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1 SUMMARY

In a search for physiological substrates for the MAPK-activated protein kinases (MAPKAP
kinases), 3pK and MAPKAPK-2 (MK2), constituents of a mammalian polycomb complex,
HPH2 and the proto-oncoprotein Bmil were identified as interaction partners. Polycomb
group (PcG) proteins are characterised to form large multimeric, chromatin-associated protein
complexes with repressive transcriptional function. PcG complexes have an important role in
the regulation of developmental processes and in the control of cellular proliferation. HPH2
binds to either kinase in a yeast two-hybrid assay and both, 3pK and MK2 are shown here to
coimmunoprecipitate with HPH2 and Bmil or Bmil from mammalian cell lysates, respectively.
Further, non-activated and DNA-bound 3pK could be identified as a transcriptional repressor
of a chromatin-embedded gene in an artificial repression assay similar to the function of Bmil.
This suggests, that non-activated and DNA-bound 3pK, like Bmil, must be able to recruit
other PcG proteins to the target gene to reconstitute a functional repressive complex. Bmil is a
phosphoprotein and both, 3pK and MK2 were identified in this paper ia lgro Bmil-
kinases. Since the Bmil phosphorylation status was shown to be correlated with its
dissociation from chromatin, it is likely that the MAPKAP kinases might be regulators of
phosphorylation-dependent PcG-complex/chromatin interaction. In summary, the MAPK-
activated protein kinases 3pK and MK2 are the first kinases identified to be assembled with
members of PcG-protein complexes, suggesting a link of the MAPKIIsignzetwork to the
regulation of PcG complex function.

Another new interaction partner of both MAPKAP kinases which was identified by means of
the two-hybrid system and coimmunoprecipitation experiments is the basic helix-loop-helix
(bHLH) transcription factor E47. This E2A-encoded protein is known to be involved in the
regulation of tissue-specific gene expression and cell differentiation. E47 is a phosphoprotein,
and 3pK and MK2 were identified as E47-kinasesitro. Further, expression of either kinase
results in a repression of the transcriptional activity of overexpressed E47 in transient reporter
gene assays with an E-box containing promoter construct. In summary, the MAPK-activated
protein kinases 3pK and MK2 were identified to be assembled with the bHLH transcription
factor E47 suggesting that these kinases are regulators of E47 activity and E47 dependent gene
expression.

These results provide first evidence for the physiological function of the MAPKAP kinases
3pK and MK2 as transcriptional regulators presumable in differentiation processes.



2 ZUSAMMENFASSUNG

Auf der Suche nach physiologischen Substraten der MAPK-aktivierten Proteinkinasen (MAPKAP-
Kinasen), 3pK und MAPKAP-K2 (MK2), wurden Mitglieder eines Sauger-Polycomb-Komplexes,
HPH2 und das Protoonkoprotein Bmil, als Interaktionspartner identifiziert. Proteine aus der
Polycomb-Gruppe (PcG) sind dafiir bekannt, multimere, Chromatin-assoziierte Proteinkomplexe zu
bilden. Diese wirken als transkriptionelle Repressoren und spielen als solche eine wichtige Rolle
sowohl in der Regulation von Entwicklungsprozessen als auch in der Kontrolle der zellularen
Proliferation. HPH2 bindet im Hefavo-hybridSystem sowohl an 3pK als auch an MK2. Die
Kinasen coimmunpréazipitieren auch mit den PcG-Proteinen. Weiterhin wurde festgestellt, daf3 nicht
aktivierte und DNA-assoziierte 3pK, ahnlich wie Bmil, in einenvivo Repressionsassay als
transkriptioneller Repressor wirkt. Dies unterstellt, daf3 3pK, wie Bmil, fahig sein muf3, andere
PcG-Proteine an das Zielgen zu rekrutieren, wo sich dann ein biologisch funktioneller
Repressionskomplex rekonstituiert. Bmil ist ein Phosphoprotein und beide MAPKAP-Kinasen
konnten in dieser Arbeit alsin vitro Bmil-Kinasen identifiziert werden. Da der
Phosphorylierungsstatus von Bmil mit seiner Dissoziation und der anderer PcG-Proteine vom
Chromatin korreliert, konnten die MAPKAP-Kinasen Regulatoren einer phosphorylierungs-
abhangigen PcG-Komplex/Chromatin-Interaktion sein. 3pK und MK2 wurden hier als die ersten
Kinasen identifiziert, die in Assoziation mit Proteinen von PcG-Komplexen vorliegen, was ein
funktionelles Zusammenwirken von MAPK-Signaltransduktionsnetzwerk und der Regulation der
PcG-Funktion nahe legt.

Ein weiterer durch dasvo-hybridSystem und Coimmunprézipitationsexperimente identifizierter
Interaktionspartner beider hier analysierter MAPKAP-Kinasen ist der basische Helix-Loop-Helix-
(bHLH) Transkriptionsfaktor E47. Dieses E2A-kodierte Protein bindet als Homo- bzw.
Heterodimer mit gewebespezifischen bHLH-Proteinen an sogenannte E-Box-DNA-Motive und ist
so in die Regulation gewebespezifischer Genexpression und Zelldifferenzierung involviert. In dieser
Arbeit konnten 3pK und MK2 algé vitro Kinasen des in Zellen phosphoryliert vorliegenden
Transkriptionsfaktors identifiziert werden. Weiterhin fuhrte die transiente Expression jeder dieser
Kinasen in einem Reportergenassay mit einem E-Box-Promotorkonstrukt zu einer Repression der
transkriptionellen Aktivitat von E47. Der bHLH-Transkriptionsfaktor E47 interagiert also mit
beiden MAPKAP-Kinasen, 3pK und MK2, was die Kinasen als neu identifizierte Regulatoren der
E47-abhangigen Genexpression prasentiert.

Mit dieser Arbeit ist ein erster Aufschlul® der physiologischen Aktivitat der MAPKAP-Kinasen 3pK
und MK2 als transkriptionelle Regulatoren gelungen.



3  EINLEITUNG
3.1 Intrazellulare Signaltransduktion als Reaktion auf extrazellulare Stimuli

Die 'Hauptakteure' dieser Arbeit, 3p-Kinase und MAPKAP-Kinase 2 (MK2), gehdren zu den
MAPKAP (mitogen-ativated_potein knase (MAPK-activated_potein kinasg-Kinasen [1,2].
Kinasen sind als signalibertragende Elemente tatig, indepyP$iesphatgruppen von ATP auf
Zielproteine Ubertragen. Die hier untersuchten Kinasen sind Bestandteile eines komplexen
Signaltransduktionsnetzes, welches an vielen intrazellularen Kommunikationsprozessen
beteiligt ist und das im folgenden beschrieben werden soll.

Zellen eines vielzelligen Organismus miussen miteinander kommunizieren, um ihre Entwicklung
und Organisation zu Geweben zu regulieren, um ihr Wachstum und ihre Teilung zu
kontrollieren und um ihre verschiedenartigen Aktivitdten zu koordinieren. Hierzu muf3 ein
extrazellulares Signal Uber intrazellulare Signaltransduktion durch die Zelle in den Zellkern
weitergeleitet werden. Dazu gibt es grundsatzlich unterschiedliche Mechanismen, um dort
letztendlich eine Veranderung im Muster der Genexpression zu bewirken. Die durch die
Membran hindurch diffundierenden Steroidhormone z.B. kdnnen durch ihre Bindung an einen
zytoplasmatischen Rezeptor eine Translokation dieses Rezeptor-Liganden-Komplexes in den
Zellkern induzieren. Alle wasserldslichen Signalmolekile (u.a. Proteinhormone, Wachstums-
faktoren und Immunglobuline) sowie einige lipidlésliche Signalmolekdle flihren dagegen durch
ihre extrazellulare Bindung an membranstandige Rezeptoren zu deren Konformations-
anderung, wodurch das Signal Uber die intrazellularen Doménen in das Zellinnere gelangt. Fur
diese Signalumwandlung stehen z.B. katalytische Rezeptoren zur Verfiigung, die sich durch die
Plasmamembran erstrecken und eine zytoplasmatische Doméne haben, welche Tyrosin-
spezifische Proteinkinaseaktivitat hat. Solche Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) oligomerisieren
durch Ligandenbindung und werden dadurch aktiv. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
wiederum aktivieren oder inaktivieren tber ein GTP-bindendes Regulator-Protein (G-Protein)
ein weiteres (membrangebundenes) Enzym oder einen lonenkanal, was wiederum oft zur
Produktion und/oder Freisetzung sekundarer Signalmoleksdeoild messenger wie
zyklisches AMP (cAMP) oder G§ fuihrt. Zur Weiterleitung werden Signale haufig tber
Adaptermolekiile, die keine katalytische Aktivitat besitzen, auf Serin/Threonin-Kinasen oder
seltener Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen ubertragen. Die sogenannten MAP-Kinasen werden
uber zytoplasmatische Proteinkinasekaskaden aktiviert, die vom Aufbau prinzipiell &hnlich
strukturiert sind (Bild 1): dabei phosphoryliert und aktiviert eine Serin/Threonin-Kinase
(mitogen-activated protein kinase kinase kindg®\PKKK oder membrane shuttle kingse



eine nachfolgende Kinase (MAPKKdual specificity kinage die wiederum eine MAP-Kinase
(MAPK, nuclear shuttle kinageaktiviert. In dieser Weise gelangt das Signal zu seinen
Zielstrukturen, haufig zu anderen Kinasen, die es selbst noch weiter leiten, oder direkt in den
Kern, wo dann das Signal Uber eine differentielle Genexpression eine zellulare Reaktion
auslosen kann.

MAP-Kinasen werden aufgrund dreier gemeinsamer Merkmale in einer Familie
zusammengefasst: erstens werden sie durch sogenannte dualspezifische Tyrosin-
Serin/Threonin-Kinasen aktiviert (MAPKK), zweitens zeigen sie Sequenzhomologie in der
Kinasedoméane und drittens phosphorylieren sie Serin- und Threonin-Aminosaurereste, die zu
einem Prolinrest C-terminal benachbart sind (Ser/Thr-Pro). Mindestens drei Gruppen von
MAP-Kinasen konnten bislang charakterisiert werden: ERKtrécellular signal_egulated
kinasg, JNK/SAPK (un-N-terminal Kknase/¢ress-ativated _potein knase; JNK ist das
humane, SAPK das murine Homolog) und CSBP/p38AID" [cytokine suppressive anti-
inflammatory drug]_binding mtein / Protein von_38kDa; CSBP ist das humane, p38 das
murine Homolog) (Bild 1).

3.2 Die mitogene Raf-MEK-ERK-Kinasekaskade

Signale, die Wachstum und Differenzierung in Zellen auslésen, werden in der Regel Gber die
evolutiondr hoch konservierte Mitogen-aktivierte Proteinkinasekaskade mit Raf, MEK
(MAPK/ERK activating_knasg und ERK als zentrale Elemente weitergeleitet (Bild 1). Diese
Proteinkaskade wurde in Saugern zuerst beschrieben und wird deshalb auch als 'klassische
zytoplasmatische Kaskade' bezeichnet [3]. Die Bindung von Wachstumsfaktoren wie z.B. EGF
(epidermal_gowth factor) an die komplementare RTK fuhrt zu deren Oligomerisierung und
Autophosphorylierung. Die dadurch entstehenden Phosphotyrosine dienen als Bindestelle fiir
die SH2-Domane §c homology des Adapterproteins Grb2, welches wiederum Uber seine
SH3-Doméane an prolinreiche Regionen des GDP-Austauschfaktorss@ogd (sevenless

bindet. Sos interagiert mit Ras, das durch den Sos-katalysierten Guaninnukleotidaustausch
aktiviert wird [4-7]. Kleine G-Proteine der Ras-Familie stellen molekulare Schalter fir
Signaltransduktionskaskaden dar [8,9]. Sie kbnnen zwischen einer inaktiven GDP-gebundenen
und einer aktiven GTP-gebundenen Form wechseln. In Eukaryoten sind inzwischen drei Ras-
Haupttypen identifiziert worden: H-Ras, K-Ras und N-Ras [10]. Ras wird benétigt, um die
zytosolische Serin/Threonin Kinase Raf (MAPKKKpembrane shuttle kingsedie als
onkogenes Produkt des murinen Sarcomvirus 3611 entdeckt wurde [11], an die



Plasmamembran zu rekrutieren [12-15]. Dieser Schritt erlaubt die Aktivierung von Raf durch
membranassoziierte Molekile. Die Ras-Interaktion allein ist aber fur eine volle Raf-
Aktivierung nicht ausreichend [3,16,17]. Generell sind fir die Raf-Regulation positiv wie
negativ wirkende Mechanismen und Signalwege bekannt. Aktive PhipsseolC(PLC) y
spaltet das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat)(fiRlie second messenger
Inositol-1,4,5-trijmosphat  (I) und _Dacylglycerin (DAG), was wiederum Uber eine
Aktivierung der _Protein-ibase _C (PKC) zur Raf-Phosphorylierung fiilhren kann [18,19].
Jedoch kommt es auch zu PKC-unabhéngiger Raf-Aktivierung [20]. Bei der Raf-Aktivierung
spielen daruber hinaus auch Proteine der 14-3-3 Familie eine regulative Rolle [21]. Auch
Tyrosinkinasen sind als positive Regulatoren bekannt, wohingegen pidfei( kinase A
negativen Einfluss auf die Raf-Aktivitat ausibt [17,22-25].

Als erstes Substrat der Raf-Isoenzyme wurde die dualspezifische Kinasedu@lsigecificity
kinasg charakterisiert [26], die Signale Uber Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierung
eines Thr-X-Tyr-Motivs an die MAP-Kinasen ERK1 (p44) und ERK2 (p42) weiterleitet
[27,28]. Die Aktivierung von MEK1 und ERK1 durch Raf kann durch das Gerustprotein MP1
(MEK partner 1) gesteigert werden [29]. Die Phosphorylierung von ERK hat wiederum
zweierlei Wirkungen: es aktiviert die katalytische Aktivitdt von ERK und es ermdglicht deren
Eintritt in den Zellkern rfuclear shuttle kinagelm Gegensatz zu Raf und MEK sind fur die
ERKSs eine Vielzahl von Substraten beschrieben worden. Zu ihren Zielproteinen gehdren u.a.
Serin/Threonin Kinasen (3pK, MK2, RSKi (ribosomal S6 kinas@der auch MAPKAP-
Kinase 1), RSK2), RNA-Polymerase Il, Phospholipase A2 und eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren (Elk-1, c-Jun) [1, 3, 30-32].

3.3 Die Strel3-aktivierten INK/SAPK- und CSBP/p38-Proteinkinasekaskaden

Wahrend der Raf-MEK-ERK-Signalweg vorwiegend durch mitogene Faktoren stimuliert wird,
werden die beiden anderen MAPK-Signalwege (Bild 1) hauptsachlich sowohl durch pro-
inflammatorische Zytokine, u.a. Tumor-Nekrose-FaktdiTNFa) und Interleukin-1 (ll-1), als

auch durch Stref3induktoren aktiviert, wie z.B. ultraviolettes Licht (UV), osmotischen Schock,
Hitzeschock und chemische Stre3agenzien wie Anisomycin und Arsenit [33, 34]. JNK und p38
werden durch Rac und z.T. durch Ras initiierte Signalwege stimuliert. Rac/cdc42 ist im GTP-
gebundenen Zustand in der Lage, PAR1 activated_knasg sowie MEKK (MEK kinasg zu
aktivieren [35, 36]. Das Isoenzym MEKK4 induziert vorzugsweise SEAPK/ERK knase,

deren humanes Homolog MKKMAP knase_knasg ist, und die beide Homologie zu MEK
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haben [37]. In den letzten Jahren wurden viele weitere Kinasen identifiziert, die SEK aktivieren
konnen [38], darunter die Proteinkinase TpH&nfor pogression _écus 2 und dessen
humanes Homolog Cotdncer_saka _hyroid) [39] oder auch SPRK/MLK3SH3-domain-
containing_proline-ich kinase/nixed linage knase 3 [40]. SEK ist die direkt aktivierende
Kinase fur JNK/SAPK. Diese Kinasen werden u. a. durch die Assoziation zu einem
Gerustprotein, JIP-1JNK interaction _artner 1), reguliert, welches noch weitere Kinasen
bindet (z.B. MKK7, MLK3) [29,41]. Solche Gerustproteine, wie auch MP1 fur die mitogene
MAPK-Kaskade, scheinen wichtig fur die Spezifitat der verschiedenen Kaskaden zu sein.
Bekannte Substrate fur JNK sind Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, das durch diese Kinase an
den N-terminalen Serin-Resten S63 und S73 phosphoryliert und dadurch aktiviert wird [42].
Die Transkriptionsfaktoren ATF-2 und GABP werden ebenso durch JNK aktiviert wie die
Kinase 3pK [31,43,44].

Lipopolysaccharide, Arsenit, Hitze- und osmolarer Schock fiihren zu einer bevorzugten
Aktivierung von p38 bzw. CSBP [45-48]. Das Phosphorylierungsmotiv dieser MAP-Kinase
besteht aus einer Thr-Glu-Tyr-Sequenz, die sowohl durch die MA&s&HKnasen MKK3

und MKK6 wie auch durch SEK phosphoryliert werden kann, wobei MKK6 nach bisherigen
Erkenntnissenn vivo die entscheidende Rolle zukommt [49]. p38 phosphoryliert wie die
anderen beiden MAP-Kinasen 3pK, aber auch dessen Homolog MK2 [31,50]. Der
Transkriptionsfaktor ATF2 ist auch ein p38-Substrat [34].

Neuere Untersuchungen legen nahe, dafd die Stref3- und Mitogen-induzierten Kinasekaskaden
an verschiedenen Punkten miteinander verbunden sind. Oft konvergieren die Kaskaden erst auf
der Ebene der Transkriptionsfaktoren, wie z.B. bei Elk-1 oder ATF-2 (Bild 1). Einige Kinasen
wie Tpl-2 [51] oder SPRK/MLK3 sind in der Lage, untergeordnete Kinasen von
unterschiedlichen Kaskaden zu aktivieren (Bild 1). Kurzlich wurden auch MAPKAP-Kinasen
beschrieben, die Signale von verschiedenen MAP-Kinasen erhalten: z.B. 3pK (Bild 1) oder
MNK1/2 (MAPK-interacting knases 1/2 und MSK1 (nitogen- and stress-activated protein
kinase-}, welche von ERK und p38 phosphoryliert und aktiviert werden kénnen (Bild 1).



3.4 Die MAPKAP-Kinase 3pK

Der Name der Serin/Threonin-Kinase 3pK leitet sich von ihrem genetischen Lokus auf dem kurzen
Arm (p-Region) des humanen Chromosoms 3 ab: Chromosom 3p-Kinase. 1149 Basenpaare
kodieren das 43 kDa grol3e Protein, das in humanen Geweben ubiquitéar exprimiert wird, in Herz-
und Skelettmuskel sowie in T-Zellen aber besonders hoch. 3pK weist eine hohe Sequenzhomologie
zu MK2 von 72% auf Nukleotid- und 75% auf Aminosaureebene auf. Die Aminosauresequenz

ATP-Bindungsstelle MAPK-Phosphorylierungstellen

AXK LoTP i

Nﬁi] COOH
Putative SH3 Katalytische

Bindedoméane Kinasedomane OH/NES NLS

Bild 2: Pri mérstruktur von 3pK . (aH: a-Helix; NES: nuclear export signal NLS: nuclear localisation sequence).

weist einige konservierte Motive auf (Bild 2). Im N-terminalen Bereich befindet sich eine
prolinreiche potentielle SH3-Bindedomane, die fir etwaige Interaktionen mit anderen Proteinen
wichtig sein kénnte. Mehrere Thr-Pro-Motive stellen potentielle MAPK-Phosphorylierungsmotive
dar (Thr201 und 313). Im C-terminalen Ende schlief3lich findet man eikkelix, die
autoinhibitorische Funktion haben konnte, des weiteren ein putatives Kernexportsignal (NES,
nuclear_&port sgnal) sowie die NLSrfuclear bcalisation gquencg[1,52].

Hinsichtlich der Aktivierung konnte 3pK durch mitogene Stimuli, Raf-abhangig tber die klassische
mitogene Kinasekaskade aktiviert werden. Interessanterweise konnte gezeigt werden, daf? 3pK aber
auch nach Strel3-Stimulation aktiv wurdie.vitro Studien mit rekombinanten Proteinen demon-
strierten, dal3 zusatzlich zu ERK, auch andere MAP-Kinasen, wie JNK/SAPK und p38 in der Lage
waren, 3pK zu phosphorylieren und damit zu aktivieren. Cotransfektionsexperimente mit aktiven
bzw. inaktivenupstrearrAktivatoren sowie der Einsatz spezifischer Inhibitoren fir verschiedene
Kinasen zeigten, dafd die vitro Aktivatoren auchn vivo wirkten. Damit wurde 3pK als erste
Kinase identifiziert, die durch drei verschiedene MAPK-Kaskaden aktiviert wird, was wiederum
nahe legt, daRR 3pK ein neuer Konvergenzpunkt von Strel3- und Mitogen-Signalen ist [31]. Uber die
physiologische Rolle der Kinase bezlglich Substraten und Effektoren ist jedoch bisher nichts
bekannt. Lediglich CREBCAMP-responselement-inding proteir) und HSP279mallheat $iock

protein) konnten aldn vitro Substrate gefunden werden. Eine physiologische Relevanz fir die
Phosphorylierung von HSP27 kénnte die Regulation von Aktinfilamenten sein [53], wobei in diesen
Experimenten nicht zwischen 3pK und der homologen MK2 diskriminiert wurde.



3.5 MAPKAP-Kinase 2 (MK2) und weitere MAPKAP-Kinasen

Ursprunglich wurde MK2 lediglich nach der zellularen Antwort auf Strel3, etwa durch
Hitzeschock oder Zytokine wie TN Uber p38 aktiviert [54,55]. Allerdings sind neben den
Hitzeschockproteinen HSP27/25 [54,55] und ATF1 [56], beide durch Strel3 aktivierbar, nun
auch die Transkriptionsfaktoren CREB und SRE&rm_esponsedctor) als MK2-Substrate
identifiziert worden, die durch mitogene Faktoren aktiviert werden konnen [56,57]. Ahnlich
wie in 3pK wurde auch in der Sequenz von MK2 sowohl ein putatives Kernwanderungs- als
auch ein Exportsignal entdeckt. Die Phosphorylierung von MK2 sorgt fir deren Verlassen des
Zellerns und zwar gleichzeitig mit ihrer aktivierenden Kinase p38 [58]. Weiterhin wurde eine
Beteiligung von MK2 als Element des p38-Signalweges fur die Zytokin-induzierte mRNA-
Stabilisierung gefunden [59]. Der Phanotyp der Mi&dckoutMaus legt eine Rolle von MK2

in der inflammatorischen Antwort nahe. Demnach reguliert MK2 die Biosynthese voan TNF
auf einer posttranskriptionalen Ebene [60].

Neben den beiden bereits beschriebenen Mitgliedern dieser wachsenden MAPK-aktivierten
Proteinfamilie sind bereits mehrere andere Homologe bekannt. MAPKAP-K1 (auch’BSK1
RSK2 und 3 werden durch ERK aktiviert, wodurch mehrere Transkriptionsfaktoren
phosphoryliert werden kénnen, u.a. SRF, Fos oder CREB. Vor kurzem konnte das Histon H3
als Zielprotein von RSK2 identifiziert werden [61]. MK4 (ca. 65% identisch zu MK2/3) und
MK5 (ca. 45% identisch zu MK2/3/4) wurden als neue Substrate der MAP-Kinasen ERK
(MK4) bzw. ERK und p38 (MK5) entdeckt und phosphorylieren ein Peptid der regulatorischen
leichten Kette von Myosin Il. Sowohl MNK1/2 als auch MSK1 werden von CSBP/p38 als
auch von ERK aktiviert [62-64]. PRAKpB8-regulated/etivated protein kase ist ebenfalls

in der Lage HSP27 zu phosphorylieren und reprasentiert z.Z. die 'neueste’ MAPK-aktivierte
Proteinkinase [65].

Letztendlich sind die MAPKAP-Kinasen ein weitgehend neues Forschungsgebiet und die
physiologischen Funktionen dieser Kinasen, im Speziellen auch die der 3pK, liegen noch fast
ganzlich im Dunkeln.



3.6  Die Polycomb-Gruppe

HPH2 und Bmil wurden als Mitglieder einer wichtigen und evolutionar hochkonservierten
Gruppe transkriptioneller Repressoren, der sogenannten Polycomb-Gruppe (PcG), gefunden,
welche urspringlich im Kontext entwicklungsbiologischer Prozesse der Fruchtfliege
Drosophila melanogastdrseschrieben wurde. Gene der PcG sowie die ihrer Gegenspieler, der
trithorax-Gruppe (trxG), wurden dabei als Teil eines zellularen Erinnerungsystems
charakterisiert, welches inaktive (durch PcG) bzw. aktive (durch trxG) Zustdnde homéotischer
Genexpression fur die korrekte Durchfuhrung des EntwicklungsprogramrbBsosophila
aufrechterhalten. Mittlerweile kennt man auch in Wirbeltieren vergleichbare Proteine, die ihren
PcG- und trxGProsophilaHomologen nicht nur strukturell, sondern auch funktionell
entsprechen. Auch weil man, daf? Gene des PcG-Komplexes nicht nur eine wichtige Rolle in
der Entwicklung spielen, neueste Erkenntnisse legen ferner nahe, dald sie zumindest auch in die
Kontrolle der Zellproliferation involviert sind.

3.6.1 Das Zellgedachtnis - PcG-Komplexe in der Aufrechterhalt ung homootischer
Genexpression

In der Embryogenese werden Zellen determiniert, d.h. sie werden fur unterschiedliche
Funktionen programmiert, um spater im Korper bestimmte Funktionen tbernehmen zu kénnen.
Die molekulare Grundlage dieses Programms bilden meistens Regulationsfaktoren, die auf der
Ebene der Transkriptionskontrolle wirken. Spezifisch determinierte Zellen sind durch die
Expression eines bestimmten Satzes dieser Regulationsfaktoren charakterisiert. In einer
nachfolgenden, als Differenzierung bezeichneten Phase wird dieses am Anfang festgelegte
Programm dann implementiert, und die Zellen bilden jene Strukturen und Funktionen aus, die
einprogrammiert wurden. Entwicklung besteht aber nicht nur aus einer Spezialisierung von
Korperzellen, sondern auch aus Grél3enwachstum und den damit verbundenen Zellteilungen.
Dies bedeutet, dal3 Zellen fahig sein missen, das anfanglich festgelegte Programm auf ihre
Nachkommen zu ubertragen, es also wahrend des Gré3enwachstums Uber viele Zellteilungen
aufrecht zu halten. Die Fahigkeit, den so determinierten Zustand einer Zelle auf die
Tochterzellen zu vererben, wird als 'Zellgedéchtnis' bezeichnet.

In der FruchtfliegeDrosophila melanogastesind homdéotische Gene (auch Homdoliaene

oder Hox-Gene genannt) solche wichtigen Regulationsfaktoren, die auf transkriptioneller
Ebene die Identitat der verschiedenen Kérpersegmente entlaranteeior-posteriorAchse
determinieren [66]. Die Hombobox-Sequenz, welche diese Gene charakterisiert, kodiert eine
circa 60 Aminosawen umfassede Homoéo-Doméne. die speifische DNA-Seau@znotive



erkennt und an sie bindet [67,68]. Wahrend der frihen embryonalen Entwicklung sind
Transkriptionsfaktoren der Segmentierungs-Genfamilie fur die Aktivierung dieser
homdootischen Gene in den korrekten raumlichen Bereichen verantwortlich. In spateren
Differenzierungsprozessen sorgen die aktivierten Hox-Gene dafur, dafl® korrekte
Korperstrukturen am richtigen Ort entstehen. Mutationen des HomodoboxAamapedia

z.B. fuhren dazu, dal anstatt eines Antennenpaares Beine am Kopf der Fruchtfliege gebildet
werden. Kurz nach der Gastrulation, nachdem die frihen Hox-Regulatoren verschwunden sind,
ist dann die korrekte Expression der Hox-Gene fiur die weitere Entwicklung des Organismus
von Proteinen abhéngig, die durch die Pc- und die trx-Gruppe kodiert werden. Dabei sind die
Gene von trxG fiur die Aufrechterhaltung des aktiven Zustandes notwendig, die Gene von PcG
dagegen fir das Beibehalten reprimierter Expressionszustande [69,70]. Diese beiden
Gengruppen wirken also als eine Art Gedachtnistrager, indem sie den Expressionszustand ihrer
Zielgene, der schon frih in der Entwicklung festgelegt wurde, in bestimmten
Chromatinstrukturen fixieren und diese dann mitotisch von Zelle zu Zelle oder sogar tber
meiotische Teilungen auf ihre Nachkommen Ubertragen [69-73].

Aul3er der Regulation von Hox-Genen sind mittlerweile auch andere Zielgene fir PcG-
Komplexe bekannt. Schon allein die Existenz von mehr als 100 voneinander verschiedenen
PcG-Bindestellen an den Polytdn-Chromosomen Daysophila PREs Polycomb-response
elements genannt, gibt Hinweise auf die Regulation weiterer Faktoren. In Wirbeltieren
sprechen vor allem die pleiotropen Phanotypen von la@koutMausen dafir, dald diese
Gene auch andere Zielgene kontrollieren; u.a. haben’Bni1el18"-, M33"- und Mph1’-

Mause proliferative Defekte im hamatopoetischen System und sind stark unterentwickelt,
sowohl von der KérpergroR3e als auch vom Kdorpergewicht her [74-77]. Primadre embryonale
Fibroblasten von Bmil-, Mel18"- und M33-M&usen zeigen zudem eine eingeschrankte
Fahigkeit in die S-Phase des Zellzyklus einzutreten [76,78]. Diese Resultate sprechen eindeutig
dafir, dal3 zumindest die Kontrolle der Zellproliferation eine zusatzliche, wichtige Aufgabe der
PcG-Proteine darstellt. In diesem Zusammenhang ist deshalb auch nicht erstaunlich, daf3
Saugerhomologe der PcG- und trxG-Gene als potentielle Krebsgene identifiziert wurden.

3.6.2 Das PcG- und Protoonkoprotein Bmil

Bmil (abgeleitet vorB cell-specific_M-MLV integration site_}) ist eines der am besten
charakterisierten PcG-Mitglieder [79,80]. Urspringlich wurde bmil als Protoonkogen
entdeckt, das in der Kooperation mit c-myc zur Entstehung von Lymphomen in pE-myc
trangenen Mausen fuhr{81,82]. Etwas pater wurde Bmil dann als trangkioneller



Repressor des PcG-Komplexes identifiziert, der in die Regulation homéotischer Gene
involviert ist [74,83,84]. Weitere Anhaltspunkte, dal3 bmil ein Protoonkogen ist, kommen von
Analysen transgener Mause, in denen Uberexprimiertes Bmil zu einer Pradisposition fur
Lymphome flhrt [85,86]. Umgekehrt fuhrt das Fehlen von BmikniockoutMausen neben
neurologischen Stérungen zu schweren proliferativen Defekten in lymphoiden Zellen [74,86].
Ferner ist auch eine hBmil-Gen-Amplifikation in bdsartigen humanen Geschwiiren bekannt
[87].

Neueste biochemische und funktionelle Analysen der haufigsten proliferativen Defekte in
primaren Zellen von bmiknockoutMausen haben ein neues wichtiges Zielgen von Bmil
identifiziert: den INK4a-Lokus, der die Tumorsuppressoren und Zellzyklus-Inhibitoren pl16
und p19~F kodiert. Beide Proteine, die alpstrearaRegulatoren des Retinoblastom- und des
p53-Tumorsuppressor-Signalweges gelten [88], liegen in Ubéresger Form in bmil-
knockoutMausen vor. Umgekehrt sind sie in bmil-transgenen Mausen herunterreguliert. Damit
bietet sich auch ein Erklarungsmodell fur die pradisponierende Rolle von bmil bei der
Tumorbildung an.

Diese Resultate verbinden somit die in der Entwicklung wichtigen PcG-Faktoren mit der
Kontrolle der zellularen Proliferation. Méglicherweise ist der Verlust des Zellgedachtnisses ein
wichtiger auslosender Faktor fur ein unkontrolliertes Wachstum, wie es bei Krebs vorliegt.

3.6.3 Das PcG-Protein HPH2

Human_plyhomeotic 2(HPH2) ist ein Homolog vomrosophila polyhomeotic Es gehort
zusammen mit den andergiolyhomeotiéWirbeltier-Homologen HPH1, Mphl/2murine
polyhomeotic 1/2, erstmals 1997 und 1998 beschrieben, ebenfalls zu den transkriptionellen
Repressoren der Pc-Gruppe. Aul3er Mphl, das urspriinglich als ein durch das Morphogen
Retinséure induzierbares Protein entdeckt wurde und deshalb auch als rae-28 bezeichnet wird
[89], wurden alle vier ph-Homologe meist unabhangig voneinandé&wvaahybrid System als
Bmil/Xbmil (Maus/Xenopus)-Interaktionspartner entdeckt [90-92]. In diesem Kontext konnte
gezeigt werden, dal die Mitglieder dieser Polycomb-Gruppe wie Bmil/BMI1,
Mph1/2/HPH1/2, M33, Mpc2/Hpc2 (murine/humargolycomb Homologe) und dinG/
RING1B (Drosophildhumanes Homolog) direkih vivo miteinander interagieren. [90-96].

Dem RING-Finger-Motiv von Bmil wird dabei unterstellt, eine Art Gergsaffold fur eine
Proteinbindungsplattform zur Verfligung zu stellen [92].

Interessanterweise wurde bei geiyhomeotieHomologen, HPH1/2 und Mphl/2, ein neues,
C-terminales Smuenzmotiv mita-helikaler Struktur entdeckdas entweder als Homaile-



Domane Il [91], SEP-Doméne (fir das Vorkommen in Hefe-Sterilitats- v&wandten und
PcG-Proteinen) [90] oder SAM-Doméngefile apha notif) [97] bezeichnet wurde. Es
umfaldt circa 65-70 Aminosauren und ist, wie durch ihre verschiedenen Bezeichnungen
angedeutet, in weiteren eukaryotischen Genen vorhanden. Diese Domane ist bei den
polyhomeotieHomologen sowohl fir deren Dimerisierung notwendig als auch ein Teil der
Bmil-Interaktionsdoméane [90,91]. Ihr Vorkommen in den Hefe-Proteinen, byr2 und Stell,
beide gehdren zu den MEK-Kinasen, sowie in anderen Proteinen u.a. mit Pleckstrin-
Homologie undSrcHomologie, legen eine mdgliche Partizipation in Signaltransduktions-
wegen nahe [97]. Als weitere strukturelle Merkmale weiserpklielomologe gemeinsam ein
potentielles Zinkfinger-Motiv auf, eine Glutamin-reiche Region sowie eine weitere Homologie-
Doméne (28 Aminosauren), die besonders hoch konserviert ist und entsprechend auch in
Drosophilaph vorkommt [90,91].

Untersuchungen an Rae28/mphl-defizienten Mausen zeigten eine perinatale Letalitat,
Skeletttransformationen sowie multiple Entwicklungsdefekte in Augen, Nebenschilddriisen, Thymus,
Herz und Milz. Hox a-3, a-4, a-5, b-3, b-4 und d-4 wurden dabei als Zielgene identifiziert [77].

3.6.4 Mechanismus des PcG- silencings

Obwohl das PcGilencingein evolutionar hochkonservierter Mechanismus der Regulation der
Genexpression zu sein scheint, liegen die molekularen Details der Funktionsweise fast ganzlich
im Dunkeln. Fir den Mechanismus, wie die Etablierung der PcG-Komplexe an ihren Zielgenen
vor sich geht, existieren generell zwei Hypothesen: (A) das Rekrutierungsmodell und (B) das
Modell der kooperativen Zusammensetzung.

Im ersten Modell, analog zusilencingvon Hefe-Telomeren, werden die Zielgene durch ein
sequenzspezifisches DNA-Bindeprotein erkannt, welches dann im Anschluf3 einzelne oder
teilweise bereits assoziierte PcG-Proteine rekrutiert. Die Fahigkeit einzelner PcG-Proteine
einen funktionellen PcGiHencingKomplex zusammenzufiigen, sobald das jeweilige Protein
Uber eine DNA-Bindedoméne zur DNA gebracht wird, unterstitzt diese Hypothese [98]. Im
Gegensatz zu einigen trxG-Mitgliedern wurde (mit Ausnahme von Mell8indeisro an
bestimmte Oligonukleotide bindet; dre vivo-Signifikanz ist noch unklar [99]) bis vor kurzem

noch kein PcG-Protein in Maus oderosophila gefunden, das sequenzspezifisch und mit einer
angemessenen Affinitat an DNA bindet. Aufgrund dieser fehlenden Hinweise wurde in diesem
Modell davon ausgegangen, dal3 frihere Repressoramumatbackdie PcG-Komplexe zu den
Zielgenen rekrutieren. Das wirde gleichzeitig eine Erklarung dafur bieten, wiessil@atig

nur in solchen Zellen stattfindetie bereits in friheren Entwicklosohasen rprimiert



vorlagen. Mit dMi-2 wurde aul3erdem ddmosophilaProtein identifiziert, das als molekulares
Bindeglied zwischehunchbackRepression und PcG-Repression fungieren konnte [100].

Im zweiten Modell, dem Modell der kooperativen Zusammensetzung, wird angenommen, daf3 PcG-
Proteine schwache DNA-Bindeproteine seien, die an PREs mit niedriger Affinitat iber kooperative
Interaktionen untereinander zu einem stalsidancingKomplex zusammenfinden [72,73].
Allerdings untersttitzt die kirzliche Identifikation desosophila PcG-Proteinpleiohomeotic

(PHO), ein sequenzspezifisches DNA-Bindeprotein mit Homologie zum Sauger-
Transkriptionsfaktor Yin-Yang-1 (YY-1), das Modell, in dem PcG-Proteine ihre Zielgene tber
spezifische Sequenzen erkennen [101,102]. PHO registriert und bindet dabei an das DNA-
Motiv von YY-1. Die Mutation dieser Region iengrailedPRE hebt dessen Funktion auf,

was zeigt, dal? die Erkennung und Bindung dieser Stelle durch PHO notwendig fur die
Etablierung eines PcG-Komplexes ist [101]. Der Sequenzvergleich verschiedener PREs brachte
Ubereinstimmend damit ein konserviertes Sequenzmotiv zum Vorschein, das die YY-1-
Erkennungssequenz beinhaltet [103]. Auf3erdem konnten noch weitere konservierte Sequenzen
in anderen PREs gefunden werden [101]. Diese Elemente kénnten wiederum Ziele fir andere
sequenzspezifische DNA-Bindeproteine und/oder PcG-Proteine mit niedriger DNA-
Bindungsaffinitat darstellen, die dann mit dem PHO-Bindeelement (oder ihm analogen
Elementen) kooperieren, um einen stabilen PcG-abhangjigacingKomplex zu formen.

Eine neuere Publikation berichtet auf3erdem, dal’ rae-28, also murines Mphl, ebenfalls mit
signifikanter Affinitat an bestimmte Konsensus-Sequenzen bindet (5-ACCA-3CGCA-3',
5-CTATCA-3' und 5-TGCC-3"). Dies ware ein weiterer Anhaltspunkt, dal? sequenzspezifische
DNA-Bindeproteine, eventuell dipolyhomeoticHomologe, an ihren Zielgenen eine Art
dockingProtein fiir einen multimeren PcG-Protein-Komplex darstellen kénnten [104].

3.6.5 Phosphorylierung und Regulation von PcG-Proteinen

Neueste Ergebnisse berichten erstmalig von einem Zusammenhang zwischen Phosphorylierung
und Dissoziation von PcG-Komplexen vom Chromatin und préasentieren damit zum ersten Mal
eine Verbindung zwischen Phosphorylierung und PcG-Regulation [105]. Die PcG-Assoziation
und -Dissoziation ist dabei Zellzyklus-abh&ngig. Kurz vor der Mitose (beim Ubergang von S in
G2-Phase) nimmt das immunhistochemische BMI1-Signal signifikant ab und erscheint erst
nach der Mitose in der frihen G1-Phase wieder. Eine direkte Immunprézipitation von mit
Orthophosphat gekennzeichnetem BMI1 zeigte, dal3 BiWlI%ivo ein Phosphoprotein ist.
Hyperphosphoryliertes BMI1 aus Zellen, die in der M-Phase arrettiert wurden, migrierte in
Protein-Gelen lagsamer als BMI1 von Gl-arrettierten Zellen.gdbe alkaliner Phehatase



und die damit verbundene Dephosphorylierung liel3 BMI1 wieder genauso schnell laufen wie
BMI1 aus G1. Der Einsatz eines Phosphatase-Inhibitors hob die schnellere Migration
wiederum auf. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 der gro3te Anteil an
hypophosphoryliertem BMI1 (aus Gl-arretierten Zellen) Chromatin-gebundenen ist, wahrend
hyperphosphoryliertes BMI1 aus der M-Phase meist davon geldst vorlag. Interessanterweise
konnte durch eine Immunprézipitation mit BMI1-Antikdrpern auch Mph in denselben
Fraktionen wie BMI1 nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dal3 wenigstens einige PcG-
Protein-Protein-Interaktionen erhalten bleiben, wenn sich der PcG-Komplex in der G2/M-
Phase vom Chromatin Iost.

BMI1 liegt also ab der frihen G1-Phase als hypophosphoryliertes Protein vor, was dem
Zeitpunkt entspricht, wenn BMI1 immunhistochemisch wieder deutlich als Heterochromatin-
assoziiert zu erkennen ist. Diese Signale verschwinden nacke acervoDNA-Synthese in der
G2-Phase und kommen nach der Mitose erst wieder in der frihen G1-Phase zum Vorschein. In
genau diesem Zeitrahmen liegt BMI1 phosphoryliert und Uberwiegend vom Chromatin
dissoziiert vor. Diese Beobachtungen legen nahe, dal3 die Phosphorylierung vermutlich die
PcG-Komplex/Chromatin-Interaktion beenden kann.

Mit sensitiveren Nachweismethoden wurde noch eine limitierte Fraktion BMI1 als fein-
gepunktete Schicht auf Metaphasechromosomen gefunden. Diese geringe, aber biologisch
signifikante Menge eines transkriptionellen Repressors, der auch wahrend der Mitose noch an
den Chromosomen assoziiert vorliegt, konnte womdglich ausreichend sein, relevante Zielgene
fur die transkriptionelle Repression in den nachfolgenden Generationen epigenetisch zu
markieren.

Weitere Publikationen unterstiitzen die Bedeutung einer phosphorylierungsabhangigen PcG-
Protein/Chromatin-Interaktion. So wurde vor kurzem das Histon H3 als Zielprotein der
MAPKAP-Kinase RSK2 nach EGF-Aktivierung identifiziert [61], womit eine potentielle
Verbindung zwischen extrazellularen Signalen und Chromatin-Remodellierung hergestellt
ware. Dieses Ergebnis legt erstmals die Mdglichkeit nahe, dal? Proteinkinasen, wie RSK2 oder
auch 3pK bzw. MK2, oder Phosphatasen eine entscheidende Rolle im Kontext der PcG- und
trxG-abhangigen Regulation der Genexpression haben kénnten.



3.7  Der Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor E47

E47 gehdrt zu einer Ende der achtziger Jahre entdeckten Gruppe von DNA-bindenden
Proteinen, den sogenannten basischelix#loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren.

3.7.1 Die Familie der basischen Helix- Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren

Diese bHLH-Proteine sind regulatorische Faktoren, die, wenn sie in einem entsprechenden
Zelltyp exprimiert werden, die Expression einer Reihe von Genen induzieren, was wiederum in
einem gewebespezifischen Phanotyp resultiert. bHLH-Proteine sind entscheidend an der
Regulation vieler entwicklungsspezifischer Prozesse beteiligt. Diese Proteinfamilie ist
entwicklungsbiologisch hoch konserviert; sie ist in Hefe, Nematoderpsophila
melanogaster Xenopus laevisHuhn und Saugern zu finden. Die Proteine haben zwei
konservierte Regionen gemeinsam, welche es ihnen erlaubt, zum einen an die DNA zu binden
und zum anderen miteinander zu interagieren [106]. Fur die DNA-Bindung ist eine Region
verantwortlich, die hauptsachlich aus basischen Aminoséuren besteht. Die HLH-Doméne,
bestehend aus zwei amphipathischen Helices, ist sowohl fir die Dimerisierung als auch fur die
DNA-Bindung wichtig [106,107]. Klasse | DbHLH-Proteine (siehe unten) besitzen
typischerweise auch zwei separate Transaktivierungsdomanen im N-Terminus [108-110].

Die bHLH-Bindestellen, E-Boxen genannt, wurden urspringlich als Elementsrmino-
globulin heavy chain gene enhanggiE) identifiziert. Finf Konsensussequenzen (CAXXTG),
HE1-5 genannt, sind in diesem Enhancer prasent [111,112]. Im Enhancer des
Immunglobulingens der leichten KettgH) sind verwandte Stellen vorhanden, &iEl-3
genannt werden [113]. Die funktionelle Relevanz wurde durch Mutationsanalysen gezeigt:
wurden mehrere E-Box-Stellen im pé®mbiniert mutiert, konnte damit die transkritionelle
Aktivitat vollig geldscht werden113,114]. Die wichtigsten E-Box-Stellen sind die der E2-
Box-Klasse (GCAGXTGGI/T). Zwei dieser E2-Box-Stellen sind im yoehanden, pE2 und

HES5, eine auch imE, KE2 [111-113]. Diese E-Boxen finden sich aber auch in regulatorischen
Regionen anderer Gene wie dem von Insulin, Amylase I1A, Chemotrypsin (Pankreas-Gene)
und sind auch in die Kontrolle vieler muskelspezifischer Gene involviert, z.B. Malsdle
creatin-kinasg Myosin, Desmin, Acetylcholinrezeptor etc. [115].

3.7.2 Einteilung der bHLH-Proteine

bHLH-Proteine werden in mehrere Klassen unterteilt (Tabelle 1): die erste Klasse wird
ubiquitar exprimiert und kann sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden. Die Expression



der Klasse ll-Proteine ist auf biesinte Gewebe beschrankt. MyoD, Myogenin und Myf-5,
auch MEFs fiyogenic regulatory factoyggenannt, spielen z.B. eine zentrale Rolle bei der
Muskelentwicklung [116-119]. Klasse IlI-bHLH-Proteine beinhalten Myc-verwandte Proteine,
die alle in die Wachstumskontrolle der Zelle involviert sind [120]. Mad und Max (Klasse V)
wiederum interagieren mit Myc [121]. Die bHLH-Proteine von Klasse V besitzen keine DNA-
Binde-Doméne [122-124]. Sie heterodimerisieren mit anderen bHLH-Proteinen, womit sie
deren Homo-/Heterodimerisierung unterbinden und eine entsprechende DNA-Bindung
verhindern. Die sechste Klasse ist durch das Vorhandensein eines Prolins in ihrer basischen
Region gekennzeichnet [125,126].

Klasse | (E-Proteine): Klasse II: Klasse Il

E12 MyoD TFE-3

E47 Myogenin TF-EB

E2-2 Myf-5 Myc

HEB AS-C (achaete-scute)

daughterless

Klasse IV: Klasse V: Klasse VI:

Max Id Hairy

Mad Emc (extramacrochaetae) Enhancer of split

Tabelle 1: Unterteilung der Helix-Loop-Helix-Proteine [ 115].

