim).

Um im folgenden nachzuweisen, ob die Transportfunktion des SERT durch die Aktivierung
des PAFRs reguliert wird, wurden unter Variation der PAF-Konzentration und der
Inkubationszeit die Aufnahme von 250 nM ['H]5-HT in die stabile Zellline bestimmt. Als
negative Kontrolle wurde das inaktive lyso-PAF (Calbiochem) mit tritiierten Substrat
koappliziert. Unter keiner der untersuchten Bedingungen lie3 sich jedoch ein Einflufl des

PAF auf die Authahmefunktion des SERT erkennen.

34 Analyse der Interaktion zwischen MacMARCKS und dem SERT-
CT

Der Klon 16/8.8 umfafit eine 1500 bp cDNA Insertion, die im Leseraster der
Aktivierungsdomédne die gesamte 600 bp umfassende, kodierende Region der
MacMARCKS-cDNA der Ratte abdeckte. Zusitzlich enthielt der Klon 76 bp der 5°-
untranslatierten Region, die im offenen Leseraster jedoch kein Stopkodon enthielt. Das
kalkulierte Molekulargewicht des MacMARCKS der Ratte betrdgt 20,6 kDa. Tatséchlich
zeigt das Protein jedoch ein anomales gelelektrophoretisches Laufverhalten und wird
zwischen 45 und 50 kDa detektiert. Dieses Phanomen wurde auf die globuldre Struktur und

die positive Ladung des Proteins zuriickgefiihrt (Blackshear et al., 1992).
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MacMARCKS wurde bereits aus dem Gewebe der Maus (Umekage und Kato, 1991;
Lobach et al., 1993), des Kaninchens (Li und Aderem, 1992) und des Menschen (Harlan et
al., 1991) kloniert. Durch den Vergleich der MacMARCKS-Sequenzen mit dem
MARCKS-Protein werden drei stark konservierte Doménen deutlich (Abb. 3.10): die N-
terminale Myristoylierungsdomine (MD), die MARCKS-Homologie (MH)-Doméne um
eine Intron-Splicestelle mit noch unbekannter Funktion und eine Lysin-reiche
Effektordomine (ED). Wahrend die Myristoylierungsdomine fiir die Verankerung des
Proteins an der Plasmamembran notwendig ist (Myat et al., 1998), wird die ED durch die
PKC phosphoryliert (Graff et al., 1989a; Thelen et al., 1991) oder vermag Ca’/Calmodulin
(CaM) zu binden (Graff et al., 1989b). PKC-vermittelte Modifikationen und Ca’/CaM-
Bindung schlieen sich gegenseitig aus (Wang et al., 1989; Thelen et al., 1991; Arbuzova
et al, 1998) und verhindern zugleich die Assoziation von MacMARCKS mit
Aktinfilamenten oder mit dem Zytoskelettprotein Dynamitin (Hartwig et al., 1992; Yue und
Li, 1998). Dynamitin ist eine Untereinheit von Dynaktin, das fiir die Verkniipfung von
Dynein an Vesikelmembrane notwendig ist (Burckhardt et al., 1997; Ahamad et al., 1998).
Neuere Untersuchungen zeigten, dal der membranstindige MacMARCKS das
Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bis-phosphat (PIP,) an der Plasmamembran
sequestriert, wodurch das Phospholipid von der Phospholipase C (PLC) raumlich getrennt
wird (Glaser et al., 1996). Die PLC hydrolysiert das Lipid, wodurch der PLC-
Signaltransduktionsweg aktiviert wird. Durch PKC-Phosphorylierung und Ca’/CaM-
Bindung wird die Assoziation von MacMARCKS mit der Membran und dem Zytoskelett
aufgehoben, was die Dissoziation des Proteins von der Membran zur Folge hat.
Gleichzeitig wird PIP, freigesetzt und der PLC zugénglich gemacht. Es wird vermutet, daf3
diese zusammenhidngenden Vorginge letztendlich Vesikelbewegungen an der

Plasmamembran regulieren (Zhu et al., 1995; Yue und Li, 1998).

Da der PKC-Signaltransduktionsweg auch die Oberflichenverfiigbarkeit des SERT
bestimmt (Qian et al., 1997), erschien MacMARCKS als ein interessanter putativer
Interaktionspartner des SERT, der an dem Vorgang der PKC-vermittelten Sequestrierung
des Neurotransmittertransporters beteiligt sein konnte. Die in den Hefezellen vorliegende
Interaktion wurde daher ebenfalls durch biochemische Ansdtze in vitro sowie

immunzytochemisch in vivo analysiert.
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Abb. 3.10: Homologievergleich der Aminosiuresequenzen von MARCKS und MacMARCKS
verschiedener Spezies. Die konservierten Doménen sind rot umrandet dargestellt. N-terminal liegt
die Myristoylierungsdoméne (MD), anschlieBend die MARCKS-Homologie-Doméne (MH) und am
weitesten C-terminal die Effektordoméne (ED), welche die Integration der verschiedenen
Signaltransduktionswege und die Assoziation an das Zytoskelett vermittelt. Zwischen den
MARCKS-Homologen und den Spezies konservierte Aminoséauren sind durch Punkte markiert.

3.4.1 Biochemischer Nachweis der Interaktion zwischen MacMARCKS und dem
SERT-CT
Zusitzlich zur Interaktion in der Hefe sollte ein biochemischer Nachweis durch die
Coprézipitation beider Proteine erbracht werden. Dazu wurde neben dem bakteriellen
Fusionsprotein GST-CT (vgl. 3.3.1) ein Fusionsprotein aus dem Maltose-bindenden Protein
(MBP) und dem SERT-CT (MBP-CT) nach gleichem Verfahren generiert. Parallel wurden
Fusionsproteine mit MacMARCKS und dem GST bzw. MBP hergestellt, indem die
kodierende Region und die 5’'untranslatierte Region des MacMARCKS durch
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Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoR1 und Xhol aus dem Klons 16/8.8 isoliert und
anschliefend im Leseraster der GST bzw. des MBP ligiert wurden. Dadurch wurde es
moglich, eventuelle Interaktionen zwischen einem GST- und dem entsprechenden MBP-
Fusionsprotein nachzuweisen. Die Expression der GST-Proteine wurde in dem
proteasedefizienten E. coli-Stamm BL21 erzielt. Nach Lyse der Bakterien und
anschliefender Isolierung der zytosolischen Fraktion mittels differentieller Zentrifugation
wurde jeweils eines der rekombinanten Proteine an einer entsprechenden Sepharosematrix
immobilisiert und mit dem anderen Fusionsprotein im zytoplasmatischen Uberstand der
transformierten Bakterien fiir 4 h bei 4 °C inkubiert. Da das Bindungsverhalten von
MacMARCKS Ca”-bzw. Ca’/CaM-abhingig sein konnte, erfolgte die Inkubation entweder
in Gegenwart von 5 mM EGTA, 3 mM CacCl, oder 5 pg CaM in 3 mM CaCl, (O"Connor et
al., 1999). Die Sepharosematrices wurden anschlieend dreimal gewaschen und spezifisch
gebundene Proteine in Ladepuffer eluiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und
Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembran wurden koprézipitierte Proteine mit

spezifischen Antikorpern oder durch Coomassie-Fiarbung detektiert.
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Abb. 3.11: Bindung von MBP-MacMARCKS an immobilisiertes GST bzw. GST-CT.
Bakterienlysat von BL21 Zellen, die MBP-MacMARCKS {iberexprimierten (Spur 1), wurde mit
immobilisiertem GST oder GST-CT in Anwesenheit von 5 mM EGTA (Spur 2 - 5), 3 mM CacCl,
(Spur 6 - 9), oder 3 mM CaCl, mit 5 pg CaM (Spur 10 - 13) inkubiert, nach mehreren
Waschschritten durch 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie sichtbar
gemacht. Die Spuren 2, 4, 6, 8 und 10 zeigen die GST-Eluate (Spur 2, 6, 10) und die Uberstéinde
(Spur 4, 8, 12). Vergleichend sind von der GST-CT-Séule Eluate (Spur 3, 7, 11) und Uberstiinde
(Spur 5, 9, 13) aufgetragen. MBP-MacMARCKS ist durch einen Pfeil markiert, wihrend eine 30

kDa-Bande, die nicht in den Uberstéinden der GST-CT-Siulen auftritt, jeweils durch einen Pfeilkopf
gekennzeichnet ist.

In Abb. 3.11 ist beispielhaft das Ergebnis eines Bindungsexperiments dargestellt. Die
immobilisierten GST- oder GST-CT-Proteine wurden mit 16slichem MBP-MacMARCKS
inkubiert, die nicht-gebundenen Proteine durch Zentrifugation und Waschen abgetrennt,
und die gekoppelten Proteine in SDS-Ladepuffer eluiert. Die gelelektrophoretisch
aufgetrennten Proteine in den verschiedenen Fraktionen wurden durch Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. Spur 1 zeigt die eingesetzte Menge des MBP-MacMARCKS im
zytosolischen Extrakt. Das Fusionsprotein lduft bei 97 kDa, wie man es aus dem

gelelektrophoretischen Laufverhalten des MBP (47 kDa) und des MacMARCKS (45 - 50

kDa) erwarten wiirde.

Bindungsanalysen wurden in Gegenwart von 5 mM EGTA (Spuren 2 - 5), 3 mM CacCl,
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(Spuren 6 - 9) oder 5 pg CaM in 3 mM CaCl, (Spuren 10 - 13) durchgefiihrt. Unter keinen
Bedingungen konnte in den Eluaten (Spuren 2, 3, 6, 7, 10, 11) eine spezifische MBP-
MacMARCKS-Bindung festgestellt werden. Dagegen kann durch den Vergleich der
Uberstinde (Spuren 4, 5, 8, 9, 12, 13) der Verlust einer Bande bei 28 kDa in den
Uberstinden der GST-CT-Ansitze (Spuren 5, 9, 13) bemerkt werden (Pfeilkopfe). In den
Eluaten der GST-CT-Ansétze migriert eine Bande bei dieser Hohe. Denkbar wére, daf3
diese Bande das Abbauprodukt des MBP-MacMARCKS reprisentiert. So wurde kiirzlich
die Spaltung des MacMARCKS durch eine Zink-Metalloprotease in ein Fragment gezeigt,
das nach der gelelektrophoretischen Auftrennung anstelle von 45 kDa bei 28 kDa migrierte
(Corradin et al., 1999).

Ahnliche Befunde zeigten Prizipitationsstudien mit dem GST-CT aus Hirnhomogenaten
adulter Ratten. An einer Sepharosematrix wurden GST- bzw. GST-CT-Proteine
immobilisiert, bei 4 °C mit dem Hirnhomogenat inkubiert und anschlieBend die
gekoppelten Proteine nach mehrfachem Waschen eluiert. Durch Western-Analyse der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Eluate wurde mit einem 1-MacMARCKS-Antiserum
(erhalten von A. Aderem, Rockefeller University, USA) ein Immunsignal um 28 kDa in
den Eluaten der GST-CT-Saule detektiert (Daten nicht gezeigt). Diese Bande wurde durch
einen [1-GST-Antikdrper nicht immundetektiert, weshalb sie kein proteolytisches
Spaltprodukt des GST-CT-Proteins darstellt. Diese aus dem Hirnhomogenat der Ratte
prazipitierte 28 kDa Bande konnte ebenfalls die gespaltene Form von MacMARCKS

darstellen.

Mit eukaryotisch exprimiertem MacMARCKS wurden &hnliche Interaktionsstudien
durchgefiihrt. Zur immunologischen Detektion wurde MacMARCKS C-terminal an ein
GFP fusioniert, indem die kodierende Region des MacMARCKS mittels PCR amplifiziert
und mit Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme BamHI und HindIII versehen wurde. Das
geschnittene Fragment wurde anschliefend in den analog geschnittenen pEGFP-N2 ligiert,
so daB das durch diesen Vektor kodierte GFP C-terminal an das offene Leseraster der
MacMARCKS-cDNA fusioniert wurde. Dieses MacMARCKS-GFP Konstrukt wurde in
HEK-293 Zellen exprimiert und war in der kombinierten Zytoplasma- und
Membranfraktion nach der gelelektrophoretischen Auftrennung und dem Transfer der

Proteine auf Nitrozellulose mittels eines [1-GFP Antikdrpers (Chemicon) nachweisbar.
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Abb. 3.12: Darstellung des heterolog exprimierten MacMARCKS-GFP. Mit MacMARCKS-GFP
(Spur 1) oder mit insertlosem Vektor (Spur 2) transfizierte HEK-293 Zellen wurden auf 10 % SDS-
PAGE aufgetrennt und mit einem J-GFP Antikorper immundetektiert. Das Immunsignal bei etwa
75 kDa ist fiir MacMARCKS-GFP spezifisch.

In Abb. 3. 12 treten zwei immunreaktive Banden um 75 kDa und um 30 kDa auf, die in mit
insertlosem Kontrollvektor transfizierten Zellen (Spur 2) nicht erkennbar waren. Das
Immunsignal um 75 kDa reprasentiert das Fusionsprotein und weist somit entsprechend
dem bakteriellen Fusionsproteinen ein abberantes Laufverhalten auf. Statt bei 50 kDa, wie
es von der deduzierten Aminosduresequenz aus GFP (30 kDa) und MacMARCKS (20 kDa)
erwartet wiirde, migriert das Fusionsprotein bei etwa 75 kDa (Spur 1). Die Bande um 30
kDa mag auf der Benutzung eines internen Translationsstarts, der durch den
Expressionsvektor pEGFP-N2 vor dem GFP-Anteil kodiert wurde, oder auf Proteolyse
beruhen. Eine weitere Bande um 55 kDa trat auch in nicht-transfizierten Zellen auf und ist

somit unspezifisch.

Neben den Ca’/CaM-abhingigen Bindungsmustern der bakteriell exprimierten
Fusionsproteine wurde mit dem eukaryotisch exprimierten MacMARCKS auch das
Bindungsverhalten nach PKC-Phosphorylierung sowie des membranstindigen oder
zytosolischen Proteins untersucht. Eine spezifische Bindung des in HEK-293 Zellen
exprimierten Fusionsproteins an den bakteriell {iberexprimierten GST-CT oder MBP-CT
konnte auch hier nicht erhalten werden. Hieraus mul3 gefolgert werden, dal MacMARCKS
unter den hier gewéhlten Bedingungen bzw. Methoden nicht an den SERT-CT bindet, bzw.
dal} die Interaktion von geringer Affinitdt und daher biochemisch schwer nachweisbar ist.
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Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal3 ein Spaltprodukt von MacMARCKS mit
dem SERT-CT interagiert. Weiterhin konnte auch die Phosphorylierung des SERT-CT fiir

eine spezifische Interaktion mit MacMARCKS notwendig sein.

3.4.2 Immunzytochemischer Nachweis einer moglichen Interaktion

Wie fiir die BPAF-AH gezeigt, kann der Nachweis einer Interaktion auch durch eine
immunzytochemische Analyse von Expressionsmustern der coexprimierten Proteine
erbracht werden (vgl. 3.2.2). Das MacMARCKS-GFP-Fusionsprotein wurde deshalb mit
dem SERT in HEK-293 Zellen coexprimiert, die Zellen in Paraformaldehyd fixiert, und der
SERT immunologisch mit einem monoklonalen [1-SERT-Antikérper (Chemicon) und dem
Fluorochrom-AlexaFluor594-tragenden Zweitantikorper (Molecular Probes) detektiert. Das
GFP-Fusionsprotein war aufgrund seiner Eigenfluoreszenz nachweisbar. Mit einem
konfokalen Mikroskop definierte optische Schnitte durch die transfizierten HEK-293 Zellen

erlaubte die Darstellung der Verteilungsmuster der rekombinanten Proteine (Abb. 3.13).

Abb. 313 Colokalization von SERT und MacMARCKS-
GFP in HEK-293 Zellen. Die Zellen wurden mit den ent-
sprechenden cDMNA transfizier und die subgeelluline Ver-
teilung anhand von spezifischen o-SERT-Amikirpem
oder der intrinsischen GFP-Fluoreszens bestimmi. Die
GFP-Fluoregzenz des MacMARCKS i2 bei Einzelirans-
fektion pnimir zytoplasmatisch lokalisiert. wober auch
eine leichle membranstindige Fluoreszenz erkennbar ist
(A}, Durch Coexpression {B-D) des MacMARCKS-GEP
{B)und SERT {C) konnte eine Anrcicherung von GFP-
Immvunreaktivitd an den Arealen der Plasmamembran
beobachiel werden, an denen auch 5_[—:}{’]'-l|11|11u|ar-.'.|klu'|-
i1 #u beobschien war, Durch die ['|||.'|'|:|-1_'|.'|1.1||-l: beider
Fakanile wird diec Colokalisation durch G._'”'-r'i||'|||,|||.|__=
{ Pieile) erkennbar (D).
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Das in griin dargestellte MacMARCKS-GFP war nach Einzeltransfektion im Zytosol der
Zelle lokalisiert (Abb. 3.13 A). Eine leicht verstirkte Fluoreszenz deutet auf
membranstindiges MacMARCKS-GFP hin. Dagegen lag die SERT-Immunreaktivitit
ausschlieBlich in der Plasmamembran vor (vgl. Abb. 3.9 A). Nach der Cotransfektion der
cDNA dieser potentiell interagierenden Proteine fand sich die Immunfluoreszenz beider
Proteine an der Plasmamembran (Abb. 3.13 B-D), wobei eine vollstindige Umverteilung
der zytoplasmatischen GFP-Fluoreszenz nicht erreicht wurde. Durch die iiberlagerte
Darstellung des roten und griinen Farbkanals (gelbe Fluoreszenz, Pfeile) wird erkennbar,
daB  die plasmamembranstindigen = Anreicherungen des  MacMARCKS-GFP
Fusionsproteins sich mit plasmamembranstindigen Anreicherungen der SERT-
Immunreaktivitidt decken (Abb. 3.13 D). Wenn auch keine quantitative Umlokalisierung
ermittelt wurde, zeigten diese Versuche doch, dal die Expression des SERT zur
Anreicherung von MacMARCKS-GFP an der Plasmamembran fiihren kann, womit die

Interaktion dieser Proteine in einem zelluldren Kontext nachgewiesen wurde.

3.5 Physiologische Relevanz der Interaktion zwischen MacMARCKS
und dem SERT

Anschliefend wurde eine mogliche Regulation der SERT-Aktivitit durch MacMARCKS
untersucht. Wie bereits unter 1.3.3 beschrieben, belegen Studien von Jayanthi et al.
(Jayanthi et al., 1994) eine Regulation des SERT durch CaM-Signalkaskaden, wahrend
andere Autoren eine PKC-vermittelte Reduktion der Transportrate durch Sequestrierung
des SERT beschrieben haben (Myers et al., 1989; Anderson und Horne, 1992;
Ramamoorthy et al., 1993). Neuere Untersuchungen lassen weiterhin vermuten, daf3
Membranrearrangements, wie sie z. B. bei der Sequestrierung von Proteinen auftreten,

durch die Familie der MARCKS-Proteine vermittelt werden (Lu et al., 1998).
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3.5.1 Funktionelle Konsequenzen der Coexpression von MacMARCKS und
SERT

Ahnlich wie bei der PAF-AH-B-Untereinheit (vgl. 3.3.3) wurde auch fiir MacMARCKS ein
Einflu auf die Aufnahmekinetiken des SERT untersucht. Wiederum wurden HEK-293
Zellen in “24-well“~-Kulturschalen ausgesit und mit den cDNAs, die fiir den SERT, das
MacMARCKS-GFP-Fusionsprotein bzw. als negative Kontrolle fiir das GFP kodierten,
cotransfiziert. Als zusitzliche Negativkontrolle diente ein weiterer Ansatz, der mit
insertlosem Vektor (mock) transfiziert wurde. Etwa 48 h nach der Transfektion wurde das
Medium entfernt und durch Transportpuffer, dem 250 nM [H]5-HT zugesetzt waren,
ersetzt. Nach 1, 3, 6 und 12 min wurde das Medium abgesaugt, die Zellen in

Transportpuffer gewaschen und die aufgenommene Radioaktivitdt nach der Lyse der Zellen

in einem Szintillationszdhler bestimmt.
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Abb. 3.14: Effekt der Coexpression des SERT mit MacMARCKS-GFP auf die Aufnahme von 250
nM [H]5-HT. HEK-293 Zellen wurden mit dem Vektor, der fiir den SERT kodierte, und entweder
dem Vektor, der fiir MacMARCKS-GFP oder GFP allein kodierte, bzw. mit insertlosem Vektor
(mock) cotransfiziert. Die Aufnahme von 250 nM ['H]5-HT wurde zu vier Zeitpunkten analysiert.
Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus drei unabhéngigen,
in Quadruplikaten durchgefiihrten Experimenten wieder. Aus der Figur wird ersichtlich, da durch
die  Coexpression von MacMARCKS und SERT die Transportaktivitit  des
Neurotransmittertransporters reduziert wird.
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In Abb. 3.14 ist der zeitliche Verlauf der Substrataufnahme in Gegenwart von 250 nM
['H]5-HT dargestellt. Hieraus geht hervor, daB die Expression des MacMARCKS-GFP in
HEK-293 Zellen nach 12 min die Transportrate des coexprimierten SERT um etwa 33 %
reduzierte. Die GFP-exprimierenden Kontrollzellen zeigten nach 12 min eine Transportrate
von 8,5 + 0,43 pmol/well (n = 3) bzw. die mock-transfizierten Zellen 8,0 &+ 0,25 pmol/well
(n = 3). Dagegen zeigten die MacMARCKS-GFP exprimierenden Zellen zu diesem
Zeitpunkt nur 5,6 + 0,6 pmol/well (n = 3) Substrataufnahme.

Die Reduktion der maximalen Transportrate des SERT konnte auf einer reduzierten
Translation oder auf einer verringerten maximalen Transportrate (Vmax) des SERT beruhen.
Letztere konnte durch eine reduzierte Membranverfiigbarkeit durch die Sequestrierung des
Neurotransmittertransporters oder durch eine reduzierte Affinitdit des Transporters
hervorgerufen werden. Eine reversible Sequestrierung des SERT in plasmamembrannahe
Endosomen als Folge einer Phorbolester-vermittelten Aktivierung der PKC wurde bereits
beschrieben (Myers et al., 1989; Anderson und Horne, 1992; Ramamoorthy et al., 1993).
Ebenso zeigten Jayanthi et al. (Jayanthi et al., 1994), dal eine Inhibition der CaM-
Signalkaskade die Substrataffinitdt und so die Funktion des SERT reduziert. Im folgenden
sollte daher untersucht werden, ob die Uberexpression von MacMARCKS die
Sequestrierung des SERT induziert. Wiirde dies zutreffen, sollte die Behandlung der
cotransfizierten Zellen mit dem Porbolester Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), der die
PKC aktiviert, die Vmax des SERT nicht im gleichen MaBle wie in Kontrollzellen
beeinflussen. Dagegen sollte die Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor
Staurosporin die Vmax erhohen, so dal Werte erreicht werden sollten, die denen der

Kontrollzellen vergleichbar wiren.

Die HEK-SERT Zellinie wurde parallel mit der GFP- oder der MacMARCKS-GFP-cDNA
transfiziert. Ein invertiertes UV-Mikroskop (Axiomat) ermdoglichte die Bestimmung der
Transfektionseffizienz durch die Eigenfluoreszenz des GFP. Unter der Voraussetzung, daf3
mindestens 70 % der Zellen transfiziert waren, wurden diese Zellen fiir 30 min mit 100 nM
PMA oder in Parallelversuchen mit 1 puM Staurosporin behandelt. Anschliel wurden
Kompetitionsstudien mit zunehmenden Konzentrationen von nicht markiertem Substrat
durchgefiihrt. Durch Eadie-Hofstee-Analyse (Connors, 1987) wurden die Vmax- und km-
Werte abgeleitet (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Eadie-Hofstee-Analyse der Konzentrationsabhiingigen Sittigungsanalyse von [[H]5-HT
in die HEK-SERT Zellinie bei Coexpression von GFP (A) oder MacMARCKS-GFP (B) nach 3
min. Die Zellen wurden vor der Aufnahmestudie mit 100 nM PMA (weiles Dreieck) oder 1 uM
Staurosporin (ST., schwarzes Quadrat) behandelt. Unbehandelte Zellen sind mit einem schwarzen
Dreieck markiert. Jeder Punkt stellt das Mittel und deren Standardabweichung von Quadruplikaten
dreier unabhingiger Versuche dar. In C sind die hergeleiteten Werte der maximalen
Transportkapazitit (Vmax) und der Michaelis-Menten-Konstanten (km) tabellarisch aufgefiihrt.
Prozentuale Darstellung (D) verdeutlicht den Effekt von MacMARCKS, wobei der Vmax-Wert der
unbehandelten GFP-Kontrollzellen als 100 % angenommen wurde.

