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[...] In diesen Zeiten Molekularbiologie zu betreiben, ist aufregend. Es bedeutet
,<centechnik” und ,Klonieren” und hat etwas Géttliches. Beim einen Teil der Bevolkerung wird
man, wenn man verrat, womit man seinen lieben langen Arbeitstag verbringt, grenzenlose
Bewunderung hervorrufen, beim anderen grenzenlose Ablehnung — man sollte sich daher
genauestens Uberlegen, mit wem man es gerade zu tun hat, bevor man den Mund aufmacht.
Am besten, man erwéhnt keiner der Gruppen gegenuber, mit wie viel Problemen und Frust
man in Wahrheit taglich kampft, weil der erste Teil dann desillusioniert ware und der zweite,
vielleicht zurecht, unweigerlich die Frage stellen wirde: ,Wozu machst du das dann
Uberhaupt?”

[...] Molekularbiologie ist vor allem Voodoo — mal klappt alles, meist klappt nix. Uber den
Ausgang eines Experiments scheinen recht seltsame Parameter zu entscheiden, die eigentlich
selbst zum Gegenstand der Forschung gemacht werden sollten.

[...] Wie Hubert Rehm so schén sagt: "Lassen Sie sich [...] nicht entmutigen! Auch die
anderen rackern sich erfolglos ab; es ist normal, dass sich erst mal kein Ergebnis blicken lasst.
Halten Sie durch! — Oder lernen Sie gleich einen verninftigen Beruf.”

In diesem Sinne ... Fangen wir an.

(aus: Der Experimentator: Molekularbiologie; Cornel Milhardt; Gustav Fischer Verlag, 1999)
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IV Abkirzungsverzeichnis

A Adenin

A. albopictus Aedes albopictus

AAP abridged anchor primer des 5’-RACE Kits

Abb. Abbildung

Ag Antigen

AK Antikdrper

Ala Alanin

Amp Ampicillin

ANA antinuklearer Antikorper

AP alkalische Phosphatase

AP1 Adapter Primer des GenomeWalker Kits

AP2 nested Adapter Primer des GenomeWalker Kits
APC antigen presenting cell

APS Ammoniumperoxodisulfat

aqua dest. aqua destillata

Arg Arginin

AS Aminosaure

Asn Asparagin

Asp Asparaginsaure

ATCC american type culture collection

ATP Adenosintriphosphat

AUAP abridged universal amplification primer des 5’-RACE Kits
b Base(n)

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-Toluidinsalz (= X-Phosphat)
BiP immunoglobulin heavy chain binding protein

bp Basenpaar(e)

BSA Bovines Serumalbumin

B-Zelle bone-Zelle

Cc Cytosin, Cystein

°C Grad Celsius

ca. zirka

CAT Chloramphenicol-Acetyliransferase

CD cluster of determination, cluster of differentiation

cFa Freundsch's adjuvans complete

CHB congenitaler Herzblock

cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

Cmv Cytomegalo-Virus (-Promotor)

CSPD chemiluminescent substrate for alkaline phosphatase
Cys Cystein

D Asparaginsaure

Da Dalton

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat (siehe auch unter ,N”)
DEPC Diethylpyrocarbonat

Dig Digoxigenin

DISK-SDS-PAGE diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
D. melanogaster Drosophila melanogaster

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA /ss-, ds-, c- desoxyribonucleic acid /singlestranded, doublestranded, copy
DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat (siehe auch unter ,N”)
DTT Dithiothreitol

E Glutaminsaure

EBV Epstein-Barr-Virus

ECL enhanced chemiluminescence

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

EGF epidermis growth factor

EGTA Ethylenglycol-Bis (3-Aminoethylether)-N, N, N', N'-Tetraacetat

elF eukaryontischer Initiationsfaktor
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ELISA enzyme linked immunosorbent assay
EMBL european molecular biology laboratory
ENA extrahierbares nukledres Antigen
ER endoplasmatisches Retikulum

et al. et alii

F Phenylalanin

Fab fragment antigen binding

Fc fragment crystallizable

FKS fetales Kalberserum

FGF fibroblast growth factor

g Vielfaches der Erdbeschleunigung, Gramm
G Guanosin, Glycin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
agf. gegebenenfalls

GIn Glutamin

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

ap Glykoprotein

GSNO S-Nitroso-L-Glutathion

GTC Guanidinthiocyanat

GTFs generelle Transkriptionsfaktoren
h Stunde, human

H Histidin

HCI Salzsaure

HBV Hepatitis-B-Virus

HCV Hepatitis-C-Virus

His Histidin

HIS sechs Histidin-Resten in Folge
His-tag sechs Histidin-Resten in Folge
HIV humanes Immundefizienz-Virus
HLA humane Leukozyten-Antigene
hLa/SS-B humanes La/SS-B

hnRNA heterogene nukledre DNA
hnRNP heterogenes nukledres RNP
HSP Hitzeschockprotein

HTLV humanes T-lymphotropes-Virus

I Isoleucin

ICG Interchromatingranula

IEF isoelektrischen Fokussierung
IFA Freundsch's adjuvans incomplete
Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

lle Isoleucin

-~ Intron

IPG immobilisierter pH-Gradient
IPTG Isopropyl-3-D-thiogalactosid
IRES Interne-Ribosomen-Eintrittsstelle
v inverted repeats

K Lysin

kb Kilobase(n)

kDa Kilodalton

L Leucin

LacZ B-Galactosidase

LAH1 La/SS-B Homolog Nummer 1

h/m/bLa/SS-B
LB

Leu

LHP1
LMW-Marker
LMP-Agarose
Lsg.

Lys

Mg

humanes/murines/bovines La/SS-B
Luria Bertani

Leucin

La/SS-B-homologes Protein 1
low molecular weight-Marker
low melting point-Agarose
Lésung

Lysin

Mikrogramm



Verzeichnisse

Vil

i

m

M
m’Gppp-Kappe
mA
mAK
MCS
Met
mg
MHC
min

ml

mm
mM
mmol
MOPS
mLa/SS-B
N

n.b.
NBT
NCR
neo-La
NES
ng
NLS
nm
NO
NOS
NTA
OAc
oD
Oligo(dT)
OPD
ORF
%

P

PBL
PBS
PBT
PCF
PCG
PCR
PEG
PEST

PFA
P9
Phe
PIPES
PKR
pmol
PMSF
POD
Pol
Poly(A)
Pro
PTB
PTW
PVDF
Q

R
RACE
rek.
RFLP

Mikroliter

murin

molar, mol/l, Methionin
7-Methylguanosin-Kappe
Milliampére

monoklonaler Antikérper

multiple cloning site

Methionin

Milligramm

major histocompatibility complex
Minute

Milliliter

Millimeter

millimolar

Millimol
3-[N-Morpholino]propansulfonsaure
murines La/SS-B

Asparagin

nicht bekannt
4-Nitroblautetrazoliumchlorid
nicht-codierende Region
neo-La-Peptid

Kernexportsignal

Nanogramm
Kernlokalisationssignal

Nanometer

Stickstoffmonoxid

nitric oxide synthases
Nitrilo-Essigsaure

Acetat

Optische Dichte

Oligo(dT)-Primer zur RT aller mRNAs mit einem Poly(A)-Trakt am 3’-Bereich
o-Phenylendiamin

open reading frame

Prozent

Prolin

peripheren Blut-Lymphozyten
phosphaet buffer saline
PBS-BSA-Tween 20
Perichromatin-Fibrillen
Perichromatin-Granula

polymerase chain reaction
Polyethylenglycol

PEST-Region = proteasesentiver Bereich; der Name stammt von dem
gehauften Auftreten der AS Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T)
Paraformaldehyd

Pikogramm

Phenylalanin
Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonsaure)
Proteinkinase R

Pikomol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peroxidase

RNA-Polymerase

Poly(A)-Trakt am 3’-Ende der mRNA
Prolin
Polypyrimidintract-Bindeprotein
PBS-Tween 20
Polyvinylidendifluorid

Glutamin

Arginin

rapid amplification of cDNA
rekombinant
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
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RNA /m-, ss-, r- ribonucleic acid /messenger, singlestranded, ribosomal
RNP Ribonukleoprotein
ROS reactive oxygen species
rom rounds per minute
RRM rna recognition motiv
RT Raumtemperatur
RT Reverse Transkription
S Serin
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
scRNA small cytoplasmatic RNA
scRNP small cytoplasmatic RNP
SDS sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
sec Sekunde
Ser Serin
SLE systemischer Lupus erythematodes
snRNA small nuclear RNA
snRNP small nuclear RNP
SOC sequential oligopeptide carrier
SOC-neo-La neo-La-Peptid, gekoppelt an den sequential oligopeptide carrier
SS /p-, s- Sjogren Syndrom /primares-, sekundares-
SS-A/B Sjogren Syndrom assoziiertes Antigen A/B
T Thymin, Threonin
T7 T7-Promotor
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TAFs TATA-Box-Bindeprotein assoziierte Faktoren
Taq Thermus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA
TBP TATA-Box-Bindeprotein
TBS(T) Tris buffered saline (Tween 20)

TCR T cell receptor

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Temp. Temperatur

TF Transkriptionsfaktor

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TH1-/TH2-Zelle
Thr
TI-Antigene
Tris/HCI
Triton-X-100
Trp

Tween 20
Tyr

T-Zelle

U

u.a.

UNK

UTR

uv

\Y

Val

[viv]

w

[wiv]

X

X-Gal

X. laevis
X-Phosphat
Y

ZNS

Thymus-Helfer-Zelle Typ 1/2

Threonin

thymus independent-Antigene
Tris-Hydroxyethylaminomethan/HCI
Polyethylenglykol-4-tert.-octylphenylether
Tryptophan

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (mit -myristat, -palmitat, -stearat)
Tyrosin

Thymus-Zelle

Uracil, unit(s)

unter anderem

Uber-Nacht-Kultur

untranslated region

Ultraviolett

Volt, Valin

Valin

volume per volume

Tryptophan, Watt

weight per volume

beliebige AS
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid
Xenopus laevis

siehe BCIP

Tyrosin

zentrales Nervensystem
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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Autoimmunitat und Autoimmunerkrankungen

An Autoimmunerkrankungen leiden weltweit mehr als 20 Millionen Menschen. Sie
beeintrachtigen das Leben der Patienten sehr stark und kdnnen letztlich auch zum Tode
fuhren. Um den Krankheitsschilbben vorzubeugen, missen die Patienten Ilebenslang
medizinisch behandelt werden (BACHMANN et al., 1999). Eine kausale Therapie ist nicht
moglich, sondern kann nur durch Linderung der Symptome erfolgen (SCHRODER und EULER,
1993). Autoimmunitat tritt auf, wenn die Mechanismen der Selbsttoleranz durchbrochen werden
und sich das Immunsystem gegen den eigenen Korper richtet, was grof’e Schaden an
Geweben und Organen zur Folge haben kann (HIERHOLZER und SCHMIDT, 1991). Die
Schwere des Krankheitsverlaufs hangt von der Beteiligung lebenswichtiger Organe ab.

Charakteristisch fur systemische Autoimmunerkrankungen, insbesondere Kollagenosen,
ist das Auftreten von organunspezifischen, antinukledren Antikérpern (ANAs) gegen ubiquitar
vorkommende, zellkernspezifische Antigene. Eines der Zielantigene der ANAs bei Patienten mit
Kollagenosen, insbesondere beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) sowie beim
Sjogren Syndrom (SS), ist das nukledre Autoantigen La/SS-B. Daneben existieren noch eine
Vielzahl anderer Autoantigene, wie z.B. Ro52/SS-A, Ro60/SS-A oder Sm (STEITZ et al., 1983).
Die Namensgebung der Autoantigene ging in den meisten Fallen auf die Anfangsbuchstaben
der Nachnamen der Patienten zurlick, bei denen die entsprechenden Autoantikdrper zum
ersten Mal gefunden wurden. Zusatzlich werden die Proteine Ro und La als Sjogren Syndrom
assoziierte Antigene A und B mit Ro/SS-A und La/SS-B bezeichnet.

Uber die Mechanismen, die zur Bildung der Autoantikdrper und somit zur Entstehung
von Autoimmunerkrankungen fuhren, ist nur sehr wenig bekannt. Am Autoantigen La/SS-B wird
exemplarisch versucht, die molekularen Mechanismen zu entschlusseln, die zur Entstehung
von Autoimmunerkrankungen fuhren. Dabei steht im Zentrum die Analyse der Genexpression

und die Funktions- und Strukturanalyse des Autoantigens La/SS-B.

1.2 Kollagenosen

Das Kennzeichen von systemischen, organunspezifischen Autoimmunerkrankungen
(Typ llI-Uberempfindlichkeitsreaktionen) ist das Vorhandensein von Autoantikérpern des Typs
IgG (ROITT et al., 1991), die gegen koérpereigene Antigene gerichtet sind, die haufig und nicht
lokal begrenzt vorkommen. Dadurch sind zahlreiche Organe und Gewebe von den

autoaggressiven Vorgangen betroffen. Das Krankheitsbild ist nicht einheitlich, sondern sehr
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variabel mit unterschiedlichen Manifestationen (HHERHOLZER und SCHMIDT, 1991). Schaden
an Organen oder Geweben entstehen entweder direkt durch die Autoantikrper oder durch die
Ablagerung von Immunkomplexen. Sowohl die Autoantikérper als auch die Immunkomplexe
I6sen systemische Lasionen und Entzindungsreaktionen aus (JANEWAY und TRAVERS,
1994; ROITT et al., 1991; ABBAS et al., 1991).

Zu den systemischen, organunspezifischen Autoimmunerkrankungen zahlen u.a. die
Kollagenosen (SIEGENTHALER et al.,, 1992). Sie gehéren zu den Krankheiten des
rheumatoiden Formenkreises, speziell zu den entzundlichen, rheumatischen Erkrankungen mit
einem chronischen Verlauf, bei denen sich neben Vasculopathien (GefalRstérungen) fibrinoide
Nekrosen (Verquellung des Kollagens) im Gewebe finden (SIEGENTHALER et al., 1992). Die
entziindlichen Reaktionen des Bindegewebes spielen sich vor allem im Bereich der Gelenke
und der sie umgebenden Weichteile ab (BERG, 1984). Zu den Kollagenosen zahlen u.a. der
systemische Lupus erythematodes (SLE) und das Sjégren Syndrom (SS) (SIEGENTHALER et
al., 1992). Bei diesen beiden Krankheiten spielt das Autoantigen La/SS-B eine wichtige Rolle.

1.3 Atiologie von Autoimmunerkrankungen

Eine einheitliche Hypothese, wie die Toleranzmechanismen des Immunsystems gegen
Selbstantigene durchbrochen werden und dadurch Autoimmunitat entstehen kann, existiert
nicht. Vermutlich spielen verschiedene Faktoren eine je nach Erkrankung unterschiedlich
wichtige Rolle (HAAHEIM et al., 1996; TALAL et al., 1992; VENABLES und BROOKES, 1992;
OLDSTONE, 1987; URBAN und SCHWARZENBERG, 1985). Die gangigsten Theorien zur

Entstehung von Autoimmunitat sollen im Folgenden kurz beschrieben werden:

Freilequng von kryptischen Epitopen:

O Bei kryptischen Epitopen handelt es sich um dem Immunsystem bisher verborgene
Selbstantigene. Dabei koénnen dies Strukturmotive sein, die sich normalerweise im
Inneren eines Proteins befinden und durch Konformationsveranderungen an die
Proteinoberflache verlagert werden.

O Intrazellulare Proteine, die auf Grund ihrer Lokalisation innerhalb einer Zelle dem
Immunsystem nicht zuganglich sind, koénnen durch eine Translokation auf die
Zelloberflache oder einer Freisetzung aus der Zelle kryptische Epiotpe darstellen. Dies
konnte bei Infektionen mit Herpes-Viren und Retro-Viren, inklusive endogener
Retro-Viren, gezeigt werden (SERCARZ et al., 1993).

O Kryptische Epitope koénnen im Verlauf einer Immunantwort in gréRerem Umfang
prasentiert werden. Dies kann durch eine verstarkte Aufnahme von Antigen, ein

verandertes Zurechtschneiden des Antigens in den Endosomen oder die vermehrte
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Expression von major histocompatibility complex- (MHC-) Klasse II-Molekilen und/oder
Adhasionsmolekulen mit kostimulierender Wirkung verursacht werden (LANZAVECCHIA,
1995; SALEMI et al., 1995).

O Strukturelle Homologien zwischen fremden und eigenen Proteinen kénnen im Zuge der
Immunantwort gegen einen Erreger zu einer Sensibilisierung gegen kryptische Epitope
auf Selbstantigene fihren (molekulare mimikry-Hypothese) (STEINMAN, 1995; BAUM et
al., 1993; OLDSTONE, 1987).

Unspezifische Aktivierung von autoreaktiven Immunzellen:

O Anerge, autoreaktive Immunzellen kénnen durch bestimmte Antigene unspezifisch und
polyklonal aktiviert werden, so z.B. T-Zellen durch Superantigene und B-Zellen durch
TI-Antigene (JANEWAY und TRAVERS, 1994)

Exogene Faktoren:

O Als Faktoren mit trigger-Funktion werden in der Literatur immer wieder bestimmte

Chemikalien, Arzneimittel und vor allem UV-Licht-Expositionen genannt.

Endogene Faktoren:

O Eine Beteiligung von Ostrogenen ist sehr wahrscheinlich, da zwei Drittel aller
Autoimmunpatienten Frauen sind (STEINMAN, 1995).

O Familiare Haufungen von Autoimmunkrankheiten weisen eindeutig auf eine genetische
Pradisposition hin. Zwischen bestimmten Allelen, insbesondere der humanen
Leukozyten-Antigene (HLA), und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen besteht
eine relativ enge Korrelation. Auch vom MHC-Komplex unabhangige Gene kénnen die
Entstehung von Autoimmunitat beeinflussen (DAVIES et al., 1994).

g T-Zellen lassen sich in Subpopulationen mit einem unterschiedlichen Repertoire an
Zytokinen einteilen. Viele Autoimmunerkrankungen gehen mit einem veranderten
Verhaltnis dieser T-Zell-Subpopulationen einher, was ein verandertes Verhaltnis der
Zytokine zur Folge hat. Dadurch kann das Durchbrechen der Toleranz begtinstigt werden
(STEINMAN, 1995; BACH, 1995; DEODHAR, 1992).

O Nach einer ersten Immunreaktion gegen ein Epitop auf einem Selbstantigen kann es
nach dem Konzept der Ausweitung von antigenen Epitopen (epitope spreading)
(LEHMANN et al., 1992) zu einer Ausweitung der Immunantwort kommen. Die
Ausweitung erstreckt sich zunachst auf andere Epitope auf dem gleichen Protein. Nach
diesem intramolekularen spreading kann sich die Immunantwort auch durch
intermolekulares spreading auf andere Proteine ausdehnen. Epitope spreading wurde bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen nachgewiesen (STEINMAN, 1995; ATKINSON
und MACLAREN, 1993; TISCH et al., 1993). Insbesondere konnte ein epitope spreading
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bei den Autoantigenen La/SS-B und Ro/SS-A gezeigt werden (MCCLUSKEY et al., 1998;
TSENG et al., 1997; TOPFER et al., 1995).

O Diskutiert wird auch eine zellschadigende Vorlauferreaktion, da fir antinukleare
Antikérper (ANAs) Zellmembranen eine undurchdringliche Barriere darstellt und auch die

nuklearen Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht durchdringen kénnen.

1.4 Das antinukleédre Antikérpersystem und die Ribonukleoproteine

Das Profil der antinukledren Antikérper (ANAs) spielen beim SLE und beim SS eine
diagnostische und prognostische Relevanz. Anhand der Antikérperprofile lassen sich
Vorhersagen uUber Verlauf und Schwere der Krankheit machen (TAN, 1982; TAN et al., 1988).
Fehlende ANAs schlieBen eine Erkrankung jedoch nicht aus. Allerdings finden sich
Autoantikdrper auch bei Gesunden, die keine Krankheitssymptome zeigen.

Die ANAs richten sich gegen verschiedene Komponenten des Zellkerns, wie DNA, RNA,
Topoisomerase I, Histone, DNA-Histonkomplexe und Nicht-Histon-Proteine (RIEDE et al.,
1989). Bei den Nicht-Histon-Proteinen handelt es sich um aus dem Zellkern herausldsbare
Proteine, die daher als extrahierbare nukledre Antigene (ENAs) bezeichnet werden (BERG,
1984). Bei den ENAs handelt es sich um Ribonukleoproteine (RNPs), d.h. Komplexe aus
verschiedenen kleinen RNAs und Proteinen, die nicht-kovalent gebunden vorliegen.

Die kleinen RNAs werden dabei unterteilt in kleine nukleare RNAs
(small nuclear RNAs = snRNAs) und kleine zytoplasmatische RNAs (small cytoplasmatic RNAs

= scRNAs). Entsprechend ihrer zellularen Lokalisation heil3en die aus ihnen gebildeten RNPs

snRNPs  (small nuclear ribonucleoproteine = ,snurps”)  und

cCu
v

hY-RNP :

6c
GAUc Uag
A

scRNPs  (small cytoplasmatic  ribonucleoprotein = ,scyrps”)
(LERNER und STEITZ, 1981). Als Proteinkomponenten zahlen
zu einem typischen ENA-Komplex La/SS-B, Ro052/SS-A, cAoncucaouut. K
Ro60/SS-A und Sm (BEN-CHETRIT et al.1988; STEITZ etal, |
1983). Invitro-Studien mit RNP-Komplexen belegen deren

nn‘,::

Bindung an Transkripte der RNA-Polymerasen |, Il und IIl und
ihre Beteiligung an RNA-Reifungsprozessen.

Eine Untergruppe der ENA-Komplexe stellen die
Ro-RNPs dar, die sich ausschliefdlich im Zytoplasma befinden
(SIMONS et al, 1994; PEEK et al, 1993). Bisher ist die
Funktion der Ro-RNPs unbekannt (SIMONS et al., 1996). Sie
bestehen aus einer humanen Y-RNA (hY-RNA), die mit den
drei Autoantigenen Ro052/SS-A, Ro060/SS-A und La/SS-B apbb. 1: Model eines humanen Y1-RNP
komplexiert ist (BEN-CHETRIT et al., 1988; WOLIN und (verandertnach SIMONS etal.. 1996)
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STEITZ, 1984; HENDRICK et al., 1981) (Abb. 1). Die Bindestelle flr das La/SS-B-Protein an
eine hY-RNA sind 3-5 Oligo(U)-Reste an deren 3’-Ende (PRUIJN et al., 1991). Zur Bindung der
hY-RNA an das Ro60/SS-A-Protein kommt es Uber das Ro60/SS-A-RNP1-Motiv (STEFANO,
1984). Die Bindung ist ATP-unabhangig und wird durch die Anwesenheit von Magnesium
verstarkt (DEUTSCHER et al., 1988). Die Proteine Ro60/SS-A und La/SS-B binden direkt an
die hY-RNAs (PRUIJN et al., 1991), wohingegen das Ro052/SS-A-Protein Uber den Leucin-
Zipper-Bereich eine Protein-Protein-Interaktion mit dem Ro60/SS-A-Protein an die Ro-RNPs
assoziiert ist (SLOBBE et al., 1992) (Abb. 1). Einem Modell zufolge (PEEK et al., 1993) bindet
das La/SS-B-Protein wahrend der Transkription einer hY-RNA an diese. Dort bleibt es
gebunden, da der 3-Oligo(U)-Strang nicht wie bei anderen Transkripten der
RNA-Polymerase Il  (RNA-Pol Illl) posttranskriptional durch Prozessierung entfernt wird
(O’BRIEN et al., 1993; MAMULA et al., 1989). Nach Assoziierung der Proteine Ro52/SS-A und
Ro60/SS-A an den Komplex wandert das Ro-RNP in das Zytoplasma.

1.5 Das humane Autoantigen La/SS-B

Die meisten Untersuchungen werden am humanen La/SS-B durchgefiihrt, da das
Autoantigen La/SS-B bei Autoimmunerkrankungen des Menschen eine wichtige Rolle spielt.

Daher beziehen sich die folgenden Aussagen meistens auf das La/SS-B des Menschen.

1.5.1 Genomische Struktur und Entstehung der mRNA-Isoformen

Das humane La/SS-B-Strukturgen liegt auf dem Chromosom 2 (PRUIJN, 1994;
CHAMBERS et al., 1988) und codiert fur 13 Exons. Die Exons 2-11 enthalten den codierenden
Leserahmen. Das eigentliche Start-AUG befindet sich im Exon 2. Neben dem klassischen
Exon 1 wurde von TROSTER et al. (1994) ein alternatives Exon 1’ gefunden, das sich im
Intron 1 70 Nukleotide stromabwarts des klassischen Exon 1 befand (Abb. 2). Von BACHMANN
et al. (1997) wurde ein weiteres alternatives Exon 1” entdeckt. Dieses Exon 1” ist mit dem
Exon 1’ in Bezug auf die Lage im Gen und in der Nukleotidsequenz identisch, nur dass es an
seinem 3’-Ende um vier Nukleotide verlangert ist (Abb. 2). Bedingt durch die drei
verschiedenen Exon 1 existieren somit auch drei verschiedene La/SS-B-mRNA-Isoformen, die
sich nur in ihrem jeweiligen Exon 1 unterscheiden. Das Exon 1, 1’ oder 1” stellt jeweils die
5’-nicht codierende Region (5-UTR) der mRNA-Isoformen dar.

GROLZ (1998) fand neben dem klassischen Promotor, der sich stromaufwarts des
klassischen Exon 1 befand, einen zweiten, alternativen Promotor zwischen dem klassischen
Exon 1 und dem alternativen Exon 1° bzw. Exon 1” (Abb. 2). Ein Teil dieses alternativen

Promotors dehnt sich bis in das alternative Exon 1’ bzw. Exon 1” hinein aus. Somit besitzt das
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humane La/SS-B-Gen zwei verschiedene Promotoren, von denen aus die Transkription starten
kann (GROLZ, 1998). Vermutlich entsteht die klassische Exon 1-mRNA und die alternative
Exon 1-mRNA bzw. Exon 1”-mRNA durch die jeweilige Verwendung einer der beiden
Promotoren in Kombination mit alternativem splicing (Abb. 2). Die Exon 1”-mRNA entsteht
durch die Verwendung einer zum Exon 1’ alternativen, vier Nukleotide stromabwarts gelegenen
5’-splice-Stelle des Exon 1°.

Abb. 2: Bildung der mRNA-Isoformen
des humanen La/SS-B-Gens
(verandert nach GROLZ, 1998)

Mitte:Das Gen mit dem klassischen

AliJG

() mRNA Exon 1' | Exon 2

Promotor P1, dem alternativen
AUG

— Promotor P2, dem Exon 1, Exon 1’
P1-{Exon 1 Exon1'| 1" GTGG Exon 2 1" e dom Exon 2

(1) alternative mRNA mit dem Exon 1’

AUG (I1) klassische mRNA mit dem Exon 1

(”) mRNA |Exon 1 | Exon 2 (I11) alternative MRNA mit dem Exon 1”

AliJG

(11) mRNA | Exon1"  GTGG|Exon 2

Die Struktur des klassischen Promotors, die Abwesenheit einer flir unter einer
Regulation stehenden Gene typischen TATA-Box und das gleichzeitige Vorhandensein einer
fur Haushaltsgene typischen GC-reichen Region sprechen daflr, dass das humane
La/SS-B-Gen permanent exprimiert wird (CHAMBERS et al., 1988). Im alternativen Promotor
findet sich eine von der TATA-Box-Konsensussequenz abweichende TACAAA-Sequenz. Diese
Sequenz koénnte im Falle der alternativen Exon 1- bzw. Exon 1’-mRNA das
core-Promotor-Element darstellen (GROLZ, 1998).

Die erste vollstindige humane cDNA des La/SS-B, die das klassische Exon 1
beinhaltete, wurde von CHAMBERS et al. (1988) verdffentlicht. Sie besitzt vom Beginn bis zur
Polyadenylierungsstelle eine Lange von 1,54 kb. Im Northern-Blot erscheint eine Bande von
etwa 1,8 kb (CHAN et al., 1989a; CHAMBERS et al., 1988).

Im humanen Genom existieren drei Pseudogene von La/SS-B (BARTSCH, 1997;
GROLZ et al., 1997c) (accession No. X91336, X91337 und X91338). Diese enthalten keine
Intron-Sequenzen und sind eingerahmt von invertierten Sequenzwiederholungen (IV). Es
handelt sich somit um Retropseudogene, die wahrscheinlich durch reverse Transkription der
La/SS-B-mRNAs entstanden sind. Innerhalb des Exon 7 sind in den Pseudogenen Insertionen
von 4, 16 und 24 Adenin-Nukleotiden vorhanden, wobei das evolutionar alteste Pseudogen die
langste Insertion enthalt und das jlingste Pseudogen die kiirzeste (GROLZ et al., 1997c). Die
Pseudogene 1 und 3 leiten sich von der klassischen Exon 1-mRNA (CHAMBERS et al., 1988),
das Pseudogen 2 von der alternativen Exon 1’-mRNA ab (BARTSCH, 1997; GROLZ et al.,
1997c). Im Pseudogen 3 fehlt das Exon 3 (GROLZ et al., 1997c).
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1.5.2 Die Transkriptionsstartpunkte der mRNA-Isoformen

Die Transkriptionsstartpunkte der klassischen Exon 1-mRNA-Isoform des humanen
La/SS-B bestimmten CHAMBERS et al. (1988) mit der primer extension-Technik. Die
Transkription beginnt in einem Bereich von 19 Nukleotiden an drei Stellen. Ein variabler
Transkriptionsstart ist fir Haushaltsgene typisch (MELTON et al., 1986).

Die Anfange der beiden alternativen Exon 1’- und Exon 1”-mRNA-Isoformen wurden mit
der Technik des 5'-RACE bestimmt (GROLZ et al., 1997a; GROLZ et al., 1997b; TROSTER et
al., 1994). Im Gegensatz zu der klassischen Exon 1-mRNA variieren die Anfange der beiden
alternativen Exon 1’- und Exon 1”-mRNAs stark. So finden sich in humanem Lebergewebe
Uberwiegend Transkripte mit einem 450-500 bp langen Exon 1’ bzw. Exon 1”. Aus humanen
peripheren Blut-Lymphozyten (PBLs) kénnen Transkripte mit einem etwa 300 bp, 220 bp und

150 bp langen Exon 1’ bzw. Exon 1” isoliert werden.

1.5.3 Struktur und interne Translationsinitiation der mRNA-Isoformen

Die Struktur der 5’-UTR der klassischen Exon 1-mRNA entspricht nach den Kriterien
von KOZAK (1991a, 1991b, 1986), der einer gut translatierbaren mRNA. Es finden sich keine
zusatzlichen AUGs auf der 5-Seite des Start-AUG im Exon 2. Auch sind keine GC-reichen
Regionen oder Sekundarstrukturen enthalten. Das klasssiche Exon 1-Transkript besitzt eine
5-UTR von etwa 100 bp und wird von einem Haushaltsgenpromotor reguliert (GROLZ, 1998).