3.7.3 Funktionen von E-Proteinen

E47 und andere E-Proteine wurden urspringlich in B-Zellen als Immunglobulin-Enhancer-
bindende Transkriptionsfaktoren identifiziert, wo sie als Homodimere binden. Sie werden aber
auch in vielen Nicht-B-Zellen als ubiquitar exprimierte Proteine gefunden. In T-Zellen bilden
E2A-Proteine zusammen mit HEB Heterodimere [115]. In anderen NichtiiBitebilden sie

mit gewebespezifischen Klasse lI-Proteinen Heterodimere und sind so an der Expression vieler
gewebespezifischer Gene wie auch an Zelldeterminierung und -differenzierung beteiligt. Mit
muskelspezifischen MEF-bHLH-Proteinen z.B. regulieren E-Proteine Uber die Aktivierung
entsprechender Gene die Muskeldifferenzierung. Dessophila Klasse | bHLH-Protein
daughterlessist zusammen mitAchaete-scute T4an der Sexdeterminierung und der
Neurogenese vorDrosophila beteiligt [L127,128]. Die essentielle Rolle fir E2A in der
Generierung von B- aber auch T-Zellen wurde durch die Erzeugung von E2A-defizienten
Méausen entdeckt. In ihnen unterbleibt die B-Zell-Entwicklung komplett [129,130]. Aul3erdem
zeigen diese Mause schwere Defekte in der T-Zell-Reifung [131].

E-Proteine weisen im Zusammenhang mit Chromosomentranslokagéionstarkes onkogenes
Potential auf. E12 und E47 sind in zwei padiatrischen, lymphoblastischen Leukamien



transloziert, wobei die HLH-Domane durch eine fremde DNA-Bindedomane ersetzt ist
[132,133]. In der akuten lymphoblastischen Leukadmie in Pro-B-Zellen wird die HLH-Domé&ne
gegen eine von HLF-abstammende DNA-Bindedoméne ausgetauscht [134]; in einer anderen
Leukamieart wiederum wird die HLH-Domane durch eine Homeobox-Doméne von pbx
substituiert, wodurch ein Nicht-Aktivator in einen starken transkriptionellen Aktivator
verwandelt wird [135]. Weiterhin sind auch an T-Zell-Leukdmien involvierte Onkogene
bekannt, die HLH-Domanen besitzen (lyl-1 und SCL) [136]. bHLH-Proteine sind also sowohl
in zellularer Differenzierung als auch an der Wachstumskontrolle beteiligt.

3.7.4 Mechanismen fir die biologische Spezifitat von bHLH-Proteinen

Ein Paradox im Verstandnis der Funktion von bHLH-Proteinen ist das Vorhandensein der
Erkennungssequenzen in einer ganzen Reihe von Promotoren und Enhancern, welche
gewebespezifische Gene regulieren [137]. E47-Homodimere bindeitro, wahrscheinlich
auchin vivo an E-Boxen des MCK- und Insulin-Enhancers, trotzdem wird keiner dieser
Enhancer in B-Zellen aktiviert [115]. Wie wird also die vorhandene grof3e biologische
Spezifitat der bHLH-Protein-Bindung erzielt? In einigen Féllen bestimmen E-Box-flankierende
Sequenzen, welche bHLH-Proteine binden und welche nicht. Ein Thymidin auf3erhalb des E-
Box-Kernmotivs verhindert z.B. das Binden von Myc, nicht aber von Max [138]. Dennoch
sind flankierende Regionen um E-Boxen nicht die komplette Erklarung fir die biologische
Spezifitat von bHLH-Proteinen [115]. ETS-Proteine, die benachbart von E-Box-Motiven in
Immunglobulin-Enhancern binden, nicht aber in muskelspezifischen Enhancern, waren in der
Lage, synergistisch mit E12 und E47 die Transkription zu aktivieren [139,140]. Eine &hnliche
kombinierte Kontrolle in B-Zellen wurde bei der Aktivierung des Insulin-Gens durch ein E-
Protein (pan-1, das E47-Homolog der Ratte) und ein Homeobox-Protein, LIM, gefunden
[141]. Auch inDrosophilawurde demonstriert, daf3 bHLH-Proteirteiét bzw. achaete-scute

T4) kooperativ mit einer anderen Klasse von Transaktivatalersgl aus der Familie deel-
Genfamilie) an DNA binden 142]. Die Kombination von entwicklungsspezifischen
Regulatoren, die kooperativ an DNA binden, kdnnte also einen generellen Mechanismus fur
gewebe- und entwicklungsspezifische Genexpression darstellen. Der geringe Aktionsradius der
Interaktionen zwischen Familien von DNA-bindenden Proteinen kodnnte sehr gut die
biologische Spezifitat von relativ unspezifischen DNA-bindenden Proteinen erklaren [115].
Auch die Partnerwahl reprasentiert einen wichtigen molekularen Mechanismus fir die
Kontrolle der gewebespezifischen Genexpression [143] und tragt damit wiederum zur
biologischen $ezifitat von bHLH-Proteinen bei. Z.B. fgeren Klasse V bHLH-Proteine wie



die Id-Proteineifihibitor of dfferentiation/DNA-binding durch ihre Kooperation als negative
Regulatoren von E-Proteinen.

3.7.5 Die Rolle der Phosphorylierung in der Kontrolle von bHLH-Proteinen

Ein generell wichtiger Mechanismus, durch den die Aktivitditen einer ganzen Reihe von
Transkriptionsfaktoren reguliert werden, ist die Phosphorylierung [144]. Das gilt auch fur
bHLH-Transkriptionsfaktoren, von deren Regulation durch dieses posttranslationale Ereignis
in Hinsicht auf gewebespezifische Genexpression und Zelldifferenzierung bereits Ofters
berichtet wurde.

Die Dimerisierung von Myogenin mit E2A-Produkten verstarkt z.B. die Phosphorylierung von
Myogenin, wobei die transkriptionelle Aktivitdét von Myogenin reduziert wird, was darauf
hindeutet, dall die Phosphorylierung dieses bHLH-Proteins sich negativ auf die
muskelspezifische Genexpression auswirkt [145]. Phosphorylierung inhibiert auf3erdem die
DNA-Bindung von MyoD-Homodimeren, nicht aber von MyoD-E12-Heterodimeren, was
wiederum die Kompetition um Bindestellen durch Homodimere verhindert [146] und somit
entscheidend zur biologische Spezifitdt von bHLH-Proteinen beitragt. Erhdhte Anteile von
cAMP sowie die Uberexpression von PKA reprimieren die transkriptionelle Aktivierung von
muskelspezifischen Genen durch die Phosphorylierung von Myf-5 und MyoD und unterbinden
dadurch die myogene Differenzierung. Phosphorylierung durchiRK#aro hat aber in diesem

Fall keinen Effekt auf die DNA-Bindung von Myf-5 oder MyoD, was wiederum darauf hin
deutet, dal3 die durch PKA erzielte Inhibierung auf einer posttranslationalen Ebene stattfindet
und wahrscheinlich den der DNA-Bindung folgenden Transaktivierungsprozeld beeinfluf3t
[147]. Johnsoret al. demonstrierten, daR die Uberexpression von Ceais¢in kinasedie
transkriptionelle Aktivitdt von MRF4 und Myolh vivo vergrofRerte, unabhéngig von deren
Phosphorylierung, allerdings wurde dabei deren Partner E47 durch die Phosphorylierung
beeinflusst [143].

3.7.6 Die Rolle der Phosphorylierung in der Kontrolle von E47

Ein direkter Effekt einer E47-Phosphorylierung wurde auch von Sbah entdeckt [148]:

zwei Serine (Ser514/529) in der sauren Doméane, N-terminal zum HLH-Motiv, lagen in einer
Reihe von Nicht-B-Zellen in phosphoryliertem Zustand vor, in B-Zellen dagegen waren sie
nicht phosphoryliert [148,149]. Es wurde weiterhin gezeigt, dal3 die Phosphorylierung dieser
Aminosaurenn vitro die DNA-Bindung von Homodimeren einer E47-Deletionsmutante, E47
(A1-491) (kurzAEA47), verhindern konnte, wahrend Heterodimere, wie A BE47:MyoD,



immer noch binden konnten. Das spricht fir einen Mechanismus, bei dem eine negative Ladung
in der Nahe der DNA-Bindedoméne den Kontakt von Homodimeren mit der DNA schwéchen
konnte [148]. Dies verdeutlicht, wie eine Phosphorylierung zur biologischen Spezifitat von
bHLH-Proteinen beitragen konnte. Diese Gruppe postuliert ein Modell, in dem eine
Hypophosphorylierung die Voraussetzung fur die Aktivitat von E47-Homodimeren in B-Zellen
darstellt und damit fur die Differenzierung einer lymphoiden Vorlauferzelle in eine solche
Zellinie verantwortlich ist, wohingegen in Nicht-B-Zellen die spezifische Aktivitat von E47
inaktiviert wird, indem die DNA-Bindung von E47-Homodimeren durch diese
posttranslationale Modifikation verhindert wird [148].

E47 weist mit allen Serin-, Threonin- und Tyrosinseitenketten Uber 100 potentielle
Phosphorylierungsstellen auf und ist ferner dafiir bekannt, sowohl in B-Zellen als auch in
Nicht-B-Zellen phosphoryliert zu sein [149]. Phosphoaminosaure-AnalysehBE#i zeigten

eine ausschlieBliche Phosphorylierung von Serin [148]. Allerdings sind die dafur
verantwortlichen Kinasen weitgehend unbekannt. Sleanal. fanden, dal3 Ser514 von
aufgereinigter CKIl bzw. Ser529 von PKiA vitro phosphoryliert werden konnte. Um die
DNA-Bindung von AE47-Dimeren zu verhindern, war die Phosphorylierung durch beide
Kinasen notwendig [148], wohingegen Johnszinal. zeigten, daf3 CKIl allein ausreichte
[143]. Diese Gruppe konnte weiterhin zeigen, daR die Uberexpression deinCKvio zu

einer dramatischen Reduktion der E47-Homodimer-abhangigen Transkription fihrt und CKII
damit als ein positiver Regulator der Myogenese anzusehen ist, indem sie durch
Phosphorylieren das Binden von E-Protein-Homodimeren an regulatorische Elemente von
muskelspezifischen Genen verhindert [143].



4 PROBLEMSTELLUNG

Das Verstehen der molekularen Zusammenhénge der Signaliibermittlung von extrazellularen
Signalen bis zu deren Beantwortung im Zellkern erfordert die ldentifizierung und Aufklarung
eines komplexen Signaltransduktionsprozesses und der daréigtbatBroteine.

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation neuer Zusammenhange und Signalwege der MAPK-
aktivierten Proteinkinase 3pK zu anderen Proteinen zu finden und diese zu charakterisieren.

MAP-Kinasen sind als wichtige Signalmediatoren in der intrazellularen Kommunikation
bekannt. Unter anderem vermitteln sie Signale an Mitglieder der MAPKAP-Kinasen, einer
relativ neu entdeckten und stetig wachsenden Proteinfamilie. Die biologischen Funktionen
dieser Proteine sind noch grof3tenteils unbekannt. Die physiologische Rolle der 1996 erstmals
beschrieben MAPKAP-Kinase 3pK [1] sollte deshalb in dieser Arbeit untersucht werden. Die
bisherigen Erkenntnisse Uber diese Serin/Threonin-Kinase umfassen hauptsachlich die Analyse
ihrer Aktivierung durch extrazellulare Signale und deren Weiterleitung Gber MAP-
Kinasekaskaden. Dabei wurde interessanterweise festgestellt, da3 die Kinase sowohl von
mitogenen Faktoren als auch von Strel3-induzierenden Agenzien uber alle drei MAP-
Kinasekaskaden aktiviert werden konnte [31]. 3pK ist in dieser Hinsicht auf3ergewohnlich und
konnte damit einen Integrationspunkt von mitogenen und Stref3-induzierten Signalen
darstellen. Aufgrund dieser Besonderheit war die Aufklarung der biologischen Rolle von 3pK,
die zu Beginn dieser Arbeit noch véllig unbekannt war, um so wichtiger. Mit der Identifikation
neuer Interaktionspartner, die mit Hilfe deso-hybridSystems zu finden waren, sollten
Hinweise und Aufschliisse auf die physiologische Funktion von 3pK gewonnen werden.
Parallel soliten diese neuen Erkenntnisse auf MK2, ein Homolog von 3pK, Ubertragen und
somit verglichen werden.



5 MATERIAL

5.1 Arbeitsmaterial

5.1.1 Chemikalien

Artikel

[y->P]dATP

Aceton

Acrylamid (30 %)

Adenin
Adenosin-5"-triphosphat (ATP)
Agarose, ultra pure
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Pepton
Bacto-Trypton

BES

Bisacryamid (0,8 %)
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Chloroform

Circlegrow

Cycloheximid

D (+)-Glucose-Monohydrat
Desoxycholat
Dextransulfat
Dichlormethan (DCM)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
D-Luciferin (freie Saure)
DNA-Langenstandardmarker
dNTP

Dulbeccos Modified Eagle Medium Gibco-BRL

EDTA

EGTA

Eisessig

Essigsaure
Essigséureanhydrid
Ethanol
Ethidiumbromid
Fettfreie Trockenmilch
Fotales Kalber-Serum
Glutathion
Glutathion-Sepharose
Glycerol
B-Glycerophosphat
Glycin

Harnstoff
Hefe-Extrakt

Hefe-Stickstoff ohne Aminosauren

HFPFS

Firma
Amersham
Merck
Sigma
Sigma
Boehringer
Gibco-BRL
Merck
Fluka
Sigma
Roth
Difco
Difco
Gibco-BRL
Sigma
Amersham
Biorad
Sigma
Sigma
Merck
Dianova
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Riedel-de Haen
Sigma
Sigma
Applichem
Sigma
MBI

Sigma
Sigma
Sigma
Applichem
Merck
Roth
Gibco-BRL
Nestlé
Gibco-BRL
Roth
Pharmacia
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Gibco-BRL
Difco

Rnth

Artikel

Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Lachssperma-DNA
L-Arginin
Leupeptin
L-Glamin
L-Histidin
L-Isoleucin
Lithiumacetat
Lithiumchlorid
L-Leucin
L-Lysin
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Threonin
L-Tryptophan
Magnesiumchlorid
IPTG
PMSF
Magnesiumsulfat
Manganchlorid
[B-Mercaptoethanol
Methanol
Methyl-Methansulfonat (MMS)
N, N"-Methylenbisacrylamid
N,N-Dimethylformamid
Natriumacetat
Natriumarsenit
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat (DOC)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natrium-Lauroylsarcosin (SLS)
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
Nitrocellulose
Nonidet P40 (NP40)
ONPG
PBS
Pefabloc
Penicillin/Streptomycin

Phenol:Chloroform:Isoamylalkoh.

Piperidin
Pipes

Plelironic

Firma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco-BRL
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Fluka
Merck
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Schleicher&Schull
Boehringer
Applichem
Gibco-BRL
Roth
Gibco-BRL
AppliChem
Fluka
Sigma
GihdaRI



Artikel Firma Artikel Firma
Polyethylenglykol 4000 Roth Streptomycin Sigma
Ponceau S Sigma TEMED Sigma
Propidiumiodid Sigma TPA Sigma
Protein A-Agarose Boehringer Trichloressigsaure Sigma
Protein A-Peroxidase Amersham Tris Base Sigma
Protein-LAngenmarker (SDS-7B) Sigma Triton X-100 Sigma
rauchende Salzsaure Merck Trypanblau Sigma
Rontgenfilme Amersham Tyrosin Sigma
Roti-Block Roth Tyrpsin-EDTA Gibco
Saccharose Merck Uracil Sigma
SDS ultra pure Roth Wiatman 3MM Papier Schleicher&Schull
Select Agar Gibco-BRL X-Gal Roth
Sorbitol Sigma Xylencyanol Merck
5.1.2 Enzyme

Calf Intestine Phosphatase (CIP)
DNA Polymerase | (Klenow-Fragment)
Restriktionsenzyme

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs
MBI,
Roche
Eurogentech
New England Biolabs
New England Biolabs

Proteinase K Sigma
DNase | Sigma
RNase A Roche
Tag-Polymerase Roche

5.1.3 Antikorper
Antikbrper/Antiseren Antigen Referenz/Herkunft
Anti-3pK (2362) 3pK (rekombinant) MSZ, Wirzburg
12CA5 Hamagglutinin (HA)-Epitop MSZ, Wirzburg
anti-GST02 Glutathion-S-Transferase MSZ, Wirzburg
anti-E47 humanes E47 Santa Cruz (sc-763x)
Protein-A gekoppelte Peroxidase Roche
Protein-A gekoppelte Agarose-Kiigelchen Roche

5.1.4 Bakteriell exprimierte und gereinigte Proteine
3pK wt; 3pK K73M; 3pK TT201/313EE MSZ Wiirzburg
GST MSZ Wiirzburg
GST-E47 diese Arbeit

5.1.5 Reagenziensatze (Kits)
ECL Western blotting detection reagents Amersham
QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen
QIAGEN Plasmid Kit (Midi, Maxi) Qiagen
Quick Chang®” Site Directed Mutagenesis Kit Stratagene

5.1.6 cDNA-Bibliotheken und Plasmide



humaneHerz-dNA-BIbliothek in pGAD10
humane Jurkat-T-Zell-Bibliothek in pGAD10
pPCH

pPCH-3pK wt

pPCH-3pK T313E

pPCH-3pK TT201/313EE
pPCH-3pK K73M

pPCH-3pK Nco-

pPCH-SAPK3

pPCH-ERK

pACT2

pACT2-3pK wt

pAS2.1

pAS2.1-3pK wt

pAS2.1-3pK K73M
pAS2.1-3pK TT201/313EE
pAS2.1-3pK T313E
pAS2.1-3pK (Kinasedomé&ne)
pAS2.1-3K (nt A851-Ende)
pAS2.1-3K (nt A1-851)
pAS2.1-3pK (Ncol+)
pPAS2.1-mu3pK

pAS2.1-MK2

pGAD10-HPH2 (C-209 aa)
pGAD10-HPH2 (C-198 aa)
pGAD10-HPH2 (C-145 aa)
pGAD10-HPH2 (C-73 aa)
pGAD10-HPH2 (C-443 aa)
pGAD10-HPH2 (C-298 aa)
pGAD10-E47 fl

pGAD10-E47 (1-484 aa)
pGAD10-E47 (1-372 aa)
pGAD10-E47 (1-137 aa)
pGAD10-E47 A18-229 aa)
pGAD10-E47 (372-651 aa)
pGAD10-E47 (494-651 aa)
pGAD GH-P88rIPK (1-488 aa)
pGAD10-P88

pBS KS

pBS KS-HPH1 (1-695 aa)
pBS KS-HPHL1 (660-1013 aa)
pBS KS-Xbmil

pBS KS-mu3pK

pBS KS-mu3pK K75M

pBS KS-mu3pK T203E

pBS KS-mu3pK TT203/315EE
pPGEX-KG

pGEX 4T-1, 2, 3 (drei Leserahmen)
PGEX 4T2-mu3pK

PGEX 4T2-mu3pK

pPGEX 4T2-mu3pK TT203/315EE
pPGEX 4T2-mu3pK K75M
pGEX 4T2-HPH2 (C-73 aa)
pPGEX 4T3-HPH2 (C-443 aa)
pGEX 4T1-bmil (murin)
pGEX 4T1-E47

Clonted
T. Wirth, MSZ Wurzburg
Carsten Hagemann, MSZ, Wiirzburg
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Clontech
diese Arbeit
Clontech
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Ludmilla Wixler, MSZ Wrzburg
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
A. Grol3e-Wilde, MSZ Wiirzburg
M. Galealdas, USA
Oliver Hauss, MSZ Wiirzburg
MSZ Wirzburg
A. Otte, Amsterdam
A. Otte, Amsterdam
A. Otte, Amsterdam
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Pharmacia
Pharmacia
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit



PGEX4T2-PTRF
pRSET-His-Ptrf (murin)
pGEX 4T2-DMPK

pGEX 4T2-PRA1

pGEX 4T2-EPS15R

pGEX 4T3-P88rIPK

pPGEX 4T2-P88rIPK (239-762 aa)
pGEX 4T2-Dynamitin

pPEBG

pPEBG-3pK

pEBG-3pK K73M

PEBG-3K AC
pEBG-TT201/313EE
pPEBG-3pK (Ncol+)
pPEBG-3pK (Ncol-)
PEBG-mu3pK

pPEBG-mu3pK K75M
pEBG-MK2

pPEBG-HPH2 (C-73 aa)
pPEBG-HPH2 (C-209 aa)
pPEBG-HPH2 (C-443 aa)
pEBG-E47

pEBG-PTRF

pEBG-DMPK

pEBG-PRA1

pEBG-EPS15R
pPEBG-P88rIPK (239-762 aa)
pEBG-P88rIPK fl
pPEBG-Dynamitin
pEBG-Mph1 (fl)
PEBG-SAPK3

pkRSPA, psRSPA
pkRSPA-3pK wt
pkRSPA-3pK K73M
pkRSPA-3pK TT201/313EE
pcDNA3

pcDNA3 HAL, 2, 3 (drei Leserahmen)
pcDNA3 HA1-3pK wt
pcDNA3 HA1-3pK K73M
pcDNA3 HA1-3pK TT201/313EE
pcDNA3-3pK (N-19 aa)
pcDNA3-3pK (C-19 aa)
pcDNA3 HA1 MK2
PcDNA3-3pK wt
pPcDNA3-HA1-mu3pK wt
pcDNA3-HA1-mu3pK TT203/315EE
pcDNA3-HA1-mu3pK K75M
pMT-HA-bmil

pRSVH-Gal

ppuro GAL4 DB wt

ppuro GAL4 DB-bmil (murin)
ppuro GAL4 DB-mPc2 (murin)
ppuro GAL4 DB-M33 (murin)
ppuro GAL4 DB-3pK

pGL3

pGL3-4xE-Box

deseArbeat
I. GrummDKFZ Heidelberg
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Oliver Hauss, MSZ Wiirzburg
diese Arbeit
diese Arbeit
MSZ Wirzburg
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
M. van Lohuizen, Amsterdam
J. Kyriakis, Charlestown
D. Derse, Frederick, USA
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
Invitrogen
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
M. van Lohuizen, Amsterdam
T. Wirth, Wirzburg
M. van Lohuizen, Amsterdam
M. van Lohuizen, Amsterdam
M. van Lohuizen, Amsterdam
M. van Lohuizen, Amsterdam
Bruce Jordan, MSZ Wirzburg
Promega, Madison (pGL3 Basic vector)
diese Arbeit
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5.1.8

Zellinien, Hefestamme und Bakterienstamme

Zellinien:

HEK293 humane embryonale Nierenzellinie, transformiert mit Adenovirus; MSZ
Wirzburg

COs7 African green monkeyCercopithecus aethiops-Fibroblasten-ahnliche

Nierenzellinie, etabliert aus CV-1 Zellen (ATCC CCL 70), die mit einem
origin-defekten Mutanten von SV40 (kodiert das wild-typ T-Antigen)
transformiert wurden; MSZ Wirzburg

U20S/GAL4 TK luc: humane Osteosarkom-Zellinie, stabil transfiziert mit einem TK-
Promotor/Luciferase-Reporter-Konstrukt und fiinf GAL4-Bindestellen
vor dem TK-Promotor [96]; M. van Lohuizen, Amsterdam

Hefestamme:
Y190, CG-1945 Clontech

Bakterienstamme:

DH5a Bethesda Res. Lab. (BRL)

BL21 Stratagene

Gerate

Brutschrénke, Inkubatoren Heraeus

Elektrophoresekammern G. Tietsch, Werkstatt MSZ

Geltrockner Biorad

Eppendorf Minizentrifugen 5417C, R Eppendorf

Megazentrifugen: Megafuge 1.0R Heraeus
Sovall Zentrifuge RC5B DuPont

Spektral-Photometer Jouan

Thermocycler, GeneAmp PCR System Perkin Elmer

Microlumat EG&G Berthold

Vortex-Gerat Scientific Industry



6 METHODEN

Soweit nicht anders vermerkt, sind die nachfolgend aufgefihrten Methoden in Anlehnung an
die beschriebenen Protokolle von Sambrebél. [150] durchgefiihrt worden.

6.1 Arbeiten mit Bakterien

Ubernachtkulturen: 3 ml ampicilinhaltiges LB-Medium ((10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g
NaCl in 1 | ddHO) oder Circlegrow (40 g/l ddHO), autoklaviert, danach 100 pg/ml
Ampicillin zugefugt) werden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C
geschuttelt (nicht geruhrt).

Glycerindauerkulturen: 0,6 ml Bakteriensuspension werden mit 300 pl 80% Glycerin
versetzt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

Herstellung kompetenter Bakterien E.coli DH5a und E.coli BL21: 5 ml einer
Ubernachtkultur werden mit LB-Medium 1:100 verdiinnt und bei 37°C solange geschiittelt, bis
eine OD bei 550nm von 0,5 erreicht ist. Nach 30 Min. Abkuhlung auf Eis werden die Zellen fir
10 Min. in sterilen Plastikbechern bei 2.500 rpm und 4°C im vorgekuhlten JA14-Rotor
abzentrifugiert. Das Pellet wird in 40 ml eiskaltem, sterilem 0,1 M La@enommen, 15

Min. auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert. Die Zellen werden dann in 15 ml eiskaltem
0,1 M CaCl resuspendiert und bleiben 15 Min. auf Eis stehen. Schlief3lich wird die Suspension
mit 2,5 ml eiskaltem Glycerin versetzt und in 200 pl Aliquots in Mikroreaktionsgefaf3en in
flissigem Stickstoff eingefroren. Fir die so bei -70°C lagerbaren kompetenten Bakterien
bestimmt man die Transformationsrate mit verschiedenen Konzen-trationen an Plasmid-DNA.
Sie sollte bei ca. Taransformierten Kolonien pro pg DNA liegen.

Transformation von Bakterien: Die bei -70°C gelagerten kompetenten Bakterien a3t man
langsam auf Eis auftauen und mischt dann vorsichtig je 100 pl Zellen mit 10 pl Ligationsansatz
oder einer entsprechenden Menge Plasmid-DNA. Nach 30 Min. Inkubation auf Eis und
anschlieBendem 90 sekiindigem Schock bei 42°C wird 1 ml LB-Medium (s.0.) zugegeben und
1 h bei 37°C geschittelt. 200 ul der Bakteriensuspension werden auilliaimgdigen LB-
Agarplatten (1,4 % Agar-Agar in LB-Medium, dem nach Autoklavieren und anschlieRendem
Abkuhlen bei 56°C 100 pg/ml Ampliar zugesetzt wurde) ausgestrichen und tGber Nacht bei
37°C inkubiert. Die entstehenden Kolonien sind mit einem Plasmid, das das Ampicillin-
Resistenzgen enthalt, transformiert worden.

6.2  Arbeiten mit DNA

6.2.1 Bestimmung der DNA-Konzentration

Bestimmt man die optische Dichte (OD) einer verdiinnten DNA-LOsung@fim, so kann
daraus die Konzentration errechnet werden. Eine optische Dichte von 1 entspricht bei
doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei einzelstrangiger DNA von 40

pg/ml.



6.2.2 Konstruktion von Vektoren

Analyse von Nukleinsauren auf Agarose-Gelen (Agarose-GelelektorphoresePNA-
Fragmente kdnnen je nach ihrer GroRe auf 0,7 - 2,5 %-igen Agarose-Gelen voneinander
getrennt werden. Durch kurzes Aufkochen in 1XTAE (40 mM Tris-HCI, 40 mM Eisessig, 2
mM EDTA; pH 7,8) wird die Agarose geltst, nach leichter Abkihlung mit 1 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt, in ein Gelbett gegossen und ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt.
Nachdem die DNA mit 1/10 Vol. Probenpuffer (40% (w/v) Saccharose, 0,25 %
Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol) versetzt wurde, erfolgt die Elektrophorese bei einer
konstanten Spannung von 20 - 120 V mit 1XTAE als Laufpuffer. Als DNA-La4ngenmarker
wurde 100 ng 1-kb DNA-Langenstandard mit aufgetragen. Bei UV-Bestrahlung wird die DNA
aufgrund des eingelagerten Ethidiumbromids sichtbar und kann fotografiert werden.

Reinigung und Féllung von DNA: Zur Reinigung einer DNA-LOsung von Proteinen wird
diese mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschuttelt.
Die Phasentrennung erfolgt durch 10 Min. Zentrifugation bei 14.000 rpm in einer
Mikrozentrifuge. Die obere, wassrige Phase wird mit 2,5 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. 3M
Natriumacetat (pH 4,9) versetzt, 10 Min. auf Trockeneis geféllt und anschlie3end bei 4°C 15
Min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird zuerst mit 1 ml 96% Ethanol, dann
mit der gleichen Menge 70% Ethanol gewaschen und schlie3lich getrocknet. Die DNA wird in
10 mM Tris-HCI (pH 8) aufgenommen.

Restriktionsverdau: Fur die Spaltung von 1 pg DNA verwendet man in der Regel eine
Einheit einer (oder mehrerer) Restriktionsendonuklease(n) (eine Einheit eines
Restriktionsenzyms ist die Aktivitat, die 1pg DNA in 1 h spaltet). Mit dem entsprechenden
10xRestriktionspuffer und ddi® wird das Volumen des Ansatzes so eingestellt, dal3 die
Enzymmenge nicht mehr als 1/10 des Gesamtansatzes ausmacht. Grund hierfur ist, daf3 die
Enzymlésung Glycerin enthalt, das in zu hoher Konzentration hemmend auf die Reaktion
wirken konnte. Der Ansatz wird ein- bis zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

Zur Trennung der einzelnen DNA-Fragmente wird der Restriktionsansatz
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschten Fragmente aus dem Gel mit einem
Skalpell ausgeschnitten.

Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe der PCR: Mit Hilfe der PCR polymerase

chain reaction konnen selektiv bestimnmte DNA-Sequenzen vervielfaltigt werden. Diese
Technik basiert darauf, daf3 sich DNA-Doppelstrange bei Erhitzen trennen und durch eine
hitzestabile DNA-Polymerase in der Gegenwart komplementarer Primer verdoppelt werden
konnen. Wird dieser Prozel3 mehrfach wiederholt, steigt die Anzahl der Kopien exponentiell
an. Auf diese Weise kann eine bestimmte Zielsequenz in nur wenigen Zyklen stark amplifiziert
werden. Die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase wurde urspriinglich aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticussoliert. Fur jeden Strang der Doppelhelix werden Primer
benotigt, die die Zielsequenz einrahmen. Weitere Schnittstellen, um z.B. ein DNA-Fragment in
einen anderen Vektor umklonieren zu kénnen, kdnnen durch zusatzliche, der Ziel-DNA nicht
homologe Basenpaare an den Primerenden geschaffen werden.

Fir die Reaktion wurden pro Ansatz [i010x Reaktionspuffer der Polymerase, 6 pl MgCl

(25 mM-Stock), sofern es nicht bereits im Puffer enthalten wat,dNTP (10 mM-Stock),
jeweils 5pl der beiden Primer (1@M-Stock), 70,5ul (bzw. 76,5 pl) Aqua bidest., il DNA

(50 rg) und 0,5ul Tag-Polymerase eigesetzt. Die Ziel-DNA wurde bei einer Tparatur von



94°C fur 60 Sekunden in der PCR-Maschine denaturiert. Wenn die Temperatur fir 60
Sekunden auf 65-55°C sinkt, lagern sich die Primer an homologe Sequenzen der Einzelstrang-
DNA an (dieseannealingTemperatur richtet sich nach der niedrigsten Schmelztemperatur der
beiden Primer und sollte 2-5°C unterhalb dieser liegen). Bei einer Temperatur von 72°C findet
die Elongation durch die Tag-Polymerase statt, wobei sich die Elongationszeit nach der Gréle
des zu amplifizierenden Fragmentes richtet und ca. 1 Minute pro kb DNA betragen solite.
Dieser Zyklus wurde 35 mal wiederholt.

5 ul der amplifizierten DNA wurde zur Kontrolle der PCR miulZDNA-Probenpuffer und 3

ul Aqua bidest. vermischt und je nach entstandener Fragmentgrdf3e auf ein entsprechend
prozentiges Agarosegel aufgetragen. Sofern die PCR ein Fragment der richtigen Grol3e
amplifiziert hatte, wurde der restliche Ansatz mit Hilfe des PCR-Purification-Kits dem
Herstellerprotokoll folgend aufgereinigt und die DNA in 50 pl Agua bidest. (pH 8,5)
aufgenommen.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus AgarosegelenDie DNA-Fragmente kénnen mittels
Silikagel-Partikeln aus Agarosegelen isoliert werden. Entsprechend der Beschreibung des
Qiaex Il Protokolls werden die Agarosestiicke in einem Mikroreaktionsgefal? mit drei Volumen
Puffer QX1 10 Min. bei 50°C inkubiert. Hohe Salzkonzentrationen sorgen dabei sowohl fur die
Auflosung der Agarose-Polymere als auch fur die Dissoziation DNA-bindender Proteine von
dem DNA-Fragment. Gleichzeitig absorbieren die dem Puffer zugesetzten Silikagel-Partikel die
DNA-Molekile. Durch 30 Sek. Zentrifugation in einer Tischzentrifuge konnen diese Sikikagel-
Partikel gesammelt werden. Waschen mit dem Puffer PE, der 70% Ethanol enthalt, entfernt
anschlieend Salzverunreinigungen. Nach dem Trocknen der Partikel kann die DNA mit
ddH,O durch 5 Min. Inkubation bei 50°C eluiert werden.

Dephosphorylierung von DNA 5°-Enden: Die Phosphatgruppe am 5 Ende gespaltener
DNA-Molekile kann mit Calf-Intestine-Phosphatase (CIP) entfernt werden, um bei einer
Ligationsreaktion den Ringschlul® des Vektors zu verhindern. Dazu werden 2,5 pg DNA in 1x
CIP-Puffer und 1 pl CIP 30 Min. bei 37°C mit behandelt. Durch Zugabe von 5 mM EDTA und
15 Min. Inkubation bei 65°C wird das Enzym inaktiviert, und die DNA kann nach
Phenolextraktion und Ethanolprézipitation direkt im Ligationsansatz eingesetzt werden.

Ligation: Bei Ligation vonsticky-DNA-Enden wird ein 3-fach molarer UberschuR, tieint-
end-Ligationen ein 10-fach molarer Uberschuf von Insert zu Vektor verwendet. 100 ng DNA
wird mit 10 Einheiten T4-DNA-Ligase versetzt und in 1x Ligationspuffer in einem Volumen
von 20 pl tber Nacht bei 16°C inkubiert und dann in kompetente Bakterien transformiert.

6.2.3 Isolation von Plasmid-DNA (Mini-Praparation)

Die Bakterien von 1 ml Ubernachtkultur werden durch 20 Sek. Zentrifugation in einer
Minifuge bei 14.000 rpm sedimentiert. Das Pellet wird mit 100 pl Puffer | (50 mM Tris-HCI,
10 mM EDTA, 10 pg/ml RNase A; pH 8) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Puffer Il
(200 mM NaOH, 1% SDS) werden die Bakterien 5 Min. bei RT lysiert. Danach werden 100
pl Puffer 11l (3M Kaliumacetat, pH 6) zugeben, geschwenkt und 5 Min. bei 4°C inkubiert,
wobei ein Grol3teil der bakteriellen Proteine ausfallt. Die prazipitierten Proteine und die
Membranfragmente mit der assoziierten chromosomalen DNA werden fur 5 Min. bei 14.000
rom abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA aus dem Uberstand wird durch Zugabe von 1 ml
Ethanol bei -70°C fur 5 Min. gefallt und durch Zentrifugation fir 15 Min. bei 14.000 rpm



sedimentiert. Das Prazipitat wird mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen wird
die DNA in 20yl ddHO aufgenommen und wird mittels Restriktionsverdau und
Gelelektrophorese analysiert.

Von positiven Klonen werden Glycerolstocks angelegt sowie eine Plasmid-Maxipréparation
durchgefiihrt. Die DNA davon wird zur Kontrolle der Klonierung sequenziert.

6.2.4 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Die fur Anwendungen, wie Sequenzierung oder Transfektion von Saugerzellen bendtigten
groReren Mengen an gereinigter Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi
Kits isoliert. Das Verfahren entspricht der oben beschriebenen Plasmid-DNA Minipréparation
im gré3eren Mal3stab mit anschlieRender Aufreinigung an einer lonenaustauscherséule.

50 ml ampicillinhaltigesCirclegrowrMedium (4% w/vCirclegrow in ddHO mit 100 pg/ml
Ampicillin) wurden mit rekombinanten Bakterien aus einem Glycerinstock oder mit einer
Bakterienkolonie von einer Agarplatte angeimpft und tUber Nacht im Schuttler bei 37°C und
220 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert, in 10 ml Resuspensionspuffer (P1)
aufgenommen und durch Zugabe von Lyse-Puffer (P2) aufgeschlossen. Anschlie3end wurde
eiskalter Neutralisationspuffer (P3) zupipettiert und die dabei prazipierte bakteriellen Proteine
und chromosomalen DNA durch Zentrifugation bei 5000g sedimentiert. Der Uberstand wurde
auf eine equilibrierte Qiagen-Anionenaustauscher-Saule aufgetragen. Die Saule wurde nach
dem Qiagen-Protokoll gewaschen, um RNA-Fragmente, Proteine und andere
Verunreinigungen zu entfernen, und die Plasmid-DNA wurde anschlieend mit 15 ml
Hochsalzpuffer eluiertAus dem Eluat wurde die DNA mit 10,5 ml Isopropanol gefallt und bei
3000 g fur 30 min abzentrifugiert, zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wird dann vorsichtig in 500 pOddEI6st, in ein
Reaktionsgefald tberfuhrt und bei -20°C eingefroren. Zuvor werden 5 pl der DNA-L6sung far
eine Konzentrationsbestimmung abgenommen (s.0.). Die photometrische Messung der DNA-
Losung bei 260 und 280 nm erlaubt eine Aussage Uber den Reinheitsgrad der DNA, wobei der
Quotient aus OD(260nm):OD (280nm) bei hoher DNA-Reinheit zwischen 1,6 und 2 liegen
sollite.

6.2.5 Sequenzanalyse von DNA

Sequenzierungsreaktion: Das zur Sequenzierung von DNA verwendéieaq cycle
sequencingbasiert auf der klassischen Methode nach Sanger, verwendet jedoch statt der T7-
Polymerase die Tag-Polymerase des Bakteridimermus aquaticusDabei wird die zu
analysierende DNA ausgehend von dem Sequenzierungsprimer linear amplifiziert, wobei es
durch Einbau von Didesoxynukleotiden (ddNTPs) zu Kettenabbriichen kommt. In den
aufeinanderfolgenden Zyklen wird die DNA zunadchst thermisch denaturiert, der
Sequenzierungsprimer hybridisiert und von diesem ausgehend ein komplementarer Strang
synthetisiert, bis es durch den Einbau eines ddNTP zum Abbruch der Reaktion kommt. Diese
Methode ermdglicht eine Auflosung komplexer Sekundarstrukturen und benétigt geringere
Mengen DNA. Der verwendetByeTerminator-Tagsequenzierungskit' erméglicht zusatzlich
in Verbindung mit dem ABI-373 DNA-Sequenzer die Verwendung aller vier ddNTPs in einer
Reaktion, da ddATP, ddTTP, ddCTP und ddGTP jeweils an einen andersfarbigen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Fir jede Reaktion wurden folgende Reagenzien gemischt:

8,0 ul Premix (ddNTPs, NTPs, 5XTACS-Puffer und AmpliTaqg DNA-Polymerase)

1,0 ul DNAtemplate(0,5 pg)

1.0 ul Primer(10 nmoDd



10,0 plddHO
Die Reaktion erfolgte in 25 Zyklen von 15 Sek. 96°C, 15 Sek. 48°C gefolgt von 4 Min. 60°C.
Die nachfolgenden Probenaufbereitung und Probenanalyse wurde von R. Krug (MSZ,
Wirzburg) durchgefihrt.
Probenaufbereitung: Mit 80 ul ddHO wird zunachst die untere waldrige Phase entnommen
und zweimal mit Phenol/Wasser/Chloroform (68/18/14) extrahiert, um nicht inkorporierte, an
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte ddNTPs abzutrennen, die bei der Analyse storen. Aus der
walrigen Phase werden die Reaktionsprodukte préazipitiert, gewaschen und getrocknet und
schlieflich in 3 pl Formamid /50mM EDTA (5:1) resuspendiert.
Probenanalyse: Die Sequenzierungsprodukte werden auf einem 373A DNA-Sequenzer in
einem 6%-igen denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dabei erfolgt eine Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe mittels eines Argonlasers, wenn diese die Detektionseinheit passieren,
und ihre Sekundéarstrahlung wird Uber einen Filter und einen Photomultiplier aufgezeichnet.
Nach Beendigung des Laufs ergibt sich so fur jede Spur ein Rohdaten-Gelbild bestehend aus
den vier verschiedenen Farben. Mittels der Analysesoftware wird daraus ein Chromatogramm
erstellt, aus dem sich die Sequenzabfolge innerhalb der analysierten DNA ermitteln laf3t.

6.2.6 Erstellung von Punktmutationen mit Hilfe des Site-Directed Mutagenesis Kit

Der QuickChangé/ Site-Directed Mutagenesis Kvon Stratagene ist ein PCR-basierender

Kit, mit dessen Hilfe auf einfache Weise Punktmutationen in bekannte, in ein Plasmid
hineinklonierte, DNA-Sequenzen eingefugt werden kénnen. Es wéhdeer generiert, die
homolog zu der zu mutierenden DNA-Sequenz sind, zuséatzlich aber eine oder mehrere der
gewinschten Punktmutationen tragen. In einer PCR-Reaktion wird dann das komplette
Plasmid amplifiziert und die Mutation inseriert. Die Durchfihrung erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll.

6.3  Arbeiten mit Proteinen

6.3.1 Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fir die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen wurden Bakterien des StafoadisBL21
verwendet. Die fur die Expression von GST-Proteinen verwendeten pGEX-Vektoren
(Pharmacia) besitzen eindracZPromoter, der die Transkription des GST-Fusions-Gens
kontrolliert. Die Expression wird durch Lactose oder das Lactose-Analogon IPTG (Isopropyl
B-D-thiogalactopyranosid) induziert. Die Aufreinigung aus den Bakterienlysaten erfolgte
entsprechend dem Protokoll von Pharmacia, wobei die GST-Fusionsproteine durch Bindung an
eine Glutathion-Sepharose-Matrix (Glutathion-Sepharose 4B) von den anderen bakteriellen
Proteinen separiert und dann von der Matrix durch Zugabe von freiem Glutathion eluiert werden.
100 ml Ubernachtkultur werden in 1 | 2-YT-Medium (16g Bacto-Trypton, 10g Hefe-Extrakt,
5g NacCl in 900ml HO gel6st, autoklaviert und mit 100ml sterilem 20%iger Glucose-L6sung
und 100pg/ml Ampidiin versetzt) tberfihrt und bei 37°C u2@0 rpm in einem Schuttler bis

zu einer OD(600nm) von 0.6 wachsen gelassen. Nach Zugabe von 0,1 mM IPTG werden die
Bakterien fur weitere 2 h bei 37°C geschuttelt. Die Bakterien werden anschlieRend durch
zehnminultige Zentrifugation bei 5.000 rpm pelletiert und in 50 ml Lyse-Puffer (50 mM Tris-
HCI, pH 8; 120 mM NaCl, 0,5% NP-40, 1mM DTT, 1mM Pefabloc) lysiert, wobei 2 mg/ml
Lysozym zugeben wurde und die Suspension bei 4°C rotiert wurde. Alle folgenden Schritte
werden bei 4°C ausgefiihrt. Um die DNA zu verdauen, wird 2,5 mM Mg@l 1 pl DNasel
zuoegeben und fur weitere 15 Min. rotiert. Durch 60 Min. Zent@tion bei 10.000 am



werden die Zelltrimmer entfernt. Das Wberstand enthaltene rekombinante Protein bindet im
anschlieenden Schritt mit seinem GST-Anteil an zugesetzte 1ml Glutathion-Partikel, die
zuvor mit dem Lyse-Puffer equilibriert wurden. Nach 1 h Inkubation werden die Glutathion-
Partikel dreimal mit Lyse-Puffer gewaschen und dann mit 1 ml Elutionslésung (10 mM
Glutathion in 50 mM Tris, pH8) fuir 1 h inkubiert. Nach Zentrifugation erhalt man im
Uberstand das Fusionsprotein. Die Elution wird drei bis viermal wiederholt und von den
Eluaten wird der Proteingehalt photometrisch bestimmt. Das Glutathion wird durch
Zentrifugation in Zentrifugal-Konzentratoren entfernt, wobei zugleich die Proteine in Kinase-
Puffer umgepuffert werden. Die Konzentration der so gereinigten Fusionsproteine wird in
einem Bradford-Assay bestimmt und die Integritdt der Proteine durch SDS-PAGE und
Coomassie-Blau Farbung verifiziert. Die Proteine werden durch Zusatz von 10% Glycerol bei -
70°C gelagert.

6.3.2 Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde mit einem kommerziell erhaltlichen
Nachweissystem (Bio-Rad-Assay, Bio-Rad) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der
Nachweis beruht auf einer Interaktion des Farbstoffes Coomassie-Blau mit aromatischen
Aminosauren. 1 bis 10 ul eines Zellextraktes oder Proteinlésung wurden fir 10 Min. bei RT
mit 1000 pl des 1:5 in ¥ verdinnten Reagenz inkubiert und die Extinktion bei einer
Wellenldange von 595 nm bé@simt. Als Eichprotein wurde BSA eingesetzt.

6.3.3 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ein denaturierendes Polyacrylamidgel dient der Fraktionierung von Proteinen entsprechend
ihres Molekulargewichts. Es besteht aus einem 5%-igen Sammelgel und einem 6-15%-igen
Trenngel mit unterschiedlichen pH-Werten.

a) Trenngel: 1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%) 2,0-5,0 ml
10% SDS 0,1 ml
ddH,0 5,3-2,3ml
10% APS 0,1 ml
TEMED 8,0 ul

b) Sammelgel: 1,0 M Tris pH 6,8 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%) 1,7ml
10% SDS 0,1 ml
ddH,0 6,8 ml
10% APS 0,1 ml
TEMED 10,0 pl

jeweils fir 10 mi
Zunachst wird das Trenngel zwischen die senkrecht stehenden Glasplatten gegossen, bis diese
etwa zu 3/4 gefullt sind, und mit Isopropanol Gberschichtet, damit die Oberflache gleichmaliig
polymerisiert. Nach der Polymerisierung giel3t man das Isopropanol ab, fulit mit Sammelgel
auf, fuhrt einen Kamm ein und la3t auch dieses polymerisieren.
Der Laufpuffer enthalt Glycin, das bei niedrigem pH-Wert protoniert oder zwitterionig, bei
hohem pH-Wert anionisch vorliegt (isoelektrischer Punkt ca. pH 6). Im Sammelgel mit seinem
niedrigen pH wandern deshalb die Chlorid-lonen (Leitionen) schneller als das Glycin
(Folgeionen). Durch diese Ladungstrennung kommt es lokal zu erhdhter Spannung. Die
Proteine werden beschleuniat und kommen so. unabhanaia von ihrer GréRe. fast aleichzeitia



am Trenngel an. Durch die pARderung im Trenngel wird das Glycin zum Anion und kann
somit genau so schnell wie das Chlorid-lon im elektrischen Feld wandern. Die Proteine werden
nun nach ihrer Gré3e aufgetrennt. Bis zu 50ug der zu fraktionierenden Proteinextrakte werden
mit dem SDS-Ladepuffer (31mM Tris-HCI, pH6,8; 1% SDS, 5% Glycerin, 2,5%
Mercaptoethanol, 0,05% Bromphenolblau) gemischt und 5 Min. bei 95°C denaturiert. Nach
dem Auftragen erfolgt die Elektorphorese bei 10 V/cm im Laufpuffer (25 mM Tris, 250 mM
Gycin, 0,1% SDS).