Die Herleitung der Vmax und der Km-Werte (Abb. 3.15 A, B) zeigt deren Verlagerung in
Abhingigkeit des exprimierten Proteins und der Staurosporin- bzw. PMA-Behandlung der
HEK-SERT Zellen. Die unbehandelten Kontrollzellen, die das GFP exprimierten, wiesen
eine Vmax von 9,8 £ 1,5 pmol/min/well auf. Die Zellinie, die MacMARCKS-GFP expri-
mierte, verfiigte dagegen nur {iber eine maximale Transportrate von 6,9 + 2,1
pmol/min/well. Dies entspricht einer Verringerung der Vmax um 29,6 % + 18,6 (n = 3) in
den MacMARCKS-GFP-exprimierenden Zellen im Vergleich zur Kontrollzellinie (Abb.
3.15 D). Durch die Behandlung der Kontrollzellen mit PMA wurden die Vmax-Werte um
47,9 % + 11,0 % (n = 3) reduziert. Dieser Effekt sollte auf der nachgewiesenen Seques-
trierung des SERT als Folge dessen Phosphorylierung durch PKC beruhen. Im Gegensatz
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dazu wurde die Vmax der Zellen, die MacMARCKS-GFP exprimierten, nur um 18,4 % =+
13,3 % (n = 3) auf Werte reduziert, die denen der PMA-behandelten Kontrollzellen ent-
sprachen. Die Behandlung eines parallelen Ansatzes mit Staurosporin induzierte dagegen
in den GFP coexprimierenden Zellen eine Zunahme auf 114,3 % + 18,3 % (n = 3) im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrollzellinie, wihrend die MacMARCKS-GFP expri-
mierenden Zellen einen Anstieg der maximalen Aufnahmerate auf 126,5 % der unbehan-
delten Zellen verzeichneten. Dies bedeutete einen relativen Anstieg der Vmax in den
MacMARCKS-coexprimierenden Zellen um 74 % = 37.8 % (n = 3) als Folge der PKC-
Inhibition, wodurch beide Zellinien identische Vmax-Werte aufwiesen. Somit ist anzu-
nehmen, dal3 die Reduktion der Vmax zumindest teilweise auf einem PKC-vermittelten

Effekt basiert, hochstwahrscheinlich durch die Sequestrierung des SERT.

Publizierte Daten zeigen, da3 die Vmax-Reduktion des SERT nach PMA-Behandlung nicht
auf eine Verringerung der Substrataffinitidt (Km) zurlickzufiihren ist (Myers et al., 1989;
Sakai et al., 1997; Qian et al., 1997). Das wurde auch hier fiir die Kontrollzellinie gezeigt
(vgl. Abb. 3.15 C). Die unbehandelten Kontrollzellen verfiigen iiber eine Km-Wert von
1251 + 300 pmol (n = 3), wihrend die MacMARCKS-GFP-cotransfizierten Zellen eine
Substrat-affinitdt von 1026 + 86 pmol (n = 3) aufwiesen. Die Reduktion der Vmax des
SERT in den MacMARCKS-GFP coexprimierenden Zellen sollte so ausschlieBlich auf
eine Verringe-rung der oberflichenverfiigbaren Bindungsstellen, nicht jedoch auf einen
verringerten km-Wert zuriickfiihrbar sein. Da die MacMARCKS-exprimierenden Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen geringer auf den PKC-Aktivator PMA reagierten und
verstarkt auf den PKC-Inhibitor Staurosporin, ist anzunehmen, dall die MacMARCKS-
vermittelte Vmax-Reduktion durch den PKC-Signaltransduktionsweg induziert wurde. Es
wire daher denk-bar, daB3 diese Vmax-Reduktion durch die Sequestrierung des SERT

hervorgerufen wird.
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4. Diskussion

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, zytoplasmatisch assoziierte Proteine des
Serotonintransporters SERT der Ratte mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems zu
identifizieren. Die so identifizierten Interaktionen sollten anschlieBend durch biochemische,
immunzytochemische und pharmakologische Methoden auf deren in vivo Relevanz néher

untersucht werden.

4.1 Funktionsanalysen der Termini

Der Serotonintransporter SERT ist ein membranstindiges Polypeptid, das die
Neurotransmission durch die schnelle Wiederaufnahme des Transmitters Serotonin
beendet. Als Mitglied der Na'/Cl-abhingigen Neurotransmittertransporter weist er 12
Transmembrandoménen auf. Von den sieben zytoplasmatischen Doménen stellen die N-
und C-terminalen Regionen mit 10 kDa bzw. 3 kDa Grof3e die majoritiren intrazelluldren
Doménen dar. Hier befinden sich auch, mit einer Ausnahme in der zweiten intrazelluldren

Schlaufe, Phosphorylierungs-Konsensusmotive fiir PKC und PKA (vgl. Abb. 1.2).

Um die Funktionen der Termini deuten zu konnen, wurden zuerst Deletionskonstrukte des
Aminoterminus ((IN-SERT) und des Carboxyterminus (JC-SERT) generiert. Fiir die
weiteren Untersuchungen wurden die mutierten Proteine heterolog in menschlichen
embryonalen Nierenzellen (HEK-293) exprimiert. Wie bereits von Sur et al. beschrieben
(Sur et al., 1998), vermittelt der heterolog exprimierte Wildtyp (wt)-SERT wie unter in
vivo-Bedingungen eine spezifische Serotonin-Aufnahme in die Zelle. Auch vermogen
SERT-spezifische Antagonisten, wie die Antidepressiva Imipramin und Citalopram, den
Substrattransport des heterolog exprimierten Proteins kompetitiv. zu hemmen.
Offensichtlich ist also der rekombinante SERT auch in heterologen Zellsystemen korrekt

gefaltet und voll funktionell aktiv.

Die Western-Analyse von Membranprédparationen, die den heterolog exprimierten wt-
SERT enthielten, zeigten nach deren gelelektrophoretischer Auftrennung unter nicht-

reduzierenden Bedingungen neben einer Bande, die die monomere Form des SERT
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reprisentiert, auch zwei weitere Banden hoheren Molekulargewichts. Dieser Befund wurde
dahingehend interpretiert, da der SERT unter nicht-reduzierenden Bedingungen als
disulfidstabilisiertes di- bzw. tetrameres Protein vorliegt (Jess et al., 1996). Wurden jedoch
die mutierten Proteine unter identischen nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt,
ergab sich fiir die Mutanten ein vom wt-SERT abweichendes Laufverhalten. So bildete der
N-SERT keine putativ tetramere Struktur aus, wohingegen fiir den [1C-SERT keine der
dimeren Form entsprechenden Bande gefunden werden konnte. Aus diesen Daten wurde
gefolgert, daB die Termini wahrscheinlich fiir die korrekte Faltung oder Oligomerisierung
des SERT benoétigt werden. Befunde von Tate et al. belegen, dal der SERT durch das
Chaperon Calnexin gefaltet wird (Tate et al., 1999; High et al., 2000). Da auch Hefe-Zwei-
Hybrid Daten eine Interaktion des SERT-NT mit Calnexin (Blakely, personliche
Mitteilung) zeigten, erscheint zumindest der N-Terminus fiir die Interaktion mit Calnexin

und einer daraus resultierenden korrekten Faltung des SERT notwendig zu sein.

Da die (/C-Mutante priferentiell die tetramere Form des SERT ausbildet, konnte der
SERT-CT die Oligomerisierung des Neurotransmittertransporters regulieren. Das Fehlen
des C-Terminus konnte die Konvertierung des SERT von einem Tetramer in ein Dimer
verhindern, bzw. die tetramere Form stabilisieren. Das Vorhandensein zweier funktioneller
oligomerer Zustinde wurde fiir den strukturhomologen Glucosetransporter GLUTI
vorgeschlagen (Hebert und Carruthers, 1991; Hebert und Carruthers, 1992; Zottola et al.,
1995). Auch pharmakologische Analysen an konkatemeren SERT-cDNA suggerieren
funktionelle di- und tetramere Formen des Transportproteins mit jeweils unterschiedlichen
Affinititen fiir das Substrat (Chang et al., 1998). Auch mittels biochemischer Methoden
wurden di- und tetramere Zustinde des SERT nachgewiesen (Jess et al., 1996, Kilic et al.,
2000). So kann zusammenfassend gefolgert werden, dall die Termini fiir die Faltung und

Oligomerisierung des SERT bendtigt werden.

Die Analyse der Transportfunktion zeigte, daBl die Deletionsmutanten iiber keinerlei
Aktivitdt verfiigten. Dies konnte durch konfokale Analyse immunzytochemischer
Féarbungen transfizierter HEK-293 Zellen auf die Zytotoxizitit der Deletionskonstrukte
zurlickgefiihrt werden. Wihrend wt-SERT in Plasmamembranaggregaten angereichert war,
waren [IN- und [/C-SERT primér zytoplasmatisch, moglicherweise in Kompartimenten des

Golgi-Apparats oder in Endosomen, lokalisiert. Zudem erschienen die mit den
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Deletionskonstrukten transfizierten Zellen apoptotisch. Dies 148t sich moglicherweise auf
eine Aggregatbildung der Deletionsmutanten in intrazelluliren Kompartimenten
zuriickfiihren, welche die endogene Proteinsynthese inhibiert. Das unterschiedliche
gelelektrophoretische Laufverhalten der Deletionsmutanten 148t vermuten, daf3 die
Mutantenproteine unterschiedliche Stadien der Proteinmodifikation oder -faltung

durchlaufen und so den Zelltod zu verschiedenen Zeitpunkten induziert haben kénnten.

Dem SERT vergleichbar zeigt auch der Noradrenalintransporter NET, der mit 47,8 %
Identitét {iber die hochste Homologie zum SERT verfiigt, einen Funktionsverlust nach der
Deletion der terminalen siecben Aminosduren des C-Terminus (Liu et al., 1998). Gleiches
wurde fiir den strukturhomologen Glukosetransporter GLUT4 gezeigt (Melvin et al., 1999).
Es erscheint moglich, da3 der Funktionsverlust auch in diesem Falle auf der mangelhaften
Insertion der Proteine in die Plasmamembran beruht. Fiir den GAT, den NET und den
GLUT4 sind die C-Termini fiir den gerichteten Transport des jeweiligen Proteins in
polarisierten Epithelzellen verantwortlich (Oka et al., 1990; Mabjeesh und Kanner, 1991;
Muth und Caplan, 1998; Burton et al., 1998; Melvin et al., 1999). Weiterhin identifizierten
Perego et al. (Perego et al, 1999) eine Interaktion der C-terminalen PDZ-Protein-
Interaktionsdomine des GAT3 mit einem Homolog von LIN-7A aus C. elegans, die fiir das
Verbleiben des Proteins in der Plasmamembran notwendig ist. LIN-7A bildet zusammen
mit LIN-10 und LIN-2 einen konservierten Proteinkomplex, der an fundamentalen
Prozessen der Protein-Sortierung in epithelialen und neuronalen Zellen verantwortlich ist
(Bredt, 1998; Butz et al., 1998; Kaech et al., 1998; Rongo et al., 1998). Obwohl andere
Neurotransmittertransporter keine C-terminale PDZ-Domine aufweisen, konnte auch hier
der Verbleib der Proteine an der Plasmamembran durch Protein-Protein-Interaktionen

bewerkstelligt werden.

4.2 Identifizierung von neuen Bindungspartnern des SERT-CT

Fir den SERT waren bislang keine Interaktionspartner bekannt. Pharmakologische
Untersuchungen lieBen eine Regulation der Transportfunktion durch die PKC- und die
CaM-Signaltransduktionskaskaden erkennen. Auch die Anreicherung des heterolog

exprimierten SERT in distinkten Arealen der Plasmamembran von HEK-293 Zellen sowie
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das Vorkommen des SERT in axonalen Varikositidten suggerierte, dal interagierende
Proteine die Lokalisation des SERT bestimmen konnten. Daher sollten hier mit Hilfe des

Zwei-Hybrid-Systems Interaktionspartner des SERT identifiziert werden.

Die Durchsuchung einer Zwei-Hybrid-cDNA-Bibliothek aus dem Hirn neugeborener
Ratten mit dem SERT-CT fiihrte zur Isolierung von vier potentiellen Bindungspartnern.
Von diesen wurden zwei auf ihre in vivo-Bedeutung liberpriift. Neben den beiden im Detail
untersuchten Klonen wurde weiterhin ein Homolog einer C. elegans Proteinkinase 2A
gefunden. Der vierte putative Interaktionspartner représentierte ein Homolog des "humanen
periodischen Tryptophan Proteins" (hPWP2). Von dem Hefe-Homolog PWP2 war dessen
Beteiligung an der Regulation der Zellteilung und des Zellwachstums bekannt (Shafaatian
et al.,, 1996). Da das Protein an Regionen konzentriert war, an denen Tochterzellen
abgeschniirt werden, ist eine Funktion dieses Proteins an exozytotischen oder

zytokinetischen Prozessen denkbar (Lalioti et al., 1996).

Als erster vielversprechender Interaktionspartner wurde die B-Untereinheit der
Acetylhydrolase 1b fiir den "Platelet-activating-factor" (PAF), der PAF-AH, untersucht
(Hattori et al., 1995b). Als zweites potentiell wichtiges Kandidatenprotein wurde
MacMARCKS identifiziert und charakterisiert, ein Homologes der MARCKS-Familie
(Umekage und Kato, 1991; Li und Aderem, 1992).

4.2.1 Die PAF-AH1b-B-Untereinheit als potentieller Bindungspartner des SERT
Die PAF-AH stellen eine Ca’"-unabhingige Unterfamilie der Phospholipasen 2A (PLA2A)

dar und koénnen weder den zytosolischen noch den sekretierten PLA2s zugeordnet werden
(Hattori et al., 1994a; Marletta, 1994; Tjoelker et al., 1995). Im Sduger kommen zwei
Klassen, ndmlich die extrazelluldiren (plasmatischen) oder intrazelluldren
(gewebespezifischen) Enzyme vor (Yanoshita et al., 1988; Stafforini et al., 1991), von
denen wiederum jeweils mehrere Isoformen existieren (Hattori et al., 1993; Hattori et al.,
1995a; Karpouza und Vakirtzi-Lemonias, 1997). Die PAF-AH inaktivieren das bioaktive,
wasserlosliche Phosphocholin-Derivat PAF (1-O-Alcyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholin) durch die Hydrolyse des Acetylrestes an der sn-2 Position zu lyso-PAF
(vgl. Abb. 3.5) (Hattori et al., 1994a; Hattori et al., 1995b). Wie auch die PAF-AH kann der
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PAF intra- oder extrazelluldr vorliegen. Der extrazellulire PAF ist neben seiner
namengebenden Funktion bei der Aktivierung und Koagulation von Blutpléttchen
(Demopoulos et al., 1979) auch an der Kontraktion der glatten Muskulatur beteiligt, steigert
die vaskuldre Permeabilitdt und spielt bei diversen pathologischen Prozessen wie z. B.
Entziindungen (Tavares de Lima et al., 1998) oder Asthma (Carraway et al., 1984) eine
Rolle. Als retrograder Botenstoff induziert er die Ausbildung der Langzeit-Potenzierung im
ZNS (Kato et al., 1994). Die Behandlung neuronaler Zellkulturen mit PAF bewirkt die
Differenzierung der Neurone (Kornecki und Ehrlich, 1988; McNeil et al.,, 1999).
Verdnderungen in der Zellmorphologie, wie der Kollaps der Wachstumskegel, die
Neuritenretraktion und die Ausbildung von Varikositdten, wurden auf das PAF-vermittelte
Rearrangement von Mikrotubuli zuriickgefiihrt (McNeil et al., 1999). Wihrend exogener
PAF iiber G4-Protein-gekoppelte Rezeptoren wirkt (Honda et al., 1991), ist die Wirkart des
endogenen Lipids unklar. Mutationen der intrazelluliren PAF-AHI1b, fiihren jedoch zu
einer fehlgesteuerten neuronalen Migration (Reiner et al., 1993; Hirotsune et al., 1998), so
daB3 dem endogenen Phospholipid regulatorische Funktionen beim Zellwachstum und bei

der Zelldifferenzierung zugesprochen wurden.

Die hier isolierte Isoform 1b ist ein G-Protein dhnliches Heterotrimer (Ho et al., 1997). Sie
ist aus der putativ regulatorischen 45 kDa (-, und den katalytischen 30 kDa B- und 29 kDa
J-Untereinheiten zusammengesetzt (Hattori et al., 1994a; Hattori et al., 1994b; Hattori et
al., 1995b). Da die -Untereinheit im Hirn nur im embryonalen und frithen postnatalen
Stadium exprimiert wird, liegt die B-Untereinheit im Adulten wahrscheinlich als mit der (-
Untereinheit komplexiertes Homodimer vor (Albrecht U et al., 1996; Manya et al., 1998).
Die katalytischen Untereinheiten weisen den in der Familie der Serin-Esterasen
konservierten aktiven Serinrest auf (Hattori et al., 1994a), wihrend die putativ
regulatorische [1-Untereinheit {iber zu B-Transducin homologe WD-Konsensussequenzen
verfligt (Reiner et al., 1993; Hattori et al., 1994b). Eine Mikrodeletion des YS_Gens
(Reiner et al., 1993), welches die (1-Untereinheit kodiert, ist die Ursache der Miller-Dieker-
Lissenzephalie ("glattes Hirn") (Miller, 1963; Dieker et al., 1969; Dobyns, 1987). Der
Phénotyp dieser Krankheit, eine mangelhafte Ausbildung der charakteristischen kortikalen
Lamina und einer Ansammlung von Neuronen an den Ventrikeln (Stewart, 1994), wurde

auf eine verlangsamte Migration der kortikalen Neuronen zuriickgefiihrt (Hirotsune et al.,
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1998). Im Gegensatz zu den bisher bekannten Mausmutanten, wie reeler (Goffinet, 1984;
de Rouvroit und Goffinet, 1998) und scrambler (Goldowitz et al., 1997; Gonzales et al.,
1997), bei denen ebenfalls das Wachstum der Neuronen abnormal ist, wird die
Migrationsrichtung der Neurone nicht verdndert und wirkt sich in einer dosis-abhéngigen
Weise ausschlieBlich auf die betroffenen Neurone aus (Hirotsune et al., 1998). Da das
mutierte (1“*-Gen nicht mehr mit der B-Untereinheit koprazipitiert (Manya et al., 1999),
konnten die MDL-Phidnotypen auf eine Fehlregulation der PAF-Konzentration durch

mangelnde Katalyse zuriickgefiihrt werden.

Interessanterweise bewirken FEingriffe in das serotonerge System HLiS-Vergleichbare
Phénotypen (De Vitry et al., 1986; Budnik et al., 1989; Hansson et al., 1999). Wird das den
SERT oder das die 5-HT-katabolische Monoamin-Oxidase-A (MAOA) kodierende Gen
(vgl. Abb. 1.1) deletiert, oder wird der SERT im friihen Embryonalstadium inhibiert, fiihrt
der erhohte 5-HT-Spiegel zu Verdnderungen serotonerger Strukturen des viszeralen und
primdren somatosensorischen (S1) Kortex (Lauder et al., 1988; Cases et al., 1995; Kirby
und Waldo, 1995; Bengel et al., 1996; Cases et al., 1996; Persico, 2000) und zu
kraniofacialen Abnormitéten (Shuey et al., 1992; Yavarone et al., 1993; Upton et al., 1999).
Die kortikalen Verdnderungen werden erkennbar durch die Auflosung charakteristischer
Aggregate SERT-immunreaktiver Fasern, der sog. FaB-Struktur ("barrels"), zu einem
kontinuierlichen Band. Dieser 5-HT-induzierte Phinotyp wird auf verstirktes tangentiales
Wachstum dieser Neuronen zuriickgefiihrt. Die Fasern in den Barrels sind eigentlich
glutamaterg (Lebrand et al., 1996) und exprimieren den SERT nur transient von E13 bis
P14 (Cases et al., 1996; D'Amato et al., 1987). In dieser Zeit, in der die thalamokortikalen
afferenten Fasern aus den tiefen kortikalen Schichten heraus auswachsen und der
Synaptogenese untergehen (Blue und Parnavelas, 1983), liegt 5-HT also als ein "geborgter
Transmitter" vor. Fiir die Differenzierung dieser Neurone ist er jedoch essentiell (Lavdas et
al., 1997). Auch das 5-HT moduliert somit die Morphologie der Neurone &dhnlich dem PAF
(Kornecki und Ehrlich, 1988; Lauder, 1993). Der SERT und die PAF-AHIlb als
Regulatoren der  Konzentration dieser  Effektorsubstanzen nehmen  hierbei
Schliisselfunktionen ein. 5-HT und PAF werden aullerdem beide als kausal an
pathologischen Phdnomenen wie Entziindungen oder Asthma beteiligte Wirkstoffe

diskutiert (Carraway et al., 1984; Stafforini et al., 1999; Cazzola und Matera, 2000). Die
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Ahnlichkeiten in der Funktion der Substrate 5-HT und PAF konnten eine gegenseitige
Beeinflussung vermuten lassen. Die Interaktion der 3-Untereinheit der PAF-AH1b mit dem
SERT-CT bietet einen potentiellen Verknlipfungsmechanismus zwischen denjenigen

Proteinen, welche die Konzentration dieser Effektoren regulieren.

Eine Grundvoraussetzung fiir die physiologische Interaktion von Proteinen ist deren
Coexpression in den gleichen Geweben bzw. Zellpopulationen. Die mRNA der PAF-AH-83-
Untereinheit wird im Hirn der adulten Maus ubiquitdr exprimiert (Manya et al. 1998),
wobei die stirkste Expression in kortikalen Strukturen wie dem cerebralen Kortex, den
Purkinje-Zellen des Cerebellums und in der mitralen und granuldren Zellschicht des Bulbus
olfactorius gefunden wird (Albrecht U et al., 1996). Die SERT-mRNA im adulten Tier ist
nur in den Zellkdrpern der serotonergen Neurone nachweisbar, die in den medialen und
dorsalen Raphekernen liegen (Lebrand et al., 1998). Wiahrend der Entwicklung wird der
SERT transient auch in verschiedenen kortikalen Arealen des Telenzephalon, des
Hippocampus und des Subiculum exprimiert (Fujimiuya et al., 1986; Lebrand et al., 1998).
Weiterhin findet sich die SERT-mRNA im Dienzephalon in einigen Nuclei des Thalamus
(medialer und lateraler ventroposteriorer Nucleus sowie ventraler posteromedialer Nucleus
Thalami/Nucleus geniculatus mediale, laterale, dorsale [verstirkt an PO, z. T. bis P12]).
Neben der herrschenden Colokalisation in den Raphekernen im Adulten liegt eine zeitlich
begrenzte Colokalisation also auch in Arealen des Hippocampus (CA2+3), dem Subiculum
sowie dem Isokortex vor. In fritheren Stadien werden die SERT- und die BPAF-AH-Gene
auch im dorsalen Wurzelganglion, den Neuroepithelzellen, den kranialen Ganglien, in den
Neuralleistenzellen sowie allen davon abstammenden Geweben (autonome Ganglien,
Nebennierenrinde, neuroepitheliales Gewebe, Haut, Darm, Lunge, Kiemenbogen und dem
Stirn- und Nasenwulst) coexprimiert. Die in Hefezellen nachgewiesene Interaktion
zwischen dem SERT und der BPAF-AH erscheint damit physiologisch sinnvoll und wurde

deshalb niher untersucht.