Dagegen finden sich in der 5-UTR der alternativen Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA drei
zusatzlichen Start-AUGs mit offenen Leserahmen (ORF-1 bis 3) auf der 5’-Seite des Start-AUG
im Exon 2. AuRerdem sind GC-reiche Regionen, ausgedehnte Sekundarstrukturen und eine
Oligo(U),3-Sequenz enthalten. Das alternative Exon 1" bzw. Exon 1” besitzt Lange von ca.
500 bp. Solche in 5’-UTRs finden sich auch bei anderen Haushaltsgenen, (Proto-)Onkogenen,
Wachstumsfaktorrezeptoren und Zytokinen (GROLZ und BACHMANN, 1997e). Die beiden
alternativen Transkripte werden von einem alternativen Promotor transkribiert, der eine
TATA-Box-ahnliche Sequenz aufweist.

Wendet man das scanning- und das leaky scanning-Modell von KOZAK (1991a, 1991b,
1986) auf die alternative Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA an, so sollte die Initiation der Translation
stark reduziert oder ganzlich unméglich sein. GROLZ (1998) konnte aber zeigen, dass die
alternative Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA gut translatierbar war. Nach GROLZ (1998) erfolgt die
Initiation der Translation durch den internen Eintritt des Ribosoms am Start-AUG im Exon 2. An
den drei stromaufwarts gelegenen AUGs der alternativen Exon 1’- bzw. Exon 1”’-mRNA findet
keine Translationsinitiation statt (GROLZ et al., 1998). Die Initiation der Translation erfolgt
durch eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES). Wahrscheinlich befindet sich die IRES im
Exon 2, wobei aber ein Einflul der 3’-UTR nicht auszuschlieRen ist (PAUTZ, 1998). Die genaue
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Lokalisation oder die Nukleotidsequenz einer IRES ist noch nicht geklart. Andere mRNAs,
deren 5-UTRs ahnlich aufgebaut sind, wie z.B. die der Polio-Virus-mRNA, besitzen ebenfalls
eine IRES (1.5.11). Uberraschenderweise erfolgt auch die Translation der klassischen
Exon 1-mRNA durch die interne Initiation der Translation (GROLZ, 1998; PAUTZ, 1998). Die
von GROLZ (1998) und PAUTZ (1998) ermittelten Ergebnisse konnten groRtenteils von
CARTER und SARNOW (2000) bestatigt werden.

Infolge der internen Translationsinitiation liefern alle mRNAs La/SS-B-Protein. Da die
Translation immer am Start-AUG im Exon 2 initialisiert wird, stimmen die Proteinsequenzen
vollstandig Uberein. Die Bedeutung der drei mRNA-Isoformen ist unklar, vermutet wird aber
eine regulatorische Funktion (BACHMANN et al., 1997). Die alternative Exon 1’- bzw.
Exon 1’-mRNA werden, wie die klassische Exon 1-mRNA, in das Zytoplasma transportiert und
gemeinsam hoch- und herunterreguliert. Das Verhaltnis von klassischer Exon 1-mRNA und
alternativer Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA liegt zwischen 1:1 und 5:1. (BACHMANN et al., 1997;
HILKER et al, 1996). Signifikante Unterschiede zwischen Patienten  mit

Autoimmunerkrankungen und Gesunden sind nicht feststellbar.

1.5.4 Proteinstruktur

Das von MATTIOLI und REICHLIN (1974) erstmals beschriebene humane
Phosphoprotein La/SS-B besteht aus 408 AS und besitzt ein theoretisches MW von 46,8 kDa
(CHAN et al. 1989b). Im SDS-Gel wandert es auf einer Héhe von ca. 50 kDa (PRUIJN, 1994).

Das humane La/SS-B-Protein lasst sich in eine N-terminale Domane (X-Domane) mit
einem MW von 29 kDa und in eine C-terminale Doméane (Y-Doméane) mit einem MW von
24 kDa einteilen (Abb. 3). Beide Doméanen sind durch eine 130 AS umfassende, alphahelikale
linker-Region verbunden (CHAMBERS et al., 1988) (Abb. 3).

In der N-terminalen Domane befindet sich ein hoch konserviertes RNP-Bindemotiv. Auf
Grund seiner Lange von ca. 80 AS wird es als RNP-80- (Ribonucleoprotein-80-) Motiv oder als
RRM (RNA recognition motiv) bezeichnet (BURD und DREYFUSS, 1994) (Abb. 3). Es besteht
aus zwei 6 bzw. 8 AS langen Konsensussequenzen, die mit RNP2 und RNP1 bezeichnet
werden (CHAN et al., 1989b; CHAMBERS et al., 1988) (Abb. 3). Diese sind durch einen 30 AS
langen Abschnitt voneinander getrennt (DREYFUSS et al., 1988) (Abb. 3). Die Funktion des
RNP-80-Motivs als RNA-Bindestelle konnte von MATHEWS und FRANCOEUR (1984)
demonstriert werden. Zur RNA-Bindung werden aber noch weitere N-terminal gelegene AS
bendtigt (PRUIJN et al., 1991; KENAN et al., 1991) (Abb. 3).

In der C-terminalen Domane, die nach der linker-Region mit dem Methionin 223 (M223)
beginnt, liegen verschiedene Strukturmotive. So finden sich zwei zur Interferon-induzierbaren
Proteinkinase R (PKR) homologe Doppelstrang-RNA- (dsRNA) -Bindemotive (XIAO et al.,
1994; CLEMENS, 1993) und ein der DEAD- oder DEXH-Box-ahnliches Helikase-Motiv (HUHN
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et al.,, 1997; LINDER et al., 1989) (Abb. 3). Des weiteren liegen in dieser Domane ein putatives
Dimerisierungssignal (CRAIG et al., 1997) und eine ATP-Bindestelle (TROSTER et al., 1995;
TOPFER et al., 1993) mit der Konsensussequenz G/AXXXXGK (Abb. 3). Diese Sequenz wird
auch als Walker-Motiv bezeichnet (WALKER et al., 1982). Auflerdem soll ein nicht naher
beschriebenes Calmodulin-Bindemotiv existieren. Calmodulin verstart in Anwesenheit von Ca**
die Bindeeigenschaften des La/SS-B-Proteins an DNA (CASTRO et al., 1996).

Aulerdem liegen in der C-terminalen Domane ein putatives Kernlokalisationssignal
(NLS), ein mutmalliches Kernretentionssignal (NRS) und ein putatives Kernexportsignal (NES)
(Abb. 3). Das NLS ist fir den Transport des neusynthetisierten, prozessierten Proteins durch
die Kernporen in den Zellkern verantwortlich (SIMONS et al., 1996; DINGWALL und LASKEY,
1991). Das NRS sorgt flr die Rickhaltung des humanen La/SS-B-Proteins im Zellkern
(SIMONS et al.,, 1996). Vermittelt durch das NES kann das La/SS-B-Protein durch einen
energieabhangigen Prozeld aus dem Zellkern in das Zytoplasma transport werden (SIMONS et
al.,, 1996). Nach BACHMANN et al. (1997) ist fur den Export nicht nur das NES, sondern die
gesamte C-terminale Domane vorantwortlich.

Des weiteren finden sich in der C-terminalen Domane zwei direkt aneinandergrenzende
PEST-Motive (Abb. 3). Ein weiteres PEST-Motiv liegt in der linker-Region (Abb. 3). Ihren
Namen erhalten PEST-Motive auf Grund des gehauften Auftretens der AS Prolin,
Glutaminsaure, Serin und Threonin. Allerdings kann auch in geringerem Malie Asparaginsaure
vorkommen (CHAN et al., 1989a; ROGERS et al., 1986). PEST-Regionen sind besonders bei
schnell degradierenden Proteinen zu finden. Diese drei PEST-Motive stellen den Grund fir die
Sensitivitdt des La/SS-B-Proteins gegenuber Proteasen dar (CHAN et al., 1989b). Sie sind fur
die bei Gelelektrophoresen haufig auftauchenden Degradationsbanden mit MW von 43 kDa,
29 kDa und 24 kDa verantwortlich (CHAN et al., 1989a; CHAN et al., 1986).

NR
NES
RNA-Bir Dim i I
er-Region
NLS
RNP2 RNP1 ATP DEXH
PEST
N — C
1 408
RNP-80 PKR PKR PEST  PEST
X-Doméne Y-Domdéne
Abb. 3: Schema des humanen La/SS-B-Proteins (verandert nach SIMONS et al., 1996)
ATP: ATP-Binder-Motiv 1: AS 1 (N-Terminus) NES: Kernexportsignal
DEXH: DEXH-Box Helikase-Motiv 408: AS 408 (C-Terminus) NLS: Kernlokalisationssignal
RNP-80: RNP-80-Motiv (RNP1 und RNP2) N: N-terminale X-Doméane NRS: Kernretentionssignal

PEST: proteasesensitiver Bereich C: C-terminale Y-Domane PKR: dsRNA-Bindemotiv der PKR
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1.5.5 Die isoelektrischen Proteinformen

In der 2D-Gelelektrophorese lassen sich bis zu acht isoelektrische Proteinformen des
humanen La/SS-B mit einem pl zwischen 6 und 7,5 detektieren. Dabei sollen diese
Uberwiegend durch in vivo-Phosphorylierungen an den frei zuganglichen Serin-Resten
zustande kommen (CHAMBERS et al., 1988; FRANCOEUR, 1985; PIZER et al., 1983).
Threonin-Phosphorylierungen durch die Caseinkinase Il sollen nach PFEIFLE et al. (1987) und
PIZER et al. (1983) in vitro-Artefakte darstellen. Nach CHAN et al. (1986) sollen alle
Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Proteindomane enthalten sein.

BROEKHUIS et al. (2000) fanden mittels der hochauflésenden 2D-Gelelektrophorese 14
isoelektrische, humane La/SS-B-Proteinformen mit einem pl zwischen 6 und 7,5. Nur vier
davon lassen sich auf Phosphorylierungen zurtickfihren. Als Phosphorylierungsstellen kommen
Thr-302, Ser-325, Thr-362 und Ser-366 in Frage. Eine (De)Phosphorylierung beeinflusst den
Autoren zufolge die nukledre Lokalisation des Proteins nicht. Die Bedeutung der isoelektrischen

Proteinformen bleibt unklar.

1.5.6 Evolutiondre Konservierung

Mit humanen Patientenseren konnte das La/SS-B-Protein bisher in S. cerevisiae
(LIN-MARQ und CLARKSON, 1995; YOO und WOLIN, 1994), D. melanogaster (YOO und
WOLIN, 1994; BAI et al., 1994), A. albopictus (PARDIGON und STRAUSS, 1996), X. laevis
(SCHERLY et al., 1993), M. musculus (TOPFER et al., 1993), R. norvegicus (SEMSEI et al.,
1993), Rind (PRUIJN, 1994) und Mensch (TROSTER et al., 1994, CHAN et al., 1989a;
CHAMBERS et al., 1988) nachgewiesen werden (PRUJIN, 1994; ST. CLAIR et al., 1991).

Der Vergleich des La/SS-B-Proteins aus Mensch und anderen Vertebraten ergibt, dass
das Protein hoch konserviert ist. Die gefundenen Homologien zum Menschen reichen von 26%
bei D. melanogaster (YOO und WOLIN, 1994), uber 60% bei X. laevis (PRUIJN, 1994), bis zu
95% beim Rind (PRUIJN, 1994). X. laevis enthalt zwei verschiedene La/SS-B-Proteine, LaA
und LaB, die 91% Homologie zueinander aufweisen (SCHERLY et al., 1993).

Das La/SS-B-Protein aus S. cerevisiae, bezeichnet als LHP1 (YOO und WOLIN, 1994)
oder LAH1 (LIN-MARQ und CLARKSON, 1995), weist zu dem aus D. melanogaster noch 23%
Identitat auf, ist jedoch, verglichen mit dem humanen La/SS-B-Protein, am C-Terminus ca.
150 AS kurzer. Dariber hinaus zeigen das Protein YCL37c aus S. cerevisiae und das Protein
0570A aus der Reispflanze ausschliel3lich Homologien zur N-terminalen Region des humanen
La/SS-B-Proteins (KOONIN et al., 1994; YOO und WOLIN, 1994).
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1.5.7 Antigene Epitope

Nach CHAN et al. (1986) existiert im humanen La/SS-B-Protein auf jeder Doméane ein
antigenes Epitop. Diese Epitope sind unter den Saugetierspezies konserviert (CHAN et al.,
1986). Bei dem Epitop auf der N-terminalen Domane handelt es sich um ein immundominantes
Konformationsepitop (MCNEILAGE et al.,, 1992). Des weiteren existieren noch mehrere
speziesspezifische Epitope (SEMSEI et al., 1993; WENG et al., 1993).

Bei der Untersuchung von Patientenseren entdeckten MCNEILAGE et al. (1990), dass
die Antikoérperantwort zunachst gegen das immundominante N-terminale Epitop gerichtet war
und spater durch intramolekulares epitope spreading auf kryptische Epitope der C-terminalen
Region Uberging (SERCARZ et al., 1993; LEHMANN et al., 1993). Intramolekulares epitope
spreading wurde bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen beschrieben (VANDERLUGT
und MILLER, 1996; TISCH et al., 1993; LOU und TUNG, 1993). HAAHEIM et al. (1996)
kommen zu dem Schluf3, dass die erkannten Epitope flr jedes Patientenserum individuell und
verschieden sind und dass es keine typischen Muster fir das SS und den SLE gibt.

Einige Epitope des humanen La/SS-B-Proteins, gegen die am haufigsten Autoantikérper
von SS-Patienten reagieren, ahneln nach HAAHEIM et al. (1996) Proteinsequenzen von
Herpes-, Hepatitis-B- und Polyoma-Viren. KOHSAKA et al. (1990) beschrieben ein Epitop, das
eine hohe Homologie zum retro-viralen gag-Protein besall und gegen das alle von ihnen
untersuchten anti-La/SS-B-positiven Patientenseren reaktiv waren.

CHANG et al. (1997) isolierten aus Patientenseren anti-La/SS-B-Antikorper, die mit
murinem B1-Laminin kreuzreagierten. Solche kreuzreagierenden Antikorper konnten, wenn sie
plazentagangig sind, eine wichtige Rolle bei der Entstehung des congenitalen Herzblocks
(CHB) spielen (LI et al., 1995; HORSFALL et al., 1992), einer irreversiblen Herzschadigung bei
Feten, deren Mutter an SLE oder pSS erkrankt sind.

1.5.8 Monoklonale Antikdrper

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden monoklonale Antikérper (mAK) gegen das
La/SS-B-Protein entwickelt (VELDHOVEN et al., 1995; TROSTER et al., 1995; BACHMANN et
al., 1990b; MAMULA et al., 1989; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al., 1986a; SMITH et
al., 1985). Im Folgenden sind die am meisten verwendeten mAK aufgefihrt.

Das Epitop des mAK 4B6 stellt die ATP-Bindestelle in der C-terminalen Doméane des
La/SS-B-Proteins dar. ATP konkurriert im Immuno-Blot mit dem mAK 4B6 um die Bindestelle
(TROSTER et al., 1995). Da der mAK 4B6 sowohl mit humanen La/SS-B-Protein als auch
schwach mit dem aus Maus (TROSTER et al., 1995), Ratte, Affe und Hamster reagiert, ist
vermutlich die dreidimensionale Struktur der ATP-Bindestelle konserviert (STURGESS et al.,
1988; RAUH et al., 1988; CHAMBERS et al., 1988; ST. CLAIR et al., 1988). Da das Epitop im
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Immuno-Blot denaturiert wird, ist die Detektion des La/SS-B-Proteins mit dem mAK 4B6 hier
meist nicht méglich (SEMSEI et al., 1993).

Der mAK SW5 erkennt ein Epitop im RNP-80-Motiv und reagiert mit La/SS-B-Protein
aus Mensch, Affen und Rind, nicht aber mit dem aus Maus und Ratte (PRUIJN et al., 1995).

Das Epitop des mAK 5B9 (DRATHEN, 1997) liegt in der N-terminalen Doméane
(SCHORNER, 2000; unverdffentlicht; DRATHEN, 1997). Dabei muss ein konserviertes Epitop
erkannt werden, da La/SS-B-Protein aus Mensch, Maus, Ratte, Affe, Hamster (DRATHEN,
1997), Kaninchen und Katze (SCHORNER, 2000; unverdffentlicht) detektiert wird.

1.5.9 Die hot spot-Region und das putative Neoepitop

Bei der Untersuchung einer cDNA-Bank aus PBLs einer autoimmunen pSS-Patientin
wurde eine La/SS-B-cDNA mit einer Deletion eines Adenin-Nukleotids im Exon 7 gefunden
(BACHMANN et al., 1996a). Wahrscheinlich handelte es sich um eine Punktmutation, die von
der Patientin im Laufe ihres Lebens erworben wurde. Unabhangig davon fand sich in einer
cDNA-Bibliothek aus menschlichem Tumor-Lebergewebe eine La/SS-B-cDNA, die an
derselben Stelle eine Insertion eines Adenin-Nukleotids enthielt. Die Mutationen lagen in einer
Region, die als hot spot-Region charakterisiert werden konnte (GROLZ et al., 1997¢) und die
die linker-Region zwischen dem La/SS-B-N- und La/SS-B-C-Terminus darstellte. Im humanen
La/SS-B-Gen liegt in dieser hot spot-Region eine Kassette mit acht aufeinanderfolgenden
Adeninen. Die Patienten-cDNA enthalt hier sieben, die Leber-cDNA neun Adenine.

Bei der Insertionsmutation entsteht ein neues Stop-Codon gleich nach der
Punktmutation, was zur Folge hat, dass die Translation abbricht. Hierbei fehlt die C-terminale
Domane und somit auch das NLS, so dass Transfektionsstudien erwartungsgemal eine
Uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation des verklrzten La/SS-B-Proteins ergeben
(BACHMANN et al., 1997). Auch im Fall der Deletionsmutation wird nur ein N-terminales
Fragment gebildet, dem das NLS fehlt. Jedoch weicht die AS-Sequenz unterhalb der
Rasterschubmutation von der nativen Sequenz ab, da, bedingt durch die Mutation, 12 neue AS
entstehen (BACHMANN et al.,, 1996b). Dann unterbricht ein Stop-Codon die weitere
Translation. Die durch die Mutationen gebildeten N-terminalen La/SS-B-Fragmente werden als
La/SS-B-N(9A) (Insertionsmutation) und La/SS-B-N(7A) (Deletionsmutation) bezeichnet.

Die 7A-Mutation in dieser kritischen Region, von der durch epitope mapping gezeigt
wurde, dass sie eines der Hauptautoepitope des humanen La/SS-B-Proteins beinhaltete, flhrte
zur Bildung eines 12 AS langen Neoepitops, das im Protein normalerweise nicht vorkam
(BACHMANN et al., 1996b), wodurch die Immunantwort wahrscheinlich getriggert wurde. Dies
deutet darauf hin, dass die Entstehung von ANAs zumindest teilweise durch einen
Autoantigen-getriebenen Mechanismus erfolgt (BACHMANN et al., 1996b).

Das Neoepitop ist reich an basischen AS. Es zeigt im Sequenzvergleich Homologie zu
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einer Reihe anderer Autoantigenen, wie der Topoisomerase | (bekannt als Autoantigen SCL70),
den RNA-Polymerasen, der reversen Transkriptase und einer Vielzahl von DNA-bindenden
Proteinen. Auflerdem zeigt es auch Homologie zu der nativen humanen und murinen
La/SS-B-AS-Sequenz (BACHMANN et al., 1996a). Damit kénnte es sowohl fir ein
Selbst-mimikry als auch flr das epitope spreading verantwortlich sein. Somit ware die

B-Zell-Autoimmunitat die Folge einer fehlerhaften Proteinexpression eines Autoantigens.

1.5.10 Zellulare Lokalisationen

Saugetierzellen enthalten ca. 1,5x 10" La/SS-B-Protein-Molekiille (GOTTLIEB und
STEITZ, 1989a; GOTTLIEB und STEITZ, 1989b). Die Lokalisation des La/SS-B-Proteins,
ursprunglich als zytoplasmatisches Protein beschrieben (MATTIOLI und REICHLIN, 1974), wird
heute weitestgehend als nuklear angesehen (BACHMANN et al., 1986a).

Immunzytochemische Farbungen mit Patientenseren oder mAKs gegen das
La/SS-B-Protein liefern homogene (NYMAN et al., 1986) oder gesprenkelte (speckled)
Kernfarbungen (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al., 1986a).
Auch nukleolare Farbungen werden beobachtet (DENG et al., 1981). GRAUS et al. (1985)
fanden das La/SS-B-Protein in einigen Neuronen des ZNS ausschliefdlich im Nukleolus.

Die gesprenkelte, nukleare Farbung beruht auf einer Anfarbung der
Interchromatingranula (ICG), welche eine Speicherregion flr inaktives, nukledres Material
darstellen (CARMO-FONSECA et al.,, 1989). Das La/SS-B-Protein liegt in den ICGs mit
U1-snRNPs kolokalisiert vor (BACHMANN et al., 1989a). Neben dieser Lokalisation findet sich
noch eine fein-granulare Verteilung des La/SS-B-Proteins innerhalb des Zellkerns und eine
Assoziation mit Perichromatin-Fibrillen (PCF) und -Granula (PCG). Diese Zellkernstrukturen
gelten als Orte der Transkription und der anschlieBenden Prozessierung von RNA. Wird die
RNA-Synthese, die hauptsachlich im Bereich der Nukleoli und der Perichromatingranula
stattfindet, durch Actinomycin D gehemmt, so verschwindet dort die La/SS-B-spezifische-
Farbung (DENG und TAN, 1985). Die unterschiedlichen Kernfarbemuster spiegeln
wahrscheinlich die verschiedenen Lokalisationen des La/SS-B-Proteins in Abhangigkeit seiner
Aktivitat wieder (BACHMANN et al., 1990a; BACHMANN et al., 1990b).

Nach Zellfraktionierungen fanden PEEK et al. (1994 und 1993) humanes
La/SS-B-Protein hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert vor, was den immunzytochemischen
Farbeergebnissen scheinbar widersprach. Eine Moglichkeit fir eine Translokation des
La/SS-B-Proteins in das Zytoplasma besteht (ber die transiente Bindung an den
3’-0Oligo(U)-Teil von RNA-Pol llI-Transkripten, wie z.B. die 4,5S-RNA und die hY-RNAs. Bei der
zytoplasmatischen Lokalisation ist humanes La/SS-B-Protein mit dem endoplasmatischen
Reticulum (ER) und dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) assoziiert (BACHMANN et al.,1988).

Eine Umverteilung (shuttling) und eine Akkumulation (BACHMANN et al., 1989b;
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BACHMANN et al., 1988; BACHMANN et al., 1987) des La/SS-B-Proteins aus dem Zellkern in
das Zytoplasma bis hin zur Translokation an die Zelloberflache findet sich nach Einwirkungen
von verschiedenen Stressfaktoren. Dazu zahlen UV-Bestrahlung (BACHMANN et al., 1990b),
Herpes- und Polio-Virusinfektionen (MEEROVITCH et al.,, 1993; BACHMANN et al., 1992b;
BACHMANN et al, 1989c; BABOONIAN et al, 1989), Behandlung mit
Glykosylierungshemmstoffen (BACHMANN et al., 1990b), Behandlung mit Ostradiol
(FURUKAWA et al., 1988), Stimulierung hungernder Zellen mit 10%igem fetalem Kalberserum
(BACHMANN et al., 1991) und Behandlung mit Transkriptionsinhibitoren (BACHMANN et al.,
1989a; BACHMANN et al., 1987). Des weiteren wird eine seltene zytoplasmatische Lokalisation
des La/SS-B-Proteins in mitotischen Zellen beobachtet (BACHMANN et al., 1992a). Nach
Infektion mit Herpes-Viren (Herpes simplex Typ 1) kann neben einer zytoplasmatischen
Lokalisation (BACHMANN et al., 1998; BACHMANN et al., 1991) sogar ein Transport des
La/SS-B-Proteins auf die Zelloberflache beobachtet werden, wo es mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und Clathrin kolokalisiert vorliegt (BACHMANN et al., 1991;
BACHMANN et al., 1989a). Somit fihren pathophysiologische Faktoren, die bei Patienten einen
Krankheitsschub auslésen, zu einer Umverteilung des La/SS-B-Proteins, so dass den ANAs
eine direkte pathogene Funktion zukommt. (PEEK et al., 1994; VENABLES und BROOKES,
1992; BABOONIAN et al., 1989).

1.5.11 Zellulare Funktionen

Die Aufgaben, die das La/SS-B-Protein in der Zelle Gbernimmt, sind nicht vollstandig
geklart. Die Funktion des Proteins wurde und wird &uferst kontrovers diskutiert. Das
La/SS-B-Protein scheint in Abhangigkeit von seiner Lokalisation in einer Vielzahl von nuklearen

und zytoplasmatischen Prozessen involviert zu sein.

1.5.11.1 Das La/SS-B-Protein als Transkriptions-/Terminationsfaktor

GOTTLIEB und STEITZ (1989a, 1989b) beschrieben das humane La/SS-B-Protein als
einen Transkriptions-/Terminationsfaktor der RNA-Pol Ill. MARAIA (1996) fand, dass humanes
La/SS-B-Protein in vitro flr eine effiziente Transkription und eine effiziente Reinitiation des
Pol lll-Transkriptionskomplexes bendtigt wurde.

Uber das RNP-80-Motiv bindet das La/SS-B-Protein an die 3’-Oligo(U)-Sequenz von
neu synthetisierten RNA-Pol lll-Transkripten (GOTTLIEB und STEITZ, 1989a; GOTTLIEB und
STEITZ, 1989b). Die Bindungsstelle des humanen La/SS-B-Proteins sind drei oder mehr
Uridin-Reste am 3’-Ende der RNAs (STEFANO, 1984; MATHEWS und FRANCOEUR, 1984).

Diese Sequenz entspricht dem Transkriptions-/Terminationssignal von Pol llI-Genen
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(BOGENHAGEN und BROWN, 1981). Nachgewiesen werden konnte eine Bindung des
La/SS-B-Proteins an die 5S-rRNA (RINKE und STEITZ, 1982), die 7S-L-RNA (CHAMBERS et
al., 1983), die Maus-4,5S-rRNA (HENDRICK et al., 1981), die U6-RNA (PRUIJN, 1994), die
hY-RNAs (HENDRICK et al, 1981) und an alle pra-tRNAs. Die Assoziation mit den
Pol llI-Transkripten ist nur vortibergehend und kann nach dem Prozessieren der Transkripte,
mit Ausnahme der hY-RNAs, nicht mehr detektiert werden (RINKE und STEITZ, 1982). Des
weiteren lasst sich das La/SS-B-Protein in Assoziation mit der von der RNA-Pol ll
transkribierten U1-snRNA detektieren (BACHMANN et al., 1986b; MADORE et al., 1984).
Humanes La/SS-B-Protein bindet auch an das 3’-Ende der small cytoplasmic non-mRNAs BC1
(von Nagern) und BC200 (von Primaten) (KREMERSKOTHEN et al., 1998). Vermutet wird,
dass das La/SS-B-Protein in Assoziation mit BC1 und BC200 an der Kontrolle der Translation
beteiligt ist. Die Bedeutung dieser RNP-Komplexbildung ist ungeklart.

Auch kleine RNAs, wie die VAI- und VAII-RNA des Adeno-Virus (LERNER et al., 1981a;
ROSA et al., 1981) oder die EBER1- und EBER2-RNAs des Epstein-Barr-Virus (PEEK et al.,
1994; FOX et al., 1992; LERNER et al., 1981b) sind mit humanem La/SS-B-Protein assoziiert.
Auch kann eine Bindung an die mRNA des Influenza-Virus (PARK und KATZE, 1995) und des
Hepatitis-C-Virus (ALI und SIDDIQUI, 1997) nachgewiesen werden. Das La/SS-B-Protein
bindet auch an die leader-RNAs des vesicularen Stomatitis-Virus (VAN VENROOU et al.,
1993), des HIV (CHANG et al., 1995), des Polio-Virus (MEEROVITCH et al.,, 1993;
MEEROVITCH et al., 1989) und des Tollwut-Virus (KURILLA et al.,, 1984), die keine
3'-Oligo(U)-Sequenz besitzen.

Nach FAN et al. (1997) sorgt humanes La/SS-B-Protein nur dann effizient fur die
Termination der Transkription, wenn Ser-366 unphosphoryliert ist. Die Phosphorylierung von
Ser-366 durch die Caseinkinase Il inhibiert die Funktion des La/SS-B-Proteins als
Terminationsfaktor. Laut PFEIFLE et al. (1987) nimmt die Affinitat des La/SS-B-Proteins zu
RNAs ab, je starker das Protein phosphoryliert ist. Dabei kdnnte es sich um eine Feinregulation
der RNA-Bindung handeln (BACHMANN et al., 1986¢). Dem System vergleichbar ware der
Faktor rho in E. coli (BRENNAN et al., 1987).

1.5.11.2 Das La/SS-B-Protein als Faktor der internen Translationsinitiation

Virale mRNAs sind oft sekundarstrukturreich, haben teilweise keine m’Gppp-Kappe und
besitzen auf Grund ineinanderliegender Leserahmen mehrere Start-AUGs. Zur
Virus-Replikation muss jeder Leserahmen zur Proteinsynthese genutzt werden. Nach dem
scanning-Modell (KOZAK, 1978) ist eine Translation aber nur schwer vorstellbar.
Wahrscheinlich besitzen solche mRNAs eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) und
werden durch die m7Gppp-Kappe-unabhéngige interne Translationsinitiation translatiert
(BELSHAM, 1995; PELLETIER und SONENBERG, 1988). Zytoplasmatisch lokalisiertes
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La/SS-B-Protein spielt, neben den herkdmmlichen Initiationsfaktoren der Translation, hierbei
eine wichtige Rolle (MEEROVITCH et al., 1993). Vermutlich sorgt es als landing pat protein fur
die Bindung des Ribosoms an ein Start-AUG.

Humanes La/SS-B-Protein ist mit einer Reihe viraler RNAs assoziiert, die eine IRES
besitzen, so z.B. die EBER1- und EBER2-RNAs des Epstein-Barr-Virus (LERNER et al.,
1981b), die VAI- und VAII-RNAs des Adeno-Virus (ROSA et al., 1981), die leader-RNA des HIV
(CHANG et al.,1995), die mRNAs des Hepatitis-C-Virus (ALl et al., 2000; ALI und SIDDIQUI,
1997) und die RNAs des Polio-Virus (MEEROVITCH et al., 1993; MEEROVITCH et al., 1989).
Nach SHIROKI et al. (1999) spaltet die Polio-Virus-spezifische Protease 3C das C-terminal
gelegene NLS des humanen La/SS-B-Proteins ab, was zu einer zytoplasmatischen Lokalisation
des verkurzten La/SS-B-Proteins fuhrt. Dieses kann dadurch fir die interne Initiation der
Polio-mRNA sorgen. Bei Abwesenheit des La/SS-B-Proteins werden vermehrt aberrante
Polio-Virus-Proteine synthetisiert (MEEROVITCH et al., 1993).

Auch eukaryontische RNAs besitzen eine IRES, so z.B. die drei RNAs des an die
schwere Kette der Immunglobuline bindenden Proteins (BiP) (MACEJAK und SARNOW, 1991),
die RNA des Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) (VAGNER et al.,, 1995), die RNA des
Initiations-Faktor elF4G (GAN und RHOADS, 1996) und die RNAs der homeotischen Gene
Antennapedia (OH et al., 1992) und Ultrabithorax (YE et al., 1997). Selbst die Translation des
humanen La/SS-B-Proteins wird intern initiert (GROLZ, 1998) (1.5.3). Damit kénnte humanes
La/SS-B-Protein fur seine eigene interne Initiation der Translations verantwortlich sein.