6.3.4 Immunoblot

Fur den Nachweis bestimmter Proteine durch Antikdrper wird das Gel zunachst fur 35 Min. in
Transferpuffer (39 mM Glycin, 48mM Tris, 0,037% SDS, 10 % Methanol) bei 400 V auf eine
Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Membran wird getrocknet, die unspezifische
Proteinbindung in 5% Milchpulver in PBS mit 0,05% Tween20 fir eine Stunde geblockt.
Ebenfalls eine Stunde lat man den ersten spezifischen Antikérper, entsprechend in der
Milchlésung verdunnt, einwirken. Nach dreimaligem 10 minttigen Waschen der Membran in
PBS mit 0,05 % Tween20 wird ProteinA-gekoppelte Peroxidase verwendet. Nach erneutem
Waschen (3x 10 Min.) mit PBS/Tween wird mit dem ECL-System die Antikdrper-gebundenen
Proteine detektiert. ECL ist eine lichtemittierende, nicht radioaktive Methode zur Detektion
immobilisierter Antigene, die direkt oder indirekt an Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelte
Antikbrper bzw. ProteinA gebunden sind. Durch die Peroxidase wird die Oxidation von
Luminol unter alkalischen Bedingungen katalysiert. Nach der Oxidation befindet sich Luminol
in einem angeregten Zustand, von dem es unter Lichtemission wieder in den Grundzustand
zurlckfallt. Das so erzeugte Licht hat eine Wellenlange von 428 nm und kann durch die
Exposition eines Rontgenfilms detektiert werden. Die Membran wird dazu leicht angetrocknet
und fir eine Minute mit einer 1:1 Mischung der beiden ECL-Komponenten inkubiert.
Anschlieend wird die Membran getrocknet und es wird ein Rontgenfiim aufgelegt.

6.4 Das Hefe two-hybrid -System

Dem two-hybrid-System, erstmals von Fields und Song beschrieben [151], liegt die
Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors aus einer DNA-Bindedomane und einer
Transaktivierungsdoméane zugrunde, was schlie3lich zur Expression von Reportergenen in der
Hefe Saccharomyces cerevisifighrt (Bild 3). Dagwo-hybrid-Systemist ein hochsensitivas

vivo Assay, um Protein-Protein-Interaktionen zu detektieren, was zudem den Vorteil hat, die
cDNAs der untersuchten Proteine leicht isolieren zu kdnnen.

Es gibt allerdings auch einige Nachteile dieses Systems: cDNA-Bibliotheken représentieren oft
nur Teile von Genen und ergeben dadurch u.U. falsche Resultate. Zudem k&énnen
unphysiologisch hohe Konzentrationen der Interaktionsproteine exprimiert werden, die
normalerweise zu verschiedenen Zeitpunkten entstehen oder in anderen Zellkompartimenten
lokalisiert sind und daher normalerweise nie miteinander in Kontakt kommen wiurden.
Weiterhin werden einige posttranslationale Proteinmodifikationen in Hefezellen nicht oder in
veranderter Weise durchgefihrt [152].

Dennoch bleibt daswo-hybrid-System von dem heute die verschiedensten Varianten in
Verwendung sind [153-159], ein hervorragendes Testsystem, mit drei Hauptanwendungen:
Test bekannter Proteine auf Wechselwirkung, Definition von Domanen oder Aminosauren, die
fur eine Interaktion bendtigt werden und daseeningvon Bibliotheken fur die Suche nach
neuen Proteinen, die mit bekannten interagieren [152].
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6.4.1 Hefemedien
Aminosaure-dropoutLésung (100« Stock)

Arginin 0,29
Histidin 0,149
Isoleucin 0,69
Leucin 0,649
Lysin 0,49
Methionin 0,19
Phenylalanin 0,69
Threonin 0,59
Tryptophan 0,449

Bild 3: Das two-hybrid -System. A) Der native
Transkriptionsfaktor GAL4 induziert mit DNA-
Bindedomane und Transaktivierungsdoméne
die Transkription des Reportergens. B) Sowohl
das Hybrid aus GAL4-DNA-Bindedoméne und
Protein X, das an die Bindestellen des
Reportergens bindet, als auch das Hybrid aus
GAL4-Transaktivierungsdomane und Protein
Y, kénnen das Reportergen nicht aktivieren. C)
Die Protein-Protein-Interaktion zwischen X und
Y bringt die Aktivierungsdoméne von GAL4 in
raumliche Nahe der DNA-Bindedoméne,
wodurch der Transkriptionsfaktor rekonstituiert
wird, was in seiner transkriptionellen
Aktivierung resultiert. Als Reportergen werden
zumeist das Hefeprotein HIS3, was den
Transformanten das Wachsen auf Nahrmedien
ohne Histidin erlaubt, sowie das E.coli-Gen
lacZ benutzt [152].

wurden in 100 ml Aqua bidest. gelost, steriffiltriert und bei 4°C gelagert. Die in deligewe
dropoutLOsung nicht benétigten Aminosauren wurden weggelassen.

Glucose

20% (w/v) Glucose wurde in Aqua bidest. geldst und autoklaviert.

Selektionsmedium

8 g Difco Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosauren, 55 mg Tyrosin, 55 mg Uracil und 55 mg
Adenin wurden in 900 ml Aqua bidest. geldst, autoklaviert, auf 50-60°C abkuhlen gelassen und
mit 100 ml 20% Glucose und 10 ml der bendtigten Aminosaure-Dropout-LOsung erganzt.

Fir die Herstellung von Kulturplatten wurde vor dem Autoklavieren 24 g Agar eingewogen.
Die Platten fur diescreengmit Y190 wurden nach dem Autoklavieren und vor dem Ausplattieren
zusatzlich mit sterilfiltriertem 3-AT (1 M) zu einer Endkonzentration von 30 mM versehen.



Vollmedium (YEPD)

11 g Hefe-Extrakt, 22 g Bacto Peptone und 55 mg Adenin wurden in 900 ml Aqua bidest.
gelost, autoklaviert, auf 50-60°C abkiihlen gelassen und mit 200 ml 20% Glucose erganzt.
Far die Herstellung von Kulturplatten wurde vor dem Autoklavieren 24 g Agar eingewogen.

6.4.2 Two-hybrid screen

Mit Hilfe des two-hybrid-Systens ist es mdglich, cDNA-Bibliotheken zcreenenum neue
Interaktionspartner zu identifizieren. Dazu muf3 zunachstbdasmit der DNA-bindenden-
GAL4-Domane mittelsbait-Plasmid fusioniert werden. Dieses wird in ein@vo-hybrid
Hefestamm, Y190 oder CG-1945, transformiert. Ein erft&al-Assay zeigt, ob dasait
autonom eine Reportergenaktivierung hervorruft. Bleibt dieser Test negativ, kann nach der
Titerbestimmung und der Amplifikation der Bibliothek der eigentlisieeeen durchgefihrt
werden. Die mit derbait-Plasmid transformierte Hefe wird mit einer cDNA-Bibliothgkel
Plasmide) transformiert und auf Selektionsmedium ausgebracht. Die wachsenden Klone
werden mit demf-Gal-Filterassay auf Aktivitdt de$-Galactosidase-Reporters getestet.
Anschlie3end a3t man die positiven Klone dag-Plasmid verlieren. Da es mdglich ist, daf3
dasprey auch ohnéait die Reportergene aktivieren kann, schlief3t sich nun ein weiterer X-
Gal-Test an, bei dem alle blau werdenden Klone aussortiert werden. Aus den restlichen
Hefekolonien wird die Plasmid-DNA isoliert und durch TransformatioB.icoli amplifiziert.

Durch eine Retransformation wird in direktemo-hybrid Tests die Interaktion vobait und

prey noch einmal verifiziert, bevor die resultierenden Bibliotheksplasmide durch Sequenzierung
identifiziert werden. Danach kann durch Coimmunprazipitationsexperimente, Kinaseassays
oder andere Methoden versucht werden, die physiologische Funktion der identifizierten
Wechselwirkung aufzuklaren. Dievo-hybrid screensvurde gréf3tenteils entsprechend der
Herstellerangaben durchgefuhrt [160].

6.4.3 Titerbestimmung der cDNA-Biblioth eken

Fiir einentwo-hybrid screersollte der Titer < 10cfu/ml haben. Zur Titerbestimmung werden

zwei Verdiinnungen der Originalglycerinkultur der Bibliotheken hergestellt: A) £ urdd B)

1 : 10. 1 ul der Verdiinnung A wird in 50 ul Medium auf eine vorgewarmte Agarplatte
ausgestrichen, als auch 50 bzw. 100 pl der Verdiinnung B. Nach einer Ubernachtinkubaton bei
37°C wird der Titer (cfu/ml) bestimmt.

Der Titer der Herzbibliothek hatte 9 x °1@fu/ml bei einer Komplexitdt von 3 x 10
unabhangigen Klonen; der Titer der Jurkat-Bibliothek hatte ca. 4%xcfldml bei einer
Komplexitat von 2 x 1Dunabhéngigen Klonen. Beide Bibliotheken lagen als Glyceroldauer-
kulturen vor, deren Bakterien dieey-cDNA in Form von pGAD10-Vektoren kodierten.

6.4.4 Amplifikation von cDNA-Bibliotheken

Eine cDNA-Bibliothek reprasentiert die durch RT-PCR in DNA umgeschriebene und in
Expressions-Vektoren klonierte Gesamtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle
exprimierten mMRNAs. Solche Bibliotheken missen, um genug Material vorliegen zu haben,
durch Transformation i&. coli amplifiziert werden.

Um 2-3 x die Anzahl der unabhangigen Klone in der Bibliothek zu erhalten, wurde
entsprechend dem Titer ein bestimmtes Volumen der Glyceroldauerkulturencsalegrow

Medium verdinnt, dafld auf jeder der ca. 150 Agarplatten ca. 50000 Kolonien / 150 mm Platte
wuchsen (20 h, 37°C). Das Wachsen der Transformanten auf festem statt in flissigen Medium



soll die ungleichmalige Amplifikation einzelner Klone minimieren. Pro Platte wurden 2 ml
circlegrowrMedium zugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt. Sie wurden in
eisgekuhlten Zentrifugenbechern gesammelt. Insgesamt betrug das Volumen der
Bakteriensuspension 2 |, welche nach dem Abschaben noch 2 — 4 h bei 37°C inkubiert wurde.
Anschlielend wurde eine Plasmid-DNA-Préparation im grof3en Mal3stab durchgefuhrt, wobei
die Volumina der verwendeten LOosungen dem grof3en Volumen des hier vorliegenden
Zellpellets angepal’t wurden. Angelehnt wurde dieses an das MEGA-Plasmid Purification
Protocol von Qiagen, welches prinzipiell der Maxipraparation (s. 0.) entspricht. Das
Bakterienpellet wurde in insgesamt 400 ml P1-Puffer (8 x 50 ml) resuspendiert, in 400 ml
lysiert (5 Min., RT) und mit 400 ml P3 neutralisiert. Nach 30 Min. Inkubation auf Eis wurde
die Losung bei 20000 g°@, 15 Min. zentrifugiert. Dem Uberstand wurden in einem neuen
Becher 0,7 Volumen Isopropanol zugegeben (DNA-Fallung) und erneut zentrifugiert (30 Min.,
20000 g, AC). Das DNA-Pellet wurde mit 70 5 Ethanol gewaschen und anschlieRend
luftgetrocknet. Die DNA wurde mit Tris (10 mM, pH 8) geldst und auf eine Konzentration von

1 mg/ml eingestellt. mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde verifiziert, daf} es sich bei der
DNA-Bestimmung um DNA, nicht aber RNA handelte.

6.4.5 Herstellung von carrier -DNA

Carrier-DNA wird fur Hefetransformationen bendtigt. Es handelt sich um unspezifische,
einzelstrangige DNA aus Lachs-Sperma, die im Transformationsansatz die Aufnahme von
Plasmid-DNA durch Hefezellen unterstitzt.

Lachs-Sperma-DNA (Sigma) wurde in 1 x TE in einer Konzentration von 10 mg/ml unter
kraftigem Ruhren gelost. Sie wurde 10 Minuten auf Eis mit dem Sonicator durch Ultraschall,
15 Sekunden mit dem Ultra-Turrax mechanisch und erneut 10 Min. mit dem Sonicator
zerkleinert und dann durch Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Behandlung gereinigt. Daflr
wurde das gleiche Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben, kréftig gemischt,
5 Min. bei 3600 g (5000 rpm) zentrifugiert und der Uberstand dann auf die gleiche Weise mit
Chloroform behandelt. Durch Zugabe von 1/20 Volumen 8 M LIiClI und dem doppelten
Volumen 100% Ethanol zum Uberstand wurde die DNA ausgefillt, durch 10 minitige
Zentrifugation bei 3600 g pelletiert und der Niederschlag anschlieRend getrocknet. Danach
wurde er in einer Konzentration von 10 mg/ml in 1 x TE geldst, 20 Min. bei 100°C gekocht
und auf Eis wieder abgekihlt. Aliquots wurden bei -20°C gelagert, eine Probe auf einem
Agarose-Gel kontrolliert. Auf dem Gel solite ein DNA-Schmier sichtbar werden, der den
Bereich von wenigen kb bis zu einigen hundert bp abdeckt.

6.4.6 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden ( small scale )

Eine Hefekolonie wurde fiir eine Ubernachtkultur in 50 ml YEPD Medium inokuliert und im
Wasserbadschuttler bei 30°C kultiviert. Jeweils 1 ml dieser Zellkultur wurde in ein steriles
Eppendorf-Gefal3 gegeben und 5 Sekunden in der Tischzentrifuge herunterzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf einen Rest von 50 - 100 ul abgenommen. Im verbliebenen Medium
wurde das Pellet resuspendiert. Anschlielend wurderc@rgr-DNA und ca. 1 pg Plasmid-

DNA (1-3 pl) hinzugefugt und gut gevortext. Nach den folgenden Zugaben von 0,5 ml Plate-
Mixture (45 % steriffiltriertes PEG 4000, 1 M Lithiumacetat, 1 M Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM
EDTA) und von 20 ul DTT wurde immer wieder gemischt. Die Eppendorf-Gefal3e wurden
anschlielend fur 6-8 h oder Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem 10
minltigen Hitzeschock von 42°C wurden 200 pl Zellen in Bodennéhe des Reaktionsgefal3es



entnommen und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 30°C, bis nach
ca. 3 Tagen Klone sichtbar wurden.

6.4.7 Direkte two-hybrid -Tests

Bait- und prey-Plasmide zweier bekannter Proteine wurden gemeinsam in Y190 transformiert.
Die Transformanten wurden zunachst auf -Leu/-Trp Kulturplatten herangezogen, bevor sie
direkt auf Nitrozellulosefilter, die auf -Leu/-Trp/-His Kulturplatten lagen, ausgestrichen
wurden. Die Kulturschalen mit den Filtern wurden Uber Nacht bei 30°C im Brutschrank
kultiviert. Am nachsten Tag war Wachstum (Protein-Protein-Interaktion) gut von
Nichtwachstum (keine Wechselwirkung) unterscheidbar und es wurde zur Absicherung der
Ergebnisse eifi-Gal-Assay durchgefihrt.

6.4.8 Transformation von S. cerevisiae flur two-hybrid cDNA-Bibliothek screens

Die Transformation debait-Pasmids und der Bibliotheksplasmide erfolgte sequenziell, d.h.
dal3 die Hefe zuerst mit dem 3pK K73)ait (small scalg, selektierte Transformanten werden
dann herangezogen und dann erst mitgegPlasmiden transformiert wurden.

1 ml Selektionsmedium (SD/-Leu) wurden mit einer Kolonie kait-Plasmid transformierten
Hefestdmmen Y190 bzw. CG-1945 inokuliert und Gber Nacht im Schuttler bei 30°C kultiviert.
Mit dieser Kultur wurden 150 ml Selektionsmedium (SD/-Leu) angeimpft und erneut Uber
Nacht bis zu der stationaren Wachstumsphasesd©D5) wachsen gelassen. Von dieser
Kultur wurde soviel zu 1 | Vollmedium gegeben, dal3 sich eingQdn 0,2-0,3 einstellte.

Nach 3 h Inkubation bei 30°C und 230 rpm im Schuttler wurden die Zellsuspensionen auf
insgesamt 4 Zentrifugenbecher verteilt und die Zellen bei 1100 g (2500 rpm) 5 Min. bei
Raumtemperatur sedimentiert. Die Zellpellets wurden mit 500 2@l gwaschen und nach
erneuter Zentrifugation in insgesamt 8 ml 1 x LIAc/TE-Mix (frisch angesetzt aus 10 x TE( 0,1
M Tris-HCIl, 10 mM EDTA, pH 7,5) und 10 x LiAc (1 M Lithiumacetat, pH 7,5))
resuspendiert und dann 10 Min. bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Zu diesen 8 ml wurde 20 mg Carrier-DNA und 500 — 1000 pg cDNA-Bibliothek-Plasmid
gegeben. Nach kurzem Schwenken wurde der Transformationsansatz zu 60 ml 1 x PEG/LiAc-
Mix (frisch angesetzt aus 10 x TE (7 ml), 10 x LiAc (7 ml) und 50 % PEG 4000 (56 ml))
gegeben, leicht geschwenkt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurden
tropfenweise 7 ml DMSO unter vorsichtigem Schwenken zugegeben, bevor die Zellen fur 15
Min. einem Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt wurden, wobei sie gelegentlich
bewegt wurden. Nach dem Hitzeschock wurde der Ansatz im Wasserbad unter Schwenken auf
Eis abgekuhlt und dann bei 1100 g fur 5 Min. pelletiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml 1 x TE
aufgenommen und a 250-350 pl auf 150 mm Selektions-Kulturplatten (-Leu/ -Trpf-Blis/

AT) ausplattiert; CG-1945 transformierte Hefe wurde auf Platten ohne 3-AT, Y190-Hefe
dagegen auf Selektionsmedium mit 30 mM 3-AT hochgezogen. Kolonien, die mogliche
Wechselwirkungen zwischebait und prey anzeigen, erschienen nach ca. 5-10 Tagen
Inkubation im 30°C Brutschrank.

6.4.9 Bestimmung der Transformationseffizienz

Die sich auf den Selektionskulturplatten entwickelnden Kolonien stellen nur einen Bruchteil der
eigentlich vorhandenen Transformanten dar, da Klone, in denen keine Protein-Protein
Wechselwirkung zwischerbait und prey stattfindet, nicht wachsen koénnen. Um die

Gesamtzahl der transformierten Hefezellen und die Transformationseffizienz pro pg
eingesetzter DNA bestimmen zu kdnnen, missen also auch Aliquots auf -Leu/-Trp



Mangelmedium ausgebracht werden. Die Auszahlung der hier entstehenden Kolonien erlaubt
dann einen Ruckschlufl3 darauf, ob die Gesamtheit der in der cDNA-Bibliothek vorhandenen
unabhangigen cDNAs durch die Anzahl der transformierten Hefezellen komplett abgedeckt wird.
Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurden 10 pl, 20 pul und 50 pl Aliquots der
transformierten Zellsuspension auf -Leu/-Trp-Platten ausgestrichen und bei 30°C fur 2-3 Tage
im Brutschrank inkubiert. Die gewachsenen Hefekolonien wurden gezéhlt und auf das
Volumen des Gesamtansatzes sowie auf die Menge der insgesamt eingesetzten cDNA-
Bibliotheks-DNA hochgerechnet. Diese Werte geben die Zahl der insgesamt gescreenten
Transformanten bzw. die Transformationseffizienz pro p g DNA an.

6.4.10 B-Gal-Filterassay

Auf der Ebene des Histidin-Reportergens kommt es haufig zu falsch-positiven Signalen, da von der
Hefezelle nur sehr wenig Histidin fiir das Uberleben benétigt wird und bereits kurzzeitige, schwache
Aktivierung dieses Reportergens z.B. durch eine unspezifische transiente Wechselwirkioaid von

und prey-Protein ausreichend ist, um Hefezellen zu Kolonien heranwachsen zu lassen. Auch
Verunreinigungen, z.B. durch abgestorbene Hefezellen, die ihr Histidin in das umgebende Medium
freisetzen, kénnen anderen Zellen zum Uberleben und Wachstum verhelfen. Daher miissen die
gewachsenen Hefekolonien auf die Aktivitat des zweiten Reportergensace&ens, getestet
werden. Dieses geschieht in eingi@al Filterassay.

In direkten two-hybrid-Tests wurden die Hefekolonien direkt auf Nitrozellulosefilter
(Hybond™-C Extra, Amersham) ausgestrichen; bei stseensdagegen wurden die Hefen
durch Auflegen der Filter von den Platten auf die Membran 'geliftet’, um damig-Gat

Assay zu machen. Die Filter wurden dazu mit nach oben weisender Kolonieseite in fliissigen
Stickstoff getaucht, wodurch die Zellen aufbrachen, und dann bei Raumtemperatur aufgetaut.
In leere Kulturschalen wurden Whatman-Rundfilter mit Z-Puffer/X-Gal-Mix (100 ml Z-Puffer
(16.1 g/l NaHPQ, x, 5.5 g/l NaHPQ, x H,0, 0.75 g/l KCI, 0.246 g/l MgS©Ox 7H,0), 0.27

ml B-Mercaptoethanol, 1.67 ml X-Gal-Stocklosung (20 mg/ml X-Gal in DMF)) getrankt,
worauf dann die Filter mit den Hefekolonien gelegt wurden. Die Petrischale wurde mit
Parafilm abgedichtet und bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Nach mehreren Zeitpunkten
wurde die Blaufarbung kontrolliert. Dabei gab der Zeitpunkt des Auftretens einer ersten
Blaufarbung einen ersten groben Hinweis auf die Starke der Wechselwirkung (30 Minuten =
starke, 4 h = mittlere und 24 h = schwache Interaktion). Die Filter wurden unter dem Abzug
getrocknet. Die Filter wurden entsprechend ihrer Markierungen an die Originalplatten
gehalten, womit dief-Gal-produzierenden Kolonien identifiziert und in neues Medium
tberfuhrt werden konnten.

6.4.11 Quantitatives B-Gal-Assay mit ONPG als Substrat

Diese Experimente wurden wie im Clontech Handbuch beschrieben mit ONPG (o-Nitrophenyl-
B-D-galactopyranosid; 4 mg/ml Z-Puffer) als Substrat und dem Y190-Hefestamm durchgefiuhrt
[160]. Um Schwankungen zu auszugleichen, wurden je funf separate Transformanten jeder
Cotransformation untersucht, die zunachst in 5 ml Selektionsmedium (SD/-His/-Leu/-Trp) in
einer Ubernachtkultur herangezogen wurde. 0.5 ml davon wurden zu 8 ml Vollmedium
gegeben und solange inkubiert, bis eine D= 0.5 — 0.8 (mittlere log-Phase), die
dokumentiert wurde, erreicht wurde. 1 ml davon wurde in 1.5 ml Reaktionsgeféal3e tberfihrt,
um fur 10 Sekunden bei 14000 rpm zentrifugiert zu werden. Die Pellets wurden gewaschen

und in 1 ml Z-Puffer aufgenommen, erneut zentrifugiert, dann in 200 pl aufgenommen,
windiirch diea Zallan fitnf mal knnzantriart wwnirdan 10N 11l diecar Qlienancinn wiirdan in ain



neues Tube transferiert und darin in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die aufgebrochenen
Zellen wurden bei 3T aufgetaut und mit 700 pl Z-Puffer inldMercoptoethanol (27 ul/10

ml) versetzt. Sofort wurden 160 pul ONPG zur Reaktion gegeben und die Zeit genommen. Die
Reaktion lief bei RT. Nachdem sich die gelbe Farbe entwickelte, wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 M NACO; und die Zeit gestoppt. Die Suspension wurde durch 10 Min. Zentri-
fugation von den Zelltrimmern befreit. Danach wurde der Uberstand bei einer Wellenlange von
420 nm gemessen und @eGal-Einheiten ausgerechnet, wobei eine Einfe@alactosidase
definiert ist als die Menge, die 1 pmol ONPG in einer Minute zu o-Nitrophenol und D-
Galaktose hydrolisieren kann [161]; die zugehdrige Formel laft&al-Einheiten = 100 x
OD42d/(t X V x ODsog), Wobei t = gemessene Reaktionszeit; V = 0,1 x Konzentrationsfaktor.
X-Gal ist ca. 16 mal sensitiver als ONPG, weshalb schwécherehybridinteraktionen mit
ONPG nicht mehr quantifizierbar sind.

6.4.12 Elimination des bait-Plasmids — Cycloheximid counterselection

Hefestamme wie CG-1945 und Y190 tragen dgdl2 Mutantenallel und sind damit
Cycloheximid resistent. Das Wildtyp-G&@YH2 ist cyH2 gegeniiber dominant. Wenn nun ein
solcher Hefestamm mit einem Plasmid wie pAS2.1 transformiert wird, welches das Wildtyp-
GenCYH?2 kodiert, wird der Stamm Cycloheximid-sensitiv. Somit kann man effektiv solche
Hefezellen selektieren, die spontan d2¥H?2-tragendebait-Plasmid verloren, dagrey-
Plasmid aber behalten haben, indem man die Cotransformanten einfach auf Cycloheximid-
haltigen Selektionsplatten ohne Leucin ausstreicht [162].

Von jedem zu testenden Cotransformant Cwiird dazu eine 1-3 mm groRe Kolonie gepickt und

in 200 pl sterilen Wasser resuspendiert. 100 pl davon sowie 100 pl einer 1:100 Verdinnung werden
auf SD/-Leu/+Cycloheximid Platten (1 pg/ml fir AG45; 10 pg/ml fur Y190) ausgestrichen. Die
Platten werden fur 3-5 Tage bei°@0inkubiert, bis individuelle CyhKolonien erscheinen.

Von diesen sogenannten GyBegreganten kann dann gasy-Plasmid isoliert werden.

6.4.13 Plasmidisolation aus Hefezellen [163] und weitere Schritte bis zur Identifikation
sogenannter bona fide Interaktionspartner

Zur ldentifizierung der auf derprey-Plasmid kodierten cDNA wurden diese Vektoren aus
Hefezellen isoliert. 1,5 ml einer Hefe-Ubernachtkultur wurden 10 Sekunden bei 12.000 g
(14.000 rpm) in der Tischzentrifuge sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl STET-Puffer
(8 % (w/v) Saccharose, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8) und 5% (v/v) Triton X-100)
resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pl Glasperlen wurde fir 5 Min. auf dem Vortex-Geréat
geschittelt, wodurch die Zellwédnde mechanisch aufgebrochen wurden. Nach erneuter Zugabe
von 100 pl STET-Puffer wurde der Ansatz gevortext und dann fur 3 Min. bei 100°C gekocht.
Nach Abkihlung auf Eis und 10 minatiger Zentrifugation bei 4°C (12.000 g) wurden 100 pl
des Uberstandes in ein neues EppendorfgefaR (berfiihrt, welches bereits 50 pl 7,5 M
Ammoniumacetat enthielt. Es folgten 30 Min. Inkubation bei —20°C und 10 Min.
Zentrifugation (12.000 g) bei 4°C. 100 pl des Uberstandes wurden zu 400 pl vorgekihitem
100% Ethanol gegeben, gemischt, 5 Min. auf Eis stehen gelassen und anschlielend 10 Min. mit
12.000 g zentrifugiert. Nachdem das DNA-Pellet trocknen konnte, wurde es in 20 pl TE
geldst. Zur weiteren Amplifikation wurden ultrakompetenten D&t diesen Hefeplasmiden
transformiert. Zur endgultigen Gewinnung der Plasmid-DNA wurden Bakterien
Plasmidpraparationen durchgefuhrt. Diese Plasmide wurden erneut in Hefe retransformiert;
zum einen ohne 3pK K73M alsit, um falsch-positive Kolonien zu finden, die autonom das
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beobachtete Interaktion zu verifizieren. Nur von wirklich wahren Positiven wurde die DNA
sequenziert und durch eine computergestitzte Datenbanksuche im Internet identifiziert (NCBI
Blast Search; www.ncbi.nim.nih.gov/index.html).

6.5  Zellkulturarbeiten mit Sauger-Zellinien

Alle Arbeiten wurden unter Laminarluftiu® mit autoklavierten oder steriffiltrierten Losungen,
autoklavierten Glaswaren oder mit sterilen Kunststoffmaterialien und N&hrmedien durchgefihrt.
Samitliche Zellinien wurden bei 37°C, 6% &£ahd hoher Luftfeuchtigkeit gezichtet. U20S, COS7
sowie HEK293 Zellen wurden in DMEM gehalten, wobei den Medien 10% FCS, 2 mM L-
Glutamin und 100 pg/ml Peilio/Streptomycin zugesetzt wurden. Die adhéarent wachsenden
Zellen wurden bei Erreichen der Konfluenz 1:10 gesplittet. Dazu wurden die Zellen durch 1- bis 5-
Min. Behandlung mit einer 0,5 %igen Trypsin-Losung von der Kulturflasche abgelost und nach
Suspendierung in frischem Medium wieder ausgesat. - Zur Lebendbestimmung wurden die Zellen
mit Trypanblau gefarbt. Lebende Zellen mit intakter Membran sind impermeabel fur diesen Stoff,
wahrend er in tote Zellen eindringt und diese blau farbt. Unter dem Mikroskop wurde das
Verhéltnis von lebenden zu toten Zellen in einem Hamatozytometer ermittelt.

Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff. Dazu wurden die Zellen
pelletiert und mit ca. 5x¥0Zellen/ml in Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO
aufgenommen. 500 pl Aliquots wurden Uber Nacht bei -80°C eingefroren und dann in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt. Fur die Rekultivierung wurden die Zellen rasch aufgetaut, in 10 ml
Kulturmedium uberfilhrt und durch Zentrifugation pelletiert. Der DMSO-haltige Uberstand
wurde entfernt und die Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen.

Um die Zellen zu stimulieren, wurden verschiedene Reagenzien verwendet: mit 500 pM
Natrium-Arsenit bzw. durch gleichzeitige Zugabe von 20% FCS und 100 ng/ml TPA.

6.5.1 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Um Vektor-DNA in die Zellen einzuschleusen, wurden die Zellen zunachst einen Tag vor der
Transfektion subkonfluent ausgesat; U20S und HEK293: 5 Z&len/10 cm Platte; COS7:

7 x 10/six-well. Es wurde die Calciumprézipitationsmethode verwendet. Sie beruht darauf,
dal3 die DNA als Koprazipitat mit Calciumphosphat von den Zellen aufgenommen wird. Dazu
wurden die Vektor-DNA mit 500 pl 0,1 M CaChemischt und unter standigem leichten
Schutteln 500 pl 2xBBS (5mM BES, pH 6,7; 280mM NaCl, 1,5mMHRO,) hinzugetropft.

Nach 20-minutiger Inkubation bei RT wurde die Losung zu den mit 10 ml Kulturmedium
Uberschichteten Zellen tropfenweise hinzugefiihrt. Nach 6 h Inkubation im Brutschrank wurden
die Prazipitate von den 293-Zellen mit vorgewarmter PBS Lésung abgewaschen und die Zellen
mit 0,3% FCS enthaltendem Medium in Kultur genommen. U20S und COS7-Zellen wurden
uber Nacht transformiert, d. h. die Prézipitate wurden nicht nach 6 h weggewaschen.

6.5.2 Invitro Coimmunexperimente

15 pg rekombinantes GST-E47, das an Glutathion-Sepharose 4B gebunden war, wurde zu
TLB-Lysaten (500 ng Gesamtproteingehalt) von untransfizierten bzw. mit HA-3pK oder HA-
MK2 transfizerten Zellen zugegeben. Die Lysate wurden vorher 1 h mit GST-gebundener
Glutathion-Sepharose (20 pg GST/ 50 pg Glutathion-Sepharose) von Proteinen gereinigt, die
an diese Substanzen binden kdnnen. Lysate und E47 wurden 6 — 12 € hekubiert,
zweimal mit TLB mit hoher Salzkonzentration (0.5 M NaCl, 20 mM Tris [pH 7.4], 50 mM
Natrium-{3-glycerophosphat, 20 mM Natriumpyrophosphat, 10% [v/v] Glycerin, 1% [v/V]
Triton X-100. 2 mM EDTA 1 mM Resfabdoc. 1 mM Natriumorthovanadat. 5 mM



Benzamidin 5 mg Aprotinin,5 mg Leupeptin per ml) bzw. hochstringent mit RIPA (137 mM
NaCl, 25 mM Tris [pH 8], 10% [v/v] Glycerin, 0.1% SDS, 0.5% Natriumdeoxycholat, 1%
NP40, 2 mM EDTA [pH 8], 1 mM Pefabloc, 1 mM Natriumorthovanadat, 5 mM
Benzamidin, 5 mg Aprotinin, 5 mg Leupeptin per ml) gewaschen. Nach der SDS-PAGE und
dem Blotten wurden die MAPKAP-Kinasen in einem HA-Immunblot detektiert.

6.5.3 Immunprazipitationen

Die zu erntenden 293-Zellen wurden nach 24 — 36 h Inkubation in DMEM (0,3 % FCS) in
PBS gewaschen und dann in TLB-Puffer lysiert, 10 Min. auf Eis inkubiert und schlief3lich die
Lysate von unloslichen Zelldebris durch 5-miniitige Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C
getrennt. Die Lysate wurden dann mit spezifischen Antikbrpern und 25 pl ProteinA-Agarose-
Partikel in 1 ml TLB-Puffer 2 h bei 4°C inkubiert. Wurden die immunprazipitierten Proteine in
Coimmunprazipitationen eingesetzt, wurden die Prazipitate zweimal mit TLB-Puffer
gewaschen und direkt in SDS-Ladepuffer (s.0.) aufgenommen. Préazipitate fur Immunkomplex-
Kinaseassays wurden zweimal in RIPA mit hoher Salzkonzentration (500 mM NaCl) und
zweimal in Kinase-Puffer (s.u.) gewaschen.

6.5.4 Invitro Kinaseassays

Da Kinasen dig/-Phosphatgruppen von ATP auf ein Substrat Ubertragen, ist es mdglich, ihre
Aktivitat in vitro durch die Zugabe voyJ2P] ATP und eines geeigneten Substrats zu messen.
Dazu wurden die Kinasen wie oben beschrieben immunprazipitiert, gewaschen und mit 5 puCi
[y32P] ATP, 2 bis 5 pg Substrat in 20 pl Kinase-Puffer (10 mM MgZ3 mM HEPES, pH

7,5; 25 mM NaB-Glycerophosphat; 5 mM Benzamiden; 1 mM Na-o-Vanadat; 0,5 mM DDT;

1 mM Pefablock; 5 pg/ml Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin) bei 30°C fur 30 Min. unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Reaktion wurde dann mit SDS-Ladepuffer gestoppt, die Proben bei
95°C 5 Min. erhitzt, die Agarosepartikel pelletiert und der Uberstand durch SDS-PAGE und
anschlieBender Autoradiographie und Immunblot mit spezifischen Antikdrpern gegen die
immunprazipitierten Proteine analysiert.

6.5.5 Luciferase-Test

Der Luciferase-Aktivitatstest basiert darauf, dafd Luciferase ihr Substrat Luciferin unter
Lumineszenzabgabe umsetzt, die quantitativ im Luminometer mel3bar ist. Dabei ist die
Lumineszenz direkt proportional zur Menge der Luciferase-Aktivitat.

Die Zellen wurden mit Luci-Lysepuffer (50mM Na-MES, 50mM Tris-HCI, pH7,8; 10mM
DTT, 2% Triton-X100) 30 Min. lysiert, der Zelldebris pelletiert und 30 pg
Gesamtproteinextrakt in 50 pl Luci-Lysepuffer zusammen mit 50 pl Assaypuffer (125mM Na-
MES; 125mM Tris-HCI, pH7,8; 25mM Mg-Acetat, 2mg/ml ATP) fur den Luciferase-assay in
weilRen 96-Napf-Mikrotiterplatten im Luminometer eingesetzt. 2 Sek. nach Zugabe von 50 pl
Luciferin-Losung (1mM Luciferin in 5mM KBPOy) wurde die Lumineszenz in einem
Zeitraum von 5 Sek. gemessen. Die relative Lichtemission wurde entweder auf die
Proteinkonzentration oder auf @deGalactosidase Aktivitat im Lysat relativiert.

Von den Ergebnissen aller Experimente, wobei innerhalb eines Experiments jede Transfektion
mindestens in zwei parallelen Ansatzen durchgefihrt wurde, wurden die Mittelwerte und
Standardabweichung vom Mittelwert berechnet.



6.5.6 [B-Galactosidase-Test

Ein kunstliches Substrat fir das EnzfGalactosidase ist ONPG (Ortho-Nitrophefyb-
Galactosid). Bei dessen Spaltung durch das Enzym entsteht ein gelber Farbstoff. Durch
Messung der Absorption kann die Transkriptionsaktivitat der Zellen in Abhangigkeit von der
Promotoraktivitat bestimmt werden.

Zu 500pl B-Gal-Assay-Puffer (100mM Na-Phosphat-Puffer, pH7,4; 10 mM KCI; 1mM
MgSQy; 3,5 pl/ml B-Mercaptoethanol) wurden 10-20 pl Zellextrakt (was ungeféhr einer
Gesamtproteinmenge von 12 bis 15 pg entsprach) und 100 pl ONPG-LOsung (4mg/ml ONPG
in 0,5 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0) gegeben. Danach folgte eine Inkubation bei 37°C bis eine
deutliche Gelbfarbung der Losung erkennbar wurde. Zum Abstoppen der Reaktion wurden
250ul Stoppuffer (1M N#Os3) hinzugeflgt. Innerhalb der nachsten 30 Min. wurde die
Absorption bei Licht der Wellenlange 420nm gegen die Leerwertkontrolle gemessen.

Gesamtproteinextrakt in 50 pl Luci-Lysepuffer zusammen mit 50 pl Assaypuffer (125 mM Na-
MES; 125mM Tris-HCI, pH7,8; 25mM Mg-Acetat, 2mg/ml ATP) fur den Luciferase-assay in
weil3en 96-Loch-Mikrotiterplatten im Luminometer eingesetzt. 2 Sek. nach Zugabe von 50 pl
Luciferin-Losung (1 mM Luciferin in 5 mM KbPOy) wurde die Lumineszenz in einem
Zeitraum von 5 Sek. gemessen. Die relative Lichtemission wurde entweder auf die
Proteinkonzentration oder auf @deGalactosidase Aktivitat im Lysat relativiert.

Von den Ergebnissen aller Experimente, wobei innerhalb eines Experiments jede
Transfektion mindestens in zwei parallelen Ansatzen durchgefiihrt wurde, wurden die
Mittelwerte und Standardabweichung vom Mittelwert berechnet.

6.5.7 Repressionsassay mit der stabil transfizierten U20S-Zellinie

Diese Experimente wurden genauso durchgefiihrt wie in Alletnad. beschrieben [96]. Die

mit dem Promotor-Reportergen-Konstrukt GAL4-TKIuc stabil transfizierten U20S/GAL4 TK
luc-Zellen wurden in 10 cm-Platten bis zu einer Konfluenz von 40-60 % herangezogen und
dann mit der Calcium-Phosphat-Methode transfiziert. Jede Platte wurde dazu mit entweder 15
Mg ppuro GAL4 DB (DNA-Bindedoméne), ppuro GAL4 DB-Bmil, ppuro GAL4 DB-3pK
oder pkRSPA zusammen mit 2 pg RB\@Gal transfiziert. Nach 20 — 24 h wurden die
Prazipitate durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt und mit frischen DMEM (inkl. 10 %
FCS) ersetzt. 8-10h spater wurden dem Medium 10 pg/ml Puromycin zugegeben, um alle nicht
transfizierten Zellen zu eliminieren, was weitere 38-62 h dauerte. Die Zellen, die mit pKRSPA
(ohne Puromycin-Resistenz) transfizierte wurden, dienten als Kontrolle fur die vollstandige
Elimination. Die verbliebenen, transfizierten Zellen wurden nach Austausch des Puromycin-
Mediums weitere 6 h in DMEM (inkl. 10 % FCS) gehalten, bevor sie den Luciferasefbzw.
Gal-Tests unterzogen wurden.



! ERGEBNISSE
7.1  Wechselwirkungspartner von 3pK — Ergebnisse der two-hybrid screens

Die physiologische Rolle der MAPKAP-Kinase 3pK war zu Beginn dieser Arbeit vollig unklar.
Mit Hilfe der two-hybridTechnik sollten deshalb Interaktionspartner und physiologische
Substrate der Kinase identifiziert werden.

Durch anfanglichéwo-hybridExperimente konnte festgestellt werden, daf die Wildtyp-Kinase
(3pK wt) bereits ohne irgendwelche Interaktionspartner eine geringe autonome Fahigkeit zur
Transaktivierung der Hefe-Reportergene aufwies (nicht aufgefiihrte Daten). Daraufhin wurde
eine 3pK-Mutante, bei der das Lysin der ATP-Bindestelle durch ein Methionin ersetzt wurde
(3pK K73M) und eine kinase-inaktive Isoform ergab, als brauchbarer Kddat) (Ur die
screengdentifiziert. Aul3erdem wurde von Zha al. berichtet, dal3 in Kinasen eine derartige
Substitution in einer stabileren Bindung der Substrate resultiert und dadurch zu einer besseren
Transaktivierung detwo-hybridReportergene fuihrt [164]. Da 3pK vor allem in Skelett- und
Herzmuskel sowie in T-Zellen hoch exprimiert vorliegt, wurden eine humane Herz-cDNA- und
eine Jurkat-T-Zell-Bibliothek fiir die Suche nach Interaktionspartner ausgewabhlt.

Bei der ersten Suche in der Heitzrary wurde die inaktive 3pK in einesinglecopyVektor
kloniert (pPCH) und damit in den Hefestamm CG-1945 transformiert. Dieser Stamm hat eine
relativ schwache3-Gal-Expressionsaktivitdt, was in einer verringerten Zahl falsch-positiver
Klone resultiert [160]. Bei diesemscreen konnten zweif3-Gal-positive Klone gefunden
werden. Weitere Details dazu sind in der Tabelle 2 zu finden.

Da die Ausbeute bei diesesaureensehr gering war, wurde flir den zweiten und drigereen

mit Y190 ein Hefestamm mit starkeBaGal-Promotor benutzt. Zusétzlich wurde 3pK K73M

in das multicopyPlasmid pAS2.1 kloniert. Tatsachlich konnten durch diese Maflinahmen in
folgenden screen mehr B-Gal-positive Kolonien erhalten werden (Tabelle 2). Im zweiten
screenwurde wiederholt die Herz-cDNA-Bibliothek eingesetzt, im dritten dagegen die Jurkat-
T-Zell-library.

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich die Interaktionspartner HPH2 und E47 intensiv
untersucht; weitere Angaben zu den restlichen gefundenen 3pK-Interaktionsproteinen sind im
Anhang zu finden.



1. Screen: humane Herz-Bibliothek 2. Screen: humane Herz-Bibliothek 3. Screen: Jurkat-T-Zell-Biblioth €

tamm S. cerevisiae CG-1945 S. cerevisiae Y190 S. cerevisiae Y190
—Bibliothek humane Herz-Bibliothek humane Herz-Bibliothek Jurkat-T-Zell-Bibliothek
" (bait Vektor) pPCH/3pK K73M (singlecopy) pAS2-1/3pK K73M (multicopy) pAS2-1/3pK K73M (multicopy)

1sformationseffizienz 20000 cfu / pg DNA 4500 cfu / pg DNA 1500 cfu / pg DNA

e an Bibliotheksplasmid 500 pg 1000 ug 1125 ug
Wl der gescreenten Klone 1x 10" 4,5x 10° 2x10°
screenen der Bibliothek 3,3 X 15x 1x
-EU/HIS-positive Klone Mehrere Hundert (ohne 3-AT) Mehrere Hundert (3-AT, 30mM) Mehrere Hundert (3-AT, 30mM)
-positive Klone 2 88 4
reen 3pK-Interakt ionpartner relative St arke der Anzahl der ge- weitere
two-h ybrid -Interaktion | fundenen Klone Information ¢
creen HPH?2 - human polyhomeotic 2 (C-73 aa) ++++ 2 - 9.2.1
creen HPH2 - human polyhomeotic 2 (C-73 aa) ++++ 6 - 9.2.1
" HPH2 - human polyhomeotic 2 (C-145 aa) ++ 4 - 9.2.1
" HPH?2 - human polyhomeotic 2 (C-198 aa) +++ 3 - 9.2.1
" HPH?2 - human polyhomeotic 2 (C-209 aa) ++ 5 - 9.2.1
" - E47 - Homo sapiens bHLH Transkriptionsfaktor ++ 1 - 9.2.2
- PTRF - Homo sapiens Polymerase I-transcript release factor + - +++ 29 (11/13/3/2) - 9.2.3
- DMPK — Homo sapiens dystrophia myotonica protein kinase ++++ 23 - 9.2.4
- PRAL - Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1 + 7 - 9.25
" - EPS15R - Homo sapiens epidermal growth factor receptor substrate ++ 5 - 9.2.6
- P88rIPK - Homo sapiens repressor of interferon-inducible double-stranded RNA + 2 - 9.2.7
protein-kinase (PKR) dependent inhibitor P58, (P58IPK repressor)
" - Dynamitin - Homo sapiens dynamitin (dynactin complex 50 kDa subunit) + 1 - 9.2.9
creen CSBP1 — Human CSaids binding protein (humane p38) ++ 2 - 9.2.8
- PRAL - Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1 + 2 - 9.25

le 2: Ubersicht Uber die durchgefiihrten

two-hybrid screens und die dabei identifizierten 3pK-Int

eraktionspartner.
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7.2  Die Interaktion der MAPKAP-Kinasen mit Polycomb-Proteinen

7.2.1 3pK und MK2 binden im Hefe two-hybrid- System in vivo an die Homologie-
Domaéne Il im extremen C-Terminus von HPH2

In beidentwo-hybrid screensler humanen Herz-cDNA-Bibliothek wurden Fragmente des
transkriptionellen Repressors und PcG-Mitglieds HPHDaiw fide3pK-Interaktionspartner
gefunden. In der ersten Suche wurden mit 3pK dem KBallin einemsinglecopyPlasmid

und mit dem Hefestamm CG-1945 zwei identische positive Klone einer 873 bp langen cDNA
entdeckt. In der Genbank (NCBI Blast Search) wurden sie als 73 C-terminale Aminoséuren
von HPH2 und einem dazugehdrigen Teil der 3' untranslatierten Region (3'UTR) identifiziert
(Bild 4A). Auch im zweiterscreen mit dem Y190-Hefestamm und mit denulticopyPlasmid
pAS2.1, konnte dieses HPH2-Fragment weitere sechs Male gefunden werden. Aul3erdem
wurden in diesenscreennoch groéfRere 5'-terminale Stiicke dieser cDNA entdeckt, wiederum
mit Teilen der 3'UTR: vier Klone, die 145 Aminosauren kodieren, drei, welche 198 und finf
fur 209 Aminosauren (Bild 4A). Neben diesen vier unterschiedlich langen HPH2-Fragmenten
wurden von A. Otte (Amsterdam) zwei weitere, groRere HPH2-Klone (298 und 443 C-
terminale Aminosauren kodierend) zur Verfigung gestellt, die ihrerseits in &veimybrid
screenmit BMI1 als Koder gefunden wurden. Diese Klone zeigten ebenfalls eine Interaktion
mit 3pK im two-hybridSystem (Bild 4A). Der langere dieser HPH2-Klone wurde zudem als
die vollstandige cDNA beschrieben [91]. Interessanterweise Uberlappt die Sequenz von HPH2,
die fur die Bindung mit BMI1 bzw. HPH1/2 notwendig ist, mit der Interaktionsdoméane fir die
3pK-Bindung. Diese Domane umfal3t 73 Aminosduren und beinhaltet die 67 Aminosauren
lange Homologie-Doméane I, die 100% identisch ist mit der entsprechenden Sequenz des
Maus-Proteins, Mph2. Sie stimmt weiterhin zu 79% mit der von mphl/Rae28, 77% mit der
von HPH1 und noch zu 56% mit der homologen SequenpalghomeoticHomologs von
Drosophilatberein.