4.2.2 Nachweis der Interaktion und physiologische Relevanz zwischen dem

SERT und der PAF-AH1b-3-Untereinheit

Die im Zwei-Hybrid-System identifizierte Interaktion zwischen dem SERT-CT und der 30
kDa B-Untereinheit der PAF-AHIb wurde biochemisch durch Koprizipitation bestdtigt.
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Auch im zelluldren Kontext, d. h. in mit SERT und GFP-BPAF-AH kotransfizierten Zellen,
wurde eine Umlokalisierung der GFP-markierten 30 kDa-Untereinheit vom Zytoplasma an
die Plasmamembran beobachtet. Diese Daten zeigen, da3 die in Hefezellen identifizierte
Interaktion zwischen SERT und BPAF-AH auch in eukaryotischen Zellen vorliegt und

somit physiologische Bedeutung haben sollte.

Aufschluf iiber die physiologische Relevanz der Interaktion zwischen SERT und BPAF-
AH sollten Aufnahmestudien mit tritiiertem 5-HT bringen. Der Transport von ["H]5-HT in
HEK-293 Zellen, die das BPAF-AH-GFP-Fusionsprotein und den SERT transient
coexprimierten, zeigte im Vergleich mit den Werten der Kontrollzellinie, die mit der cDNA
des GFP-Proteins transfiziert wurde, keine Verdnderungen in der Transportfunktion.
Dagegen war unter gleichen Bedingungen eine verringerte Transportaktivitit des SERT mit
dem zweiten untersuchten Protein, MacMARCKS, erkennbar. Daher nehmen wir an, dal3
die Interaktion mit der B-Untereinheit keinen direkten Einflu3 auf die Funktion des SERT
hat. Moglicherweise wird fiir die Transportregulation des SERT auch die Coexpression der

regulatorischen YS_Untereinheit der PAF-AH1b bendtigt.

Zeit- und dosisabhdngige Untersuchungen in Gegenwart des exogen applizierten PAF
ergaben keine verdnderte 5-HT Aufnahmerate in der den SERT stabil exprimierenden
HEK-Zellinie. Eine eventuelle Rolle des endogenen Phospholipids bei der Regulation der
Transportfunktion des SERT oder der BPAF-AH in der Regulation des SERT wurde hier
nicht untersucht. Genauso wire denkbar, daf} die Substrate, 5-HT und PAF, durch die
Interaktion des SERT und der BPAF-AH manipuliert wiirden. Diese Hypothese wird im

folgenden niher dargestellt.

4.2.3 Modell der PAF-AH als Acetyl-Transferase

Die Grundlage der Hypothese, da 5-HT- oder PAF-Wirkungen durch die Interaktion
zwischen BPAF-AH und dem SERT modifiziert werden konnten, beruht auf der
Vermutung, dal die B-Untereinheit neben der  Acetylhydrolase- auch
Acetyltransferaseaktivitit besitzt. Aufgrund einer bestehenden Homologie der Serin-
Esterasedomine zu einer Acetyltransferase aus Hefe (Hattori et al., 1994a) erscheint eine

solche Transferaseaktivitit durchaus moglich. Auch wurden bereits diverse PAF-
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Acetyltransferasen aufgereinigt (Lee et al., 1992; Lee et al., 1996; Balestrieri et al., 1997;
Karasawa et al., 1999), welche in Abwesenheit von Substrat als Azetylhydrolasen
fungieren (Karasawa et al., 1999). Moglicherweise konnte der hydrolysierte Acetylrest des
PAF auf das Serotonin transferiert werden, womit N-Acetylserotonin (NAS) enstiinde.
Dieser Stoff wurde bereits als ein Zwischenprodukt der Melatoninsynthese in der Epiphyse,
zugleich aber auch als ein potenter Inhibitor der Stickoxyd-Synthase (NOS) (Klemm et al.,
1995) und der Sepiapterin-Reduktase (SR, auch Tetrahydrobiopterin-Reduktase genannt [K;
=0,12 uM]) (Auerbach et al., 1997) beschrieben (Abb. 4.1).

PAF lyso-PAF 9' SR (BH,) — — — [5—HT]{}
PAF-AH1b \
@ NOS [NO]{} I- SERT Hochregulatic

Abb. 4.1: Modell einer moglichen Beteiligung der PAF-AH1b-B-Untereinheit an der Regulation der
intrazelluldren 5-HT-Konzentration. Nach diesem Modell iibertrégt die 3-Untereinheit einen Acetyl-
Rest des PAF auf das Serotonin (5-HT), womit N-Acetylserotonin (NAS) entsteht. NAS inhibiert
die Sepiapterin-Reduktase (SR) und damit die Tetrahydrobiopterin(BH,)-Synthese. BH, ist fiir die
Serotoninsynthese limitierend, wodurch NAS indirekt die 5-HT-Synthese inhibiert. Zusétzlich
inhibiert NAS die NO-Synthase (NOS). Die reduzierte NO-Konzentration verringert die 5-HT-
Wiederaufnahmekapazitit des SERT. NAS ist so ein effektiver Inhibitor der intrazelluldren 5-HT
Konzentration. Die parallele Inhibition ist notwendig, da BH4 auch die NOS aktiviert.

Die Sepiapterin-Reduktase katalysiert den letzten Schritt der Tetrahydrobiopterin (BH4)-
Synthese aus GTP (Nichol et al., 1983). Aufgrund der inhibitorischen Wirkung von NAS
auf die Sepiapterin-Reduktase reguliert NAS den BHy-Spiegel (Katoh et al., 1982). Im
Gegensatz zu NAS stellt BH, einen allosterischen Aktivator der NOS dar (Lowenstein und
Snyder, 1992; Marletta, 1994; Klemm et al., 1995). NAS inhibiert die NO-Synthese damit
einerseits direkt durch die Hemmung der NOS und andererseits indirekt durch die
Reduzierung der intrazelluliren BH4-Konzentration. Dies sollte sich wiederum auf die
intrazelluldre 5-HT-Konzentration auswirken, da die 5-HT-Transportrate des SERT in

Gegenwart von NO um 30 - 50 % ansteigt (Miller und Hoffman, 1994). Weiterhin
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unterliegt auch der mogliche geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 5-HT-Synthese,
ndmlich die Konversion von L-Trypthophan nach 5-Hydroxytryptophan, der BH4-Kontrolle
(Joh et al., 1957; Boadle-Biber, 1993). Dieser Schritt wird durch die L-Trypthophan-
Monooxygenase (Hydroxylase) durchgefiihrt, die BH,4 als limitierenden Cofaktor benétigt.
Eine Modulation des 5-HT-Spiegels konnte so durch kleine Verdnderungen des BH4-Pools
erzielt werden. Da der intrazellulire BH4-Spiegel wiederum durch NAS reguliert wird,
konnte die PAF-AHI1b-katalysierte NAS-Synthese einen Riickkopplungsmechanismus bei
der 5-HT-Synthese darstellen.

4.2.4 MacMARCKS als putativer Interaktionspartner

Bisher wurden zwei Homologe der Familie der MARCKS-Proteine identifiziert, das zuerst
isolierte MARCKS (Albert et al., 1987; Seykora et al., 1991; Erusalimsky et al., 1991) und
MacMARCKS (Umekage und Kato, 1991; Li und Aderem, 1992). MacMARCKS besitzt
als Mitglied der MARCKS-Familie eine N-terminale Myristoylierungsdoméne (MD), eine
MARCKS-Homologie-Doméne (MH2) unbestimmter Funktion und eine sog. Effektor-
Doméne (ED) (vgl. Abb. 3.10) (Aderem, 1992a; Blackshear, 1993). Letztere verfiigt tiber
Konsensussequenzen fiir die PKC-Phosphorylierung (Albert et al., 1987; Li und Aderem,
1992) sowie fiir die gemeinsame Bindungstelle von Calmodulin (CaM) und Aktin (Hartwig
et al., 1992; Aderem, 1992b). Die Ca**/CaM-Bindung und PKC-Phosphorylierung hemmen
die Aktinbindung an MacMARCKS; auflerdem vermag das phosphorylierte Protein kein
Ca”*/CaM zu binden, noch kann der Ca®"/CaM komplexierte MacMARCKS phosphoryliert
werden (Thelen et al., 1991; Hartwig et al., 1992; Hinrichsen und Blackshear, 1993;
Verghese et al., 1994; Arbuzova et al., 1998). Der Myristoylrest und die basische ED
vermitteln die Assoziation mit negativ geladenen Phospholipiden der Plasmamembran
(Kim et al, 1994; Vergeres und Ramsden, 1998), wie Phosphatidyl-inositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) und Phosphatidylserin. Diese Membranbindung wird durch Ca®"/CaM-
Bindung bzw. Phosphorylierung unterbrochen (Mc Laughlin und Aderem, 1995; Glaser et
al., 1996; Myat et al., 1998; Michielin et al.,, 1998; Victor et al., 1999). Vermutlich
{ibertragen MacMARCKS und MARCKS die PKC- und Ca®"/CaM-vermittelten Signale auf
das Zytoskelett und induzieren so Vesikelsekretion in Neuronen (Chang et al., 1996;

Ohmitsu et al., 1999) und Thrombozyten (Elzagallaai et al., 1998), die Zellmigration (Wu

92



et al., 1996; Myat et al., 1997) und das Membranrecycling (Allen und Aderem, 1995; Yue
und Li, 1998).

4.2.5 Nachweis einer Interaktion des SERT mit MacMARCKS

Die in den Hefezellen identifizierte Interaktion zwischen dem SERT-CT und
MacMARCKS sollte biochemisch durch einen Coprizipitations-Ansatz nachvollzogen
werden. Allerdings konnte weder fiir prokaryotisch noch fiir eukaryotisch iiberexprimierte
MacMARCKS-Fusionsproteine jeweils weder in An- noch in Abwesenheit von Ca>" bzw.
Ca*’/CaM, oder nach Behandlung der Zellen mit Phorbolester und der damit
einhergehenden potentiellen Phosphorylierung von MacMARCKS, eine spezifische
Bindung an den prokaryotisch exprimierten SERT-CT nachgewiesen werden. Es kann
daher vermutet werden, da3 es sich bei dieser genetisch nachgewiesenen Interaktion um
eine niederaffine Bindung handelt. Alternativ konnten die Fremdanteile der heterolog

exprimierten Fusionsproteine die Interaktion sterisch behindern.

Die konfokale Analyse immunzytochemischer Farbungen von HEK-293 Zellen, die das
MacMARCKS-GFP Fusionsprotein und den SERT transient coexprimierten, zeigte eine
Colokalisation beider Proteine. Eine Uberlagerung der Immunfluoreszenzen fand sich
verstarkt an Arealen der Plasmamembran, an denen SERT-Aggregate vorlagen. Da die
Colokalisation nicht homogen, sondern vornehmlich in diesen Sub-Doménen auftrat,
scheint die beobachtete Anreicherung von MacMARCKS-GFP an der Plasmamembran
SERT-vermittelt zu sein. Ob solche Areale funktionelle definierte Membrandoméinen
darstellen ist derzeit unklar. Glaser et al. (Glaser et al., 1996) beobachteten jedoch an
unilamellaren Phospholipid-Vesikeln, dal die MARCKS-ED Dominen ausbildete, in
denen neben der ED saure Lipide, z. B. PIP, oder Phosphatidylserin (PS), und evtl.
PKCi angereichert vorlagen (Yang und Glaser, 1996; Glaser et al., 1996). Die Ausbildung
solcher Dominen beruht auf elektrostatischen Anziehungskréften ("myristoyl electrostatic
switch") zwischen der basischen ED und den sauren Lipiden sowie auf hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Phenylalaninen der ED und der Membran (Mc Laughlin und
Aderem, 1995; Vergeres und Ramsden, 1998). Durch die lokale Anreicherung des PIP,
wird das Phospholipid von der Phospholipase C (PLC) separiert, wodurch die PLC-

katalysierte Hydrolyse des Phospholipids inhibiert wird. Durch Phosphorylierung oder
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CaM-Bindung der ED dissoziiert MacMARCKS von der Membran, wodurch PIP,
freigesetzt und von der PLC zu IP; dem membrandestabilisierenden Lipid Diacylglycerol
(DAG) hydrolysiert wird. Es wire denkbar, dal SERT durch die Interaktion mit
MacMARCKS in diese PIP,-angereicherten Doménen gelangt. PIP, konnte EinfluB3 auf die
Transportfunktion des SERT nehmen oder die Sequestrierung des SERT unterstiitzen (vgl.
4.2.6). Eine PIP,-abhingige Regulation von Proteinen wurde bereits fiir den Adenosin-
Triphosphat-sensitiven K-Kanal (Karp) gezeigt, dessen ATP-Sensitivitit durch
membransténdiges PIP; reduziert wird (Shyng und Nichols, 1998; Baukrowitz et al., 1998).

Die an unilamellaren Vesikeln nachgewiesene PIP,-Anreicherung konnte auch in einem
zelluldren Kontext, ndmlich in polarisierten Nierenzellen (Madin-Darbey Canine Kidney
Cells, MDCK), aufgezeigt werden. Membranstindiger MacMARCKS colokalisiert hier mit
PIP, im basolateralen Kompartiment (Myat et al., 1998). Interessanterweise wird auch der
heterolog iiberexprimierte SERT basolateral transportiert (Gu, 1996; Schroeter et al., 1997;
Myat et al., 1998) und colokalisiert daher mit dem membranstindigen MacMARCKS und
mit PIP,.

Eine Colokalisation des SERT mit dem Kandidatenprotein liegt vermutlich auch in
Neuronen vor. Chang et al. (Chang et al., 1996) demonstrierten in Phdochromozyten der
Nebenniere (PC12), dal MacMARCKS in punktformiger Art in neuronalen Fortsdtzen und
Varikositdten (Chang et al., 1996; Lu et al., 1998) angereichert ist. Die Fraktionierung der
Zellen validierte die Expression von MacMARCKS in Synaptosomen, in der kleinen
Vesikelfraktion und auf Synaptophysin enthaltenden synaptischen Vesikeln.
GleichermaBen findet sich der SERT in Varikositdten von Axonen (Sur et al., 1996) und an

der aktiven Zone der Prasynapse (Zhou et al., 1998).

4.2.6 Physiologische Bedeutung der Interaktion des SERT und MacMARCKS
Die heterologe Coexpression des SERT mit GFP-MacMARCKS hatte eine Reduktion der

maximalen Transportkapazitit (Vmax) zur Folge. Die Reduktion der Vmax durch die
Aktivierung der PKC mittels Phorbolesterbehandlung zeigte in MacMARCKS-
exprimierenden Ansétzen eine geringere Reduktion der Vmax-Werte als in Kontrollanséitzen.

Die Prédinkubation dieser Ansédtze mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin hatte im Vergleich
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zu Kontrollzellen einen hoheren Anstieg der Vmax-Werte zur Folge. Die Reduktion der
SERT-Aufnahmerate in Gegenwart von MacMARCKS wurde folglich auf einen PKC-
vermittelten Effekt zurlickgefiihrt. Diese Befunde suggerieren, dal MacMARCKS die
Wiederaufnahmekapazitit des SERT durch die PKC-Signalkaskade modulierte.

Pharmakologische Untersuchungen an SERT (Myers et al., 1989; Anderson und Horne,
1992), GLYTI1b (Sato et al., 1995a), DAT (Kitayama et al., 1994), GAT1 (Sato et al.,
1995b) und NET (Apparsundaram et al., 1998) zeigten bereits die PKC-vermittelte
Regulation dieser Transportproteine. Qian et al. (Qian et al., 1997) fiihrten dies auf die
Translokation der Neurotransmittertransporter von der Plasmamembran in friihe
Endosomen zuriick. Obwohl Ramamoorthy et al. (Ramamoorthy und Blakely, 1999) eine
PMA-induzierte Phosphorylierung des humanen SERT zeigten, vermochten sie die PKC
und den SERT bisher nicht zu coimmunprizipitieren (Blakely, personlich kommuniziert).
Ebenso vermochte die Mutation aller putativen PKC-Phosphorylierungsstellen des SERT
(Sakai et al., 1997) bzw. des GLYTI1b (Sato et al., 1995a) keine Inhibition des PMA-
Effekts zu  erzielen. Die  PKC-regulierte  Oberflichenverfiigbarkeit  der
Neurotransmittertransporter mufl daher durch Proteine bzw. durch einen Proteinkomplex
vermittelt werden, der u. a. MacMARCKS beinhalten konnte. Dall MacMARCKS die
Sequestrierung des SERT induziert, erscheint insofern plausibel, als der phosphorylierte
MacMARCKS ebenfalls in frithe Endosomen und synaptische Vesikel sequestriert wird,
diese Sequestrierung aber durch die Substitution der Phosphorylierungsmotive inhibiert
wird (Allen und Aderem, 1995; Chang et al., 1996;). Diese Hypothese wird durch die
kiirzlich berichteten Befunde durch Lu et al. (Lu et al.,, 1998) erhirtet, der eine
Umverteilung des NET von der Plasmamembran in Vesikel infolge einer MARCKS-
Phosphorylierung beschrieb.

Ein Modell fiir den regulativen Einflul des MacMARCKS auf den SERT konnte demnach

wie in Abb. 4.2 gezeigt, aussehen:
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Abb. 4.2: Modell der MacMARCKS-induzierten Sequestrierung des SERT. 1: MacMARCKS (F52)
und SERT liegen an der Plasmamembran vor. F52 verkniipft Aktinfilamente und stabilisiert
dadurch das submembrandse Zytoplasma. In der Membran bildet es PIP,-angereicherte Doméinen
aus, in die SERT durch einen MacMARCKS-vermittelten Prozef3 sortiert wird. Der SERT-CT
bindet an PIP, und ist der Phosphorylierung unzugénglich. 2: Durch ein externes Signal wird die
PKC aktiviert und phosphoryliert MacMARCKS. Dieser desorbiert von der Membran, PIP, wird
freigesetzt und der PLC zugénglich gemacht. Der explosiv ansteigende Diacylglycerol(DAG)-
Spiegel bewirkt die Destabilisierung der Membran. Als Folge der Phosphorylierung von
MacMARCKS verliert das Protein die Affinitit zu den Aktinfilamenten. Durch fluidere
submembrandse und membrandse Strukturen werden Vesikelbewegungen ermoglicht. Infolge des
hydrolysierten PIP, desorbiert auch der SERT-CT von der Membran und kann so ebenfalls durch
die PKC phosphoryliert werden. Mogliche Interaktionen mit dem Zytoskelett konnten aufgehoben
werden. 3: Sequestrierung von der Plasmamembran setzt ein. Die Dephosphorylierung durch
Proteinphosphatasen versetzt MacMARCKS und den SERT in den Ausgangszustand.

MacMARCKS und SERT colokalisieren im unphosphorylierten Zustand an der
Plasmamembran. Die basische ED von MacMARCKS reichert das saure Lipid PIP; an,
wodurch dieses der PLC nicht mehr zugénglich ist (Glaser et al., 1996). Gleichzeitig
werden iiber die ED Aktinpolymere zu einer soliden Zytoskelettarchitektur verkniipft (1).
Aktivierung der PKC fiihrt zur Phosphorylierung von MacMARCKS und SERT. Durch die

negative Ladunge der Phosphatreste verliert MacMARCKS die Fahigkeit, PIP,
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anzureichern, so daB3 das Phospholipid freigesetzt und der PLC zugénglich wird. Diese
hydrolysiert PIP, zu Diacylglyzerol (DAG), welches membrandestabilisierend wirkt (Rand
und Parsegian, 1986; Sanchez-Migallon et al., 1994; Glaser et al., 1996). MacMARCKS
dissoziiert von der Plasmamembran und vom Zytoskelett. Die fluidere Membranstruktur
ermoglicht nun Vesikelbewegungen, so daB SERT sequestriert werden kann (2). Sinkt der
intrazellulire Ca’"-Spiegel durch die Beendigung des extrazelluliren —Signals,
dephosphorylieren Proteinphosphatasen 1 und 2A den MacMARCKS und SERT (3),
worauthin die Proteine mit der Plasmamembran reassoziieren. Diese Arbeitshypothese
vermag die PKC-induzierte Regulation des SERT durch dessen Sequestrierung in

Abwesenheit von Substrat plausibel zu erkliren.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit zwei Interaktionspartner des SERT-CT
identifiziert, deren mogliche Funktionen in der Regulation der intrazelluliren 5-HT-
Konzentration einerseits bzw. der Regulation der Transportfunktion des SERT durch

dessen Sequestrierung andererseits liegen konnten.
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5. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Interaktion zytoplasmatischer Proteine mit dem

Serotonintransporter

Der plasmamembransténdige Serotonintransporter SERT terminiert die Neurotransmission
an serotonergen Synapsen durch den schnellen Riicktransport des Neurotransmitters
Serotonin (5-HT) in die Prasynapse. Neben seinem prasynaptischen Vorkommen wird der
SERT auch axonal in Varikosititen immundetektiert. Der Substrattransport selbst unterliegt
der Kontrolle des Ca’'/CaM-, des Stickoxid (NO)- und des Proteinkinase C (PKC)-
Signaltransduktionsweges. Letzterer bestimmt die Oberflichenverfiigbarkeit des SERT
durch dessen Sequestrierung. Die Regulation der Lokalisation und des Substrattransports
des SERT sollte durch assoziierte Proteine erzielt werden. Da bislang jedoch keine
interagierenden Proteine des SERT bekannt waren, sollten in dieser Arbeit mit Hilfe des
Hefe-Zwei-Hybrid-Systems zytoplasmatische Interaktionspartner des SERT identifiziert

werden.

Erste Untersuchungen an heterolog exprimierten Deletionsmutanten der Termini des SERT
ergaben, daB} diese zytoplasmatischen Doménen fiir die Funktion des Proteins unabdingbar
sind. Im folgenden wurde daher mit dem Carboxyterminus des SERT eine hirnspezifische
cDNA-Bibliothek der neugeborenen Ratte durchsucht. Es wurden vier cDNA-Klone
isoliert, die fiir putative Interaktionspartner des SERT kodierten. Die Relevanz dieser
genetisch nachgewiesenen Interaktionen wurde biochemisch mittels
affinititschromatographischer Studien untersucht, wihrend immunzytochemische Analysen
die Interaktionen durch die Umverteilung oder durch die Colokalisation der coexprimierten
Proteine in vivo validierte. Pharmakologische Untersuchungen sollten dariiberhinaus
Aufschluf3 iiber den regulatorischen Einflu8 der Interaktion auf die Transportfunktion des
SERT geben. Nach diesen Aspekten wurden zwei der putativen Interaktionspartner néher

untersucht.

Der erste untersuchte cDNA-Klon kodierte fiir die B-Untereinheit der intrazelluldren
Acetylhydrolase des "platelet-activating factor" (BPAF-AH). Affinititschromatographisch
wurde die Interaktion durch die Prézipitation der eukaryotisch iiberexprimierten B-
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Untereinheit an einem bakteriell exprimierten Fusionsprotein des SERT-CT bestdtigt. Die
immunzytochemische Analyse zeigte nach der Coexpression der B-PAF-AH und dem
SERT eine Umlokalisierung des zytoplasmatischen Proteins an  Bereiche
plasmamembranstidndiger SERT-Immunreaktivitdt. Durch Wiederauthahmestudien wurde
kein Effekt der BPAF-AH auf die Transportfunktion des SERT ermittelt, weshalb die

funktionelle Bedeutung dieser Interaktion vorerst unklar bleibt.