Humanes La/SS-B-Protein wird nach Apoptoseinduktion durch eine PP2A-ahnliche
Phosphatase dephosphoryliert und durch Caspasen proteolytisch in ein Protein mit einem MW
von 45 kDa gespalten (RUTJES et al.,, 1999). HOLCIK und KORNELUK (2000) fanden, dass
humanes La/SS-B-Protein ein Bestandteil eines zytoplasmatischen RNA-Proteinkomplexes
darstellte, der zur internen Translationsinitiation der mRNA des X-linked inhibitor of apoptosis

protein (XIAP) notwendig war, eines der Schlliisselproteine bei der Regulation der Apoptose.

1.5.11.3 Das La/SS-B-Protein als Stabilisator von Histon-Proteinen

Mit Beginn der S-Phase des Zellzyklus steigt die Halbwertszeit von Histon-mRNA
(MCLAREN et al., 1997). Dies fuhrt zu einer Zunahme an Histon-Proteinen und beschleunigt
gegen Ende der S-Phase den Zerfall von Histon-mRNA (KNIPPERS, 1997). MCLAREN et al.
(1997) reinigten einen Stabilisator der Histon-mRNA und charakterisierten das gereinigte
Protein als La/SS-B. In ihrem in vitro-Modell konnte die Zugabe von gereinigtem, humanem
La/SS-B-Protein die Histon-mRNA stabilisieren.
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1.5.11.4 Das La/SS-B-Protein als DNA-RNA-Helikase

Humanes La/SS-B-Protein kann unter ATP-Verbrauch dsRNA mit 3’-Uberhang oder
DNA-RNA-Hybride aufschmelzen (HUHN et al., 1997; XIAO et al., 1994; BACHMANN et al.,
1990a; BACHMANN et al., 1990c). Dies stimmt mit der Funktion des La/SS-B-Proteins als
Transkriptions-/Terminationsfaktor von Pol lll-Transkripten Gberein (GOTTLIEB und STEITZ,
1989a und 1989b). Die DNA-RNA-Helikase-Aktivitat wirde das Lésen von Pol llI-Transkripten
von der DNA-Matrize erleichtern, die dsRNA-Helikase-Aktivitdt konnte z.B. bei der internen

Initiation von Polio-Virus-mRNA, deren 5’-UTR Sekundarstrukturen besitzt, dienlich sein.

1.5.11.5 Das La/SS-B-Protein als RNA-chaperone

Das La/SS-B-Protein LHP1 von S. cerevisiae ist nach YOO und WOLIN (1997) an der
Stabilisierung der Konformation und der endonukleolytischen Reifung der pra-tRNAs beteiligt,
indem es, gebunden an das 3’-Ende der pra-tRNAs, als RNA-chaperone fungiert. Dadurch
beeinflusst das La/SS-B-Protein die Reifung, den Transport oder die Bildung von RNPs.

1.5.11.6 Das La/SS-B-Protein als Gegenspieler der Proteinkinase R (PKR)

In vitro wurde gezeigt, dass humanes La/SS-B-Protein die inhibitorische Wirkung der
Interferon-abhangigen Proteinkinase R (PKR) auf die Proteinbiosynthese wahrend des
antiviralen Zustands einer Zelle bei Anwesenheit geringer Mengen an dsRNA durch
Kompetition aufhebt (JAMES et al., 1999). Die Funktion der PKR besteht darin, die zellulare
Translation bei Virusinfektionen zu inhibieren. Beim Auftreten groRerer dsRNA-Mengen wird die
PKR aktiviert und sorgt fur die Inhibition der Translation. Die Autoren vermuten, dass die
Fahigkeit des La/SS-B-Proteins die PKR zu hemmen und damit die Proteinbiosynthese aufrecht

zu erhalten auf die Bindefahigkeit des La/SS-B-Proteins gegenlber dsRNA zuriickzufiihren ist.

1.5.11.7 Das La/SS-B-Protein als essentieller Faktor in der Embryonalentwicklung

BAI und TOLIAS (2000) konnten erstmals in vivo La/SS-B entwicklungsgenetisch bei
D. melanogaster charakterisieren. Die Autoren konnten zeigen, dass Transkripte von La/SS-B
sehr frith im gesamten Embryo exprimiert wurden. In spateren embryonalen
Entwicklungsstadien finden sich diese vor allem im viszeralen Mesoderm, im Darm, in den

Gonaden und in Drisengeweben. Homozygote, La/SS-B-defiziente Larven sind auf Grund



18 1 Einleitung

schwerer Defekte im Mitteldarm letal. Die Defekte korrelieren mit dem Verlust von Ultrabithorax
(Ubx). Wahrscheinlich spielt das La/SS-B-Protein nicht nur bei der Entwicklung von

D. melanogaster sondern auch bei der von héheren Organismen eine wichtige Rolle.

1.6 Das murine Autoantigen La/SS-B

Im Vergleich zum humanen ist Uber das murine La/SS-B relativ wenig bekannt. Dies ist
darauf zurlckzufihren, dass das humane La/SS-B auf Grund seiner Rolle bei
Autoimmunerkrankungen des Menschen verstarkt untersucht wird. Allerdings lassen sich viele
Ergebnisse des humanen La/SS-B auf das murine tbertragen.

Das murine La/SS-B-Phosphoprotein besteht aus 415 AS und besitzt ein MW von
47,7 kDa. Im Polyacrylamidgel wandert es auf einer Laufhéhe von etwa 45 kDa. Das murine
La/SS-B-Protein ist zu 76,7% mit dem humanen identisch. Die C-terminale Domane besitzt mit
der humanen nur noch ungefahr 65% Ubereinstimmung. Rek. murines La/SS-B-Protein bindet
an Poly(U)-Agarose, was die Funktion des La/SS-B-Proteins als Transkriptions-/
Terminationsfaktor von RNA-Pol llI-Transkripten bestatigt (TOPFER et al., 1993).

Das La/SS-B codierende Gen der Maus befindet sich als single copy-Gen auf dem
Chromosom 2. Hinweise auf Pseudogene finden sich nicht. Bei der Untersuchung von
verschiedenen Mausstdmmen konnten TOPFER et al., (1993) keine Restriktionsfragment-
langenpolymorphismen (RFLP) ermitteln.

Insgesamt existieren drei murine La/SS-B-mRNAs, die sich nur in ihrer 5’-UTR, nicht
aber im codierenden Bereich, unterscheiden. Das Start-AUG befindet sich wahrscheinlich im
Exon 2. Vermutlich werden die 5-UTRs von drei verschiedenen Exon 1 gebildet. Da fur die
murinen La/SS-B-mRNAs noch keine Nomenklatur eingefihrt wurde, wurden die mRNAs im
Folgenden willkrlich mit Exon 1a-, Exon 1b- und Exon 1c-mRNA-Isoform bezeichnet.

Das Exon 1b (TOPFER et al., 1993; GenBank accession No. L00993) ist im Vergleich
zum Exon 1a (GROLZ und BACHMANN, 1997d; unveréffentlicht; GenBank accession No
Y07951) an seinem 3’-Ende um 27 Nukleotide verlangert, sonst aber zum Exon 1a identisch.
Wahrscheinlich  stellen die Exon1a- und Exon 1b-mRNA-Isoformen verschiedene
splice-Varianten eines gemeinsamen Vorlaufertranskripts dar. Dies wirde der humanen
La/SS-B-Exon 1’- bzw. La/SS-B-Exon 1”-mRNA entsprechen.

Das Exon 1c (TOPFER et al., 1993; MARRA et al., 1996; unverdffentlicht; GenBank
accession No AA798418) besitzt keinerlei Ahnlichkeit mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Die von
MARRA et al. (1996; unverotffentlicht; GenBank accession No AA798418) gefundene
Exon 1¢c-Sequenz unterschied sich von der Sequenz, die von TOPFER et al. (1993) gefunden
wurde, nur darin, dass diese an ihrem 5-Ende um 146 bp verlangert war. Wahrscheinlich
beginnt die Transkription der mRNA-Isoformen an verschiedenen Transkriptionsstartpunkten,

wie es flr permanent exprimierte Haushaltsgene typisch ist.
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2 AUFGABENSTELLUNG

Um ein murines Tiermodell entwickeln zu kdnnen, bei dem eine pathophysiologisch
veranderte Expression von La/SS-B untersucht werden kann, ist es zuerst notwendig, die
physiologische Situation des murinen La/SS-B zu verstehen. Hierbei sollen sich die
Untersuchungen von der genomischen Ebene, Uber die Regulation der Transkription und
Translation bis hin zum funktionellen Protein erstrecken. Die Untersuchungen muissen dabei
alle bekannten murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen einschlieBen. Insgesamt steht immer der

Vergleich mit dem humanen La/SS-B im Vordergrund.

Im Zusammenhang mit der genomischen Situation und der Expression der murinen

mRNA-Isoformen stellen sich folgende Fragen:

Wie ist das Strukturgen organisiert und welche Ruckschlisse lassen sich dadurch auf die
Expression ziehen?

Wird die Transkription der mRNA-Isoformen unabhangig von verschiedenen Promotoren aus
reguliert? Wie viele Promotoren existieren, wo sind sie lokalisiert und welche mRNA-Isoformen
werden von ihnen transkribiert?

Nach KOZAK (1991b) kénnten mRNAs mit verschiedenen 5-UTRs precursor-mRNAs
darstellen, welche posttranskriptional erst zu funktionellen mRNAs weiter zurecht geschnitten
werden mussen. Handelt es sich bei den mRNA-Isoformen um precursor-mRNAs?

Werden alle mRNA-Isoformen fir die Synthese von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt oder
handelt es um eine Art regulatorische und, zumindest auf der Ebene der Translation,
nicht-funktionelle  mRNAs? Sind alle mRNA-Isoformen gut translatierbar oder gibt es
Unterschiede in der Translationseffizienz?

Lassen sich die alternativen 5’-UTRs der humanen und murinen mRNA-Isoformen miteinander
vergleichen? Kénnen Gemeinsamkeiten festgestellt werden?

Existieren weitere alternative 5’-mRNA-Transkripte oder alternative splice-Transkripte?

Werden zur Polyadenylierung klassische oder alternative Polyadenylierungssequenzen
genutzt? Welche GroéRen besitzen die polyadenylierten mRNAs?

Gibt es gewebeabhangige oder zellspezifische Unterschiede in der Expression der
MRNA-Isoformen?

Werden die mRNA-Isoformen nach dem scanning-Modell von KOZAK translatiert oder kann die
Initiation der Translation durch den internen Eintritt des Ribosoms infolge einer internen
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) erfolgen?

Kommt es zu einer Translokation des La/SS-B-Proteins vom Kern in das Zytoplasma, wenn es
von einer bestimmten mRNA-Isoform in einem geeignten Zellsystem tUberexprimiert wird?
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Auf Proteinebene stellen sich konkret folgende Fragen:

Wie viel Homologie zeigt das murine La/SS-B-Protein zum humanen. Welche Abweichungen in
der AS-Sequenz lassen sich feststellen. Was resultiert daraus flr die funktionellen Domanen?

Lassen sich fur das murine La/SS-B verschiedene isoelektrische Proteinformen nachweisen?
Besitzt das murine La/SS-B-Protein eine hohe Ladungsheterogenitat, ebenso wie das humane?

Unter pathophysiologischen Bedingen ergeben sich folgende Fragestellungen:

Hat das Molekill Stickstoffmonoxid (NO) Einflu auf das murine Autoantigen La/SS-B und
konnte es dadurch zur Ausbildung von Autoimmunitat kommen? Speziell soll das Augenmerk
auf eine Veranderung der Proteinexpression und der Proteinlokalisation liegen.

Kann das Neoepitop, das bei der autoimmunen pSS-Patientin auf Grund einer
Rasterschubmutation im codierenden Leserahmen des humanen La/SS-B-Gens entsteht, bei
Immunisierung von Balb/c-Mausen zur Erzeugung von anti-Neoepitop-AK flihren? Kénnen sich
nach der Theorie des intramolekularen epitope spreading des weiteren Autoantikérper gegen
das native La/SS-B-Protein nachweisen lassen? Kann die B-Zell-Autoimmunitat und die
Entstehung von ANAs somit auf einen Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer
fehlerhaften Proteinexpression zurlickgeflihrt werden?

Wenn sich Autoantikérper induzieren lassen, sind diese dann fiir eine zellschadigende
Vorlauferreaktion verantwortlich, durch die die nukledren Autoantigene dem Immunsystem
zuganglich gemacht werden?
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3 MATERIALIEN

3.1 Chemikalien und ihre Abkilrzungen

Alle Salze, Sauren, Basen und Lésungsmittel (auch hier nicht explizit aufgefiihrte Substanzen)

besalen p.a. Qualitdt oder wurden in ihrer konzentriertesten oder reinsten Form bezogen.

Substanz

Vertreiber/Hersteller

2-Butanol

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

3-[N-Morpholino]propansulfonsaure (MOPS)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid (X-Gal)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP, X-Phosphat)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Aceton

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Acrylamidlésung

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Agar-Bacteriological

Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein

Agarose und Low Melting Agarose (LMP-Agarose)

Biozym, Hameln

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA

Ampicillin (D[-]-Aminobenzylpenicillin-Na-Salz)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Blockierungsreagenz

Roche, Mannheim

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Bromphenolblau (Na-Salz)

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Chloroform

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Coomassie-Brillant-Blau G250

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

CSPD (Dinatrium 3-(4-methoxy-spiro{1,2-dioxetan-3,2’-
(5’-chloro)-tricyclo[3.3.1.1 .3'7]decan}-4-yl) phenylphosphat)

Tropix, Bedford, Massachusetts, USA

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Dimethylformamid (DMF)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Dithiothreitol (DTT)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM-Medium)

Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein

Entwickler fir Rontgenfilme, Kodak LX 24

Kodak AG, Stuttgart

Essigsaure

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Ethanol

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Ethidiumbromid

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EDTA)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Ethylenglycol-bis-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Fixierer fir Rontgenfiime, Kodak AL4

Kodak AG, Stuttgart

Fetales Kalberserum (FKS)

Roche, Mannheim
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Formaldehyd (deionisiert)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Formamid (deionisiert)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Freundsches Adjuvans, komplett (cFa) oder inkomplett (iFa)

Difco, Michigan, USA

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe
Guanidinthiocyanat (GTC) Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Harnstoff Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe
Hefeextrakt Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein
Imidazol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

lonenaustauscherharz (Amberlite MB-6)

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Isopropanol

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Kanamycin

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Lauroylsarcosin (Na-Salz)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Lithiumchlorid

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Maleinsaure

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Natriumacetat (NaOAc)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Natronlauge

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Natriumlaurylsulfat (Sodiumdodecylsulfate = SDS)

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Nukleotide:

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP)
NTPs (ATP, CTP, GTP und Dig-UTP)

Roche, Mannheim
Amersham, Braunschweig

Roche, Mannheim

o-Phenylendiamin (OPD)

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Optimem-Glutamax-Medium

Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Penicillin

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Peptone 140

Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein

Phenol

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Phosphate Buffer Saline (PBS) (nach Dulbecco)

Biochrom KG, Berlin

Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonsaure) (PIPES)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Protein-A-Sepharose

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Saccharose

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Salzsaure

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Sepharose CL-6B mit Nitrilo-Essigsdure-Derivat (Ni-NTA)

QIAGEN Inc., Hilden

Sequagel complete

Biozym, Hessisch Oldendorf

Sequagel XR

Biozym, Hessisch Oldendorf
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S-Nitroso-L-Glutathion (GSNO)

Alexis Biochemicals, Grinberg

Streptomycin

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Tetracyclin

Roche, Mannheim

Toluidinblau

Sigma Chemical Co., Deisenhofen

Tris-Hydroxyethylaminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Triton X-100

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Trypsin/EDTA-LSsung (10x)

Biochrom KG, Berlin

Tween 20®

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

3.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Vertreiber/Hersteller

Aerosol Resistant Tips

Biozym, Hameln

Chromatographiepapier, Whatman 3MM

Whatman, Maidstone, England

Deckglaschen, [0 12 mm

Menzel Glaser, Braunschweig

Dialyseschlauch, Porengré3e 30000 MG

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Filme (Kleinbild) Kodak Ectachrome 400

Kodak Limited, England

Filterpapier Munctell

Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden

Nylonmembran, positiv geladen

Roche, Mannheim

Objekttrager (76x26 mm)

Menzel Glaser, Braunschweig

PCR-Reaktiongefalle (0,2 ml) und 8 Caps-Strip

Biozym, Hameln

Petrischalen (verschiedene Grofien)

Greiner GmbH, Solingen

Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF)

Millipore GmbH, Eschborn

Roéntgenfilme

Fuji Photo Film Co., LTD, Japan

Sterilfilter (2 Mikrometer)

Schleicher & Schill GmbH, Dassel

Streifen mit immobilisierten pH-Gradient (IPG)

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA

Zellkulturflaschen mit und ohne Filter

NuncO GmbH, Roskilde, Danemark

Zellkulturplatten (6-, 12- und 24-Well)

NuncO GmbH, Roskilde, Danemark

Zellschaber

NuncO GmbH, Roskilde, Danemark

3.3 Gerate und Hilfsmittel

Gerat/Hilfsmittel

Hersteller/Vertreiber

Brutschrank Queue StabilTerm CO,-Inkubator

NuncO GmbH, Roskilde, Danemark

Elektrophoresekammern:
Bio-Rad (vertikal)
Elektrophoresekammern (horizontal)

Protean ll-Kammer (horizontal)

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
Eigenbau der Institutswerkstatt
Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA

Flowbench UVF 6.18S

BDK Luft-und Reinraumtechnik, S.-Genkingen
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Heizblock Thermomixer 5436

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

Heizmagnetrihrer MR 3001 Heidolf

NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg

Mikroskope:
inverses Mikroskop

Epifluoreszenz-/Lichtmikroskop IM35

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

pH-Meter, Modell 3500 digital

Beckmann Instruments GmbH, Miinchen

Photometer: Einstrahlspektrophotometer DU-64

DurchfluBspektrophotometer

Beckmann, Fullerton, USA
Gynkotek, Germering

Réntgenfilmkassette

Amersham Buchler GmbH, Braunschweig

Saugpumpe Laboport

NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg

Schreiber LKB 6520

LKB, Bromma, Schweden

Schiittelinkubator Certomat H

B.Braun, Diessel Biotech GmbH, Melsungen

Semi-dry-Blotter 2117 Multiphor I

Pharmacia LKB, Freiburg

Sequenzierautomat LI-COR 4000 S

MW G-Biotech, Ebersberg

Spannungsgerate:
Modelle 3000Xi und 200/2.0
Multi Drive XL

IEF-CellO flr isoelektrischen Fokussierung

Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden
Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA

Sterilisator Heraeus Function Line

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

Thermocycler: Gene Amp PCR System 9600
Primus 96 Plus

Perkin Elmer, Norwalk, USA
MW G-Biotech, Ebersberg

Transilluminator

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

UV-Crosslinker Stratalinker 1800

Stratagene, Heidelberg

Video-Dokumentationssystem UVP Image Store

Ultra Violet Products, Cambridge, GB

Wippschiittler WS 5

E. Buhler, TUbingen

Zentrifugen: Zentrifuge C5415 (Tischzentrifuge)
Labofuge Ae
Biofuge fresco
Capsul HF-120
Sorvall RC-2B , -5B, -RMC-14
Eppendorf Centrifuge 5804R

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

B. Hermle KG, Gosheim

Tomy Seiko Co. LTD, Tokyo, Japan
Dupont Instruments, Bad Homburg
NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg

3.4 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Beim Einsatz

von Enzymen wurde immer der dem Enzym beigefiigte Puffer oder, falls méglich, der Puffer Y+/TangoTM

verwendet. Folgende Enzyme wurden eingesetzt: EcoR | (aus Escherichia coli), Nhe | (aus Neisseria

mucosa heidelbergensis), Not | (aus Nocardia otitidiscavarium) und Xho | (aus Xanthomonas holcicola).
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3.5 Kits und deren Zusammensetzung

Die genaue Zusammensetzung von in Kits enthaltenen Puffern und Lésungen ist dem Protokoll

des jeweiligen Herstellers zu entnehmen.

5'-RACE System (Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein):
RNase H (2 U/ul) (aus E. coli); SuperScript Il RT (200 U/ul) (aus E. coli); 0,1 M DTT; 25 mM MgCly;
10 mM dNTP-Mix; 10x PCR-Puffer fir RT; DEPC-H,O; 5x Tailing-Puffer; 2 mM dCTP; terminale
Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) (10U/ul); AAP-Primer; AUAP-Primer; GlassMax-Spin-Saulen;
Binde-Losung (6 M NaJ); 40x Waschpufferkonzentrat

BM Chemiluminescence Blotting Kit (Biotin/Streptavidin) (Roche, Mannheim):
Lumineszenzsubstratidsungen A, Startlésung B mit Wasserstoffperoxid; Blockingreagenz;

Streptavidin-POD; genaue Zusammensetzungen nur dem Hersteller bekannt

Dig Oligonucleotide Tailung Kit (Roche, Mannheim):
5x Reaktionspuffer; 25 mM CoCl,-Lésung; 1 mM Dig-dUTP-Lésung; 10 mM dATP-LOsung; terminale
Transferase (50 U/ul); 2% [w/v] Glycogen-Ldsung; 1% [w/v] Poly(A)-Losung

ECL-Blotting-Reagenz (Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig):
Lumineszenzsubstratldsungen A; Startlosung B mit Wasserstoffperoxid; Blockingreagenz; genaue

Zusammensetzungen nur dem Hersteller bekannt

GenomeWalker Kit (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, USA):

5x20 yl GenomeWalker Libraries (& 100 pg) (MDL-1: EcoR V; MDL-2: Sca I; MDL-3: Dra |I; MDL-4:
Pvu Il; MDL-5: Ssp |); Adapter-Primer (AP1); nested Adapter Primer (AP2); 10x Tth PCR-Reaktionspuffer;
25 mM Mg(OAc),

Ligations Kit (Roche, Mannheim):
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) (aus T4-Phage); 10x Ligationspuffer

Linked in vitro SP6/T7-Transcription/Translation Kit-nonradioactive (Roche, Mannheim):
T7-RNA-Polymerase (1 U/ul) (aus T7-Phage); 4x T7-Transkriptionspuffer; Translations-Mix; 25 mM
MgOAc-Lésung; 25 mM EDTA-L6sung; SDS-Probenpuffer

QIAEX Gel Extraction Kit (QIAGEN Inc., Hilden):
QIAEX lI-Suspension; QX1; PE

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN Inc., Hilden):
QIAGEN-tip-100-Saulen; RNase A (2 U/ul) (aus Rinderpankreas); P1; P2; P3; QBT; QC; QF

QlAprep-spin Plasmid Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden):
QlAprep-Spin-Saulen; Collection Tubes; RNase A (2 U/ul) (aus Rinderpankreas); P1; P2; N3; PE

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN Inc., Hilden):
QIAquick Spin Saulen; Collection Tubes; PB; PE

PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche, Mannheim):
Enzym-Mix Expand” High Fidelity (3,5U/ul); 10x PCR Dig Probe Synthesis Mix; 10x PCR-Puffer fiir
Dig-PCR; 10x dNTP-Stammlésung fir Dig-PCR (jeweils 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
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SuperScript " Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis

(Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein):

RNase H (2 U/ul) (aus E. coli); SuperScript Il RT (200 U/ul) (aus E. coli); 0,1 M DTT; 25 mM MgCly;
10 mM dNTP-Mix; 10x PCR-Puffer fir RT; Oligo(dT)-Primer; DEPC-H,O

Taqg-Polymerase PCR Kit (Roche, Mannheim):
Tag-DNA-Polymerase (1 U/pl) (aus Thermus aquaticus); 10x PCR-Puffer

Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit mit 7-deaza-dGTP (Amersham,
Braunschweig):

Terminationsmix A, C, G und T (Tris/HCI; pH9,5; Magnesiumchlorid; Tween 20; Nonidet P-40;
2-Mercaptoethanol; thermostabile Pyrophosphatase; Thermo Sequenase; dATP; dCTP; 7-deaza-dGTP;
dTTP; ddCTP; ddGTP; ddTTP)

Transfektions-Kit LipofectAMINE PLUSO Reagent (Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein):

Lipofectamin; Plus-Reagenz; genaue Zusammensetzung ist nur dem Hersteller bekannt

3.6 Puffer, LOsungen und Stammldsungen

Die Zusammensetzung von hier nicht aufgefihrten Puffern finden sich in Klammern gesetzt im

Methodenteil an der jeweiligen Stelle oder konnen dem Protokoll des Herstellers entnommen werden.

Name Zusammensetzung

Ampicillin 4% [w/v] in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C

APS 10% [w/V] in aqua dest.; Lagerung bei 4°C

IPTG 500 mM in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C
Kanamycin 5% [w/v] in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C

NBT 7,7% [w/v] in 70% [v/v] DMF; Lagerung lichtgeschutzt bei -20°C
PMSF 100 mM in Ethanol p.a.; Lagerung bei -20°C

Tetracyclin 0,5% [w/v] in 70% Ethanol; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C
X-Gal 10% [w/v] in DMF; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C
X-Phosphat (BCIP) 5% [w/v] in DMF; Lagerung lichtgeschutzt bei -20°C

3.7 Flussige und feste Medien fiir Bakterien und eukaryontische Zellen

LB-Medium 1% [w/v] Peptone 140; 0,5% [w/v] Hefeextrakt; 1% [w/v] Natriumchlorid; pH 7,4
LB-Agar LB-Medium mit 1,5% [w/v] Agar Bacteriological

Kulturmedium 10% [v/v] FKS; 200 U/ml Penicillin; 50 U/ml Streptomycin; in DMEM-Medium
Einfriermedium 20% [v/v] FKS; 10% [v/v] DMSO; in DMEM-Medium

Stimulationsmedium | 0,1% [v/v] BSA; 1 mM GSNO; in DMEM-Medium
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3.8 Zelllinien und Primaéarzellen

Bezeichnung

Beschreibung

ca2c12*?

murine C3H-Myoblasten aus Myoblastengewebe (ATCC CRL-1772).

HelLa *

humane, epitheliale Zelllinie aus einem Cervix-Karcinom (ATCC CCL2).

Mesangiumzellen *

Praparation als Primarzellen aus einer weiblichen Balb/c-Maus.

Myelomzellen *

murine, tumorése Suspensionszellen P3 x 63 Ag 8.653 (ATCC CRL-1580).

NIH-3T3° embryonale, kontakt-inhibierte NIH Swissmouse Fibroblasten (ATCC CRL-1658).
P388D1 ° murine DBA/2-Makrophagen aus tumorésem Lymphgewebe (ATCC CCL-46).
PCC7-Mz1 ! Subklon 1009 der murinen, embryonalen Carcinom-Zelllinie PCC7-S-AzaR.
Swiss-3T3 ° embryonale, kontakt-inhibierte Swissmouse Fibroblasten (ATCC CRL-CCL92).

Die ATCC-Nummern beziehen sich auf den ,Catalogue of Cell Lines & Hybridomas”, 7th Edition

(1992). Die Zellen wurden bezogen oder zur Verfiigung gestellt von:

' HD Dr. Sigrid Reinhardt, Institut fiir Physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

2 Dipl.-Biol. Andrea Pautz, Institut fir Allgemeine Pharmakologie und Toxikologie der Johann Wolfgang

Goethe-Universitatsklinik Frankfurt am Main

* HD Dr. Thomas Herget, Institut fir Physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

* Dr. Ingo Gath, Institut fiir Pharmakologie der Johannes Gutenberg-Universitatsklinik Mainz
® ATCC (Rockville Maryland, USA)

3.9 Bakterienstamme

Verwendet wurden die von E. coli abgeleiteten, Tetracyclin-resistenten Bakterienstdmme
XL1-Blue (BULLOCK et al., 1987) und Epicurian Coli(J BL21-GoId(DE3)pLySSTM Competent Cells der
Firma Stratagene (Heidelberg). Mit beiden Bakterienstammen war die von ULLMANN et al. (1967)

beschriebene blau/weil3-Selektionierung nach dem Prinzip der a-Komplementation méglich.

3.10 Vektoren und Klone

Name

Herkunft Antibiotikumsresistenzgen

CAT-Basic-Vektor

Promega, Madison, USA Ampicillin

pcDNA3-Vektor

Invitrogen, USA Ampicillin

pCl-Vektor Promega, Madison, USA Ampicillin
pCl-La-Voll-dHis SCHORNER, 1999 Ampicillin
pET28a-Vektor Novagen, USA Kanamycin

pGEM-T-Vektor

Promega, Madison, USA Ampicillin
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3.11 Genomische DNA

Genomische DNA aus Lebergewebe einer weiblichen 129/SvEvTACfBr-Maus wurde von Prof. Dr.

Jurgen Brosius, Institut flir Experimentelle Pathologie der Universitat Minster, zur Verfliigung gestellit.

3.12 Priméarantikorper

Bezeichnung Klasse Verdlnnung | Spezifitat/Epitop Hersteller
anti-CAT Dig-Konjugat | polyklonal | 1:200 CAT-Protein Roche, Mannheim
anti-La/SS-B-5B9 IgG2a | 1:40 La/SS-B-N-Terminus DRATHEN (1997)
anti-La/SS-B-SW5 IgG2b 1:40 La/SS-B-N-Terminus SMITH et al. (1985)

3.13 Polyklonale Sekundarantikorper

Bezeichnung Verdlnnung |Spezifitat/Epitop |Hersteller

anti-Dig AP-Konjugat (F,-Fragmente) | 1:2500 Digoxigenin Roche, Mannheim
anti-Maus-IgG AP-Konjugat 1:10000 murine IgG Roche, Mannheim
anti-Maus-IgM AP-Konjugat 1:10000 murine 1gG Roche, Mannheim
anti-Maus-IgG POD-Konjugat 1:10000 murine IgG Dianova GmbH, Hamburg
anti-Maus-lgG-Cy3 (F,,-Fragmente) 1:200 murine IgG Dianova GmbH, Hamburg

3.14 DNA-Molekulargewichtsstandards

Als DNA-Marker wurde der GeneRuler DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.
Dieser besal folgende DNA-Leiter: 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2, 1.5, 1.2, 1.031, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4,
0.3, 0.2 und 0.1 kbp. Zur Herstellung wurde 1 yl Marker mit 6x DNA-Probenpuffer (40% [w/v] Saccharose;

0,25% [w/v] Bromphenolblau) und aqua dest. bis zu einem Endvolumen von 6 pl gemischt.