Diese insgesamt sechs unterschiedlich langen HPH2-Klone haben auch unterschiedliche
Bindungsaffinitdten zu 3pK. So zeigt der direkw®-hybridTest mit X-Gal als Substrat, dai3

die Interaktion zwischen 3pK und dem kleinsten HPH2-Fragment, HPH2 (C-73 aa), zur
intensivsten Blaufarbung fihrt, die sich zudem auch in der kiirzesten Zeit, innerhalb von
30Minuten, entwickelt. Alle anderen Wechselwirkungen von 3pK mit langeren HPH2-cDNAs
bendtigen mindestens 60 Minuten, um die maximale Intensitat der Blaufarbung zu erreichen,
die dann aber immer noch sehr deutlich unter der von HPH2 (C-73 aa) liegt (Bild 4B). Um die
Bindungsaffinitdten letztendlich quantitativ zu bestimmen, wutderhybridExperimente mit
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Bild 4: Two-hybrid -Interakt ion zwischen 3pK und HPH2. (A) Schematische Reprasentation der
HPH2-Klone, die mit 3pK interagieren. In den two-hybrid-screens wurden vier verschieden lange
HPH2-Klone gefunden: HPH2 (C-73 aa), HPH2 (C-145 aa), HPH2 (C-198 aa), HPH2 (C-209 aa). Eine
Interaktion konnte auch mit zwei zuvor identifizierten HPH2-Klonen, HPH2 (C-298 aa) HPH2 (C-443
aa), identifiziert werden; der langste wurde als vollstandige HPH2-cDNA beschrieben (91).
Homologiedomé&nen (HDI und HDII) und das Zinkfinger-Motiv (Zn) werden als Boxen gezeigt; die
kodierenden Sequenzen sind mit Pfeilen begrenzt; 3'UTR: 3' untranslatierte Region (B) Direkte two-
hybrid-Tests mit X-Gal: die verschieden langen HPH2-Klone interagieren mit 3pK K73M. (C)
Quantitatives B-Gal-Assay mit ONPG. Es wurden dieselben Interaktionen wie in (B) analysiert;
gezeigt werden die Mittelwerte und Standardabweichungen aus je funf unabhangigen Experimenten,
deren [-Gal-Aktivitdéten in Miller-Einheiten gemessen wurden [161]. Die Interaktionen wurden
zusatzlich prozentual miteinander verglichen (Werte Uber den Balken), wobei die B-Gal-Aktivitat
zwischen 3pK K73M und HPH2 (C-73 aa) willkurlich auf 100% gesetzt wurde.



ONPG als Substrat durchgefiihrt (Bild 4C). Diese Art des Tests ist zwar um den Faktor 10
weniger sensitiv als der entsprechende Versuch mit X-Gal [160], stelit aber mit der
photometrischen Messung der ONPG-Umsetzung in einen gelben Farbstoff eine Mdglichkeit
zur Einschatzung der Starke vdwo-hybridinteraktionen dar. Die mit X-Gal erzielten
Ergebnisse konnten dabei bestétigt werden: wahrend die 3pK-Interaktion mit HPH2 (C-73 aa)
die hochstg-Galactosidase-Aktivitat aufwies und deshalb als 100% gesetzt wurde, zeigten die
langeren HPH2-Fragmente deutlich geringere Aktivitdten. Die Wechselwirkung von 3pK mit
HPH2 (C-145 aa), HPH2 (C-198 aa), HPH2 (C-209 aa) bzw. HPH2 (C-443 aa) liel3 sich damit
zu 5%, 18%, 2.8% bzw. 3.3% vom Kontrollwert bestimmen (Bild 4C).

Zusatzlich zu 3pK konnte auch beobachtet werden ,dal’ die homologe MK2 mit HRkZ2 im
hybrid-System interagiert; die Bindung von MK2 mit dem kiirzesten Fragment HPH2 (C-73
aa) resultiert in einer ahnlich intensiven blauen Farbe (nicht aufgefihrte Daten) wie bei der
Reaktion mit 3pK.

7.2.2 HPH2 coimmunprazipitiert mit 3pK  in vivo

Um die two-hybridDaten unabhéngig zu verifizieren und um zu analysieren, ob 3pK
zusammen mit HPH2 in einem Polycomb-Komplex vorliegt, wurden Immunprazipitations-
experimente durchgefuhrt. Dazu wurden in einem ersten Experiment HEK293-Zellen mit der
DNA des kleinsten HPH2-Fragments (als GST-Fusionsprotein (pEBG/HPH2 (C-73 aa)) sowie
mit 3pK cotransfiziert. Als Positivkontrolle fir die Immunprézipitation sowie fir den
Westernblot wurde ein polyklonales anti-GST-Serum benutzt; das dabei detektierte GST-
HPH2 Fusionsprotein lief auf einer Hohe von 34 kDa und entsprach damit dem rechnerisch
erwarteten Molekulargewicht (Bild 5A, Spur 5). Fur das eigentliche Coimmunprazipitations-
experiment mit cotransfiziertem HPH2 und 3pK sowie fir die Negativkontrollen wurden
Lysate transfizierter HEK293-Zellen mit dem polyklonalen anti-3pK-Serum inkubiert. Die
resultierenden Immunprazipitate wurde mit anti-GST-Serum geblottet, wobei nur in der Probe,
in welcher beide Proteine coexprimiert vorlagen, das an 3pK gebundene HPH2 detektiert
werden konnte (Bild 5ASpur 1); das GST-HPH2-Fragment konnte weder mit den an Protein-
A-Agarose gekoppelten anti-3pK-Antikdrpern aus dem Lysat gezogen werden (Bild 5A, Spur
2), noch war das GST-Protein fir die Bindung an 3pK verantwortlich (Bild 5A, Spur 3). Eine
weitere Kontrolle bestéatigte, dal die in Probe 1 detektierte Bande nicht irgendein
unspezifisches Protein war, das mit 3pK interagiert und zufalligerweise mit dem anti-3pK-
Serum kreuzreagiert (Bild 5A, Spur 4). Weiterhin wurde getestet (Bild 5B), ob auch langere
HPH2-Klone coimmuprazipitiert werden konnten. Dazu wurden vier verschiedegdan
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Bild 5: In vivo Interakt ion zwischen 3pK und HPH2 . HEK293-Zellen wurden mit den angegebenen
Plasmiden transfiziert. 3pK wurde entweder als unmarkiertes (A) oder als HA-markiertes Protein
exprimiert (B). Die Proteine wurden mit den beschriebenen Antiseren immunprazipitiert, zweimal mit
TLB-Puffer gewaschen, in SDS-PAGE-Gelen (10%) aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membranen
geblottet und mit den angegebenen Antiseren detektiert. Die Banden bei 55 kDa resultieren aus der
Kreuzreaktivitat der schweren Ig-Ketten mit den benutzten Antikorpern.

GST-HPH2-Fragmente (C-298 aa, C-198 aa, C-145 aa und C-73 aa) zusammen mit HA-
markierter 3pK cotransfiziert. Immunprézipitationen und Westernblots mit anti-GST-Serum
bestatigte die Expression der verschiedenen HPH2-Fusionsproteine (Bild 5B, Spuren 1-4 und
9-12). Coimmunprazipitationen von HPH2-Klonen mit HA-3pK konnten lediglich bei GST-
HPH2 (C-73 aa) (Bild 5B, Spur 6) und GST-HPH2 (C-198 aa) (Bild 5B, Spur 8) beobachtet
werden. In keiner der Negativkontrollen (Bild 5B, Spuren 5, 7, 13, 15), sind mitprazipitierte
Banden der entsprechenden Grol3e zu finden, was bestétigt, dal3 der anti-HA-Antikorper nicht
unspezifisch an die HPH2-Proteine binden kann. GST-HPH2 (C-145 aa) und GST-HPH2 (C-
298 aa) konnten nicht detektiert werden, da ihre Bindeaffinitaten zu 3pK wahrscheinlich unter
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stimmen damit ziemlich genau mit den in demo-hybridTests mit ONPG ermittelten
Interaktionsstarken dberein (Bild 4C). Diese durchgefiihrten Coimmunprazipitations-
experimente, in denen zwei verschiedene Antikdrper zur Immunprazipitation eingesetzt
wurden, indizieren, dald die inwo-hybridSystem entdeckte Interaktion zwischen der
MAPKAP Kinase 3pK und dem PcG-Protein HPH2 auchvivo in Saugerzellen existiert.
Diese Resultate unterstiitzen weiterhin die Hypothese, dal3 3pK als Teil eines Polycomb-
Komplexes vorliegt, in dem HPH2 préasent ist.

7.2.3 Invivo Interaktion zwischen Bmil und beiden MAPKAP-Kinasen, 3pK und MK2

Um die Entdeckung weiter zu erharten, dall die MAPKAP-Kinasen 3pK und MK2
Bestandteile von PcG-Komplexen sind, wurde analysiert, ob die Kinase in der Lage ist, mit
einem weiteren PcG-Protein zu coprazipitieren. Das Protoonkogen bmil, dessen Protein mit
HPH2 interagiert [91] und das urspriinglich beschrieben wurde, in Zellproliferation und
Tumorgenese involviert zu sein [81,82], wurde daraufhin untersucht. Dazu wurde ein HA-
Bmil-Expressionsplasmid mit Vektoren cotransfiziert, die entweder GST-3pK, GST-MK2
oder nur GST kodierten. Die Spuren 1-3 (Bild 6) bestatigen die Expression der GST-
fusionierten Kinasen. Beide MAPKAP-Kinasen konnten mit Bmil coimmunprazipitiert werden
(Bild 6, Spuren 4, 5); der GST-Teil allein, interagierte dagegen nicht mit HA-Bmil (Bild 6,
Spur 6). Diese Experimente identifizieren Bmil als weiteren direkten oder indirekten PcG-
Interaktionspartner von 3pK und MK2 und unterstreichen erneut, dal} die MAPKAP-Kinasen
putative Bestandteile von Polycomb-Komplexen sind.

Transfektion

Bild 6: In Vvivo

HA-Bmil + |+ |+H|+ |+ ]|+ Interakt ion  zwischen
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7.2.4 3pK und MK2 phosphorylieren Bmil  in vitro

Bmil ist als Phosphoprotein beschrieben [90], obwohl die Funktion dieses posttranslationalen
Ereignisses nach wie vor unklar ist. Neueste Ergebnisse deuten jedoch auf einen
Zusammenhang von Phosphorylierung und der anschlieBenden Dissoziation von PcG-
Komplexen hin [105], was ein erster Anhaltspunkt dafur ist, da? Proteinkinasen eventuell eine
wichtige Rolle bei der Regulation von PcG-Proteinen und deren Funktionen spielen kdnnen.
Die Copréazipitation von 3pK und MK2 mit Bmil legt nahe, da3 Bmil ein Substrat beider
MAKPAK-Kinasen sein kdnnte.

In in vitro Kinaseassays wurde getestet, ob aktive 3pK (Bild 7) bzw. MK2 (Bild 8) in der Lage
sind, Bmil zu phosphorylieren. GST-3pK, GST-MK2 oder HA-Bmil wurden dafur getrennt in
HEK293-Zellen transfiziert und anschlieBend mit den entsprechenden Antikdrpern aus den
TLB-Lysaten immunprazipitiert. Um 3pkn vivo zu aktivieren, wurden die Zellen vorher
entweder mit Serum und TPA bzw. mit Arsenit stimuliert; MK2 ist lediglich Arsenit-responsiv.
Die prazipitierten Immunkomplexe wurden mehrmals mit hochstringentem RIPA-Puffer (inkl.
1M NaCl) gewaschen, um kontaminierende Proteine von den Prazipitaten zu entfernen. Die
Immunkomplexe von Bmil wurden dann mit Immunkomplexen aktiver oder inaktiver Kinasen
versetzt, um anschlieBend in entsprechenden Kinasebuffer mit radioakyi7enATP
inkubiert zu werden.

Transfektion

GST-3pK + |+ |+ Bild 7: 3pK phosphoryliert das
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Bmil wurde in der Abwesenheit von 3pK nicht (Bild 7, Spur 1) und in Anwesenheit von nicht
aktiver Kinase nur schwach phosphoryliert (Bild 7, Spur 4). Lag allerdings aktive Kinase vor,
war Bmil stark phosphoryliert, und zwar in dem Mal3 wie es der Kinaseaktivierung entsprach,
die durch die Phosphorylierung des kleinen Hitzeschockproteins HSP27 demonstriert wurde
(Bild 7, Spur 2, 3). Ein entsprechendes Resultat wurde mit MK2 als Bmil-Kinase erzielt. Bmil
wurde ausschlief3lich in Anwesenheit aktiver Kinase stark phosphoryliert (Bild 8, Spur 2).

Transfektion
GST-MK2 + |+

HA-Bmil + |+ |+

Stimulation

Bild 8: MK2 phosphoryliert das

. Polycomb- und Protoonkoprotein Bmil
Arsenit + HEK293-Zellen wurden entweder mit GST-
MK2 oder mit HA-Bmil transfiziert. Die
Kinase wurde durch Stimulation mit Arsenit
aktiviert. Die Kinase und das Substrat
wurden getrennt mit anti-GST- bzw. mit
aGST — 4 GST-MK?2 anti-HA-Antiserum immunprazipitiert, unter
hochstringenten Bedingungen (RIPA-Puffer
mit 1M NaCl) zweimal gewaschen und fir
aHA ) die in vitro Kinasereaktion in Gegenwart
von [yazP]-ATP zusammengefuhrt.
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7.2.5 Nicht aktiviertes, GAL4 DB-fusioniertes 3pK wirkt als transkriptioneller Repressor

Die physiologische Funktion von 3pK ist soweit noch unbekannt. Nachdem 3pK nun nach-
weislich mit zwei verschiedenen Mitgliedern einer Polycomb-Gruppe interagiert, die als
transkriptionelle Repressoren charakterisiert sind, lag es nahe, 3pK ebenfalls auf ihre
transkriptionelle Aktivitat hin zu tGberprufen. Die reprimierende Aktivitat von PcG-Proteinen
auf die Genexpression wurde bereits direkt in transienten Transfektionsexperimenten in
Saugerzellen sowohl fur Bmil als auch fur andere PcG-Proteine gezeigt [165, 166]. Da man
aber glaubt, dal3 PcG-Proteine die Transkription auf Chromatinebene beeinflussen, haben
Alkemaet al. [96] ein Repressionsassay entwickelt, bei dem das Zielgen stabil in das Genom
einer humanen Osteosarkom-Zellinie (U20S) integriert wurde. Das so eingefiigte Luciferase-
Reportergen steht unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven Thyrmdsd (TK)-
Promotors, dem fiinf GAL4 DNA-Bindestellen vorangehen. Entsprechend dem
Rekrutierungsmodell rekrutieren die transient exprimierten GAL4-PcG-Fusionsproteine Uber
ihre Bindung an die DNA-Bindestellen andere PcG-Mitglieder, um den multimeren, funktionell
aktiven silencingKomplex an diesem artifiziellen Promotor zu vervollstandigen [96,98].



Bindedomane (DB)-Bmil bzw. GAL4 DB-3pK zusatzlich zu einem Puromycin-Resistenzgen
kodieren. Um die Transfektionseffizienz zu bestimmen und sie rechnerisch auszugleichen,
wurden zusétzlich B-Galactosidase kodierende Konstrukte cotransfiziert. Alle nicht
transfizierten Zellen wurden durch die Zugabe von Puromycin eliminiert. Die Puromycin-
Resistenten wurden anschlieRend in einem Luciferaseassay auf die Transaktivierung des
Reportergens untersucht. Der Luciferase-Wert der Zellen, die nur mit dem leeren GAL4 DB-
Vektor transfiziert wurden, galt als 100%-Wert. Die Expression von GAL4 DB-Bmil diente
als Positivkontrolle und zeigte eine Reduktion der Promotoraktivitat auf ca. 25 %, wie sie fur
dieses Assay schon vorher beschrieben wurde [96]. Interessanterweise konnte mit dem GAL4
DB-3pK eine eben solche Repression der Luciferase-Expression (Reduktion auf 21%) erzielt
werden. Dies legt nahe, dal3 auch nicht aktivierte und Gber die GAL4-DNA-Bindedoméane am
Zielgen lokalisierte 3pK in der Lage ist, genau wie fir PcG-Proteine bereits beschrieben,
andere Mitglieder dieser Gruppe zu diesem in Chromatin-integrierten Promotor zu rekrutieren,
um dort einen funktionellen PcG-Repressorkomplex zu bilden.

Bild 9: Tran skriptionelle Rep res- A GAL4-Bindestellen SV40 Enhancer
sion durch GAL4 DB-3pK. (A) TK Luciferase polyA
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7.3  Die Interaktion der MAPKAP-Kinasen mit dem bHLH-Transkriptionsfaktor E47

7.3.1 3pK bindet invivo an E47 im Hefe two-hybrid -System

Im zweitentwo-hybrid screender humanen Herz-cDNA-Bibliothek konnte der vollstandige
humane basische HLH-Transkriptionsfaktor E47 als weiterer 3pK-Interaktionspartner
identifiziert werden (Bild 10). Um die Interaktionsdomé&nen einzugrenzen, wurden mehrere
Deletionsmutanten von E47 hergestellt, welche dann in dirakterhybrid Tests mit 3pK
K73M eingesetzt wurden (Bild 10). Das Entfernen von 157 Aminosauren vom C-Terminus
von E47 (E47 (1-494)), inklusive des HLH-Motivs und der sauren Domane, fiuhrte
interessanterweise bereits zur Aufhebung der Proteininteraktion, was eine wichtige Bedeutung
dieser Motive fur die Bindung von E47 an 3pK nahelegt. Eine ahnlich grof3e Deletion am N-
terminalen E47-Ende (E47A18-229)) fuihrte zur Eliminierung der Aktivierungsdane 1
(AD1) [108,109], was aber keinen negativen Einflul? auf die Interaktion hatte, wahrend eine
weitergehende Deletion des N-Terminus von E47 bis zur Aminosaure 371 wiederum die
Bindung verhinderte. Diese Studien zeigen, dal3 zusatzlich zur _Lelop-H
Transaktivationsdméane 2L H-AD2) [108,110], der sauren Domane (A) und dem HLH-Motiv
(HLH), die alle in der C-terminalen Halfte lokalisiert sind, noch eine N-terminale Region fur
das Binden von 3pK wichtig ist.

Interaktion
mit 3pK
AD1 LH-AD2 A HLH
E47 ] || Bl | +
E47 (1-494 aa) | || | -
E47 (A18-229 aa) l/\\ || HElE | +
E47 (372-651 aa) Il Nl -

Bild 10 : 3pK und der basische HLH-Tran skriptionsfaktor E47 int eragieren in vivo in
Hefezellen. Analyse des vollstandigen E47 und verschiedener E47-Deletionsmutanten in direkten
Hefe two-hybrid-Experimenten mit pAS2.1-3pK K73M als 'Kéder'. Aktivierungsdoméne 1 (AD1),
Loop-Helix-Transaktivierungsdomane 2 (LH-AD2), saure (A) und HLH-Doméne (HLH) sind als
schwarze Boxen gezeigt und markiert.



7.3.2 3pKinteragiert mit E47 in vivo

Um die 3pK-E47 two-hybridinteraktion mit einer davon unabh&ngigen Methode zu
bestétigen, wurden Coimmunprazipitationsexperimente durchgefiuhrt2®&Rellen wurden
dazu mit HA markiertem 3pK und mit E47 cotransfiziert. Als Positivkontrolle wurde E47 mit
polyklonalem anti-E47-Serum prézipitiert (Bild 11, Spur 1). HA-3pK wurde mit dem
monoklonalen HA-Antikdrper (12CA5) prazipitiert. Es konnte gezeigt werden, da3 E47
spezifisch mit 3pK copréazipitiert (Bild 11, Spur 4), wahrend in den Kontrollen kein
coimmunprazipitiertes Protein erkgar war (Bild 11, Spuren 2, 3).

Diese Experimente zusammen mit dem-hybridDaten demonstrieren, daf3 3pK und E47
sowohl in Hefe als auch in Sdugerzellevivo miteinander interagieren konnen.

Transfektion

Bild 11: E47 coimmunprazipitiert mit HA-3pK aus
HA-3pK + + humanen Zelllysaten. HEK293-Zellen wurden mit
E47 + + |+ den entsprechenden Plasmiden transfiziert. 3pK wurde
als HA-markierte Version exprimiert. Die Proteine
P E47 HA wurden wie angegeben mit anti-E47 oder anti-HA
EI - (12CAb5)-Serum immunprazipitiert, zweimal mit TLB-
aE47 E47 Puffer gewaschen, mittels SDS-PAGE (10%)
aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Filter geblottet. Die
aHA . == <4 HA-3pK Proteine wurden anschlieBend mit den angegebenen
Antiseren detektiert.

1 2 3 4

7.3.3 3pK und MK2 interagieren mit E47 unter hochstringenten Bedingungen

Es wurde ferner analysiert, ob MK2 ebenso wie 3pK in der Lage war, an E47 zu binden. Dazu
wurden in den hier durchgefuhrtdtull-down-Experimenten bakteriell exprimiertes GST-E47

an Glutathion-Sepharose-Kugelchen gebunden und anschlieRend zu HEK293-Lysaten gegeben.
Diese enthielten entweder HA-3pK oder HA-MK2 und waren durch eine Vorinkubation mit
GST-beladenen Glutathion-Sepharose-Kigelchen von Proteinen bereinigt worden, die lediglich
an GST bzw. an die Kugelchen banden. Nach einer Inkubationsphase (6-12 h) wurden die
GST-E47-beladenen Kigelchen zentrifugiert und zweimal gewaschen, entweder unter
moderaten (TLB-Puffer mit einem hohen Salzanteil) oder hochstringenten Bedingungen
(RIPA). Die an die Sepharose-Kugelchen gebundenen Proteine wurden anschlieend mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und immungeblottet, um die HA-markierten Proteine zu detektieren.
Tats&chlich konnte 3pK als auch MK2 unter beiden Experimentalbedingungen nachgewiesen
werden (Bild 12, Spuren 2, 6). Dies war nicht der Fall, wenn die Glutathion-Sepharose-
Kigelchen nur mit GST beladen waren (Bild 12, Spuren 3, 7) oder wenn Lysate von



3pK und MK2 haben also beide die Fahigkeit, E47 zu binden. Aul3erdem zeigt die hohe
Stringenz, unter der die Proteininteraktionen stabil waren, auf eine hohe Bindungsaffinitat

beider Kinasen zu E47.

Transfektion der HEK293-Zellen mit

HA-3pK + |+ |+ -] -] -] -
HA-MK2 -l - - -+
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Bild 12 : 3pK und MK2 coprazipiti

< HA-MK?2
< HA-3pK

< HA-MK?2
< HA-3pK

eren mit GST-E47 . Rekombinantes GST-E47, das an Glutathion-

Sepharose-Kigelchen gebunden war, wurde zu vorgereinigten TLB-Lysaten von transfizierten oder
untransfizierten HEK293-Zellen gegeben, 6-12 h inkubiert und anschlielend zweimal entweder mit
TLB-Puffer (inkl. 0.5 M NaCl) oder mit RIPA-Puffer (137 mM NacCl) gewaschen. Nach SDS-PAGE
und dem Transferieren auf Nitrocellulose-Membranen wurden die HA-markierten MAPKAP-Kinasen
durch HA-Western detektiert (Spuren 2, 6). Als Negativkontrollen wurden GST-beladene Glutathion-
Sepharose-Kigelchen (Spuren 3, 7) bzw. Lysate von untransfizierten HEK293 (Spur 4) verwendet.
Die Spuren 1 und 5 sind Positivkontrollen und zeigen die HA-markierten Kinasen aus Lysaten von

transfizierten HEK293-Zellen.



7.3.4 3pK und MAPKAP-Kinase 2 phosphorylieren E47  in vitro

In vivo liegt E47 an mehreren Stelle phosphoryliert vor [148,149]. In Bezug auf die
phosphorylierenden E47-Kinasen ist jedoch nur wenig bekannt. Die hier gezeigte Bindung
beider MAPKAP-Kinasen legt nahe, dal3 E47 ein potentielles Substrat sein kdnnte. Aul3erdem
finden sich in der Aminosauresequenz des Transkriptionsfaktors vier potentielle
Konsensussequenzen (RXXS) fur eine Phosphorylierung durch MAPKAP-Kinasen (Bild 13).

Es wurden deshalb in verschiedemenritro Kinaseassays getestet, ob die Kinasen in der Lage
waren, E47 zu phosphorylieren. Die verschiedenen Kinaseassays unterscheiden sich in der
Herkunft der Kinasen und E47.

1 MNQPQRMAPV GTDKELSDLL DFSMMFPLPV TNBRGE. AGAHFGGSGL ED GSWG
61 SGDQSSSSFD PSTFSEGTH FTESHSSLSS STFLGPGLG KSGERGAYAS FGRDAGVGGL
121 TQAGFLSGEL ALNSPGPLSP SGMKGTSQYY PSYSGSSRRR AADGSLDTQP KKVRKVPPGL
181 PSSVYPPSSG EDYGRDATAY PSAKTPSSTY PAPFYVADGS LHPSAELWSP PGQAGFGPML
241 GGGSSPLPLP PGSGPVGSSG SSSTFGGLHQ HERMGYQLHG AEVNGGLPSA SSFSSAPGAT
301 YGGVSSHTPP VSGADSLLGS RGTTAGSSGD ALGKALASIY SPDHSSNN FS SSPSTPVGSP
361 QGLAGTSQWP RAGAPGALSP SYDGGLHGLQ SMHEDEA IHVLRSHAVG TAGDMHTLLP
421 GHGALASGFT GPMSLGGRHA GLVGGSHPED GLAGSTSLMH NHAALPSQPG TLPDLSRPPD
481 SYSGLGRAGA TAAASEIKRE EKEDEENTSA ADHSEEEKKE LKAPRA TDEVLSLEEK
541 DLRDRERRMA NNARERVRV R DINEAFRELG RMCQMHLKSD KAQTKLLILQ QAVQVILGLE

601 QQVRERNLNP KAACLKRREE EKVSGVVGDP QMVLSAPHPG LSEAHNPAGH M 651

Bild 13: E47-Aminosau resequenz inklusive potentieller MAPKAP-Kinase-Phos  phorylierungs-
stellen (RXXS) und b ekannter Sequenzmotive. Potentielle MAPKAP-Kinase-Phosphorylierungs-
stellen — griin; Aktivierungsdoméane 1 — blaugriin (aa 1-99) [109]; Loop-Doméane — violett (aa 348-
394); a-Helix — dunkelrot (aa 395-405); (Loop-Domaéane und a-Helix werden zusammen auch als Loop-
Helix-Doméane oder als Aktivierungsdoméne 2 bezeichnet (aa 348-405) [108,110]; Saure Doméne —
blau (aa 511-540); Helix-Loop-Helix — rot (aa 560-600); Amphipatische Helices — rot unterstrichen (aa
560-572 und 588-600) [127].

In einer ersten Reihe von Experimenten (Bild 14A) wurde HA-markiertes 3pK und E47
benutzt, die zundchst separat in HEK293-Zellen transfiziert, anschlieRend prazipitiert,
gewaschen und dann zusammen zu Kinase-Puffer/ifi]{ATP gegeben wurden. Als Quelle

fur aktive 3pK wurden Zellen mit Arsenit stimuliert, was zur Aktivierung der 3pK fuhrt, die
wiederum an der Autophosphorylierung gesehen werden kann. In Anwesenheit von aktivierter
Kinase lag E47 stark phosphoryliert vor (Bild 14A, Spur 3).
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Bild 14: 3pK phosphoryliert
bHLH-Transkriptionsfaktor
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kodierenden Vektoren transfiziert. Die
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In weiteren Phosphorylierungsexperimenten mit bakteriell exprimiertem GST-E47 als

potentiellem Substrat sowie in humanen Zellen exprimierte, aktivierte wie auch nicht aktivierte

GST-3pK konnte erneut die Fahigkeit von aktiver 3pK illustriert werden, E47 spezifisch zu

phosphorylieren (Bild 14B, Spur 3). Da die 3pK-Immunprazipitate u. U. zuséatzliche Kinasen

hatten enthalten kdnnen, die falschlicherweise zu den beobachteten Effekten fiihren, wurden
Kinaseassays durchgefiihrt, in denen nur bakteriell exprimierte und gereinigte Proteine benutzt
wurden (Bild 14C). E47 wurde als rekombinantes GST-Fusionsprotein (GST-E47) exprimiert
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inkubiert. Erneut wurde nur GST-E47, mit einem erwarteten Molekulargewicht von ca. 94
kDa, bei Anwesenheit aktiver 3pK phosphoryliert (Bild 14C, Spur 1), wahrend die inaktive
Version dazu nicht in der Lage war (Bild 14C, Spur 2). Die Negativkontrolle demonstrierte
zudem, dal3 der GST-Anteil kein unspezifisches Substrat ist. Ferner aul3erte sich das Fehlen des
Substrates in dieser Probe in einer htheren Autophosphorylierung (Bild 14C, Spur 3).

Neben 3pK wurde aul3erdem MK2 in ihrer Fahigkeit untersucht, E47 zu phosphorylieren. E47
und HA-markierte MK2 wurden separat in humanen Zellen exprimiert und fir die Kinaseassays
in Bild 15A miteinander inkubiert. Genau wie im Fall von 3pK, konnte auch hier nur die aktive
MK2 E47 phosphorylieren (Bild 15B, Spur 3). Die gleichen Ergebnisse wurde erzielt, wenn
immunprézipitiertes E47 durch bakteriell expiertes GST-E47 ersetzt wurde (Bild 15B, Spur 2).
Diese Resultate zeigen deutlich die Fahigkeit der MAPKAP-Kinasen 3pK und MK2, den
basischen HLH-Transkriptionsfaktor E#4vvitro zu phosphorylieren.

A B
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Bild 15: MK2 phosphoryliert  in vitro den bHLH-Transkriptionsfaktor E47.  In vitro Kinaseassays
mit verschiedenen Quellen von E47. (A) HEK293 wurden mit HA-MK2- oder E47-kodierenden
Vektoren transfiziert. Die Kinase wurde durch Arsenit-Stimulation aktiviert. Substrat und Kinase
wurden beide mit entsprechendem Antiserum immunpréazipitiert (IP). Die Immunkomplexe wurden
unter hochstringenten Bedingungen zweimal gewaschen (RIPA-Puffer inkl. 0,5M NaCl) und fur die
Kinasereaktion in Gegenwart von [yazP]-ATP zusammengefuhrt (B) Arsenit-aktivierte und
immunprazipitierte GST-MK2 wurde zur Kinasereaktion gegeben, in der sich 10 pg rekombinantes,
Sepharose-gebundener GST-E47 bzw. GST befand.



7.3.5 3pK und MK2 reduzieren beide die E47-induzierte transkriptionelle Aktivitat

Die Interaktion zwischen den MAPKAP-Kinasen, 3pK und MK2, und dem Transkriptions-
faktor E47 legten nahe, dal3 die Kinasen in die Regulation der transkriptionellen Aktivitat des
bHLH-Proteins involviert sein kdnnten. Beide Proteine werden im Nukleus gefunden (pers.
Mitteilung, S. Ludwig) [167], was zur Annahme berechtigt, dal’ sie zur Modulation der E47-
Funktion in der Lage sind.

Um die transkriptionelle Aktivitat von E47 zu analysieren, wurde ein Luciferase-Reportergen-
Konstrukt mit einem vier E-Boxen enthaltenden Promotor benutzt (4xE-Box, Bild 16), der in
der Anwesenheit des Transkriptionsfaktors stark aktiviert wird (Bild 17A, B und C). Mit
diesem transienten Transfektionsassay in COS7-Zellen wurde der Effekt von 3pK und MK2
auf die E47-vermittelte Transkription untersucht. Dabei wurden zunehmende Mengen von
GST-markierten Versionen der beiden Kinasen cotransfiziert. Um Uberall gleich viel DNA zu
transfizieren, wurde mit einer entsprechenden Menge GST-Expressionsvektor (pEBG)
aufgefullt, was nicht nur transkriptionelle Unterschiede ausgleicht, sondern auch verhindert,
dal3 die erzielten Effekte auf unterschiedliche Mengen translatierten Proteins zurlckzufihren
sind. Weiterhin wurde durch die Cotransfektion eife§alactosidase-Reportergens die
Transfektionseffizienz bestimmt und zum rechnerischen Ausgleich benutzt. D#Ghé

Werte in allen gemessenen Proben relativ gleich zueinander waren, konnte Uberdies die
Maoglichkeit ausgeschlossen werden, dal3 eventuell apoptotische Ereignisse, die auf das
Uberladen der Zellen durch die exprimierten Proteine zuriickzufilhren sind, fiir das erzielte
Ergebnis verantwortlich sind.

Interessanterweise konnte beobachtet werden, dal3 sowohl 3pK als auch MK2 in der Lage
waren, die transkriptionelle Aktivitat des Uberexprimierten E47 auf den 4xE-Box-Promotor in
einer Dosis-abhangigen Weise zu reduzieren (Bild 17A und B). Die erzielte Verminderung ging
annahernd auf das Niveau der Transaktivierung zurtick, das ohne E47 beobachtet wurde. Die
Expression der Kinasen allein hatten keinen Effekt auf die Aktivitat des 4xE-Box-Promotors
(nicht gezeigte Daten), was daraufhin deutet, dal3 die beobachteten Effekte auf eine
kooperative Aktion zwischen den Kinasen und dem Transkriptionsfaktor zuriickzufuhren ist.
Eine Repression des Promotors wurde nicht gefunden, wenn zunehmende Mengen von GST-
markierter JNK/SAPR mit E47 cotransfiziert wurde (Bild 17C), was die Spezifitat der
Reduktion der Promotoraktivitat durch 3pK und MK2 unterstreicht.
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Bild 17: 3pK und MK2 reprimi eren die E47-
Transaktivier ung eines 4xE-Box-Promotors.
Transiente Transfektionsassays in COS7-Zellen
mit einem vier E-Boxen enthaltenden Luciferase-
Promotor-Konstrukt pGL3-4Eluc (1.25 pg/well).
Dieses wurde cotransfiziert mit pcDNAS3-E47
(0.75 pg/well), pEBG (GST; 5, 2.5, 1.25, 0
pa/well) und (A) pEBG-3pK (GST-3pK; 0, 1.25,
2.5, 5 pg/well), (B) pEBG-MK2 (GST-MK2; 0,
1.25, 2.5, 5 pg/well) oder (C) pEBG-SAPKf
(GST-SAPKB; 0, 1.25, 2.5, 5 pg/well). Die
Reihenfolge  der Balken  entspricht  der
Reihenfolge der Plasmidmengen. Die Luciferase-
Aktivitdten wurden mittels der B-Gal-Werte des
cotransfizierten [-Gal-Expressionsvektors
standardisiert.  Mittelwerte  und  Standard-
abweichungen von drei unabhangigen
Experimenten, die reprdsentativ fur mindestens
drei Assays sind, werden in der Abbildung
gezeigt.




8 DISKUSSION

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die MAPKAP-Kinase 3pK umfassen hauptsachlich die
Mechanismen der Aktivierung. Hierzu gehorte die Identifizierung der extrazellularen Stimuli,
welche zur Aktivierung der Kinase filhren sowie die intrazellularen Signalwege, die diese
Aktivierung vermitteln [1,31].

Auf der Suche nach der physiologischen Rolle der 3p-Kinase wurden deshalb mittels-des
hybrid-Systems neue Interaktionspartner von 3pK gesucht, die Aufschliisse auf die biologische
Funktion der Kinase geben sollten.

8.1 Die Ergebnisse der two-hybrid screens

Im Verlauf dieser Arbeit wurden mehrere unabhangwe-hybrid screenslurchgefihrt, die

sich in der Wahl der verwendeten cDNA-Bibliothek (Herz- bzw. Jurkat-T-Zell-cDNA-
Bibliothek), des benutzten Hefestamms (CG-1945 bzw. Y190) oder in der Arbaites
Plasmidesgingle- oder multicopyunterschieden (Tabelle 2). Ein generelles Problenwmei

hybrid screengst das Auftreten sogenannter falsch-positiver Interaktionspartner. Um dieses
Problem zu minimieren, wurde im erstetreender Hefestamm CG-1945 mit einer geringeren
Expressionsstarke déacZ-Promotors genutzt. Zudem wurde fur diese erste Suche in der
Herz-Bibliothek ein singlecopyPlasmid zur Expression debaits (pPCH-3pK K73M)
eingesetzt. Beide Mallnahmen zusammen fiihrten im essteennur zu einer geringen
Ausbeute von zwei positiven Klonen, was vermuten lief3, dal? aufgrund der sch@a@hen
Expression viele Interaktionspartner eventuell nicht gefunden werden konnten. Deshalb wurde
in den darauf folgendescreenanmit Y190 ein Hefestamm mit starkémacZPromotor und mit
pAS2.1 einmulticopyVektor verwendet. Diese beiden Anderungen stellten sich als richtige
Mittel heraus, da in der zweiten Suche viele ndagma fide 3pK-Interaktionspartner
identifiziert werden konnten (Tabelle 2). Die geringe Ausbeute im driteeen lalt sich
vermutlich auf die schlechtere Qualitdt der Jurkat-Bibliothek zurickfuhren (Tabelle 2). Im
Gegensatz zu der erstmalig amplifizierten Herz-cDBBkk war die urspringliche Herkunft

der Jurkat-Bibliothek und die Anzahl ihrer Amplifikationen nicht mehr zu ermitteln, wodurch
die gleichmallige Présenz aller Klone in dieser cDidfry nicht mehr unbedingt
gewahrleistet war.

Eine weitere Malinahme die Anzahl der falsch-positiven Klone méglichst niedrig zu halten war
der Einsatz von 3-AT in den Selektionsplatten. Dieses sollte schwiaabnybrid-
Interaktionen verhindert, die eventuell durch die nicht ganz abgeschaltete HIS3-Expression



zustande kommen konnten. Viele Interaktionspartner in dieser Arbeit wurden mehrfach
gefunden und sind somit gute Kandidaten fur ‘wahre' Wechselwirkungspartner, auch wenn die
Verifikation mit anderen Methoden noch aussteht. Doch auch eine geringe Stiickzahl
identifizierter two-hybridPartner widerspricht nicht unbedingt der Existenz der
Wechselwirkung, wie einige Beispiele beweisen; so ist von p38 bzw. dem humanen Homolog
CSBP1 schon seit langerem bekannt, 3pK zu phosphorylieren und zu aktivieren [31,50],
dennoch wurden hier nur zwei CSBP1-Klone gefunden (Tabelle 2). Ebenso konnte die 3pK-
E47-Interaktion in dieser Arbeit mit mehreren verschiedenen Methoden bestatigt werden,
genau wie die Interaktion mit p88, dem Repressor des pKiRe(n knase, RA-dependem
Inhibitors (- 9.2.7), von dem erfolgreidn vitro Coimmunprazipitationsexperimente gemacht
wurden (nicht aufgefuhrte Daten).

8.2 Die MAPKAP-Kinasen 3pK und MK2 als neu identifizierte Polycomb-
Komplex-assoziierte Kinasen und potentielle Regulatoren von PcG-
Funktionen

Nachdem 3pK auch im Nukleus von Zellen zu finden ist, konnte man erwarten, auch nukleare
Substrate der Kinase zu finden. In zw®0-hybrid screensvurden mehrere, unterschiedlich

lange cDNA-Klone des Polycomb-Proteifsjman polyhomeotic HPH2), als 3pK-Inter-
aktionspartner identifiziert (Bild 4A). Proteine des PcG-Komplexes sind als transkriptionelle
Repressoren bekannt und dementsprechend nuklear lokalisiert. Die Tatsache, dall HPH2
bereits im ersterscreenmit dem schwacHacZ-exprimierenden C@945-Stamm gefunden
wurde (Tabelle 2), unterstreicht die Starke der Interaktion mit 3pK und damit deren Bestehen.
3pK bindet an das designierte vollstandige HPH2-Protein HPH2 (C-443 aa), hat aber zum
kleinsten Fragment, HPH2 (C-73 aa), mit Abstand die htchste Bindeaffinitat (Bild 4B, C).
Einetwo-hybridInteraktion mit HPH2 (C-73 aa) wurde aul3erdem auch fir die 3pK-homologe
MK?2 festgestellt (nicht aufgefiihrte Daten). Die an die MAPKAP-Kinasen bindende Region mit
o-helikaler Struktur ist auRerdem fur die HPH2-HPH1/2-Hetero- bzw. Homodimerisierung
notwendig und auch ein Bestandteil der Interaktionsdomane fur die Bmil-Assoziation (Bild
4A). Sie beinhaltet zudem die sogenannte HDII/SEP-Domane. Es ist anzunehmen, dal} dieses
73 Aminosauren-Fragment wabhrscheinlich nicht mehr die gesamte HPH-Dimerisierungs-
sequenz umfaf3t, wodurch 3pK und MK2 freien Zugang zu HPH2 bekommen. Eine weitere
Erklarung konnte sein, dal3 das Falten des vollstdndigen HPH2-Proteins die Zugénglichkeit zur
HDII/SEP-Doméne erschwert. Dieser Doméne, die auch in verschiedenen eukaryotischen

Signalproteinen vorkommt, wurde aufl3erdem eine Partizipation in Signaltransduktionsereig-



nissen unterstellt [97]. Die Interaktion dieses Motivs mitgignallingKinasen 3pK und MK2, die

in mehreren Signaltransduktionsprozessen involviert sind, unterstiitzen diese Vermutung.

Die unabhangige Verifikation der 3pioo-hybridInteraktion mit HPH2 konnte min vivo
Coimmunprazipitationsexperimenten bestatigt werden (

Bild 5). In unabhangigen Prazipitationen von 3pK mit teilweise unterschiedlichen Antikbrpern
konnte HPH2, an 3pK assoziiert, aus den Lysaten isoliert werden. Dabei konnten fur die
verschieden langen HPH2-Fragmente erneut unterschiedliche Bindeaffinitdten zur Kinase
festgestellt werden, die mit den quantitatitem-hybrid Experimenten tbereinstimmen (Bild

4C).

Die Entdeckung, dal3 mit dem Protoonkoprotein Bmil ein zweites Mitglied der Polycomb-
Gruppe mit beiden MAPKAP-Kinasen coprazipitierte, lieferte einen weiteren wichtigen
Anhaltspunkt dafir, daf? die Kinasen Bestandteile von PcG-Komplexen sind.

Bmil wurde schon vor langerem als Phosphoprotein beschrieben [80,90]. Dennoch war bisher
keine Bmil-Kinase bekannt. In dieser Arbeit wurden 3pK und MK2 als die ersten Kinasen
identifiziert, die in der Lage waren, Bmif vitro zu phosphorylieren, womit auch ein erster
Hinweis einer funktionellen Verbindung zwischen den Interaktionspartnern erbracht wurde.

Eine Phosphorylierung von HPH2 ist unbekannt; auch hier gelang keine 3pK- bzw.itMK2-
vitro Phosphorylierung des langsten Klons (nicht aufgefihrte Daten), laut Gehstedas
vollstandige HPH2-Protein [91]. Allerdings beschreibt ein neuer Eintrag (1999) in der NCBI
Datenbank (NCBI Accession U81491) ein muripesyhomeotic Z4omolog, Mph2, was mit

einem offenen Leseraster von 3832 Basenpaare ein 850 Aminosauren langes Protein kodiert
(- 9.2.1). Das konnte eventuell darauf hindeuten, dal’ das von Geinstdyeschriebene 432
Aminosauren umfassende HPH2 eventuell nicht das komplette Protein darstellt, sondern daf3
HPH2 &hnlich grol3 wie jenes neu identifizierte Maus-Homolog sein konnte. Auch HPH1 ist
mit 1013 Aminosduren von vergleichbarer Gré3e wie das entsprechende Maus-Homolog
Mphl [90,91]. Das wiederum konnte die nicht gelungene Phosphorylierung von HPH2 durch
die MAPKAP-Kinasen erklaren. Tatsachlich finden sich im N-terminalen Ende dieses 850
Aminosauren langen Mph2-Proteins drei potentielle RXXS-3pK/MK2-Phosphorylierungsstellen.

In einem allgemein akzeptierten Repressionsassay konnte die repressive Funktion vieler PcG-
Proteine auf die Genexpression in transienten Transfektionsexperimenten gezeigt werden
[165,166,168]. Den Mechanismus der Repression durch individuelle PcG-Mitglieder darf man
sich wie im Rekrutierungsmodell beschrieben vorstellen3(6.4): einzelne PcG-Proteine, die

an den Promotor des entsprechenden Zielgens binden, sind danach in der Lage, andere
Mitalieder dorthin zu rekrutieren und somit einen funktionellepr&esionskomlex zu bilden.



Da PcG-Proteine hochst wahrscheinlich auf der Ebene der Chromatinstruktur agieren, haben
Alkema et al. dieses Repressionsassay verbessert, indem sie ein chromosomal integriertes
Promotor-Reporter-Gen benutzen [96]. Dieses System kam in dieser Arbeit zur Verwendung,
um die potentielle F&higkeit von nicht aktivierter und DNA-gebundener 3pK als neu
identifiziertem PcG-Mitglied zu analysieren, durch das Rekrutieren anderer PcG-Proteine einen
funktionellen repressiven PcG-Komplex zu rekonstituierten. Die dabei beobachtete vierfache
Repression durch ein Fusionsprotein aus GAL4-DNA-Bindedoméne und 3pK demonstrierte,
dal3 die Kinase, ahnlich wie Bmil [96], tatsachlich dazu in der Lage ist, Uber einen solchen
PcG-charakteristischen Mechanismus ein chromatin-integriertes Reportergen zu reprimieren
(- 7.2.5). Das bestétigt erneut die Assoziation dieser MAPKAP-Kinase mit dem PcG-
Komplex. Darliber hinaus wird aber auch eine potentielle Funktion prasentiert, wonach nicht
aktivierte und an die DNA assoziierte 3pK durch die Rekrutierung anderer PcG-Mitglieder auf
die Transkription von Zielgenen reprimierend wirkt.

Bisher wurde der Zusammenhang zwischen Phosphorylierung und PcG-Funktion noch nie
untersucht. Die Phosphorylierung einzelner PcG-Proteine kdnnten allerdings einen
Mechanismus darstellen, um die repressive Funktion des Komplexes zu modulieren. Eine erste
Studie, die den Zusammenhang zwischen Phosphorylierung und PcG-Regulation untersuchte,
zeigte eine direkte Korrelation zwischen Chromatin-Dissoziation von BMI1 und dessen
Phosphorylierungsstatus in einer Zellzyklus-abhéngigen Weise. Hypophosphoryliertes BMI1
aus der G1/S-Zellzyklus-Phase wird vor allem spezifisch Chromatin-assoziiert gefunden,
wahrend phosphoryliertes BMI1 aus der G2/M-Phase hauptsachlich nicht Chromatin-gebunden
vorliegt [105] (-~ 3.6.5).

3pK und MK2 wurden im Laufe dieser Arbeit als Komponenten von PcG-Komplexen und als
Bmil-Kinasen identifiziert. Es bietet sich daher die faszinierende Mdglichkeit, dal’ die Kinasen
neue Regulatoren dieser phosphorylierungsabhéngigen PcG-Komplex/Chromatin-Interaktion
sein konnten, womit sie auch in die Kontrolle der PcG-Zielgene involviert waren.