Der zweite Klon kodierte fiir das Ratten-spezifische Homolog des myristoylierten Alanin-
reichen Proteinkinase C-Substrats (MacMARCKS). Der biochemische Nachweis einer
Interaktion konnte hier nicht erbracht werden. Dagegen zeigte die immunzytochemische
Analyse eine Colokalisation von MacMARCKS und SERT in diskreten Bereichen der
Plasmamembran. Hinweise auf die physiologische Bedeutung konnten durch die
pharmakologische Analyse gewonnen werden. So induzierte die Coexpression von
MacMARCKS und SERT eine Abnahme der maximalen Transportrate (Vmax) um 29,6 +
18,6 % (n = 3) im Vergleich zu GFP-exprimierenden Kontrollzellen. Die Stimulierung der
PKC erzielte dagegen kaum eine weitere Reduktion der Vmax im Gegensatz zu den
Kontrollzellen, wéihrend die Behandlung der Zellen mit einem PKC-Inhibitor zum Angleich
der Vmax der Konrollzellen und der MacMARCKS-exprimierenden Zellen fiihrte. Daraus
wurde gefolgert, daB MacMARCKS an der Regulation der Transportfunktion des SERT

durch dessen Sequestrierung beteiligt ist.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit zwei Interaktionspartner des SERT-CT
identifiziert, deren mogliche Funktionen in der Regulation der intrazelluliren 5-HT-
Konzentration einerseits bzw. der Regulation der Transportfunktion des SERT andererseits

liegen konnten.
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5-Hydroxytryptophan

Absorption bei 260 nm

Abbildung

Aminoséure

Ammoniumpersulfat
Tetrahydrobiopterin

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaar(e)

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
Caenorhabditis elegans

Calmodulin
Ca”"-Calmodulin-abhingige Kinasell
komplementire cDNA

Curie

counts per minute (Zerfille pro Minute)
C-Terminus

Drosophila melanogaster
Diazylglycerol

Dopamintransporter
N,N-dimethylformamide
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosid-5"-triphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli

exzitatorischer Aminoséuretransporter
Effektordoméne
Ehtylendiamintetraacetat

et. alteri

Synonym fiir MacMARCKS
g-Aminobutyrat

griin fluoreszierendes Protein
Glycintransporter
Glutathion-S-Transferase

human embryonic kidney cells (humane embryonale
Nierenzellen)
Isopropyl-B-D-thiogalactosid
Chorionkarzinom-Zellinie der Plazenta
Monoaminoxidase A

Myristoyliertes Alanin-Reiches C-Kinase Substrat
Maltose-bindendes Protein
Myristoylierungsdomine
Madin-Darbin-Canine Kidney Zellen
3,4-Methylendioxymethamphetamin
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MH
MTSEA
nACh
NAS
NET
NO
NOS
NS

NT
PAF
PAF-AH
PAFR
PAGE
PC12
PCA
PCR
PD
PIP,
PKA
PKC
PLA
PLA2A
PMA
PNS

rpm

RT

S. cerevisiae
SDS
SERT
SERT-CT
SERT-NT
SR
BPAF-AH
Tab.

TE
TEMED
Tris

U

UN

Vmax

Vol.

(v/v)
(W/v)

WD
X-Gal
ZNS

MARCKS-Homologiedoméne
(Trimethylammonium)ethyl]methanthiosulfonat
nicotinischer Azetylcholinrezeptor
N-Acetylserotonin

Noradrenalintransporter

Stickoxyd

Stickoxyd-Synthetase

Nukleinsdure

N-Terminus
1-O-Alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin
PAF-Acetylhydrolase

PAF-Rezeptor
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phdochromozyten der Nebenniere
p-Chloroamphetamin

polymerase chain reaction (Polymerase- Kettenreaktion
Privatdozent
Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat
cAMP-abhingige Proteinkinase
cAMP-abhingige Proteinkinase
Phospholipase C

Phospholipasen 2A

Phorbol-12 Myristat 13-Acetat

peripheres Nervensystem

rotations per minute

(Umdrehungen pro Minute)

Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae

sodium dodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)
Serotonintransporter

C-Terminus des Serotonintransporters
N-Terminus des Serotonintransporters
Sepiapterin-Reduktase

B-Untereinheit der PAF-AH

Tabelle

Tris-HCI/EDTA-L6sung
N,N,N',N’,-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

Units

iiber Nacht

maximale Transportrate

Volumen

volume to volume

weight to volume

Tryptophan-Aspartat Doméne
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
Zentrales Nervensystem
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6. ANHANG

Zusammenstellung der cDNAs positiver Klone aus dem Zwei-Hybrid-System

Durch die Durchsuchung der Zwei-Hybrid-cDNA-Bibliothek wurden mehrere cDNAs isoliert, die fiir
putative Interaktionspartner des SERT kodierten. Die Nukleinsdure- und die Aminosduresequenz dieser
ansequenzierten cDNAs sind im folgenden aufgelistet. Dabei wurde die Aminosduresequenz aus dem
Leseraster der Aktivierungsdoméne hergeleitet. Nicht eindeutig sequenzierte Nukleotide wurden mit N
dargestellt, wahrend uneindeutige Aminoséduren mit einem X markiert wurden. Stopkodons wurden auf

Aminosdureebene durch einen " oder einen

"
ne

gekennzeichnet. Die Homologien wurden unter

Zuhilfenahme eines Suchprogramms ("Basic linear alignment search tool", BLAST (Altschul et al., 1997))
aus verschiedenen Datenbanken (GenBank, SwissProt, dbEST) ermittelt. In Klammern hinter der Angabe der
prozentualen Homologie ist die Anzahl der homologen Nukleinsduren (NS) oder Aminosduren (AS) in
Relation der gesamten Basenpaare bzw. Aminosduren der homologen Sequenz wiedergegeben. Die
identifizierten Sequenzen hochster Homologie sind aufgefiihrt. Deren "Accession"-Nummer ist jeweils am
Satzende angegeben. Ebenso sind die Leseraster, soweit sie vom offenen Leseraster abweichen, und interne
Translationsstarts erwahnt.

Klon 4/7.5

Nukleinsduresequenz:
5’GAATTCGGCACGAGCTGTCCTGTAAAATGGCATTTGAAGCATACTTTGTGTCCTTTGCTCACTCTCTCTGCACCATCCATA
GGGCAAGAGTGGGCTTTCACCTCTTTCAAATTGCTCTTTCTGTCTTTGCTCTCATTTTACAGTATTAATCAACCGAGGACAC
ACAGTGATCATATTAGAATTTAGAAAAGAGCAACCTCGCAGCAAAAATAATTTCTCTGTTGCTGCAATGGCAAAACAAAA
ACGTAGACTGACTCTTCTGCATGTTTCCCATAGAGCAGAAAAGTGCTAACCATGTAGCCACTTCATGATGCAAGCAAAAA
GCATAGGCGACAAAGTTCCCACTGAGATGCCTTTGGGGCTCAGTCGGGACGCACTGTGCGGTCACGTGACTGCTGTGCAG
GAGTTGCAGCGGCTGCTCCAACTCCCTCCTCGCCTTTTTAAGAACTTGCCAGAATGCATGGTTTAACTTCCTTATCAAAACT
CTGACCTCCCTTCTGTTCTTTTGTGCTTTCACACGACTAACACAGATTTCCAGAGAACTAACATTTTGAACTTTGCTGTAAT
TCTCAAGTGACTTTCCCCCCCTACTAATGTTTGACTCCCCTATGTGGCGTGTTCTCTGANCGTTCCTACTTTAAACCATGGA
ACACAGGTGATTTGGACACTAAGCAGATCTGAGCAAACAAGCCTGTTTCAGAACAAACTCNCCACGGTGACTACTCTGGA
AGCTAACAAGATACTCTCTGTCTTTTTCTTTTTTTAAAATTTGTTTTAAC3’

Aminoséiureseguenz:
GTSCPVKWHLKHTLCPLLTLSAPSIGQEWAFTSFKLLFLSLLSFYSINQPRTHSDHIRT*

Die Nukleinsduresequenz weist 89 % Homologie zur cDNA, die fiir das LIM-Proteins des Skelettmuskels der
Maus (FHL1) (MMU77039) kodierte, auf. Auf Aminosédure-Ebene wurde bislang keine Homologie ermittelt.

Klon 6/2.6

Nukleinsduresequenz:
5’GGCACGAGCTGAATGAACACAGGCCAGGAGAAGCCAAAAGAGCAGTGCAAACAATTGCACAACTAAATTGAAAAAAT
AAACTGCACGGGTGAGGAGAGGAGACGTTACAGCTGCCATAGAATGCAGTTTGGCAATTTCCGGAAAAAAAGCCAAACC
AAGTACAATCAACCACATGACCCAGCAACTTGAAATCCCTCTCCCCCACCTCCCCAATCCTGAGCTCCTTCCTGTGTACAT
GCCCCAGGCACGTGCAGCCATCACCAAGGTTCTGGTGTATACAGTTGGTGTGCAATTGTGTTCAAGATACTTGTATATGCA
GTGGTGTGAAGTCATTGTGGAGACCTTGTATTCAGAATTGGTGTGCAGTCATCACTGGGACCCCTGTGTATATATACAGTG
GTGTGCAATCATGGCTGAGACTGTTTTTGTATACAGTGGTGTGTGTTAGGCTGCGCAGGTGCATGGGGCTAAAGCCAGGCT
CTACGCGCAGCGGCAGGACATCAGCCTGGTTTGTTTGGCTTCTGATCTGGGCTCTGTAAACACAGCTCCTTTCTGAACACC
GTGTGCTGGGGAGCGAACAGACGTCCTGCGTCTGCCTCCTGCCCATCCGGCCTCGTGGTTTTGTTGTGTTTTGTGTTTGTTT
TCCCTTATTTCTAACTTCTTTTGGCAGGCAGAACGAAAAACCAGGGAAGGAAAGTGAACCAGATCCTGGATGTTGACAGG
AANACGGATNANACTGTTGCTCTAGGAAATGAAGGGGAAAAAACGN3’

Aminoséiureseguenz:
GTS.MNTGQEKPKEQCKQLHN.IEKINCTGEERRRYSCHRMQFGNFRKKSQTKYNQPHDPAT.NPSPPPPQS.APSCVHAPGTCSH

HQGSGVYSWCAIVFKILVYAVV.SHCGDLVFRIGVQSSLGPLCIYTVVCNHG.DCFCIQWCVLGCAGAWG.SQALRAAAGHQPG
LFGF.SGLCKHSSFLNTVCWGANRRPASASCPSGLVVLLCFVFVFPYF.LLLAGRTKNQGRKVNQILDVDRXTDXTVALGNEGEK
T

Aus keiner Datenbank konnten signifikante Homologien hergeleitet werden.
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Klon 6/5.2

Nukleinsduresequenz:
5’GAATTCGGCACGAGAGCGATTCCGTTGCCGGGTGTAAGGAAGGGTGACATGAGCTCCAGACACTTCAAACCTGAAATCA
GGGTGACTTCTCTACGCTTCTCTCCCACTGGGCGCTGCTGGGCAGCCACCAGCACAGAGGGGCTCCTCATCTTCTCCCTGG
ACGCCCAGATGCTCTTTGACCCATTCGAGCTGGACACCAGTGTGACCCCTGGACGGATCCGGGAAGCCCTCCGACAGAGG
GAGTTTACCCGGGCCATCCTTATGGCCTTCCGCCTCAATGAGAAAAAACTGGCCCAGGANGCCCTGGAGGCTGTACCACA
GAATGAGATTGANGTGGTCAGCGCTTCTCTGCCTGAGCTGTATGTGGTGAAAGTGCTAGAGTTCTTAGCCGCCTCCTTTGA
AGAGTCTCGGCACCTGGAATTCTACCTTATATGGACACAGAAGTTACTGATGTCNCATGGACAGCGCCTGAATCCAAGGC
GGGACAGTTGCTGCCTGTGGTCCAGTTCCTTCAGAAAGGCCTCCAGCGGCATCTAGATNACATTTCCAAGCTCTGTGACTG
GAACCGCTATAACATCCAGTACGCGCTGGCGGTTTCCAAGCAGAAGGGTATGAAACGCACCTCNAACTGTTGACCCGAAG
AGGACCAGATGCTCTGATGAGGACATCTGCNCTACTCCAACTGCCAAGAAGAAGAAAANGGATCTGGTNTTAACCCTTAN
TCTACCNCCTGGCTGATTGAAATGAACCCGTGCTCTGGGCCAGAAATC3’

Aminoséiureseguenz:
GTRAIPLPGVRKGDMSSRHFKPEIRVTSLRFSPTGRCWAATSTEGLLIFSLDAQMLFDPFELDTSVTPGRIREALRQREFTRAILM
AFRLNEKKLAQXALEAVPQNEIXVVSASLPELYVVKVLEFLAASFEESRHLEFYLIWTQKLLMSHGQRLNPRRDSCCLWSSSFR
KASSGI*

Der Klon zeigt auf Nukleinsdureseebene 82 % Identitdt (324/392) zur mRNA des humanen periodischen
Tryptophanproteins 2 (PWP2) (U56085). Die Aminoséduresequenz weist ebenfalls eine 83 %ige Homologie
(129/155) zu dem periodischen Tryptophanprotein 2 (PWP2) des Menschen (Q15269)auf.

Klon 6/6.7

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAAGTCGAANCGGNTGCAGCTGGCGCCGCGTCTGCCCCGCGTGCCCGGAGCGGATTCTGCCGGCCGCCCCCGG
AGCCCTGCTGANCCGGTTATCGCTTCCTGCCTGTGACCGACCAGCGTTGCAGANCCTAACAATGCCGTTTGGTTGTGTGAC
TCNGGGTGACAAGAAGAACTATNACCAGCCNTCGGAAGTGACTGACAGATATGATTTGGGACAAGTCGTCNAGACCGAG
GGANTTTTGTGAAATCTTCCGGGCCAAGGACAAGACAACAGGCAAGCTGCATACCTGCAAGAAATTCCCCAAACGTNATG
GCCGCNAGGTTCNGAAAGCAGCCCNNAACNAAATTGGAATCCTGAAGATGGTNAAGCACCCCNACATCCTGCAGCTGGT
ANATTTTTTTGTNACCCCCNAANAATACTTCATCTTTCTGGACTGGCCACCGGGAAGGANGTTTTTNACTGGATCCTGGAC
CAAGGCTACTACTCNGAACGANACACCAACAACCTNGTNCNGCANGTCCTTNAAGCTGTNGNCTACTTGCACTCTCTCCA
NATTGTTCCCAGGAACCTCCAGCTANAAAACCTATTTTTACNACCGGCTNNAGAATCCNANATTGTCTCNTGATTTCNCTG
GCTAACTANAAAACGTCTTNTCNAGGAACCTGTNGNACCCCGAATNCTTGCNCCGAATTTTTTGACGCACGTATGGACTTC

TTTGATTNTTGGCCCTGGGTCTCATTTINTCTGCTTTCNGCACCCCCTCTNTAAGAGTAAAAAAA3’

Aminosduresequenz aus dem zweiten Leseraster abgeleitet:
ARSRXGCSWRRVCPACPERILPAAPGALLXRLSLPACDRPALQXLTMPFGCVTXGDKKNYXQPSEVTDRYDLGQVVXTEGXL*
NLPGQGQDNRQAAYLQEIPQTXWPXGSESSPXXNWNPEDGXAPXHPAAGXFFCXPXXILHLSGLATGKXVFXWILDQGYYSE
RXTNNLVXXVLXAVXYLHSLXIVPRNLQLXNLFLXPAXESXIVS*FXWLTXKRLXXEPVXPRXLAPNFLTHVWTSLIXGPGSHF
XCFXHPLXKSKK

Auf Nukleinsdureebene zeigt der Klon 88 % Homologie (521/586) zu dem ,,Vesikel-assoziierten Calmodulin-
bindenden-Protein* (L22557). Nach Translation der Nukleinsduresequenz im zweiten Leseraster wird das
entsprechende Protein mit einer Homologie von 45 % (69/151) identifiziert (156543). Die Homologie setzt
nach dem internen Methionin (Startmethionin - fett markiert) ein.

Klon 6/8.2

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGCTCATTAGAGTGACATCGTCTTTAAACCCCGCGTGGCAATCCCTGACGCACCGCCGTGATGCCCANGGAAG
ACANGGCGACCTGGAAGTCCAACTACTTCCTTAAGATCATCCAACTTTTGGATGACTACCCAAAATGCTTCNTTGTGGGAG
CAGACAATGTGGGCTCCAAGCAGATGCAGCAGATCCGCATGTCCCTCCNCGGGAAAGCTGTGGTGCTGATGGGCAAGAAC
ACCATGATGCGCAAGGCCATCCNGGGCCNCCTGGANAACAACCCCNCTCTGGAGAAACTGCTGCCTCACATCCGGGGGAA
CGTGGGCTTTGTNTTCACCNAGGAGGACCTCACCGANATTAGGGACATGCTGCTGGCCAATAAGGTGCCAGCTGCTGCCC
CGAGCCGGTGCCATCNCCCCCTGTTTAGGTCTCAGTACCTGCTCANAACACCGGTCTGGGGCCCGAAAAAACCTCTTTCTT
CCCANCTTTGGGCATCNCCACTAAAATCTCCNCANGTTCCATTGAAATCCTCGANCGATGTTCANCTGATAAANACTGGAN
ACAANGTGGGAGCCCNCGAACCNCCTGCTGAACATGTTTAAATCTCCCCCTTCTCCTTCCGGCTGATCNTCCNNCANGTGT
TTNAANATTGCNNCATCTNCNCCCCAAGTTCTGGACATCCANAACAGGCCTGCNCCTCCCTTCTANAAGGTNTCTCCATNT

TGCCNCCTCTGTCTCCNATTGCTACCAATGTTNCTCNTNCTCCTCCTCTCATGGATAAAAGGTTCTGCTT3’
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Aminosduresequenz:
GTSSLE*HRL*TPRGNP*RTAVMPXEDXATWKSNYFLKIIQLLDDYPKCFXVGADNVGSKQMQQIRMSLXGKAVVLMGKNTM
MRKAIXGXLXNNPXLEKLLPHIRGNVGFVFTXEDLTXIRDMLLANKVPAAAPSRCHXPLFRSQYLLXTPVWGPKKPLSSXLWA
SPLKSPXVPLKSSXDVXLIXTGXXVGAXEPPAEHV*ISPFSFRLIXXXVFXXCXIXXPSSGHPXQACXSLLXGXSXLPPLSPIATNV
XXXPPLMDKRFC

Der Klon weist 92 % Homologie (592/640) zu dem ribosomalen Phosphoprotein PO auf (X15096).
Auch auf Aminosdureebene wird eine Homolgie von 58 % (119/202) zu dem entsprechenden Protein gezeigt,
wobei in der Aminosduresequenz zwei Stopkodons vor der homologen Region auftreten (P19945).

Klon 7/3.3

Nukleinsduresequenz:
5’GGCACGAGCAGCCGCGGCGATCACGGTCGCTAGTGCGTAGCAGAAGCGAAGGCGGAGATGGAGACCACGCTGTCGCGA
TCCCAGAACTGCTGAGCCCACTGCTGTCCCTGACCCGCTCACACTTCCTTTGCAAAAGCAAATTTGGAAGCAGTTGCTTGA
AGACAGTTGGTGTAGCGTCCAGAGAGTCAACGTCGGCACAATGAAGCACTTCCTGAGGATGTTGATCCAGGTGTGCCTCT
ATTTCTACTGTAAATTTTTGTGGCGCTGCATGAAGTTTGTGATGCGTAAGCTCACGGGAAGGTGTGAGCTGCAAAGGATTT
GCTACGGCACCAAACCCGGAGCTTCCAGAACCATGAAAATTGAAACGTCACTGAGAGATTCAAAAAGCAAGCTGTTGCAG
ACATCAGTGAGTGTTCATCCTGATGCTATCGAAAAGACTATTGATGACATCATGGAATTGAAAAAAATTAACCCTGACATC
AATCCACAGTTGGGAATCTCTCTCCAGGCTTGCCTTCTGCAAATTGTGGGTTACAGAAACCTCATTGCAGATGTGGAAAAA
CTGCGCAGANAACCTACGATTCCGACAACCCCCANCATGAANAATGCTTCTGAANCTATGGGATTCCTGAAGCCCAACAC
TCCACTGGANTC3’

Aminoséduresequenz:
GTSSRGDHGR.CVAEAKAEMETTLSRSQNC.AHCCP.PAHTSFAKANLEAVA.RQLV.RPESQRRHNEALPEDVDPGVPLFLL.IFV
ALHEVCDA.AHGKV.AAKDLLRHQTRSFQNHEN.NVTERFKKQAVADISECSS.CYRKDYHHGIEKN.P.HQSTVGNLSPGLPSAN
CGLQKPHCRCGKTAQXTYDSDNPXHEXCF.XYGIPEAQHSTGX

Auf cDNA-Ebene wurde keine signifikante Homologie identifiziert. NS 422-450 zeigten 93 % Identitdt zur
mRNA des "Cystischen Fibrose Rezepors (CETR)" von Squalus acanthias (M83785). Aus der abgeleiteten
Aminosduresequenz wurde in keinem Leseraster eine homologe Sequenz identifiziert.

Klon 7/6.4

Nukleinsduresequenz:
5"GGCACGAGCCCGTACGGACCCTCTGCCTCTCACAATAGGTTTGTTCTGGACTGCAAAGACAAAGAGCCGGACGTGCTGT
TTGTGGGAGACTCCATGGTACAGTTGATGCAGCAGTACGAGATATGGCGGGAGCTGTTTTCCCCACTTCATGCTCTTAATT
TTGGAATTGGGGGAGACACAACACGACATGTTTTATGGAGACTAAAGAACGGAGAGCTGGAGAACATTAAGCCTAAGGT
CATTGTTGTCTGGGTANGAACAAACAACCATGAAAATACAGCAGAAAAAATATCANGTGGAATTGAGGCTATCGTACAGC
TTATAAACACGAGGCAGCCACAGGCCAAGATCATTGTACTGGGTCTGTTACCTCGAGGTGAGAAGCCCAACCCTTTAAGA
CAAAAGAATGCCAAGGTGAACCAGCTTCTCAAGGTTTCCCTGCCGAAGCTTGCCAATGTGCAGCTCCTGGATATAGATGG
GGGCTTCGTGCACTCGGACGGTGCCATCTCCTGCCACGACATGTTTGATTTTCTTCATCTCACANGAGGGGGCTATGCAAA
GATCTGCAAACCCCTCCATGAACTGATCATGCATTGCTGGAGGAAACCCCAAGAGAACAGACCACNTTGCTTGACTGGCC
NTCAGTGTTTACAGCATCCNCTTCCTCNGATCNGTTANACACTGGCCTACAGAATCCTTCTTAGGCCTTTGCTTGTACATGT
TCTGATCTGTTTTTTTAAGGGGAGAGGGATTTAATTGTNC3”

Aminoséiureseguenz:
GTSPYGPSASHNRFVLDCKDKEPDVLFVGDSMVQLMQQYEIWRELFSPLHALNFGIGGDTTRHVLWRLKNGELENIKPKVIVV
WVGTNNHENTAEEVAGGIEAIVQLINTRQPQAKIIVLGLLPRGEKPNPLRQKNAKVNQLLKVSLPKLANVQLLDIDGGFVHSDG
AISCHDMFDFLHLTGGGY AKICKPLHELIMQLLEETPEEKQTTIA*

Die ¢cDNA wies 98 % Homologie (571/578 ) zu der [I-Untereinheit (30kDa UE, [12UE) der Platelet-
activating-factor Acetylhydrolase, Isoform 1b der Ratte auf (AF016048.1). Auch auf Aminosdureebene
wurde im ersten Leseraster eine Homologie von 99 % (204/202) zu dem entsprechenden Genprodukt der
Ratte (2501859 (AF016048)) ermittelt.
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Klon 8/4.3

Nukleinsduresequenz:
5"GGCCACGAGNAACACTCCTGCCCCCTGGAGTTCTCCAGTTATGGTTATCCTCGTGAAAGAAAA
TTGTTTATCAATGGAAAGCGCAGTTCTGTTGAAAGTGGGAGACACAAGGTCATGGAGGCTGTAT
CAGTTTTCCTTTGTTGGATTGAGGAAATACCACTGAAGTAGTGAAGAACAACTTCTGGTGACTAT
GTGGTTATGTCCGTGTACTTTGATCTGAGCAGAAGAATGGGGTACTTTACCATCCAGACCTACAT
TCCCTGCACACTCATTGTGGTTCTGTCCTGGGTATCCTTCTGGATCAATAAGGGATGCTGTCCCT
GCAAGGAACATCTTTAGGAATCACGACTGTCCTGACGATGACCACTCTCAGCACCATAGCCCGG
AAGTCTCTGCCCAAGGTCTCCTATGTCACAGCAATGGGATCTCTTCGTCTCTGTTTGCTTCATCTT
TGTGTTTTCAGCTTTGGTGGAGTATGGTACCCTGCCCTATTTTGTGAGCAACCGGAAACCAAGCC
ANGGGTAAAGACACAAAGAAGAAAAACCCTGCCCCTACCTTGATATCCGTCCCAGATCAGCAAC
GATCCAATGAACATGCCCCCCCTTCANANAAGGATGAAAATATGGCTATGAATGTTGGATGGCA
AGGACTGTGCCCATTTCTTTTGCTGTTTTGAANATGCCGACAGGAACCGGGGACACGGGAGGAA
CACATTCCATTGCCAAAAGGACTCTATGCTCGGATTTTTTNCTTCCN

Aminoséiureseguenz:
GHEXHSCPLEFSSYGYPRERKLFINGKRSSVESGRHKVMEAVSVFLCWIEEIPLK**RTTSGDYVVMSVYFDLSRRMGYFTIQTYI

PCTLIVVLSWVSFWINKGCCPCKEHL*ESRLS*R*PLSAP*PGSLCPRSPMSQQWDLFVSVCFIFVFSALVEYGTLPYFVSNRKPSX
G*RHKEEKPCPYLDIRPRSATIQ*TCPPFXXG*KYGYECWMARTVPISFAVLXMPTGTGDTGGTHSIAKRTLCSDFXLP

Der Klon verfiigt 97 % Homologie (562/579) zu der cDNA der [1-2 Untereinheit des GABA-A-Rezeptors der
Ratte (L08497). Translation im ersten Leseraster zeigt eine Homologie von 57 % (122/212) zu dem
resultierenden Genprodukt (P18508). Die Aminosduresequenz enthdlt mehrere Stopkodons innerhalb der
kodierenden Sequenz.