3.15 RNA-Molekulargewichtsstandards

Als RNA-Marker wurde der RNA Molecular Weight Marker I, Dig-labeled der Firma Roche
(Mannheim) verwendet. Dieser besal} folgende RNA-Leiter: 7.4, 5.3, 2.8, 1.9, 1.6, 1, 0.6, 0.4 und 0.3 kb.
Zur Herstellung wurde 20 ng Marker mit 4x RNA-Probenpuffer (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 16,7%
[v/v] deionisiertes Formaldehyd; 10% [v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; in 1x MOPS (0,2 mM
MOPS; 0,5 mM NaOAc; 0,1 mM EDTA,; pH 7,0)) und DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) bis zu
einem Endvolumen von 20 pl gemischt, zum Denaturieren fir 15 min bei 65°C erhitzt und fir 5 min auf
Eis inkubiert.
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3.16 Protein-Molekulargewichtsstandards

Verwendet wurden der LMW-Marker der Firma Bio-Rad Laboratories (Richmond, USA) und der
BenchMark™ Prestained-Marker der Firma Gibco/ BRL GmbH (Eggenstein). Der LMW-Marker besal} die
Protein-Leiter 97.4, 66.2, 45.0, 31.0, 21.5 und 14.4 kDa. Der Marker wurden wie folgt hergestellt: 5 pl
LMW-Marker, 95 pl agua dest., 80 pyl 2x SDS-Probenpuffer (200 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/V]
Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 100 mM Tris/HCI; pH 6,8), 20yl 1 MDTT und 0,1% [w/V]
Bromphenolblau. Die Markerlésung wurde anschlieRend fir 5 min bei 95°C erhitzt. Eine weitere
Hitzebehandlung vor dem Auftragen auf das SDS-Gel war nicht mehr notwendig. Der Prestained-Marker
besal} die Protein-Leiter 194, 120, 87, 64, 52, 39, 26, 21, 15 und 9 kDa. 10 pl dieses Markers konnten
direkt auf das SDS-Gel aufgetragen werden.

3.17 Computerprogramme zur Bearbeitung von Sequenzen

Name Bezugsquelle
CLUSTALW 1.6 (THOMPSON et al., 1994) ftp.ebi.ac.uk
GENEDOC (NICHOLAS und NICHOLAS, 1996) | htp.uam.ed/pub/mirror/molbio/ibmpc

HUSAR www.dkfz-heidelberg.de

Molecular Analyst Biorad, Minchen

OLIGO 5 MBI (Molecular Biology Insights)
RNAdraw V1.0 (MATZURA, 1995) Karolinska Institut Solna, Schweden

3.18 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden Balb/c-Mause verwendet, die im Tierstall des Instituts flr Physiologische

Chemie und Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz geziichtet und gehalten wurden.

3.19 Synthetische Peptide und rek. Proteine des humanen La/SS-B

Bezeichnung |Eigenschaften

neo-La 12 AS langes La/SS-B-Peptid; stellt das Neoepitop des humanen La/SS-B dar
SOC-neo-La | an das Tragerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) gekoppeltes neo-La

rek. hLa rek. humanes La/SS-B-Protein aus eukaryontischen Sf9-Zellen (SCHORNER, 1999)
rek. hLa bakterielles rek. humanes La/SS-B-Protein (stand zur Verfiigung)

rek. hLa-N(7A) | bakterieller rek. humaner La/SS-B-N-Terminus mit Neoepitop (stand zur Verfigung)

rek. hLa-N(9A) | bakterieller rek. humaner La/SS-B-N-Terminus ohne Neoepitop (stand zur Verfligung)

rek. hLa-C bakterieller rek. humaner La/SS-B-C-Terminus (stand zur Verfigung)
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3.20 Synthetische Oligonukleotide

IR-markierte Oligos fir Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg), alle
anderen von der Firma GenTech (Mainz) (Prof. Dr. W. Hennig) bezogen. Alle stromaufwarts (zum
5’-Ende) gerichteten Primer tragen am Ende ihres Namens ein ,R* oder die Bezeichnung ,Rick". In den
folgenden Tabellen sind die Bezeichnung der Oligos (Spalte 1), ihre Annealing-Temperatur in [°C]
(Spalte 2), ihre Binderegion (Spalte 3) und ihre Sequenz von 5’ nach 3’ (Spalte 4) dargestellt. Die genauen
Binderegionen finden sich im Anhang (8.2 bis 8.4) bei den jeweiligen Sequenzen. Wird in der Spalte
.Binderegion“ die Bezeichnung ,Exon“ oder ,Intron“ verwendet, so binden die Oligos an das jeweilige
Exon bzw. Intron des murinen La/SS-B. Oligos, die an die humane La/SS-B-Sequenz binden, sind durch
die Bezeichnung ,hLa“ gekennzeichnet. Die fettgedruckten Sequenzbereiche kennzeichnen artifizielle
Restriktionsschnittstellen (EcoR | = GAATTC; Not | = GCGGCCGC; Nhe | = GCTAGC; Xho | = CTCGAG)
und artifizielle Start-AUGs bzw. Stop-Codons.

Sequenzierungs-Primer

T7 46°C | T7-Sequenz AAT ACG ACT CAC TAT AG

SP6 62°C |SP6-Sequenz |GAT TTA GGI GAC ACT ATA G
T3 46°C | T3-Sequenz ATT AAC CCT CAC TAA AG
Balnt1 60°C |Intron 6 CTG GAA TCC ATG ATA AAG TGG
Balnt2 62°C | Intron 6 CCA CAT GCA TGC ATG GTA CC

Primer zur Uberprifung von Klonierungen

T7 46°C | T7-Sequenz AAT ACG ACT CAC TAT AG

SP6 62°C | SP6-Sequenz GAT TTA GGT GAC ACT ATA G
SP6-pcDNA3 56°C |pcDNA3-Vektor [GCA TTT AGG TGA CAC TAT AG
T7-pET-Vor 54°C |pET28-Vektoren [TTA ATA CGA CTC ACT ATA GG
T7-pET-Riick 58°C |pET28-Vektoren |[GCT AGT TAT TGC TCA GCG GT

Primer zur Herstellung einer Dig-markierten Sonde fir Northern-Blots

La-Murin-RT-PCR-Vor 68°C |[Exon 2 GAA TTC GAA ACT TTA CAG ATA GCC AC

La-Murin-RT-PCR-Ruick 90°C |Exon 11 GCG GCC GCA ACT ACT TGI CTC TAG CAC C

Primer zur Detektion der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Geweben und Kulturzellen

Maus-mRNA-F1 60°C |Exon 1a/b CAG GCG CTT CTG TCG TTG T
Maus-mRNA-F2 60°C |Exon 1 a/b TGA AGC TGI GGI' GAC CGT G
Maus-mRMA-F3 60°C |[Exon 1c ACT CAT TCT CTT GIA TTG ACT AT
Maus-mRNA-R1 62°C |Exon4 GGI CTG CTT GGI' GAT CTT CTA
GAPDH-Vor 60°C | GAPDH-cDNA AAT GCA TCC TGC ACC ACC AA
GAPDH-RIck 62°C | GAPDH-cDNA GIC ATT GAG AGC AAT GCC AGC
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Primer zur Amplifizierung von CAT

CAT-Vor 82°C | CAT-cDNA GCT AGC ATG GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT

CAT-Riick 86°C |CAT-cDNA CTC GAG TTA CGC CCC GCC CTG CCA C

Primer fir 5’-RACE

La-Murin-P5R (GSP1) 60°C |[Exon 5 GIG GCG TCA GIT GGG AAA C
AAP 70°C | Oligo(dC)-Trakt GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GG
IGG Al GGIIG
Maus-mRNA-R1 (GSP2) | 62°C |Exon 4 GGT CTG CTT GGI' GAT CIT CTA
AUAP 66°C |5-Sequenz des AAP |GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC
Primer des murinen La/SS-B-Gens
La-Murin-P2 60°C |Exon 2 TAG CCA CAA TGG CTG AAA ATG
La-Murin-In2-F1 62°C | Intron 2 ATG GAA TGT TGI CAG TAA CAG AA
La-Murin-P3 58°C |Exon 3 TGG AGA CTT CAA TTT GCC AC
La-Murin-P4 60°C |Exon4 CCC TGA AGT GAC GGA TGA G
La-Murin-P5 58°C |Exon5 TCC CAA CTG ACG CCA CCC
La-Murin-P7 60°C |Exon7 AAG CAG AGC AAA GIG GAA GC
La-Murin-P8 58°C |Exon 8 AGA GCA TGA AGG AAG ACA CA
La-Murin-P9 58°C |[Exon9 TTC AGG TGA CIT GGA TGA CC
La-Murin-P10 58°C |Exon 10 GTA ATA GGEC CTG GIT ATG CT
La-Murin-P1R 60°C |[Exon 1b CTC CTC AGT CTC CAG AAG C
La-Murin-In2-R1 62°C |Intron 2 GAG CCA ATC AAT GTA GCT CCT
La-Murin-P4R 58°C |[Exon 4 TGA CIT CCA TGA GIT TTG CC
La-Murin-P5R 60°C |Exon5 GIG GCG TCA GIT GGG AAA C
La-Murin-P6R 60°C |[Exon 6 GIG TCT TTG TAC TTC TGG CC
La-Murin-P8R 58°C |Exon 8 TGI GIC TTC CIT CAT GCT CT
La-Murin-P9R 60°C |[Exon9 CTG ATC ATC CAA GIC ACC TG
La-Murin-P10R 60°C |Exon 10 GIC CTC TTC CIT TGG GIG C
GWK-In1-R1A 62°C |Exon 1c TAT GAA TTC TCA TAC ATC TCA ACA
GWK-In1-R5 62°C |lIntron 1 ATA TAG TTA TGA GIT ACT GIT GGT
GWK-In2-R1 64°C | Intron 2 TCC ATG ACA ACA CAC GIA CAA G
GWK-In2-R3 66°C |lIntron 2 TAT GCT AGC TTG TTA GAT ATT AGG
GWK-Ex4-R1 70°C |[Exon 4 TGI CTG CAC TGA CIT CCA TGA GIT
GWK-In1-R2-nested 64°C |[Exon 1c CTC TTC ATG TAG TTG GIA AAG CA
GWAK-In2-R4-nested 66°C | Intron 2 CAC ATA TCG CTA TTA GAT GIT CTG
GWK-In2-R2-nested 64°C |Intron 2 AGA AGA GCA TTG TAT AAT ACT GAG
GWK-Ex4-R2-nested 72°C |[Exon 4 CIT AGA TTT GCT CAG TGC TTG CAC A
GWK-Ex11-R2-nested 62°C |Exon 11 ATA CAG GIG ACA TCG AAG TGG
Maus-mRMA-F3 60°C |Exon 1c ACT CAT TCT CTT GIA TTG ACT AT
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Primer fir den GenomeWalker Kit

AP 1

59°C

GenomeWalker Adapter

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C

AP2

71°C

GenomeWalker Adapter

ACT ATA GGG CAC GCG TGG T

Sonden fir in situ-Hybridisierungen der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen

Exon 1a-antisense | 82°C | Exon 1a-mRNA |[TCT CCT CAG TCT CCA AGA AGC TCA CCT
Exon 1b-antisense | 84°C | Exon 1b-mRNA |TAA AGI TTC TCA CAC TCG AAA GAT TCG GAT
Exon 1c-antisense | 74°C | Exon 1c-mRNA [TAT ATA ATA GIC AAT ACA AGA GAA TGA GTA
Exon 1a-sense 82°C n.b. AGG TGA GCT TCT TGG AGA CTG AGG AGA
Exon 1b-sense 82°C n.b. ATC CGA ATC TTT CGA GIG TGA GAA ACT TTA
Exon 1c-sense 74°C n.b. TAC TCA TTC TCT TGI ATT GAC TAT TAT ATA
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4 METHODEN

A) Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.1 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei der Kultivierung von Bakterien

Bei allen Arbeiten mit Bakterien wurde auf Sterilitdt geachtet. Verwendet wurden nur sterilisierte
Gefalle oder Einwegprodukte sowie autoklavierte Pipettenspitzen und Reagenzien. Fir die Enthahme von
Kulturmedium wurden die Flaschen nur kurz gedffnet und der Rand ihrer Offnungen und Deckel
abgeflammt. So konnte eine Kontamination mit Fremdbakterien vermieden werden. Alles mit Bakterien
kontaminierte Material wurde autoklaviert. Durch die Zugabe des entsprechenden Antibiotikums zum
Nahrmedium (Ampicillin 160 pug/ml; Tetracyclin 12,5 yg/ml; Kanamycin 30 pg/ml) war gewahrleistet, dass

nur Bakterien, die das Resistenzgen des Plasmids enthielten, sich in der Kultur vermehren konnten.

4.2 Anlegen bakterieller Uber-Nacht-Kulturen auf Agarplatten

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wurde LB-Agar durch 30minltiges Autoklavieren verflissigt
und im Wasserbad auf 50°C abgekihlt. Der Lésung wurde das entsprechende Antibiotikum zugefiigt,
sowie im Falle einer blau/wei3-Selektionierung zusatzlich 1 mM IPTG und 0,02% [w/v] X-Gal. Je 20 ml
des LB-Agars wurden in Petrischalen (O 8,5 cm) gegossen. Nachdem der Agar ausgeliert war, konnten
die Platten bis zu vier Wochen bei 4°C gelagert werden. Auf dem festen Nahrboden waren die Bakterien

unbeweglich und vermehrten sich an derselben Stelle weiter, wodurch eine sichtbare Kolonie entstand.

4.3 Anlegen bakterieller Uber-Nacht-Suspensionskulturen

Suspensionskulturen wurden zur Plasmid-Praparation, bakteriellen Proteinexpression und
Herstellung kompetenter Bakterien angelegt. 5 oder 40 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum wurden mit einer Glycerin-Kultur, einer anderen Suspensionskultur oder mit von einer
Agarplatte gepickten Bakterienkolonie angeimpft. Die UNK wurden in ein Reagenzglas oder in einen
Rundkolben gegeben und mit einer Kapsenbergkappe oder mit Alufolie so verschlossen, dass ein

Gasaustausch noch méglich war. Die Bakterien wuchsen im Inkubator bei 37°C bei 240 rpm fiir 12-16 h.

4.4 Anlegen bakterieller Glycerin-Kulturen

Eine bakterielle UNK wurde mit 18% [v/v] Glycerin gemischt. Glycerin schitzte die Bakterien,
indem es die Kristallbildung beim Einfrieren und Auftauen verhinderte. Die Bakterien wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren und im Anschluss bei -70°C aufbewahrt (SAMBROOK et al., 1989).
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4.5 Schnelle Plasmid-Mini-DNA-Préparation

Diese DNA-Isolierung wurde mit dem QIlAprep-spin Plasmid Mini Kit (3.5) durchgefihrt, mit dem
sich ca. 5-10 uyg DNA gewinnen lieRen. Mini-DNA wurde zum schnellen Uberpriifen von Klonierungen, fr
Sequenzierungen oder zur Transformation eingesetzt. Von einer bakteriellen UNK wurden 2 ml
entnommen und fiir 3 min bei 5000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet
in 250 pl P1 resuspendiert und mit 250 pyl P2 5 min bei RT alkalisch lysiert. Mit der Zugabe von 350 pl N3
wurde die Losung neutralisiert, die Bakterienlyse gestoppt und die fiir die Affinitatsmatrix notwendige
Salzkonzentration eingestellt. Nach einer Inkubation von 5 min auf Eis war die Fallung von denaturierten
Proteinen, genomischer DNA, Zelltrimmern und SDS vollstandig. Es folgte eine 10minttige Zentrifugation
bei 16000 g. Nachfolgend wurde der Uberstand auf die Qiaprep-Spin-Saulen gegeben und mit 16000 g fiir
30 sec abzentrifugiert, wobei die Plasmid-DNA an der Silica-Matrix band. Es folgen zwei Waschschritte
mit je 0,75 ml PE durch Zentrifugation mit jeweils16000 g fir 30 sec. SchlieRlich erfolgte die Elution der
DNA mit 40 pl TE (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA,; pH 7,3-8,3) oder aqua dest.

4.6 Plasmid-Midi-DNA-Praparation

Verwendet wurde das QIAGEN Plasmid Midi Kit (3.5), mit dem sich ca. 500-1000 uyg DNA
gewinnen lieRen. Eine 40 ml UNK wurde fiir 10 min mit 5000 g bei 4°C zentrifugiert und das
Bakterienpellet in 4 ml P1 resuspendiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 4 ml P2 bei RT gestartet und
nach 5 min mit 4 ml P3 gestoppt. Danach inkubierte die Losung fur 15 min auf Eis. Zellreste konnten
durch Zentrifugation bei 5000 g bei 4°C fiir 30 min sedimentiert werden. Der Uberstand wurde auf eine mit
5 ml QBT &quilibrierte Qiagen-Tip 100-Saule aufgetragen. Dann wurde 2mal mit je 10 ml QC gewaschen
und die Plasmid-DNA anschlieBend mit 5 ml QF eluiert. Die Lésung wurde mit 0,7 Volumenanteilen
Isopropanol bei RT gut durchmischt und die DNA fir 30 min mit 16000 g bei 4°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen, um Reste des schwerer fllichtigen Isopropanols zu
entfernen. Im Anschluss wurde das Pellet bei 37°C getrocknet und schlie8lich in 80 yl TE (10 mM
Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3) oder aqua dest. resuspendiert. Um die Nukleinsduren vollstandig in
Lésung zu bringen, wurde die Flussigkeit mehrfach kurz bei 50°C inkubiert, gut durchmischt, auf Eis

gestellt und zum Schlul® kurz herunterzentrifugiert.

4.7 Aufbewahrung von DNA

DNA blieb fur viele Jahre bei -20°C, gel6st in TE (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3), stabil
(SAMBROOK et al., 1989). Das im Puffer enthaltene EDTA band den fiir DNasen notwendigen Kofaktor
M92+. Der basische pH-Wert verhinderte eine autokatalytische Zersetzung der DNA infolge ihrer sauren
Eigenschaften. Fir eine kurzfristige Aufbewahrung von DNA eignete sich als Lésungsmittel auch aqua
dest.. So konnten bei einer Weiterverarbeitung der DNA die fir Enzyme notwendigen speziellen

Salzkonzentrationen unproblematischer eingestellt werden.
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4.8 Saure, ethanolische Fallung von Nukleinséauren

Durch die saure, ethanolische Fallungen von Nukleinsduren nach SAMBROOK et al. (1989)
erfolgte ein Abtrennung von Proteinen und Pufferbestandteilen und eine Konzentrierung der
Nukleinsduren. Die Nukleinsdure-Lésung wurde mit 1/10 Volumen einer 3 M NaOAc-Lésung (pH 7,0)
sowie dem 2,5fachen Ursprungsvolumen Ethanol p.a. versetzt. Geféllt wurde flr 30 min bei -70°C bzw.
iber Nacht bei -20°C. Nach einer 30miniitigen Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C wurde der Uberstand
dekantiert. Zur Entfernung mitgefallter Salze wurde das Pellet 2mal mit dem 1,5 fachen Volumen des
urspringlichen Fallungsvolumens mit 70%igem Ethanol gewaschen. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 4°C
mit 16000 g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert, das Pellet bei 37°C getrocknet und schlieRlich in 10
bis 40 yl TE (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3) oder aqua dest. aufgenommen.

4.9 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die Agarosegelelektrophorese diente dazu, Nukleinsauren nach ihrer Gréf3e und Konformation zu
trennen und durch Anfarben sichtbar zu machen. Nukleinsduren waren Makromolekile, die bei
physiologischem pH-Wert eine negative Gesamtladung besaften und sich daher im elektrischen Feld zur
Anode hin bewegten. Agarose bestand aus einem Gemisch saurer, linearer und gelierfahiger
Polysaccharide. Die Wanderungsrate linearer Nukleinsauren in einem Agarosegel verhielt sich umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres MW (SAMBROOK et al., 1989). Die Wanderungsgeschwindigkeit
hing, infolge der Bildung eines Molekularsiebes, von der Konzentration der Agarose im Gel ab. Nach
AUSUBEL et al. (1987) konnte mit einer Agarosekonzentration von 1% [w/v] ein Auftrennungsbereich
linearer Nukleinsduren zwischen 10 und 0,5kb erreicht werden. Weitere Parameter, die die
Wanderungsgeschwindigkeit beeinflussten, waren die Pufferbedingungen und die Konformation. So liefen
z.B. spiralisierte (supercoiled) Nukleinsauren im Vergleich zu linearen auf etwa zwei Drittel der von der
Basenzahl her zu erwartenden Hohe, da das Molekul durch die Verdrillung kleiner und kompakter war und
sich somit schneller durch das Gel bewegten. Offene, relaxierte, zirkulare (nicked circle) Nukleinsauren

wanderte dagegen weit langsamer.

4.9.1 DNA-Agarosegele

Als Form fir die Gele dienten mit Klebeband umrandete Glasplatten. Der Probenkamm wurde am
oberen Rand mit einem Abstand von ca. 1 mm zur Platte in die Form eingesetzt. 1 bis 2% [w/v] Agarose
wurde mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer (40 mM TrisOAc; 1 mM EDTA; pH 8,0) aufgekocht, bis die
Lésung klar erschien und in die vorgefertigte Form gegossen. Dabei sollte die H6he des Gels ca. 0,5 cm
betragen. Fur die Elektrophorese von DNA-Fragmenten, die aus dem Gel eluiert werden sollten, und flr
die Analyse sehr kleiner und eng beieinander liegender DNA-Fragmente wurden die Gele aus
LMP-Agarose hergestellt. Diese Agarose war reiner als herkdbmmliche Agarose und schmolz bei
niedrigerer Temperatur (LMP-Agarose: 60°C; normale Agarose: 90°C). Die einzelnen Banden erscheinen

im Gel scharfer voneinander abgetrennt und waren weniger mit anderen DNA-Fragmenten verunreinigt.
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Dadurch gelang es, Fragmente in einem GroéRenbereich von wenigen Basenpaaren Unterschied als
getrennte Banden darzustellen und zu isolieren. Das erstarrte Gel wurde schlieBlich in die
Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer bedeckt. Die zu analysierende
DNA-L6sung wurde mit 6x DNA-Probenpuffer (40% [w/v] Saccharose; 0,25% [w/v] Bromphenolblau) 1:6
vermischt. Der Puffer enthielt Saccharose, die das spezifische Gewicht der Probe erhéhte und so ihr
Absinken in die Probentasche bewirkte. Auf das Gel wurde ein DNA-Marker (3.14) aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde mit 3-5 V/cm Elektrodenabstand durchgefihrt (SAMBROOK et al., 1989). Anhand
der Wanderung des im DNA-Probenpuffer enthaltenen anionischen Farbstoffes Bromphenolblau konnte
der Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden. Die Farbfront bewegte sich auf der Hohe von DNA mit
einer GroRe von ca. 500 bp (AUSUBEL et al., 1987).

4.9.2 RNA-Agarosegele

Die Herstellung von RNA-Agarosegelen erfolgte in Anlehnung an die Herstellung von
DNA-Agarosegelen (4.9.1). Fur die Herstellung eines RNA-Gels wurden 1% [w/v] Agarose, 20% [v/v]
10x MOPS (20 mM MOPS; 5 mM NaOAc; 1 mM EDTA,; pH 7,0) und 80% [v/v] DEPC-H,O (aqua dest. mit
0,1% [v/v] DEPC) aufgekocht, bis die Lésung klar erschien. Der auf 60°C abgekuhlten Agarose-Lésung
wurde deionisiertes Formaldehyd bis auf eine Endkonzentration von 2% [v/v] beigefligt, das denaturierend
auf Nukleinsauren wirkte und dadurch die Bildung von Sekundarstrukturen innerhalb der RNA verhinderte.
Da auch Proteine denaturiert wurden, bestand wahrend der Elektrophorese keine Gefahr durch RNasen.
Die Agar-Lésung wurde in eine Gelform gegossen, in der die Polymerisation fur 1 h erfolgte. Pro Laufspur
wurden 5pug RNA 4:1 mit 4x RNA-Probenpuffer (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 16,7% [v/v]
deionisiertes Formaldehyd; 10% [v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; in 1x MOPS) und DEPC-H,0
gemischt, zum Denaturieren flir 15 min bei 65°C erhitzt und dann fiir 5 min auf Eis inkubiert. Auf das Gel
wurde ein Dig-markierter RNA-Marker (3.15) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x MOPS bei
héchstens 3 V/cm Elektrodenabstand durchgefihrt

4.10 Nachweis von Nukleinsauren in Agarosegelen

Nukleinsduren lieBen sich durch interkalierende Substanzen wie Ethidiumbromid anfarben. Dieser
Farbstoff fluoreszierte rot-orange bei Anregung mit UV-Licht (254 oder 302 nm) (CRAWFORD und
WARING, 1967). Die Nachweisgrenze lag bei doppelstrangigen DNA-Fragmenten je nach Lange und
Dicke des verwendeteten Agarosegel-Typs zwischen 1 und 10 ng/Bande. Die Farbung von Agarosegelen
erfolgte fur ca. 15 min in einem Ethidiumbromid-Bad (2 pg/ml in aqua dest.). Nach einem 10minutigen
Waschschritt in aqua dest. wurden die einzelnen Banden auf einem langwelligen UV-Transilluminator
sichtbar gemacht.

Mit Toluidinblau konnten Nukleinsduren mit 100 ng/Bande sichtbar gemacht werden. Die Farbung
von Agarosegelen erfolgte fir 25 min in einem Toluidinblau-Bad (0,1% [w/v] in aqua dest.). Nach einem
30minutigen Waschschritt in aqua dest. wurde der Hintergrund reduziert und die einzelnen Banden
sichtbar gemacht. Ein Video-Gel-Dokumentationssystem ermdglichte das Photographieren der Gele, das
Ausdrucken der Bilder auf Thermopapier und das Digitalisieren der Bilder.
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4.11 Quantifizierung von Nukleinsduren

Nukleinsduren zeigten ein typisches Absorptionsmaximum bei 260 nm. Das Ausmald der
Lichtabsorption war hierbei ein MalRl fiir die Konzentration an Nukleinsduren in der Lo&sung
(Lambert-Beersches Gesetz). Bei einer Wellenlange von 260 nm entsprach die optische Dichte (OD,
Absorptionswert) von 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm einer Nukleinsdaurekonzentration von 50 ug/mi
(SAMBROOK et al.,, 1989). Davon ausgehend lie sich nach einer Messung im Photometer die
Konzentration einer Nukleinsdureldsung errechnen. Fir diese Messung wurde die Nukleinsaure-L6sung
so verdunnt, dass sich die gemessenen Extinktionswerte mdglichst zwischen 0,1 und 0,8 bewegten.
Proteine besallen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Bei dieser Methode war der bei 260 nm
ermittelte Absorptionswert die Nukleinsaurekonzentration der Ausgangslosung in mg/ml, wahrend der
Quotient der MeRBwerte von 260/280 nm einen Hinweis flr Verunreinigungen der Lésung mit Proteinen
darstellte. Ein Quotient von 1,8-1,9 galt als idealer Wert fur eine Nukleinsaurepraparation. Ein niedrigerer
Wert lield auf Verunreinigungen mit Proteinen schlieRen (SAMBROOK et al., 1989).

Konzentrationsabschatzungen im Agarosegel kamen immer dann zum Einsatz, wenn von der zu
untersuchenden Nukleinsaureldsung nur ein begrenztes Volumen mit einer geringen Menge an
Nukleinsduren vorhanden war, wie z.B. nach der Isolierung von DNA-Fragmenten aus praparativen
Agarosegelen. Bei diesem Verfahren nutzte man die niedrige Nachweisgrenze von Nukleinsauren durch
Ethidiumbromid, das sich quantitativ zwischen den Basenpaaren einlagerte. Somit wiesen
DNA-Fragmente gleichen MW bei gleicher Konzentration dieselbe Farbintensitat auf. Durch einen direkten
Vergleich der Intensitdten zwischen den Probenbanden und einer vergleichbar weit gelaufenen
Standard-Markerbande konnte die Konzentration der Probenbande bestimmt werden, indem man das
Verhaltnis der Lange der Markerbande zur Gesamtldnge der unverdauten Marker-DNA mit der

aufgetragenen Menge multiplizierte.

4.12 Elution von Nukleins&uren aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus praparativen Agarosegelen erfolgte mit dem QIAEX Gel
Extraction Kit (3.5). Die gewlinschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten.
AnschlieRend wurde das 3fache Volumen an QX1 zu je einem Volumen Gel zugegeben. Das in diesem
Puffer enthaltene Natriumthiosulfat setzte die DNA durch Auflésen der Agarose frei. Das Reagenz
QIAEX Il (Glasmilch) wurde fur 30 sec auf dem Vortexer resuspendiert und davon 30 yl dem Ansatz
hinzugefiigt. Die Glasmilch besal® die Fahigkeit DNA reversibel zu binden (VOGELSTEIN und
GILLESPIE, 1979). Der Ansatz wurde kurz gevortext und 10 min unter Schitteln bei 50°C inkubiert. Im
Anschluss wurde der Ansatz bei 16000 g kurz abzentrifugiert und 2mal mit je 500 ul QX1 gewaschen.
Schlief3lich wurden dem Ansatz 500 ul PE hinzugefiigt. AnschlieRend wurde kurz gevortext und fir 30 sec
bei 16000 g zentrifugiert. Danach wurde das Pellet an der Luft getrocknet und im Anschluss durch Zugabe
von 40 pl aqua dest. geldst. Durch aqua dest. wurde die DNA von der Glasmilch freigesetzt. SchlieRlich
wurde kurz bei 16000 g zentrifugiert und der DNA-haltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfihrt.
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4.13 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

COHEN et al. (1973) beschrieben zum ersten Mal die Mdglichkeit, DNA unterschiedlicher
Herkunft mittels Restriktionsendonukleasen zu schneiden und Uber koh&sive Enden miteinander zu
ligieren. Auf diese Weise konnte Fremd-DNA in Plasmidvektoren eingebaut und in Bakterien vermehrt
werden. Restriktionsenzyme von Bakterien erkannten kurze Folgen von palindromischen Nukleotiden und
schnitten die DNA entweder direkt an (Typll) oder versetzt (Typl und Typ IlI) von ihrer
Erkennungssequenz. Die zelleigene DNA der Prokaryonten wurde vor dem Abbau durch Modifikation der
Erkennungssequenzen (Methylierung) geschiitzt (STRYER, 1991). Dieses Restriktionssystem diente dem
Schutz vor Fremd-DNA, z.B. vor Bakteriophagen (KNIPPERS, 1997). Bei Reaktionsansatzen zum Verdau
von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurden 0,5-1,5 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 30 pl
bei 37°C fur 3-4 h geschnitten. Die Enzyme wurden in einer Konzentration von 3-5 U/ug Plasmid-DNA
eingesetzt. Bei allen Restriktionsverdauen nahm das Enzymvolumen nur maximal 10% des
Gesamtvolumens ein, da das den Enzymen zugesetzte Glycerin die Enzymreaktion storte. Nach
Beendigung der Inkubationszeit konnte die Reaktion bei den meisten Enzymen durch Hitzeinaktivierung
bei 60-65°C fur 20 min abgestoppt werden. Das sich wahrend der Inkubation bei 37°C mit der Zeit am
Deckel des Reaktionsgefalles ansammelnde Kondenswasser wurde 2mal/h abzentrifugiert, um die
Salzkonzentration konstant zu halten. Die im Labor verwendeten Restriktionsenzyme erzeugten glatte
Enden oder schnitten die DNA an versetzten Stellen, so dass ein Uberhang eines der beiden
DNA-Strange entstand. Auf diese Weise lieBen sich durch den Verdau zweier verschiedener DNAs mit
demselben Enzym kohasive, d.h. zueinander passende Enden erzeugen. Dies wurde fiir Klonierungen
genutzt, denn an diesen komplementdren Stellen lagerten sich die DNA-Bruchstiicke bevorzugt
zusammen (COHEN et al., 1972).