So ist vorstellbar, dal3 mit der Phosphorylierung nicht ausschlief3lich eine Zellzyklus-abhangige
Dissoziation von PcG-Komplexen von der DNA stattfindet, sondern dald die Phosphorylierung
(Uber MAPKAP-Kinasen) einen generellen Mechanismus darstellt, in dem solche inaktivierten
Gene durch die Dissoziation der PcG-Komplexe noch einmal in einen aktiven oder aktivier-
baren Zustand Uberfuhrt wirden. In ontogenetischen Prozessen z.B., in denen die PcG-Proteine als
Teil des Zellgedachtnisses an Zielgene binden, ware eine derartige Regulation denkbar.

Im speziellen Fall der Kontrolle des INK4a-Lokus durch das PcG-Protein BMI1 ist das
folaende Szenario denkbar: BMI1 premiert die Tumorsporessoren und ZeWNklus-



Inhibitoren p16 und pT8". Damit hat BMI1 eine positive Funktion in proliferativen
Prozessen, was durch sein onkogenes Potential auch dokumentiert ist [81,82]. Die
Phosphorylierung durch ihrerseits phosphorylierte und dadurch aktivierte Kinasen wirde,
entsprechend der Beobachtung von Vonckeml. [105], zur Dissoziation von BMI1 (und

dem restlichen PcG-Komplex) von diesen Zielgenen fiilhren. Damit kame die
wachstumshemmende Wirkung von p16 und*p18ur Geltung. 3pK und MK2 hatten also fur
diesen Fall eine negative Auswirkung auf das Wachstum, in pathologischen Prozessen, in
denen PcG-Proteine involviert sind, eventuell auf die Tumorprogression. Eine Aktivierung von
3pK bzw. von MK2 muf3te dementsprechend ahnliche Folgen wie das Fehlen bzw. die
Reduktion von BMI1 haben, z.B. zu einem Zellzyklus-Arrest und weiter zur Inhibition des
Zellwachstums fuhren, was eventuell Voraussetzung fur Differenzierungsprozesse sein kénnte.

Die Beobachtung, dal? die Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung von 3pK
bzw. MK2 durch upstream Kinasen zur Translokation der MAPKAP-Kinasen aus dem
Nukleus fuhrt (pers. Mitteilung, S. Ludwig) [167], und damit mit der Dissoziation der PcG-
Proteine von der DNA korreliert, wirde einen solchen Mechanismus unterstttzen.

Fur eine Annahme, daf’ 3pK eine wachstumshemmende Funktion hat, kdnnte sprechen, dal3 die
Kinase uberdurchschnittlich hoch in hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird, wo auch die
dokumentierten proliferativen Defekte in Bmil-defizienten Mausen beobachtet werden.

Die bisherigen Daten lassen sich zu folgendem Modell zusammenfassen: 3pK oder MK2 binden
an DNA-assoziiertes HPH2, das als eine Adcking proteinfir das Rekrutieren des
kompletten PcG-Komplexes fungiert, wodurch auch 3pK bzw. MK2 mit BMI1 zusammen-
treffen. Im unaktivierten Zustand sind sie Bestandteile dieses Komplexes, der die Transkription
des Zielgens unterdriickt. Sobald aber die MAPKAP-Kinasen aktiviert werden, fuhrt dies nicht
nur zu einer Dissoziation der Kinasen vom PcG-Komplex und einer damit
zusammenhangenden Translokation aus dem Kern, sondern auch zur davor stattfindenden
Phosphorylierung von BMI1. Damit ware die Losldsung des PcG-Komplexes vom Chromatin
verbunden. Die beiden MAPKAP-Kinasen wirden somit einen Teil eines genaildiering
Mechanismus darstellen, in dem eine Phosphorylierung durch die Kinasen die Repression
aufheben konnte, wahrend ein nicht aktiviertes Protein umgekehrt die Repression der Zielgene
durch PcG-Proteine erlauben wirde.

Als integrative Elemente kdonnten 3pK, die Uber drei MAP-Kinase-Signaltransduktionswege
aktiviert werden kann, und MK2, die nur Uber p38 aktivierbar ist, erste Verbindungen
darstellen, wie PcG-Proteinkomplexe und die damit verbundene Genexpression moglicherweise
von extrazellularen Stimuli durch das MARGnallina networkreauliert werden.



8.3 Die MAPKAP-Proteine 3pK und MK2 — neu identifizierte E47-Kinasen und
Repressoren von E47-Homodimer-abh&angiger Transaktivierung

Mit dem basischen HLH-Transkriptionsfaktor E47 konnte ein weiterer im Zellkern lokalisierter
3pK- bzw. MK2-Interaktionspartner identifiziert werden. Obwohl urspriinglich von diesem E-
Protein lediglich ein Klon in detwo-hybrid screengefunden wurde, dessen Bindeaffinitat im
Vergleich zu der mit HPH2 gefundenen dazu noch etwas schwécher ausfiel, konnte die
Interaktion mit verschiedenen unabhéangigen Methoden dennoch mehrfach verifiziert werden
(- 7.3). Mehrere unabhangig durchgefuhneitro als auchn vivo Experimente, u.an vitro
Kinaseassays, bestatigten die Interaktion zwischen 3pK bzw. dessen Homolog MK2 und dem
Transkriptionsfaktor.

Tatsachlich ist von vielen bHLH-Proteinen bekannt, da3 sie durch posttranslationale
Phosphorylierungen reguliert werden, was sich auf DNA-Bindung und Transaktivierung
auswirken kann. E47, im Speziellen, hat mit all seinen Tyrosin-, Serin- und Threonin-
Aminosauren mehr als 100 potentielle Phosphorylierungsstellen und liegt auch in vielen
Zelitypen phosphoryliert vor [148,149]. Eine N-terminal gekirzte Version von E47 (B47 (

491 aa)) ist nur an Serin-Resten phosphoryliert. Bisher weil3 man nur wenig Uber die Identitat
der E47-Kinasen. E47 wind vitro von PKA und CKIl phosphoryliert. Diese Kinasen wurden
ursprunglich ausgewahlt, weil entsprechende Kinase-spezifische Phosphorylierungsstellen in
mehreren Klasse Il bHLH-Proteinen wie auch in E47 gefunden wurden [143,146,169].
Erstaunlicherweise konnen manche PKA-Substrate, wie z.B. der Transkriptionsfaktor CREB,
von MAPKAP-Kinasen an PKA-Stellen phosphoryliert werden, was darauf hin deutet, daf3
diese Kinasen Uberlappende Praferenzen fir Phosphorylierungssequenzen haben.

Doch im Gegensatz zu PKA und CKII wurde 3pK nicht durch eine relativ unsichere Suche
nach Phosphorylierungssequenzen, sondern durchireine/o Interaktion als E47-Kinase
identifiziert (Bild 10, Bild 11). Weiterhin konnte neben 3pK auch die homologe MK2 mit E47
unter hoch stringenten Bedingungen aus Zellysaten coprazipitiert werden, was einerseits die
Existenz der Interaktion zwischen E47 und Mitgliedern der MAPKAP-Kinasefamilie erneut
unterstreicht und weiterhin eine hohe Bindeaffinitdt demonstriert (Bild 12). Dariiber hinaus
scheint die Bindung der Kinasen zu E47, funktionelle Relevanz zu haben, denn beide Kinasen
waren in verschiedenen Kinaseassays in der Lage,rE¥ifro zu phosphorylieren (Bild 14,

Bild 15). Die E47-Aminosduresequenz zeigt vier potentielle Konsensusmotive fur eine
Phosphorylierung durch MAPKAP-Kinasen, wovon sich drei im extremen N-Terminus
befinden. Das vierte Motiv entspricht der von Sleaml. erwdhnten Sequenz um Ser529, der

desinonierten PKAPhosnhorviieruinasstelle (Rild 13). Die Phosnhorviieruna dieser Stelle. die



sich in unmittelbarer Nahe zur basischen DNA-Bindedoméane befindet [148], erhdht zusammen
mit Ser514 die lokale negative Ladung dieser Region. Damit wird das Binden von E47-
Homodimeren in Nicht-B-Zellen verhindert, wahrend die DNA-Bindung von Heterodimeren
nach wie vor moglich ist. In B-Zellen dagegen ist diese Stelle nicht phosphoryliert, womit es
E47-Homodimeren gestattet ist, an die DNA zu binden und diesbezlglich eine B-Zell-
spezifische Genexpression in Gang zu setzten. Ein daraus abgeleitetes Modell fordert eine
Hypophosphorylierung von E47 als Voraussetzung, um aus einer lymphoiden Vorlauferzelle
eine B-Zelle zu entwickeln [148].

Anhnliche Ergebnisse beobachtete man bei der Regulation der DNA-Bindung von Max-
Homodimeren, die durch die Phosphorylierung eines bestimmten Serinrestes in einer
entsprechenden Region, wie die in E47, verhindert werden konnte [170]. Dies legt einen
wichtigen, generellen Mechanismus nahe, bei dem eine Phosphatmodifikation in der
unmittelbaren Nachbarschaft der basischen DNA-Bindestelle die Kontrolle der DNA-Bindung
von bHLH-Dimeren und damit letztendlich auch die Regulation ihrer spezifischen Funktionen
ubernimmt.

Nachdem die Entscheidung, in B- oder T-Zellen zu differenzieren also scheinbar maf3geblich
von der Phosphorylierung einer Aminosduresequenz abhangt, die ein 3pK- bzw. MK2
Phosphorylierungsmotiv enthélt, konnte man sich eine entscheidende Beteiligung einer dieser
MAPKAP-Kinasen beim Entscheidungsprozef3 von lymphoiden Vorlauferzellen in dieser
frihen entwicklungsbiologischen Phase vorstellen. Die Aktivitat dieser Kinasen wirde also
eine solche lymphoide Vorlauferzelle dazu bringen, in eine T-Vorlauferzelle zu differenzieren,
wahrend die Inaktivierung die Entwicklung zu B-Zellen favorisieren wirde.

Generell konnte man vermuten, dald eine Phosphorylierung durch MAPKAP-Kinasen die
DNA-Bindung von E47-Heterodimeren bevorzugt, wodurch prinzipiell eine nicht-B-Zell-
spezifische Genexpression und —differenzierung gefordert wirde, was in dieser Weise auch
schon von Johnson postuliert wurde [143]. 3pK und MK2 wéren also negative Regulatoren
einer E47-Homodimer-abhangigen Genexpression, wahrend sie umgekehrt positive
Modifikatoren von E47-Heterodimer-abhangiger Transkription darstellen mussten.
Gewebespezifische bHLH-Proteine, wie die MEFs, kdnnten zusammen mit E47 somit zu
zelltypspezifischer Genexpression und —differenzierung fiihren.

Die Interaktion der beiden MAPKAP-Kinasen mit E47 scheint tatsachlich die Funktion des
Transkriptionsfaktors modulieren zu kdnnen. In transienten Transfektionsexperimenten mit
einem E-Box-gesteuerten Promotor konnte in der Gegenwart von steigenden Mengen der
Kinasen eine konzentrationsabbie Reression der transktionellen Aktivitdt von E47



beobachtet werden (Bild 17). Bei diesen Experimenten wurde davon ausgegangen, dal3 es
durch die extrem hohe Expression des E-Proteins hauptsachlich zur Formation von E47-
Homodimeren kommt und eventuell mit endogenen bHLH-Proteinen gebildete Heterodimere
vernachlassigbar sind.

Diese Ergebnisse decken sich mit einem frilheren Report, bei dem eine Uberexpression der
Caseinkinase Il (CKIll) eine dramatische Reduktion der von E47-Homodimeren aktivierten
Transkription zur Folge hatte [143].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daf} 3pK und MK2 als neue E47-Kinasen
identifiziert wurden, die den Transkriptionsfaktor mit hoher Affinitat binden und dessen, durch
Homodimer-vermittelte, transkriptionelle Aktivitat reprimieren konnen. Diese neuen Daten
prasentieren eine neue Verbindung zwischen dem bHLH-Protein E47 und den MAP-Kinasen-
Signalwegen und legen nahe, dal3 MAPK-aktivierte Proteinkinasen Regulatoren von E47-
kontrollierter Genexpression und —differenzierung darstellen kdnnen.

8.4  AbschlieRende Uberlegungen und Beurteilungen

Beide hier untersuchten Kinasen, 3pK und MK2, haben im Hinblick auf diese neuen
Interaktionspartner ein Gberlappendes Substratspektrum. Entweder liegen diese Kinasen also in
der Zelle redundant vor, oder aber sie teilen sich diese Aufgaben gewebe- bzw.
zelltypspezifisch. Fur das letztere spricht, da3 3pK zwar ubiquitar in allen analysierten
Geweben und Zellinien vorkommt, aber in Skelett- und Herzmuskel sowie in T-Zellen hoch
exprimiert wird. Man kann also dartber spekulieren, ob 3pK eventuell speziell in
muskelspezifischem Gewebe oder in T-Zellen die E47-kontrollierte Genexpression und
Differenzierung reprimiert.

Neben dieser raumlichen Trennung ist auch eine zeitliche vorstellbar. Bisher ist Uber die
Expression beider Kinasen in verschiedenen Entwicklungsphasen nur wenig bekannt. Eventuell
sind diese Kinasen zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert und biologisch aktiv. Die vielen
Implikationen sowohl von PcG-Proteinen als auch von E47 in entwicklungsbiologische
Prozesse, wirden fir eine solch frihe Expression der einen oder anderen MAPKAP-Kinase in
der Ontogenese sprechen.

Die MAPKAP-Kinasen 3pK und MK2 wurden in dieser Arbeit als auf transkriptioneller Ebene
wirkende Regulatoren identifiziert: im Zusammenhang mit Proteinen der Polycomb-Gruppe
wurde die Phosphorylierung durch die MAPKAP-Kinasen mit der Reaktivierung
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kontrollierten Zellzyklus-Inhibitoren und Tumanspressoren pl6 und pPT9 héatte die
Phosphorylierung durch 3pK bzw. MK2 also einen Proliferations-hemmenden Einflul3, was die
Voraussetzung fur eine anschliel3ende Differenzierung darstellen wirde.

Im Zusammenhang mit dem Interaktionspartner E47 hatte die Phosphorylierung durch die
untersuchten MAPKAP-Kinasen eine negative Wirkung auf E47-Homodimer-abhangige
Genexpression und umgekehrt eine positive Geltung auf die E47-Heterodimer-gebundene
Transkription.

Beide aus den Untersuchungen der Interaktionspartner resultierenden Hypothesen wirden also
eine Beteiligung der MAPKAP-Kinasen 3pK und MK2 in Differenzierungsprozessen
nahelegen.

Neben der Aufklarung neuer Signalwege (Bild 18) ist somit vor allem ein erster Aufschlufd
Uber die physiologische Rolle der Kinasen als transkriptionelle Regulatoren vermutlich in
Differenzierungsprozessen gelungen.
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Bild 18: Zu sammenfassende Darste llung der 3pK- und MAPKAPK2-aktivi erenden MAPK-
Kinasekaskaden inklusive der neuen Interakt ionen zwischen den MAPKAP-Kin asen und den
identifizierten Substraten.
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9.2 Informationen zu den 3pK- two-hybrid- Interaktionspartnern

Fur jederntwo-hybrid3pK-Interaktionspartner sind die folgenden Informationen dokumentiert:
. die DNA-Sequenz der gefundenen Klone, wobei die kodierende Sequenz dick gedruckt ist;

. die daraus abgeleitete Aminoséuresequenz;
.- das Ergebnis der NCBI-Genbanksuche, u.U. wurden mehrere Sequenzvergleiche dargestelit
- sowie Informationen zu diesen Sequenzen aus der Datenbank.

9.2.1 HPH2 —Human polyhomeotic 2

+ DNA-Sequenz des langsten Klons (HPH2 (C- 209 aa))

1 tttgcctata agttcaagcg ttccaagcegc ttctgttcca tggcttgtge aaagaggtac
61 aacgtgggat gcaccaaacg ggtgggactt ttccactcag accggagcaa gctgcagaag

121 gcaggagctg cgacccacaa ccgccgtcgg gccagcaaag ccagtctgece accacttace
181 aaggatacca agaagcagcc aacaggcact gtgccccttt cggttactgce tgctttgcag
241 ctaacacaca gccaggaaga ctccagcecgt tgctcagata actcaagcta tgaggaaccce
301 ttgtcaccca tctcagecag ctcatctact tcccgecgge gacaaggeca gcgggacctg
361 gagctccceg acatgcatat gcgggacctg gtgggcatgg gacaccactt cctgccaagt
421 gagcccacca agtggaatgt agaagacgtc tacgaattca tccgetctct gccaggcetge
481 caggagatag cagaggaatt ccgtgcccag gaaatcgacg ggcaagccct getgetgete
541 aaggaggacc acctgatgag cgccatgaac atcaagctgg ggcccgecct gaagatctac
601 gcccgcatca geatgctcaa ggactcctag ggctggtggce agccaggatt ctggcccagg

661 gcgcctecte ccgactgage agagccagac agacattcct gaggggcecca gaaatggggce

721 cggttggagg gcaggggctc tccctagggg catagcetggt gaggaggtct gggcacctce

781 tccatggctc tcaggggcct ttcatttctg tgggaggggce agagaggtag gtggcacaga

841 agatggggct ttatgcttgt aaatattgat agcactggct tcctccaaag tcccaatact

901 ctagcccecgc tetetteecc tetttctgte ceccattttc cagggggtat atggtcaggg

961 ctcceccaacc tgagttgggt tacttcaagg gcagccagca ggcectggatg gaggectaga

1021 aagcccttge cttccttect ceccacttctt tctccaggec tggttaacte ttccgttgte

1081 agcttctcce ccttcagect gtttctgcag cagccagggt tctcceecct acaccctctg

1141 caggtggaga gagagaagct gggcccagcece gggtgectge tggcacagac gecttaacge

1201 tgtgtgtatg actgtgtgac tgtgtgggag cctggactga cagataggcc aagggctact

1261 ctctggce

* Aminosauresequenz

1 FAYKFKRSKR FCSMACAKRY NVGCTKRVGL FHSDRSKLQK AGAATHNRRR ASKASLPPLT
61 KDTKKQPTGT VPLSVTAALQ LTHSQEDSSR CSDNSSYEEP LSPISASSST SRRRQGQRDL
121 ELPDMHMRDL VGMGHHFLPS EPTKWNVEDV YEFIRSLPGC QEIAEEFRAQ EIDGQALLLL
181 KEDHLMSAMN IKLGPALKIY ARISMLKDS

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
A) refNM_004427.1 Homo sapiens early development regulator ... ~ 2309 0.0

B) gbU81491MMU8B1491 Mus musculus polyhomeotic (mPh2) mRNA, c... 757 0.0

A) refNM_004427.1 Homo sapiens early development regulator 2 (homolog of polyhomeotic2) (EDR2)
mRNA >gi|1877500|gb|U89278|HSU89278 Human polyhomeotic 2 homolog (HPH2) mRNA, complete cds
Length = 2555
Score = 2309 bits (1165), Expect = 0.0
Identities = 1251/1268 (98%), Gaps = 10/1268 (0%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 tttgcctataagttcaagcgttccaagcegctictgticcatggcttgtgcaaagaggtac 60

B L N AT
Shjct: 687 tttgcctataagttcaagcgticcaagcegcttctgttccatggcttgtgcaaagaggtac 746

Query: 61 aacgtgggatgcaccaaacgggtgggacttticcactcagaccggagcaagctgcagaag 120

L R
Shjct: 747 aacgtgggatgcaccaaacgggtgggacttticcactcagaccggagcaagctgcagaag 806

Query: 121 gcaggagctgcgacccacaaccgccgtcgggecagcaaagccagtcetgccaccacttace 180

Shjct: 807 gcaggagctgcgacccacaaccgcecgtcgg-ccagcaaagccagtctgccaccacttace 865



Wery: 1ol ddyydidiiddydaylayilddiayyldliylyeeeeutyyuacyoyeuyeay 24U
T T T T T TR T
Shjct: 866 aaggataccaagaagcagccaacaggcactgtgcccctttcggttactgetgctttgeg- 924

Query: 241 ctaacacacagccaggaagactccagccgttgctcagataactcaagctatgaggaaccc 300

Shjct: 925 -taacacacagccaggaagactccagccgttgctcagataactcaagctatgaggaaccc 983

Query: 301 ttgtcacccatctcagccagctcatctacttcccgeccggegacaaggecagcegggacctg 360

L T
Shjct: 984 ttgtcacccatctcagccagctcatctacttcc-gccggcgacaaggccagegggacctg 1042

Query: 361 gagctccccgacatgcatatgcgggacctggtgggcatgggacaccacttcctgccaagt 420

TR TR R T TR TR
Shjct: 1043 gagctccccgacatgcatatgcgggacctggtgggeatgggacaccacttcctgccaagt 1102

Query: 421 gagcccaccaagtggaatgtagaagacgtctacgaattcatccgctctctgccaggcetge 480

LR AT
Shjct: 1103 gagcc-accaagtg-aatgtagaagacgtctacgaattcatccgctctctgccaggetge 1160

Query: 481 caggagatagcagaggaattccgtgcccaggaaatcgacgggcaagcecctgetgetgete 540

B L T
Shjct: 1161 caggagatagcagaggaattccgtgcccaggaaatcgacgggcaagccctgetgetgetc 1220

Query: 541 aaggaggaccacctgatgagcgccatgaacatcaagctggggeccgecctgaagatctac 600

o ITTVTURTTER RO FOTUAERUA PR
Shjct: 1221 aaggaggaccacctgatgagcgttatgaacatcaagctggggceccgecctgaagatctac 1280

Query: 601 gcccgceatcagcatgctcaaggactcctagggcetggtggcagecaggattctggeccagg 660

L T
Shjct: 1281 gcccgcatcagcatgctcaaggactcctagggcetggtggca-ccaggattctggeccagg 1339

Query: 661 gcgcctecctcccgactgagcagagccagacagacattcctgaggggeccagaaatgggge 720

S T
Shjct: 1340 gcgcctectcccgactgagcagagccagacagacattcctgaggggceccagaaatggegg 1399

Query: 721 cggttggagggcaggggctctccctaggggcatagetggtgaggaggtetgggeacctec 780

B L
Shjct: 1400 cg-ttggagggcaggggctctccctaggggceatagetggtgaggaggtctgggeacctee 1458

Query: 781 tccatggctctcaggggcctttcattictgtgggaggggcagagaggtaggtggcacaga 840

L T
Shjct: 1459 tccatggctctcaggggcctttcatttctgtgggaggggcagagaggtaggtggcacaga 1518

Query: 841 agatggggctttatgcttgtaaatattgatagcactggcttcctccaaagtcccaatact 900

B
Shjct: 1519 agatggggctttatgcttgtaaatattgatagcactggcttcctccaaagtcccaatact 1578

Query: 901 ctagccccgctctcttcccctctttctgtccececattttccagggggtatatggtcaggg 960

B AT
Shjct: 1579 ctagccccgctctcttcecctctttetgtcceccattttccagggggtatatggtcaggg 1638

Query: 961 ctccccaacctgagttgggttacttcaagggcagccagcaggcectggatggaggcectaga 1020

B A T
Shjct: 1639 ctccccaacctgagtt-ggttacttcaagggcagccagcaggcectggatggaggcectaga 1697

Query: 1021 aagcccttgccttccttccteccacttetttctccaggectggttaactcttcegttgtc 1080

I T TP ETUT T T T R e
Shjct: 1698 aagcccttgccttccttcctceccacttctttctccaggcectggttaactcttcegttgte 1757

Query: 1081 agcttctcceccttcagectgtttctgcagcagecagggttctccececctacaccctetg 1140

B A
Shjct: 1758 agcttctcccccttcagectgtttctgcagcagccagggttctccecccctacaccctetg 1817

Query: 1141 caggtggagagagagaagctgggcccagccg-ggtgectgctggcacagacgccttaacg 1199
L T TR
Shjct: 1818 caggtggagagagagaagctgggcccagecgeggtgectgctggccaagacgcecttaacg 1877

Query: 1200 ctgtgtgtatgactgtgtgactgtgtgggagcctggactgacagataggccaagggctac 1259

B L
Shjct: 1878 ctgtgtgtatgactgtgtgactgtgtgggagcctggactgacagataggccaagggctac 1937

Query: 1260 tctctgge 1267

[
Shjct: 1938 tctctgge 1945



D) yb|udsL1l4YLl|IvVIVIUDL4YL IvUs r1iusc ur us poui yIIUHIb‘ULIU (ITIFT1Z)  TNKNA - cornpiee
Length = 3832
Score = 757 bits (382), Expect = 0.0
Identities = 568/630 (90%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 tttgcctataagttcaagcgttccaagcegctictgticcatggcttgtgcaaagaggtac 60

S L
Shjct: 1983 tttgcctacaagttcaagcgticcaagcegcttctgticcatggettgtgcaaagaggtat 2042

Query: 61 aacgtgggatgcaccaaacgggtgggacttticcactcagaccggagcaagctgcagaag 120

A HPTTETUTEIUE TOUPETUT RN O
Shjct: 2043 aatgtgggatgcaccaaacgagtgggactttttcactcagaccgaagcaagctgcagaag 2102

Query: 121 gcaggagctgcgacccacaaccgccgtcgggecagcaaagccagtcetgccaccacttace 180

Shjct: 2103 gcagggaccacaacccacaaccgccgacgggccagcaaggcecagtetgcccacactcacc 2162

Query: 181 aaggataccaagaagcagccaacaggcactgtgcccctitcggttactgctgctttgcag 240

LR T TR
Shjct: 2163 aaggacaccaagaagcagccctcaggcactgtacccctttcagttactgccgecttgcag 2222

Query: 241 ctaacacacagccaggaagactccagccgttgctcagataactcaagctatgaggaaccc 300

A THTVIUIU TOTUUTETUET CAVRURUEROET T
Shjct: 2223 ctggcgcacagccaggaggactccagcecggtgctcagataactccagcetatgaggagcecc 2282

Query: 301 ttgtcacccatctcagccagctcatctacttcccgeccggegacaaggecagcegggacctg 360

B L T T
Shjct: 2283 ttgtcacccatctcagccagctcgtccacctcgcgacggcgccaaggcecagagggacctg 2342

Query: 361 gagctccccgacatgcatatgcgggacctggtgggcatgggacaccacttcctgccaagt 420

o POIETIEECE I Tn TR e 1y
Shjct: 2343 gatctccctgacatgcacatgagggaccttgtgggcgtgggacaccacttcctgccgage 2402

Query: 421 gagcccaccaagtggaatgtagaagacgtctacgaattcatccgctctctgccaggcetge 480

LR AT
Shjct: 2403 gagcccacaaaatggaatgtagaggatgtctatgagttcatccgctctctgccaggcetge 2462

Query: 481 caggagatagcagaggaattccgtgcccaggaaatcgacgggcaagcecctgetgetgete 540

LR R T TR
Shjct: 2463 caggagatcgcggaggagttccgtgcgcaggagattgatgggcaagccttgctgetgete 2522

Query: 541 aaggaggaccacctgatgagcgccatgaacatcaagctggggeccgecctgaagatctac 600

L W AT AT
Shjct: 2523 aaggaggaccacctaatgagcgccatgaacatcaagctagggcccgcecctgaagatctac 2582

Query: 601 gcccgceatcagcatgctcaaggactcctag 630

LTI
Shjct: 2583 gcacgcatcagcatgctcaaggactcctag 2612

Score = 307 bits (155), Expect = 4e-81
Identities = 311/359 (86%), Gaps = 8/359 (2%)
Strand = Plus / Plus

Query: 677 gagcagagccagacagacattcctgaggggcccagaaatggggecggttggagggcaggg 736

S 10 T LI
Shjct: 2687 gagcagagcctcacggacattcctgaggagcccaggaaagggccagcttggcgggaaggg 2746

Query: 737 gctctccctaggggcatagetggtgaggaggtetgggeacctcctccatggcetctcaggg 796

L T AT (R AT
Shjct: 2747 gctctcecctaggggtgcagetgg-gaggaggtccgagtacctcttcagtggetctcaggg 2805

Query: 797 gcctttcatttctgtgggaggggcagagaggtaggtggcacagaagatggggctttatgc 856

U HIHETE VIV T RN e
Shjct: 2806 gcc----atttctgtggaaggggtagag--gtaggtggcacagaagatggggctttgcge 2859

Query: 857 ttgtaaatattgatagcactggcttcctccaaagtcccaatactctagccccgctctctt 916

B L T T
Shjct: 2860 ttgtaaatactgatagcactggcttcctccaaagtcccaacgtictagcacccccctctt 2919

Query: 917 cccctctttctgtceeccattttccagggggtatatggtcagggctccccaacctgagtt 976

o LHETET IR EIE EE T T
Shjct: 2920 ctcctttctetgtcccccattttccagggggtttatggtcagggcetccccaacctgagtt 2979

Query: 977 gggttactt-caagggcagccagcaggcctggatggaggcctagaaagceccttgecttc 1034

R e TR
Shjct: 2980 gggctacttccaagggcagccagcaggcctggacagaggtcttgaaagceccttgecttc 3038

Cus



oloie = 1US DI \9¢) , I:Xpeu. = 1E- 1Y
Identities = 84/93 (90%), Gaps = 5/93 (5%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1133 accctctgcaggtggagagagagaagctgggecccagcecggg---tgcctgetggcacaga 1189
C INUEVRUEYERUTCTUTETUU I 0 T
Shjct: 3133 accctctgcaggtggagagagagaagctgggceccagtttggccatgectgctggcacaga 3192
Query: 1190 cgccttaacgctgtgtgtatgactgtgtgactg 1222
[T T T
Shjct: 3193 cgccttaa--ctgtgtggatgactgtgtgactg 3223

Score = 56.0 bits (28), Expect = 3e-05
Identities = 44/48 (91%), Gaps = 1/48 (2%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1056 aggcctggttaactcttccgttgtcagcettctceeccttcagectgtt 1103

L AT
Shjct: 3058 aggcctggttaac-cttcecgtttccagctictcccacttcagectgtt 3104

* PubMed-Referenzen zu den gef undenen Sequenzen

A) LOCUS NM_004427 2555bp mRNA PRI 07-MAY-1999
DEFINITION Homo sapiens early development regulator 2 (homolog of polyhomeotic
2) (EDR2) mRNA.
ACCESSION NM_004427
NID g4758241
VERSION NM_004427.1 Gl:4758241
KEYWORDS
SOURCE  human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2555)
AUTHORS Gunster,M.J., Satijn,D.P., Hamer,K.M., den Blaauwen,J.L., de
Bruijn,D., Alkema,M.J., van Lohuizen,M., van Driel,R. and Otte,A.P.
TITLE Identification and characterization of interactions between the
vertebrate polycomb-group protein BMI1 and human homologs of
polyhomeotic
JOURNAL Mol. Cell. Biol. 17 (4), 2326-2335 (1997)
MEDLINE 97220024
REFERENCE 2 (bases 1 to 2555)
AUTHORS Gunster,M.J., Satijn,D.P.E., Hamer,C.M., Den Blaauwen,J.L., De
Bruijn,D., Alkema,M.J., Van Driel,R. and Otte,A.P.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (11-FEB-1997) E.C. Slater Institute, Plantage
Muidergracht 12, Amsterdam 1018 TV, The Netherlands
COMMENT REFSEQ: This reference sequence was derived from U89278.
PROVISIONAL RefSeq: This is a provisional reference sequence record
that has not yet been subject to human review. The final curated
reference sequence record may be somewhat different from this one.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2555
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
gene 1..2555
/gene="EDR2"
/note="HPH2"
/db_xref="MIM:602979"
/db_xref="LocusID:1912"
CDS 9..1310
/gene="EDR2"
/function="interacts with the vertebrate polycomb-group
protein BMI1"
/codon_start=1
/db_xref="MIM:602979"
/db_xref="LocusID:1912"
/product="early development regulator 2 (homolog of
polyhomeotic 2)"
/protein_id="NP_004418.1"
/db_xref="PID:g4758242"
/db_xref="Gl:4758242"
/translation="MCLRGGCSPRAPAAAPQPRPPPALPPRPRAPVPASRPGRPLLTP
ARPCGRMRRGSPGPRLGGSRGERRRPAGRDPARVGPGQGLRRPARPGPAAWTETGQGI
VHALTDLSIPGMTSGNGNSASSIAGTAPQNGENKPPQAIVKPQILTHVIEGFVIQEGA
DVSRWDARLLVGNLKKKYAQGFLPEKLPQQDHTTTTDSEMEEPYLQESKEEGAPLKLK
CELCGRVDFAYKFKRSKRFCSMACAKRYNVGCTKRVGLFHSDRSKLQKAGAATHNRRR
PAKPVCHHLPRIPRSSQQALCPFRLLLLCVTHSQEDSSRCSDNSSYEEPLSPISASSS
TSAGDKASGTWSSPTCICGTWWAWDTTSCQVSHQVNVEDVYEFIRSLPGCQEIAEEFR

ANCINAAALL L IZERLIL MOV/AANIZL ADAL IZIVADICKL /Ao



DADE CUUNI D00 d 190 C 14y 491 L
ORIGIN
1 ggcgccgcat gtgtctccge ggeggetgea geectcgage gececgecgece gegecccaac
61 cccggecgec geecgeccte cecgeeceegge ctecgegececce cgteceeggec tcgegeccey
121 gccgceccttt gttgacgecg geccaggcecgt gecggtcggat gcgecgegge agecccggge
181 cccggctcgg aggctcccgg ggcgagagga ggcggeccge cggecgggac cccgecgegag
241 tcggceccecgg ccaggggctg cgtaggeccg cccggecagg cccagecgec tggacagaga
301 cagggcaggg cattgttcat gcactgaccg acctcagcat ccccggeatg acctcaggga
361 acggaaactc tgcctccagce atcgecggea ctgcccccca gaatggtgag aataaaccac
421 cacaggccat tgtgaaaccc caaatcctga cgcatgttat cgaagggttt gtgatccagg
481 agggggcgga cgtttcccgg tgggacgctce gtctgetggt ggggaatctc aagaagaagt
541 atgcacaggg gttcctgcct gagaaacttc cacagcagga tcacaccacc accactgact
601 cggagatgga ggagccctat ctgcaagaat ccaaagagga gggtgctccc ctcaaactca
661 agtgtgagct ctgtggccgg gtggactttg cctataagtt caagcegttcc aagcegcttct
721 gttccatggc ttgtgcaaag aggtacaacg tgggatgcac caaacgggtg ggacttttcc
781 actcagaccg gagcaagctg cagaaggcag gagctgcgac ccacaaccgc cgtcggecag
841 caaagccagt ctgccaccac ttaccaagga taccaagaag cagccaacag gcactgtgcc
901 cctttcggtt actgctgctt tgcgtaacac acagccagga agactccagce cgttgctcag
961 ataactcaag ctatgaggaa cccttgtcac ccatctcagc cagctcatct acttccgecg
1021 gcgacaaggc cagcgggacc tggagctcce cgacatgcat atgcgggacc tggtgggceat
1081 gggacaccac ttcctgccaa gtgagccacc aagtgaatgt agaagacgtc tacgaattca
1141 tccgctctct gccaggcetge caggagatag cagaggaatt ccgtgecccag gaaatcgacg
1201 ggcaagccct getgetgetc aaggaggacc acctgatgag cgttatgaac atcaagctgg
1261 ggcccgcecct gaagatctac gececgeatca gecatgctcaa ggactcctag ggetggtggce
1321 accaggattc tggcccaggg cgcectectee cgactgagca gagccagaca gacattcctg
1381 aggggcccag aaatggcggce gttggagggce aggggctctc cctaggggcea tagetggtga
1441 ggaggtctgg gcacctcctc catggctctc aggggccttt catttctgtg ggaggggcag
1501 agaggtaggt ggcacagaag atggggcttt atgcttgtaa atattgatag cactggcttc
1561 ctccaaagtc ccaatactct agccccgctc tetteeccte tttetgtecee ccattttcca
1621 gggggtatat ggtcagggct ccccaacctg agttggttac ttcaagggca gccagcaggce
1681 ctggatggag gcctagaaag cccttgectt ccttceteee acttetttct ccaggectgg
1741 ttaactcttc cgttgtcagc ttctccecct tcagectgtt tctgcagcag ccagggttct
1801 cccccctaca ccctctgcag gtggagagag agaagctggg cccagecgeg gtgectgetg
1861 gccaagacgc cttaacgctg tgtgtatgac tgtgtgactg tgtgggagcc tggactgaca
1921 gataggccaa gggctactct ctggcatctc caggtgtttt gtagcaaaca gccacttagt
1981 gctttgtcct ggactccact cagcctcagg atggggaata gccaagaatg gcagcctcag
2041 cgcagaggca aggtcagaaa gagacggcgc ttcagagttt cctttccaga cacccctcce
2101 cgcactgtga agttcccctg accgecctece tggttcacaa agagcattaa gaaagcetgcg
2161 gtggtctgag caacatagcc cagacgtgga gectcectgge ctgectgece geccaccctg
2221 ggagtccagt ggtgaggctc agagaacttc taaggggaaa gaacagctgg agtttctgtt
2281 gatgtgaaga aggcagctct tggcctccca ctcccacact tetttgecta taaatcttce
2341 tagcagcaat ttgagctacc tgaggaggag gcagggcaga agggcaaggg cctgcctctg
2401 acctgccgtg tectttgcag gaaggaggta ggcacctttc tgagcttatt ctattcccca
2461 cccacacccc caggcagggt tggaaatgaa ggactttttt aacctttgtt ttgtttttta
2521 aaaataaatc tgtaaaatct gaaaaaaaaa aaaaa



D) LULUD IVIVIUDS 149 1 5054 VP IMKINA KUV UD- JAN- LYYY
DEFINITION Mus musculus polyhomeotic (mPh2) mRNA, complete cds.
ACCESSION U81491
NID 94098992
VERSION U81491.1 GIl:4098992
KEYWORDS .

SOURCE  house mouse.
ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3832)
AUTHORS Howard,T.L., Ingermann,A.R. and Hollenberg,S.M.
TITLE The Basic Helix-Loop-Helix Protein Th1 Interacts with
Polycomb-Group Proteins
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3832)
AUTHORS Howard,T.L., Ingermann,A.R. and Hollenberg,S.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (09-DEC-1996) Vollum Institute, L474, Oregon Health
Sciences University, 3181 S.W. Sam Jackson Park Rd., Portland, OR
97201-3098, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3832
/organism="Mus musculus"
/strain="NIH Swiss"
/db_xref="taxon:10090"
[cell_line="10T1/2"

gene 60..2612
/gene="mPh2"

CDs 60..2612
/gene="mPh2"

/note="polycomb-group homolog"
/codon_start=1
/product="polyhomeotic 2"
/protein_id="AAD00519.1"
/db_xref="P1D:g4098993"
/db_xref="G|:4098993"
[translation="MENELPVPHTSNRASVTTNTSGTNSSSGCISSSGGGGGSGGRPT
APQISVYSGIPDRQTVQVIQQALHRQPSTAAQYLQQMYAAQQQHLMLQTAALQQQHLS
SAQLQSLAAVQQASLVANRQGSTPGSSVSSQAPAQSSSLNLAASPAAAQLINRAQSVN
SAAASGLAQQAVLLGNTSSPALTASQAQMYLRAQMLIFTPTATVATVQPELCTGSPAR
PPTPAQVQNLTLRTQQTPAAAASGPPPTQPVLPSLALKPTPSSSQPLPAPPQGRTMAQ
GSPAGAKPSGTDNAPETLKAGDGNCNMEGRPGPGRAVPAVATHPLIAPAYAHLQSHQL
LPQPPAKHPQPQFVAQQQPQPPRPAPQVQSQPQLASVSPSLALQSSPEDHALPLGSVT
QALPLQCSTTHVHKPGNSQQCHLPTLDTGSQNGHPEGGSHPPQRRFQHTSAVILQVQP
ASPVTPQQCAPDDWKEVVPAEKSVPVARPGPSPHQQAIIPAIPGGLPGPKSPNIQQCP
AHETGQGIVHALTDLSSPGMTSGNGNSASSIAGTAPQNGENKPPQAIVKPQILTHVIE
GFVIQEGAEPFPVGRSSLLVGNLKKKYAQGFLPEKPPQQDHTTTTDSEMEEPYLQESK
EEGTPLKLKCELCGRVDFAYKFKRSKRFCSMACAKRYNVGCTKRVGLFHSDRSKLQKA
GTTTHNRRRASKASLPTLTKDTKKQPSGTVPLSVTAALQLAHSQEDSSRCSDNSSYEE
PLSPISASSSTSRRRQGQRDLDLPDMHMRDLVGVGHHFLPSEPTKWNVEDVYEFIRSL
PGCQEIAEEFRAQEIDGQALLLLKEDHLMSAMNIKLGPALKIYARISMLKDS"
BASE COUNT 832a 1273c 1021g 706t
ORIGIN
1 cgcagcatcc acctgcetctt ctgccacctg agcaccctga ctgtaccacc ccataggcca
61 tggagaatga gctgccagtc ccccacacat ccaaccgggc cagtgtcacc accaacacca

121 gtgggaccaa tagtagcagt ggctgcatca gcagcagcgg cggtggtggt ggcageggtg

181 gccgecccac tgcaccccag atttetgtgt acagtgggat tcctgaccgg cagactgtge

241 aggtgatcca gcaggccctg cacaggcagc ccagcacgge ggcgcagtac ctgcagcaga

301 tgtatgctgc ccagcaacaa cacctcatgc tgcagacagc ggccttacag cagcagcacc

361 tcagcagcgce gcagctccag agcectggcag cagtgcagca ggcaagcctg gtggccaaca

421 gacaaggaag tactcccggt agcagtgtgt cctcacaggc tcctgeccag tettcttcac

481 tcaatctggc agcctccccg gcagcagcecce agcttatcaa ccgggcacag agtgtcaatt

541 cagccgceagce ctcgggcectt gcccagcagg ccgtgctcett gggcaacacg tcetceecctg

601 ccctgactgc cagccaagca cagatgtacc tcagggcgca gatgctcatc ttcacgccca

661 cggccaccgt cgctactgtt cagectgagce tctgcactgg ttccectget cggeccccta

721 cccctgecca ggtacagaac ctgacgcttc gcacccagca gacaccagca gcagcagcect

781 cgggccctee ccccacccag cetgtectge ccagcettgge cctgaaacce acacccagea

841 gtagccagcc tctgectgee ccaccacagg gcaggaccat ggetcagggt tccectgegg

901 gtgccaagcc tagtgggact gacaatgcgc cagagacact caaggcagga gatggtaact

961 gcaacatgga gggccggceca gggectggec gggceagttce tgctgtggcet actcaccege

1021 tcattgcacc agcttatgct cacctgcagt cacaccagct cctcccacag ccgccagega

1081 agcacccaca gccccagttt gtggcccaac agcaaccaca gccaccacga cctgcaccce

1141 aagtccagtc ccaaccccag cttgcctcag tctccccaag cctggeccta cagtccagtc

1201 cagaagacca tgccctgect ctaggcetcag tgacacaggc cctgcectcte cagtgcetcta

1261 ccacgcatgt ccacaagcca gggaacagcc agcagtgtca ccttcccaca ctagacaccg

1321 ggtctcagaa tggacatcct gagggtgggt cccatcccce ccagcgaagg ttccagcaca

1381 cctcagctgt gatcttacag gtgcagcccg cttctccagt tacgccccag cagtgtgete



10Ul cyleeetacta ctaytdayte  dalcdliilly clataceiyy Llyycuycct
1561 gtcccaacat ccagcagtgc ccagctcacg agacagggca gggcattgtt catgcactga
1621 ccgacctcag cagcceccggc atgacctcag ggaacggaaa ctctgectce agcatcgecg
1681 gcactgcccc ccagaatggt gagaataaac caccacaggc cattgtgaaa ccccaaatcc
1741 tgacgcatgt tatcgaaggg tttgtgatcc aggagggggc ggagcctttc ccggtgggac
1801 gctcgteect getggtaggg aatctcaaaa agaagtatge acaggggttc ttgcctgaga
1861 agcctccaca gcaggaccac accaccacca ccgactcaga gatggaggag ccctacctge
1921 aagaatccaa agaggagggc actcccctca aactcaagtg tgagctctgt ggacgggtgg
1981 actttgccta caagttcaag cgttccaagc gcttctgttc catggcttgt gcaaagaggt
2041 ataatgtggg atgcaccaaa cgagtgggac tttttcactc agaccgaagc aagctgcaga
2101 aggcagggac cacaacccac aaccgccgac gggccagcaa ggccagtctg cccacactca
2161 ccaaggacac caagaagcag ccctcaggca ctgtacccct ttcagttact gccgecttge
2221 agctggcgcea cagccaggag gactccagec ggtgctcaga taactccagce tatgaggagce
2281 ccttgtcacc catctcagcc agetcgtcca cctcgcgacg gecgecaagge cagagggacce
2341 tggatctcce tgacatgcac atgagggacc ttgtgggcgt gggacaccac ttcctgecga
2401 gcgagceccac aaaatggaat gtagaggatg tctatgagtt catccgetct ctgccaggct
2461 gccaggagat cgcggaggag ttccgtgecge aggagattga tgggcaagcc ttgetgetge
2521 tcaaggagga ccacctaatg agcgccatga acatcaagct agggcccgcec ctgaagatct
2581 acgcacgcat cagcatgctc aaggactcct agagtctctg ctgcctgecc actgcaccac
2641 caggcagcca ggattctaac cccatgcagg caaccgcctc cggatggagc agagcctcac
2701 ggacattcct gaggagccca ggaaagggcec agcettggcgg gaaggggctc tccctagggg
2761 tgcagctggg aggaggtccg agtacctctt cagtggcetct caggggccat tictgtggaa
2821 ggggtagagg taggtggcac agaagatggg gctttgcgct tgtaaatact gatagcactg
2881 gcttcctcca aagtcccaac gttctagcac ccccctcttce tectttetet gtcceccatt
2941 ttccaggggg tttatggtca gggctceccca acctgagttg ggctacttcc aagggcagcc
3001 agcaggcctg gacagaggtc ttgaaagccc ttgecttcte ttccceecca cececcactagg
3061 cctggttaac cttccgtttc cagcttctcc cacttcagec tgttcccacg gcaccggggt
3121 ttctactcct gtaccctctg caggtggaga gagagaagct gggcccagtt tggeccatgee
3181 tgctggcaca gacgccttaa ctgtgtggat gactgtgtga ctgggagcect ggaccggctg
3241 acaggccatg agctacccac tggcatctcc aggttttttg tagcaaacag ccacttagtg
3301 ctttgtcctg gactcecgete agectgagge tggggaatag aaagggcaga ccccaagagt
3361 tggagattag aggtcccctc cagatagcaa gaggtttcta gggaagtcac ctcacagcag
3421 gcttgcagta tgtccagctg gttggcgaac acgaggaagc tgcagggctg gaccatgtgg
3481 ccaagcctgc gectectgtg gettacctge ctgeccacce ttcgcacata caccegtgge
3541 agggagtgtg gaactgaaga ctggctggag gcactgcaga agcagccctt ggctttctac
3601 tcccacactt gettgtgaaa cgtgtaccag ctacctaagg agggccaagg caggaagggc
3661 cagggcctcc tctgtcctta ccaactctgg gaagtcagct ctgccggece gagaggggceg
3721 ggcacttttt cagcttgcta taaccccttc cccatacctc caggcagggt tggaaatgaa
3781 ggactttttt aaccttttct tttgttttta aaaaataaat ctgtaaaatt tg

yydiciiaaya



9.2.2 EA47- Homo sapiens bHLH-transcriptionsfactor

+ DNA-Sequenz des gefundenen Klons

1 caggaga atg aaccagccgc agaggatggc gectgtggge acagacaagg agctcagtga
61 cctectggac ttcagcatga tgttccecgcet gectgtcacc aacgggaagg gecggeccge
121 ctcectggec ggggcegcact tcggaggttc aggtcttgag gaccggecca getcaggcte
181 ctggggcagc ggcgaccaga gcagctccte ctttgaccce ageccggacct tcagcgaggg
241 cacccacttc actgagtcgc acagcagcct ctcttcatcc acattcctgg gaccgggact
301 cggaggcaag agcggtgagc ggggcgccta tgcctecttc gggagagacg caggcgtggg
361 cggcctgact caggctggct tcctgtcagg cgagctggec ctcaacagec ccgggceccct
421 gtccccttcg ggcatgaagg ggacctccca gtactacccec tectactccg gecagetcecg
481 gcggagagcg gcagacggca gcctagacac gcagcccaag aaggtccgga aggtcccgec
541 gggtcttcca tcetcggtgt acccacccag ctcaggtgag gactacggca gggatgeccac
601 cgcctacceg tccgccaaga ccceccageag cacctatcce gececcttet acgtggcaga
661 tggcagcctg cacccctcag ccgagcetctg gagtcccececg ggecaggegg gettcgggec
721 catgctgggt gggggctcat ccececgetgec cetceegece ggtageggec cggtgggeag
781 cagtggaagc agcagcacgt ttggtggcct gcaccagcac gagcgtatgg gctaccagct
841 gcatggagca gaggtgaacg gtgggctccc atctgcatcce tccttctcet cagecccecgg
901 agccacgtac ggcggcgtct ccagccacac gecgectgtc agcggggecg acagcctect
961 gggctcccga gggaccacag ctggcagctc cggggatgec ctcggcaaag cactggcecte
1021 gatctactcc ccggatcact caagcaataa cttctcgtcc agceccticta ccceccgtggg
1081 ctcececcccag ggectggecag gaacgtcaca gtggectcga gcaggagcecc ccggtgectt
1141 atcgcccagc tacgacgggg gtctccacgg cctgcagagt aagatagaag accacctgga
1201 cgaggccatc cacgtgctcec gcagccacgc cgtgggcaca geccggcegaca tgcacacgct
1261 gctgectgge cacggggegce tggectcagg tttcaccgge cecatgtcac tgggecgggeg
1321 gcacgcaggc ctggttggag gcagccaccce cgaggacggc ctcgcaggcea gcaccagcct
1381 catgcacaac cacgcggccc tccccageca gecaggceacc cteectgacce tgtctcggec
1441 tcccgactce tacagtgggc tagggcgage aggtgccacg gecggecgeca gcgagatcaa
1501 gcgggaggag aaggaggacg aggagaacac gtcagcggct gaccactcgg aggaggagaa
1561 gaaggagctg aaggccccce gggeccggac cagcagtacg gacgaggtgce tgtccctgga
1621 ggagaaagac ctgagggacc gggagaggcg catggccaat aacgcgcggg agcgggtgeg
1681 cgtgcgggat attaacgagg ccttccggga getggggege atgtgccaga tgcacctcaa
1741 gtcggacaaa gcgcagacca agctgctcat cctgcagcag gecgtgcagg tcatcctggg
1801 gctggagcag caggtgcgag agcggaacct gaatcccaaa gcagcctgtt tgaaacggcg
1861 agaagaggaa aaggtgtcag gtgtggttgg agacccccag atggtgcttt cagctcceca
1921 cccaggcctg agcgaagccce acaaccccge cgggcacatg tgaa aggtat gcctccgtgg
1981 gacgagccac ccgctttcag ccctgtgete tggccccaga acggecactc gagaccccgg
2041 gcttcatcca catccacacc tcacacacct gttgtcagca tcgaggtcga cgcggecgeg
2101 gtcgacgcgg