Klon 8/6.4

Nukleinsduresequenz:

5"GAATTCGGCACGAGTCTTGGTGGCCATTGCCCTCCTCCAGATATGTGGCATCTGCTTGGCCCAGAACCTCGTGAGTGAC
ATCGAGGCAGTAAAGGCCAACTGGTGAGGCTGCCGGGGGTGATGGCCACATGCCTGGCCCACGGGGCTGTAGTGGGGGC
CTCCTAGGACGCTCTGCCTCACTCACAATGGCAAGGCCTGTGGGACGTCTGTTATGACCTGAGCCCGAGGCTCTGTGAGCA
TGGTACTCAGGAAGCCACTGAGGCTGGACTGGGGCTGAACTGGGGCTGTACTGGGGCTGTACTGGGGCTGTTTACCACAG
ANCTGTGTGTGTGGGGTGTACACATGTGTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGCGTGCGTGTGCCTGTGC
CTGTGTGTGCGTGTGCGTGGCATGCACGTGTGCGCACTCGTGANTACACCTGGANTCTCCACCCCGCTGCTGTGANGTGGT
GGCCCTTCCANAACTCTAAGGGANATGGACCANGAAGGTAAGGCATGTACCTGCGTTCCCTAATCTACTGTGGGATTATC
CTGTGTGGCTTAAGACCTGCTGTCTCAGAACACTCCATATTCNCCATGAACTTGAANCTGCCTGGAACTCACTTGGNCTCA
GTGTCCAGCTCTGAAATGGGTCCANAATCTCTCTCTCTCTCTCGCTTGCTCTCAGGACACACATGGTGATGCTATNACCACT

CATAAACCTTGAAAAACAAAAAAAAAAAAAACNCAAaCC3’

Aminoséiureseguenz:
GTSLGGHCPPPDMWHLLGPEPRE*HRGSKGQLVRLPGVMATCLAHGAVVGAS*DALPHSQWQGLWDVCYDLSPRLCEHGTQ
EATEAGLGLNWGCTGAVLGLFTTXLCVWGVHMCRVCVCVCMCVCVRACACACVCVCVACTCAHS*XHLXSPPRCCXVVAL
PXL*GXWTXKVRHVPAFPNLLWDYPVWLKTCCLRTLHIXHELEXAWNSLGLSVQL*NGSXISLSLSLALRTHMVMLXPLINLE
KQKKKKXN

Aus der Nukleinsduresequenz wird aus der dbest-Datenbank eine Homologie von 91 % (126/137) zu dem

Maus-cDNA-Klonvd80b06.yl IMAGE:806867 identifiziert (AI597557). Die Aminosduresequenz zeigt eine
kurze Ahnlichkeit von 60 % (21/35) zur L-Lactat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.27) Kette M (pir|[ DEDFLM).
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Klon 9/7.4

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGCGAAGGTCCCCGTGCCGGAGAGAAGGGGCCCCAGGAGGAGGAGCCAGTGAAGAAGCGAGGCTGGCCCAA
AGGCAAGAAAAGAAAGAAGATTCTCCCCAATGGGCCCAAGGCCCCGGTCACGGGCTATGTTCGCTTCCTGAACGAGAGGC
GGGAGCAGATTCGCACCCGACATCCGGACCTTCCCTTCCCGGAGATCACCAAGATGTTGGGCGCGGAGTGGAGCAAGCTG
CAGCCAGCAGAGAAGCAGCGGTACCTGGATGAGGCAGAGAAGGAGAAACAGCAGTACTTGAAGGAGCTGTGGGCATACC
AGCAGTCAGAGGCCTACAAGGTCTGCACCGAGAAGATCCAAGAAAACAAAATAAAAAAAGAGGACTCCAGCTCTGGGCT
CATGAACACCCTCCTGAATGGACACAAGGGTGTGGACTGCGGCGATGGCTTTTCAACCTTTGATGTTCCCATCTTCACTGA
AGANTTTTTGGACCAAAACAAAGCACGCGANGCAGACTGCGGCGCCTGCGGAAGATGAACGTGGCTTTCGAAGANCAGA
ACGCAGTGCTGCAGCGCCACACTCAGANCATGAACAGCGCTCGTGAACTCTGGANCAANACTGGCGCTGGAGGAACGCC
ACGCTNGCGCTGCACAGCAACTGCAGGCTGTGAGACAGCGCTCNCGGCTATTTCNCTCTCTGCCGTNGCCCGCACCGGGG

AAACCCNACCTCGGAACCTGGACTTCTACTGGCGCGCTTCNCGGANCCTCCAC3’

Aminoséduresequenz:
GTSEGPRAGEKGPQEEEPVKKR GWPKGKKRKKILPNGPKAPVTGY VRFLNERREQIRTRHPDLPFPEITKMLGAEWSKLQPAEK

QRYLDEAEKEKQQYLKELWAYQQSEAYKVCTEKIQENKIKKEDSSSGLMNTLLNGHKGVDCGDGFSTFDVPIFTEXFLDQNKA
RXADCGACGR*TWLSKXRTQCCSATLRX*TALVNSGXXLALEERHAXAAQQLQAVRQRSRLFXSLPXPAPGKPXLGTWTSTG
ALXGXS

Die cDNA zeigt eine 94 %-ige Homologie (194/206) zu dem Gen, das fiir das Matrix-assoziierte Smarce-1-
verwandte Protein (Smarcel) der Maus kodiert (AF067430). Auch auf Aminosdureebene verfiigt der Klon
eine Homologie zu dem Smarcel-verwandten Protein der Maus (AAD15897). Die sich nur iiber 10 AS
(Aminosdure 150-AS 168) erstreckende Homologie betragt 89 %. Weiterhin zeigt die Aminoséuresequenz zu
einem Sox-dhnlichen Transkriptionsfaktor des Menschen eine 89 %-ige Homologie (90/101) (AF072836).

Klon12/2.4
Nukleinsiuresequenz:

5'CGCACGANGGTTAACAAAGGCTGCATTTCNGCACACTTTTTATATCNGGACATTCCNTTGTGAGATTTTTCCACCNTTCT
GTCACTTGGTACGTTTANATACTTGGTGAGTGGGAAACCNTTCTCNAGCAGCTCNAGAAAATNAAATGCAAGCCCCAGTT
CNAGTTTTGTTAAATGAATGGAGCCNTGAATAAGAAAAGAAACAGCATATTCTCNACAAGATTAGGGTGGTGACATTTAA
GAATTAATATTGCTGTTAGAATTATTATTAACATAAAAGTNTGCNTGTNGATANTTATATAATTGTATATATATACTTATCT
ACATACATGGTTGATTTTATTATCTTTTCNTTCNTCTTTATNATTAGAGCCTTACNATAAATTTTATTTTAGTTATTAAAACA
CTAAGTTTTTTTANGAAAAAGAAGCAAATGTTTTATGTCCNTCTGTTAAAAATTANTATTTCTCCCNCCCTCCCTACAGAAA
CACTCNTATTCTATATATCTTGGCCCCTTTACCAAAAAACAACCCNAATNATGAAAGGTTTCNTTCCCNGAACCATTACTC
TNNTGTTTTTTTNTTCCNAAACTGATATAACTCTNAATTTTGAAAATTTGTTNATTGCCCTCGCTTTINTTANATTAAAGGA
AGAAATCTTNTTNATTCTCTCGAAAATAATTCNCNNATAATTCTNCNTNCCTTNNACTTANTTTCNCNCCNCCCGTTTCTNN

CATATCTTTNAACCTTCCTGAACCNTGAATTTTAANCTTGGAN3’

Aminoséiureseguenz:
RTXVNKGCISAHFLYXDIPL*DFSTXLSLGTFXYLVSGKPFSSSSRKXNASPSSSFVK*MEP*IRKETAYSXQD*GGDI*ELILLLEL

LLT*KXACXXLYNCIYILIYIHG*FYYLFXXLYX*SLTINFILVIKTLSFFXKKKQMFYVXLLKIXISPXLPTETLXFYISWPLYQKTT
XXMKGFXPXTITLXFFXSXTDITLNFENLXIALAFXXLKEEIXXILSKIXX*FXXPXTXFXXXRFXHIFXPS*TXNFXLG

Beide Sequenzen weisen keine Homologie zu Eintragungen in den Datenbanken auf.
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Klon 12/4.3

Nukleinsduresequenz:

5"CNGGCACCNAAAAAACATTGGGCGGGGGTCCCGGTGGGGCCNAACAAACCGAACACCCGGTGGGGTGGAAAACTTTG
GAATGGAATGGGGGCACCTTTGAAACAAACTCCCCTGGGGGGTTTCCTCCCGGGTTTCCAAAGCCCGAACGTTGTTNCTTT
CCCCCACCGAACTGGAATAANTTTCCCCATTTTTTGGTTGGGGGCACCATTTNAAAAGGGTTGGGCATTGAAAAACCCAAG
GGCCNAAGAAAANGGTTTTTAANTTGAATTGGGGGCCATCCNNTAANAATCTTCCAAACCCCCCCCAAAAAGTTTTTTTGG
CCCACTCCCCGCCTTTGGAACCCTNGTTGGGGTGGAACTCCCTCGAAAAAAATTCCCCTCCCCTTGGCCCCGAATTNTTTN
GGGCCGAATTTTGGAAACCTTCCCCAAAAGNCCTTGTTTGTTTTCCNNCCGGGGAACNCCGGGGCCANGCCTTCCCCNCCC
CCNAAAAAAACTTCCCCTTGGTTTTTAATTCCNNGNGGAANAAAAAAAGNAANGGGCCGAAAAANAAAACCAANTTCCC
NNNCCAAATTCCCCCCTTTAACCTTTTTCCCCCGTTTTCCATTCCCCCCGGGGAACCCAAANCCCCGTTTTCCCAGGGGTTT
GGGGAAAAAATTTCCTCGTTTTCCNGAAAACAACCCCCTTCCCNCCTTTCCCNNAAAATTTGTTTTTTGTTTGGGAATTGGG
GAACAACCCCANNCCTCCTTTTTTGAATTTTTTTTAACCCCATTCCCNTTATTCCCCNAAAACCNTTTTATTCTTTGCCCAAT
TTTGAACACCCCCTTNNAAAGAATTTTCANTTGGGGGGGAANCTTCCCCCNAATTCTACCCCNAAACTTTTGGGCTTTGAA
TTTTTTTTTTNACCCCCCCCTNTCCTTTTTTTTGCCCAANTTNCCAATTCCAATTCCNNGGTTTTCCCCCANTTCTTTNCACCN
TTCTTINCCTTTTAACTTATTCTTTNAAAAAAAAAATTTTTCCCTINNCCCCCAAAACTTGGGANNAACTTTTTTNNNNNAA
AAAACCCNNNNNNNCCNNNNGGCNGNAATTTCCCCCTTGCCCTCCTTTTTCCNTTNCCNTTTTTAAATTTCCCNAAAACNA
ACAACCTTTCCTTCCTTTTTGTTTTTNCCCCCCNAAAAAAACCNANCCTNCCCCAAAAAAAACCCCCCCAANCCCCTTTNCC

CCCAAAACAAAATTTTTTACCTTTTTTTNCCCGGAATTTTTTTTNCCAACTNAACTTNNATTNGATTTTTCCC3’

Aminoséduresequenz :
XAPKKHWAGVPVGPNKPNTRWGGKLWNGMGAPLKQTPLGGFLPGFQSPNVVXFPHRTGIXFPIFWLGAPFXKGWALKNPRA
XEXGF.XELGAIX.XSSKPPPKSFFGPLPAFGTLVGVELPRKKFPSPWPRIXXGRILETFPKXPCLFSXRGTPGPXLPXPXKKLPLGF.
FXXEXKKXXAEKXNQXPXPNSPL.PFSPVFHSPRGTQXPVFPGVWGKNFLVFXKTTPFPPFPXNLFFVWELGNNPXPPFLNFF.PH
SXYSPKTXLFFAQF.TPPXKEFSXGGEXSPXFYPXTFGL.IFFXTPPXPFFCPXXQFQFXGFPPXLXTXLXLLTYSXKKKIFPXXPKT
WXXLF

Dieser Klon weist keine Homologien zu bekannten Sequenzen der Datenbanken auf.

Klon12/8.8

Nukleinsiuresequenz:

5"GGCACGAGAGGAGGTGAAACACATGAACTCTGCTGGAGTTCTGGCTGCACTGCGGAATTATGAGTACTATGCAAGCCG
CGTACCAGAGTCTGTCAAAAGTGCACTCATTCCCTGAAGGGGTCTCACTTACTTACCCAGGGGCCTCGGTTCAAAGTAACA
TATCTTAGAACTGATTAACTGATTGAACAATTAGAACTCCACTTGCATTCATCATTGATCAATGATTTATTAGTAGGTAGG
GATAGAAGATGGAATTAAAGAATTGTCTTAGGTATATAACACAATTGTCATTTCTCCTGCCTAAAAAAAAAAAAATTAGC
CAAGTGGTAGCACTTATGACAGTCATGGCCATTCCAGTGGCTGAGCTAGGAGGGTTGCTTGAGCCCAGGGCCCCGANACT
AGCCTCCTTCACATAGCAAGACATAGCCCNNAAACAAAGAAGAAAAACAAAAAAGGAATTTACACTTGATCTTAGCCAA
AAGGCCNANAAGCGATCAAAAAAGGAATTTAGTTTTACCAATTAGCTAACTAAACCTGTTTTGTTGTTGATGTTGTTGTTG
TTTGGTTTTTTGAAACAAGGTTTCTCTGTGCAATCCTGGCTGTACTGAAATTTACTTANTAAANAAACTGGCCTTNAACTCN

NTNATTC3"

Aminoséduresequenz:
REEVKHMNSAGVLAALRNYEYYASRVPESVKSALIP*RGLTYLPRGLGSK*HILELIN*LNN*NSTCIHH*SMIY **VGIEDGIKEL

S*VYNTIVISPA*KKKN*PSGSTYDSHGHSSG*ARRVA*AQGPXTSLLHIARHSPXTKKKNKKGIYT*S*PKGXXAIKKGI*FYQLA
N*TCFVVDVVVVWFFETRFLCAILAVLKFTX*

Diese Nukleinsduresequenz ist 100 % (294/294) zu einer 3'(2"),5'-Bisphosphat-Nucleotidase der Ratte
(AJ000347.1) homolog. Nach Translation im zweiten Leseraster zeigte der Klon eine 97 %ige Homologie
(34/35) auf Aminosdureebene zu dem entsprechenden Protein (CAA04022.1).

Klon13/6.4

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGATTCGATGTTGTGTCTTCCCACTCAAATGAATTTGCTAGCTCTATTCTTTTGGAAGCTCCCCCATGTTGAAC
TCAGTCCCTGCCCTTTTCATTCCACCCAAAAATGAGGTCAGTAGACAGTCTATGGTGCTAGAAACCCACCATTGCCTAGTG
ACCTAGATGACTCCATACTCTCCGAGCTTGGCCAAGACCACACCTAGATCGTGGGGACCGTGTGCCCATGTGAACCTCCAC
ATTTCTCTGCTCATAATCTGCTTCCTGCCTAGAAACCACAAAGCCAGGCTAAGGAAATCCACCAGTCCTAGCACTGACCTC
TGCTTCTCGTGGAGTGTGTGCTTCACTCGTGTTTGGGTTTTAGAAAGAGATGAATGGGAAGACAGAGCTGTGCTCAATGAG
GGTAGAAGGGCGAGGCTGAACTTCTAATGGGCCGAACACAAACACAAAGCTAGAGGGTTCGAGCGGCCATGACGTTNTT
CTTCATGAAGTGGGCTTTCTTCTCTTGTTTCGGTTATTTTGATGGAATGACTTAATCAACATGTCCATGGCTTATCTGTGGG

TGCCATGGGTGACGATGTTCGTTTTAAGCTTTTGCCTGTATTACAAGCACATNATNCTACTAAATATTTTTCCCTTT3’
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Aminosduresequenz:
GTRFDVVSSHSNEFASSILLEAPPC*TQSLPFSFHPKMRSVDSLWC*KPTIA**PR*LHTLRAWPRPHLDR GDRVPM*TSTFLCS*S

ASCLETTKPG*GNPPVLALTSASRGVCASLVFGF¥*KEMNGKTELCSMRVEGRG*TSNGPNTNTKLEGSSGHDVXLHEVGFLLLF
RLF*WNDLINMSMAYLWVPWVTMFVLSFCLY YKHXXLLNIFPFGGXX

Die cDNA dieses Klons ist zu 85 % (426/500) dem Gen, das fiir das SCG10 Protein der Maus (L20263)
kodierte, homolog. Auf Aminosdureebene werden jedoch in keinem Leseraster homologe Proteine
identifiziert.

Klon14/2.6

Nukleinsduresequenz :

5"GGCNCGAGTCAACCTCAACCTAGGCATACTATTTATTCTAGCCACATCAAGTCTTTCAGTCTACTCCATTCTATGATCAG
GATGAGCATCAAATTCAAAATACTCCCTATTCGGAGCCCTACGAGCCGTTGCCCAAACCATCTCTTACGAAGTCACAATAG
CCATTATCCTCTTATCCGTCCTCCTAATAAGCGGCTCCTTCTCCCTACAAATACTTATCACTACACAAGAACATATCTGACT
ATTAATCCCCGCCTGACCAATAGCCATAATATGATACATTTCAACCCTAGCAGAAACAAATCGAGCTCCCTTCGACTTAAC
AGAAGGAGAATCAGAATTAGTCTCAGGCTTTAACGTCGAATACGCCGCAGGACCATTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAGT
ACACCAACATTATTCTAATAAACGCCCTAACATCAATTGTATTCCTAGGCCCCTTATATCATATCAATTACCCTGAATTATA
CTCAACCAGCTTCATAACAGAAACACTACTTCTATCCACAACTTTCCTATGAATCCGAGCATCCTACCCCCGTTTTCGATAT
GACCAACTAATGCACCTCCTATGAAAAAATTTCCTCCCACTAACACTAGCATTCTGCATATGATACATTTCCCTGCCAATTT
TCCTAGCAGGGAATTCCACCTACACATAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGCCCGGGTCGACTCTAGAGCCTATAGTGA
GTCGTATTACTGCANANATCTATGAATCGTAAATCTGAAAAACCCGCAAGTTCCTTCACTGTGCTCGTGCACATCTCATTT

CTT3’

Aminoséduresequenz:
GXSQPQPRHTIYSSHIKSFSLLHSMIRMSIKFKILPIRSPTSRCPNHLLRSHNSHYPLIRPPNKRLLLPTNTYHYTRTYLTINPRLTNS

HNMIHFNPSRNKSSSLRLNRRRIRISLRL.RRIRRRTIRPILHSRVHQHYSNKRPNINCIPRPLISY QLP.IILNQLHNRNTTSIHNFPMN
PSILPPFSI.PTNAPPMKKFPPTNTSILHMIHFPANFPSREFHLHIKKKKKNSSPGRL.SL..VVLLXXSMNRKSEKPASSFTVLVHISFL

Dieser Klon kodiert fiir die mitochondriale NADH-Dehydrogenase der Ratte (M35826). Mit 652 identischen
Aminosduren von 663 Aminosduren verfliigt dieser Klon 98 %ige Homologiec zu dem Gen. Die
Aminosduresequenz zeigt keine Homologie zu bekannten Sequenzen der Datenbanken.

Klon14/3.7

Nukleinsiuresequenz:

5’GGCCCCAGTCAATATGGCCGCCTCCGTGGATCTGGAGTTGAAAAAGGCCTTCACAGAGCTTCAAGCCAAAGTTATTGAT
ACTCAACAGAAGGTGAAGCTTGCAGACATACAGATTGAACAGCTAAACAGGACAAAAAAGCACGCACACCTTACGGACA
CGGAGATCATGACACTGGTGGATGAGACTAACATGTATGAAGGTGTAGGAAGAATGTTTATTCTACAGTCCAAGGAAGTA
ATTCACAACCAGCTGTTAGAAAAACAGAAAATAGCAGAAGAAAAAATTAAAGAGCTGGAGCANAAAAAGTCCTACCTGG
AACGGAGTGTTAAGGAAGCTGAANACAACATCCGAGAAATGCTGATGGCTCGAAGGGCACAGTANGAGCTGCTGGGAAA
GTTCTTCCTTTCTGATCCCTCTCATCCTGTGTCAAGACAGGGGTTGTGCAGGGCACTGCCCTCCCTCTGCCCTGTGGCCCCA
TCTCTCTGTCACCCTGAGGCCCTTCAGGTCCCAACTGAATGTCTGCCAACCACTGCCCANGACCTCTTCTTTCCTGGGGCAA
GCCAGGANCTCTCAACAGANGGAAGAAATGGAAGGCANAAGGAAAAACTGCCCCAGCCTGTCCTAAGCATGTTGGTTAN
ACCANGTTANACCATTAAAAACTATGTCCCTCTATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCAACCCGGTCACTCTANAACCTAT
ANTGATCTTTTACTGCNNANTCTATGAATCGTANATNTGNAAAACCCCNAGTTCCTTCNACTGTGCTCNTGCNCAACTCAT

TCT3'

Translation im zweiten Leseraster:
APVNMAASVDLELKKAFTELQAKVIDTQQKVKLADIQIEQLNRTKKHAHLTDTEIMTLVDETNMYEGVGRMFILQSKEVIHNQ
LLEKQKIAEEKIKELEXKKSYLERSVKEAEXNIREMLMARRAQXELLGKFFLSDPSHPVSRQGLCRALPSLCPVAPSLCHPEALQ
VPTECLPTTAXDLFFPGASQXLSTXGRNGRXKEKLPQPVLSMLVXPXXTIKNYVPL.KKKKKKPTRSLXNLX.SFTAXSMNRXX
XKPXVPSTVLXXNSF

Dieser Klon kodiert fiir die Untereinheit 1 des Chaperons Prefoldin und weist 91 % Homologie (223/243) zur
mRNA des menschlichen Gens auf (emb[Y17392|). Dieser Klon verfiigt iiber ein internes Startkodon. Die
Translation des Klons in dem ersten Leseraster ergibt eine Aminosduresequenz, die keine Homologie zu
einem bekannten Protein besitzt, wihrend die Translation im zweiten Leseraster eine Homologie von 72 %
(74/102) zu der Prefoldin-Untereinheit C1D7.01 identifiziert (PD062044).