4.14 Ligation von DNA-Molekilen

Zur Verknipfung von Fremd-DNA und linearisiertem Plasmid wurde das Ligations Kit (3.5)
verwendet. Die T4-DNA-Ligase (aus T4-Phage) bildete unter ATP-Verbrauch Phosphodiesterbindungen
zwischen der freien 3'-OH-Gruppe des einen und der 5'-Phosphatgruppe des anderen Fragments
(STRYER, 1991). Der Ligations-Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 10 pl und enthielt 50 ng
linearisierte Vektor-DNA sowie Insert-DNA in einem molaren Verhaltnis von 2:1 bis 10:1 (Insert-Enden :
Vektor-Enden), 1 U T4-DNA-Ligase und 1 ul 10x Ligationspuffer. Die Inkubation erfolgte flir 24-48 h bei
4°C, obwohl das Temperaturoptimum der Ligase bei 37°C lag. Jedoch waren bei dieser Temperatur die
Wasserstoffbriickenbindungen der gepaarten DNA-Enden instabil. Die einzusetzende Insert-DNA-Menge
lied sich nach folgender Formel berechnen (SAMBROOK et al., 1989):

Vektor-DNA [ng] x GréR3e d. Insert-DNA [kb] Insert-Enden
GroRe des Vektors [kb] X gew. Verh'Vektor—Enden

wobei das gewiinschte Verhaltnis (gew. Verh.) von der Art der Klonierung abhing. Bei einer gerichteten

Insert-DNA [ng] =

Klonierung (4.14.1) wurde ein Verhaltnis von 2:1, bei einer T/A-Klonierung (4.14.2) ein Verhaltnis von bis

zu 10:1 (Insert-Enden : Vektor-Enden) gewahlt.
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4.14.1 Gerichtete Klonierung

Durch Doppelverdau eines Vektors mit zwei Restriktionsenzymen, die keine identischen
Uberhénge erzeugten, entstand nach Aufreinigung der DNA durch Gelelektrophorese und Elution der
DNA-Bande aus dem Gel ein lineares DNA-Fragment mit an beiden Seiten unterschiedlichen, kohasiven
Enden. In einer Ligationsreaktion konnte ein solches Fragment nicht mehr mit sich selbst einen
Ringschluf} bilden. Zu einer Rezirkularisierung des Vektors kam es nur, wenn Insert-DNA Uber dieselben
kohasiven Enden verfligte und in einer Ligationsreaktion gerichtet in das Plasmid integriert wurde.

4.14.2 T/A-Klonierung von PCR-Fragmenten

Eine Reihe thermostabiler Polymerasen, wie die Tag-, jedoch nicht die Pfu- oder
Pwo-Polymerase, flgten unspezifisch an das 3’-Ende von PCR-Produkten ein Desoxyadenosin an. Bei
der direkten Klonierung von unmodifizierten PCR-Produkten wurde die terminale Transferase-Aktivitat der
Tag-Polymerase genutzt. Die Moglichkeit, mit der Tag-Polymerase an glatte Enden von linearisierten
Vektoren einen einzelnen T-Rest anzuhangen, erdffnete einen leichten Weg zur direkten Klonierung von
PCR-Fragmenten durch die T/A-Ligation. Es wurde der pGEM-T-Vektor (3.10) verwendet, der durch seine
angefiigten dephosphorylierten Thymidinreste eine sehr niedrige Rickligationsrate besall. Von dem

pGEM-T-Vektor wurden 50 ng in der Ligations-Reaktion eingesetzt.

4.15 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien

COHEN et al. (1972) konnten zeigen, dass die Vorbehandlung von Bakterien mit eiskaltem CaCl,
ihre Zellwand fur Plasmide durchlassig machte. Aus einem Glycerinstock mit E. coli-Bakterien des
Stammes XL-1Blue wurde eine 5ml UNK mit 12,5 ug/ml Tetracyclin angesetzt. Der
XL-1 Blue-Bakterienstamm trug ein Tetracyclin-Resistenzgen im Genom und wurde somit in seinem
Wachstum nicht beeintrachtigt. Die Extinktion der UNK wurde mittels photometrischer Trilbungsmessung
(Turbidimetrie) bei 600 nm bestimmt. Die UNK wurde anschlieBend so verdiinnt, dass ein Extinktionswert
von 0,2 im gewlinschten Endvolumen erreicht wurde. Die Bakterien wuchsen bei 37°C und 240 rpm bis zu
einer OD von 0,6. Bei dieser OD befanden sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase
(SAMBROOK et al., 1989). Anschlieend wurde die Bakterienkultur fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte
eine 10minitige Zentrifugation bei 4°C mit 5000 g. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskalter
CaCly-Lésung (75 mM CaCl,; 10 mM PIPES; pH 7,0) resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Mit einem
weiteren Zentrifugationsschritt mit 5000 g bei 4°C fir 10 min wurden die Bakterien wieder pelletiert und
das Pellet wiederum in 5 ml eiskalter CaCl,-Lésung aufgenommen. Diese enthielt zusatzlich zum Schutz
der Bakterien gegen das Einfrieren 20% [v/v] Glycerin. Die Bakteriensuspension wurde in Aliquots von
200 pl in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Bei dieser Temperatur blieben die

Bakterien ohne Einbuf3en fiir mehrere Monate kompetent.
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4.16 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien

1 ng Plasmid-DNA oder 5 pl eines Ligationsansatzes wurden mit aqua dest. auf ein Endvolumen
von 40 pl aufgefullt und auf Eis gestellt. Ein Aliquot kompetenter Bakterien wurde aus dem -70°C-Vorrat
enthommen und auf Eis aufgetaut. Die Bakterien und die DNA-LOsung wurden gemischt und der Ansatz
fur 30 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit lagerte sich die DNA an die Zellwande der Bakterien an. Ein
Hitzeschock fur 2 min bei 42°C bewirkte die Aufnahme der DNA in die Bakterien (SAMBROOK et al.,
1989). Im Anschluss wurde der Ansatz fur 2min auf Eis inkubiert. Danach wurde der
Transformationsansatz in 1,5 ml LB-Medium gegeben und bei 200 rpm fir 1 h bei 37°C inkubiert. In
dieser Zeit konnte sich die Antibiotikumsresistenz ausbilden, die die transformierten Bakterien durch die
Aufnahme eines Plasmids erhalten hatten. Schlief3lich wurden die Bakterien durch Zentrifugation fiir 5 min
bei 400 g pelletiert. Das zellfreie LB-Medium wurde dekantiert und die Bakterien mit 100 yl LB-Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurde die bakterienhaltige Lésung auf 37°C warme Agarplatten (4.2) mit
einem Drigalsky-Spatel auf der Agar-Oberflaiche ausplattiert. Im Anschluss erfolgte eine 16stindige
Inkubation bei 37°C. Die Agarplatten konnten, mit Parafilm versiegelt, fir ca. 3-4 Tage bei 4°C aufbewahrt
werden. Bei zu langer Inkubation oder nach mehr als vier Tagen Aufbewahrungszeit entstanden
Satellitenkolonien, da die Hauptkolonie das meiste an Antibiotikum abgebaut hatte und nun in ihrer nahen
Umgebung Bakterien mit der Teilung beginnen konnten, die keine Resistenz besalien. Von zuféllig

ausgewahlten Kolonien wurden durch Picken UNKs (4.3) angelegt.

4.17 DNA-Sequenzierung

Bei dieser von SANGER et al. (1977) vorgestellten enzymatischen Methode der Sequenzierung
wurden basenanaloge 2’,3’-Didesoxynukleosidtriphosphate als spezifische Kettenverlangerungs-
Inhibitoren der DNA-Polymerase fiir eine kontrollierte Unterbrechung der DNA-Replikation genutzt. Auf
Grund des Fehlens der 3’-Hydroxyl-Gruppe brach die Ketten-Elongation mit dem Einbau eines ddNTP ab.
Wenn Primer und DNA-Vorlage in Anwesenheit aller vier dNTPs und eines bestimmten ddNTPs mit
DNA-Polymerase in einem Ansatz inkubiert wurden, entstand ein Gemisch aus unterschiedlich langen
Fragmenten, die am 3’-Ende eines der vier ddNTPs trugen. Somit kam es an statistisch verteilten
Positionen der neusynthetisierten DNA zu Kettenabbriichen. Verwendet wurde ein automatisches
DNA-Sequenziergerat, das fir die Markierung Primer benutzte, die mit einem Infrarotfarbstoff gekoppelt
waren. Wahrend der elektrophoretischen Auftrennung wurden die markierten DNA-Fragmente durch
einen Laserstrahl angeregt und emittierten infrarotes Licht mit einer Wellenlange von 790 nm. Das
erhaltene IR-Leitermuster zeigte die Verteilung der IR-markierten DNA an. Wenn analog dazu fir alle vier
Nukleotide (A,C,G und T) Ansatze hergestellt und parallel auf das Gel aufgetragen wurden, konnte
anhand des Bandenmusters die Sequenz der DNA direkt abgelesen werden. Zur Auswertung wurden die
Sequenzen mit verschiedenen Computerprogrammen bearbeitet (3.17).

Zwei Glasplatten wurden mit aqua dest. gereinigt und mit Isopropanol entfettet. Dies war wichtig,
da jegliche Verunreinigung den Lauf der Proben stdrte. Zwischen die Glasplatten wurden randstandige
Abstandshalter von 0,25 mm Dicke eingesetzt. Kleine Sequenziergele setzten sich aus 80% [v/v]
Sequagel XR, 20% [v/v] Sequagel complete und 0,1% [v/v] APS zusammen. Grof3e Gele bestanden aus
72% [v/v] Sequagel XR, 20% [v/v] Sequagel complete, 8,4% [v/v] Harnstoff, 1% [v/v] DMSO und 0,1%
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[viv] APS. Unter optimalen Bedingungen lieRen sich mit einem kleinen Sequenziergel bis zu 800 b lesen,
mit einem groRen bis zu 1200 b. Die gut gemischte Losung wurde mittels einer Spritze zwischen die
schragstehenden Glasplatten gegeben. Nach dem Giel3vorgang wurde ein Vorkamm zwischen die Platten
gesetzt. Nach 2-3 h war die Polymerisation des Gels abgeschlossen und der Vorkamm konnte entfernt
werden. Stattdessen wurde ein sog. Haifischkamm eingesetzt, der die Taschen fir die Proben formte.
Nachdem das Gel in die Sequenzierapparatur eingehangt worden war, wurde der Vorlauf des Gels bei
45°C fur 30 min mit 1500 V bzw. 2200 V (kleine bzw. grofe Sequenziergele) gestartet. Als Laufpuffer
diente 1x TBE-Sequenzierungs-Puffer (45 mM Borsaure; 2,5 mM EDTA; 0,134 M Tris/HCI; pH 8,3-8,7).

Die Sequenzierreaktion wurde als cycle-Sequenzierung mit dem Thermo Sequenase fluorescent
labelled primer cycle sequencing kit mit 7-deaza-dGTP (3.5) durchgefiihrt. 1-2 ug der zu sequenzierenden
DNA wurden mit 2 pmol infrarotgelabeltem Sequenzierungsprimer vermischt und der Ansatz mit aqua
dest. auf 18,75 yl aufgefillt. Je 4,5yl dieser Mischung wurden dann in vier PCR-Reaktionsgefalle
pipettiert und je 1,5 pl Terminationsmix (A, C, G oder T) des Thermo Sequenase Kits zugegeben. Dieser
enthielt neben der thermostabilen DNA-Polymerase auch die erforderlichen dNTPs und ddNTPs. Die
cycle-Sequenzierreaktion wurde unter Standard-PCR-Bedingungen durchgefiihrt (4.18). Danach wurden
die Ansatze zur Denaturierung fir 3 min auf 95°C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und mit je 3 pl
Stop/Ladepuffer (95% Formamid [v/v]; 0,1% [v/v] Xylencyanol; 10 mM EDTA; 0,1% [w/v] Bromphenolblau)
versetzt. Im Anschluss wurden 1,5yl der Proben in der Reihenfolge A, C, G und T auf das Gel
aufgetragen und die Elektrophorese fiir 6-7 h bei 1500 V bzw. 2200 V durchgefihrt.

4.18 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde erstmals von SAIKI et al. (1985) und MULLIS et al.
(1986) beschrieben. Hierbei wurde in einem 50 ul-Reaktionsgemisch eine DNA-Vorlage (1 ng
Plasmid-DNA oder 500ng genomische DNA) mit zwei flankierenden Oligonukleotiden mit
entgegengesetzter Orientierung (je 10 pmol) durch die hitzestabile Polymerase aus Thermus aquaticus
(Taq) (1 U) unter Zusatz der vier verschiedenen dNTPs (je 0,2 mM) in einem Thermocycler amplifiziert.
Dies geschah nach einer initialen Denaturierung (Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange) bei 95°C fir
5 min in 35 Zyklen durch Denaturierung fiir je 30 sec bei 95°C, durch Anlagerung der Oligonukleotide fur
je 45 sec bei 56°C und durch Neusynthese des komplementaren DNA-Stranges (Elongation) durch die
Tag-Polymerase fur je 2 min bei 72°C und schlieBlich durch terminale Elongation fur 10 min bei 72°C.
Zuletzt erolgte eine Abkuhlung auf 4°C. Die Tag-Polymerase, deren Temperaturoptimum bei 72°C lag,
zeigte bei 95°C nur eine langsame Aktivitdtsabnahme (INNIS et al.,, 1988). Der Nachteil dieser
Polymerase lag in ihrer relativ hohen Fehlerquote von etwa 2 x 10™* Fehlern pro eingebauter Base (CHA
und THILLY, 1993). Die Tag-Polymerase amplifiziert pro min ca. 1kb DNA. Die 3-Enden der
Oligonukleotide dienten ihr als Reaktionsstartpunkt. Da bei einer PCR mit genomischer DNA
Fragmentlangen unbekannter GréRe amplifiziert wurden, wurde die Elongationszeit bis auf das Maximum
der Tag-Polymerase ausgedehnt (6-7 min). Durch die Variation der Anlagerungs-Temperatur (55-65°C)
konnte die Stringenz, mit der synthetische Oligonukleotide an der Zielsequenz banden, erhéht bzw.
erniedrigt werden, da bei niedriger Anlagerungs-Temperatur u.U. auch Hybride mit Fehlpaarungen stabil
bleiben konnten. Insbesondere bei Primern, die durch die Synthese einer Klonierungs-Schnittstelle

Basenfehlpaarungen zur Zielsequenz aufwiesen, wurde die Stringenz niedrig gehalten und die guinstigste
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Anlagerungs-Temperatur ermittelt. Die Temperatur fir die Primer-Hybridisierung war je nach
Basenzusammensetzung und Lange des Oligonukleotides verschieden und wurde mittels einer
Annaherungsformel berechnet (THEIN und WALLACE, 1986). Danach galt:
Tm (Hybridisierungstemperatur) = 4 x (% GC-Gehalt) + 2 x (% AT-Gehalt). Wurden zwei Primer mit
unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen verwendet, so wurde die Anlagerung bei der niedrigeren
Temperatur durchgefiihrt. Nach Aufschmelzen der DNA im Denaturierungsschritt konnte es beim
Herunterkihlen auf die Anlagerungs-Temperatur zu intramolekularen Basenanlagerungen der
einzelstrangigen DNA kommen. Derartige Sekundarstrukturen in der Matrize konnten die Anlagerung von
Primern und die Synthese des komplementaren Stranges durch die Polymerase stéren. Durch die Zugabe
von 5% [v/v] DMSO in das Reaktionsgemisch konnten auch sekundarstrukturreiche DNA-Abschnitte
amplifiziert werden (WINSHIP, 1989). Neuere Cycler besallen einen beheizbaren Deckel, der die
VerschlulRkappen der Reaktionsgefalte auf 110°C erhitzte. Dadurch entstand ein Temperaturgradient, der
das Verdunsten der Proben verhinderte, auf Grund dessen auf eine Uberschichtung des PCR-Ansatzes
mit Mineraldl verzichtet werden konnte. Durchgefiihrt wurde die PCR mit dem Tag-Polymerase PCR Kit
(3.5). Bei der Auswahl der Primer wurden einige grundsatzliche Parameter beachtet, soweit die
Amplifikation von definierten DNA-Bereichen dies zulie. Beim Entwurf der Primer wurde eine
gleichmafige Verteilung an G/C-Resten mit einem Anteil von ca. 50% angestrebt (LOWE et al., 1990).
Alle Basen sollten in etwa gleichem Verhaltnis vorkommen und miteinander vermischt sein. Poly(A), -(T),
-(C) oder -(G)-Stellen sollten vermieden werden. Das 3’-Ende des Primers sollte aus mindestens zwei G
bzw. C bestehen. Durch eine geringe bzw. keine Komplementaritat der gewahlten Primerpaare im
3’-Bereich sollten die haufig auftretenden Primer-Dimer-Bildungen in der PCR minimiert werden.
Weiterhin wurden die Primer auf eine Lange von maximal 30 b begrenzt, da bei der Synthese der
Oligonukleotide Uber 30 b erhdhte Fehlerraten auftraten und Verlangerungen der Primer zu keiner
signifikanten Erhéhung der Spezifitat beitrugen. Wenn man die Primer so gestaltete, dass sie zwar zur
gewunschten Sequenz auf der Ursprungs-DNA komplementar waren, jedoch eine Mutation von wenigen
Basen enthielten, so konnte man aus der Ursprungs-DNA eine neue, mutierte DNA herstellen. Auf diese
Weise lieRen sich beispielsweise Restriktionsschnittstellen an einer bestimmten Stelle der DNA gezielt

einfligen. Eine solche Veranderung der Ursprungs-DNA mittels PCR bezeichnete man als PCR-Mutation.

4.19 Reinigung von PCR-Produkten

Oft war es erforderlich z.B. Salze und Enzyme von PCR-Produkten zu entfernen, da diese bei
weiteren Reaktionen storen kénnten. Dies konnte auf zwei Arten erfolgen. Einmal konnte der gesamte
PCR-Ansatz auf ein praparatives Agarosegel aufgetragen werden und nach erfolgter Gelelektrophorese
aus dem Gel eluiert werden. Diese Methode war z.B. zwingend erforderlich, wenn dem PCR-Ansatz
DMSO zugefugt worden war. Die zweite Methode basierte auf dem Prinzip der Plasmidisolierung. Hierbei
wurde das QIAquick PCR-Reinigungskit (3.5) verwendet. Zu dem PCR-Ansatz wurde das 5fache
Volumen PB gegeben. Danach wurden der Ansatz auf eine QlAquick-Saule pipettiert, deren Silica-Matrix
bei hohen Salzkonzentrationen DNA-Fragmente band, die gréRer als 100 bp waren. So konnten die
Primer aus dem Gemisch entfernt werden. Durch eine 1mintltige Zentrifugation bei 16000 g wurde die
Lésung durch die Matrix transportiert. Die gebundene DNA musste vor dem Eluieren einmal mit 750 ul PE

gewaschen werden. Die Elution erfolgte mit 25 pl aqua dest..
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4.20 RT-PCR

Bei der RT-PCR wurde ein Teilstiick einer spezifischen mRNA durch PCR amplifiziert. Dazu
wurde die mRNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Dies geschah entweder mit dem
nach stromaufwarts gerichteten Oligo(dT)-Primer, dessen Poly(dT)-Sequenz homolog zum Poly(A)-Trakt
von eukaryontischen mRNAs war, oder mit einem nach stromaufwarts gerichteten genspezifischen Primer
(GSP). Wahrend der Oligo(dT)-Primer an den Poly(A)-Trakt aller mRNAs band, wurden mit dem GSP
bereits selektiv nur wenige mRNAs mit zu dem Primer homologen Sequenzen in cDNA umgeschrieben.
Bei der PCR wurde anschlieRend durch GSPs ein Teilbereich einer cDNA amplifiziert. Dazu musste
allerdings die Sequenz der cDNA bekannt sein. Die RT-PCR wurde nach dem Protokoll, der Methode und
den Reagenzien des SuperScript™ Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis (3.5)
durchgefiihrt. Der RNA/Primer-Mix setzte sich aus 5 ug total-RNA, 1 uyl Oligo(dT)-Primer und 2 pul GSP
bzw. 2 yl GSP1 zusammen. Dieser Ansatz wurde mit DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) auf
12 pl aufgefillt und far 10 min bei 70°C inkubiert, was eine Denaturierung der RNA zufolge hatte. Im
Anschluss daran folgte eine Inkubation fir 1 min auf Eis und eine kurze Zentrifugation, um den Ansatz
wieder zu sammeln. Der Reaktionsmix mit einem Gesamtvolumen von 7 ul setzte sich aus 2 pl
10x PCR-Puffer, 2 ul MgCl,, 1 ul dNTPs und 2 pl DTT zusammen. Danach wurden 12 ul RNA/Primer-Mix
und 7 yl Reaktionsmix zusammenpipettiert, gevortext und kurz abzentrifugiert. Fir die Anlagerung der
Primer an die RNA erfolgte eine Inkubation fiir 5 min bei 42°C. Schliellich wurde 1 pl SuperScript Il RT
zugegeben, danach gevortext und abzentrifugiert. Fiir die RT-Reaktion wurde der Ansatz fir 60 min bei
42°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Enzymsynthese durch Inkubation fir 15 min bei 70°C terminiert.
Nach einer kurzen Abkihlung auf Eis konnte der Ansatz bei -20°C gelagert oder 10% des Ansatzes direkt

in der Amplifizierungs-PCR eingesetzt werden (4.18).

4.21 5’-RACE

Mit der 5-RACE-Technik war es mdglich, unbekannte 5-Enden von mRNAs zu amplifizieren.
Dadurch konnten z.B. alternative 5-Transkripte gefunden werden. In dieser Arbeit wurde das 5’-RACE
System (3.5) verwendet. Beim 5-RACE ging die cDNA-Synthese durch RT-PCR immer von einem nach
stromaufwarts gerichteten GSP1 aus. An das 3’-Ende der cDNA (= das 5-Ende der Ausgangs-mRNA)
wurde durch die terminale Desoxyribonukleotidyl-Transferase (TdT) ein Oligo(dC)-Trakt angefligt. Dieser
diente dem nach stromabwarts gerichteten Abridged Anchor Primer (AAP) als Bindestelle. Der AAP
bestand aus einer 3-Region, welche komplementar zum Oligo(dC)-Trakt war, sowie einer
5’-Adaptersequenz. Mit dem AAP und dem GSP1 erfolgte eine erste Amplifizierung durch PCR, die aber
in der Regel nicht spezifisch genug war, so dass eine zweite Amplifizierung durch nested-PCR notwendig
war, mit der die Spezifitat weiter erhdht wurde. Die zweite PCR erfolgte mit einem weiter stromaufwarts
vom GSP1 gelegenen nach stromaufwarts gerichteten GSP2 und dem Abridged Universal Amplification
Primer (AUAP), der an die 5’-Adaptersequenz des AAP band.

Durch die Reinigung des GSP1 war es moglich, diesen von Proteinen, z.B. RNasen, zu saubern,
da diese eine Durchfiihrung des 5’-RACE unmdglich machen konnten. Um die Verluste an Nukleinsauren
in der zu reinigenden Lésung in Grenzen zu halten, wurden 250 pmol des GSP1 auf 300 pl mit DEPC-H,0
(aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) aufgefullt und durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt. Dazu
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wurde die Lésung mit demselben Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und kurz
auf dem Vortexschittler homogenisiert, bis eine milchige Suspension entstanden war. 10 min
Zentrifugation bei 16000 g trennten das Gemisch in eine walrige, obere Phase, eine dunne Interphase
und eine hydrophobe, untere Phase. Die walrige Phase wurde vorsichtig abgesaugt und zur Entfernung
von Phenolresten erneut mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt, zentrifugiert und
abgesaugt. Im Anschluss daran wurde der waRrige Uberstand aus der Chloroform-Extraktion durch saure
ethanolische Fallung gefallt und das Pellet in 100 yl DEPC-H,0O aufgenommen.

Die cDNA-Synthese erfolgte wie unter 4.20 beschrieben mit 2,5 pmol gereinigtem GSP1. Um
Uberschissige GSP1, Puffer-Komponenten, dNTPs und Enzyme zu entfernen, wurde die cDNA
anschlielend einer Reinigung unterzogen. Diese Reinigung erfolgte durch die Bindung der DNA an die
Silica-Matrix einer Saule in Gegenwart des chaotropen Salzes Natriumjodid (VOGELSTEIN und
GILLESPIE, 1979). Zum cDNA-Reaktionsgemisch wurden 90 pl (4,5faches Volumen) der Binde-Lésung
zugeflgt und die Lésung auf eine GlassMax-Spin-Saule aufgetragen. Nach 30 sec Zentrifugation bei
16000 g war die cDNA an die Silica-Matrix der Saule gebunden. Gewaschen wurde durch Auftragen und
30sekindiger Zentrifugation bei 16000 g mit 3mal 400 pyl eiskaltem 1x Waschpuffer und anschliel3end
2mal mit 400 pl eiskaltem 70%igem Ethanol. Nach Entfernung des Ethanols wurde nochmals fir 1 min
zentrifugiert und die cDNA schlielich mit 50 yl 65°C warmen DEPC-H,O von der Saule eluiert.

In ein Reaktionsgefal® wurden 10 ul der gereinigten cDNA, 5 pl 5x Tailing-Puffer und 2,5 pl dCTPs
pipettiert, fir 3 min bei 94°C inkubiert und 1 min auf Eis gestellt. Der Inhalt des GefalRes wurde kurz
herunterzentrifugiert, 1 yl TdT zugefligt und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Die TdT wurde zum Schluf}
durch Erhitzen fur 10 min auf 70°C inaktiviert. Die mit einem Oligo(dC)-Trakt versehene cDNA konnte bei
-20°C aufbewahrt oder direkt fiir die Amplifikation der cDNA eingesetzt werden.

Fur die erste Amplifizierung wurden in einem 50 pl-PCR-Ansatz 4 yl cDNA, 1 yl AAP-Primer und
2 yl GSP1 verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit aqua dest. 1:100 verdinnt und davon

5 ul fur eine zweite Amplifizierung (nested-PCR) mit 1 yl AUAP-Primer und 2 pul GSP2 eingesetzt.

4.22 Genome walking

Das genome walking war ein Verfahren zur Amplifizierung eines Teilstlicks einer genomischen
DNA-Sequenz durch PCR. In dieser Arbeit wurde das GenomeWalker-Kit (3.5) zur Amplifizierung
unbekannter 5-Enden von genomischer DNA verwendet. Genomische DNA war jeweils mit funf
verschiedenen blunt-end-Restriktionsenzymen (EcoR V, Sca |, Dra |, Pvu Il, Ssp |) verdaut und an deren
5-Ende ein DNA-Adapter bekannter Sequenz angefligt worden, der als Anker fir einen ersten
Adapter-Primer (AP1) fungierte. Ein nach stromaufwarts gerichteter genspezifische Primer (GSP1) diente
als Ruckwartsprimer. Wahrend der Adapter-Primer im Verlauf der PCR an die Adaptersequenz aller
DNAs band, wurden mit dem GSP1 bereits selektiv nur wenige DNAs mit zu dem Primer homologen
Sequenzen amplifiziert. Bei der sich anschlieBenden nested-PCR wurde durch den zweiten
Adapter-Primer (AP2) und den weiter innen liegenden zweiten genspezifischen Primer (GSP2;
nested-Primer) die Spezifitdt soweit erhoht, dass der gewlinschte DNA-Bereich aus dem DNA-Gemisch
amplifiziert wurde. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurde eine Drei-Schritt-PCR mit der

Tag-Polymerase durchgefiihrt. Fir eine genome walking-PCR wurde 1 ug DNA als Vorlage eingesetzt.
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4.23 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Arbeiten mit RNA

Bei Arbeiten mit RNA bestand die Gefahr der Kontamination mit RNasen. Aus diesem Grund
wurde stets mit Handschuhen, hitzesterilisierten Glasgefallen und RNase-freien Einwegartikeln
gearbeitet. Zur Zerstérung der ubiquitdr vorkommenden RNasen reichte eine Autoklavierung nicht aus, da
sich die denaturierten Proteine spontan wieder zuriickfalten konnten. Ein wirksamer Inhibitor von RNasen
war DEPC, das kovalent an Histidin- und Tyrosin-Reste in Proteinen band und dadurch ihre Struktur
zerstorte (LENONARD et al., 1970). Reaktionsgefale und Pipettenspitzen, welche mit RNA-haltigen
Lésungen in Beriihrung kommen sollten, wurden tber Nacht in DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/V]
DEPC) gelegt, 30 min autoklaviert und getrocknet. Alle bendtigten Lésungen wurden mit 0,1% [v/v] DEPC
angesetzt. Um einen autokatalytischen Prozel® der RNA zu verhindern, wurde stets auf Eis gearbeitet.
Auch SDS war in wirksamer RNase-Inhibitor. Elektrophoresekammern, Gelformen, etc. wurden Uber

Nacht in eine 1%ige SDS-Lésung gelegt und anschlieRend mit Isopropanol und DEPC-H,O gespllt.

4.24 RNA-Isolierung aus Zellkulturen und Geweben

Die schnelle Isolierung von RNA aus Zellkulturen oder Geweben erfolgte durch
Phenol/Chloroform-Extraktion nach dem Protokoll von CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987).

Fir eine RNA-Praparation aus Zellen wurden diese in Petrischalen (O 6,5 cm) ausgesat (4.27).
Die Zellen wuchsen bis zur gewiinschten Konfluenz heran. Das Kulturmedium wurde entfernt und die
Zellen 2mal mit kaltem 1x PBS (0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM KH,PO,; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4)
gespllt, um das Kulturmedium zu entfernen. Schlief3lich wurden 400 pl einer kalten GSCN-Lésung (4,3 M
Guanidinthiocyanat; 17 mM N-Lauroylsarcosin; 0,7% [v/v] R-Mercaptoethanol; 0,75 mM Na-Citrat; pH 7,0)
auf die Schale gegeben, die Zellen homogenisiert und in ein Reaktionsgefal’ tberfihrt.

Fir die mRNA-Praparation aus Geweben wurden Balb/c-Mause verwendet. Zur
Gewebeentnahme wurden die Tiere mit Kohlendioxid betdubt und anschlieend durch Genickbruch
getotet. Die Praparation der Gewebe erfolgte auf Eis, um die Aktivitdt von Enzymen, speziell RNasen, zu
minimieren. Das Praparationsbesteck wurde vorher durch Hitzesterilisation von RNasen befreit. DieTiere
wurden erdffnet, die gewlnschten Organe entnommen, kurz in kaltem, sterilem 1x PBS gespilt und
schliellich in auf 4°C vorgekihlte Reaktionsgefalte Uberfiihrt. Dazu wurde dasselbe Volumen an kalter
GSCN-LOsung gegeben. Die Rohrchen wurden mehrmals einem Einfrier-Auftauvorgang (Wechsel
zwischen flissigem Stickstoff und RT) unterzogen, um die Zellen zu lysieren. Oft war es nétig, gleiche
Gewebe aus mehreren Mausen zu vereinen, um eine hdhere RNA-Ausbeute zu erhalten.