* Aminosauresequenz
— Bild 13 , Seite 59

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

A) emb|X52078|HSITF1 Human transcription factor (ITF-1) mRNA, ... 3255 0.0

B) gb|M31222|HUME12A Human el12 protein (E2A) mRNA, complete cds. 3152 0.0
C) gb|M31523|HUMTFAA Human transcription factor (E2A) mRNA, co... 3136 0.0
D) gb|M95586|HUME2AHLF Human E2A/HLA fusion protein (E2A/HLF) ... 2851 0.0
E) gb|M24405|HUMIMENBPA Homo sapiens (clone E12) kappa-E2-bind... 1820 0.0
F) gb|M65214|HUME2A Human (HelLa) helix-loop-helix protein HE47... 1086 0.0

G) gb|M24404|HUMIMENBP Homo sapiens (clone E47) kappa-E2-bindi... 789 0.0

C) gb|M31523|HUMTFAA Human transcription factor (E2A) mRNA, complete cds., Length = 4396
Score = 3136 bits (1582), Expect = 0.0
Identities = 1591/1594 (99%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 caggagaatgaaccagccgcagaggatggcgcecetgtgggcacagacaaggagctcagtga 60
TR T TR
Shjct: 24 caggagaatgaaccagccgcagaggatggcgcectgtgggcacagacaaggagctcagtga 83

ery: 61 cctcctggacticagcatgatgticcegetgectgtcaccaacgggaagggecggeccge 120

T
Sbjct: 84 cctcctggacttcagcatgatgtticcecgetgectgtcaccaacgggaagggecggeecge 143

ery: 121 ctccctggecggggegceacttcggaggttcaggtettgaggaccggeccagetcaggete 180

B AT
Shjct: 144 ctccctggecggggegeagttcggaggttcaggtettgaggaccggeccagctcaggcete 203



Wery: 1ol clyyyytaytyylydilayaytayleleluyaceeeayeeyyaciucayecyayyy 24U
o ITUETU TR TR TR TR
Shjct: 204 ctggggcagcggcgaccagagcagctectcctttgaccccagecggaccttcagcgaggg 263

Query: 241 cacccacttcactgagtcgcacagcagcctctcttcatccacattcctgggaccgggact 300

Shjct: 264 cacccacttcactgagtcgcacagcagcctctcttcatccacattcctgggaccgggact 323

Query: 301 cggaggcaagagcggtgagcggggcgcectatgectecttcgggagagacgcaggegtggg 360
I T TR TR T T R
Shjct: 324 cggaggcaagagcggtgagcggggcgcctatgectecticgggagagacgcaggegtggg 383

Query: 361 cggcctgactcaggctggcttcctgtcaggegagcetggecctcaacagecccgggeccct 420

TR
Shjct: 384 cggcctgactcaggctggcttectgtcaggegagcetggecctcaacageeccgggececct 443

Query: 421 gtccccttcgggcatgaaggggacctccecagtactaccectectactccggeagcetececg 480

TR
Shjct: 444 gtccccttcgggcatgaaggggacctcccagtactaccectectactccggecagceteecg 503

Query: 481 gcggagagcggcagacggcagcctagacacgcagcccaagaaggtccggaaggtecegee 540
| T
Sbjct: 504 gcggagagcggcagacggcagcectagacacgcagcccaagaaggtccggaaggtececgee 563

Query: 541 gggtcttccatcetcggtgtacccacccagcetcaggtgaggactacggcagggatgecac 600

B AT
Shjct: 564 gggtcttccatcctcggtgtacccacccagcetcaggtgaggactacggcagggatgccac 623

Query: 601 cgcctacccgtccgecaagacccccagcagcacctatcccgeccccttctacgtggcaga 660

Shjct: 624 cgcctacccgtccgccaagacccccagcageacctatceccgeccccttctacgtggcaga 683

Query: 661 tggcagcctgcacccctcagccgagctctggagtcccccgggecaggegggcttcgggece 720

L
Shjct: 684 tggcagcctgcacccctcagecgagctctggagtecccegggecaggegggcettcgggece 743

Query: 721 catgctgggtgggggctcatcccegetgecccteccgeeceggtageggeccggtgggeag 780

B | TR
Shjct: 744 catgctgggtgggggctcatccccgcetgecccteccgececggtageggeccggtgggeag 803

Query: 781 cagtggaagcagcagcacgttiggtggcctgcaccagcacgagegtatgggctaccagcet 840

o ITUETUE T EEU T TR TR
Shjct: 804 cagtggaagcagcagcacgtttggtggcctgcaccagcacgagcgtatgggctaccaget 863

Query: 841 gcatggagcagaggtgaacggtgggctcccatctgcatcctecttctcctcagecccecgg 900

o ITUETUE T TR T T T R
Shjct: 864 gcatggagcagaggtgaacggtgggctcccatctgcatectecttctcctcageeccegg 923

Query: 901 agccacgtacggcggcgtctccagecacacgccgcectgtcagcggggecgacagcectect 960

L AT
Shjct: 924 agccacgtacggcggcgtctccagccacacgcecgcectgtcagcggggecgacagectect 983

Query: 961 gggctcccgagggaccacagcetggcagcetccggggatgecctcggcaaageactggectc 1020

o ITUETUE T T TR T R
Shjct: 984 gggctcccgagggaccacagctggcagetccggggatgccctcggcaaagcactggectc 1043

Query: 1021 gatctactccccggatcactcaagcaataacttctcgtccagceccttctaccccegtggg 1080

o ITUETEE T T T T TR
Shjct: 1044 gatctactccccggatcactcaagcaataacttctcgtccageccttctaccecegtggg 1103

Query: 1081 ctccecccagggcectggcaggaacgtcacagtggcectcgagcaggageccccggtgectt 1140

B AT
Shjct: 1104 ctccececcagggectggcaggaacgtcacagtggectcgagcaggageccccggtgectt 1163

Query: 1141 atcgcccagctacgacgggggtctccacggectgcagagtaagatagaagaccacctgga 1200

B 1 A
Shjct: 1164 atcgcccagcetacgacgggggtctccacggectgcagagtaagatagaagaccacctgga 1223

Query: 1201 cgaggccatccacgtgctccgcagcecacgecgtgggcacagecggegacatgcacacgcet 1260

B L AT
Shjct: 1224 cgaggccatccacgtgctccgcagecacgcecgtgggcacagecggcgacatgcacacgct 1283

Query: 1261 gctgectggeccacggggcegcetggectcaggtttcaccggcecccatgtcactgggegggeg 1320

L T
Shjct: 1284 gctgectggccacggggcegctggectcaggtttcaccggecccatgtcgetgggtgggeg 1343

Query: 1321 gcacgcaggcctggttggaggcagccaccccgaggacggcectcgcaggcagcaccagcect 1380
TR



Wery: 1561 Ldlylatddilatytyyuiiliiitayilaytiayylatiiiieilyactilytiieyyce 144U
IR PR T TR

Shjct: 1404 catgcacaaccacgcggccctccccagcecagecaggeaccctcectgacctgtetcggee 1463

Query: 1441 tcccgactcctacagtgggctagggcgagcaggtgeccacggcggecgecagcegagatcaa 1500

L
Shjct: 1464 tcccgactcctacagtgggcetagggcgagecaggtgccacggcggecgecagecgagatcaa 1523

Query: 1501 gcgggaggagaaggaggacgaggagaacacgtcagcggctgaccactcggaggaggagaa 1560
B L T
Shjct: 1524 gcgggaggagaaggaggacgaggagaacacgtcagcggctgaccactcggaggaggagaa 1583

Query: 1561 gaaggagctgaaggccccccgggeccggaccage 1594

L AT
Shjct: 1584 gaaggagctgaaggccccccgggeccggaccage 1617

Score = 573 bits (289), Expect = e-161
Identities = 397/433 (91%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1653 tggccaataacgcgcgggagcgggtgcgegtgcgggatattaacgaggcecttccgggage 1712

S L T AT T
Shjct: 1685 tggccaataacgcccgggagceggctgegggtccgtgacatcaacgaggcctttaaggage 1744

Query: 1713 tggggcgcatgtgccagatgcacctcaagtcggacaaagcgcagaccaagctgctcatcc 1772
T AT e T AT TALSTIA

Shjct: 1745 tggggcgcatgtgccaactgcacctcaacagcgagaagccccagaccaaactgctcatce 1804

Query: 1773 tgcagcaggccgtgcaggtcatcctggggetggagcagcaggtgcgagagcggaacctga 1832
(0TI I TR TR
Shjct: 1805 tgcaccaggctgtctcggtcatcctgaacttggagcagcaagtgcgagagcggaacctga 1864

Query: 1833 atcccaaagcagcctgtttgaaacggcgagaagaggaaaaggtgtcaggtgtggttggag 1892

B L T
Shjct: 1865 atcccaaagcagcctgtttgaaacggcgagaagaggaaaaggtgtcaggtgtggttggag 1924

Query: 1893 acccccagatggtgctttcagctccccacccaggcectgagcgaageccacaaccccgecg 1952

Shjct: 1925 acccccagatggtgctttcagctccccacccaggectgagcgaagceccacaaccccgecg 1984

Query: 1953 ggcacatgtgaaaggtatgcctccgtgggacgagcecacccgctttcagecctgtgetetg 2012

I T TR T T T TR
Shjct: 1985 ggcacatgtgaaaggtatgcctccgtgggacgagccacccgctttcagecctgtgcetctg 2044

Query: 2013 gccccagaacggcecactcgagaccccgggcttcatccacatccacacctcacacacctgt 2072

Shjct: 2045 gccccagaagcecggactcgagaccccgggcttcatccacatccacacctcacacacctgt 2104

Query: 2073 tgtcagcatcgag 2085

T
Shjct: 2105 tgtcagcatcgag 2117

F) gb|M65214|HUME2A Human (HelLa) helix-loop-helix protein HE47 (E2A) mRNA, 3' end
Length = 1074
Score = 1086 bits (548), Expect = 0.0
Identities = 548/548 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1538 gctgaccactcggaggaggagaagaaggagctgaaggccccccgggeccggaccagcagt 1597

B L T
Shjct: 1  gctgaccactcggaggaggagaagaaggagctgaaggeccccegggeccggaccageagt 60

Query: 1598 acggacgaggtgctgtccctggaggagaaagacctgagggaccgggagaggcgcatggec 1657

TR
Shjct: 61 acggacgaggtgctgtccctggaggagaaagacctgagggaccgggagaggcgeatggec 120

Query: 1658 aataacgcgcgggagcgggtgcgcegtgcgggatattaacgaggcecttccgggagetgggg 1717

TR
Sbhjct: 121 aataacgcgcgggagcgggtgcgegtgcgggatattaacgaggecttccgggagetgggg 180

Query: 1718 cgcatgtgccagatgcacctcaagtcggacaaagcgcagaccaagctgctcatcectgcag 1777

L A TR
Sbjct: 181 cgcatgtgccagatgcacctcaagtcggacaaagcgcagaccaagctgctcatcetgcag 240

Query: 1778 caggccgtgcaggtcatcctggggcetggagcagcaggtgcgagagcggaacctgaatcee 1837
TR



Wery: 1656 dddyldylllguydddiyylyaydaydyydddayylyeayyylyyuyyayaroee 1091/
L AT
Shjct: 301 aaagcagcctgtttgaaacggcgagaagaggaaaaggtgtcaggtgtggttggagacccc 360

Query: 1898 cagatggtgctttcagctccccacccaggcectgagcgaagceccacaaccccgecgggeac 1957

Shjct: 361 cagatggtgctttcagctccccacccaggectgagcgaagceccacaaccccgecgggceac 420

Query: 1958 atgtgaaaggtatgcctccgtgggacgagccacccgctttcagecctgtgetctggecce 2017

AT
Shjct: 421 atgtgaaaggtatgcctccgtgggacgagcecacccgctttcagecctgtgetctggecce 480

Query: 2018 agaacggccactcgagaccccgggcttcatccacatccacacctcacacacctgttgtca 2077

Shjct: 481 agaacggccactcgagaccccgggcticatccacatccacacctcacacacctgttgtca 540

Query: 2078 gcatcgag 2085

[
Shjct: 541 gcatcgag 548

G) gb|M24404|HUMIMENBP Homo sapiens (clone E47) kappa-E2-binding factor mRNA, partial cds.
Length = 398
Score = 789 bits (398), Expect = 0.0
Identities = 398/398 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1433 tctcggcctecccgactcctacagtgggctagggecgagceaggtgecacggeggecgecage 1492

B L TR
Shjct: 1 tctcggcecteccgactcetacagtgggctagggcgageaggtgecacggeggeegecage 60

Query: 1493 gagatcaagcgggaggagaaggaggacgaggagaacacgtcagcggctgaccactcggag 1552
o ITUET T ERUETUUT T T TR
Shjct: 61 gagatcaagcgggaggagaaggaggacgaggagaacacgtcagcggctgaccactcggag 120

Query: 1553 gaggagaagaaggagctgaaggccccccgggeccggaccagcagtacggacgaggtgetg 1612
L
Shjct: 121 gaggagaagaaggagctgaaggccccccgggceccggaccagcagtacggacgaggtgetg 180

Query: 1613 tccctggaggagaaagacctgagggaccgggagaggcegceatggcecaataacgegegggag 1672

TR
Sbjct: 181 tccctggaggagaaagacctgagggaccgggagaggcgcatggccaataacgcgegggag 240

Query: 1673 cgggtgcgecgtgcgggatattaacgaggcecttccgggagetggggegceatgtgecagatg 1732

IO TU T TR T TR
Shjct: 241 cgggtgcgcgtgcgggatattaacgaggccttccgggagcetggggcegceatgtgeccagatg 300

Query: 1733 cacctcaagtcggacaaagcgcagaccaagctgctcatcctgcagcaggecgtgcaggte 1792

L
Shjct: 301 cacctcaagtcggacaaagcgcagaccaagctgctcatcctgcagcaggcecgtgcaggtc 360

Query: 1793 atcctggggctggagcagcaggtgcgagagcggaacct 1830

o IIUETU TR R T
Shjct: 361 atcctggggctggagcagcaggtgcgagagcggaacct 398



* PubMed-Referenzen zu den gef undenen Sequenzen

C) LOCuUs HUMTFAA 4396 bp mMRNA PRI 14-JAN-1995
DEFINITION Human transcription factor (E2A) mRNA, complete cds.
ACCESSION M31523
NID 9339477
VERSION M31523.1 GI1:339477
KEYWORDS transcription factor.

SOURCE  Human mature B cell line BJAB, cDNA to mRNA.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4396)
AUTHORS Kamps,M.P., Murre,C., Sun,X.H. and Baltimore,D.
TITLE A new homeobox gene contributes the DNA binding domain of the
t(1;19) translocation protein in pre-B ALL
JOURNAL Cell 60 (4), 547-555 (1990)
MEDLINE 90150282
COMMENT Draft entry and computer-readable sequence for [Cell (1990) In
press] kindly submitted
by M.P.Kamps 22-JAN-1990.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..4396
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/map="19p13.3"

gene 31..1995
/gene="TCF3"

CDS 31..1995
/gene="TCF3"

/note="transcription factor E2A"
/codon_start=1
/db_xref="GDB:G00-118-881"
/protein_id="AAA61146.1"
/db_xref="PID:g339478"
[translation="MNQPQRMAPVGTDKELSDLLDFSMMFPLPVTNGKGRPASLAGAQ
FGGSGLEDRPSSGSWGSGDQSSSSFDPSRTFSEGTHFTESHSSLSSSTFLGPGLGGKS
GERGAYASFGRDAGVGGLTQAGFLSGELALNSPGPLSPSGMKGTSQYYPSYSGSSRRR
AADGSLDTQPKKVRKVPPGLPSSVYPPSSGEDYGRDATAYPSAKTPSSTYPAPFYVAD
GSLHPSAELWSPPGQAGFGPMLGGGSSPLPLPPGSGPVGSSGSSSTFGGLHQHERMGY
QLHGAEVNGGLPSASSFSSAPGATYGGVSSHTPPVSGADSLLGSRGTTAGSSGDALGK
ALASIYSPDHSSNNFSSSPSTPVGSPQGLAGTSQWPRAGAPGALSPSYDGGLHGLQSK
IEDHLDEAIHVLRSHAVGTAGDMHTLLPGHGALASGFTGPMSLGGRHAGLVGGSHPED
GLAGSTSLMHNHAALPSQPGTLPDLSRPPDSYSGLGRAGATAAASEIKREEKEDEENT
SAADHSEEEKKELKAPRARTSPDEDEDDLLPPEQKAEREKERRVANNARERLRVRDIN
EAFKELGRMCQLHLNSEKPQTKLLILHQAVSVILNLEQQVRERNLNPKAACLKRREEE
KVSGVVGDPQMVLSAPHPGLSEAHNPAGHM"
BASE COUNT 869a 1424c 12559 848t
ORIGIN
1 gcctgaggtg cccgecctgg ccccaggaga atgaaccagce cgcagaggat ggcgectgtg

61 ggcacagaca aggagctcag tgacctcctg gacttcagca tgatgttccc getgectgtc

121 accaacggga agggccggcece cgecteectg geccggggege agttcggagg ttcaggtcett

181 gaggaccggc ccagctcagg ctcctgggge agcggcgacce agagcagcte ctectttgac

241 cccagcecgga ccttcagcga gggceacccac ttcactgagt cgcacagcag cctctcttca

301 tccacattce tgggaccggg actcggaggc aagagcggtg agcggggegc ctatgectce

361 ttcgggagag acgcaggcgt gggcggcectg actcaggctg gettcctgtc aggcgagcetg

421 gccctcaaca gecececcgggcec cetgteeect tcgggcatga aggggacctc ccagtactac

481 ccctcctact ccggceagcte ccggecggaga gecggcagacg gcagcectaga cacgcagcecc

541 aagaaggtcc ggaaggtccc gececgggtctt ccatcctcgg tgtacccacc cagcetcaggt

601 gaggactacg gcagggatgc caccgcctac ccgtccgeca agaccecccag cagcacctat

661 cccgcececcct tectacgtgge agatggcagce ctgcacccct cagecgagct ctggagtceee

721 ccgggccagg cgggcttcgg geccatgetg ggtgggggct catccccgcet geeeccteeey

781 cccggtagcg geeeggtggg cagcagtgga agcagcagcea cgtttggtgg cctgcaccag

841 cacgagcgta tgggctacca gctgcatgga gcagaggtga acggtgggct cccatctgca

901 tcctecttct cctcageecce cggagcecacg tacggcggceg tetccageca cacgecgect

961 gtcagcgggg ccgacagcct cctgggetce cgagggacca cagcetggeag ctccggggat

1021 gccctcggea aagcactgge ctcgatctac tccccggatc actcaagcaa taacttctcg

1081 tccagcecctt ctacceceegt gggetceeee cagggectgg caggaacgtc acagtggect

1141 cgagcaggag ccceceggtgce cttatcgece agcetacgacg ggggtctcca cggectgcag

1201 agtaagatag aagaccacct ggacgaggcc atccacgtgc tccgcagcca cgccgtggge

1261 acagccggceg acatgcacac getgetgect ggccacgggg cgcetggecte aggtttcace

1321 ggccccatgt cgetgggtgg gecggcacgea ggectggttg gaggcagceca ccccgaggac

1381 ggcctcgecag gcagcaccag cctcatgcac aaccacgcegg ccctcecccag ccagccagge

1441 accctccctg acctgtctcg gectccecgac tcctacagtg ggctagggceg agcaggtgec

1501 acggcggeceg ccagcgagat caagcgggag gagaaggagg acgaggagaa cacgtcagcg

1561 gctgaccact cggaggagga gaagaaggag ctgaaggccc cccgggeccg gaccagecca

1621 gacgaggacg aggacgacct tctcccccca gagcagaagg ccgagcggga gaaggagegce

e e L tAamAnAnA~n mAA~An~ata AnmAtAanmta AAAtAAAA~A  ~AAA A A~



1/41 ydyllyyyyt ycdygyeea aclycacceie adtdytyayd dyciiiaydl
1801 atcctgcacc aggctgtctc ggtcatcctg aacttggagce agcaagtgcg agagcggaac
1861 ctgaatccca aagcagcctg tttgaaacgg cgagaagagg aaaaggtgtc aggtgtggtt
1921 ggagaccccc agatggtgct ttcagctcce cacccaggec tgagcgaagce ccacaaccce
1981 gccgggcaca tgtgaaaggt atgcctcecgt gggacgagcc accegctttc agecctgtge
2041 tctggcccca gaagecggac tcgagacccce gggcttcate cacatccaca cctcacacac
2101 ctgttgtcag catcgagcca acaccaacct gacaaggttc ggagtgatgg gggcggccaa
2161 ggtgacactg ggtccaggag ctccetgggg cectggecta ccactcactg gectecgetee
2221 ccctgtcece gaatctcage caccgtgtca ctetgtgacc tgtcccatgg atcctgaaac
2281 tgcatcttgg ccctgttgee tgggcetgaca ggagcatttt ttttttttcc agtaaacaaa

2341 acctgaaagc aagcaacaaa acatacactt tgtcagagaa gaaaaaaatg ccttaactat
2401 aaaaagcgga gaaatggaaa catatcactc aagggggatg ctgtggaaac ctggcttatt
2461 cttctaaagc caccagcaaa ttgtgcctaa gcgaaatatt ttttttaagg aaaataaaaa
2521 cattagttac aagatttttt ttttcttaag gtagatgaaa attagcaagg atgctgcctt

2581 tggtctctgg tttttttaag ctitttttge atatgttttg taagcaacaa atttttttgt

2641 ataaaagtcc cgtgtctctc gctatttctg ctgctgttce tagactgagce attgcatttc

2701 ttgatcaacc agatgattaa acgttgtatt aaaaagaccc cgtgtaaacc tgagcccccc
2761 ccgtcececce ccccggaage cactgcacac agacagacgg ggacaggegg cgggtetttt
2821 gtttttttga tgttgggggt tctcttggtt ttgtcatgtg gaaagtgatg cgtgggegtt

2881 ccctgatgaa ggcaccttgg ggcttcecetg ccgeatecte tccectcagg aaggggactg
2941 acctgggctt gggggaaggg acgtcagcaa ggtggctctg accctcccag gtgactctge
3001 caagcagctg tggccccage ggtaccctac acaacgcecct ccccaggecce cecctaagcetg
3061 ctctcecttg gaacctgcac agctetctga aatggggcat tttgttggga ccagtgaccce
3121 ctggcatggg gaccacaccc tggagcccgg tgctggggac ctecctggaca cectgtectt
3181 cactccttge cccagggacc caggctcatg ctctgaactc tggectgagag gagtcetgcete
3241 aggagccagc acaggacacc ccccacccca ccccaccatg tceeccattac accagagggce
3301 catcgtgacg tagacaggat gccaggggcc tgaccagcct ccccaatgct ggggageatc
3361 cctggeetgg ggccacacct getgecectec ctetgtgtgg tccaagggcea agagtggcetg
3421 gagccggggg actgtgetgg tctgagecce acgaaggcect tgggetgtgg ctccgaccct
3481 gctgcagaac cagcagggtg tcceetcggg cccatetgtg teccatgtce cagecacccag
3541 gcctctetee aggtctectt ttetggtcett ttgccatgag ggtaaccagc tettcccage

3601 tggctgggac tgtcttgggt ttaaaactgc aagtctccta ccctgggatc ccatccagtt
3661 ccacacgaac tagggcagtg gtcactgtgg cacccaggtg tgggcectgge tagctggggg
3721 ccttcatgtg cccttcatge cccteectge attgaggcect tgtggaccce tgggetgget

3781 gtgttcatcc ccgetgcagg tcgggegtet cceceeegtge cactectgag actccaccgt
3841 tacccccagg agatcctgga ctgectgact ccectcecca gactggcettg ggagectggg
3901 ccccatggta gatgcaaggg aaacctcaag gccagctcaa tgectggtat ctgccececcag
3961 tccaggccag gcggagggga ggggctgtce ggetgectet cecttectegg tggcettcece
4021 tgcgccctgg gagtttgate tcttaaggga acttgectct cectcttgtt ttgcteetge

4081 cctgcceccta ggtetgggtg gecagtggecc catagectct ggaactgtge gttctgcata
4141 gaattcaaac gagattcacc cagcgcgagg aggaagaaac agcagttcct gggaaccaca
4201 attatggggg gtggggggtg tgatctgagt gectcaagat ggttttcaaa aaattttttt

4261 taaagaaaat aattgtatac gtgtcaacac agctggctgg atgattggga ctttaaaacg
4321 accctctttc aggtggattc agagacctgt cctgtatata acagcactgt agcaataaac
4381 gtgacatttt ataaag

F) LOCUS HUME2A 1074 bp mMRNA PRI 07-NOV-1994

DEFINITION Human (HelLa) helix-loop-helix protein HE47 (E2A) mRNA, 3' end.
ACCESSION M65214

NID 9181909

VERSION M65214.1 GI1:181909

KEYWORDS helix-loop-helix protein HE47; transcription factor.

SOURCE  Homo sapiens cDNA to mRNA.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1074)

AUTHORS Zhang,Y. and Bina,M.

TITLE Sequence of a HeLa cDNA provides the DNA binding domain and carboxy
terminus of HE47: a human helix-loop-helix protein related to the
enhancer binding factor E47

JOURNAL DNA Seq. 2 (3), 197-202 (1991)

MEDLINE 92297964

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1074
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
[cell_line="HeLa"
/map="19p13.3"

gene 1..426
/gene="TCF3"

CDS <1..426
/gene="TCF3"

/codon_start=1
/db_xref="GDB:G00-118-881"
/product="helix-loop-helix protein HE47"
/protein_id="AAC41693.1"

Cadaclycie



ruarsiauori = AVMNDEEERRAELAAFKAKIDD I VEVLOLEEAVLRKUKERKIVIANNARK
ERVRVRDINEAFRELGRMCQMHLKSDKAQTKLLILQQAVQVILGLEQQVRERNLNPKA
ACLKRREEEKVSGVVGDPQMVLSAPHPGLSEAHNPAGHM"
BASE COUNT 275a 283c 290g 226t
ORIGIN
1 gctgaccact cggaggagga gaagaaggag ctgaaggccc cccgggeccg gaccageagt
61 acggacgagg tgctgtccct ggaggagaaa gacctgaggg accgggagag gegeatggec

121 aataacgcgc gggagegggt gegegtgegg gatattaacg aggcecticeg ggagetggag
181 cgcatgtgcc agatgcacct caagtcggac aaagcgcaga ccaagctgct catcetgcag
241 caggccgtgc aggtcatcet ggggctggag cagcaggtge gagagceggaa cctgaatcec
301 aaagcagcct gtttgaaacg gcgagaagag gaaaaggtgt caggtgtggt tggagacccc
361 cagatggtgc tttcagctce ccacccaggce ctgagcgaag cccacaacce cgecgggeac
421 atgtgaaagg tatgcctccg tgggacgagc cacccgcttt cagcecctgtg ctctggecce
481 agaacggcca ctcgagaccc cgggcttcat ccacatccac acctcacaca cctgttgtca
541 gcatcgagcc aacaccaacc tgacaaggtt cggagtgatg ggggcggeca aggtgacact
601 gggtccagga gctecctggg geectggect accacteact ggectegcete cccetgtece
661 cgaatctcag ccaccgtgtc actctgtgac ctgtcccatg gatcctgaaa ctgeatcttg
721 gccecetgttge ctgggetgac aggagcattt titttttcca gtaaacaaaa cctgaaagcea
781 agcaacaaaa catacacttt gtcagagaag aaaaaaatgc cttaactata aaaagcggag
841 aaatggaaac atatcactca agggggatgc tgtggaaacc tggcttattc ttctaaagcc
901 accagcaaat tgtgcctaag cgaaatattt tttttaagga aaataaaaac attagttaca
961 agattttitt tttcttaatg tagatgaaaa ttagcaagga tgctgecttt ggtctctggt
1021 tittttaagc tttttttgea tatgttttgt aagcaacaaa ttittttgta taaa

G) LOCUS HUMIMENBP 398 bp mRNA PRI 06-DEC-1994
DEFINITION Homo sapiens (clone E47) kappa-E2-binding factor mRNA, partial cds.
ACCESSION M24404
NID 9598176
VERSION M24404.1 GI:598176
KEYWORDS immunoglobulin enhancer-binding protein; kappa-E2-binding factor.
SOURCE  Homo sapiens (clone cDNA-Bank : lambda-gt11) lymphoma cDNA to mRNA.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 398)
AUTHORS Murre,C., McCaw,P.S. and Baltimore,D.
TITLE A new DNA binding and dimerization motif in immunoglobulin enhancer
binding, daughterless, MyoD, and myc proteins
JOURNAL Cell 56 (5), 777-783 (1989)
MEDLINE 89168418
COMMENT  On Dec 7, 1994 this sequence version replaced gi:341165.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..398
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
[cell_line="BJAB"
[cell_type="B cell"
/clone="E4T7"
[clone_lib="lambda-gt11"
[tissue_type="lymphoma"
CDS <1..>398
/codon_start=1
/product="kappa-E2-binding factor"
/protein_id="AAA56829.1"
/db_xref="PID:g598177"
/translation="SRPPDSYSGLGRAGATAAASEIKREEKEDEENTSAADHSEEEKK
ELKAPRARTSSTDEVLSLEEKDLRDRERRMANNARERVRVRDINEAFRELGRMCQMHL
KSDKAQTKLLILQQAVQVILGLEQQVRERNL"
BASE COUNT 90a 109c 154g 45t
ORIGIN
1 tctcggcecte ccgactecta cagtgggceta gggecgageag gtgecacggce ggecgecage
61 gagatcaagc gggaggagaa ggaggacgag gagaacacgt cagcggctga ccactcggag
121 gaggagaaga aggagctgaa ggccccccgg geccggacca gecagtacgga cgaggtgcetg
181 tccctggagg agaaagacct gagggaccgg gagaggcgca tggccaataa cgcgegggag
241 cgggtgcgcg tgcgggatat taacgaggcc ttccgggage tggggegceat gtgccagatg
301 cacctcaagt cggacaaagc gcagaccaag ctgctcatce tgcagcaggc cgtgcaggtc
361 atcctggggc tggagcagca ggtgcgagag cggaacct



9.2.3 PTRF —Homo sapiens Polymerase |- transcript release factor

* Sequenz des langsten Klons

1 ctgctcteeg ctetcgeeeg ctagetcetec teectteege tectgettet ctcegggtet
61 cccgctececag ctccagecce acccggecgg tcccgecacgg ctccgggtag cc atggagga
121 ccccacgctce tatattgtcg agcggcecgct tcccgggtac cccgacgecg aggeccecgga
181 gccttecctee getggggcte aggcagecgga ggagecgtcg ggggecggct cagaagagct
241 gatcaagtcg gaccaggtga acggcgtgct ggtgctgagce ctcctggaca aaatcatcgg
301 ggccgtagac cagatccagc tgactcaagce acagctggag gagcggcagg cggagatgga
361 gggcgcagtg cagagcatcc agggcgagct gagcaagcetg ggcaaggcgce acgccaccac
421 gagcaatacg gtgagcaagc tgctggagaa ggtgcgcaag gtcagcgtca acgtgaagac
481 cgtgcgeggce agectggage geccaggcggg gcagatcaag aagetggagg tcaacgagge
541 cgagctgctg cggcgecgca actttaaagt catgatctac caggatgaag tgaagctgec
601 ggccaaactg agcatcagca aatcgctgaa agagtcggag gcgcetgccag agaaggaggg
661 cgaggagctg ggcgagggcg agcggcccga ggaggacgca gcggegetgg agcetttegte
721 ggacgaggcg gtggaggttg aggaggttat tgaggagtcc cgcgcagagce gtatcaagcg
781 cagcggcctg cggcgegtgg acgacttcaa gaaggccttc tccaaggaga agatggagaa
841 gaccaaggtg cgtacccgcg agaacctgga gaagacgcgce ctcaagacca aggaaaacct
901 ggagaagacg cggcacaccc tggagaagcg catgaacaag ctgggcacgc gectggtgec
961 cgccgagegg cgcgagaaac tgaagacgtc gcgggacaag ttgcgcaaat ccttcacgec
1021 cgaccacgtg gtgtacgcgce getccaagac cgcggtctac aaggtgcecac ccttcacctt
1081 ccacgtcaag aagatccgcg agggccaggt ggaagtgctc aaggccaccg agatggtgga
1141 ggtgggcgee gacgacgacg agggeggege ggagegeggg gaggeeggeg acctgeggeg
1201 cgggagcagc cccgacgtge acgcgctget ggagatcacc gaggagtcgg acgcecgtgct
1261 ggtggacaag agcgacagcg actga gccgce ceceegetgec acccacccca ttectegete
1321 cttccgaact tectctttcg cattctctct cggetcgage tggctgagat ttttctaaat
1381 tgaaaacacg cccccctecee cacacctcca ggaactccac tcccagtctt agagcetgtta
1441 ggacccgatg gggaggcagc ccccgeagtg gacagecccc gettggacac agtccgagtg
1501 gaatgggaag ggaatggtca atccctgtcc tggttgtcca agtcgggatc tcagaggaaa
1561 gtgcagtgat tccacggtta ggceceeectg ggggggctgce cttccecteca gectctccece
1621 acaccaccca cccagctgct gtcattccge tcactgagct cttcttcatt ctcaccctga
1681 tccetggggg actcaaagcc aaaactgcce aaagaggaaa gattgaatcc taaaggggat
1741 ccttgccccc atgggaggcc ccctactaga aggacgtgaa agcagctttt gggggaaact
1801 gaggcagtgg ggaagacaga gcagaatgag ccctcaccct ggetgggggt ccagcacagg
1861 ctgtatctgc agagggtccc agaggaacgc tggagccaag agaagccctg ggaaggaggg
1921 gtggggaacg acatgcatgt gagggatggc acactgatgt gtttatgcac ctgtacacag
1981 gagcgcatgg ccatggcttt ggaaaggaga atggaaaaat agaagaaggt cggccgggct
2041 tggtggctta agcctgtaac cccageactt tgggaggccg aggtgggcegg atcacctgag
2101 gtcaggagtt cgggaccagc ctggcaaaca ccccatctct actaagcgaa aacccatctc
2161 tactaaaatt acaaaaatta gctgggcatg gttgcgcatg cctgtaatcc cagctacttt
2221 ggaggctgag gtggggagaa ttgcttgaac ctgggaggtg gaggttgcag tgagccaagg
2281 tcgcgacact gecactccagce ctgggtgaca gagtgagact ccatctcaac agaaggaaaa
2341 aaaaggaaaa taggagaagg tggaaatggg tgaagagaga agtcccctca ctagctgcat
2401 gagaaatcta tcttactgtg gttctccatg ggcagcagga ccatttttca gaatcaagag
2461 ggaggacagt gtgagaaggc gatgatccaa agaagacaga g

* Aminosauresequenz

1 MEDPTLYIVE RPLPGYPDAE APEPSSAGAQ AAEEPSGAGS EELIKSDQVN GVLVLSLLDK
61 IIGAVDQIQL TQAQLEERQA EMEGAVQSIQ GELSKLGKAH ATTSNTVSKL LEKVRKVSVN
121 VKTVRGSLER QAGQIKKLEV NEAELLRRRN FKVMIYQDEV KLPAKLSISK SLKESEALPE
181 KEGEELGEGE RPEEDAAALE LSSDEAVEVE EVIEESRAER IKRSGLRRVD DFKKAFSKEK
241 MEKTKVRTRE NLEKTRLKTK ENLEKTRHTL EKRMNKLGTR LVPAERREKL KTSRDKLRKS
301 FTPDHVVYAR SKTAVYKVPP FTFHVKKIRE GQVEVLKATE MVEVGADDDE GGAERGEAGD
361 LRRGSSPDVH ALLEITEESD AVLVDKSDSD .

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
A) gb|AF036249]AF036249 Mus musculus polymerase I-transcriptr... 1524 0.0
B) gb|AF000421|AF000421 Homo sapiens TTF-I interacting peptide... 1366 0.0

A) gb|AF036249]AF036249 Mus musculus polymerase I-transcript release factor mMRNA, complete
cds; Length = 1416
Score = 1524 bits (769), Expect = 0.0
Identities = 1003/1081 (92%)
Strand = Plus / Plus

Query: 207 cggaggagccgtcgggggccggctcagaagagctgatcaagtcggaccaggtgaacggeg 266

L T
Shjct: 207 cggaggagccgtcggggaccggcetccgacgagcetgatcaagtcggaccaggtgaacggtg 266