109



Klon16/3.8

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGAAAACCTGAACCAATGTCACCTCCTACAGCTTTCTAGTGAGCCTATTAAGCTTATCACTCCTATGACAAAA
TGACGAAAATTACCTAAATTTCTCAGTTATATTCTCCTCCGATCCATTATCCACCCCACTAATCATTCTAACAACTTGGCTC
CTCCCACTAATAATGCTCGCTAGCCAAAATCACATAAAAAAAGAAAATATAATGCATCAAAAACTTTACATCTCAATACTT
ATTAGCCTCCAAATTTTACTCATCATAACATTCTCCGCAACAGAACTAATTTTATTTTATATCCTGTTCGAAGCCACTCTAA
TCCCAACACTAATTATCATTACACGATGAGGCNACCAAACAGAACGCTTAAATGCAGGAATTTATTTCCTGTTTTATACAC
TAATTGGCTCCATCCCACTCTTAATTGCCCTCATTTCAATCCAAAACTCAATAGGAACACTCAACTTCCTAATCCTCTCCCT
CACAACACACCCCCTACCCTCAACATGATCCAACACCATTCTATGACTAGCATGTATAATAGCATTTATAATCAAAATACC
ATTATACGGAGTCNATCTATGATTACCAAAAGCCCCGTGGAAGCTCCAATTGCAGNTCTATAATTTTAGCAGCAATTCTCC
TAAAGCTAGGGGGGTGTGGGATATACGANTTTCCTCATTCTAGAACCCTAACAAAATCTTTAGCCTACCATTCTCTCCTCT

CTTATGAGGNGAATTATACTAGCTCNATCTGCTCC3’

Aminosduresequenz:
GTRKPEPMSPPTAF**AY*AYHSYDKMTKIT*ISQLYSPPIHYPPH*SF*QLGSSH**CSLAKIT*KKKI*CIKNFTSQYLLASKFYSS*

HSPQQN*FYFISCSKPL*SQH*LSLHDEATKQNA*MQEFISCFIH*LAPSHS*LPSFQSKTQ*EHSTS*SSPSQHTPYPQHDPTPFYD*
HV**HL*SKYHYTESIYDYQKPRGSSNCXSIILAAILLKLGGCGIYXFPHSRTLTKSLAYHSLLSYEXNYTSSICS

Der Klon zeigt auf Nukleinsdureebene 96 % (693/715) Homologie zu der sechsten Untereinheit der
mitochondrialen Cytochrom Oxidase der Ratte (J01435). Auf Aminosdureebene wurde keine Homologie
identifiziert.

Klon16/8.8
Nukleinsiuresequenz:

5'GGCACGAGCCCAGCCGAACTATCCCCTGCGGCGCCAGCGCGGGGCGGCTCCGGGCGCCCCCAGCAGACCCCCATCATG
GGCAGCCAGAGCTCCAAGGCTCCCCGGGGCGACGTGACCGCCGAGGAGGCAGCGGGCGCTTCCCCCGCGAAGGCCAACG
GACAGGAGAATGGCCACGTGAAAAGCAATGGAGACTTAACCCCCAAGGGTGAAGGGGAGTCACCACCCGTGAACGGAGC
AGATGAGGCAGCTGGGGCTACTGGTGATGCCATCGAGCCAGCGCCCCCTAGCCAGGAAGCTGAGGCCAAGGGGGAGGTC
GCCCCCAAGGAGACCCCCAAGAAGAAGAAGAAATTCTCTTTCAAGAAGCCTTTCAAATTGAGTGGCCTGTCCTTCAAGAG
AAATCGGAAGGAGGGTGGGGGTGATTCTTCAGCCTCCTCACCAACAGAGGAAGAGCAAGAGCAGGGGGAAATCAGCGCC
TGCAGTGATGAGGGCACTGCCCAAGAAGGGAAGGCTGCTGCCACCCCTGAGAGCCAAGAGCCCCAGGCCAAGGGGGCAG
AGGCCAGTGCTGTCTCCAAGGGAGGAGACGCGGAAGAAGAGGCAGGGCCCCAGGCTGCAGAGCCATCCACTCCCTCGGG
CCCAGAGAGTGGCCCCGCATCTGCCAGTGCTGAGAATGAGTAGCTGGGCGGGGGCTGGTGGGTGATCTCTAAGCTGCAAA
AACTGTGCTGTCCTTGTGAGGTCACCATCTGGACCTTGTGCCCTGGCTGCCTTCCTGTGCCCAGAAAGGAAGGGGCTTGTT
GCCCCGTCCCAGCCACGCTCCCTCTTCTCCCTCCTGTGGATTCTCCCATCAGCCATTTGGTCTTACTATTAGGCCAGTTGAA
NATGGTCCCTTACGGTTCCCAAGTTAGGTTAGTGATGTGAAATGCTCCTGCCTCTCTCCTTCCCAAGCCCCATCCCCGCTGA
AGGCAACTGCTGGGTTTCCAATTCTTTTCCAAGTTCGTTTTGTTTATCCTGCTTCTCAAGCCCCTGAGCCAGAAGTGGGGCT
TACACTCCCAAACCCCGAGCGTCCAGCCTTTCCCTTGNTGAATTCTTAGTCTCTTGTGCTGTGCCCTGTGGCACCTGGGCTG
GGGAGGGCATTGCCCCTGTCTGGGTTTTTATAAATGNCTTACTCAAGTTCAAACCTCCAGCTTGNGAAATCACCCGNGTCT

CTGACTTGATAAGCAAGTATTANGCTTCAGGCGGAGGT3'

Aminoséiureseguenz:
GTSPAELSPAAPARGGSGRPQQTPIMGSQSSKAPRGDVTAEEAAGASPAKANGQENGHVKSNGDLTPKGEGESPPVNGADEAA
GATGDAIEPAPPSQEAEAKGEVAPKETPKKKKKFSFKKPFKLSGLSFKRNRKEGGGDSSASSPTEEEQEQGEISACSDEGTAQEG
KAAATPESQEPQAKGAEASAVSKGGDAEEEAGPQAAEPSTPSGPESGPASASAENE.LGGGWWVISKLQKLCCPCEVTIWTLCP
GCLPVPRKEGACCPVPATLPLLPPVDSPISHLVLLLGQLXMVPYGSQVRLVM.NAPASLLPKPHPR . RQLLGFQFFSKFVLFILLLK
PLSQKWGLHSQTPSVQPFPX.ILSLLCCALWHLGWGGHCPCLGFYKXLTQVQTSSLXNHPXL.LDKQVLXFRRR

Die Nukleotid- und Aminosduresequenz sind identisch mit MacMARCKS der Maus (P35566)|. Beide

Sequenzen wiesen 96 % Identitét (483 NS/499 NS bzw. 188 AS/196 AS) zu speziesverwandten Sequenzen
auf.
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Klon 17/8.2

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGAGTCAAGGTTCATCTANTANGCCGGGGAAAGGAANCCAGCACAGCCCCAGCTAAGANAAAGCCAATCCA
GCAGAAAGGCGANGCTGGNCTGCCAGCCAGCCTGCCTGCCTGCCTGCCTGCCTGCCTGGCTGTCTCTAGTGTCTGCCCCTG
GAAACCTGCTCTCTCCGTCCCTTTTATGGAATGGGAGACTGCCCTAGAAACCATCTTTACCCACAGTTCAGTCTCTTGATGC
GTCTTAGCCAAGATGTTTACTAAGGTACAGAGAGTTGTGGTATCACCCCTCAAGGANGGCCTTGTGGGATGGGAACAAAC
ATTGCAGAGACCAAAGCCTGCTGAGACTGGCCTAGTTCTCTTTTCCAGTTCCTGTGGTTATCTCATACTTCAGTTATCTGTC
CTGGTGTCCCTGACCTTGACCATTTTAATTTTAACCCTCANGACTTGAAGCACACTGGCCAGTCCTGTGTANAANTGTGCT
GTGCTGTCTTCTGAACTAACCACACACTCCGCTCTGTTTGTTTCCANGAACTTCATTGTTACGGGCTTACAGGACATAGATA
AATGCAGACAGCAGCTACATGATATCACGGTGCCTCTGGAAGTTTTGAATACTTGATCAAGGTCGAAATCCCACTCTACAC
CAAAAAATGCTGGAGAAGGNTCTTGCTAAAAACAACAATTCAGGGGAAGATCACCCATGAANAATTTAAAGCTATGATTC

CGACTTCTAANTNTTCCCAAAANTGGCCATC3’

Aminoséduresequenz:
GTRVKVHLXXRGKEXSTAPAKXKPIQQKGXAGLPASLPACLPACLAVSSVCPWKPALSVPFMEWETALETIFTHSSVS.CVLAK
MFTKVQRVVVSPLKXGLVGWEQTLQRPKPAETGLVLFSSSCGYLILQLSVLVSLTLTILILTLXT.STLASPVXXCAVLSSELTTHS
ALFVSXNFIVTGLQDIDKCRQQLHDITVPLEVLNT.SRSKSHSTPKNAGEGSC.KQQFRGRSPMXNLKL.FRLLXXPKXGH

Der Klon weist weder auf Aminosdure- noch auf Nukleinséureebene eine signifikante Homologie zu
Sequenzen aus den Datenabanken auf.

Klon 18/8.8
Nukleinsiuresequenz:

5'GGCNCGAGTTGTTCTNCCCTGTGCACTCCGCNNAGATGCANCTGNNACCGATGGAGATTAANCCCGAGATGCTGAACA
AAGTGTTGGCCNAGCTGGGGGTCGCCGGGCNGTGGCGCTTTGCCGACGTGCTNCGGCTGGAGGAGGATACTCTGGGCTCA
NTGCCNTNTCCTGCCNGCGCCCTGCTGCTGCTGTTTCCCCTCTCGGCCCATGCNTGATAACTTCAGGAANANNCAANTTGA
TGGAACTGACGGGACCNGAAGTNACCCCTNATACTTCNCTTCNTGANGCNCACCNNCGCGGAACTCCTGTGGTANCCATT
GGGCTCGATCCCCNGTTTGGTCCNATTCCCCACACNNCNTTGGNNTTCGAGGATNGATCCCNCCCTNATACCCTNTCTGTC
NGAAACGGATCNCTTTINTCCCCNTGAANACNTACCCTCACTNTTTCCNAGNNGACCATGCCCTTTNNNNGNANCCCATNA
CTCCNTTGGCCCTCCCNTGGNCNTTGCCCGGTCTNACCACCNCCTTTINTTTTCCCCCTNCCCCNTTTTCTATACTCTGGNCC
GCCTCCCCCTNCNACCNCCTNNCCGCCATTTCCTCTNCCCCGGTNNCCCCTNGCCCTCNTTCTCAGNGNCTCTCTGCTGCTT
GATTTCNCCCNNCGTCTCCCACTTTCCTTTCCCNNNNNCCCGGTNANGTCTNNTCCTCCNCTTTINCCCNTTTTTCCGTTTTAT

TCTGGCGTTACTCCNCCCTTNTCNTCCCTNCCACTTCCCTCTCCCTTCNTCNGCTCCCCCNTCCCTTTTCNC3”

Aminosduresequenz:

Translation im dritten Leseraster:
XELFXPVHSAXMXLXPMEIXPEMLNKVLAXLGVAGXWRFADVLRLEEDTLGSXPXPAXALLLLFPLSAHA**LQEXXX*WN*R
DXKXPLILXFXXXTXAELLWXPLGSIPXLVXFPTXXWXSRXDPXLIPXLSETDXFXPXXTYPHXFXXDHALXXXPXTPLALPWX
LPGLTTXFXFPLPXFLYSGPPPPXTXXPPFPLPRXPLALXLXXSLLLDFXXRLPLSFPXXPVXSXPPLXPFFRFILALLXPXXPXHFP
LPSSAPPSLF

Die Nukleinsduresequenz weist 88 %ige Homologie (218/247) zu der ¢cDNA der Ubiquitin-Carboxyl-
Terminalen Hydrolase (PGP 9,5) auf (D10699). Translation im dritten Leseraster identifiziert eine 80%ige
Homologie (42/52) zu dem korrespondierenden Protein ab dem fett markiertem Startmethionin (PD006115).

Klon 21/5.6
Nukleinsiuresequenz:

5"GAATTCGGCACGAGCGAGCTTTCATCCTGCAAGCTATAGGCTACCCACTTGAGGCCAATAGTATCTTCTAGGCCTCAGA
AATGACTCGAGATGTTGTCAGGCGACAGGGAGCANAATGGCCCTGAGGTGAGAACTGTTCCCTTGTGAGTAGTCGGAAGG
TCAGACACAGCATGAGTATAATGGCTGAGACATGGTGGGACATCCAGAGAACCACACTGAGCCACTCACTGTCAGCAAGG
GTGGCCCCACGCCCTCCACCCCTCCCCCCACAACTACTCCCCCCTACGCCCACCCCTGCAGCCTCATTCTCATCAGCCAAG
AGTGGGGACAGACTGATGATGACTGGAGACCTCTCACCTCCCTGGAGAGGGGGTGCGGGGGTTCCTGGGATTTGTCTTCC
TGTAGGAGGAGCACTGGACAGGTATTATAATGGTGCACCCTTAAACTCCGAGCTCGCACTCGGGATGTCGTGTCNAGGCA
GGAGGTTTACCANTCTGAGGGCAAGTTGANAAAAAAANACCTCCCTANGACTTGTGCCTAAGTGGCCANAANGGCTGAA
NTTTGCTCCATANGAAAANAAAACTGGGGCCANGCCTCCCTGCGCCTGACTGCTGCANGTGGGCATGGAAGGCTCTGCCC
CAANCACANGAGCAATGCTCCANTTCTCTCCANGGAAATGTTCCTGCCANTGGNTGGGGAACNTGTGGCCCTTCTTTCTCT
GAANCCTTNAACCNACCNNANCGTCAGNCCAAGCCTGNNAGAAAACNAAATTTGAAGCCAANAGGCCCAAANGGACAGG

ATTGATNT3’

Aminoséiureseguenz:
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GTSELSSCKL*ATHLRPIVSSRPQK*LEMLSGDREXNGPEVRTVPL*VVGRSDTA*V*WLRHGGTSREPH*ATHCQQGWPHALHP
SPHNYSPLRPPLQPHSHQPRVGTD***LETSHLPGEGVRGFLGFVFL*EEHWTGIIMVHP*TPSSHSGCRVXAGGLPX*GQVXKKX
PPXDLCLSGXXG*XLLHXKXKLGPXLPAPDCCXWAWKALPQXXEQCSXSLXGNVPAXGWGTCGPSFSEXXNXPXRQXKPXR
KXNLKPXGPXGQD*

Zu diesem Klon wurde keine Homologie in den Datenbanken gefunden.

Klon 21/5.2

Nukleinsduresequenz:

5"GGACCTCCCAATTGCGTNGTGTTGCGGGGGAACAAATTCCANCGGGCAAAGCACTAACGGGGCAAATTCCCCCTGCGA
AGGGGCTGCAAAAAGTTTCTTCNAGAAGGAGCGTCCGCAGGGAACTTAACTTACACATGCCGTGCCAACAGGGAACTGTC
CCATCGACCAGCACCACCGCAACCAGTGCCAATTACTGCCGCCTCNAGAAAATGCCTCNAANTGGGGCATGANGCGGGGA
AGCGGTTCACCCGAAGGAAAAAATGCCTCCCAACCCCAGCCCAATCCCAGGGCCAGTTACGCCACTCCCNAAACGGGGAT
CCCCTCCATTGGCCACCTGGCTACCTGTCNCGGCTACATCTCCCCTGCTTGCTGCCAAACANAACCCTTACCCCCACGTCCC
GTTTATTGGGCAGCCANTGCATTGCCAGCCCCACAACATCCATTGGGGGCATCCNAAAAACATCTTGCCAAATTTGGCCGC
CCGCCTCCTCTTTCNAGCCGCCCGTCCAAATTTGGCCCCGCCAACATCCCCGTTTCTTCCCCGGGATTCTTGCCNGATTTTC
CCGACCCANGTTTCCCTTGCTACGCCTCCCCTTGGGAACCCAACTTGTTTCCTTGCTCCCACGCCGGCCAATTGCTCCATTG
CCCCTTGCACCTTTGCCCCCCTTGCTTGGCANCAANCCGGGCTTACACCGCCTCCCCCATTTTCCCCGGAACGGGTCCTTGN
CTTCNTGGAACNCATCCCCCTTCTTTTCCGGAACAGGTTTGAAAAACTCAAGGNGCTGCCCNTTCNACTCTTCCCAATTNC
ACTTCCTCCAAACCCCTCCTGCTGTTTCCCTTCAAATNCNTTTTGCCCTTTCGGATTCTCCCCCNTCCAAAACCCTCCNGAA

AAATCCCCCTTTTCCCTTGGAAG3’

Aminoséiureseguenz:
GPPNCVVLRGNKFXRAKHRGKFPLRRGCKKFLXEGASAGNLTYTCRANRELSHRPAPPQPVPITAASRKCLXXGHXAGKRFTR

RKKCLPTPAQSQGQLRHSXNGDPLHWPPGYLSRLHLPCLLPNXTLTPTSRLLGSXCIASPTTSIGGIXKTSCQIWPPASSFXPPVQI
WPRQHPRFFPGILAXFSRPXFPLLRLPLGTQLVSLLPRRPIAPLPLAPLPPLLGXXPGLHRLPHFPRNGSLXSWNXSPFFSGTGLKN
SRXCPFXSSQXHFLQTPPAVSLQXXFALSDSPPSKTLXKNPPFPLE

Die Nukleinsduresequenz weist 91 % Homologie (146/159) zu dem ,,Ovalbumin-Upstream-
Transkriptionsfaktor” des Huhns (COUP-TF) auf (X16155). Nach Translation wird eine Homologie zu einem
seven-up (svp)-verwandten, nucledren, Retinoidsdure-modeliertem Rezeptor des Zebrafisches mit einer
Homologie von 35 % (42/118) identifiziert (AAA99309.1)

Klon 21/7.4
Nukleinsiuresequenz:

5'NGNACGAAGTTTNTTNNNNNNNNTTNNGGTTCTTTTTTTCCGGAGCTGGGGACGAACCCAAGGCCNTGCGCTTCCTAAG
TNAGCGTTCTNCCACTGAGCTAAATCCCCAGCCCCCNTTAATTTTTGAAGTGTCCTCTGANANGTAACACACAATCTTTAA
AGATCCCATAGGAGGACCTATTATCTAAAGGACATANGTTGGCTGGGCCACNATGTATAAATAAAAGTCTTGAGTNNAAA
AACTCTGTCTTTATAGCAANAATATAAAAGTGTTCCCCGTAAATGCCTGCATTTATACTCAGACCTTTGGTGGAGCTATTTA
AGACATCCTGAGAACTTTAGGAGATGANACCTACTANGGTTTTCTGGGAANTNGGGGGAAAAGCCTGTNGGATTATTGCT
CANCCTTCTTCTGTCCCTGANCTCTTGGCACTANATGGAGCTCCACGCACCNTGTGTNACTGTCTCCCTTTNAACCATGAAC
CANGACAAAGCTCTCNTTCTGTTTGTTGCTCCTGGTAAGCATCTTGCCGTGCTGAGAAAGAAATAACACANCCGGCATTCT
TTCTCTTTNTGAAANGANTGGATGGGACACTCATTCTGTTTCTGCTTCTCCCNNGAGATNGTNNCTCTTACATCTCNNAAGC
CTINTTNCTNAANGACACTACATCCCCNTGGANACTTGCCNACGCNTACTGACTCCTCCCCCCAANCTTGCTTGCCCNCNTA

TANCTNTTCTTGGGGTCCTATTGCTATCCTTNAACTNAAATCTCCCCCNAGGCTCCCNTTTTGAGGATTATCCN3'

Aminoséduresequenz:
GSFFPELGTNPRPCAS.VSVLPLS.IPSPX.FLKCPLXXNTQSLKIP.EDLLSKGHXLAGPXCINKSLEXKNSVFIAXI.KCSP.MPAFILR
PLVELFKTS.EL EMXPTXVFWEXGGKACXIIAXPSSVPXLLALXGAPRTXCXCLPXNHEPXQSSXSVCCSW.ASCRAEKEITXPA
FFLFXKXXDGTLILFLLLPXDXXSYISXAXXXXTLHPXGXLPTXTDSSPQXCLPXYXXSWGPIAILXLKSPPRLPF.GLS

Der Klon zeigt auf Nukleinsdueebene 90 % Homologie (70/77) zu dem LeukotrienB4-Rezeptor der Ratte
(AB025230.1). Auf Aminosdureebene wurde bislang keine Homologie identifiziert.

Klon 21/7.5

Nukleinsduresequenz:
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5"AGGGGAAATTCCTCAGTGCTGAANAATACCAGCAGAAGATCATCCCCGTGGTGGTTAANATGTTCTCATCCACTGACCG
TGCCATGCGCGTCCGCCTCCTCCAGCAGATGGAGCAGTTCATCCAATACCTTGATGANCCGACAGTCAACACCCAGATCTT
CCCCCACGTCACTCATGGCTTTCTGGACACCAACCCTGCCATCCGGGAGCANACTGTCAAGTCCATGCTGCTCTTGGCCCC
AAAGCTGAGTGAGACCAACCTCAATGTGGAGCTGCTGAAGCACTTCGCAAGGCTGCAAGCCAAGGACGACCAGGGTCCC
ATCCGCTGCAACACCACGGTCTGCTTGGGCAAAATCGGCTCCTACCTCAGTGCTAGTACTAGACACAGGGTCCTCACCTCT
GCCTTCAGCCGGGCCACTAAGGACCCATTTGCACCATCCCGGGTTGCGGGTGTCCTGGGCTTCGCTGCTACACACAATCTC
TACTCAATGGATGACTGTGCCCATAANATCCTGCCTGTGCTCTGCGGCCTTACTGTANACCCTGAAAAATCTGTGCGGGAC
AGGCCTTTAAGACCATTCCGAANCTTCNTGTCCAAATTAGANTCTGTGTCGGAGGATCCTACCCANTTGGCAGAAATACAN
AAGGACGTCCATGCACATCCAACCCTGNAACANGAAGAACTGCACCCACTGGGCAGGCTGGGCTNTNACGGGGTGTCTCT

NTCNCTCCAACCTGATCNAACACNCCCNCNCTGTNCCTCTGAGGCGCTGTTNCCCANAAACATNCCCCANGGAACCT3’

Aminoséduresequenz:
GTXRLXPRIPALFPPLPSPKLPPPWCFQTSGSPWAPRGVEFLSLARLFTFFSRSPAHICKSHWFFYHTFDKNKTFSRKMVAEKETL
TLNKCPDKMPKRTKLLPQQTIQVHQPHSLVSEGFTVKAMMKNSVVRGPPAAGAFKERPTKPTAFRKFYERRDSQSPLSMTRKE
TKLPGX*RLRTGLPSLPASVF*WAL*DDFPMXFCSARNPXCWNMXGQDLLSSALXSHKNA*TPNXXSLXSSILXSGXS*K

In der dbest-Datenbank wird ein cDNA-Klon der Maus identifiziert (A1508998), der Ahnlichkeit zu dem Klon
WO7G4 aufweist und fiir eine Protein-Kinase verwandte Sequenz kodiert. Die Klone sind einander zu 90 %
(446/493) homolog. Auf Aminosdureebene wird eine nicht ndher charakterisierte Serin/Threonin Kinase-
dhnliche Sequenz aus C.elegans mit 45 % Homologie (99/216) identifiziert (CAB01444).