Den in GSCN-L6sung lysierten Zellkulturen bzw. Geweben wurde jeweils 1/10 Volumen einer 2 M
NaOAc-Losung (pH 4,0), 400 ul Phenol und 120 pl Chloroform zugeben. Die Suspension wurde durch
vortexen griindlich gemischt, bis eine milchige Suspension entstanden war. Nach einer 15minttigen
Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation fur 15 min bei 4°C mit 16000 g, die das Gemisch in eine
RNA-haltige, walrige, obere Phase, eine diinne Interphase und eine hydrophobe, untere Phase
auftrennte. Die RNA-haltige Phase wurde abgesaugt und in neues Reaktionsgefal® Gberfihrt. Schliellich
wurde die RNA nach Zugabe von 700 pl kaltem Ispropanol 1 h bei -70°C oder ber Nacht bei -20°C
gefallt. Im Anschluss daran wurde die RNA durch eine 30minutige Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C

pelletiert und das Pellet zuerst mit 70% Ethanol, dann mit 96% Ethanol gewaschen. Das Ethanol wurde
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abgesaugt, das Pellet bei 37°C getrocknet und in 30 pl DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC)
aufgenommen. Die RNA-Ldsung konnte bei -20°C gelagert werden.

Zur RNA-Degradationsuberprifung wurden pro Laufspur 3 ug RNA 1:6 mit 6x DNA-Probenpuffer
(40% [w/v] Saccharose; 0,25% [w/v] Bromphenolblau) versetzt und auf ein 1,5%iges Agarosegel
aufgetragen. Die Elektirophorese erfolgte sehr schnell mit 6-10 V/cm Elektrodenabstand bis die
Bromphenolblaufront 1,5 cm vom Auftragungsort entfernt war. Danach wurde das Gel mit Ethidiumbromid
(4.12) gefarbt. Bei einer gelungenen RNA-Praparation waren nur die 28S- und 18S-rRNA Bande zu
erkennen. Bei degradierter RNA zog sich ein Schmier Uber die gesamte Lauffront.

4.25 Northern-Blotting

Das Northern-Blotting war ein Verfahren, bei dem nach der elektrophoretischen Auftrennung die
RNA auf eine Tragerschicht Ubertragen und dort immobilisiert wurde. Der Nachweis spezifischer
mRNA-Molekiile erfolgte durch Hybridisierung mit einer markierten Gensonde (einer der RNA
komplementadren DNA). Die Northern-Blot-Technik erlaubte eine qualitative und quantitative Bestimmung
einzelner RNA-Molekile in RNA-Gemischen. Die hier beschriebene Methode des Northern-Blotting
richtete sich nach einem Protokoll von SAMBROOK et al. (1989), wobei abweichend vom Originalprotokoll
ein nicht-radioaktives, enzymatisches Nachweisverfahren gewahlit wurde.

Die Markierung der DNA-Sonde erfolgte mit dem PCR Dig Probe Synthesis Kit (3.5). Die
Durchfuhrung der PCR erfolgte mit einigen Modifikationen. So wurde nicht die Tag-Polymerase
verwendet, sondern der im Kit enthaltene Enzym-Mix Expand” High Fidelity (1,5% [v/v] des
PCR-Ansatzes). Als dNTPs wurde der 10x PCR Dig Probe Synthesis Mix verwendet (10% [v/v] des
PCR-Ansatzes), mit dem Dig-UTPs (Digoxigenin-markierte UTPs) in das PCR-Produkt eingebaut wurden.
Als DNA-Vorlage wurde in dieser Arbeit durch RT-PCR mit dem Oligo(dT)-Primer umgeschriebene
total-RNA verwendet (5% [v/v] des PCR-Ansatzes). Die Zyklenzahl wurde auf 30 begrenzt. Die ersten
10 Zyklen der PCR wurden wie unter 4.18 beschrieben durchgefihrt. Bei den folgenden 20 Zyklen wurde
die Elongationszeit pro Zyklus um 5 sec erhéht. Der letzte Elongationsschritt wurde auf 7 min reduziert.
Die markierte DNA-Sonde wurde wie unter 4.19 beschrieben gereinigt.

Die Gelelektrophorese wurde wie unter 4.9.2 beschrieben durchgefiihrt. Fir den anschlieffenden
kapillaren Transfer wurde eine Lage Whatman-Papier so auf dem Tisch einer Elektrophoresevorrichtung
plaziert, dass die Enden des Papiers in die Pufferkammern reichten. Das Agarosegel wurde mit der
Oberseite nach unten auf das Whatman-Papier gelegt. Auf das Gel kamen eine Nylonmembran, dann
zwei Lagen Whatman-Papier, ein 8-10 cm hohen Stapel Filterpapier, eine Glasplatte und zuoberst ein
500 g-Gewicht. In die Pufferkammern wurde als Transferpuffer 20x SSC (0,3 M Trinatriumcitrat Dihydrat,
3 M NaCl; 0,1% DEPC; pH 7,0) eingefiillt. Der kapillare Transfer, bei dem die RNA vom Gel auf die
Nylonmembran transportiert wurde, erfolgte Uber Nacht (SAMBROOK et al., 1989). Im Anschluss wurde
der Blot 3 min in 6x SSC gewaschen und danach getrocknet. Schlie8lich wurde die RNA mit UV-Licht
(254 nm, 90 mJ/cmz) kovalent mit der Nylonmembran verknipft (CHURCH und GILBERT, 1984).

Dann wurde die Membran mit auf 42°C vorgewarmten 0,2 ml/cm? High-SDS-Hybridisierungspuffer
(Prahybridisierungslésung) (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 5% [w/v] SDS; 25% [v/v] 20x SSC; 0,1%
[w/v] N-Lauroylsarcosin; 23,6% [w/v] Blockierungs-Reagenz; 0,1% [v/v] DEPC; in aqua dest.) fur 2 h bei
42°C unter Schiitteln inkubiert. Die markierte DNA-Sonde wurde mit DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v]
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DEPC) auf 100 ul aufgefullt, fir 10 min auf 95°C erhitzt, herunterzentrifugiert und im Anschluss sofort auf
Eis abgeklhlt. Danach wurde der Blot mit 2 ul DNA-Sonde pro ml Prahybridisierungslosung unter
Schitteln Uber Nacht bei 42°C inkubiert. Eine bereits benutzte Sonde konnte wiederverwendet werden,
indem diese fiur 10 min auf 68°C im Wasserbad erwarmt, bei RT etwas abgekuhlt und gegen die
Prahybridisierungsldsung ersetzt wurde. Am nachsten Tag wurde die Sonde enthommen und bei -20°C
aufbewahrt. Zum Waschen wurde der Blot zunachst 2mal fir 15 min mit 2x SSC mit 0,1% [w/v] SDS bei
RT gespult. Danach wurde mit auf 42°C vorgewarmten 1x SSC mit 0,1% [w/v] SDS bei 42°C 2mal fir
15 min gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit Maleinsdurepuffer (100 mM Maleinsaure;
150 mM NacCl; 0,1% [v/v] DEPC; pH 7,5) fur 15 min bei RT aquilibriert. Zum Blocken aller unspezifischen
Proteinbindestellen wurde der Blot fir 30 min mit Maleinsdurepuffer mit 1% [w/v] Blocking-Reagenz
(Roche) bei RT unter Schiitteln inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation des Blots mit anti-Dig
AP-Konjugat (F,, Fragmente) (3.13) unter Schitteln fir 30 min bei 37°C. Nicht gebundene AK wurden
durch 2maliges Waschen fiir 15 min in Maleinsaurepuffer mit 0,1% [v/v] Tween 20 entfernt. Anschlielend
wurde der Blot mit Aquilibrierungspuffer (100 mM Tris/HCI; 100 mM NaCl; 50 mM MgCly; 0,1% [v/v]
DEPC; pH9,5) fir 15min bei RT A&quilibriert. Auf die abgetropfte Membran wurden 100 pl/cm2
CSPD-Detektionslésung (1% [v/v] CSPD-Reagenz in Aquilibrierungspuffer) pipettiert und fiir 5 min bei
37°C inkubiert. CSPD bildete ein Substrat fiir die AP und zersetzte sich nach Dephosphorylierung unter
Aussendung von Fluoreszenz. Die Lichtemission war dabei proportional zur Enzymkonzentration und
dauerte bis zu 12h an. Der Blot wurde in eine Folie eingeschlagen und die Detektion in der
Dunkelkammer durchgefuhrt (4.43).

Gebundene DNA-Sonden und AK konnten wieder von der Membran eluiert werden, so dass der
Blot mit einer anderen Sonde inkubiert und weitere Transkripte nachgewiesen werden konnten. Dazu
wurde der Blot fir 15 min mit kochender 0,1% [w/v] SDS-Lésung inkubiert. Daran schlo3 sich ein
10mindtiger Waschschritt mit der Elutionslésung (1% [w/v] SDS in 0,1x SSC) bei RT an. Danach konnte

mit der Hybridisierung und Detektion der Digoxigenin-markierten DNA-Sonde fortgefahren werden.

B) Zellbiologische Arbeitsmethoden

4.26 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Eukaryontenzellen

Um Kontaminationen mit Bakterien oder Pilze der Eukaryontenzellen (3.8) zu vermeiden, wurden
alle Arbeitsschritte unter einer Sterilbank mit sterilisierten Geraten, steril filtrierten, autoklavierten oder

bereits steril gekauften Substanzen durchgefuhrt.

4.27 Kultivierung von Eukaryontenzellen

Die Eukaryontenzellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Begasung kultiviert.
Das Kulturmedium (3.7) wurde vor Gebrauch auf 37°C erwarmt. Sobald die Zellen in der Kulturflasche zu
einem konfluenten Rasen herangewachsen waren, wurde das Kulturmedium entfernt, mit 1x PBS
(0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM KH,PO,4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) gewaschen und 50 pl/cm2
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Trypsin/EDTA-L6sung (1,5% [w/v] Trypsin; 0,02% [w/v] EDTA; in 1x PBS) hinzugefliigt. Nach 2-10 min
Inkubation bei 37°C losten sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche ab. Zum Abstoppen der
Trypsinreaktion wurde 0,5 ml/cm?® Kulturmedium hinzugefugt. SchlieRlich wurden die Zellen mit einer
angemessenen Zellzahl pro cm? in eine neue Kulturflasche ausgesat. Dabei richtete sich die Zellzahl nach
der Wachstumsrate und GroRRe der Zellen.

4.28 Gefrierkonservierung und Auftauen von Eukaryontenzellen

Abtrypsinierte Zellen wurden fiir 10 min bei 400 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
wahrend das Zellpellet in 5ml Einfriermedium (3.7) resuspendiert wurde. Dieses enthielt als
Gefrierschutzmittel 10% [v/v] DMSO, was Kristallbildungen wahrend des Einfriervorgangs verhinderte. Je
1,5 ml der suspendierten Zellen wurden in Kryoréhrchen umgefiillt und in flissigen Stickstoff endgelagert.
Eine stufenweise Adaption an die Temperatur von -196°C ermdoglichte den Zellen die osmotische Abgabe
von intrazelluldarem Wasser.

Zum Auftauen wurde ein Kryoréhrchen mit eingefrorenen Zellen in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut. Sobald sich das Einfriermedium verflUssigt hatte, wurden die Zellen fur 10 min bei
400 g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Zellpellet in Kulturmedium (3.7)

resuspendiert und in eine Kulturflasche mit 0,5 ml/cm? Kulturmedium Uberfiihrt wurde.

4.29 Herstellung von Proteinextrakten aus Eukaryontenzellen

Fur die SDS-PAGE wurden Proteinextrakte aus Eukaryontenzellen hergestellt. Dazu wurde das
alte Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 1x PBS (0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM KH,PO,; 0,14 mM NacCl;
0,26 mM KCI; pH 7,4) bedeckt. Dieses wurde anschlieBend grindlich abgesaugt und die Zellen mit
10 pl/cm2 95°C heillem 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/v] Glycerin; 0,5%
[w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCI; pH 6,8) Uberschichtet. Die lysierten Zellen wurden mit einem
Zellschaber homogenisiert und in ein Reaktionsgefald Gberfihrt. Genomische DNA, die den Zellextrakt
sehr viskos machte, wurde durch Zentrifugation fir 5 min bei 16000 g pelletiert. Der Proteinextrakt konnte
bei -20°C aufbewahrt werden.

4.30 Bestimmung der Zellzahl von Eukaryontenzellen

Die Bestimmung der Zellzahl von aus einer konfluenten Kulturflasche abtrypsinierten Zellen
erfolgte mit der Neubauer-Zahlkammer. Ein geeichtes Deckglaschen wurde befeuchtet und so auf die
Kammer gelegt, dass zwischen den seitlichen Randern des Deckglases und der Kammer Newton’sche
Ringe sichtbar waren. Dann wurde die Kammer mit einem Tropfen der Zellsuspension gefiillt. Unter dem
Umkehrmikroskop wurden acht Felder der Kammer ausgezahlt. Die Anzahl der gezahlten Zellen

multipliziert mit dem Faktor 20.000 ergab die Zellzahl pro ml Kulturmedium.
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4.31 Transiente Transfektion von Eukaryontenzellen

Far Transfektionen wurde das Transfektions-Kit LipofectAMINE PLUSO Reagent (3.5) verwendet.
Zur Transfektion wurden 2,5 x 10° Zellen pro 6-Well einer 35 mm-Kulturschalen (6-Well-Platten) ausgest
und fur 18 h im Brutschrank mit 5% CO, bei 37°C inkubiert. Danach besalRen die Zellen die fir die
Transfektion notwendige Konfluenz von 80%. 1uyg Plasmid-DNA wurde mit 100 pl
Optimem-Glutamax-Medium verdiinnt. Dieses Gemisch wurde nach der Zugabe von 6 ul Plus-Reagenz,
das durch seine Bindung an die DNA eine effizientere Bildung von Liposomen-Nukleinsdure-Komplexen
ermoglichte, 15 min bei RT inkubiert. Danach konnte die Lipofectaminlésung, bestehend aus 3 pl
Lipofectamin in 100 yl DMEM-Medium zu der DNA-L&sung pipettiert werden. Eine weitere, mindestens
15minitige Inkubation war notwendig, damit sich die DNA/Liposomenkomplexe ausbilden konnten.
Zwischenzeitlich wurde das Kulturmedium dber den Zellen gegen 2 ml DMEM-Medium ausgetauscht, da
FKS und Antibiotika den Transfektionsvorgang stérten. Nach der zweiten Inkubation wurden 0,8 mi
DMEM-Medium zu dem Lipofectamin/DNA-Gemisch gegeben. Das DMEM-Medium wurde gegen diese
Lésung ausgetauscht. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Brutschrank bei 5% CO, fur 3-4 h. Danach
wurde das DNA/Lipofectamin-Gemisch entfernt und durch 4 ml Kulturmedium ersetzt. Im Anschluss

blieben die Zellen 30-40 h stehen, um die transfizierte DNA exprimieren zu kdnnen.

4.32 Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung

Diese Methode wurde zum Nachweis und zur Lokalisation von Antigenen in Zellen verwendet. Bei
der indirekten Immunfluoreszenztechnik waren die sekundaren AK (3.13), die spezifisch gegen einen
primaren AK (3.12) gerichtet waren, mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert, die durch Anregung mit
Licht der entsprechenden Wellenlange zur Emission von Photonen angeregt werden konnten. Die
verwendeten Sekundar-AK waren ausschliellich mit dem Fluorochrom Cy3 markiert. Cy3 wurde durch
grunes Licht (553 nm) zur Emission von rotem Licht (575 nm) angeregt.

Nachdem Zellen, die auf Deckglaschen ausgesat worden waren, die gewinschte Konfluenz
erreicht hatten, wurden die Deckglaschen enthommen und 2mal fir 1 min mit 1x PBS (0,8 mM Na,HPOy;
0,1 mM KH,PO,; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) gespllt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
kaltem Methanol-EGTA (0,02% [w/v] EGTA in Methanol) fixiert. Der Fixierungsprozel erfolgte bei -20°C
Uber einen Zeitraum von 20-30 min. Bei dieser Art der Fixierung wurden die Proteine durch Methanol
dehydratisiert und immobilisiert. Auch wurden Membranproteine aus der Membran herausgel6st. Dadurch
enstanden Licken, durch die die AK in die Zellen eindringen konnten. Die zelluldren Strukturen wurden
bei diese Fixierungsmethode nicht zerstort und Epitope nicht maskiert oder verandert (HARLOW und
LANE, 1988). Die fixierten Zellen wurden zunachst 10 min in 1x PBS rehydratisiert und anschlieBend fir
30 min mit unverdinnten Primar-AK beschichtet. Das Auftragen des sekundaren AK erfolgte im
Anschluss an einen 10minltigen Waschschritt mit 1x PBS. Die Deckglaschen wurden auf einen
Objekttrager in PBS/Glycerin (50% [v/v] 1x PBS; 50% [v/v] Glycerin) gelegt, mit Nagellack umrandet und
unter dem Mikroskop ausgewertet (4.34).
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4.33 In situ-Hybridisierung

Die Markierung der in der in situ-Hybridisierung verwendeten Oligos wurde mit dem Dig
Oligonucleotide Tailing Kit (3.5) durchgefiihrt. Auf Eis wurden 4 ul 5x Reaktionspuffer, 4 pul CoCl,-Ldsung,
100 pmol Oligonukleotide, 1 yl Dig-dUTP-Lésung, 1 pl dATP-Lésung und 1 pl terminale Transferase
zusammenpipettiert, mit aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefillt und far 15 min bei 37°C
inkubiert. Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden 1 pl Glycogen-Ldsung mit 200 yl EDTA-Lésung
(0,2 M EDTA in aqua dest.; pH 8,0) gemischt und 2 pl dieser Verdiinnung zu dem Reaktionsansatz
gegeben. Zum Prazipitieren wurde 2,5 ul LiCl-Lésung (4 M LiCl in aqua dest.) und 75 pl eiskaltes Ethanol
p.a. zugefligt und fir 30 min bei -70°C oder flir 2 h bei -20°C inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz fir
30 min mit 16000 g bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet mit 50 pl kaltem 70%igen Ethanol gewaschen, bei
37°C getrocknet und in 20 pl DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) aufgenommen. Die Proben
wurden bei -20°C aufbewahrt.

Mittels eines Dot Blots konnte die Effizienz der Markierungsreaktion ermittelt werden. 1 pl der
Dig-markierten Sonde wurde mit aqua dest. 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000 verdiinnt und je 1 pl der
Verdinnung auf eine Nylonmembran aufgetragen, die anschlieend fir 30 min an der Luft getrocknet
wurde. Danach wurde die Membran fur 5 min in Maleinsaurepuffer (100 mM Maleinsaure; 150 mM NaCl;
0,1% [v/v] DEPC; pH 7,5) und anschlielend zum Abséattigen unspezifischer Bindestellen fiur 15 min in
Maleinsaurepuffer mit 1% [w/v] Blocking-Reagenz (Roche) inkubiert. Der Nachweis der eingebauten
Digoxigenin-Molekiile erfolgte mit anti-Dig AP-Konjugat (F,, Fragmente) (3.13) flir 45 min bei RT. Danach
wurde die Membran 2mal 10 min in Maleinsaurepuffer und 5 min in Aquilibrierungspuffer (100 mM
Tris/HCI; 100 mM NacCl; 50 mM MgCl,; 0,1% [v/v] DEPC; pH 9,5) gewaschen. Die Detektion mit dem
NBT-X-Phosphat-System erfolgte wie unter 4.42 beschrieben. Die Farbreaktion sollte bis zu einer
Verdinnung von 1:10.000 noch sichtbar sein. Durch Vergleich der Farbintensitaten mit einer
Standardreihe liel3 sich ermitteln, wie gut die Markierung gelungen war.

Nachdem Zellen, die auf Deckglaschen ausgesat worden waren, die gewiinschte Konfluenz
erreicht hatten, wurden die diese entnommen und 2mal fir 1 min mit 1x PBS (0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM
KH,POy4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) gespllt. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation flr
10 min in PFA-L6sung (4% [w/v] in 1x PBS; pH 7,2). Danach wurde 2mal fir 5 min mit 1x PBS
gewaschen. SchlieBlich wurden die Zellen in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (30%, 50% und 70%)
jeweils fur 5 min entwassert. Die Deckglaschen konnten, Uberschichtet mit 70% Ethanol, bei 4°C
aufbewahrt werden. Zur in situ-Hybridisierung wurden die Zellen 2mal fir 5 min in 90% Ethanol und 2mal
fir 5 min in Ethanol p.a. gewaschen und anschlief3end an der Luft getrocknet. Die Dig-markierten Sonden
wurden mit 2x SSC/FA (50% [v/v] 2x SSC; 50% [v/v] Formaldehyd) 1:20 verdinnt. Durch Formaldehyd
wurden die Schmelzpunkte der Sonden halbiert. Die Berechnung der Hybridisierungstemperatur erfolgte
mit der Formel, die unter 4.18 angegeben war. 10 pl der verdinnten Sonde wurde auf autoklavierte
Objekttrager pipettiert und die Deckglaschen luftblasenfrei aufgelegt. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht
bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur der Sonden im Wasserbad in einer geschlossenen
Metallkammer. Nach der Inkubation wurden die Objekttrager in einer Glaskilvette, die mit auf die
Hybridisierungstemperatur vorgewarmten 2x SSC (0,03 M Trinatriumcitrat Dihydrat, 0,3 M NaCl; 0,1%
DEPC; pH 7,0) geflllt war, vorsichtig geschwenkt, bis sich die Deckglaschen abnehmen lieRen. Im
Anschluss wurden die Deckgldschen 3mal 20 min mit 0,1x SSC bei der Hybridisierungstemperatur, 2mal
5 min mit PBT (0,2% [w/v] BSA; 0,1% [v/v] Tween 20; in 1x PBS) bei RT und 15 min mit P2 bei RT
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gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation der Deckglaschen mit anti-Dig AP-Konjugat (F,, Fragmente)
(3.13) fir 1 h in einer feuchten Kammer bei 37°C. Fir die Substratreaktion wurden die Deckglaschen
2mal 5min in PBT und 2mal 5min in P3 gewaschen. Dann erfolgte die Substratreaktion mit
NBT-X-Phosphat-Substratlésung (4,5 ul NBT-Stammlésung und 2,5 pl X-Phosphat-Stammlésung pro mi
P3) fur ca. 30 min bei 37°C im Dunkeln, bis eine lila Farbung sichtbar wurde. Die Reaktion wurde durch
Waschen in 1x PBS fiir 5 min gestoppt. Die Deckglaschen wurden auf einen Objekttrager in PBS/Glycerin
(50% [v/v] 1x PBS; 50% [v/v] Glycerin) gelegt, durch Umrandung mit Nagellack eingedeckelt und unter
dem Mikroskop ausgewertet (4.34).

4.34 Mikroskopiertechniken

Ein inverses Stereomikroskop (IM 35) mit Hellfeld- und Phasenkontrasteinrichtung diente der
Uberpriifung  kultivierter Eukaryontenzellen. Ein Stereomikroskop (Zeiss Axiophot) mit Hellfeld-,
Phasenkontrast- und Epifluoreszenzeinrichtung wurde fiir Epifluoreszenzmikroskopie verwendet. Dabei
wurden die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Objekte nach dem Auflichtprinzip durch Bestrahlung
von oben mit Licht aus einer Quecksilberdampflampe zur Aussendung von Fluoreszenz angeregt. Die
vom Objekt emittierte Fluoreszenz hoherer Wellenlange wurde durch Sperrfilter (Analysator) vom
Anregungslicht getrennt. Ein Monochromator filterte fir Farbungen mit dem Fluorochrom Cy3 Licht der
Wellenlangen 530-570. Die Auswertung erfolgte mit den Ol-Immersions-Objektiven x63 und x100. Mit
dem Axiophot konnte eine Dokumentation der hergestellten Zellpréaparate auf Farbdiapositive erfolgen.

Nach Entwicklung der Farbdias wurden diese mit einem Diafilm-Scanner digitalisiert.

C) Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

4.35 Bakterielle Expression von His-tag-Fusionsproteinen

Eine UNK aus BL21-Bakterien, die mit einem pET28a-Konstrukt transformiert worden waren,
wurde mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C mit 240 rpm inkubiert. Die pET28-Vektoren
besallen das bakterielle lac-Operon, das durch IPTG (Isopropyl-R-D-thiogalactosid), ein physiologisch
nicht verwertbares Galactosederivat, induziert werden konnte. Unter der Kontrolle dieses lac-Operons
stand die Expression der T7-RNA-Polymerase. Die zu exprimierenden DNA-Sequenzen waren so
einkloniert worden, dass sie unter der translationalen Kontrolle der T7-RNA-Polymerase standen. Nach
der Induktion nahm die Menge an Polymerase zu, wodurch die Unterdriickung der Basalexpression durch
das in wenigen Kopien vorliegende T7-Lysozym, dessen DNA in das Genom der BL21-Bakterien integriert
war, aufgehoben wurde. Die Extinktion der UNK wurde mittels photometrischer Triibbungsmessung
(Turbidimetrie) bei 600 nm bestimmt. Anschliefiend wurde diese so verdiinnt, dass ein Extinktionswert
von 0,2 im gewlnschten Endvolumen der Expressionskultur erreicht wurde. Die Bakterien wuchsen bei
37°C und 240 rpm bis zu einer OD von 0,7-0,9, so dass sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase
befanden und die Proteinexpression mit IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert werden

konnte. Nach weiterer 2-4stiindiger Inkubation bei 37°C und 240 rpm wurde die Kultur fir 10 min bei
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5000 g abzentrifugiert. Das Pellet konnte bei -70°C eingefroren werden. Das Pellet wurde mit demselben
Volumen an 1x PBS (0,8 mM Na,HPOQO,; 0,1 mM KH,PO,; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) fir eine
Affinitatsreinigung (4.36) oder 95°C heilRen 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50%
[viv] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCI; pH 6,8) fir eine SDS-PAGE (4.38)
aufgenommen und die Bakterien durch 6malige Exposition mit Ultraschallwellen fir jeweils 30 sec mit
~100 W lysiert. Zwischenzeitlich wurde kurz auf Eis inkubiert, um einen Abbau der Proteine durch
Proteasen zu vermeiden. Zuletzt erfolgte eine 15minutige Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C. Die

Proteinextrakte konnten bei -20°C gelagert werden.

4.36 Affinitatsreinigung von His-tag-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung rek. His-tag-Fusionsproteine wurde mit einem von HOCHULI et al. (1987)
beschriebenen Saulenmaterial durchgefihrt, bei dem ein Nitrilo-Essigsaure-(NTA)-Derivat (Ni-NTA-Saule)
mit vier funktionellen Gruppen als Ligand an Sepharose CL-6B gekoppelt vorlag. Die
Metallchelataffinitdtschromatographie (MCAC) beruhte auf NTA als Metallchelatformer und dem zentral
gebundenen Ni?*, bei dem zwei der insgesamt sechs vorhandenen Koordinationsstellen des lons frei
blieben, wodurch Proteine, die mehr als zwei benachbarte Histidin-Reste besalen, binden konnten. Die
Bindekapazitdt wurde vom Hersteller mit 5-10 mg Protein pro ml Ni-NTA-Saule angegeben. Zur
Aufreinigung von His-tag-Fusionsproteinen besall der pET28a-Vektor auf der 5-Seite der MCS
Nukleotide, die fur sechs aufeinanderfolgende Histidinreste (His-tag) codierten (HOCHULI et al., 1988).
Die Aufreinigung erolgte mit einem Niederdruck-Chromatographie-System, bestehend aus einer
Peristaltik-Pumpe, einem UV-Monitor und einem Schreiber. Der am Photometer angeschlossene
Schreiber zeichnete die Absorption der Flissigkeit bei 254 nm auf. 1 ml der Ni-NTA-Saule wurde in
Fertigsaulen eingefillt und diese mit Pumpe, Photometer und Auffanggefal® verbunden. Das Pumpsystem
bewirkte, dass soviel Flussigkeit nachflo3, wie von der Sdule zum Photometer gelangte. Bei einem
Austausch von einer zur anderen Lésung liels man die Flussigkeit gerade bis zur Harzoberflache ablaufen.
So konnte eine Vermischung der Lésungen und ein Verdinnungseffekt vermieden werden. Die Matrix
durfte aber niemals austrocknen, da dies die Proteinbindungen zerstorte. Die Saule wurde mit 1x PBS
(0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM KH,PO,; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) aquilibiert und die Absorption
des Durchlaufs photometrisch erfasst. Es wurde solange aquilibrierte, bis der Schreiber eine gleichmaige
Basislinie zeigte. AnschlieBend wurde der Proteinextrakt, 1:2 mit 1x PBS verdunnt, auf die Séaule
gegeben. Dieser Vorgang wurde 2-3mal wiederholt, um die Proteinausbeute zu erhéhen. Anschlieftend
wurde die Saule mit 1x PBS gewaschen, bis der Schreiber wieder eine konstante Basislinie anzeigte.
Durch die niedrige Dissoziationskonstante von Ni-NTA (Kp = 10" bei pH 8,0) lieRen sich unspezifisch
gebundene Proteine mit 10 mM Imidazol, einem Histidin-Analogon, von der Saule entfernen. Die Elution
der His-tag-Fusionsproteine erfolgte mit 150 mM Imidazol. Um das Imidazol, das beim Erhitzen Proteine
quervernetzen konnte, aus der affinitiatsgereinigten Proteinlésung zu entfernen, wurde das Eluat in einen
Dialyseschlauch gefullt, der mindestens das doppelte Volumen des Eluates fassen sollte, um bei
eindiffundierender Flissigkeit nicht zu platzen. Die Dialyse erfolgte Uber Nacht gegen zwei Liter 1x PBS
bei 4°C unter leichtem Ruhren. Bei der SDS-PAGE wurden die Proben wegen des noch in geringen

Mengen vorhandenen Imidazols nur auf 56°C erhitzt. Die Proteine konnten bei -20°C gelagert werden.
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4.37 Photometrische Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Durch den Gehalt an aromatischen Resten der AS Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Histidin
absorbierten Proteine mit einem Maximum bei 280 nm. Nukleinsauren, die als Verunreinigung des
Proteinextraktes auftraten, absorbierten bei 260 nm. KALB und BERNLOHR (1977) beschrieben eine
Methode, um diesen Fehler zu minimieren. Sie verwendeten die Absorption der Peptidbindungen, die bei
230 nm lag. Die Nukleinsduren zeigten hier ein Absorptionsminimum. Die Berechnung der
Proteinkonzentration erfolgte mit der von KALB und BERNLOHR (1977) aufgestellten Formel:

Chrrotein [M@/ml] = (183,1 x Agzp — 75,8 X Aggo) / 1000 (C = Konzentration; A = Absorption)

4.38 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In einem Polyacrylamidgel lieRen sich Proteine unter reduzierenden und denaturierenden
Bedingungen nach ihrem MW elektrophoretisch auftrennen (LAEMMLI, 1970; RAYMOND und
WEINTRAUB, 1959). DTT reduzierte Disulfidbriicken im Protein zu Sulfhydrylgruppen, wahrend sich das
anionische Detergens SDS gleichmallig in die Proteine einlagerte, wodurch es nichtkovalente
Wechselwirkungen unterband und die Eigenladung der Proteine maskierte (STRYER, 1991). Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine war abhangig von der elektrischen Feldstarke, der Nettoladung,
der Masse und der Gestalt der Molekiile sowie dem Viskosegrad des Mediums (TISELIUS, 1937). Die
Beweglichkeit der Proteine war auf Grund des konstanten Ladungs/Masse-Verhaltnisses eine lineare
Funktion der Logarithmen ihrer relativen MW (WEBER und OSBORN, 1969). Polyacrylamidgele
entstanden durch chemische Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren und dem Vernetzer
N,N'-Methylenbisacrylamid. Bei der als radikalische Polymerisation ablaufenden Reaktion diente APS als
Radikalbildner, dessen Reaktion durch N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert wurde.
In dieser Arbeit wurde die von ORNSTEIN (1964) eingefiihrte diskontinuierliche SDS-PAGE
(DISK-SDS-PAGE) nach der Methode von LAEMMLI (1970) angewendet, mit der sich noch Proteine
getrennt darstellen lielRen, die nur einen GréRenunterschied von 10 AS (ca. 1 kD) aufwiesen (STRYER,
1991). Zwei gereinigte Glasplatten wurden durch zwei Abstandhalter (0,5 mm dick und 1 cm breit) an den
Langsseiten voneinander getrennt und mit Klammern an der Elektrophoresekammer befestigt. Zwischen
die Glasplatten wurde ein Kamm geschoben, der Taschen mit Probenvolumina von 40 yl bzw. 20 pl
formte. Die verwendeten Trenngele bestanden aus 10-15% Acrylamid mit 0,1% [w/v] SDS und 375 mM
Tris/HCI (pH 8,8). Das Sammelgel setzte sich aus 6% Acrylamid, 0,1% [w/v] SDS und 125 mM Tris/HCI
(pH 6,8) zusammen. Die Polymerisation des Acrylamids erfolgte jeweils durch die Zugabe von APS und
TEMED (Endkonzentration je 0,1% [w/v]) kurz vor dem Giellen der Gele. AnschlieBend wurden die
Pufferreservoirs mit SDS-Elektrophoresepuffer (192 mM Glycin; 0,1% [w/v] SDS; 25 mM Tris/HCI; pH 8,3)
aufgefilllt. Die Proteinproben wurden 5:1 mit 5x SDS-Probenpuffer (500 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50%
[v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 250 mM Tris/HCI; pH 6,8) gemischt, im Anschluss fir 5 min bei
95°C erhitzt und dann aufgetragen. In der duRersten Tasche wurden 10 pl eines Protein-Standardmarkers
(3.16) aufgetragen. Leerbleibende Taschen wurden mit 10 pyl 1x SDS-Probenpuffer beladen, um ein
gleichmafiges elektrisches Feld zu gewahrleisten. Die Elektrophorese wurde mit konstant 0,5 V/cm?
gestartet. Sobald die Laufront das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 0,8 V/cm? erhdht.