Query: 267 tgctggtgctgagcectcctggacaaaatcatcggggecgtagaccagatccagcetgactc 326
LN DT LY OO |

~~~~~~~~~~~ bt anantantamcmamnanntiaannn~mabanamabaanna 000



Wwery: szr  dayldiayllyyayydaylyyrayylyyaydiyyayyylylaylyrayayldiceayyyey 500
R
Shjct: 327 aagcccagctggaggagcgacaggcggagatggagggcegcetgtgcagagcatccagggag 386

Query: 387 agctgagcaagctgggcaaggcgcacgccaccacgagcaatacggtgagcaagcetgetgg 446
(T T
Shjct: 387 agctgagcaagctgggcaaggcgcacgccaccacgagcaacaccgtgagcaagttgetgg 446

Query: 447 agaaggtgcgcaaggtcagcgtcaacgtgaagaccgtgcgcggcagectggagegecagg 506
TR
Shjct: 447 agaaggtgcgcaaggtcagcgtcaacgtgaagaccgtgcgcggeagectggagegecagg 506

Query: 507 cggggcagatcaagaagctggaggtcaacgaggccgagcetgetgeggegecgeaacttta 566

R N LR
Shjct: 507 ccggccagataaagaaactggaggtcaacgaggcggagctgctgaggegeegeaacttca 566

Query: 567 aagtcatgatctaccaggatgaagtgaagctgccggccaaactgagcatcagcaaatcgc 626

L T
Shjct: 567 aagtcatgatctaccaggatgaagtcaagctgccggccaaactgagcgtcagcaagtcge 626

Query: 627 tgaaagagtcggaggcgctgccagagaaggagggcgaggagcetgggcgagggegageggce 686
L A AT
Shjct: 627 tgaaagagtcggaggcactgcctgagaaggagggtgacgagcetgggcgagggegageggce 686

Query: 687 ccgaggaggacgcagcggcgctggagctticgtcggacgaggceggtggaggtigaggagg 746
T TIE F UL COU TR
Shjct: 687 ccgaggatgacaccgcggcgatcgagctgtcgtccgacgaggeggtggaggtggaggagg 746

Query: 747 ttattgaggagtcccgcgcagagcgtatcaagcgcageggectgcggegegtggacgact 806
B N R AT TR
Shjct: 747 tgatcgaggagtcccgecgecgagegcatcaagegeageggectgcggegegtggacgact 806

Query: 807 tcaagaaggccttctccaaggagaagatggagaagaccaaggtgcgtacccgcgagaacc 866

L T
Shjct: 807 tcaagaaggccttctccaaggagaagatggagaagaccaaggtgcgcacgcgtgagaacc 866

Query: 867 tggagaagacgcgcctcaagaccaaggaaaacctggagaagacgcggcacaccctggaga 926

IR TR T IR e
Shjct: 867 tggagaagacgcgcctgaagaccaaggagaacctggagaagacacggcacacgctggaga 926

Query: 927 agcgcatgaacaagctgggcacgcgcctggtgcccgeccgagcggcgcgagaaactgaaga 986
NIRRT TOE T
Shjct: 927 agcgcatgaacaagctgggcacgcgcectggtgecccgtggagcgacgagagaagctgaaga 986

Query: 987 cgtcgcgggacaagttgcgcaaatccttcacgcccgaccacgtggtgtacgegegcetcca 1046

LU TTUTVIUE DL TERUAVRURVRUOY TR T
Shjct: 987 catcccgggacaagcetgcgcaagtcctticacgcccgaccatgtggtgtatgecgegetcca 1046

Query: 1047 agaccgcggtctacaaggtgccacccttcaccttccacgtcaagaagatccgcgagggec 1106

B R AT
Shjct: 1047 agaccgctgtctacaaggtgccgcctttcacctticcacgtcaagaagatccgcgagggeg 1106

Query: 1107 aggtggaagtgctcaaggccaccgagatggtggaggtgggcgecgacgacgacgagggceg 1166
B R AT
Shjct: 1107 aggtggaggtgctgaaggccaccgagatggtggaggtgggtcccgaggacgacgaggttg 1166

Query: 1167 gcgcggagegcggggaggecggcegacctgecggegegggagcageccecgacgtgcacgege 1226
C INUEVRUEE PR TR UERUTCTUT R I
Shjct: 1167 gcgcggagegeggcgaggcecactgacctgetgcgecgggageagcecccgacgtgcacacge 1226

Query: 1227 tgctggagatcaccgaggagtcggacgcecgtgetggtggacaagagcgacagcgactgag 1286
o ITEVIURTE R EOUUERUCTETEE TR
Shjct: 1227 tgctggagatcaccgaggagtcggacgcecgtcctggtggacaagagcgacagcegactgag 1286

Query: 1287 ¢ 1287
I
Shjct: 1287 ¢ 1287
Score = 71.9 bits (36), Expect = 8e-10
Identities = 72/84 (85%)
Strand = Plus / Plus
Query: 65 ctccagctccagecccacccggcecggteccgeacggceteccgggtagecatggaggaccee 124
TR FEREE PO T TR T 1
Shjct: 59 ctcccgcetccagttccaccecggtcggecccgeacggetccgggaagecatggaggatgte 118

Query: 125 acgctctatattgtcgagcggecg 148
(HIRIRIRIIHI



D) YU|AFUUVUAZL|AFUULU4ZL FOImo sapieris L1FE- 1 nneracuny pepuue 1z IMKNA pdiudal

689

Score = 1366 bits (689), Expect = 0.0
Identities = 689/689 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 671 ggcgagggcgagceggeccgaggaggacgcageggegctggagctttcgtcggacgaggeg 730
TR
Shjct: 1  ggcgagggcgagceggeccgaggaggacgcageggegctggagctttcgtcggacgaggeg 60

Query: 731 gtggaggttgaggaggttattgaggagtcccgegcagagegtatcaagcgcageggectg 790
L A T
Sbhjct: 61 gtggaggttgaggaggttattgaggagtcccgegcagagegtatcaagcgcageggectg 120

Query: 791 cggcgcgtggacgacttcaagaaggcctictccaaggagaagatggagaagaccaaggtg 850

T
Shjct: 121 cggcgcgtggacgacttcaagaaggccttctccaaggagaagatggagaagaccaaggtg 180

Query: 851 cgtacccgcgagaacctggagaagacgcgcctcaagaccaaggaaaacctggagaagacg 910

Sbjct: 181 cgtacccgcgagaacctggagaagacgcgcectcaagaccaaggaaaacctggagaagacg 240

Query: 911 cggcacaccctggagaagcgcatgaacaagcetgggcacgcegectggtgcccgecgagegg 970
T T T T T T T R
Shjct: 241 cggcacaccctggagaagcgcatgaacaagctgggcacgegcectggtgeccgecgagegg 300

Query: 971 cgcgagaaactgaagacgtcgcgggacaagttgcgcaaatccttcacgcccgaccacgtg 1030

I T TR T TR T T
Shjct: 301 cgcgagaaactgaagacgtcgcgggacaagttgcgcaaatccttcacgcccgaccacgtg 360

Query: 1031 gtgtacgcgcgctccaagaccgcggtctacaaggtgecacccttcaccttccacgtcaag 1090

IO TUE TR T TR TR
Shjct: 361 gtgtacgcgcgctccaagaccgceggtctacaaggtgecacccttcaccttccacgtcaag 420

Query: 1091 aagatccgcgagggccaggtggaagtgctcaaggccaccgagatggtggaggtgggegec 1150

T
Shjct: 421 aagatccgcgagggccaggtggaagtgctcaaggecaccgagatggtggaggtgggegec 480

Query: 1151 gacgacgacgagggcggcgcggagcgcggggaggecggegacctgecggegegggageage 1210
L T
Shjct: 481 gacgacgacgagggcggcgcggagegcggggaggecggcegacctgecggegegggageage 540

Query: 1211 cccgacgtgcacgcgctgctggagatcaccgaggagtcggacgcecgtgetggtggacaag 1270
L
Shjct: 541 cccgacgtgcacgcegctgectggagatcaccgaggagtcggacgecgtgctggtggacaag 600

Query: 1271 agcgacagcgactgagccgcccccgctgccacccaccccatteetecgcetecttccgaact 1330

Shjct: 601 agcgacagcgactgagccgeccccgctgecacccaccccattcctegetecttccgaact 660

Query: 1331 tcctctttcgceattctctctcggetcgag 1359

LT R
Shjct: 661 tcctctttcgcattctctctcggetcgag 689

cus

Lenyui



* PubMed-Referenzen zu den gef undenen Sequenzen

A)
LOCUS AAC53588 392 aa ROD 12-JUN-1998
DEFINITION polymerase I-transcript release factor; PTRF.
ACCESSION AAC53588
PID 92674195
VERSION AAC53588.1 GIl:2674195
DBSOURCE locus AF036249 accession AF036249.1
KEYWORDS
SOURCE  house mouse.
ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (residues 1 to 392)
AUTHORS Jansa,P., Mason,S.W., Hoffmann-Rohrer,U. and Grummt,|.
TITLE Cloning and functional characterization of PTRF, a novel protein
which induces dissociation of paused ternary transcription
complexes
JOURNAL EMBO J. 17 (10), 2855-2864 (1998)
MEDLINE 98250657
REFERENCE 2 (residues 1 to 392)
AUTHORS Jansa,P. and Hunziker,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-NOV-1997) Molecular Biology of the Cell Il, German
Cancer Research Center, Im Neuenheimer Feld 280, Heidelberg 69120,

Germany
COMMENT  Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..392

/organism="Mus musculus"
/db_xref="taxon:10090"
/cell_line="NIH-3T3"
Protein 1..392
/product="polymerase I-transcript release factor"
Inote="PTRF"
CDS 1..392
/coded_by="AF036249.1:107..1285"
/note="similar to Homo sapiens TTF-I interacting peptide
12 and to Gallus gallus leucine zipper protein encoded by
the sequences presented in GenBank Accession Numbers
AF000421 and D26315 respectively"
ORIGIN
1 medvtlhive rpysgfpdas segpeptqge arateepsgt gsdeliksdq vngvlivisl
61 dkiigavdqi gltgagleer gaemegavgs iqgelskigk ahattsntvs kllekvrkvs
121 vnvktvrgsl erqaggikkl evneaellrr rnfkvmiyqd evkipakisv skslkeseal
181 pekegdelge gerpeddtaa ielssdeave veevieesra erikrsglrr vddfkkafsk
241 ekmektkvrt renlektrlk tkenlektrh tlekrmnklg trlvpverre klktsrdkir
301 ksftpdhvvy arsktavykv ppftfhvkki regevevika temvevgped devgaergea
361 tdlirgsspd vhtlleitee sdavivdksd sd

B) LOCUS AF000421 689bp mRNA PRI 08-0OCT-1998
DEFINITION Homo sapiens TTF-I interacting peptide 12 mRNA, partial cds.
ACCESSION AF000421
NID 2183080
VERSION AF000421.1 GI:2183080
KEYWORDS .

SOURCE human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 689)
AUTHORS Jansa,P., Mason,S.W., Hoffmann-Rohrer,U. and Grummt,|.
TITLE Cloning and functional characterization of PTRF, a novel protein
which induces dissociation of paused ternary transcription
complexes
JOURNAL EMBO J. 17 (10), 2855-2864 (1998)
MEDLINE 98250657
REFERENCE 2 (bases 1 to 689)
AUTHORS Jansa,P. and Grummt,l.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-APR-1997) Molecular Biology of the Cell Il, German
Cancer Research Center, Im Neuenheimer Feld 280, Heidelberg
D-69120, Germany



FEAITURED Locauoiry Uauiiers
source 1..689
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
[tissue_type="lung"
[cell_type="fibroblast"
[cell_line="WI-38"
/note="isolated by yeast two-hybrid system"
CDs <1..615
/note="TIP12; similar to G. gallus leucine zipper protein
encoded by GenBank Accession Number D26315"
/codon_start=1
/product="TTF-I interacting peptide 12"
/protein_id="AAC63404.1"
/db_xref="P1D:g2183081"
/db_xref="Gl:2183081"
[translation="GEGERPEEDAAALELSSDEAVEVEEVIEESRAERIKRSGLRRVD
DFKKAFSKEKMEKTKVRTRENLEKTRLKTKENLEKTRHTLEKRMNKLGTRLVPAERRE
KLKTSRDKLRKSFTPDHVVYARSKTAVYKVPPFTFHVKKIREGQVEVLKATEMVEVGA
DDDEGGAERGEAGDLRRGSSPDVHALLEITEESDAVLVDKSDSD"
BASE COUNT 145a 212c 244g 88t
ORIGIN
1 ggcgagggceg ageggeccga ggaggacgea geggegetgg agcetttcgtc ggacgaggeg
61 gtggaggttg aggaggttat tgaggagtcc cgcgcagagce gtatcaagcg cagcggcectg
121 cggcgegtgg acgacttcaa gaaggccttc tccaaggaga agatggagaa gaccaaggtg
181 cgtacccgeg agaacctgga gaagacgcege ctcaagacca aggaaaacct ggagaagacg
241 cggcacaccc tggagaagcg catgaacaag ctgggcacgc gectggtgee cgecgagegg
301 cgcgagaaac tgaagacgtc gcgggacaag ttgcgcaaat ccttcacgec cgaccacgtg
361 gtgtacgcge getccaagac cgeggtcetac aaggtgecac ccttcacctt ccacgtcaag
421 aagatccgcg agggccaggt ggaagtgcetc aaggccaccg agatggtgga ggtgggegec
481 gacgacgacg agggcggege ggagegeggg gaggecggeg acctgeggeg cgggageage
541 cccgacgtge acgegetget ggagatcace gaggagtcgg acgecgtget ggtggacaag
601 agcgacagcg actgagccge ccececgetgee accecacccca ttectegete cttccgaact
661 tcctctttcg cattctetct cggetcgag



9.2.4 DMPK — Homo sapiens dystrophia myotonica protein kinase

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 cagggacagg cagacatgca gccagggctc cagggcectgg acaggggetg ccaggecctg
61 tgacaggagg accccnagcc cccggeccgg ggaggggceca tggtgetgec tgtccaac
121 gtcagccgag gtgcggetga ggcggcetcea geagetggtg ttggaceegg gettcetggg
181 gctggagcecc ctgctcgacc ttetcctggg cgtccaccaa gaagetggge gectccgaac
241 tggcccagga caagtacgtg gecgacttct tgcantggge ggaagceccat cttggtgagg
301 cttaaggang tccgactgct cagggacaac ttctagattc tgaaggtgat ctgacncggg
361 gcgttcancg anngtttcgg tantnaagat taaancntac nggccacgtg ttatgccatt
421 aagatcatta ncnaatggga cntgcttaat aagggccaag ttttctttct tcccttnaag
481 aaaaggacnt tttgtgaatn gggaacccgc ggttgatcac tcaacctgec cttenccttt
541 ccaggaatga agaactaccc ttgttncctg gttcenttgg aatnnttacc ttgggc....

Die DMPK-Klone wurden lediglich ansequenziert, weshalb hier nicht die vollstdndige Lange
gezeigt wird.

* Aminosauresequenz

— Medline-Report

. Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

ref[NM_004409.1|| Homo sapiens dystrophia myotonica protein.. 618 e-175

ref[NM_004409.1 Homo sapiens dystrophia myotonica protein kinase (DMPK), mRNA; Length =
3407

Score = 618 bits (312), Expect = e-175

Identities = 357/371 (96%), Gaps = 2/371 (0%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 cagggacaggcagacatgcagccagggctccagggectggacaggggcetgecaggecctg 60

B L TR
Shjct: 659 cagggacaggcagacatgcagccagggcetccagggectggacaggggctgccaggecctg 718

Query: 61 tgacaggaggaccccnagcccccggeccggggaggggecatggtgetgectgtccaacat 120

o CTUTEEETE T TR
Shjct: 719 tgacaggaggaccccgagcccccggeccggggaggggecatggtgetgectgtccaacat 778

Query: 121 gtcagccgaggtgcggcetgaggeggctccageagcetggtgttggaccegggcettcctggg 180
o HTUE T TR T T T TR
Shjct: 779 gtcagccgaggtgcggctgaggeggctccagcagetggtgttggaccegggcttcctggg 838

Query: 181 gctggagcccctgetcgaccttctcetgggegtccaccaagaagetgggegectecgaac 240

L R
Shjct: 839 gctggagcccctgctcgaccttctcctgggegtccacc-aggagetgggegectccgaac 897

Query: 241 tggcccaggacaagtacgtggccgacttcttgcantgggcggaagceccatcttggtgagg 300

 ITTTTUTTURYRURCTERUCTETUUTED FOTUUET RO heesh
Shjct: 898 tggcccaggacaagtacgtggccgacttcttgcagtgggcgg-agceccatcgtggtgagg 956

Query: 301 cttaaggangtccgactgctcagggacaacttctagattctgaaggtgatctgacncggg 360

R (LR TR T
Shjct: 957 cttaaggaggtccgactgcagagggacgacticgagattctgaaggtgatcggacgeggg 1016

Query: 361 gcgttcancga 371

[
Shjct: 1017 gcgttcagcga 1027

at



A)

PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

LOCUS NM_004409 3407 bp mRNA PRI 03-DEC-1999
DEFINITION Homo sapiens dystrophia myotonica protein kinase (DMPK), mRNA.
ACCESSION NM_004409
NID g4758173
VERSION NM_004409.1 Gl:4758173
KEYWORDS
SOURCE  human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3407)
AUTHORS Harley HG, Walsh KV, Rundle S, Brook JD, Sarfarazi M, Koch MC,
Floyd JL, Harper PS and Shaw DJ.
TITLE Localisation of the myotonic dystrophy locus to 19913.2-19g13.3 and
its relationship to twelve polymorphic loci on 19q
JOURNAL Hum. Genet. 87 (1), 73-80 (1991)
MEDLINE 91244288
REFERENCE 2 (bases 1 to 3407)
AUTHORS Shaw DJ, McCurrach M, Rundle SA, Harley HG, Crow SR, Sohn R,
Thirion JP, Hamshere MG, Buckler AJ, Harper PS and et al.
TITLE Genomic organization and transcriptional units at the myotonic
dystrophy locus
JOURNAL Genomics 18 (3), 673-679 (1993)
MEDLINE 94140369
REFERENCE 3 (bases 1 to 3407)
AUTHORS Mahadevan,M.S., Amemiya,C.T., Jansen,G., Sabourin,L., Baird,S.,
Neville,C.E., Wormskamp,N., Segers,B., Lamerdin,J., de Jong,P.,
Wieringa,B. and Korneluk,R.G.
TITLE  Structure and genomic sequence of the myotonic dystrophy (DM
kinase) gene
JOURNAL Hum. Mol. Genet. 2, 299-304 (1993)
MEDLINE 93271990
COMMENT REFSEQ: This reference sequence was derived from L08835.1.
PROVISIONAL RefSeq: This is a provisional reference sequence record
that has not yet been subject to human review. The final curated
reference sequence record may be somewhat different from this one.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3407
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="19"
/map="19q13.3"
gene 1..3407
/gene="DMPK"
/note="DM; DMK"
/db_xref="LocusID:1760"
/db_xref="MIM:160900"
CDS 777..2666
/gene="DMPK"
/EC_number="2.7.1.-"
/note="CDS using longer exon 8b"
/codon_start=1
/db_xref="LocusID:1760"
/db_xref="MIM:160900"
/product="dystrophia myotonica protein kinase"
/protein_id="NP_004400.2"
/db_xref="P1D:g5685851"
/db_xref="G|:5685851"
/translation="MSAEVRLRRLQQLVLDPGFLGLEPLLDLLLGVHQELGASELAQD
KYVADFLQWAEPIVVRLKEVRLQRDDFEILKVIGRGAFSEVAVVKMKQTGQVYAMKIM
NKWDMLKRGEVSCFREERDVLVNGDRRWITQLHFAFQDENYLYLVMEYYVGGDLLTLL
SKFGERIPAEMARFYLAEIVMAIDSVHRLGYVHRDIKPDNILLDRCGHIRLADFGSCL
KLRADGTVRSLVAVGTPDYLSPEILQAVGGGPGTGSYGPECDWWALGVFAYEMFYGQT
PFYADSTAETYGKIVHYKEHLSLPLVDEGVPEEARDFIQRLLCPPETRLGRGGAGDFR
THPFFFGLDWDGLRDSVPPFTPDFEGATDTCNFDLVEDGLTAMVSGGGETLSDIREGA
PLGVHLPFVGYSYSCMALRDSEVPGPTPMEVEAEQLLEPHVQAPSLEPSVSPQDETAE
VAVPAAVPAAEAEAEVTLRELQEALEEEVLTRQSLSREMEAIRTDNQNFASQLREAEA
RNRDLEAHVRQLQERMELLQAEGATAVTGVPSPRATDPPSHLDGPPAVAVGQCPLVGP
GPMHRRHLLLPARVPRPGLSEALSLLLFAVVLSRAAALGCIGLVAHAGQLTAVWRRPG
AARAP"
mutation 2890
/gene="DMPK"
/note="Polymorphic trinucleotiderepeat ranging from 5 to
30 in normal population. In DM individuals, repeat is
unstable with copy number ranging from 50 to more than

annnn



Neplace . = cy
polyA_signal 3385..3390
/gene="DMPK"
/note="putative"
BASE COUNT 593 a 1073c 1104g 637t
ORIGIN
1 cagggagggc ttggctccac cactttcctc ccccagcectt tgggcagcag gtcacccectg

61 ttcaggctct gagggtgcecc cctectggte ctgtcctcac caccecttce ccacctectg

121 ggaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaagctg gtitaaagca gagagcctga gggctaaatt
181 taactgtccg agtcggaatc catctctgag tcacccaaga agctgccctg gectceecgte

241 cccttccecag gectcaaccc ctttctccca cccageccca acceeccagec ctcaccecct

301 agcccccagt tetggagctt gtcgggagca agggggtggt tgctactggg tcactcagec

361 tcaattggcc ctgttcagca atgggcaggt tcttcttgaa attcatcaca cctgtggcett

421 cctctgtgct ctaccttttt attggggtga cagtgtgaca gctgagattc tccatgcatt

481 ccccctactc tagcactgaa gggttctgaa gggccctgga aggagggagce ttggggggct
541 ggcttgtgag gggttaaggc tgggaggcgg gaggggggct ggaccaaggg gtggggagaa
601 ggggaggagg cctcggecgg ccgcagagag aagtggccag agaggcccag gggacageca
661 gggacaggca gacatgcagc cagggctcca gggectggac aggggctgec aggccctgtg
721 acaggaggac cccgagccce cggeccgggg aggggecatg gtgetgectg tccaacatgt
781 cagccgaggt gcggetgagg cggctccage agetggtgtt ggaccecgggce ttecetgggge
841 tggagcccct getcgacctt ctcetgggeg tccaccagga getgggegcec tccgaactgg
901 cccaggacaa gtacgtggcc gacttcttgc agtgggcgga gcccatcgtg gtgaggctta
961 aggaggtccg actgcagagg gacgacttcg agattctgaa ggtgatcgga cgcggggcgt
1021 tcagcgaggt agcggtagtg aagatgaagc agacgggcca ggtgtatgcc atgaagatca
1081 tgaacaagtg ggacatgctg aagaggggcg aggtgtcgtg cttccgtgag gagagggacg
1141 tgttggtgaa tggggaccgg cggtggatca cgcagctgca cttcgecttc caggatgaga
1201 actacctgta cctggtcatg gagtattacg tgggcgggga cctgctgaca ctgctgagca
1261 agtttgggga gcggattccg gecgagatgg cgcgcttcta cctggeggag attgtcatgg
1321 ccatagactc ggtgcaccgg cttggctacg tgcacaggga catcaaaccc gacaacatcc
1381 tgctggaccg ctgtggccac atccgectgg ccgacttcgg ctettgectc aagetgcggg
1441 cagatggaac ggtgcggtcg ctggtggctg tgggcacccc agactacctg tcccccgaga
1501 tcctgcaggce tgtgggcggt gggectggga caggcagcta cgggeccgag tgtgactggt
1561 gggcgctggg tgtattcgec tatgaaatgt tctatgggca gacgcccttc tacgcggatt

1621 ccacggcgga gacctatggc aagatcgtcc actacaagga gcacctctct ctgccgetgg
1681 tggacgaagg ggtccctgag gaggctcgag acttcattca geggttgetg tgtcccecgg
1741 agacacggct gggccggggt ggagcaggcg acttccggac acatccctte ttetttggece
1801 tcgactggga tggtctccgg gacagcegtge cccectttac accggatttc gaaggtgeca
1861 ccgacacatg caacttcgac ttggtggagg acgggctcac tgccatggtg agcgggggcg
1921 gggagacact gtcggacatt cgggaaggtg cgccgctagg ggtccacctg ccttttgtgg
1981 gctactccta ctcctgecatg gecctcaggg acagtgaggt cccaggceccce acacccatgg
2041 aagtggaggc cgagcagctg cttgagccac acgtgcaagc gcccagectg gagecctcgg
2101 tgtcceccaca ggatgaaaca getgaagtgg cagttccagce ggctgtcect gcggcagagg
2161 ctgaggccga ggtgacgcetg cgggagctce aggaagcecct ggaggaggag gtgctcacce
2221 ggcagagcct gagccgggag atggaggcca tccgcacgga caaccagaac ttcgccagtc
2281 aactacgcga ggcagaggct cggaaccggg acctagaggc acacgtccgg cagttgcagg
2341 agcggatgga gttgctgcag gcagagggag ccacagctgt cacgggggtc cccagtceccc
2401 gggccacgga tccaccttce catctagatg gecceceecgge cgtggetgtg ggccagtgee
2461 cgctggtggg geccaggeccc atgcaccgec gecacctget getcectgee agggtceecta
2521 ggcctggect atcggaggceg ctttcectge tectgttcge cgttgttctg tetcgtgecg

2581 ccgccectggg ctgeattggg ttggtggecc acgeccggeca actcaccgcea gtctggegee
2641 gcccaggagc cgeccgegcet ceectgaacce tagaactgte ttcgactccg gggecccgtt
2701 ggaagactga gtgcccgggg cacggcacag aagccgcgcec caccgectge cagttcacaa
2761 ccgctccgag cgtgggtcte cgeccagcte cagtectgtg taccgggecce geceecctage
2821 ggceggggag ggaggggecy ggtccgegge cggegaacgg ggctcgaagg gtecttgtag
2881 ccgggaatgc tgctgcetgcet getgetgetg ctgetgetge tggggggatc acagaccatt
2941 tctttetttc ggccaggcetg aggecctgac gtggatggge aaactgcagg cctgggaagg
3001 cagcaagccg ggecgteegt gttccatect ccacgcacce ccacctateg ttggttcgea
3061 aagtgcaaag ctttcttgtg catgacgccc tgctctgggg agegtctgge gegatctetg
3121 cctgcttact cgggaaattt gcttttgcca aacccgcttt ttcggggatc ccgegeccce

3181 ctcctcactt gecgetgcetct cggageccca gecggeteeg cececgcettcgg cggtttggat
3241 atttattgac ctcgtcctce gactcgcetga caggctacag gacccccaac aaccccaatc
3301 cacgttttgg atgcactgag accccgacat tcctcggtat ttattgtctg tccccaccta

3361 ggacccccac ccccgaccct cgcgaataaa aggeccteca tetgece



9.2.5 PRA1 - Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 ggggtctica gggtaccggg ctggttacag cagctctacc cctcacgacg cagac atggc
61 agcgcagaag gaccagcaga aagatgccga ggcggaaggg ctgagcggcea cgaccetgct

121 gccgaagcetg attcectceg gtgcaggecg ggagtggetg gageggegece gegegaccat
181 ccggccectgg ageaccttcg tggaccagca gegcttctca cggecccgea acctgggaga
241 gctgtgcecag cgcectcgtac gcaacgtgga gtactaccag agcaactatg tgttcgtgtt
301 cctgggccte atcctgtact gtgtggtgac gtcccctatg ttgetggtgg ctetggcetgt
361 ctitttcggc gectgttaca ttetctatct gcgeaccttg gagtccaagce ttgtgctett
421 tggccgagag gtgagcccag cgcatcagta tgctctgget ggaggceatct cctteccctt
481 cttctggetg getggtgegg getcggecgt cttctgggty ctgggageca ceetggtggt
541 catcggctcc cacgctgect tccaccagat tgaggetgtg gacggggagg agcetgcagat
601 ggaacccgtg tga  ggtgttt tttgggacct gcecggectce cgggecagct geccecaccee

661 tgcccatgec tgtectgcac ggttttgetg xttgggecca cagegcecgte ccatcacaag

721 cccggggagg gatccegect ttgaaaataa agctgttatg ggtgtcattic agggaaaaaa

781 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaataaa aaaaaa

* Aminosauresequenz

1 MAAQKDQQKD AEAEGLSGTT LLPKLIPSGA GREWLERRRA TIRPWSTFVD QQRFSRPRNL
61 GELCQRLVRN VEYYQSNYVF VFLGLILYCV VTSPMLLVAL AVFFGACYIL YLRTLESKLV
121 LFGREVSPAH QYALAGGISF PFFWLAGAGS AVFWVLGATL VVIGSHAAFH QIEAVDGEEL
181 QMEPV.

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
A) ref[NM_006423.1 Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1 (P... 1413 0.0
B) gb]AF112202.1 AF112202 Homo sapiens prenylated rab acceptor... 1362 0.0

A) ref[NM_006423.1 Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1 (PRA1) mRNA
gi|4877284|emb|AJ133534.1|HSA133534 Homo sapiens mRNA for prenylated Rab acceptor 1
Length = 770, Score = 1413 bits (713), Expect = 0.0
Identities = 738/745 (99%), Gaps = 1/745 (0%)

Strand = Plus / Plus

ery: 29 agcagctctacccctcacgacgcagacatggcagcgcagaaggaccagcagaaagatgcec 88

Sbhjct: 4 agcagctctacccctcacgacgcagacatggcagcgcagaaggaccagcagaaagatgece 63

ery: 89 gaggcggaagggctgagcggcacgaccctgctgccgaagctgattceetccggtgcagge 148

B TR AT
Shjct: 64 gaggcggaagggctgagcggceacgaccctgctgccgaagetgattceetceggtgcagge 123

ery: 149 cgggagtggctggageggcgecgegegaccatceggecctggageaccttcgtggaccag 208

B T TR AT
Shjct: 124 cgggagtggctggagcggegecgegegaccatceggecctggageaccticgtggaccag 183

ery: 209 cagcgcttctcacggccccgcaacctgggagagctgtgccagegcectcgtacgcaacgtg 268

B TR
Sbjct: 184 cagcgcttctcacggccccgcaacctgggagagetgtgccagegectcgtacgcaacgtg 243

ery: 269 gagtactaccagagcaactatgtgttcgtgttcctgggcctcatcctgtactgtgtggtg 328

B L T AR
Shjct: 244 gagtactaccagagcaactatgtgttcgtgttcctgggcectcatcctgtactgtgtggtg 303

ery: 329 acgtcccctatgttgctggtggctctggctgtctttttcggegectgttacattctctat 388

 HUTTUE TR CTUC I R T R
Shjct: 304 acgtcccctatgttgetggtggcetcetggctgtctttttcggegcectgttacattctctat 363

ery: 389 ctgcgcaccttggagtccaagcttgtgctetttggccgagaggtgageccagegeatcag 448

B L TR
Shjct: 364 ctgcgcaccttggagtccaagcttgtgctetttggccgagaggtgagcccagagcatcag 423

ery: 449 tatgctctggctggaggcatctccttceccttettctggetggetggtgegggcteggee 508

 HTTUE R T ETU T R TR
Shjct: 424 tatgctctggctggaggcatctccttcececttcttctggetggetggtgegggcetcggec 483

ery: 509 gtcttctgggtgctgggagcecaccctggtggtcatcggctcccacgcetgecttccaccag 568

B L T
Shjct: 484 gtcttctgggtgctgggagcecacccetggtggtcatcggetcccacgctgcecttccaccag 543

ery: 569 attgaggctgtggacggggaggagctgcagatggaacccgtgtgaggtgttttttgggac 628
Ty

Shict 544 attnanactatnnacnnanannanctocanatanaaceeatatnanatatettetonnac GNR



Wery: ozy  clyeiyyclleiiyyyelayceyoeoilacuilyeeatlyelygeelycatyytuuye 050
S L
Shjct: 604 ctgccggcectcccgggecagctgecccaccectgeccatgectgtcctgcacggcetetge 663

Query: 689 tg-ttgggcccacagcegecgtcccatcacaageccggggagggatcecgecttigaaaat 747

L AT
Shjct: 664 tgctcgggcccacagcegecgtcccatcacaagcccggggagggatcecgectttgaaaat 723

Query: 748 aaagctgttatgggtgtcattcagg 772

 UTT T
Shjct: 724 aaagctgttatgggtgtcattcagg 748

* PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

A) LOCUS NM_006423 770 bp mRNA PRI 13-JUL-1999
DEFINITION Homo sapiens prenylated Rab acceptor 1 (PRA1) mRNA.
ACCESSION NM_006423
NID 95453959
VERSION NM_006423.1 GI:5453959
KEYWORDS
SOURCE  human.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1to 770)
AUTHORS Bucci C, Chiariello M, Lattero D, Maiorano M and Bruni CB.
TITLE Interaction cloning and characterization of the cDNA encoding the
human prenylated rab acceptor (PRAL)
JOURNAL Biochem. Biophys. Res. Commun. 258 (3), 657-662 (1999)
MEDLINE 99262153
REFERENCE 2 (bases 1to 770)
AUTHORS Bucci,C., Chiariello,M., Lattero,D., Maiorano,M. and Bruni,C.B.
TITLE Interaction Cloning and Characterization of the cDNA Encoding the
Human Prenylated Rab acceptor (PRA1)
JOURNAL Biochem. Biophys. Res. Commun. 258, 657-662 (1999)
COMMENT REFSEQ: This reference sequence was derived from AJ133534.1.
PROVISIONAL RefSeq: This is a provisional reference sequence record
that has not yet been subject to human review. The final curated
reference sequence record may be somewhat different from this one.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..770
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"

gene 1..770
/gene="PRAL1"

CDS 31..588
/gene="PRA1"

/function="interacts with Rab proteins"
/codon_start=1
/db_xref="LocusID:10567"
/evidence=experimental
/product="prenylated Rab acceptor 1"
/db_xref="PID:g5453960"
/translation="MAAQKDQQKDAEAEGLSGTTLLPKLIPSGAGREWLERRRATIRP
WSTFVDQQRFSRPRNLGELCQRLVRNVEYYQSNYVFVFLGLILYCVVTSPMLLVALAV
FFGACYILYLRTLESKLVLFGREVSPEHQYALAGGISFPFFWLAGAGSAVFWVLGATL
VVIGSHAAFHQIEAVDGEELQMEPV"
BASE COUNT 137a 240c 236g 157t
ORIGIN
1 cggagcagct ctacccctca cgacgcagac atggcagcge agaaggacca gcagaaagat

61 gccgaggcegg aagggctgag cggeacgacc ctgetgeccga agetgattee ctceggtgea

121 ggccgggagt ggctggageg gegeegegeg accatcecgge cectggageac cttegtggac

181 cagcagcgct tctcacggcec ccgcaacctg ggagagcetgt gccagegcect cgtacgcaac

241 gtggagtact accagagcaa ctatgtgttc gtgttcctgg gectcatcct gtactgtgtg

301 gtgacgtccc ctatgttgct ggtggctetg getgtcetttt tcggegectg ttacattcte

361 tatctgcgea ccttggagtc caagcttgtg ctetttggcc gagaggtgag cccagagcat

421 cagtatgctc tggctggagg catctccttc cccttettct ggetggetgg tgecgggceteg

481 gccgtcttct gggtgctggg agecaccctg gtggtcatcg getcccacgce tgecttccac

541 cagattgagg ctgtggacgg ggaggagctg cagatggaac ccgtgtgagg tgtcttctgg

601 gacctgccgg cctcceggge cagetgecce accectgece atgectgtee tgcacggcete

661 tgctgctcgg geccacageg ccgtceccate acaagececgg ggagggatee cgectttgaa

721 aataaagctg ttatgggtgt cattcaggaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa



9.2.6 EPS15R - Homo sapiens epidermal growth factor receptor substrate

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 cctgggcagg gtctgggacc tcagtgacat tgacaaggat gggcacttgg atcgagatga
61 gttcgctgtg geccatgeact tggtgtaccg ageccctggag aaggagceccg tgeectcege
121 cctgcecccg teectcatce caccctccaa gagaaagaag actgtgttce ctggegeegt
181 ccccgtectg cctgecagec ccccaccaaa agacagcectc cgetccacgce cgtceccacgg
241 cagcgtcagc agcctcaaca gcacagggag cctgtcccce aagcacagcec tcaagcaaac
301 acagccaaca gtgaactggg tggtgcccgt ggcagacaag atgcgatttg atgagatatt
361 cctgaagacc gacctggacc tggatggcta cgtgagtggc caggaggtga aggagatctt
421 catgcactcg ggcctcaccc agaaccttct agcacacata tgggccctgg ccgatacgag
481 gcaaacgggg aagttaagca aagaccaatt cgcgttagct atgtattica ttcagcagaa
541 ggtcagtaaa ggcatcgacc ctcctcaagt cctetcgecg gacatggtce cgecttcgga
601 gagaggcacg cccggeccgg acagttcagg ctctctcgge tccggggagt ttactggegt
661 gaaggagctt gatgacatca gtcaagagat tgcccagtta caaagagaga aatattcact
721 ggaacaagac attcgagaaa aggaagaggc aatcagacag aaaaccagcg aggtgcagga
841 ggatgctcaa gaccgcctgg acgagatgga ccagcagaag gccaagctcc gagacatgct
901 gagcgacgtc cggcagaagt gccaggatga gactcagatg atctcatcac tgaaaacgca
961 aatccaatct caggaatctg acttaaagtc ccaggaagac gatctgaacc gagccaagtc
1021 ggagctgaac cgattgcagc aggaggaaac ccagctggag cagagcattc aggctgggceg
1081 agtccagctg gaaaccatca tcaagtccct gaagtcaacg caagacgaaa tcaaccaggc
1141 aaggagcaaa ctttcccagc tgcatgaaag ccgccaggag gcccacagga gectggagea
1201 gtatgaccag gtgctcgatg gagcccatgg tgccagcectg accgacctgg ccaacctgag
1261 cgaaggcgtc tccctggcag agaggggceag ttttggagcec atggatgatc ctttcaaaaa
1321 taaagccttg ttatttagca acaacacgca agagttgcat ccggatcctt tccagacaga
1381 agaccccttc aaatctgacc catttaaagg agctgacccc ttcaaaggcg acccgttcca
1441 gaatgacccc tttgcagaac agcagacaac ttcaacagat ccatttggag gggacccttt
1501 caaagaaagt gacccattcc gtggctctge cactgacgac ticttcaaga aacagacaaa
1561 gaatgaccca tttacctcgg atccattcac gaaaaaccct tccttacctt cgaagcetcga
1621 cccctttgaa tccagtgatc ccttttcatc ctccagtgtc tcctcaaaag gatcagatcc
1681 ctttggaacc ttagatccct tcggaagtgg gtccttcaat agtgctgaag gcetttgccga
1741 cttcagccag atgtccaagc ccccaccttc tggccctttc acctcctcct tgggaggggce
1801 aggattctca gatgacccct ttaaaagtaa acaggacact cctgctctge ctccgaagaa
1861 acctgctcct ccacggccta aaccgcccag cgaagcaatg gctgaacaga aaaattctge
1921 attgtactcg ctgctgggtg gtaaaagtac acctgtaagc cagcttggtt ccgcagatit
1981 cccgaggccc ccgatccatt ccagcecattg ggggctgaca gcggcgaccce gttccaaagt
2041 aaaaaggggt ttggggaccc gtttagtgga aaagacccat ttgtcccctc ctctgcagct
2101 aaaccttcta aggcctctge ctcgggcttt gcagacttca cctctgtaa g ttgagtcctc
2161 cgcctecggg ccaccecact cectteegcet tgcagcettee ctgggatttt tgtetecttt
2221 taaaggcaaa cctcececagct tetttagect cttggtacct cacactctct gtcectcgeg
2281 ttatttattc tacactgcca cttctgtaag aaaaacagtt tctcaataaa aaaaaaaaga
2341 gccgcaaaaa aaaaaaaaa

* Aminosauresequenz

1 LGRVWDLSDI DKDGHLDRDE FAVAMHLVYR ALEKEPVPSA LPPSLIPPSK RKKTVFPGAVY

61 PVLPASPPPK DSLRSTPSHG SVSSLNSTGS LSPKHSLKQT QPTVNWVVPY ADKMRFDEIF
121 LKTDLDLDGY VSGQEVKEIF MHSGLTQNLL AHIWALADTR QTGKLSKDQF ALAMYFIQQK
181 VSKGIDPPQV LSPDMVPPSE RGTPGPDSSG SLGSGEFTGV KELDDISQEI AQLQREKYSL
241 EQDIREKEEA IRQKTSEVQE LQNDLDRETS SLQELEAQKQ DAQDRLDEMD QQKAKLRDML
301 SDVRQKCQDE TOMISSLKTQ IQSQESDLKS QEDDLNRAKS ELNRLQQEET QLEQSIQAGR
361 VQLETIIKSL KSTQDEINQA RSKLSQLHES RQEAHRSLEQ YDQVLDGAHG ASLTDLANLS
421 EGVSLAERGS FGAMDDPFKN KALLFSNNTQ ELHPDPFQTE DPFKSDPFKG ADPFKGDPFQ
481 NDPFAEQQTT STDPFGGDPF KESDPFRGSA TDDFFKKQTK NDPFTSDPFT KNPSLPSKLD
541 PFESSDPFSS SSVSSKGSDP FGTLDPFGSG SFNSAEGFAD FSQMSKPPPS GPFTSSLGGA
601 GFSDDPFKSK QDTPALPPKK PAPPRPKPPS EAMAEQKNSA LYSLLGGKST PVSQLGSADF
661 PRPPIHSSHW GLTAATRSKV KRGLGTRLVE KTHLSPPLQL NLLRPLPRAL QTSPL.

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
A) gb AF110265.1 AF110265 Homo sapiens epidermal growth factor... 3751 0.0

gb|AF110265.1|AF110265 Homo sapiens epidermal growth factor receptor substrate EPS15R mRNA,
complete cds, Length = 2595

Score = 3751 bits (1892), Expect = 0.0

Identities = 1892/1892 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 cctgggcagggtctgggacctcagtgacattgacaaggatgggcacttggatcgagatga 60

L T
Sbjct: 489 cctgggcagggtctgggacctcagtgacattgacaaggatgggcacttggatcgagatga 548

ery: 61 gttcgctgtggccatgcacttggtgtaccgagecctggagaaggagceccgtgeccteege 120
IR TR T



Wery: 11 Cllgtliiiyliiiiidiiiiaiiiiiidayayaaaydayaciytyiceelyycyciyt LoV
[T R R T R T R RO

Shjct: 609 cctgcccccgtcectcatcccaccctccaagagaaagaagactgtgttccctggegecgt 668

Query: 181 ccccgtectgectgccagecccccaccaaaagacagccteegetccacgeegteccacgg 240

Shjct: 669 ccccgtecectgectgccagecccccaccaaaagacagcectccgetccacgecgtececcacgg 728

Query: 241 cagcgtcagcagcctcaacagcacagggagcctgtcccccaagcacagectcaagcaaac 300

Shjct: 729 cagcgtcagcagcctcaacagcacagggagcctgtcccccaagcacagcectcaagcaaac 788

Query: 301 acagccaacagtgaactgggtggtgcccgtggcagacaagatgcgatttgatgagatatt 360

L
Shjct: 789 acagccaacagtgaactgggtggtgcccgtggcagacaagatgcgatttgatgagatatt 848

Query: 361 cctgaagaccgacctggacctggatggctacgtgagtggccaggaggtgaaggagatctt 420

L v
Shjct: 849 cctgaagaccgacctggacctggatggctacgtgagtggccaggaggtgaaggagatctt 908

Query: 421 catgcactcgggcctcacccagaaccttctagcacacatatgggecctggecgatacgag 480

L AT
Shjct: 909 catgcactcgggcctcacccagaaccttctagcacacatatgggecctggecgatacgag 968

Query: 481 gcaaacggggaagttaagcaaagaccaattcgcgttagctatgtatttcattcagcagaa 540

L T
Shjct: 969 gcaaacggggaagttaagcaaagaccaattcgcgttagctatgtatttcattcagcagaa 1028

Query: 541 ggtcagtaaaggcatcgaccctcctcaagtcctctcgceggacatggteccgecttcgga 600

I T TR T T T TR
Shjct: 1029 ggtcagtaaaggcatcgaccctcctcaagtcctctcgeccggacatggtcccgecttcgga 1088

Query: 601 gagaggcacgcccggcccggacagtticaggcetctctcggetccggggagtttactggegt 660

B AT
Shjct: 1089 gagaggcacgcccggcccggacagttcaggcetetctcggetccggggagtttactggegt 1148

Query: 661 gaaggagcttgatgacatcagtcaagagattgcccagttacaaagagagaaatattcact 720

B AT
Shjct: 1149 gaaggagcttgatgacatcagtcaagagattgcccagttacaaagagagaaatattcact 1208

Query: 721 ggaacaagacattcgagaaaaggaagaggcaatcagacagaaaaccagcgaggtgcagga 780

L T
Shjct: 1209 ggaacaagacattcgagaaaaggaagaggcaatcagacagaaaaccagcgaggtgcagga 1268

Query: 781 attacaaaatgacctagaccgggaaacaagcagtttgcaggagctcgaggctcagaaaca 840

B L T
Shjct: 1269 attacaaaatgacctagaccgggaaacaagcagttigcaggagctcgaggctcagaaaca 1328

Query: 841 ggatgctcaagaccgcctggacgagatggaccagcagaaggccaagctccgagacatget 900

L
Shjct: 1329 ggatgctcaagaccgcctggacgagatggaccagcagaaggccaagctccgagacatget 1388

Query: 901 gagcgacgtccggcagaagtgccaggatgagactcagatgatctcatcactgaaaacgca 960

B L T
Shjct: 1389 gagcgacgtccggcagaagtgccaggatgagactcagatgatctcatcactgaaaacgca 1448

Query: 961 aatccaatctcaggaatctgacttaaagtcccaggaagacgatctgaaccgagccaagtc 1020

Shjct: 1449 aatccaatctcaggaatctgacttaaagtcccaggaagacgatctgaaccgagccaagtc 1508

Query: 1021 ggagctgaaccgattgcagcaggaggaaacccagctggagcagagcattcaggctgggeg 1080

LTI T TUUT T T TR
Shjct: 1509 ggagctgaaccgattgcagcaggaggaaacccagctggagcagagcattcaggcetgggeg 1568

Query: 1081 agtccagctggaaaccatcatcaagtccctgaagtcaacgcaagacgaaatcaaccaggce 1140

Shjct: 1569 agtccagctggaaaccatcatcaagtccctgaagtcaacgcaagacgaaatcaaccagge 1628

Query: 1141 aaggagcaaactttcccagctgcatgaaagccgccaggaggcccacaggagcectggagca 1200

L
Shjct: 1629 aaggagcaaactttcccagctgcatgaaagccgccaggaggcccacaggagectggagea 1688

Query: 1201 gtatgaccaggtgctcgatggagcccatggtgccagcectgaccgacctggecaacctgag 1260

B L e T
Shjct: 1689 gtatgaccaggtgctcgatggagcccatggtgccagectgaccgacctggccaacctgag 1748

Query: 1261 cgaaggcgtctccctggcagagaggggcagttttggagccatggatgatcctttcaaaaa 1320
TR



Wery: 1ozl lddaylluyudilaylddiddidiyldayayliyediceyyaieouiceayacaya 1506V
B L T
Shjct: 1809 taaagccttgttatttagcaacaacacgcaagagttgcatccggatcctttccagacaga 1868

Query: 1381 agaccccttcaaatctgacccatttaaaggagctgaccccttcaaaggcgacccgttcca 1440

Shjct: 1869 agaccccttcaaatctgacccatttaaaggagctgaccccttcaaaggcgacccgttcca 1928

Query: 1441 gaatgacccctttgcagaacagcagacaacttcaacagatccatttggaggggacccttt 1500

B L T
Shjct: 1929 gaatgacccctttgcagaacagcagacaacttcaacagatccatttggaggggacccttt 1988

Query: 1501 caaagaaagtgacccattccgtggctctgccactgacgacttcttcaagaaacagacaaa 1560

Shjct: 1989 caaagaaagtgacccattccgtggctctgccactgacgacttcttcaagaaacagacaaa 2048

Query: 1561 gaatgacccatttacctcggatccattcacgaaaaacccttccttaccttcgaagctcga 1620

Shjct: 2049 gaatgacccatttacctcggatccattcacgaaaaacccttccttaccticgaagcetcga 2108

Query: 1621 cccctttgaatccagtgatcccttttcatcctccagtgtctcctcaaaaggatcagatce 1680

B A T
Shjct: 2109 cccctttgaatccagtgatcccttttcatcctccagtgtctcctcaaaaggatcagatce 2168

Query: 1681 ctttggaaccttagatcccticggaagtgggtccttcaatagtgctgaaggctttgccga 1740

o IIUETU TR PR TR T T R
Shjct: 2169 ctttggaaccttagatcccttcggaagtgggtccticaatagtgctgaaggctttgccga 2228

Query: 1741 cttcagccagatgtccaagcccccaccttctggecctttcacctectecttgggagggge 1800

L ATy
Shjct: 2229 cttcagccagatgtccaagcccccaccttctggecctttcacctectecttgggagggge 2288

Query: 1801 aggattctcagatgacccctttaaaagtaaacaggacactcctgctctgcctccgaagaa 1860

L T
Shjct: 2289 aggattctcagatgacccctttaaaagtaaacaggacactcctgctctgectccgaagaa 2348

Query: 1861 acctgctcctccacggcectaaaccgeccageg 1892

LU T
Shjct: 2349 acctgctcctccacggcectaaaccgeccageg 2380

Score = 396 bits (200), Expect = e-107
Identities = 213/216 (98%), Gaps = 1/216 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1940 ggtaaaagtacacctgtaagccagcttggttccgcaga-tttcccgaggeccccgatcca 1998

IR TR R ETUUTCTUUETUOY PR
Shjct: 2380 ggtaaaagtacacctgtaagccagcttggttccgcagactttcccgaggceccccgatcca 2439

Query: 1999 ttccagccattgggggctgacagcggcgacccgttccaaagtaaaaaggggtttggggac 2058

LR AT
Shjct: 2440 ttccagccactcggggcetgacagcggcgacccgticcaaagtaaaaaggggtttggggac 2499

Query: 2059 ccgtttagtggaaaagacccatttgtcccctcctctgcagctaaaccttctaaggectet 2118

B L
Shjct: 2500 ccgtttagtggaaaagacccatttgtccectectctgcagctaaaccttctaaggectct 2559

Query: 2119 gcctcgggctttgcagacttcacctctgtaagttga 2154

 ITCTUAETTU R
Shjct: 2560 gcctcgggctttgcagacttcacctctgtaagttga 2595



PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

LOCUS

AF110265 2595 bp mRNA PRI 01-JAN-2000

DEFINITION Homo sapiens epidermal growth factor receptor substrate EPS15R