Klon 22/8.3

Nukleinsduresequenz:

5’GGCACGAGGGGTCGCGTCAGGCGCCACGTCCGCAGCCAGAAGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCACCTCCTCGA
ACGGAGAGTCTTCCGACTCCTGANCCTGAGGAGANCATCTGGGTCTCGTANCCGCCCCTGGCCGCGTCAGGGCCTCTGCTG
TCCCGGCCGCTTCTGCTGTCCTCGGTGCCACCGCTCCCTCCGCCGGGCCGCAGCTCCCGGCCCCGATCCCGCGGAAACATT
GTGGGTATTTGTATCTGCTATTGGTTAGTGCCTGAAACTTCTAGTTGTCNCTCAAGGGCTATCACACCAACCGGTGATCAT
GAATCAGGCAGATAAAAATCAAGAAATCCCCTCTTACCTTANCGATNAACCCCCANAANGGTCNATGAAAGATCACCCAC
AGCAGCAGCCAGGCATGTTGTCTCGTGTGACTGGAGGTATCTTCAGTGTTACAAAGGGAGCTGTTGGTGCCACCATTGGTG
GTGTGGCTTGGATTGGTGGAAAGATCTGGAAGTGACCAAAACAGCTGTTACAACTGTGCCTTCCATGGGAATAAGGCTGG
TGAAAAGAAGTGTGTCTGCTGTGGCTGGAAGTGTNACAACNGTTGGGTCTGCTGTTGTTAACAAATTGCCTTATCAGGAAA
NAAAAAAACAATCTGATTGAAANAAGAATACCTTGCTCTCNCNNCATATGATNCCNTTGCATTGAACACTCATTACAAAT
ANACCAATTCACCCTAAATGCTGTNTNAAATNTTGTGAATGGCTNCTCTAAACCANAAGAAACATTCTNCNCNTTTTTTAA

GNTCNCTCCTTAATTCC3’

Aminoséduresequenz:
GTRGRVRRHVRSQKPPPPPPPPPPPRTESLPTPXPEEXIWVSXPPLAASGPLLSRPLLLSSVPPLPPPGRSSRPRSRGNIVGICICYWL

VPETSSCXSRAITPTGDHESGR*KSRNPLLPXRXTPXXVXERSPTAAARHVVSCDWRYLQCYKGSCWCHHWWCGLDWWKDL
EVTKTAVTTVPSMGIRLVKRSVSAVAGSVTTVGSAVVNKLPYQEXKKQSD*XKNTLLSXHMXPLH*TLITNXPIHPKCCXKXCE
WLL*TXRNILXXF*XXSLI

Die Sequenzen weisen keine Homologie zu cDNAs bzw. Polypeptiden aus den Datenbanken auf.

Nukleinsiuresequenz:

5'GGCCCGAGGTCACATTTGCCCCATGCTGGATCATCGGTTCCTTCCAACATACCAGGAGGAACAAAATTCTAACATGAGC
CCAGGCTGGCAAGGCCAGTTTACTCCTAGAGCCCCAACCTCCACTGCCACCCATCTGCCTCCCATTGTTATTTCACTCTTTC
TGTTCACAGCGCTCGGCCACCGCAGCCCGAGTTCCTCCTGCCCAGGTCTGAAGAAAAACCAAAGACTGTGGAAGAAGAGG
ACAGGGCAGCANAGGTGACAGAGGACCAGGAAACGAGCATGTCCTGATTTACCANAACCTAGAGATGGACAGAGATTTT
TCCAGACATCATGTAACCCTCATCAGAAGCCCTGGGAACCCCGACTTCATCGTGCCTCTGCAGCCTGAGGACTCCTGGCTC
CATCATGTCCCTCTATGTCCCTCTGCACCCAGGGTCCTCTGGCTGCTTGAATACATTTCACTGTTTTCTTTTGAAGAAAGTG
GTACAAGCACATCTTGGAATGGACCAGGTTCTTGACCCTTTCACATTCTGAGCTTGTGGATGTCAAAGCTGGACCTGGGCA
GTGACACCCGTGGTTCCTCCTCCAGGCCTCAGCATTCCCAAGATGCCCTTCTCCGTCCCACTAGGATAACACAGATGTGTA
TTTTGGGCTGACCAATGAAGATTGGTTGCCACGTGTTATGTCCTACTGGANCTCAGTGCTGGTGGCCCGGCTGAGNTGCTC

TGCTTCTCTGTGGATGTACNACTCTCTTCTGTCNCCCAACAGGGTATAACATGGATTTANTCTTCNCTGAATCT3’

Aminoséduresequenz:
GPRSHLPHAGSSVPSNIPGGTKF*HEPRLARPVYS*SPNLHCHPSASHCYFTLSVHSARPPQPEFLLPRSEEKPKTVEEEDRAAXVT
EDQETSMS*FTXT*RWTEIFPDIM*PSSEALGTPTSSCLCSLRTPGSIMSLY VPLHPGSSGCLNTFHCFLLKKVVQAHLGMDQVLD
PFTF*ACGCQSWTWAVTPVVPPPGLSIPKMPFSVPLG*HRCVFWADQ*RLVATCYVLLXLSAGGPAEXLCFSVDVXLSSVXQQG
ITWIXSSLN

Der Klon verfiigt auf Aminosaureebene iiber keine signifikanten Homologien zu Sequenzen der Datenbanken.
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Klon 24/7.6

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGCGGACGCGGAGAAAAACGCTGTTGCGGAGAAAAACGCTGTTGCGGAGGAAAACGCCGTTGCGGAGGAAA
ACGCCGTTGCGGATAAAAACGCNACGAAAGAAGTTCTGGCTGAGGCAGCAAGCGTTCTGGAACCTGTAGGATTGCCGGA
AGAAGCAGAGCTGCCTGCCNAGATCATGGAGGAATTTATGAGGAACTCTCGGAAGAAANACAAGCTGCTCTGTNGCCAG
CTTCAAGTNGTGAACTTCTTACAGACTTTTCTGGCCCAGGANGATAATACTGACCAGAACCCANATGCTCTGGCTTCTGAA
GATACAANTCNACAAAAGGCAACTGAAACTAANGAGCAGTGGAAGGAGCTGAANGCAACATACATGGATCATGTNGACG
TCNTCNAATGTNCCCTGTCTGAGGCCTTGCCCCNNGTTNNANANGCACACNGGAAGTNCACCNAACTTCNCAANGCTTTT
GAACNACTTGANGCTNANAACNANTCCTTNNTGANAAACTGCATTNGCTCCNAAACAATGGGTGCTGCCTCNNAAACTTT
GCCNAATCTGACAAANATTTCTGCTNAAGTCCNAGACCCCGAAGAAACTCTGGAGAACTTGATTGTTCTCCCCCCCAACTT
GAAACTTGAANCNCCANCCGGACNGGAGCCGANAACTNCCCAAGAACCNAACTNCTCCCCTGCTGTGTCCTTCCAATAAC
TGTCTCTCTNATCCCGGCNACNANAAATNTNTNNGGGCCCCCTCCCCCCTCTCCTTTTATTAAACAAAAAAACTCCCCCCC
NNTCTC3’

Aminoséduresequenz:
GTSGRGEKRCCGEKRCCGGKRRCGGKRRCG*KRXERSSG*GSKRSGTCRIAGRSRAACXDHGGIYEELSEEXQAALXPASSXEL
LTDFSGPGX*Y*PEPXCSGF*RYXSTKGN*N*XAVEGAEXNIHGSCXRXXMXPV*GLAPXXXXTXEVHXTSQXF*TT*XXXXXL
XXKLHXLXNNGCCLXNFAXSDKXFCXSPRPRRNSGELDCSPPQLET*XXXRTGAXNXPRTXLLPCCVLPITVSLIPATXNXXGPP
PPSPFIKQKNSPPX

Die Nukleinsduresequenz weist {iber 47 Nukleinsduren eine Homologie von 82 % zu der ,,ZW10 Interactor
Zwint“-mRNA des Menschen auf (AF067656). Translation im ersten Leseraster erlaubt die Identifizierung
einer Homologie iiber 52 Aminosduren von 52 % zu dem Transkriptionsfaktor Notch 4 von Drosophila
(NP_004548.1).

Klon 24/8.4

Nukleinsduresequenz:

5"GAATTCCTCAGTGCTGAAGAATACCAGCAGAAGATCATCCCCGTGGTGGTTAAGATGTTCTCATCCACTGACCGTGCCA
TGCGCGTCCGCCTCCTCCAGCAGATGGAGCAGTTCNTCCAATACCTTGATGAGCCGACAGTCNNCACCCANATCTTCCCCC
ACGTCACTCATGGCTTTCTGGNTTTTTTNCCTGCCATCCGGGAGCAGACTGTCAAGTCCATGCTGCTCTTGGCCCCNNAGCT
GANTGAGACCAACCTCNATGTGGNNCTGCTGAANCACTTCNCAAGGCTTNCAAGCCNANGACGACCAGGGTCCCATCCGC
TGCAACNCCACNGTCTGCTTGGGCNAAATCGGCTCCTACCNCNNTGCTAGTANCNNANACACATGGTCCTCTCCTCCTGCC
TTCCNNCCNGGCCACTAAGGACCATTTGCNCCNTCCCNNGTTGCGGGTGTCCTGNGCTTCGCNTGCTNCACACAATCTTCT
NCTCANTTGGATGANTGTGCCCCTAAGATCCTGCCTGTGCTCTGCCGCCTTACCNGTNGACCCNNAATNTCTGTTCTGGNC
CAAGGCTTTTAAGACCATTCTAANCCTTCCTGTCCACATTTANANTCTGTGTCTGANGGATTCTTCCCCACTTGNCCGNAAT
NATAGAATGGANTTCCTTNCCNCCTTCCNNCCCTTGTAANNTGTNTGTACNTGCACCCACTTGNGCTTGCCTCNCCTNTNN

CCCCN3’

Aminoséduresequenz:
XTRGNSSVLKNTSRRSSPWWLRCSHPLTVPCASASSSRWSSSSNTLMSRQSXPXSSPTSLMAFWXFXLPSGSRLSSPCCSWPXS.

XRPTSMWXC.XTSQGXQAXDDQGPIRCNXTVCLGXIGSYXXASXXXTWSSPPAFXPGH.GPFAPSXVAGVLXFACXTQSSXXLD
XCAPKILPVLCRLTXXPXXSVLXQGF.DHSXPSCPHLXSVSXGFFPTXPXX NGXPXXLPXLVXCXYXHPLXLASP

Zu diesem Klon wird in der dbest Datenbank eine Homologie von 86 % (349/405) zu dem cDNA-Klon
RGIEUB89 der Ratte identifiziert (EST349876/ AW918572.1). Die Aminoséuresequenz zeigt 47 % Homologie
(48/102) zu dem Genprodukt CG1973 der Taufliege (AAF56933.1). Zu Klon 21/7.5 weist dieser Klon auf
Aminosédure ebene interessanterweise eine Homolgie von 37 % (38/102) auf.

Klon 25/3.4

Nukleinsiuresequenz:

5"AGNCGAATTCGGCACGAGGTCCAGAGCCGACCCCCGAGCCCCTGAGGCATTCCTTCCGTCTTCGGAACAACCCTAGTCA
TTCATTGCTAACAGGGAATCATGCGGGACCCTGTGAGTAGCCAGTACAGCTCCTTTCTTTTCTGGAGGATGCCCATCCCAG
AACTGGATCTGTCGGAGCTGGAAGGCCTGGGCCTGTCAGATTCACCTACCTACAAGAGCAAGGAGAGCAACAGCATTGGC
AAAATGGGTGGGCAGGCAACCGGAGCTGAGCGGAAGAGCCCTGAAGGCGACCCCCTCCTTGAGTATAGCACCTTCAACTT
CTGGAGAGCCCCTATTGCCAGCATCCGCTCGATCGACCTGGACTTGCTCTAAGTCGAGACCTCTCTCTCCCACCCGCCCCA
TACCCTCCTTGTCCTCCCCCTTAAGTCCCTTCCTCTCTCAGCCTTCCACTTTAATCTTGTTCTCTTCCCTCTATTGTGCGGTGG
TGCTGATGAATCTGCCAATCGAATTGTATGTTTGTATGTATGTACTTATTTATCTATTTATTATTTATCTATCTATTTATTTA
TTTATTTATCTGCCAACTCCGTTTCTCTCAAAAGCCCTCTAGGCACNAAGTCCAGGGTTTAATCAATGGAGTNCAANATCA
TAGGACACCCCCCCCCCACCCTGAAAATATANCTAATCCCAAAAAAATCACCTTCTTCCAAGCTTCANAAAAAATTTINATT
GTGCCAAATGGGANACANTTTTTTCCTGTTTTGTTGTTGTACNTTTTAAACTGCTTCNANATACTTNAACTCCCTATTTTCN
CNC3’

114



Aminosduresequenz aus dem dritten [eseraster:
HEVQSRPPSP*GIPSVFGTTLVIHC*QGIMRDPVSSQYSSFLFWRMPIPELDLSELEGLGLSDSPTYKSKESNSIGKMGGQATGAER

KSPEGDPLLEYSTFNFWRAPIASIRSIDLDLL*

Die Nukleinsduresequenz zeigte eine Homologie von 71 % (64/90) zu der AF1q-cDNA der Maus (U95498).
Die Translation der Nukleinsduresequenz im dritten Leseraster zeigt eine zu AF1q zu 71 % (64/90) homologe
Sequenz. Das Startkodon der homologen Sequenz liegt hinter zwei Stopkodons. Der gesamte homologe
Bereich ist fett markiert.

Klon 25/5.1

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGGGAACAAAGGAAAGTTCCGGGTGCCGAANATCGCCGAATTTACGGNCCCCAGTCTTGTCTGCCTGGCCCTT
GCCTTCCTCGCCTGCATTGTGTTCCTGGTGGTTTACAAAGCCTTCACCTACGACCACAGCTGTCCTGAAGGATTTGTCTACA
AGCACAAGCGCTGTATCCCGGCCTCGCTGGACGCTTACTACTCATCCCAGGACCCCAGCTCCAGGAGCCGCTTCTACACAG
TCATCAGCCACTACAGCGTGGCCAAGCAGAGCACTGCCCGGGCCATCGGGCCATGGCTGTCAGCAGCTGCTGTCATCCAC
GAGCCCAAGCCACCCAAGACNCAGGGCCATTATAGGCCTGCCCCACCTGGGATGGGGGGTTGTGGANAAAGGAATGCCC
CCCGCTAGTTAAGCAAGGCTGGAGCTACAAGACAACACTGTACTGCTGGGGTACTGGGTGGGGGCGGGGCANGATNGGG
TCTGGGGAAAACTCCCCAAAAATATTGTGCACTGGANTTGTCTGAATCGATCTTTCCTTTTGTCCTTTCNTATTGTTGCTTC
GTACCCAAGTCANGCGCGTGTTCAAANGCATGTTTCGTGTTGATTGTTCCCATGTTANATATTTTCAAAGCCGCCGCTTATT
CTTTGTTANGGTTATTTANANACANAAAAGGGAGCCNAAAAAAAAATTAAAAANCATGAAACGGCTCCNTTTTAAAANAC
AACAAGGCANTAAAAACAAAACTCCCTTGGGTTTCTTAATAAAAACCATGTTTCTGCTTGGGCTCCAATTTCTTTTTGCAA

AGGTAGCTNTCCGTTTNCTNTGNC3’

Aminosduresequenz aus dem zweiten Leseraster abgeleitet:
ARGNKGKFRVPXIAEFTXPSLVCLALAFLACIVFLVVYKAFTYDHSCPEGFVYKHKRCIPASLDAYYSSQDPSSRSRFYTVISHYS
VAKQSTARAIGPWLSAAAVIHEPKPPKTQGHYRPAPPGMGGCGXRNAPR

Die Nukleinsduresequenz weist eine Homologie von 94 % (351/372) zu der cDNA von dem
neuronenspezifischen Golgi-Apparat Protein p19 auf (U17259). Nur die Translation der Sequenz im zweiten
offenen Leseraster erlaubt die Identifizierung einer Homologie von 95 % (109/114) zu dem P19 Protein der
Maus (P47759).

Klon 25/6.6
Nukleinsiuresequenz:

5’GCACGANGCCCGGCAGGCGCCGAGGAAGAAAAACGAGCCCGGACGGTGCCCCTANGCCGAGTGTGAGCGCGGCCAGG
ATGACNACTTCAGGCGCTCTGTTCCCGAGCCTGGTTCCCGGCTCTCGGGGATCCTCTACCAAGTATTTGGTGGAGTTCCGG
GCAGGAAAAATGTCNTTAAAAGGAACTACGGTCACCCCANATAAACGGAAAGGGCTCGTGTNCATCCAGCAGACCGACG
ATTCCCTTATTCACTTCTGTTGGAAAGACANGACCTCTGGGACCGTGGANGATGACTTGATTATCTTTCCTGATGACTGTG
ANTTCAAGCGGGTGCCTCANTGCCCCANTGGGANGGTCTACCTNCTCNANTTTAAAGCAGGGTCCAANCGGCTGTTCTTCT
GGATGCANGACCCNANACTGACCNANATNANGACATTGCCGGAAAATNAACNAATTCTNAACAACCCCCCCNTGCCTGG
GACACTGGGAACCAATTGGAATNTNGCCCCCAACTTTCCNCACTGGGCCGTGAAGGTNGGCTTCCAATCTGTTTGGGAACT
NAATCCACCACTTATNCNCTCNTCCGAACACCCGCTCCGAAGANTTGGTTTGCTTTGGGCCTCCTTGGNCNNGCCTTGCCN
CTTCTTGGGACATTGGCTCCANCACACTCCTCTCCACTCCCGAACCATCGGANCNTCACCCTCTCTANACTCTTCCCTCCGC

CCCCANCCCTTNTNCCNNANTTCTCNGGAAAACCCATTCCCCCCCCTCNGTTTTGAACNCCNA3'

Aminoséduresequenz:
ARXPAGAEEEKRARTVPLXRV*ARPG*XLQALCSRAWFPALGDPLPSIWWSSGQEKCX*KELRSPXINGKGSCXSSRPTIPLFTS
VGKTXPLGPWXMT*LSFLMTVXSSGCLXAPXGXSTXSXLKQGPXGCSSGCXTXX*PXXXHCRKXNXFXTTPPCLGHWEPIGXX
PPTFXTGP*RXASNLFGNXIHHLXXXPNTRSEXLVCFGPPWXXLAXSWDIGSXTLLSTPEPSXXHPLXTLPSAPXPXXXXLXKTH
SPPSVLNX

Die Sequenzen zeigen keine signifikanten Homologien zu Sequenzen der Datenbanken.

Klon 26/2.3

Nukleinsiuresequenz:
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5'GGCACGANGCGGCTCTANCCTCGGATCCCAGCCCTCTTCCCGCCCCTCCCCTCCCCTAAACTCCCTCCACCTTGGTGCTT
CCAAACATCTGGATCACCCTGGGCACCACGAGGGGTTGAATTTCTATCACTAGCGCGCCTTTTTACATTTTTTTCCCGATCC
CCTGCTCACATCTGTAAAAGCCACTGGTTTTTCTACCACACCTTTGATAAGAACAAAACGTTTTCTAGGAAGATGGTGGCA
GAAAAAGAGACCCTGACCTTAAACAAATGCCCAGACAAGATGCCGAAGAGGACCAAACTGCTGCCACAACAGACGATCC
AGGTGCACCAGCCTCATTCCCTGGTTTCTGAGGGCTTCACAGTCAAAGCCATGATGAAAAACTCAGTCGTGCGGGGTCCTC
CAGCCGCAGGGGCATTTAAAGAAAGGCCGACCAAACCCACCGCATTCCGAAAATTTTATGAGCGAAGAGATTCCCAATCG
CCCTTGAGCATGACTCGAAAGGAAACAAAATTGCCTGGAANGTAGAGATTGAGAACTGGACTACCATCATTACCTGCCTC
TGTTTTTTGATGGGCTTTGTGAGATGACTTTCCTATGANTTTTTGCTCGGCAAGGAATCCNNACTGCTGGAACATGGANGG
ACAAGATCTACTGTCTTCCGCGCTCNTATCCCATAAAAATGCTTGAACTCCNAACANANAGTCTCTGTTINTCCTCAATTCTC

NCCTCTGGTTTNTCCTGAAAAGC3’

Aminoséduresequenz:
GTXRLXPRIPALFPPLPSPKLPPPWCFQTSGSPWAPRGVEFLSLARLFTFFSRSPAHICKSHWFFYHTFDKNKTFSRKMVAEKETL
TLNKCPDKMPKRTKLLPQQTIQVHQPHSLVSEGFTVKAMMKNSVVRGPPAAGAFKERPTKPTAFRKFYERRDSQSPLSMTRKE
TKLPGX*RLRTGLPSLPASVF*WAL*DDFPMXFCSARNPXCWNMXGQDLLSSALXSHKNA*TPNXXSLXSSILXSGXS*K

Die dbest-Datenbank zeigt eine Homologie von 94 % (404/427) zu einem cDNA-Klon der Maus auf
(AA268658). Die Aminosduresequenz weist 33 % Homologie (15/45) zu einem ,,Regulator-of-G-Protein-
Signalling 5° (RGSS5) auf (P49800).

Klon 26/4.1

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGANAACTGGGGGTGTNAAAGCCATACCCTTTCCACTGTGCCAAAATCATCTGCCCACATGGGNAGATANGTTTG
CATCAGCCTGANGCAAGCACCTTTTCTTTCACAAGAAATCAATCTGTGGNCTCTTCNCCAAAGCCATAGTACANATTTGAN
GNGNCTTGACCTCCATGCCCANANCTGANCTTTTCCCATTTCAATATTATTCACTCTTGACTCCNGAAACTTGGCTCTGAAA
CAANTGGTTTGCTGANCCAGTGATCTGCTGTCTTGGTTTTGTTTTCCNAAANTTCTAAGTGTGCCNAGGAAATACTTTTGTA
AGCTCGGATNCTNTTCTTTTTTTTCTTTCCNAATTTACTGATCACAAACACTTGGCTTACCANCATANGCGGCCTTTGTGGC

TGANCAGTATTTTCAANTATGTNAAACCCCCATATCCTTTACATGATANTTACTTAAAAGANNGTCTTCTTGCTTACTTACA
TTCATGGCTGCTTTTAAATTTCCTTTCATTGATNGTAAATTGTGCCACTCTCCANACCTGTTTGACAAGGAACCNNAATTCA
CCCCNANANANAAAAAAACCTCCATATNGCTTGGGGANTNAACCTATGGTTGGTNCACCTCCCCCANGCCCCTCCAAGTT

CACAGGATTAAATGTTTCCTTTTCCNCCGCCAAGGTTTAAATGTTACANTTCTCTTTCNCACTCCNTTGCTACTTNATTTTNT
CCCCCAGGCCCCCNGNGTTTATTNCCCCTNTCTAAAAACCNCCNNCCCNNAANTGCTNNNCNTCTTCCCTNAANAANTCC3

Aminoséduresequenz:
GTXTGGVKAIPFPLCQNHLPTWXDXFASA*XKHLFFHKKSICGLFXKAIVXI*XXLTSMPXXXLFPFQYYSLLTPETWL*NXWFA
XPVICCLGFVFXXF*VCXGNTFVSSDXXLFFLSXFTDHKHLAYXHXRPLWLXSIFXYVKPPYPLHDXYLKXXLLAYLHSWLLLN
FLSLXVNCATLXTCLTRNXNSPXXXKKPPYXLGXXPMVGXPPPXPSKFTGLNVSFSXAKV*MLXFSFXLXCYXIXSPRPPXFIXP
X*KPPXXXCXXSSLXXS

Beide Sequenzen weisen keine Homologien zu publizierten Sequenzen der Datenbanken auf.