Wenn die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt.
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4.39 Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie-Brillant-Blau

Die unspezifische Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant-Blau beruhte auf elektrostatischen
Bindungen und apolaren Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und dem Protein (ANDREWS,
1986). Coomassie detektierte einzelne Proteinbanden ab 0,1 pyg Proteingehalt (HARLOW und LANE,
1988). Die Gele wurden 30 min mit Coomassie-Brillant-Blau-Losung (2,5% [w/v] Coomassie-Brillant-Blau;
45% [v/v] Methanol; 45% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsaure) unter Schitteln bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde der Hintergrund des SDS-Gels mit Coomassie-Brillant-Blau-Entfarbelésung (20%
[viv] Methanol; 70% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsaure) solange reduziert, bis die Proteinbanden

sichtbar wurden. Die Gele konnten zwischen zwei Cellophan-Folien bei RT getrocknet werden.

4.40 Western-Blotting

Bei der von BURNETTE (1981) als Western-Blotting bezeichneten Methode wurden
elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine PVDF- (Polyvinylidendfluorid-) Tragermembran
(Bindungskapazitat 170-200 pg/cmz) elektrophoretisch Ubertragen, an der sie Uber hydrophobe
Wechselwirkungen immobilisiert wurden und dann fiir immunochemische Untersuchungen zur Verfiigung
standen (KYHSE-ANDERSEN, 1984; REISER und WARDALE, 1981; BITTNER et al., 1980; TOWBIN et
al.,, 1979). In dieser Arbeit fand der Semi-Dry-Transfer Anwendung, bei dem nur ein Anfeuchten der
Membran und Filterpapiere erforderlich war (KYHSE-ANDERSEN 1984). Die hydrophobe Oberflache der
PVDF-Membran wurde durch Inkubation fir 10 sec in Methanol und anschlieRend fir 10 min in
Transfer-(Blotting-) Puffer (25 mM Tris/HCI; 192 mM Glycin; 20% [v/v] Methanol; pH 8,3) aquilibriert und
dann dem SDS-Gel aufgelegt. Uber und unter das Gel wurde ein mit Transfer-(Blotting-) Puffer
angefeuchteter Filterpapierstapel gelegt. Der Aufbau wurde nun auf den mit Transfer-(Blotting-) Puffer
befeuchteten Grafitelektroden einer Blotting-Apparatur so orientiert, dass das Gel zur Kathode und die
PVDF-Membran zur Anode zeigte. Der Transfer erfolgte flir 6 min je Prozentigkeit des SDS-Gels bei einer
Stromstarke von 0,8 mA/cm? Membranoberflache. Nach Beendigung des Transfers wurden die
Marker-Spuren fur 1 h mit Coomassie-Brillant-Blau-Lésung (2,5% [w/v] Coomassie-Brillant-Blau; 45% [v/V]
Methanol; 45% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsaure) unter Schiitteln bei RT inkubiert. Danach wurde der
Hintergrund mit Coomassie-Brillant-Blau-Entfarbeldsung (20% [v/v] Methanol; 70% [v/v] aqua dest.; 10%

[v/v] Essigsaure) und Methanol reduziert. SchlieRlich wurde der Markerstreifen getrocknet.

4.41 Immundetektion von Proteinen

Der Western-Blot wurde zum Absattigen freier Bindungsstellen in 1 ml/cm? Blockierungs-Lésung
(NBT-X-Phosphat-Farbesystem: 3% [w/v] BSA in 1x TBS; ECL-System: 2% [v/v] Blocking-Reagenz in
1x TBS) Uber Nacht bei 4°C oder fur 1 h bei RT unter Schutteln inkubiert. Der Nachweis von reaktiven
Proteinbanden erfolgte durch indirekte Immunodetektion. Hierbei wurden die primaren AK (3.12) durch mit
Enzymen gekoppelte sekundare AK (3.13) spezifisch erkannt. Alle Inkubations- und Waschschritte fanden

auf dem Wippschiittler bei RT statt. Nach Entfernung der Blockierungs-Lésung wurde der Blot kurz mit
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1x TBS (150 mM NaCl; 50 mM Tris/HCI; pH 7,5) gewaschen. Dann folgte die 45minutige Inkubation mit
dem primaren AK. AnschlieBend wurde 5mal 5 min mit 1x TBST (1x TBS mit 1% [v/v] Tween 20)
gewaschen, bevor sich die 45minutige Inkubation mit dem sekundaren AK anschlof3. Schlie3lich wurde
3mal fur 5 min mit 1x TBST gewaschen, bevor die Nachweisreaktion erfolgte (4.42 und 4.43).

4.42 Nachweisreaktion mit dem NBT-X-Phosphat-(BCIP-) System

Die Nachweisgrenze des NBT-X-Phosphat-Farbesystems lag bei 100 pg Protein. Bei dieser
Methode war das Enzym AP an den sekundaren AK gekoppelt. Das Substrat X-Phosphat (BCIP =
5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat) wurde hydrolytisch gespalten, wodurch ein unléslicher blauer Indigo-
Niederschlag entstand. Im alkalischen Medium gab Indigo Protonen ab, die den Farbverstarker
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) zu purpurfarbenem Diformazan reduzierten (BLAKE et al., 1984). Die
Proteine wurden als lila Banden sichtbar. Der Blot wurde 2mal fir 3 min mit P3 (100 mM Tris/HCI;
100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; 0,1% [v/v] DEPC; pH 9,5) gewaschen. AnschlieRend wurde der Blot mit
100 pl/cm2 NBT-X-Phosphat-Substratlésung (4,5 yl NBT-Stammlésung und 2,5yl X-Phosphat-
Stammldsung pro ml P3) bei 37°C fir ca. 5 min inkubiert. Wahrend der Farbentwicklung wurde der
Ansatz abgedunkelt aufbewahrt, um ein Ausfallen des Farbkomplexes auf der Membran zu vermeiden.
Die Reaktion wurde durch Waschen in 1x PBS (0,8 mM Na,HPO,4; 0,1 mM KH,PQ,; 0,14 mM NaCl;
0,26 mM KCI; pH 7,4) fur 5 min gestoppt. Anschliefend wurde der Blot auf Filterpapier luftgetrocknet und
unter Lichtausschlufl aufbewahrt, da es sonst zum Ausbleichen der Farbstoffkomplexe kam.

4.43 Nachweisreaktion mit dem ECL-System

Verwendet wurde das ECL-Blotting-Reagenz (3.5). Die Nachweisgrenze der verstarkten
Chemolumineszenz (ECL) lag bei 1 pg Protein. Bei diesem Nachweissystem war der sekundare AK mit
POD gekoppelt, das als Substrat H,O, bendétigte. Bei der Reaktion entstand ein Sauerstoffion, das unter
Einflud des Reduktionsmittels Luminol (Diazylhydrazid = 5-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-dion)
oxidierte. Luminol wurde dabei zu 3-Aminophthalat umgewandelt, das bei Riickkehr in den Grundzustand
Photonen der Wellenlange 425 nm emittierte (ROSWELL und WHITE, 1978). Diese Lichtemissionen
wurden durch 4-Jodophenol verstarkt, da dieses als Radikallbertrager zwischen H,O, und Luminol
fungierte. Da die Lichtemission proportional zur Enzymkonzentration und damit zur AK-Konzentration war,
eignete sich das ECL-System fir vergleichende Quantifizierungen. Der Blot wurde in der Dunkelkammer
angetrocknet und mit 100 pl/cm2 Detektionslosung (1% [viv] Startlésung B in
Lumineszenzsubstratldsungen A; Inkubation fur 30 min bei RT im Dunkeln) Uberschichtet und far 1 min
inkubiert. Schlie3lich wurde die Membran auf Filterpapier angetrocknet, in eine Plastikfolie eingeschlagen,
in die Expositionskammer gelegt und Réntgenfilme aufgelegt. Die Expositionszeit betrug zwischen 30 sec
und 30 min. Zur Entwicklung wurden die Filme 5 min in ein Bad mit Réntgenfilm-Entwickler (1:5 verdiinnt
mit aqua dest.) gelegt, in aqua dest. gespult, 3 min in ein Bad mit Rontgenfilm-Fixierer (1:5 verdinnt mit

aqua dest.) Uberfuhrt, wieder mit aqua dest. gespult und im Anschluss getrocknet.
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4.44 Antikorper-Elution

Nach der Detektion mit dem ECL-System (4.43) konnten AK wieder von der Membran eluiert
werden. Dadurch war es mdglich, die Membran mit einem anderen primaren und sekundaren AK zu
inkubieren. Die zweite Detektion erfolgte immer mit dem NBT-X-Phosphat-(BCIP-) System (4.42). Fir die
Elution wurde die Membran 3mal 5 min mit 1x TBST (0,15 M NaCl; 0,01 M Tris/HCI; 1% [v/v] Tween 20;
pH 7,5) gewaschen, anschlieRend fir 10 min mit Elutionspuffer (500 mM NaCl; 200 mM Gilycin; pH 2,3)
Uberschichtet, wieder 3mal 5 min mit 1x TBST gewaschen und nochmals fir 10 min mit Elutionspuffer
inkubiert. Die pH-Springe fuhrten dabei zum L&sen der Antigen-AK-Bindungen. Zuletzt erfolgte ein
Waschschritt mit 1x TBS (150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,5). Danach wurde, wie unter 4.41

beschrieben, fortgefahren.

4.45 Hochauflésende, zweidimensionale Gelelektrophorese

Die hochauflésende, zweidimensionale Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten wurde
nach der Methode von GORG et al. (2000) durchgefiihrt. Der Stand der Technik wurde regelmafig von
GORG et al. im Internet aktualisiert (http://www.weihenstephan.de/blm/deg). Mit der isoelektrischen
Fokussierung (1. Dimension) wurden Proteine auf Grund ihres relativen Gehalts an sauren und basischen
AS nach ihren isoelektrischen Punkten in einem immobilisierten pH-Gradienten (IEF-IPG) aufgetrennt.
Der isoelektroische Punkt (pl) eines Proteins war derjenige pH-Wert, bei dem seine Nettoladung Null
betrug. Bei diesem pH-Wert war die elektrophoretische Beweglichkeit ebenfalls gleich Null. Bei der
Elektrophorese eines Proteingemisches in einem pH-Gradienten wanderte jedes Protein so weit, bis es
eine Position im Gel erreichte, wo der pH-Wert seinem pl entsprach. Mit der isoelektrischen Fokussierung
konnte man Proteine trennen, deren pl-Werte sich nur um 0,01 unterschieden.

Zur Herstellung von Proteinproben aus Zellkulturen wurden die Zellen mit 10 pl/cm2 Lysispuffer
(7M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 1% [v/v] DTT; 2% [w/v] CHAPS; 0,8% [v/v] Pharmalyte; pH 3-10) lysiert,
mit einem Zellschaber homogenisiert und in ein Reaktionsgefald Gberfihrt. Um im Proteinextrakt die
Aktivitdt von Proteasen zu hemmen, wurde PMSF bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben.
Im Anschluss erfolgte der Aufschluss der Zellen durch sechsmalige Exposition mit Ultraschallwellen fir
jeweils 30 sec mit ~100 W. Zwischen den Beschallungen wurden die Zellen fiir jeweils 30 sec auf Eis
gestellt. SchlieBlich wurde der Proteinextrakt fiir 5 min bei 16000 g zentrifugiert, um unlésliche Materialien
abzuzentrifugieren. SchlieRlich wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR pipettiert Zur
Herstellung von Proteinproben aus rek. Proteinen (4.36) erfolgte die Dialyse nicht gegen 1x PBS, sondern
gegen Lysispuffer. Nach Herstellung der Proteinproben wurde die Proteinkonzentration photometrisch
bestimmt (4.37). Die Extrakte konnten bei -20°C aufbewahrt werden.

Mit der IEF-CellC wurden 17 cm lange IPG-Streifen prozessiert, die vor Beginn der Fokussierung
rehydratisiert wurden. Dazu wurden 330 pl Rehydratisierungslésung (8 M Harnstoff; 10 mM DTT; 0,5%
[w/v] CHAPS; 0,25% [v/v] Pharmalyte; pH 3-10) in die Mitte einer Vertiefungen des Kunststoffeinsatzes
der IEF-CellO pipettiert und die IPG-Streifen mit der Gelseite nach unten hinein gelegt. Im Anschluss
erfolgte die Rehydratisierung fur 12 h bei 30-50 V und 0,05 mA/IPG-Streifen. Dann wurden 100-250 ug an
Protein seitlich in die Aussparungen der Kunststoffzelle appliziert. Um die IPG-Streifen vor Austrocknung

bzw. der Auskristallisation des Harnstoffs zu schltzen, wurde eine ausreichende Menge an Silikondl auf
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die Streifen pipettieren. Schliellich wurde die Fokussierung fiir 1 h bei 200 V, fur 1 h bei 500 V, fur 1 h bei
500 V ansteigend bis 10.000 V und fiir 3 h bei 10.000 V durchgefiihrt. Nach Beendigung der Fokussierung
konnten die IPG-Streifen bis zur weiteren Verwendung bei -70°C (max. 9-12 Monate) gelagert oder sofort
aquilibriert werden. Dazu wurden die IPG-Streifen 10 min in Aquilibrierungslésung (6 M Harnstoff; 30%
[viv] Glycerol; 2% [v/v] SDS; 50 mM Tris/HCI; 1% [w/v] DTT; 0,1% [w/v] Bromphenolblau; pH 8,8)
geschuttelt. Danach wurde in Aquilibrierungslésung inkubiert, die zusatzlich 260 mM Jodacetamid enthielt,
was Streifenbildungen im SDS-Gel vermied.

Mit der sich anschlieRenden SDS-PAGE (2. Dimension) wurden die Proteine nach ihren MW
aufgetrennt, was zu einem zweidimensionalen Punktmuster fuhrte. Die Durchfuhrung der SDS-PAGE
unterschied sich in nur wenigen Punkten von der, die unter 4.38 beschrieben war. Diese
Grolformat-SDS-PAGE wurde mit der Protean Il-Kammer Uber Nacht durchgefiihrt. Das SDS-Gel (15%)
wurde mit dem Puffersystem nach LAEMMLI (1970) ohne Sammelgel hergestellt. Die aquilibrierten
IPG-Streifen wurden kurz in SDS-Elektrophoresepuffer (192 mM Glycin; 0,1% [w/v] SDS; 25 mM Tris/HCI;
pH 8,3) getaucht, auf das SDS-Gel gelegt und mit einem Spatel leicht angedriickt. AnschlielRend wurde
der IPG-Streifen mit einer 70°C warmen 1%igen Agaroseldésung fixiert. Um einen optimalen
Proteintransfer vom IPG-Streifen in das SDS-Gel und eine gleichmaRige Auftrennung der Proteine zu

gewahrleisten, wurde die Stromstarke auf 20 mA pro Gel begrenzt.

4.46 In vitro-Transkription/-Translation

Die in vitro-Transkription und die in vitro-Translation waren biochemische Verfahren, bei denen
eukaryontische mRNAs zellfrei, d.h. unter Verwendung entsprechend aufbereiteter Zellextrakte, in vitro
transkribiert und translatiert wurden. In  dieser Arbeit wurde das Linked invitro
SP6/T7-Transcription/Translation Kit nonradioactive (3.5) verwendet. Spiralférmig ineinander verdrehte
(supercoiled) Plasmid-DNA, die den Promotor fur die RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 trug,
wurde dabei mit der T7-RNA-Polymerase in m7Gppp-Kappen-RNA transkribiert und mit
Kaninchen-Retikulozyten-Lysat zu Biotin-markierten Proteinen, unter Verwendung von an ihrer
e-Aminogruppe mit Biotin gekoppelten Lysin-tRNA, translatiert (PELHAM und JACKSON, 1976). In einem
zellfreien Transkriptionssystem begann die Translation immer am ersten Start-AUG. Die Synthese von
Proteinen erforderte eine Reihe von Komponenten, die in dem in vitro-System enthalten waren. Hierzu
gehorten u.a. Ribosomen, eine vollstandige Mischung von tRNAs, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, Enzyme
und Proteinfaktoren flr die Initiation, Elongation und Termination der Proteinbiosynthese, energieliefernde
Systeme sowie K'- und M92+-Ionen. Fur die Transkriptionsreaktion sollten alle verwendeten Materialien
RNase-frei sein. 5 pl 4x T7-Transkriptionspuffer und 0,5 pug Plasmid-DNA wurden zusammenpipettiert und
mit DEPC-H,O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) auf 20 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde kurz
abzentrifugiert und im Anschluss fiir 15 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkihlung auf
Eis terminiert. Zur Translationsreaktion wurden 10 pl des Transkriptionsreaktionsansatzes und 40 ul des
Translations-Mixes (Retrikulozyten-Lysat) zusammenpipettiert, vorsichtig gemischt, kurz abzentrifugiert
und fir 60 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch AbklUhlung auf Eis terminiert. 25 yl des
Ansatzes wurden mit 5 yl des mAK anti-La/SS-B-5B9 (3.12) flir weitere 30 min bei 30°C inkubiert. Die
Immunprazipitation erfolgte unter stdndigem Schitteln fir 10 min mit 5-15 mg Protein A-gekoppelter

Sepharose. Die Protein A-Sepharose mit gebundenen Immunkomplexen wurde fir 10 min bei 16000 g
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abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit 500 yl 1x PBS (0,8 mM Na,HPO,; 0,1 mM
KH,PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH 7,4) homogenisiert und erneut fir 10 min bei 16000 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Waschschritt ein weiteres Mal mit 500 ul 1x PBS
wiederholt. Das Pellet wurde mit 20 yl 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/v]
Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCI; pH 6,8) homogenisiert und fir 5 min bei 95°C
aufgekocht. AnschlieRend wurde 10 min bei 16000 g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die Probe wurde einer SDS-PAGE (4.38) mit anschlieRendem
Western-Blotting (4.40) unterzogen. Der Nachweis der in vitro-Translationsprodukte wurde mit dem BM
Chemiluminescence Blotting Kit (Biotin/Streptavidin) (3.5) durchgefiihrt. Nach dem Western-Blotting
wurde die Membran fiir 40 min bei RT in 1 ml/cm? Blockierungs-Lésung (2% [v/v] Blocking-Reagenz in
1x TBS) inkubiert. Die L6sung wurde verworfen und der Blot 4mal fiir 10 min mit 1x TBS (150 mM NaCl;
10 mM  Tris/HCI; pH7,5) gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit 0,25 ml/cm?
Streptavidin-POD-Arbeitslosung (1% [w/v] Blockingreagenz; 0,1 U/ml Streptavidin-POD-Konzentrat; in
1x TBS) fur 30 min inkubiert. Danach wurde die Membran 4mal fir 10 min mit 1x TBST (1x TBS mit 1%
[v/iv] Tween 20) gewaschen. Die Detektion wurde nach 4.43 durchgefiihrt.

4.47 Immunisierung von Mausen

Durch die Applikation immunogenen Materials konnte die Entwicklung von AK bzw.
AK-produzierender Zellen induziert werden. Wurde mit kleinen Peptiden immunisiert, die auf Grund ihrer
geringen GréRe wenig immunogen waren, so wurden diese an ein Tragerprotein (carrier) gekoppelt, um
die Immunreaktion zu erhdhen. In dieser Arbeit wurden an das Tragerprotein SOC (sequential
oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-DAITSIOTIS et al., 1999) chemisch gekoppelte Peptide verwendet.
Immunisiert wurden weibliche, neun Wochen alte Balb/c-Mause in vierwdchigen Abstédnden. Insgesamt
wurde 4mal immunisiert. Die erste (Grund-) Immunisierung erfolgte mit 100 uyg Antigen pro Maus in
Beisein von komplettem Freundschen Adjuvans. Die zweite Immunsierung (1. boost) wurde mit 100 ug
Antigen pro Maus in Beisein von inkomplettem Freundschen Adjuvans durchgefiihrt. Bei der dritten und
vierten Immunisierung (2. und 3. boost) wurden nur noch 50 ug Antigen pro Maus in physiologischer
Kochsalzlésung (0,9% NaCl in aqua dest.) injiziert. Die Injektionen erfolgten intraperitoneal (in die
Bauchhohle). Bei dem kompletten Freundschen Adjuvans (cFa) handelte es sich um eine Wasser-in-Ol-
Emulsion, die hitzeinaktivierte Mycobakterien (Mycobacterium tuberculosum) enthielt, die bei dem
inkompletten Adjuvans (iFa) fehlten. Freundsches Adjuvans fuhrte zu einer Verstarkung der
Immunantwort gegen das applizierte immunogene Material (MASSEGEFF et al., 1993). Die geringeren
Antigenkonzentrationen bei den Auffrischimmunisierungen (boosts) und diese selbst dienten dazu, die

Antigen-spezifischen B-Zellen zu vermehren und den Klassenwechsel von IgM zu IgG zu induzieren.

4.48 Gewinnung von Blut aus Mausen

Die Balb/c-Mause wurden durch Ether narkotisiert und die Schwanzvene punktiert. Das Blut
wurde in heparinisierten Kapillaren aufgenommen, in Reaktionsgefale tberfihrt, fir 1 h bei 37°C und

Uber Nacht bei 4°C inkubiert, um die Koaggulation zu beglnstigen. Im Anschluss erfolgte eine
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Zentrifugation bei 16000 g fur 30 min, um Zellen und feste Serumbestandteile zu pelletieren. Der

Serumuberstand konnte bei —20°C gelagert werden.

4.49 ELISA

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) eignete sich zum Nachweis von Serum-AK, die
gegen bestimmte Antigene gerichtet waren. Die verwendeten Trager bestanden aus Kunststoff (Polystyrol
und Polyvinylchlorid) (CATT und TREGEAR, 1967), an den Antigene nicht kovalent gebunden wurden
(MILES und HALES, 1968; SILMAN und KATCHALSKI, 1966). Bei einem indirekten ELISA wurden die
Serum-AK an das immobilisierte Antigen gebunden und mittels eines Enzym-markierten Sekundar-AK
detektiert (ENGVALL und PERLMANN ,1971; VAN WEEMEN und SCHUURS, 1971). Die
Detektionsgrenze des ELISA lag bei 0,01 bis 0,1 ng Protein (HARLOW und LANE, 1988). Die Sensitivitat
war abhangig von der Menge des Antigens und der Aviditdt der Primar-AK. Die Platten wurden mit
Proteinkonzentrationen von 0,25 bis 0,5 ug beschichtet. Zuviel an Protein fihrte zur Ablésung von der
Platte und Stérung des Nachweises (HARLOW und LANE, 1988). Verdinnungen wurden in 1x PBS
(0,8 mM Na,HPO,4; 0,1 mM KH,PO4 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCI; pH7,4) angesetzt. Alle
Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefunhrt.

Pro Vertiefung wurden 50 ul der jeweiligen Antigenverdiinnung in die Mikrotiterplatte pipettiert. Die
optimale Antigenkonzentration wurde vorher in einer Verdinnungsreihe ermittelt. Die Kopplung der
Proteine an die Platte erfolgte fir 1 h bei 37°C. Im Anschluss wurde 3mal mit je 150 yl 1x PBST (1xPBS
mit 0,1% [v/v] Tween 20) gewaschen. Um unspezifische Reaktionen zu vermeiden, mussten
freigebliebene Bindestellen mit je 150 pl einer 1,5%igen BSA-L6sung (in 1x PBS) fir 1 h bei RT inkubiert
werden. Nach 3maligen Waschen mit je 150 yl 1x PBST wurden 50 pl des zu testenden Serums in die
Vertiefungen pipettiert und tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Die optimale Serumkonzentration wurde vorher in
einer Verdinnungsreihe (1:10 bis 1:10000) ermittelt. SchlieBlich wurde 3mal mit je 150 pl 1x PBST
gewaschen und die Mikrotiterplatte anschlieBend mit je 50 yl des mit 1x PBS 1:10000 verdiinnten
Sekundar-AK anti-Maus-IlgG POD-Konjugat (3.13) beschichtet. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei 37°C.
Es folgte ein 3maliges Waschen mit je 150 ul 1x PBST und aqua dest..

Die Detektion der AK erfolgte mittels eines Systems, das sich aus den Komponenten
o-Phenylendiamin (OPD) und Wasserstoffperoxid zusammensetzte (VOLLER et al., 1979). Die an den
Sekundar-AK gebundene Peroxidase katalysierte in Gegenwart von H,O, die Umsetzung von OPD zu
gelbbraunem 1,2-Dinitrophenol. Pro Vertiefung wurden 50 pul OPD-Substratldsung (15 mM OPD; 0,05%
[viv] H202; 50 mM Na,HPO,; 25 mM Citrat; pH 5,0) pipettiert. Im Anschluss inkubierte die Platte 15 min
unter Lichtausschlul bei 37°C. Danach wurde die Farbereaktion durch Zugabe von je 25 pl einer 4,5 M
H,SO,4-Lésung beendet. Die Auswertung der Farbreaktionen erfolgte qualititativ und quantitativ mit einem
Photometer bei 492 nm.



60




5 Ergebnisse 61

5 ERGEBNISSE

A) Untersuchung des murinen La/SS-B-Strukturgens

5.1 Sequenzierung des Gens

Ziel der Sequenzierung war es, das vollstandige murine La/SS-B-Strukturgen zu
erhalten, um z.B. Rickschlisse auf die Expression der murinen La/SS-B-mRNAs ziehen zu
kénnen. Von TOPFER et al. (1993) war eine murine La/SS-B-cDNA-Sequenz verdffentlicht
worden (GenBank accession No. L00993), die als Vorlage zur Konstruktion von Exon-
spezifischen Primern diente, mit denen die Introns von genomischer DNA einer weiblichen
129/SvEVTACTBr-Maus (3.11) durch PCR (4.18) amplifiziert werden sollten. Da beim humanen
La/SS-B-Gen die Exon-Intron-Ubergédnge bekannt waren (GROLZ, 1998) (8.1 und Tabelle 2
und 3), diente die humane Sequenz dazu, die splice-Stellen in der murinen La/SS-B-cDNA
vorauszusagen, um die Lage der Exon-spezifischen Primer zu optimieren und diese nicht tber
eine splice-Stelle zu legen. Fir jedes Intron sollte ein passendes Primerpaar gefunden werden,
wobei ein Intron mit einem nach 3’-gerichteten Primer im Exon auf dessen 5-Seite und einem
nach 5’-gerichteten Primer im Exon auf dessen 3’-Seite amplifiziert werden sollte. Dies war
auch gréfRtenteils moglich. Einige Introns lief3en sich jedoch nicht auf diese Weise amplifizieren.
Solche Introns wurden mittels des genome walking (4.22) erhalten, einer Methode zur
Amplifizierung unbekannter 5’-Enden einer genomischen DNA-Sequenz durch PCR. Hierbei
war es notwendig, die Spezifitat der ersten PCR-Reaktion durch eine zweite (nested-PCR) zu
erhdhen, bei der die nested-Primer innerhalb der Sequenz des ersten PCR-Produktes lagen.
Als Grundlage fir die Sequenzierung des murinen La/SS-B-Gens dienten die durch PCR

amplifizierten Intron-Fragmente (Abb. 4), die in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10)
durch T/A-Klonierung einkloniert wurden (4.14.2).

Intron 1 (Teil A)
Intron 1 (Teil B)
Intron 2 (Teil A)
Intron 2 (Teil B)
Intron 2 (Teil C)
Intron 2 (Teil D)
Intron 2 (Teil E)

Intron 10

Abb. 4: Agarosegel der genomischen PCR des murinen La/SS-B-Gens
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Die Sequenzierung (4.17) erfolgte mit den Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3
(3.20), fur die der Vektor pGEM-T spezifische Bindestellen besal3. Diese Vorgehensweise hatte
den Vorteil, dass mit zuverlassigen Sequenzier-Primern gearbeitet werden konnte, da nicht
jeder in der PCR einsetzbare Primer auch zum Sequenzieren geeignet war. Die Sequenz der
meisten Introns konnte auf diese Weise ermittelt werden. GréRere Fragmente, die sich nicht in
einem durchsequenzieren lieken, konnten mit internen La/SS-B-spezifischen Intron-Primern
(3.20) sequenziert werden. Dabei diente die mit den Standard-Primern ermittelte Sequenz als
Grundlage fur die Konstruktion weiter 5-gelegener Sequenzier-Primer. Alle fir die
Sequenzierung des Gens verwendeten Primer finden sich im Anhang unter 8.2 und bei den
Materialien unter 3.20. In Tabelle 1 sind die Primerkombinationen zur Amplifizierung der

Introns, die GréRRe der PCR-Fragmente und die GréRRen der Introns dargestelit.