mRNA, complete cds.

ACCESSION AF110265

NID 96650598

VERSION
KEYWORDS

SOURCE

AF110265.1 GI:6650598

human.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2595)
AUTHORS Nakashima,S., Morinaka,K., Ikeda,M., Kishida,S., Koyama,S. and
Kikuchi,A.

TITLE

Direct Submission

JOURNAL Submitted (01-DEC-1998) Biochemistry, Hiroshima University School
of Medicine, 1-2-3 Kasumi, Minami-ku, Hiroshima 734-8551, Japan

FEATURES

source

CDS

Location/Qualifiers
1..2595
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
[tissue_type="brain"
1..2595

/codon_start=1
/product="epidermal growth factor receptor substrate
EPS15R"
/protein_id="AAF21930.1"
/db_xref="PI1D:g6650599"
/db_xref="G|:6650599"
[translation="MAAPLIPLSQQIPTGNSLYESYYKQVDPAYTGRVGASEAALFLK
KSGLSDIILGKIWDLADPEGKGFLDKQGFYVALRLVACAQSGHEVTLSNLNLSMPPPK
FHDTSSPLMVTPPSAEAHWAVRVEEKAKFDGIFESLLPINGLLSGDKVKPVLMNSKLP
LDVLGRVWDLSDIDKDGHLDRDEFAVAMHLVYRALEKEPVPSALPPSLIPPSKRKKTV
FPGAVPVLPASPPPKDSLRSTPSHGSVSSLNSTGSLSPKHSLKQTQPTVNWVVPVADK
MRFDEIFLKTDLDLDGYVSGQEVKEIFMHSGLTQNLLAHIWALADTRQTGKLSKDQFA
LAMYFIQQKVSKGIDPPQVLSPDMVPPSERGTPGPDSSGSLGSGEFTGVKELDDISQE
IAQLQREKYSLEQDIREKEEAIRQKTSEVQELQNDLDRETSSLQELEAQKQDAQDRLD
EMDQQKAKLRDMLSDVRQKCQDETQMISSLKTQIQSQESDLKSQEDDLNRAKSELNRL
QQEETQLEQSIQAGRVQLETIIKSLKSTQDEINQARSKLSQLHESRQEAHRSLEQYDQ
VLDGAHGASLTDLANLSEGVSLAERGSFGAMDDPFKNKALLFSNNTQELHPDPFQTED
PFKSDPFKGADPFKGDPFQNDPFAEQQTTSTDPFGGDPFKESDPFRGSATDDFFKKQT
KNDPFTSDPFTKNPSLPSKLDPFESSDPFSSSSVSSKGSDPFGTLDPFGSGSFNSAEG
FADFSQMSKPPPSGPFTSSLGGAGFSDDPFKSKQDTPALPPKKPAPPRPKPPSGKSTP
VSQLGSADFPEAPDPFQPLGADSGDPFQSKKGFGDPFSGKDPFVPSSAAKPSKASASG
FADFTSVS"

BASE COUNT 673a 745c 661g 516t

ORIGIN

1 atggcggcgce cgctcatcee cctctcccag cagattccca ctggaaattc gttgtatgaa

61 tcttattaca agcaggtcga tccggcatac acagggaggg tgggggcgag tgaagcetgeg
121 ctttttctaa agaagtctgg cctctcggac attatccttg ggaagatatg ggacttggec

181 gatccagaag gtaaagggtt ctiggacaaa cagggtttct atgttgcact gagactggtg

241 gcctgtgcac agagtggceca tgaagttacc ttgagcaatc tgaatttgag catgccaccg

301 cctaaatttc acgacaccag cagccctctg atggtcacac cgccctctge agaggcccac
361 tgggctgtga gggtggaaga aaaggccaaa tttgatggga tttttgaaag cctettgecc

421 atcaatggtt tgctctctgg agacaaagtc aagccagtcc tcatgaactc aaagctgcect

481 cttgatgtcc tgggcagggt ctgggacctc agtgacattg acaaggatgg gcacttggat

541 cgagatgagt tcgctgtggce catgcacttg gtgtaccgag ccctggagaa ggageccgtg
601 ccctecegecc tgeecccgte cetcatcecca cectccaaga gaaagaagac tgtgttcect

661 ggcgecgtcee cecgtectgee tgeccagecce ccaccaaaag acagectccg ctccacgecg
721 tcccacggca gegtcagcag cctcaacage acagggagcec tgtcccccaa gcacagcectc
781 aagcaaacac agccaacagt gaactgggtg gtgcccgtgg cagacaagat gcgatttgat
841 gagatattcc tgaagaccga cctggacctg gatggctacg tgagtggcca ggaggtgaag
901 gagatcttca tgcactcggg cctcacccag aaccttctag cacacatatg ggccctggec

961 gatacgaggc aaacggggaa gttaagcaaa gaccaattcg cgttagctat gtatttcatt
1021 cagcagaagg tcagtaaagg catcgaccct cctcaagtcc tctcgccgga catggtceceg
1081 ccttcggaga gaggcacgcc cggceccggac agttcaggct ctetcggete cggggagttt
1141 actggcgtga aggagcttga tgacatcagt caagagattg cccagttaca aagagagaaa
1201 tattcactgg aacaagacat tcgagaaaag gaagaggcaa tcagacagaa aaccagcgag
1261 gtgcaggaat tacaaaatga cctagaccgg gaaacaagca gtttgcagga gctcgaggct
1321 cagaaacagg atgctcaaga ccgcctggac gagatggacc agcagaaggce caagctccga
1381 gacatgctga gcgacgtccg gcagaagtge caggatgaga ctcagatgat ctcatcactg
1441 aaaacgcaaa tccaatctca ggaatctgac ttaaagtccc aggaagacga tctgaaccga
1501 gccaagtcgg agctgaaccg attgcagcag gaggaaaccc agctggagca gagcattcag
1561 gctgggcgag tccagcetgga aaccatcatc aagtccctga agtcaacgca agacgaaatc
1621 aaccaggcaa ggagcaaact ttcccagctg catgaaagcc gccaggaggc ccacaggagce

1001 Atmmnman~t AtmA~AA~~~ + ~NAtAnAta~nA ~nAanant~ata AnA~AntNAn AmAAnta~AA



1/41 ddillydyty  ddyycylewe cllyyctayay ayyyytayu Lyyayccdt
1801 ttcaaaaata aagccttgtt atttagcaac aacacgcaag agttgcatcc ggatcctttc
1861 cagacagaag accccttcaa atctgaccca tttaaaggag ctgacccctt caaaggcgac
1921 ccgttccaga atgacccctt tgcagaacag cagacaactt caacagatcc atttggaggg
1981 gaccctttca aagaaagtga cccattccgt ggctctgcca ctgacgactt cttcaagaaa
2041 cagacaaaga atgacccatt tacctcggat ccattcacga aaaacccttc cttaccttcg
2101 aagctcgacc cctttgaatc cagtgatccc ttttcatcct ccagtgtctc ctcaaaagga
2161 tcagatccct ttggaacctt agatcccttc ggaagtgggt ccttcaatag tgctgaaggce
2221 tttgccgact tcagccagat gtccaagecc ccaccttctg gecctttcac ctectecttg
2281 ggaggggcag gattctcaga tgaccccttt aaaagtaaac aggacactcc tgctctgect
2341 ccgaagaaac ctgctcctce acggcectaaa ccgeccageg gtaaaagtac acctgtaage
2401 cagcttggtt ccgcagactt tcccgaggec ccecgatecat tccagecact cggggetgac
2461 agcggcgacc cgttccaaag taaaaagggg tttggggacc cgtttagtgg aaaagaccca
2521 tttgtccect cctetgecagce taaaccttct aaggcectetg cctcgggcett tgcagacttc
2581 acctctgtaa gttga

yyduyaicct



9.2.7 P88""™ - Homo sapiens repressor of interferon-inducible double-stranded RNA
protein-kinase (PKR) dependent inhibitor P58, (P58 '™ repressor)

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 ccagaaggtc tctttactcc agataacttt caggcactgc tggagtgtcg gataaattct
61 ggtgaagagg ttctgagaaa gcggtttgag acaacagcag ttaacacgtt gttttgttca
121 aaaacacagc agaggcagat gctagagatc tgtgagagct gtattcgaga agaaactctc
181 agggaagtga gagactcaca cttcttttcc attatcactg acgatgtagt ggacatagca
241 ggggaagagc acctacctgt gttggtgagg tttgttgatg aatctcataa cctaagagag
301 gaatttatag gcttcctgcec ttatgaagcc gatgcagaaa ttttggcetgt gaaatttcac
361 actatgataa ctgagaagtg gggattaaat atggagtatt gtcgtggcca ggcttacatt
421 gtctctagtg gattttcttc caaaatgaaa gttgttgctt ctagactttt agagaaatat
481 ccccaagcta tctacacact ctgctcttce tgtgccttaa atatgtggtt ggcaaaatca
541 gtacctgtta tgggagtatc tgttgcatta ggaacaattg aggaagtttg ttcttttttc
601 catcgatcac cacaactgct tttagaactt gacaacgtaa tttctgttct ttttcagaac
661 agtaaagaaa ggggtaaaga actgaaggaa atctgccatt ctcagtggac aggcaggcat
721 gatgcttttg aaattttagt ggaactcctg caagcacttg ttttatgttt agatggtata
781 aatagtgaca caaatattag atggaataac tatatagctg gccgagcatt tgtactctgc
841 agtgcagtgt cagattttga tttcattgtt actattgttg ttcttaaaaa tgtcctatct
901 tttacaagag cctttgggaa aaacctccag gggcaaacct ctgatgtctt ctttgcggcec
961 ggtagcttga ctgcagtact gcattcactc aacgaagtga tggaaaatat tgaagtttat
1021 catgaatttt ggtttgagga agccacaaat ttggcaacca aacttgatat tcaaatgaaa
1081 ctccctggga aattccgcag agctcaccag ggtaacttgg aatctcagct aacctctgag
1141 agttactata aagaaaccct aagtgtccca acagtggagc acattattca ggaacttaaa
1201 gatatattct cagaacagca cctcaaagct cttaaatgct tatctctggt accctcagtc
1261 atgggacaac tcaaattcaa tacgtcggag gaacaccatg ctgacatgta tagaagtgac
1321 ttacccaatc ctgacacgct gtcagctgag cttcattgtt ggagaatcaa atggaaacac
1381 agggggaaag atatagagct tccgtccacc atctatgaag ccctccacct gectgacatc
1441 aagttttttc ctaatgtgta tgcattgctg aaggtcctgt gtattcttcc tgtgatgaag
1501 gttgagaatg agcggtatga aaatggacga aagcgtctta aagcatattt gaggaacact
1561 ttgacagacc aaaggtcaag taacttggct ttgcttaaca taaatttiga tataaaacac
1621 gacctggatt taatggtgga cacatatatt aaactctata caagtaagtc agagcttcct
1681 acagataatt ccgaaactgt ggaaaatacc taa gagactt ttaaaaatag gctttcttat
1741 atttgatatt tggaagaaaa agccgtaagg tgtatgtaga ccacttaatc actaaatatc
1801 tttgcctata ggactccatt gaatacatta gccattgata atctacctgt ttaaatggcc
1861 cctgtttgaa ctctcaagct ttgaagacct acctgtictt ccagaagaga acgttgaaag
1921 tgccatgttt ccttttgcgt gatctctgtt gatggcactc tggaattgtt tcagttaagt
1981 cattttagac atagcattta ttatcactgt ggatctctac ttgttgggtg ttatgaattc
2041 tttgaagaaa tatattttga agaggtgtgg gaggaaggaa tacattttat aaaatgttgt
2101 agtgaagccc acaattgacc tttgactaat aggagtttta agtatgttaa aaatctatac
2161 tggacagtta caagaaatta ccggagaaaa gcttgtgagc tcaccaaaca aggatttcag
2221 tgtagatttt gtctttcttg aacttaaaga aacaaatgac aaagtttgaa tggaaaagcc
2281 tgctgttgtt ccacatctcg ttgctgttta cattcctttg tggagcctac atcttcctaa
2341 gctttttagc aggtatatgt tgaacacttc tgtttcatgg ttgagacaga atcagaggcc
2401 atggatactg acaactgatt tgtctgtttt ttttctctgt ctttttccat gactcttata
2461 tactgcctca tcttgatita taagcaaaac ctggaaaacc tacaaaataa gtgttgtggt
2521 ttatctagaa aaatatggaa aatattgctg ttatttttgg tgaagaaaat caattttgta
2581 tagtttattt caatctaaat aaaatgtgaa ttttgtttaa agcttaggca cattattttt
2641 tgtggggtca aaacattctt gtgtaaattc tcttaaacat ttgataaaca gcttcacaat
2701 ttaaaaaaaa aaaaaaaaaa

* Aminosauresequenz

1 PEGLFTPDNF QALLECRINS GEEVLRKRFE TTAVNTLFCS KTQQRQMLEI CESCIREETL

61 REVRDSHFFS IITDDVVDIA GEEHLPVLVR FVDESHNLRE EFIGFLPYEA DAEILAVKFH
121 TMITEKWGLN MEYCRGQAYI VSSGFSSKMK VVASRLLEKY PQAIYTLCSS CALNMWLAKS
181 VPVMGVSVAL GTIEEVCSFF HRSPQLLLEL DNVISVLFQN SKERGKELKE ICHSQWTGRH
241 DAFEILVELL QALVLCLDGI NSDTNIRWNN YIAGRAFVLC SAVSDFDFIV TIVVLKNVLS
301 FTRAFGKNLQ GQTSDVFFAA GSLTAVLHSL NEVMENIEVY HEFWFEEATN LATKLDIQMK
361 LPGKFRRAHQ GNLESQLTSE SYYKETLSVP TVEHIIQELK DIFSEQHLKA LKCLSLVPSV
421 MGQLKFNTSE EHHADMYRSD LPNPDTLSAE LHCWRIKWKH RGKDIELPST IYEALHLPDI
481 KFFPNVYALL KVLCILPVMK VENERYENGR KRLKAYLRNT LTDQRSSNLA LLNINFDIKH
541 DLDLMVDTYI| KLYTSKSELP TDNSETVENT .



» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
A) emb AL049970.1 HSM800317 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564B1... 5095 0.0
B) ref NM_004705.1 Homo sapiens protein-kinase, interferon-i... 1768 0.0

B) ref[NM_004705.1|| Homo sapiens protein-kinase, interferon-inducible double stranded RNA
dependent inhibitor, repressor of (P58 repressor), (PRKRIR) mRNA gi 2822276 gb AF007393
AF007393 Homo sapiens P52rIPK mRNA, complete cds
Length = 1479
Score = 1768 bits (892), Expect = 0.0
Identities = 892/892 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 ccagaaggtctctitactccagataactttcaggcactgctggagtgtcggataaattct 60

B L T
Shjct: 574 ccagaaggtctctttactccagataactticaggcactgctggagtgtcggataaattct 633

ery: 61 ggtgaagaggttctgagaaagcggtttgagacaacagcagttaacacgttgttttgttca 120

TR PR TR TR
Shjct: 634 ggtgaagaggtictgagaaagcggtttgagacaacagcagttaacacgttgttttgtica 693

ery: 121 aaaacacagcagaggcagatgctagagatctgtgagagctgtaticgagaagaaactctc 180

T
Sbhjct: 694 aaaacacagcagaggcagatgctagagatctgtgagagctgtaticgagaagaaactctc 753

ery: 181 agggaagtgagagactcacacttcttttccattatcactgacgatgtagtggacatagca 240

B L T
Shjct: 754 agggaagtgagagactcacacttcttttccattatcactgacgatgtagtggacatagca 813

ery: 241 ggggaagagcacctacctgtgttggtgaggtttgttgatgaatctcataacctaagagag 300

L e
Shjct: 814 ggggaagagcacctacctgtgttggtgaggtttgttgatgaatctcataacctaagagag 873

ery: 301 gaatttataggcttcctgccttatgaagccgatgcagaaattttggctgtgaaatttcac 360

B AT e
Shjct: 874 gaatttataggcttcctgccttatgaagccgatgcagaaattttggctgtgaaatttcac 933

ery: 361 actatgataactgagaagtggggattaaatatggagtattgtcgtggccaggcttacatt 420

B
Shjct: 934 actatgataactgagaagtggggattaaatatggagtattgtcgtggccaggcttacatt 993

ery: 421 gtctctagtggattticticcaaaatgaaagttgtigcttctagacttttagagaaatat 480

o ITUETU T PR CTUUT T T TR
Shjct: 994 gtctctagtggattticticcaaaatgaaagttgttgctictagacttttagagaaatat 1053

ery: 481 ccccaagctatctacacactctgctcttcctgtgecttaaatatgtggttggcaaaatca 540

L A
Shjct: 1054 ccccaagctatctacacactctgctcttcctgtgecttaaatatgtggttggcaaaatca 1113

ery: 541 gtacctgttatgggagtatctgttgcattaggaacaattgaggaagtttgttcttttttc 600

B T
Shjct: 1114 gtacctgttatgggagtatctgttgcattaggaacaattgaggaagtttgttcttttttc 1173

ery: 601 catcgatcaccacaactgcttttagaacttgacaacgtaatttctgttctttttcagaac 660

B L AT
Shjct: 1174 catcgatcaccacaactgcttttagaacttgacaacgtaatttctgttctttttcagaac 1233

ery: 661 agtaaagaaaggggtaaagaactgaaggaaatctgccattctcagtggacaggcaggcat 720

L
Shjct: 1234 agtaaagaaaggggtaaagaactgaaggaaatctgccattctcagtggacaggcaggcat 1293

ery: 721 gatgctittgaaattttagtggaactcctgcaagcacttgttttatgtitagatggtata 780

o ITETE T EET T T T TR
Shjct: 1294 gatgcttttgaaattttagtggaactcctgcaagcacttgttitatgtttagatggtata 1353

ery: 781 aatagtgacacaaatattagatggaataactatatagctggccgagcattigtactctge 840

o IITEE TR PO ETUT T T TR
Shjct: 1354 aatagtgacacaaatattagatggaataactatatagctggccgagcatttgtactctge 1413

ery: 841 agtgcagtgtcagattttgatttcattgttactattgttgttcttaaaaatg 892

o IIUERU TR IR T R T
Shjct: 1414 agtgcagtgtcagattttgatttcattgttactattgttgticttaaaaatg 1465



«  PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

LOCUS NM_004705 1479 bp mRNA PRI 19-JUL-1999
DEFINITION Homo sapiens protein-kinase, interferon-inducible double stranded
RNA dependent inhibitor, repressor of (P58 repressor) (PRKRIR) mRNA.
ACCESSION NM_004705
NID g4758871
VERSION NM_004705.1 GI:4758871
SOURCE  human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1to 1479)
AUTHORS Gale,M. Jr., Blakely,C.M., Hopkins,D.A., Melville,M.W., Wambach,M.,
Romano,P.R. and Katze,M.G.
TITLE Regulation of interferon-induced protein kinase PKR: modulation of
P58IPK inhibitory function by a novel protein, P52rIPK
JOURNAL Mol. Cell. Biol. 18 (2), 859-871 (1998); MEDLINE 98107671
COMMENT REFSEQ: This reference sequence was derived from AF007393.1.
PROVISIONAL RefSeq: This is a provisional reference sequence record
that has not yet been subject to human review. The final curated
reference sequence record may be somewhat different from this one.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1479
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/map="11q13.5"
[cell_line="HeLa"
gene 1..1479
/gene="PRKRIR"
/note="P52RIPK"
CDS 1..1479
/function="repressor of p58IPK protein kinase inhibitor"
/function="upstream regulator of interferon induced
protein kinase PKR"
/note="52 kDa"
/product="protein-kinase, interferon-inducible double
stranded RNA dependent inhibitor, repressor of (P58 repressor)"
/protein_id="NP_004696.1"
/db_xref="PID:g4758872"
[translation="MPNFCAAPNCTRKSTQSDLAFFRFPRDPARCQKWVENCRRADLE
DKTPDQLNKHYRLCAKHFETSMICRTSPYRTVLRDNAIPTIFDLTSHLNNPHSRHRKR
IKELSEDEIRTLKQKKIDETSEQEQKHKETNNSNAQNPSEEEGEGQDEDILPLTLEEK
ENKEYLKSLFEILILMGKQNIPLDGHEADEIPEGLFTPDNFQALLECRINSGEEVLRK
RFETTAVNTLFCSKTQQRQMLEICESCIREETLREVRDSHFFSIITDDVVDIAGEEHL
PVLVRFVDESHNLREEFIGFLPYEADAEILAVKFHTMITEKWGLNMEYCRGQAYIVSS
GFSSKMKVVASRLLEKYPQAIYTLCSSCALNMWLAKSVPVMGVSVALGTIEEVCSFFH
RSPQLLLELDNVISVLFQNSKERGKELKEICHSQWTGRHDAFEILVELLQALVLCLDG
INSDTNIRWNNYIAGRAFVLCSAVSDFDFIVTIVVLKNEIKI"
BASE COUNT A477a 272c 3289 402t
ORIGIN 1 atgccgaact tctgegetge ccccaactgc acgcggaaga gcacgcagtc cgacttggec
61 ttcttcaggt tcccgecggga cectgecaga tgccagaagt gggtggagaa ctgtaggaga
121 gcagacttag aagataaaac acctgatcag ctaaataaac attatcgatt atgtgccaaa
181 cattttgaga cctctatgat ctgtagaact agtccttata ggacagttct tcgagataat
241 gcaataccaa caatatttga tcttaccagt catttgaaca acccacatag tagacacaga
301 aaacgaataa aagaactgag tgaagatgaa atcaggacac tgaaacagaa aaaaattgat
361 gaaacttctg agcaggaaca aaaacataaa gaaaccaaca atagcaatgc tcagaacccc
421 agcgaagaag agggtgaagg gcaagatgag gacattttac ctctaaccct tgaagagaag
481 gaaaacaaag aatacctaaa atctctattt gaaatcttga ttctgatggg aaagcaaaac
541 atacctctgg atggacatga ggctgatgaa atcccagaag gtctctttac tccagataac
601 tttcaggcac tgctggagtg tcggataaat tctggtgaag aggttctgag aaageggttt
661 gagacaacag cagttaacac gttgttttgt tcaaaaacac agcagaggca gatgctagag
721 atctgtgaga gctgtattcg agaagaaact ctcagggaag tgagagactc acacttcttt
781 tccattatca ctgacgatgt agtggacata gcaggggaag agcacctacc tgtgttggtg
841 aggtttgttg atgaatctca taacctaaga gaggaattta taggcttcct gecttatgaa
901 gccgatgcag aaattttggce tgtgaaattt cacactatga taactgagaa gtggggatta
961 aatatggagt attgtcgtgg ccaggcttac attgtctcta gtggattttc ttccaaaatg
1021 aaagttgttg cttctagact tttagagaaa tatccccaag ctatctacac actctgctct
1081 tcctgtgect taaatatgtg gttggcaaaa tcagtacctg ttatgggagt atctgttgca
1141 ttaggaacaa ttgaggaagt ttgttctttt ttccatcgat caccacaact gcttttagaa
1201 cttgacaacg taatttctgt tctttttcag aacagtaaag aaaggggtaa agaactgaag
1261 gaaatctgcc attctcagtg gacaggcagg catgatgctt ttgaaatttt agtggaactc
1321 ctgcaagcac ttgttttatg tttagatggt ataaatagtg acacaaatat tagatggaat
1381 aactatatag ctggccgagc atttgtactc tgcagtgcag tgtcagattt tgatttcatt
1441 gttactattg ttgttcttaa aaatgaaatc aaaatctga



9.2.8 CSBP1 — Human CSaids binding protein  (humane p38)

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 cactggagcc ttagcgggceg caccanctgg aacnggagta ctgcgacgca ntccggaatc
61 tgccttgtnc gggcnaangt gcatgganat cccggenggc gcaatcttna ccgecggaac
121 ncntcectge cctnaacngg getngecccen gtctncaagg gcacatccat ccgetnengg
181 tngaaaanac cctgcnccct ggaantentg gggtntcnge canccantac nttgtccngg
241 cnacnttant cnatgtcccc cccctggnnt nggctgggca cntantgtge cncggntana
301 aggtnctggt ntncatgnta ggggccccen ctcaggctce ntncttctcc cnctgttnne
361 atncctggta nnnatttttt nnnntnanaa agttccccct ttnctenttc tnntncegtn
421 antttancnt aatcntanat tctcngnaaa ggtttncent attccttttn tcttcaaaan
481 tctntttntc centtttnag gcetctcgngn ntnectcatc nnctectcetc ttttttactc
541 cccnntatta aaatctnatt naccggnnnt ntatnctttt tttccactgt aaagaaanac
601 tncnncccca annctntttt catttcttta ntttccctct cttttnnnnt gnaaanctnn
661 ctcaatatnc tcncttnttt ncttct...

Die Klone von CSPB wurden lediglich ansequenziert.

* Aminosauresequenz

Es wurde lediglich die 5'UTR ansequenziert, nicht aber die CDS ( — PubMed-Report).

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gb|L35263|HUMCSBP1 Human CSaids binding protein (CSBP1) m... 561 1.0e-38

gb|L35263|HUMCSBP1 Human CSaids binding protein (CSBP1) mRNA, complete cds. Length = 3757
Plus Strand HSPs:
Score = 561 (155.0 bits), Expect = 1.0e-38, Sum P(2) = 1.0e-38
Identities = 127/153 (83%), Positives = 127/153 (83%), Strand = Plus / Plus

query: 1 cactggagccttagcgggcgcaccanctggaacnggagtactgcgacgcantccggaate 60

_ TR
shjct: 12 cactggagccttagcgggcgcagcagctggaacgggagtactgcgacgcageccggagtc 71

query: 61 tgccttgtncgggcnaangtgcatgganatcccggenggegceaatcttnaccgccggaac 120

_ TR R R TR R
shjct: 72 ggccttgtaggggcgaaggtgcagggagatcgeggegggegeagtcttgagegeeggage 131

query: 121 ncntccctgecctnaacngggcetngcceengte 153

[ OO 0N
shjct: 132 gcgtccctgeccttagecggggcttgecccagtc 164

* PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

LOCUS HUMCSBP1 3757 bp mRNA PRI 22-DEC-1994

DEFINITION Human CSaids binding protein (CSBP1) mRNA, complete cds.

ACCESSION L35263

NID 603916

VERSION L35263.1 GI:603916

KEYWORDS CSaids binding protein; protein kinase.

SOURCE  Homo sapiens (tissue cDNA-Bank : lambda ZAP) peripheral blood cDNA to
mMRNA.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 3757)

AUTHORS Lee,J.C., Laydon,J.T., McDonnell,P.C., Gallagher,T.F., Kumar,S.,
Green,D.W., McNulty,D., Blumenthal,M.J., Heys,R.J.,
Landvatter,S.W., Strickler,J.E., McLaughlin,M.M., Siemens,|.,
Fisher,S.H., Livi,G.P., White,J.R., Adams,J.L. and Young,P.R.

TITLE Identification and characterization of a novel protein kinase
involved in the regulation of inflammatory cytokine biosynthesis

JOURNAL Nature 372, 739-746 (1994)

MEDLINE 95089812

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..3757
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
[cell_type="GM-CSF stimulated monocyte"
[tissue_type="peripheral blood"
[tissue_lib="lambda ZAP"

mMRNA 1..3757
/gene="CSBP1"



Iyele = ULODBrFL

gene 1..3757
/gene="CSBP1"
CDS 363..1445

/gene="CSBP1"
/codon_start=1
/function="regulation of inflammatory cytokine
biosynthesis"
/product="CSaids binding protein"
/protein_id="AAA57455.1"
/db_xref="P1D:g603917"
/db_xref="GIl:603917"
/translation="MSQERPTFYRQELNKTIWEVPERYQNLSPVGSGAYGSVCAAFDT
KTGLRVAVKKLSRPFQSIIHAKRTYRELRLLKHMKHENVIGLLDVFTPARSLEEFNDV
YLVTHLMGADLNNIVKCQKLTDDHVQFLIYQILRGLKYIHSADIIHRDLKPSNLAVNE
DCELKILDFGLARHTDDEMTGYVATRWYRAPEIMLNWMHYNQTVDIWSVGCIMAELLT
GRTLFPGTDHINQLQQIMRLTGTPPAYLINRMPSHEARNYIQSLTQMPKMNFANVFIG
ANPLAVDLLEKMLVLDSDKRITAAQALAHAYFAQYHDPDDEPVADPYDQSFESRDLLI
DEWKSLTYDEVISFVPPPLDQEEMES"
3'UTR 1446..3757
/gene="CSBP1"
polyA_signal 2854..2859
/gene="CSBP1"
polyA_site 2874
/gene="CSBP1"
polyA_signal 3735..3740
/gene="CSBP1"
polyA_site 3757
/gene="CSBP1"
BASE COUNT 947a 832c 945g 1033t
ORIGIN
1 ggaaccgcga ccactggagc cttagcggge gcagcagcetg gaacgggagt actgcgacgce
61 agcccggagt cggccttgta ggggcgaagg tgcagggaga tcgcggeggg cgcagtcttg
121 agcgccggag cgegteectg cecttagecgg ggcettgeecee agtcgcaggg gecacatccag
181 ccgctgecggce tgacagcagce cgecgecgegeg ggagtctgeg gggtcgegge agecgeacct
241 gcgcgggcega ccagcgcaag gtcceccgece ggetgggegg gcagcaaggg ccggggagag
301 ggtgcgggtg caggcggggg ccccacaggg ccaccttctt gcccggegge tgeecgetgga
361 aaatgtctca ggagaggccc acgttctacc ggcaggagct gaacaagaca atctgggagg
421 tgcccgageg ttaccagaac ctgtctccag tgggcetctgg cgcectatggce tetgtgtgtg
481 ctgcttttga cacaaaaacg gggttacgtg tggcagtgaa gaagctctcc agaccatttc
541 agtccatcat tcatgcgaaa agaacctaca gagaactgcg gttacttaaa catatgaaac
601 atgaaaatgt gattggtctg ttggacgttt ttacacctgc aaggtctctg gaggaattca
661 atgatgtgta tctggtgacc catctcatgg gggcagatct gaacaacatt gtgaaatgtc
721 agaagcttac agatgaccat gttcagttcc ttatctacca aattctccga ggtctaaagt
781 atatacattc agctgacata attcacaggg acctaaaacc tagtaatcta gctgtgaatg
841 aagactgtga gctgaagatt ctggattttg gactggctcg gcacacagat gatgaaatga
901 caggctacgt ggccactagg tggtacaggg ctcctgagat catgctgaac tggatgcatt
961 acaaccagac agttgatatt tggtcagtgg gatgcataat ggccgagctg ttgactggaa
1021 gaacattgtt tcctggtaca gaccatatta accagcttca gcagattatg cgtctgacag
1081 gaacaccccc cgcttatctc attaacagga tgccaagceca tgaggcaaga aactatattc
1141 agtctttgac tcagatgccg aagatgaact ttgcgaatgt atttattggt gccaatcccc
1201 tggctgtcga cttgctggag aagatgcttg tattggactc agataagaga attacagcgg
1261 cccaagccct tgcacatgcc tactttgctc agtaccacga tcctgatgat gaaccagtgg
1321 ccgatcctta tgatcagtcc tttgaaagca gggacctcct tatagatgag tggaaaagcc
1381 tgacctatga tgaagtcatc agctttgtgc caccacccct tgaccaagaa gagatggagt
1441 cctgagcacc tggtttctgt tctgttgatc ccacttcact gtgaggggaa ggccttttca
1501 cgggaactct ccaaatatta ttcaagtgcc tcttgttgca gagatttcct ccatggtgga
1561 agggggtgtg cgtgcgtgtg cgtgegtgtt agtgtgtgtg catgtgtgtg tctgtctttg
1621 tgggagggta agacaatatg aacaaactat gatcacagtg actttacagg aggttgtgga
1681 tgctccaggg cagcectccac cttgetctte tttctgagag ttggctcagg cagacaagag
1741 ctgctgtcct tttaggaata tgttcaatgc aaagtaaaaa aatatgaatt gtccccaatc
1801 ccggtcatgc ttttgccact ttggcttcte ctgtgaccce acctigacgg tggggegtag
1861 acttgacaac atcccacagt ggcacggaga gaaggcccat accttctggt tgcttcagac
1921 ctgacaccgt ccctcagtga tacgtacagc caaaaaggac caactggctt ctgtgcacta
1981 gcctgtgatt aacttgctta gtatggttct cagatcttga cagtatattt gaaactgtaa
2041 atatgtttgt gccttaaaag gagagaagaa agtgtagata gttaaaagac tgcagctgct
2101 gaagttctga gccgggcaag tcgagagggc tgttggacag ctgcttgtgg gecccggagta
2161 atcaggcagc cttcataggc ggtcatgtgt gcatgtgagc acatgcgtat atgtgcgtct
2221 ctctttctee ctcaccecca ggtgttgeca tttctctget tacccttcac ctttggtgea
2281 gaggtttctt gaatatctgc cccagtagtc agaagcaggt tcttgatgtc atgtacttcc
2341 tgtgtactct ttatttctag cagagtgagg atgtgttttg cacgtcttgc tatttgagca
2401 tgcacagctg cttgtcctge tctcttcagg aggecctggt gtcaggcagg tttgccagtg
2461 aagacttctt gggtagttta gatcccatgt cacctcagct gatattatgg caagtgatat
2521 cacctctctt cagcccctag tgctattctg tgttgaacac aattgatact tcaggtgctt
2581 ttgatgtgaa aatcatgaaa agaggaacag gtggatgtat agcatttita ttcatgccat
2641 ctgttttcaa ccaactattt ttgaggaatt atcatgggaa aagaccaggg cttttcccag
2701 gaatatccca aacttcggaa acaagttatt ctcttcactc ccaataacta atgctaagaa
2761 atgctgaaaa tcaaagtaaa aaattaaagc ccataaggcc agaaactcct tttgctgtct



20061 yddddyyylL  ucuyycay cudacduy acucuyyt uyyyyayaa
2941 tttcagaatt ttgtatattg taggaatccc tttgagaatg tgattccttt tgatggggag

3001 aaagggcaaa ttattttaat attttgtatt ttcaacttta taaagataaa atatcctcag

3061 gggtggagaa gtgtcgtttt cataacttgc tgaatttcag geattttgtt ctacatgagg

3121 actcatatat ttaagccttt tgtgtaataa gaaagtataa agtcacttcc agtgttggct

3181 gtgtgacaga atcttgtatt tgggccaagg tgtttccatt tctcaatcag tgcagtgata

3241 catgtactcc agagggacag ggtggacccc ctgagtcaac tggagcaaga aggaaggagg
3301 cagactgatg gcgattccct ctcacccggg actctceccc tttcaaggaa agtgaacctt
3361 taaagtaaag gcctcatctc ctttattgca gttcaaatcc tcaccatcca cagcaagatg

3421 aattttatca gccatgtttg gttgtaaatg ctcgtgtgat ttcctacaga aatactgcetc

3481 tgaatatttt gtaataaagg tctttgcaca tgtgaccaca tacgtgttag gaggctgcat

3541 gctctggaag cctggactct aagctggagc tecttggaaga getcetteggt ttctgagcat

3601 aatgctccca tctectgatt tctctgaaca gaaaacaaaa gagagaatga gggaaattge
3661 tattttattt gtattcatga acttggctgt aatcagttat gccgtatagg atgtcagaca

3721 ataccactgg ttaaaataaa gcctattttt caaattt

dladdliy



9.2.9 Dynamitin - Homo sapiens dynamitin (dynactin complex 50 kDa subunit)

* DNA-Sequenz des langsten Klons

1 gcctctccce tacccgaaca ccggeccegg ctccaccgag geccgggtce cccageccegt
61 ctcgeegecg ccatggcgga ccctaaatac gecgaccttc ccggcattge caggaatgag
121 ccagatgttt atgaaactag cgacctacct gaggatgatc aagcggagtt cgatgcgttt
181 gcacaagagc tggaggagct gacaagcaca agtgtggaac acatcattgt caatcctaat
241 gctgcectatg acaagttcaa ggacaagaga gtggggacaa agggacttga tttctcagat
301 cgtattggaa aaaccaagag gacaggatat gaatctggag aatatgagat gcttggagag
361 ggtctgggag tgaaggagac accccagcaa aagtaccagc gectactgca tgaggtccaa
421 gagctgacaa ctgaagttga aaaaatcaag acgacagtga aggagtcagc cacagaggag
481 aagctgaccc ctgtgttgct ggctaaacag ctggcagccc tgaagcagca getggttget
541 tcccacctgg agaagctgcet gggaccagat getgcaatca accttaccga ccccgatgge
601 gccctggcta agcgectact actgcagetg gaagcaacaa agaacagcaa agggggatca
661 gggggaaaaa ccactgggac ccccccagat agcagcecttg tcacttatga actacattct
721 cggcctgage aggacaagtt ctctcaagct gccaaagtcg cagaacttga aaagcgcctg
781 acagagctgg agacagctgt acgttgtgat caggatgctc agaatcccct ttctgcaggt
841 ctacagggag cctgtctcat ggagactgta gagctgttgc aagcaaaggt gagcgcccta
901 gaccttgcag ttttggatca agtggaggct cggctacaga gtgtcctggg aaaggtgaac
961 gagattgcca agcataaagc ctctgtagaa gatgcagata cacaaagcaa ggtgcaccag
1021 ctatatgaaa ctatacagcg ctggagcccc attgectcca cectcectga getggtgeag
1081 agacttgtca ccatcaagca gctgcacgag caagccatgce agtttggtca gctcctgaca
1141 cacttggata ccacccagca gatgattgct aattcctiga aggacaatac caccctcttg
1201 acccaggtgc agacaaccat gcgtgaaaac ctggccacag ttgaggggaa ctttgccagce
1261 attgatgaac ggatgaagaa gctgggaaag tga gcacatt  tgggagctgg agaacagggg
1321 ttatccctac ccctgtgaac tctgttaaca gcttacatag ggtttccect ttactataac
1381 tctagcatcc ccatcccatt tgacactggg ggcaagggtt cttcttgcat gtggggttta
1441 tacccctccc ctgatgaata cagagtggta gctaggggtt ggttatcatc agaaggtggt
1501 ctccectcag gectggggga taaggacgtg ggecccagceca catgccaact catgtccaat
1561 actgctttgc ctggtgtggg gaaggattgg gtcttgtcce ccaacacagc ttctgtggcet
1621 gactgtaata ctgtacaact gtttctgacc attaaatgct gttgtactct gaaaaaaaaa
1681 aaaaaaaaaa aaaaaaa

* Aminosauresequenz

1 ASPLPEHRPR LHRGPGPPAR LAAAMADPKY ADLPGIARNE PDVYETSDLP EDDQAEFDAF
61 AQELEELTST SVEHIIVNPN AAYDKFKDKR VGTKGLDFSD RIGKTKRTGY ESGEYEMLGE
121 GLGVKETPQQ KYQRLLHEVQ ELTTEVEKIK TTVKESATEE KLTPVLLAKQ LAALKQQLVA
181 SHLEKLLGPD AAINLTDPDG ALAKRLLLQL EATKNSKGGS GGKTTGTPPD SSLVTYELHS
241 RPEQDKFSQA AKVAELEKRL TELETAVRCD QDAQNPLSAG LQGACLMETV ELLQAKVSAL
301 DLAVLDQVEA RLQSVLGKVN EIAKHKASVE DADTQSKVHQ LYETIQRWSP IASTLPELVQ
361 RLVTIKQLHE QAMQFGQLLT HLDTTQQMIA NSLKDNTTLL TQVQTTMREN LATVEGNFAS
421 IDERMKKLGK .

» Ergebnis der NCBI-Genbank-Suche

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
ref[NM_006400.1|] Homo sapiens dynamitin (dynactin complex ... 3271 0.0

ref[NM_006400.1|| Homo sapiens dynamitin (dynactin complex 50 kD subunit) (DCTN-50)
mRNA >gi|1255187|gb|U50733|HSU50733 Human dynamitin mRNA,

complete cds; Length = 1721

Score = 3271 bits (1650), Expect = 0.0

Identities = 1664/1671 (99%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 gcctcteccctacccgaacaccggecccggetccaccgaggeccgggteccccagecegt 60

Shjct: 7 gcctctececctacccgaacaccggecccggcetccaccgaggeccgggteecccageccgt 66

Query: 61 ctcgccgecgecatggeggacccetaaatacgeecgaccticceggceattgccaggaatgag 120

L TR
Sbhjct: 67 ctcgcecgecgecatggeggaccctaaatacgcecgaccttcceggceattgccaggaatgag 126

Query: 121 ccagatgtttatgaaactagcgacctacctgaggatgatcaagcggagttcgatgegttt 180

L T
Shjct: 127 ccagatgtttatgaaactagcgacctacctgaggatgatcaagcggagttcgatgcgttt 186

Query: 181 gcacaagagctggaggagctgacaagcacaagtgtggaacacatcattgtcaatcctaat 240

L TR
Sbhjct: 187 gcacaagagctggaggagctgacaagcacaagtgtggaacacatcattgtcaatcctaat 246

Query: 241 gctgcctatgacaagttcaaggacaagagagtggggacaaagggacttgatttctcagat 300

L T
Shjct: 247 gctgcctatgacaagttcaaggacaagagagtggggacaaagggacttgatttctcagat 306



Wery: sul  cylauyydddddilidayayydiayydidlyadiilyyayddldlyaydiyeuyyayay S0U
L T
Shjct: 307 cgtattggaaaaaccaagaggacaggatatgaatctggagaatatgagatgcttggagag 366

Query: 361 ggtctgggagtgaaggagacaccccagcaaaagtaccagcgcectactgcatgaggtccaa 420

L T
Shjct: 367 ggtctgggagtgaaggagacaccccagcaaaagtaccagcgcectactgcatgaggtccaa 426

Query: 421 gagctgacaactgaagtigaaaaaatcaagacgacagtgaaggagtcagccacagaggag 480
B L TR
Shjct: 427 gagctgacaactgaagttgaaaaaatcaagacgacagtgaaggagtcagccacagaggag 486

Query: 481 aagctgacccctgtgttgctggctaaacagctggcagecctgaagecageagcetggttget 540

B L T
Shjct: 487 aagctgacccctgtgttgctggctaaacagctggcagcecctgaagcagcagctggttget 546

Query: 541 tcccacctggagaagctgctgggaccagatgctgcaatcaaccttaccgaccccgatgge 600

B {1 A TR
Sbjct: 547 tcccacctggagaagctgctgggaccagatgctgcaatcaaccttaccgaccecgatgge 606

Query: 601 gccctggctaagegcectactactgcagctggaagcaacaaagaacagcaaagggggatca 660

L AT
Shjct: 607 gccctggctaagcegcectactactgcagctggaagcaacaaagaacagcaaagggggatca 666

Query: 661 gggggaaaaaccactgggannnnnnnagatagcagccttgtcacttatgaactacattct 720

LTS AT  ATTRETSTLARLLARY
Shjct: 667 gggggaaaaaccactgggacccccccagatagcagccttgtcacttatgaactacattct 726

Query: 721 cggcctgagcaggacaagtictctcaagetgccaaagtcgcagaacttgaaaagcegcectg 780

B L A AT
Sbjct: 727 cggcctgagcaggacaagttctctcaagctgccaaagtcgcagaacttgaaaagegectg 786

Query: 781 acagagctggagacagctgtacgttgtgatcaggatgctcagaatcccctttctgcaggt 840

I T TR TR T T TR v
Shjct: 787 acagagctggagacagctgtacgttgtgatcaggatgctcagaatccccttictgcaggt 846

Query: 841 ctacagggagcctgtctcatggagactgtagagctgttgcaagcaaaggtgagcgceccta 900

I T TR TR T T R R
Shjct: 847 ctacagggagcctgtctcatggagactgtagagctgttgcaagcaaaggtgagcgcccta 906

Query: 901 gaccttgcagttttggatcaagtggaggctcggctacagagtgtcctgggaaaggtgaac 960

B AT
Shjct: 907 gaccttgcagttttggatcaagtggaggctcggctacagagtgtcctgggaaaggtgaac 966

Query: 961 gagattgccaagcataaagcctctgtagaagatgcagatacacaaagcaaggtgcaccag 1020

Shjct: 967 gagattgccaagcataaagcctctgtagaagatgcagatacacaaagcaaggtgcaccag 1026

Query: 1021 ctatatgaaactatacagcgctggagccccattgcctccaccctcectgagetggtgcag 1080

B L T
Shjct: 1027 ctatatgaaactatacagcgctggagccccattgcctccaccctcecctgagetggtgcag 1086

Query: 1081 agacttgtcaccatcaagcagctgcacgagcaagccatgcagtttggtcagctcctgaca 1140

o ITEVTUR R PO TUUT T T TR
Shjct: 1087 agacttgtcaccatcaagcagctgcacgagcaagccatgcagtttggtcagctcctgaca 1146

Query: 1141 cacttggataccacccagcagatgattgctaattccttgaaggacaataccaccctcttg 1200

B T T
Shjct: 1147 cacttggataccacccagcagatgattgctaattcctigaaggacaataccaccctcttg 1206

Query: 1201 acccaggtgcagacaaccatgcgtgaaaacctggccacagttgaggggaactttgccagc 1260

L
Shjct: 1207 acccaggtgcagacaaccatgcgtgaaaacctggccacagttgaggggaactttgccage 1266

Query: 1261 attgatgaacggatgaagaagctgggaaagtgagcacatttgggagctggagaacagggg 1320

B T
Shjct: 1267 attgatgaacggatgaagaagctgggaaagtgagcacatttgggagctggagaacagggg 1326

Query: 1321 ttatccctacccctgtgaactctgttaacagcttacatagggtttccectttactataac 1380

B L T
Shjct: 1327 ttatccctacccctgtgaactctgttaacagcttacatagggtttcccctttactataac 1386

Query: 1381 tctagcatccccatcccatttgacactgggggcaagggttcttcttgcatgtggggttta 1440

B L e e
Shjct: 1387 tctagcatccccatcecatttgacactgggggcaagggttcttcttgcatgtggggttta 1446

Query: 1441 tacccctcccctgatgaatacagagtggtagctaggggttggttatcatcagaaggtggt 1500
TR



Wer y: 1oul cliiiiitayyiilyyyyydlaayyatylyyycilaycilactdlyilaactiiatyleladt 1o0uV
By T
Shjct: 1507 ctccectcaggectgggggataaggacgtgggeccagecacatgccaactcatgtccaat 1566

Query: 1561 actgctttgcctggtgtggggaaggattgggtcttgtcccccaacacagcettctgtgget 1620

VTR TR TR T T TR
Shjct: 1567 actgctttgcctggtgtggggaaggattgggtcettgtcccccaacacagcettetgtgget 1626

Query: 1621 gactgtaatactgtacaactgtttctgaccattaaatgctgttgtactctg 1671
B LT T
Shjct: 1627 gactgtaatactgtacaactgtttctgaccattaaatgctgttgtactctg 1677

* PubMed-Referenz zur gef undenen Sequenz

LOCUS NM_006400 1721bp mRNA PRI 13-JUL-1999
DEFINITION Homo sapiens dynamitin (dynactin complex 50 kD subunit) (DCTN-50)
mMRNA.

ACCESSION NM_006400
NID 95453628
VERSION NM_006400.1 GI:5453628
KEYWORDS
SOURCE  human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1to 1721)
AUTHORS Echeverri,C.J., Paschal,B.M., Vaughan,K.T. and Vallee,R.B.
TITLE Molecular characterization of the 50-kD subunit of dynactin reveals
function for the complex in chromosome alignment and spindle
organization during mitosis
JOURNAL J. Cell Biol. 132 (4), 617-633 (1996)
MEDLINE 96178072
COMMENT REFSEQ: This reference sequence was derived from U50733.1.
PROVISIONAL RefSeq: This is a provisional reference sequence record
that has not yet been subject to human review. The final curated
reference sequence record may be somewhat different from this one.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1721
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
gene 1..1721
/gene="DCTN-50"
/note="DCTN-50"
/db_xref="Locusl|D:10540"
CDS 79..1299
/note="similar to GenBank EST Accession Number T08494; p50
subunit of dynactin complex"
/codon_start=1
/product="dynamitin (dynactin complex 50 kD subunit)"
/protein_id="NP_006391.1"
/db_xref="PID:g5453629"
/db_xref="Gl:5453629"
/translation="MADPKYADLPGIARNEPDVYETSDLPEDDQAEFDAFAQELEELT
STSVEHIIVNPNAAYDKFKDKRVGTKGLDFSDRIGKTKRTGYESGEYEMLGEGLGVKE
TPQQKYQRLLHEVQELTTEVEKIKTTVKESATEEKLTPVLLAKQLAALKQQLVASHLE
KLLGPDAAINLTDPDGALAKRLLLQLEATKNSKGGSGGKTTGTPPDSSLVTYELHSRP
EQDKFSQAAKVAELEKRLTELETAVRCDQDAQNPLSAGLQGACLMETVELLQAKVSAL
DLAVLDQVEARLQSVLGKVNEIAKHKASVEDADTQSKVHQLYETIQRWSPIASTLPEL
VQRLVTIKQLHEQAMQFGQLLTHLDTTQQMIANSLKDNTTLLTQVQTTMRENLATVEG
NFASIDERMKKLGK"

BASE COUNT 473a 445c 453g 350t
ORIGIN

1 aacccagcct ctceectace cgaacaccgg ccccggctce accgaggecce gggtceccca
61 gcecegteteg ccgecgecat ggeggaccct aaatacgecg accttceegg cattgccagg
121 aatgagccag atgtttatga aactagcgac ctacctgagg atgatcaagc ggagttcgat
181 gcgtttgcac aagagctgga ggagctgaca agcacaagtg tggaacacat cattgtcaat
241 cctaatgctg cctatgacaa gttcaaggac aagagagtgg ggacaaaggg acttgatttc
301 tcagatcgta ttggaaaaac caagaggaca ggatatgaat ctggagaata tgagatgctt
361 ggagagggtc tgggagtgaa ggagacaccc cagcaaaagt accagcgcct actgcatgag
421 gtccaagagc tgacaactga agttgaaaaa atcaagacga cagtgaagga gtcagccaca
481 gaggagaagc tgacccctgt gttgctggcet aaacagctgg cagecctgaa gcageagctg
541 gttgcttcce acctggagaa getgetggga ccagatgetg caatcaacct taccgacccc
601 gatggcgecc tggctaageg cctactactg cagctggaag caacaaagaa cagcaaaggg
661 ggatcagggg gaaaaaccac tgggaccccc ccagatagca gecttgtcac ttatgaacta
721 cattctcgge ctgagcagga caagttctct caagetgeca aagtcgcaga acttgaaaag
781 cgcctgacag agctggagac agctgtacgt tgtgatcagg atgctcagaa tcccctttct
841 gcaggtctac agggagcctg tctcatggag actgtagagc tgttgcaagc aaaggtgage

NA~AtA~AAA NAnn~t ~nnAtAanant~ mAam~AtAam~a bannmambad A FnmnNAAA~



Yol ylyddtyaya uyclaayta laddyuuiet ylayaayaly Cayadtacaca
1021 caccagctat atgaaactat acagcgctgg agccccattg cctccaccct cectgagcetg
1081 gtgcagagac ttgtcaccat caagcagctg cacgagcaag ccatgcagtt tggtcagctc
1141 ctgacacact tggataccac ccagcagatg attgctaatt ccttgaagga caataccacc
1201 ctcttgaccc aggtgcagac aaccatgcgt gaaaacctgg ccacagttga ggggaacttt
1261 gccagcattg atgaacggat gaagaagctg ggaaagtgag cacatttggg agctggagaa
1321 caggggttat ccctacccct gtgaactctg ttaacagctt acatagggtt tccectttac

1381 tataactcta gcatccccat cccatttgac actgggggca aggagttctte ttgcatgtgg

1441 ggtttatacc cctccectga tgaatacaga gtggtagcta ggggttggtt atcatcagaa
1501 ggtggtctcc cctcaggect gggggataag gacgtgggec cagcecacatg ccaactcatg
1561 tccaatactg ctttgcctgg tgtggggaag gattgggtct tgtcccccaa cacagcttet

1621 gtggctgact gtaatactgt acaactgttt ctgaccatta aatgctgttg tactctgaaa

1681 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaattcctgc ggccgcaagc t

daytdayyly
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