Klon 27/7.7
Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGTCGCATCTCTCTGCAGCAGCCTCCGGGGCTACGTTCCATCCTATCAGTCTGAGACCAGCCCAGAAGAAAAA
AACCAAAAATCCTTAATTATCTTCTTTTGCTCGGTACCTACATTGGGACCATCAAAAAAAAAAATTATTACAGTAAACCGT
ANCCATGANGGAAATCGTGCACATCCAGGCCGGACAGTGTGGCAACCANATCGGTGCTAAGTTCTGGGAGGTGATAAGC
GATGAACACGGCATCGACCCCACCGGCACCTACCACGGANACAGCGACTTGCAGCTGGACCGAATCTCTGTGTNCTACAA
TGAANCTACAGGTGGCAAGTATGTCCCTCGAGCTATCTTAGTGGATCTAGAACCCGGGACTATGGACTCCGTTCGCTCAGG
TCCTTTTGGCCAGATCTTCANACCGGACAACTTTGTTTTTGGTCAGTCTGGGGCAGGCAACAACTGGGCTAAGGGTCNCTA
CNCANAAGGAGCTGANCTGGTTGACTCTGTCTTGGATGTNGTGCGGAANGAAGCGGAAACTGTNACTGCCTGCAAGCTTT
CANCTGACCACTCCCTGGGTGGAAGCACNGGCTCTGGCATGGGCACCTGCTCTCNCNANATTCCAAAAAATACCCCGACC
GCTCTTGAACACTTCACGTTGTGCCTCNCCCAAGTNTTCTGANNCGTGTTTGAACCTACANNCCCCTGTTCGTCCCCNNTTG

TTNAAANNCNATAAACTCTGCTTGANNNCAAGCCCTANAATTTCTTCCTNCCTNNCTCCCNCCCCCCTCNGAACT3’

Aminoséduresequenz:
GTSRISLQQPPGLRSILSV*DQPRRKKPKILNYLLLLGTYIGTIKKKNYYSKPXP*XKSCTSRPDSVATXSVLSSGR** AMNTASTPP
APTTXTATCSWTESLCXTMXLQVASMSLELS*WI*NPGLWTPFAQVLLARSSXRTTLFLVSLGQATTGLRVXTXKELXWLTLS
WMXCGXKRKLXLPASFXLTTPWVEAXALAWAPALXXFQKIPRPLLNTSRCASPKXSXXCLNLXXPVRPXLXKXXKLCLXXSP
XISSXLXPXPLXT
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Der Klon zeigt 100 % Homologie (66/66) zu dem Gen des Klassel B-Tubulins (AB011679). Auf
Aminosdureebende wurde in keinem Leseraster eine entsprechende Homologie identifiziert.

Klon 28/5.1

Nukleinsduresequenz:

5'GGCACGAGACTGAGCAGGGCTTTCCTTGCCAGTGGATTGTGTAGAGTGTACAGCCAGTCTCTTGTCTTCTGTCCAACATG
GCATCTTCTGATATTCAGGTGAAAGAGCTGGAGAAGCGTGCTTCCGGCCAGGCTTTTGAGCTGATTCTCAGCCCTCGATCA
AAAGAATCTGTCCCCGAGTTCCCCCTTTCCCCCCCNAAGAAGAAGGATCTTTCCCTGGAGGAAATTCAGAAGAAATTAGN
AAGCTGCAGAAGAAAGACGCAAGTCTCATGAAAGCAGAAGTCTTGAAGCAGCTCGCTGAGAANCGGGAGCATGAAAAAG
AAGTGCTCCANAAAGCCATTGAGGGAGAACAACAACTTCAGCAAAATGGCAGANGAGAAACTGACCCNCNAAATGGAGG
CTAACAAAGANAACGGGAGGCGCNAATGGCTGCCAAACTGGAGCGTTTGCGAAAGAANGACAAGCCGTTTAAAAAGTGC
GGAAGAACAAAGAATCCCNNAGACCCGCGGACGAAAACGAAGNTGACTAATTTTTCCGAAAACTGAATTCTCCCCACCCC
TCCTAAATATCCNAAANTGTCTGGCCGTGTCTTTTCTTTTNCCCCCTGACAATATTCTAAAACTGATTTTGACCTNTAGGTT
GATTCCAACGTGAAATTTTTNTGGGNCCCNGGGGAAACTGAAATNTTTGCCTTTTTAAAATTTTGNCTTCCACGTNCNNTTT

TCNCCTTGCNCTTTNCNCCCGGGCNCCCCGNTTCTNGGTTATNGGNANTT3’

Aminoséiureseguenz:
HETEQGFPCQWIV*SVQPVSCLLSNMASSDIQVKELEKRASGQAFELILSPRSKESVPEFPLSPPKKKDLSLEEIQKKLXSCRRKTQ

VS*KQKS*SSSLRXGSMKKKCSXKPLRENNNFSKMAXEKLTXXMEANKXNGRRXWLPNWSVCERXTSRLKSAEEQRIPXTRG
RKRX*LIFPKTEFSPPLLNIXXCLAVSFLXPPDNILKLILTXRLIPT*NFXGXXGKLKXLPF*NFXFHVXFSPCXXXPGXPXLGYXX

Der cDNA-Klon verfiigt iiber 94 % Homolgie (454/481) zur cDNA von Stathmin (Phosphoprotein P19) der
Ratte (J04979). Nur die Translation der Nukleinsduresequenz im dritten Leseraster identifiziert eine 57 %ige
(80/138) Homologie zu dem entsprechenden Genprodukt (P13668).

Klon 28/5.3

Nukleinsduresequenz:

5"GGCACGAGCAGCCGCGGCGATCACGGTCGCTAGTGCGTAGCAGAAGCGAAGGCGGAGATGGAGACCACGCTGTCGCG
ATCCCAGAACTGCTGAGCCCACTGCTGTCCCTGACCCGCTCACACTTCCTTTGCAAAGGCAAATTTGGAAACAATTGCTTG
ANCTACCGTTNGTTTTGTCTCNGAACAGTGANCCTAGGTGTCTNANGAGGANANGAACCNTCTCTCTGTTGCTTATAAAAA
CGTTGTAGGAGCCCGTAGGTCATCTTGGAGGGTCGTCTCGAGTNTTGAGCAGAAGACGGAAGGTGCTGAGAAAAAGCAGC
AGATGGCTCGAGAATACAGAGAGAAGATCGAGATGGAGCTGAGGGACATCTGCAACGACGTACTGTCTCTTTTGGAAAA
GTTCTTGATCCCCAATGCTTCGCAGCCAGAAAGCAAAGTCTTCTATTTGAAAATGAAGGGTGACTACTACCGCTACTTGGC
TGANGTTGCTGCTGGTGATGACAAGAAAGGAATTGTGGACCAGTCNCNGCAAGCATACCAAGAAGCATTTGAAATCANCA
AAAAGGANATGCTCCGACACACCCCATCANACTGGGTCTGGCCCTCNACTTCTCTGTGTTCTACTATGAAATCCTGAACTC

CCCAGANAAAGCCTGCTCTCTTTG3’

Aminoséiureseguenz:
GTSSRGDHGR*CVAEAKAEMETTLSRSQNC*AHCCP*PAHTSFAKANLETIA*XTVXFVSEQ*X*VSXEXXNXLSVAYKNVVGA

RRSSWRVVSSXEQKTEGAEKKQQMAREYREKIEMELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQPESKVFYLKMKGDYYRYLAXVAAGD
DK
KGIVDQSXQAYQEAFEIXKKXMLRHTPSXWVWPSTSLCSTMKS*

Die cDNA zeigt 96 % Homologie (450/467) zu der 14-3-3 zeta Isoform der Ratte (U37252). Die homologe
Region des entsprechenden Genprodukts befindet sich jedoch hinter den ersten Stopkodons. Der Beginn der
homologen Sequenz ist fett markiert.

Klon 28/5.4

Nukleinsduresequenz:
5"GAAGGGAGGATGGTGANTNTATAACTANNTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCGAATTC
GGCACGAGCAGCTGCCTTCCGTGAGGTCCGGGTGCAGTCCGTGGTGGTGGANTTCCTGCTCACCCACGTGGAGGTCCTGTT
CAGCGATACCTTCACCTCTGCTGGCCTGGACCCTGCAGGTCGCTGCCTCCTTCCCANACCCAAGTCCCTTGCCGGGAGCAG
TCCCTCCACTCGCCTGCTGACACTGGAAGAAGCCCAGGCACGAACTCAGGGTCGTCTTGGAACACCGACGGGAGCCCACG
ACTCCTAAGACTCCAGCCTCACCCGTGGAAAGGAGGAAGNANAGANAGAGTGGAGAAACNAAGGAANCCTGGGGGTNTC
AGCTGGAAAACATTCTTTGCTCTGGGGCGGGGCCCCANCATACCCCGGAAAAAACCGCTGCCATGGCTGANTGGCAGCCG
AACCCCTCCNCAGCCTTCAGGCAGCANACCCGACACTGTCACTCTGANATCTGCCAAAAGTGANGANTCTCTGTCATCCCA
NGCCANCGGGGCTGGCCTCCANAAGCTGCACCGGCTACNANAACCCCACTCCACANCGATGCTTTTCCCGTGGGTCCANC
ACCTGCTGGCTCCTGCGAAAACTTGTCCTCCTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCANAATCCTCAN
CACTNGGCTGGGGCCACTCTCTTGNTCCCCTCCACCGCACCTCACCTGNNTANATAAAGTGATNAACTGGATTTCNTCCCC
CCCTNTCTTGAAAGAATCCGGGANTTAATTTNATTCCTTNCTTTCCTGCNCANTCCCCCCNGGGACTGACTCTNCNCCNNA
CTCCNNC3”’
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Aminoséiureseguenz:
GTSSCLPZGPGAVRGGGFLLTHVEVLFSDTFTSAGLDPAGRCLLPNPSPLPGAVPPLACZHWKKPRHELRVVLEHRREPTTPKTP

ASPVERRKKKSGETRNLGVQLENILCSGAGPHIPRKKPLPWLMAAEPLPAFRQQPDTVTLNLPKVRSLSSQPRGWPPKLHRLQT
PLHTMLFPWVHTCWLLRKLVLLFFFFLFLFLLLLLKSSHWLGPLSCPLHRTSPVIKZZLDFSPPSZKNPGLIYSFFPAIPPGLTLPL

Die ¢cDNA verfiigt iiber 90 %ige Homologie (84/93) zu dem Cosmid F25965 von Chromosom 19
(AC002398). Auf Proteinebene weist der Klon ebenfalls eine Homologie von 43 % (43/100) zu dem nicht
néher charakterisierten Protein F25965 3 KIAA0712 des Menschen auf (PD144617)

Klon 29/3.3

Nukleinsduresequenz:

5'GGCACGAGACCCGTCAAAGAGAGCAGCTTCGTGGAAAAGATGAAGAAAACGGGAAGGAACATTATCGTATTCTATGGC
TCCCAGACGGGAACCGCTGAGGAGTTTGCCAACCGGCTGTCCAAGGATGCCCNCCGCTACGGGATGCGGGGCATGTCCGC
AGACCCTGAANANTATGACTTGGCCGACCTGAGCAGCCTGCCTGANATCGACAAGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCA
CATACGGAGAGGGCGACCCCACGGACAATGCGCAGGACTTCTATGACTGGCTGCAGGAGACTGACGTGGACCTCACTGGG
GTCAAGTTTGCTGTATTTGGTCTTGGGAACAANACCTATGAGCACTTCNATGCCATGGGCAAGTNTGTNGACCANCGGCTG
GAGCANCTTGGCGCCCANCGCATCTTTGAATTGGGCCTTGGTGATGATGACCGGAACTTGGAANAAGATTTCCTCNCCTNG
ANGGACANTTCTGGCCACTGTNTNCGAATTCTTTGGGGTNGAACCCCTNGGGAAGATCTACATTCCCCCTTTTACTCNTTG
TCCCCAANACTNGACCCNCCCANGTNTNACCGGTNANATTGGCCTCTGAAAACTCCAAAACCANAAACCCCTTCNATCTN
ANATCCNTCCTGGCTGCTGTCCCCCCCACCNGAACTAACCANGCCTGAACCGCTCTNTTNCCTGGATTTGAACTCTCCNAC

TCCNNATCGTTTAATCTGGAATTTCTTTGNTNTTTCCCNCCANNACTCCNCCTGTCNCCCAATTNGGGAATCTT3'

Aminoséiureseguenz:
GTRPVKESSFVEKMKKTGRNIIVFYGSQTGTAEEFANRLSKDAXRYGMRGMSADPEXYDLADLSSLPXIDKSLVVFCMATYGE

GDPTDNAQDFYDWLQETDVDLTGVKFAVFGLGNXTYEHFXAMGKXVDXRLEXLGAXRIFELGLGDDDRNLEXDFLXXXDXS
GHCXRILWGXTPXEDLHSPFYSLSPXLDPPXXXRXXWPLKTPKPXTPSIXXPSWLLSPPPELTXPEPLXXLDLNSPTPXRLIWNFF
XXSXXXSXCXPIXES

Der Klon kodiert fiir die NADPH-Cytochrom P-450 Reduktase, zu der er auf Nukleinsdure-Ebene 94 %
Homologie (490/517) aufweist (M12516). Auf Proteinebene verfiigt die Sequenz 92 % Homologie (143/155)
zu dem entsprechenden Genprodukt (M58937)

Klon 30/7.8

Nukleinsiuresequenz:

5'GGCACGAGCAACCACACCTGACTACATCAACTCCTTGCTGGCCAGTGGANATCTGCAGCTCTCTGGAANTGCCCACTGT
ACCTTCAGCACTGCCCAGAAAGCCNTTGGGAANGACAACTTCNCGGNTATCCCTGANGGNNCCNATGGCGTGGANGANC
GTNTGTCTGTCNTCTGGGACAANGNTGTGGCCNCANGGGAANATNGATGAAAACCNNTTTGTGGCTGTGACAANTNCCNA
CGCTGCCNAGATATTCAACCTGTNCCCNCNCAAGGGGAGAANAACTGTGGGTTCTGACAGCGACCTTGTCATCTGGGATC
CANATGCCNTGAANATCTTCTCTGCCNAGAACCACCAGTCGGTTGCGGAATACAACATCTTTGAAAGGATGGAGCTGCGT
GNGGCGCCTCTGGTGGTTATCTGCCNCGGCGAGATCTTGCTGGAANATAGTAACCTGCACGTNACCCAANGGGGCGGNCG
CTTCATTCCCTGCAGCCCATTCTCTGACTATGTNTATNANCGCNNTAAANCCNNGAGGAAAATAGCGGACTGCNTNCCTCC
CNNAAGCATGTTTNATTGACCNTGTTTGATTNACCCCCCCCCCANGGGGGNGCCCCCTGGNTCTATCCAGGTCTCCCCTCC

GCCNACCCCNTTGAGGAACNCCNCCTCCGGATTNTCTTCNGCCCCCNTTGATAANGTTTTCTCNCCCCCCACN3’

Aminoséduresequenz:
GTSNHT.LHQLLAGQWXSAALWXCPLYLQHCPESXWEXQLXGYP.XXXWRGXXXVCXLGQXCGXXGXXMKTXLWL.QXPTL
PRYSTCXXXRGEXLWVLTATLSSGIXMP.XSSLPRTTSRLRNTTSLKGWSCVXRLWWLSAXARSCWXIVTCTXPXGAXASFPA
AHSLTMXXXAXXPXGK.RTAXLPXACXIDXV.XTPPPXGXPLXLSRSPLRXPX.GTPPPDXLXPPLIXFSXPP

Translation ab 148 bp ab internem ATG:
XPTVPSALPXKPLGXXTSXVSXKGPMXLKNXXLSSGKXVWPQGKXDENQFVAVTSTNAAKIFNLXPXKGENNCGF

Der Klon zeigt 85 %ige Homologie (438/505) zur ¢cDNA eines Ulip-Homologs der Maus (X87817).
Translation des Klons ab der EcoR1-Schnittstelle ergibt nur ein kurzes Peptid aus 8 Aminoséduren. Translation
des Klons ab einem internen Startkodon bei 148 bp (fett markiert) identifiziert eine Aminosduresequenz, die
zu 51 % (43/84) dem menschlichen Dihydropyrimidinase-&dhnlichen-Protein-3(DRP-3/Ulip) dhnlich ist.

Klon 31/3.6

Nukleinsduresequenz:
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5'GGCACGAGCTTGACATCAGAGCATTTCGTGGCGCTCCAGAGCCTGCTGAAGGCCNCCTCAAAAGATGTCGTCAGACAN
CTGTGCCAAGAAANCTTCTCCAGTTCAGCCCTTCACTCAAAAACACTCCTGGATAACACATGTTCCAGCTTGTCTGTGACC
CAGGAGGAGGCGGAGCAACTGCTCCAGGCTCTGCACCACTTCACTAGGCNGGTGGNCTTCCGTGACCTGTCCTCTGCTGA
GGCGATTCTGGNTCTCTTTCCGGAAAATTTCCNCCANAANCTCNNAAACCTGCTGACAAAAATCNTCCNGGAGCACATAT
CNACTTGGAGAANTGAANCCCNNGCAAACCAGATNTCTCTGCCACGCCTATTGGACCTGGACTGGAGAGTGNATATCANA
ACCTCNTCTGACAGCATCNNCCGCATGGGCGTCCCCNCCTGCCTGCTCCCGATNAAAATNNNCGAGGANCCNNTTCTNTGT
GTAGAGAAACCTCTNTCTCTGCTGTGACCGTGGAGCTNAGCACANAAACGCTNGANACCANGTTTTATNGGCNGGGTNTC
ATTCGGGANAACTCTCTNCTGTNTCTCATAANTATGGCGCCACTNTTGNCCTCTGAGGGTGTTTTTNCCGCCANAGCNNAC
ANTGTCNNACATGTGGTGTAAAGGNTGCTNCTCCCCNAAAGCGCNTGTAAGAAAAGANAGGCNTATCCTGCCCTNCCCCN
GGGCCCTCTCTCTTCTCCTTTGTTTTTCCTNAAAAAAACANACCNCCNCTCTCAAAAGGCCNTTTTTAGTGTCCCCTCCGCC

CCCNNAC3’

Aminoséiureseguenz:
GTSLTSEHFVALQSLLKAPQKMSSDTVPRNFSSSALHSKTLLDNTCSSLSVTQEEAEQLLQALHHFTRRWLPZPVLCZGDSGLFP

ENFPKLKPADKNLRSTYHLENEPANQILCHAYWTWTGEZYQTSLTASRMGVPPACSRZNRGPSCVEKPLLCCDRGASTKRZTSF
MAGSFGKLSLFSZY GATLPLRVFFRQAHVTCGVKVLSPKRCKKRRLSCPPRALSLLLCFSZKNNPLSKGLFSVPSAP

Die Nukleinsduresequenz zeigt 85 % Homolgie (335/394) zu dem Gen des HSPC166 Proteins. Auf
Aminosdureebene wird dies mit einer Homologie von 43 % (73/168) zu dem Genprodukt bestdtigt
(AAF29130.1). Die Datenbankeintragung fand am 27.4.2000 statt, weshalb dieser Klon bei der weiteren
Charakterisierung nicht beriicksichtigt wurde.

Klon 33/5.1

Nukleinsduresequenz:

5" AAGGAGNGANNNATGGNNGANTCTATAACTACTATTCGATGATGAAGATACCCCACCACACCCAAAAAAATAGATNNA
ATGCGGCACGAGCCGGTTCCNANTGCCTGGTATNTGTGTTCCCAGCTCTCTNTAATCATGAANGATGTGCCGGCCTTCTNA
CAGCAGANTCNGANCTCCGGGNCGGGNCAGGCCGCCGTTTGGNACCGTTTGGAAAAACTATACACNAAAAAATTTTGGN
ATCAGCTGACACTTCANGTGCTTGATTTTGTGCANGACCCATGCTTTGCCCAAGGAGATNGCCTCNTTAAGCTCTATGAAA
ACTTCATCAGTGAATTTGAGCACAGGGGTAAACCCTTTGTCCCTGGTAGAAATAATTCTTCNTGTGGTTAGACAGATGACC
GATCCTAATGTGGCTCTTACTTTTCTGGAAAAAACNCNTGAGAANGTGTAAAGTNTTGATNAAACCCTGATCTTGTNTTTG
ACANCAATCNGAGCTCTAAAATTGAACATCCGGGATCTGCACGCTACAAANGAAACATTGAAAATATTTAAAAAATACTC
AACAATCTCCCNGGTGTNACGTNANTTCACAGTCNTTTCTACNATCTCTCCNNTTTATACTATCCNACAATCNGAAACCCC
NCGTNCTANTTACAAAAATACCCCACCGTTTCTGGGCTGTTTTTANATTAAAGATTNCCCTTTCCAACNCNAGAAAAACCT
TCCCNCTGGGGCTTGCTGGACTCTCNNAAAAGGAATTTTTACTTTTGANAAATTCNCCTCCCTCCCNTTCTTGGAATNTCTC
ANGAACACNAACCGCNCTTGNTNATTNTAACCCCTTTTCTTTCNCNATTGTNNTTTTTNTANGTTCCNNNCCNNAATTTTCN

NCNGGGCCCCCCCCCCC3'

Aminoséiureseguenz:
KEXXMXXSITTIR. RYPTTPKKIDXMRHEPVPXAWYXCSQLSXIMXDVPAFXQQXXXSGXGQAAVWXRLEKLYTKKFWXQLT

LXVLDFVXDPCFAQGDXLXKLYENFISEFEHRGKPFVPGRNNSSCG.TDDRS.CGSYFSGKNX.EXVKX.XNPDLVFDXNXSSKIE
HPGSARYKXNIENLKILNNLPGVTXXHSXFYXLSXLYYPTIXNPXXXLQKYPTVSGLFLX.RXPFPTXEKPSXWGLLDSXKRNFY
F.XIXLPPXLGXSXEHXPXLXIXTPFLSXLXFXXVPXXNFXXGPPP

Die Sequenz einer 26S Proteasom Untereinheit der Maus weist zu diesem Klon auf Nukleinséuresequenzen
84 % Homologie (480/568) auf (NP_036005.1). Auf Aminosdureebene wird eine Homologie zu dem
Genprodukt von 47 % identifiziert (NM_011875.1)

Klon 33/7.7

Nukleinsduresequenz:

5" GGCACGAGCCTGCGTGTCTGTTCTGCGGAACAGTAAGCAGTTGTTTTCCGTCCGGCTTCTCTCACACTCAAGTGCGCGCC
TCCACCTCATGGAANACTCGATGGACATGGACATGANCCCTCTTAGGCCTCANAACTACCTTTTCGGTTGTGAACTAAAGG
CTGACAAAGATNATCACTTTAAAGTGGATAATGATGAAAATGAGCACCAGTTATCATTAAGAACGGTCAGTTTAAGAGCA
NGGGCAAAAGATAANTTGCACATCGTANANGCAGAAGCAATGAACTATGAAGGCAGCCCAATTAAAGTAACACTGGCAA
CTTTNAAAATGTCTGTNCAACCAACAGTTTCCCTTGGGGGCTTCCAAATTACACCACCTGTGGTCTTGAAGTTGAANTGTG
GTTCTGGGCCTGTGCACATAAGTGGACAGCACCTANTANCTGTTNAGGAAGATGCNGANTCCNAAGATGAAGATGAGGA
AGATGTTTNACTCTTANGCATGTCTGGAAAGAAATCTGCTCCCNGAAGTGGTNACAAATCCCNCCGAAAAAAGTTAAACT
TGATGAANATGATGATGAAGATGATGAANATGATGANGATGATGAANATGATGATGATNATGATTTTGATGAANAAGAA
CTGAANAAAAAGTCCNNTGAAAAATCTGTNCAAATACCCCCCCAAANTCCCAAAATCAACCCNAATTGGAAAATTTAAAC
CTCCCCCCAGGTCNANGGTCAGATCCTCCAAACAGAAAAATCCNAACCCCAGGACTACTCN3”

Aminosduresequenz aus dem dritten Leseraster abgeleitet:
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ARACVSVLRNSKQLFSVRLLSHSSARLHLMEXSMDMDMXPLRPXNYLFGCELKADKDXHFKVDNDENEHQLSLRTVSLRAXA
KDXLHIVXAEAMNYEGSPIKVTLATXKMSVQPTVSLGGFQITPPVVLKLXCGSGPVHISGQHLXXVXEDAXSXDEDEEDVXLL
XMSGKKSAPXSGXKSXRKKLNLMXMMMKMMXMMXMMXMMMXMILMXKN*XKSPXKNLXKYPPKXPKSTXIGKFKPPPR
SXVRSSKQKNPNPRTT

Der Klon ist zu 93 % (512/548) dem Gen des Nucleophosmin (NPN/Numantri/Nucleoldres Phosphoprotein
B23) homolog (J04943). Auf Aminosduresequenz-Ebene wurde im Leseraster der Bindungsdoméne keine
Homologie detektiert, wihrend die Translation im dritten Leseraster eine 70 % Homologie (112/158) zu
Nucleophosmin der Maus identifizierte (Q61937).
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