Intron Primerkombination GroR3e des PCR-Fragments (in bp) | GroRe des Introns (in bp)

Intron 1 (Teil A) | 1. PCR: AP1 und GWK-In1-R1A

2. PCR: AP2 und GWK-In1-R2-nested 894 858
Intron 1 (Teil B) | 1. PCR: AP1 und GWK-In2-R3

2. PCR: AP2 und GWK-In2-R4-nested 492 217
Intron 2 (Teil A) | Maus-mRNA-F3 und GWK-In2-R3 432 432
Intron 2 (Teil B) | La-Murin-P2 und GWK-In2-R1 854 780
Intron 2 (Teil C) | 1. PCR: AP1 und GWK-In2-R1

2. PCR: AP2 und GWK-In2-R2-nested 710 674
Intron 2 (Teil D) | 1. PCR: AP1 und GWK-Ex4-R1

2. PCR: AP2 und GWK-Ex4-R2-nested 509 118
Intron 2 (Teil E) | La-Murin-In2-F1 und La-Murin-In2-R1 1595 1595
Intron 3 La-Murin-P3 und La-Murin-P4R 368 193
Intron 4 La-Murin-P4 und La-Murin-P5R 687 608
Intron 5 La-Murin-P5 und La-Murin-P6R 254 71
Intron 6 La-Murin-P4 und La-Murin-P8R 2477 1149
Intron 7 La-Murin-P7 und La-Murin-P8R 348 296
Intron 8 La-Murin-P8 und La-Murin-P9R 800 699
Intron 9 La-Murin-P9 und La-Murin-P10R 770 362
Intron 10 La-Murin-P10 und GWK-Ex11-R2-nested 576 286

Tabelle 1: Primerkombinationen, GroRen der PCR-Fragmente und GrdRen der Introns des murinen La/SS-B-Gens

Die hier ermittelte Sequenz des Intron 1 mit einer Lange von 982 bp reichte nicht bis
zum Exon 1b. Selbst mit der Technik des genome walking konnte die fehlende
Anschlusssequenz nicht erhalten werden. Durch Sequenzierung eines genomischen
La/SS-B-Klons einer Cosmid-Genbank mit dem Primer GWK-In1-R5 (3.20) konnte das
fehlende Sequenzstiick mit einer Lange von 420 bp ermittelt werden (SCHORNER und
BACHMANN, 2000; unverdffentlicht). Damit betrug die GesamtgréRe des Intron 1 1402 bp. Wie
das Intron 1 und konnten auch das Intron 2 nicht als zusammenhangendes Intron erhalten
werden, sondern wurde durch PCR mit genomischer DNA und/oder genome walking

amplifiziert. Die GesamtgrofRe des Intron 2 betrug 2869 bp. Alle weiteren Introns konnten ohne
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genome walking durch PCR mit genomischer DNA erhalten werden. Fir das Intron 6 konnte
kein geeignetes Primerpaar gefunden werden. Daher wurde dieses Intron mit weiter 5’- bzw- 3’-
liegenden Primern amplifiziert, was zur Folge hatte, dass es zusatzlich mit den
La/SS-B-genspezifischen internen Sequenzierungs-Primern Balnt1 und Balnt2 sequenziert
werden musste. Dabei diente die mit den pGEM-T-Standard-Primern ermittelte Sequenz zum
Entwurf dieser Primer.

Der Promotorbereich konnte weder durch PCR mit genomischer DNA noch durch
genome walking ermittelt werden. Durch Sequenzierung eines genomischen La/SS-B-Klons
einer Cosmid-Genbank mit dem Primer La-Murin-P1R (3.20) konnte die Promotorsequenz
erhalten werden (SCHORNER und BACHMANN, 2000; unveréffentlicht).

Alle ermittelten Sequenzen wurden zusammengefligt und mit der murinen cDNA-
Sequenz (TOPFER et al., 1993) kombiniert. Auf diese Weise wurde die komplette genomische

Sequenz des murinen La/SS-B-Gens erhalten. Diese Sequenz ist in Abb. 5 dargestellt.

Abb. 5: Sequenz des murinen La/SS-B-Gens

Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind der Promotorbereich zu Beginn der Sequenz, die Poly(T)17-Region im Intron 1,
das Start-AUG im Exon 2, die 9A-Kassette im Exon 7, das AUG-Codon zu Beginn der C-terminalen Proteinhalfte (M223) im
Exon 9 und das Stop-Codon im Exon 11. Nach dem Promotor folgt das Exon 1a bzw. Exon 1b. Die Sequenz, um die das
Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a verlangert ist, ist unterstrichen. Da sich das Exon 1c direkt vor dem Exon 2 befindet, ist
dieses durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die 146 bp, um die die Exon 1c-Sequenz von MARRA et al. (1996;
unveroffentlicht; GenBank accession No AA798418) im Vergleich zu der Exon 1c-Sequenz, die von TOPFER et al. (1993)

gefunden wurde, verlangert ist, sind kursiv dargestellt.

- 600 ANCOCCNACNCCNT TNAAGKSRAATNN -501
-500 NTTTNNAAAGGOCAANNCT KT GGCOCNOCOCT TTWAT AATTNCAANACNCOCGGAAAAGGT AGNNNAAT TTCYCAACAAAGGNAGGAGGAGT TTTAGGGT -401
- 400 CANCCTGGTCTAAARANNAGCOOGAGT TCCT GGATAGCCGGEECT TCSCOOGGAAACGCTKTCOCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -301
-300 AARRRRAAAGGGGGAAAAAAAGAAAAACCAAGCGCT ACAGAAGAAAGAAGGGAAGGCT CGAACATACT GOCCAGAAACACAT TAAARACAAAGATCTCCA -201
- 200 CAAAAAACACTTCCTGTCAGCOOCT AACAT TCTGCT GAGCAAT TTAACAAT TTCTCGGGCGGGAGT TCOGBCGAGACGACT CTCCTTCAGAT TGTGGAGC -101
-100 TCGTAACGGCOGT GCGOGGAAAGCAGAGOCBEE0CACT GOGT COGCGOCCACGCOCACCT GTOCGCAAGRECT GOOGEGAAAGCCOCCATCTTTAAGOGE -1
1 [TGCTGTOGEE00CG00GE0GCT COGAAGT CCAGBOGCT TCTGTCGT TGT TCT TGAAGCTGTGGT GACOGT GGGATCCGAATCTT TGAGGTGAGCTTCT TG 100
101 [GAGACTGAGGAGAAGGT ACGAAGGGCT GT GCTATGCGCAGGCCT CACCT TCCTCTCCGCGOCGOGECGT GREOCGOGRCGEECCCGT GBCOGT GT GCTGRAC 200
201 CGCGEO0CGAGEEEECEOGEEE0CT CEB0GAGBOCACGEGAGCEEE00C0GEEOCAGAGAT GOBGEEOGBOCT GEGGCT TTCCACGT GBCAGBGAT OCOGROGEG 300
301 COGGTGT GBGAGGAT GOGGCT CTCGCGEGEECCT TTAGGCAGAGGCT CGCOGCAT CCT CACGEOGT CCT TTOGGT TTGT TCCTTGCACCOCT TTCCTGACT 400
401 GGCCAGAGGOGGATGT TTCGGACCAT TTAAGT CTTTAGGGT GGT CGGT GOGGGT TAAACGOGACAGGEGT TCTGT GBGGACT GACT GGAGGCCGAAGAAGT 500
501 GGGGGCOGCTATTGEGT TCOCAGCGT CGCTATCTTTTTTTTTTTTTTTTTOCT TCAAAGAACT GCCAT TGOCAT TCTGT CTTCAGT GTGAAACAGT CCCT 600
601 AAATTGEGTAGGCOGCAGAAGT CTTGCAGGEECTAACTAGGT CGGT AT TGACCTGT GTCTCTGTAGT AATGAGAAGT GAGAT TGT TGGTAGT GGGAGACA 700
701 AACCAGCGOCTGTAACAGT AAAT TCTGAAGT GGGACGT GTACT TOGT AGAT TTCOCAT TACAGGACCAGT GTATCGCCAGCAGT CTCCAGCATTTTGAGC 800
801 AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGT AACTCATAACTATATTCAGCT GCTGCAGATAAACT CTTCAAGAGCTGGTATACT TCOGT ACAATAT GGTAGGGT 900
901 GGTTTAGTAAGGCGCT GGAAGOCAGT AAGACAGAAGAT COGGT TTGTGATTTCTAGCAAACCAGT ATCACAGT CCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG 1000
1001 ACCGTGAAACAGGAAAGT GGCTATAGAGT TAACCAGT GTAGTAGTGT TTTAGGCACATCCT TACCT TOCAGCGTCOCTAGT TTAAMATTTTTTGTATCTG 1100
1101 TGCTCACAAGGTCOCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGT GTCTAACACCGTAACT TTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT 1200
1201 TGGTAAGT CAGCTGT GACTAATTTTGAAAAGAAACGCAAAT AAT TGGCAT TGAGGGCTATAGGAATATACT GCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA 1300
1301 AAGCTAGGAATGATTGAGGGGTAGT TAAGTGGACATTTTCTGCTTTTTTGT TTTTATCGCT GAACT TTGCT{TTACCAACTACAT GAAGAGT TTGGTTACA 1400
1401 [AAGTAGGAT T TACT GGGAGGAGGGGT TG TGATCTGAGT TTTCCATCCATAATCCAAGGT GT TGCT TTGI TGAGATGT ATGAGAAT TCATAGGGAAACCT| 1500

1501 GTAAGGT TAGGAAT TCT T GAAAT TAAAAAAAAAGT GGCATACT TTTTACTCATTCTCT TGTAT TGACTAT TATATAAAAATAATAACCT TCCTACCAGTG 1600
1601 GAGAAACT T TACAGATAGCCACAAT GGCT GAAAAT GGAGATAAT GAAAAAAT GACTGCT T T GGAGGCCAAAAT CTGI CATCAAAT TGAGQGTATGATTCT 1700

1701 TGTGTGGT TAAATTGTAACT TAAGATGAAAACAGAACATCTAATAGCGATAT GT GBGCT TTTCAAACAACTGGCTTAGCTTTGATTCTTGGAGT TAATAT 1800
1801 GAATGTAT TCATATTAGGGCAAAGT TAGAAGT CTCAAGAATTACAGACAT TCCAAAGGTAACACTGTAGACT GGTGT TTATTTTTGAGACACAGAGT TCT 1900
1901 CAAGT CTGTAAAATGGAGGTAATATTTGT CAGT TGAT GTGAAAAT TAATGGT GT GCCTAATATCTAACAAGCTAGCATAAATTCCATGGTAAAGTACTTC 2000
2001 TGGTCAAATAATAGI TTATTCTATCTAGT TAGT TCTCTTCTAAAAAGT TAACATAACT TTTTAACAAATTATGCAT TTCAAAAGTCCTGTTAGACTGITC 2100
2101 TCCACTTCTCTCTCTGCGTGCACTTAGCCCCTTCTCTCTTTCTCTCTTT TCTGCCOCACT TCCOCAT GGAGACT TCCCTGGCCT TCATCCT TGGGGECCAG 2200
2201 TGATCTTGCCCATCTAAGAT CAGCT TCCCAATAAACCT GCATTTAATATAAT CT TAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAT AACAAAAGT CCTGT TAGCAT 2300
2301 TTCAAATTTAGGT TTAGATGGAATGT TGT CAGT AACAGAAT GGCTGT GGGGAAAT TGCCCATAAATTGCT TTTATGCCATGAAATAACCATTGGT TAGTG 2400
2401 TGTGTCCTCTTTTTTTTCCATTTCTTAGCTGT TTTGGT TTTGT TTTAACTTGTACACCTTTGTCCTTTAAATTGTCCTGCTTTTATTTTTCGTTTCTCAT 2500
2501 ATTTTCCCCCTTCTGAGTAATGGAGAT CAAACT CAAGGCAT GCTAGGCAGT CACTCAGT GAGCT GTAGGCAT TTGCGGCTACAAATGT TGTCTGATTTTT 2600
2601 TTAAAAAATTATTTATTTTTATGTGCATTGGTGI TTTGT CTGCATGTATGT CTGT GT GAAGGAT CCCCCGGAACTAGAGT TACAGACAGT TGTGAGCTTC 2700
2701 TATGTGGAT GCCAAGAAT TGAACCT GBGTCCTCCCGAAGAGCAGCTAGT TCTTTTAACTGCTGAACCATCT CCAGCCCCTTTTGT TTGATTGGGGGAAAA 2800

2801 AATTGTGTTTTCTTAATAATTGCAAAAGCAGT GATAAGATAAT TTGCTGT TTAATGCT TGGAACAATAGCAAATTTGT TATAGAAAAGAATAATGT TCCT 2900
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2901
3001
3101
3201
3301
3401
3501
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3701
3801
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4001
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CCCACAGOCTGCAGCCTCACATCTCTCCCTCT TGAGATATTCAAGGT TAAAAGCCTTTTCATACT CCATGT TCAAAATACATTTTATTTTTAGTGTACTT
TATGTGTATGGATGT TATGT CTACATGTATGGCTGT GT GCOGT GTACAT GOCT GGGT GOCCT CAGAAGCCAGAAGT GT GCACT GGCTCCCCTAGGACT GG
AATAACAGATGGGTATAAGGCCCCTAAT GGAAGT GOCGEGAAT TGAATCT GGT CACCAT TCAGT GCTCTTAACCT CTGAGT CATCTCTCCAGCTCCTAAA
TATTTTTTTTTAAAGGAGGCCCAATTTTTTTATTTTTTTAAAGAATATAAAGT TCAAGTAAAACT ACT CAGAGACAAGAT TTCCTAAACATCOCCAACCA
GGATGGCCTATAAACTTAATTTTTATTTTTTCCT TTTCCOCCACCAAACAT GAGATGT TTTTAGAGAGT AAAGT TTTGT TTCACCAACAATATATAATTA
ATAATCATCTTCTCTAAAGTATAGATTTTTAAAAATATGAGT TCTACGATATTCTTTATGTAAAAATTTTAGTAAACAGGTCTACTGCTTGCCTTCTCCC
TCTCGTTCCTCTCCTCCCTCCTTTTTCTCTTTTACTTTTTTCCTTCCTTTTATCCATCCATTCATCTCATGCATCCAGGGCT GTCCTGGGGAAAATTCAC
AAACTCATAGAGGTAGATCACCTTGCT TCTGCT TCCCAT GT GT GAGAAT TAAAGAGCAT GAGCCATCACATCTACCT TATTTTAAAAAATAGT GTGTGTC
TGTGTCTGTCTGCATATCAATATTTGGOCCT CAGAGGT GTCATCCT CTGGAGCT GTAGT TACAGT CTCT TATGAGCCAACT GACAAGCCT GTAAGAACCT
ACCTCAGGTCTTCTGGAAGAGCAGCAGCAT TCT TAGGCAT TGAGCCATCCTCTAGCT CTCCTGCTGATTTCT TTAAGAT GGAAT TCCTAGGAGGAGCTAC
ATTGATTGGCTCAAGCTAGT GCTGAGAT TGAAGGCAT CTTAGGT TTTGATTAGT AATGATACTAGATTTTTTTGTGT TTGTGGTGTGTGTTTATATAATT
TTTAAAGGT GGCTGGGTATGGTGGTACCTAAT TTTAATCCTAGGACCT TGGAAAGT AGAGGCAGGT GGATCTCTTGACT TTGAGAACT TAGAAGAAATTC
TGCCTCAGAGT CCTAAAT GCAGAAAT CACAGGCAT GAACCACTACACCT GACT TCACGCTGAAT TTATAAAAGCCT TAAGAAT GAATGT TTGOCCCCCCT
CCTTTATGTTGCTTTTAACAT TTCCAAGCAGT CATTCTTGGGT CTGCTACTTTTTTAGCT GAGGAT TGAGCCCAACTCCTCAGTTTATTTACTTTTTCCA
CATTGATTTAAAAAGAAGT TTTAAAATATGT TAGATTTTCATTATATTTTTGAGACT TTATATTCTGGCAATGAACTTGTTCACTAACATTTTAGTATCC
TCTACTGATTTGTATTCATACATTATGGTCTATTAAGAGGAAATATTTAGGT CTTTTAAATTCTAACATTTTTAAAGT GTAAAAAAGT CATTTTCAAAAA
TTTCATGATTGAACT CAGTATTATACAATGCTCTTCTGAAATACATTATAATTATTCACAGTATTAT T TTGGAGCT TCAAT T TGUCACGAGACAAGT TTT]

AAAAGAACAGATCAAAT TGGATGAAGGCTGGGTACCT TTGGAAACAATGATAAAAT TCAACAGGTAAGTCTTTTTGGT TGGT TTGT TTCTATTTCTTGG

GATTAAACCTAGGAACTTGTACATGTGTTGTCATTGAATTACCT TAGT TTTGCGGCTAATAAACTAAAAAAT CTTTTTAAAAGGCATCAGT TTCTGTTAC
TGTTGAGAGCTACTACTAAATCTGCTTTTTACAGTGT TTTTATGTATGTACT TTTCAGGCTAAACCGGCT GACAACAGACT TTAATGTAATTGT GCAA]

[ACTGAGCAAAT CTAAGGCAAAACT CATGGAAGT CAGT GCAGACAAAACT AAAAT TAGAAGAT CACCAAGCAGACCACT CCCT GAAGT GACGGAT GAGT AT
[AAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGT TTATAT TJGTAAGT GGGT CCATGATGTATTTCATGTATTTATTATTATTAATTATTACTATTTTTGGT TTTTTGA
GACAGGGT TTCTCTGTATAGT CCTGGCTATCCTGGAACT CACT CTGTAGACCAGGCT GGOCT CGAACT CAGAAAT CTGCCT CATATTACTTTTACT TAGA
AAGAAAAT GCTCAGGGAT CACAT TTGGOCAGT TTAGCTATTGTACT TCTAAGT TCTTTATCATTGT TAATGT TACATTGT TCACATGATAAACTCTAATA
GCTGAATTCTATAGTAATTTTCATTAGCATATTAATTTCTAAAT GCATAAT GGAAAGCT TTGAAAAT AAGGAAGT AGAT TGAATAGT GTGAAGTACCATT
GTGAAACCTCAAAAGT TCTTACCATGT AAATAATGCT TTGTCTTTGCTCCACCT GAGT TATTTTGGAGCAAAT CTCAGGT GAATCACCT TATTGCACTAG
AGAATAAGGT TGT TAAACAAT TAAGAGAGGGGAGAGAAAGATACCT AGCTCTGACT TOGT TTCGAGACAAAAT AAATCAGT TTATTCTGGGGAGAGT TTA

CCCAGGAGTCATTATTTGTACTTCTTTTTCTACT TTTTACAGAAAGGT T TCCCAACT GACGCCACCCT TGATGATATAAAAGAAT GGCTAGACGATAAAG

[GCCAAATACTGAATAT TCAAAT GAGAAGAACAT TACACAAAACAT T TAAGGTATGATAATTTGATGTAGACT TTCTGAT TGT GACATATCACT GTAAGGA

AATATTTATTTGTCCTTTACAQGGGT CAATAT T TGCTGIGI T TGATAGTAT TCAGT CTGCAAAGAAGT TTGT GGAGAT CCCTGGUCAGAAGTACAAAGAQ
[ACTAACCTGCTAATACTCT TTAAGTAAGT CTTTTCT TAGGT TTCTCAGACCACAAAAT TTTAT TGGGAAT TGATACAAT GGGGTAAGGT AAACAACAGCA
CCTCCCACATAGT TAATATCATTTTGGTAGCT CTGAAACAGT TCAGGGGTAATTATAGT CTAAGGT TACTTATTTTTATTGCCT TGAGGTATGTATGGTT
ATGATGGAGGT CCACCT GGGCCT TAACAT GCAT GT GGAGGT CAGAGGACAACT CTGT AGT CAGCTCTCTCCT TCCACT TTATAGGGATTCCAGGGATTGA
ACTCAGGGCATCAATCTTGT GCAGCAAATGT TCTTACCTACT TGT GTGAGT CGT TAGAAT TAAACT TGGGGEGCT GGAGAGAT GECTCAGT GGTTAAGAG
CACTGACTGCTCTTCCTTAGGT CCTGAGT TCAATTCCCAGCAAAT CATATAAATATTATAAATAAATATTTAAAAAAAAAAAGAAT CAAACT TGGGT TGT
CAGGCTTAGTAGCAGGT CATTTACAT GATGAGCCATCATCTCTCTAGOCCTGCTAATAACT TTTCATTAT TAGTGACTAGT GAGAAAAGT TGTTTAGTAT
TTATTTTGCATCTAAAACGT AAGGAAAAT AGAGGT AAT CAGAATGCTTAAATGT TTGGT TCTCATGT TTGGT TATTTTTCAGATTGTATATAAACATTTT
TTTAACATACATGTAGTATAAAGATAGGAGGCT TGEGOCACAAT CTTGTATGATAAGAT AAAAGT GAGGCCAGCTATAAAGACGCAACAGAGGT TAATAG
GAGTACGACTATTTTCCAAAGGTCCCAGATTCAATTTCTAGCACCCATATAACAACT TTAAGT TGTCCATAACATGT TAGTCTTTAGACTTAACATCCTC
TTTAGGTCTCAGGTACCAT GCATGCATGT GGTACACAGATATACACATAAAATAAAAACT TAGGACAT TCT GBGCAGT GGTGECACATACCT TTAATCCC
AGCACTAAGGAGACGGAGGCAGGT GGATCTCTCTGT GAGGT CAAGGCTAGCCT GGTCTACAGAAGTAGT TCT GGEGGACAGCTAAGACTCCCCACAAATG
TTGTCTTGAAAACCAAGGGGAAAAAAGT AGT TTTCAGT CTTTGT GAGCT TAGCCTGT GT TTTATGT TCT TCAGGGAAGAT TACT T T GCAAAAAAAAAT GA
[AGAAAGAAAGCAGAGCAAAGT GGAAGCTAAAT TAAAAGCTAAACAGT AAGT CTGT TGACTTCTTTGTGACATTCTTAATTTTCTTAATGT TTTGACAAGT
TTAACTAGT TATTCTGGGACAAGCCGAT GATGAGCT T TGAAAT GAGT GGTAATGGCT CTGOCAGT ATTGGTAAT TGAAAT GT TGGCCTCAAGATACCT TG
ATCAACCATTTTGCTGGT GT TGTATGATTGAAAAAAGAAAAAAACCCAAAGGACT TGCT TTGATGAAATGGGT TGGTGGTAATGT TCAAGGT TATGTAAG
TATAAACACATTATAATCATAAGACATTGT TTTTAGAGAGCAT GAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGT ACT GAAACOGT AAGTACTAATAACTAAAACATG
AGATAATTTAAGGTAGAATTTTTTTTTTTGAAGT TACATTTTGT GTGTGT GT TGTATTGTATGGGTACACCGT TACATGOCACT GCAAT TGTGTACAGGT
CAGAAGT CTCCATGT GTATCCCAGGGAT TACAGT CAGGT TGT TAGCCT TGGCAATAAGCACT TTTACCAT TACCCGCT GACCAAT CTGCTGGCCGAGATA
GAGTCTCACTATGTAAGT CTAGCTGGT CTAGAAT TGGCTATGTAGAT CAGT AGGCCT CACAT TTGGAGACATACACCT GATTCTACCTCCCAGCTACTGG
GATTTAAGAAAGGCACATACCACCAT GTCCAAT GT GTAT GCTGGTACACAT GGTACCT GCACCAACTATATCACT TATGCCTCGAGCACT GTGTGAGGAC
CGTGTGAGAATGTGT TTGAGT GTGT TGCATTAGT GATACACAAATACT GT TATCTGGGAT TATTACT TAATAGCAGATAGT TATATTAAACCATCACCTA
TAGAAGAAACTAAAGT AAAGCCTTTGTAAGACAT GACAGCCGAGACGAATACACAGT TTCACT GCATTAAAGTAGT TCTGATATATCTTTTTCCTATGTA
GGTATAGAATGACT TGAGCCATTTTGGT GAGGT TGCACT TAAGAAAGGCT TTTGATGGCCT TGTATATTTTTATAGAGAGC T CTAGAAGGAAAGATGGA
[TGCTTACTGAAGI T TTCAGGT GACT T GGATGACCAGACCT GTAGAGAAGAT TTACACT TCCT T TTCTCAAAT CATGGI GAAATAAAATGGGTCGACT TG
[CCAGAGGAGCAAAAGAGGT TTGGAAACATTTGT GTCCTTATTAGCAATTGCT TTAAAAGT CTGT AGAATGT TATCTCT TAGAAGAAAAAAT TATTTAGAA
AGTAGTTGTTTTAAAAACTAGT TGTTATAAAGCATGT TAATTGAAATAGT TCCTAATTAGTCATTTACTTTTGTCTTTGGTCCTTTAATTGGATGTGATG
TCTTTTCCCCTCCTTGTCAGATGGGT AATATGCTGACGT TGAAACAAGAT TTTGGGAGGAACAGGT CATGAAAAT TGAAAATAGAAATAACAGATAGGAA
AGGTGT GT GT GGAGGGT AGTAAGAAAT TGT CAGACTACAAACTAAAGAGT GAAACATTCATTTTTCTCT TTGATGT GTAGGGAATAAT TCTCT TCAAAGH
[PAAGGCT AAGGAAGCACT TGAGAAAGCCAGAAAT GCAAATAATGGT AACCTACT GT TAAGGAACAAAAAGGT GACT TGGAAAGTACTAGAAGGACATGC]
[GAAARAGAAGCAT TGAAAAAAAT CACAGAT GAT CAGCAAGAAT CCCTAAACAAAT GGAAGT CAAAAGGAGGGCAT GCAGGT GGAAGAT T TAAAGGAAGC]
[ATGTTTT TACAGCAGCCCGCAGAT T TAAAGGAAAAGGGAAGGGT AATAGGCCT GGT TAT GCT GGGGCACCCAAAGGAAGAGGACAGT TTCATGGAAGEAG
[GACAAGAT T TGATGATGATGATCGT CGT CGTGGTAAGTCTTTACTAAT TCCTTTGGGAGCGAAAT CTATAGT AAGATACTATTTCTCTGTCTAAGT GATA
TTCTTGAATTAGTACCGTCTTCCTTGCTTGTATTGT TTCACAAGT GAGAGGT TGGT TGAAAGATAAAT TTAGAGAT CAAAGGAAAGACTACT TAAGGAAA
GCTTTTCTCCTTGAAGGGAAGATGCATTTTTTTTTTAAGGAGGCTATTACCAATACT TGTAATCGT TATTACTAAAACAGT GCTAACAGT GAATTTAACA

AAATTATTTGI TGTAATAGGACCAAT GAAAAGAGGAAGAGAT CCAAGAGACAGAGAAGAACCCGCAT CAAAGCATAAGAAAAGAGAAAATGGT GCTAGAG
[ACAAGTAGT TTATT TAGTAAGCAGIGT TTTTATTCCT TAGT TAGAT TTTAAGCTGCTTTTTGICITCAGAAGCT T1TAAAAAGAAAAGCGAAT TAGGTCJ
[ACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGI TTACTTCTTTTGI TGTATCAATCAAGT T TTTAAAATGIATAGT TCTGI TTGIGT TTGGATGATTAA
[PATATGAGAAGGAAGATTCT TCCTCT TAATTGI CT T TGAATATGAGAATGTAT TAGTACAGAT TGT AAAATATATACTGTATAAAAATAGCCAATAGT TC

TTTCTTCTTTTTATTTCTCTTAAAACGT TTCATAAAGAACT TCAACTAAAATATTAGCT CTTGCGAGT ATAAGCCCTTCTTCCCACAGCTAATTTGTCTA
ATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCT TGGTAAGAGT GAAATAACCAT TACAAAAGCT TTTGAATACTGGAT GTACACAGACTACAATTGG
AAAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGT TGTATAATGCT GGTAGATCATAT CGAAGCT CTGT TAAAAAAAAAAGCCCGACA
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B) Untersuchung der murinen La/SS-B-mRNAs bzw. La/SS-B-cDNAs

5.2 Northern-Blotting

Mittels der Northern-Blot-Technik sollte eine GrofRenbestimmung der murinen
La/SS-B-mRNAs erfolgen. Dazu wurde total-RNA aus NIH-3T3-Zellen isoliert (4.24),
elektrophoretisch aufgetrennt (4.25) und auf eine Tragermembran Ubertragen (4.25). Der
spezifische Nachweis der murinen La/SS-B-mRNAs erfolgte durch Hybridisierung mit einer
Dig-markierten murinen La/SS-B-cDNA-Sonde, die mit dem AK anti-Dig AP-Konjugat (3.13)
nachgewiesen wurde (4.25). Die Sonde wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und
La-Murin-RT-PCR-Rlck (3.20) aus einer cDNA-Vorlage hergestellt, die aus total-RNA von
NIH-3T3-Zellen mit dem Oligo(dT)-Primer durch RT-PCR erhalten wurde (4.20). Mit diesen
Primern wurde ein 1285bp grolRes PCR-Fragment

amplifiziert, das nur den codierenden Leserahmen der A B
La/SS-B-mRNA enthielt (Exon 2—-11). Dadurch konnte die

Sonde an alle La/SS-B-mRNA-Isoformen binden, da diese

nur in ihren 5-UTRs verschieden waren. Eine gg EE — ﬂ
Unterscheidung der La/SS-B-mRNA-Isoformen war jedoch 28 Kb m— .

nur moglich, wenn dies das Auftrennungsvermogen des 16 kb ek b
Northern-Blottings zulie3. Mit einem Dot Blot (4.33) wurde 1.0kb == *
die Effizienz der Sondenmarkierung Uberprift. Die Detektion 8:2 EE — -

der murinen La/SS-B-mRNAs ist in Abb. 6 dargestellt. Wie zu 0.3 ki mm—

erkennen war, konnte nur eine einzelne Bande mit einer
|

Laufhdhe von ca. 1,8 kb detektiert werden, die mit grolRer  abb.6:  Detektion der  murinen

Wahrscheinlichkeit ein Gemisch aus den verschiedenen L&SS-B-mRNAim Northern-Blot
A) RNA-Marker (3.15)

murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen darstellte. B) La/SS-B-mRNA-Isoformen

5.3 In situ-Hybridisierung

Durch die Technik der in situ-Hybridisierung (4.33) sollte festgestellt werden, ob es sich
bei den murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen um fertig gesplissene, zytoplasmatische mRNAs
handelte. Die in situ-Hybridisierung wurde an NIH-3T3-Zellen durchgeflihrt, da diese ein relativ
grolRes Zytoplasma besal’en, wodurch eine zytoplasmatische Detektion der mRNAs vereinfacht
wurde. Aullerdem sollten die Zellen eine Konfluenz von weniger als 50% besitzen, wodurch das
Kern-Zytoplasmaverhaltnis zu Gunsten des Zytoplasmas verschoben war, da die Zellen
Auslaufer ausbilden konnten. Zur Unterscheidung der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen

wurden die Oligo-Sonden so gewahlt, dass diese jeweils spezifisch an eine der drei Isoformen
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banden. Die Sonde Ex1a-antisense (3.20) erkannte die splice-Ubergangssequenz zwischen
dem Exon1a und 2 und detektierte somit die Exon 1a-mRNA-Isoform. Die Sonde
Ex1b-antisense (3.20) sollte in der Sequenz der 27 Nukleotiden binden, um die das Exon 1b im
Vergleich zum Exon 1a verlangert war, und detektierte somit die Exon 1b-mRNA-Isoform. Die
Sonde Ex1c-antisense (3.20) band an ein Sequenzstiick des Exon 1¢ und detektierte somit die
Exon 1c-mRNA-Isoform. Um unspezifische Bindungen auszuschlieen, wurden als Kontrollen
die Sonden Ex1a-sense, Ex1b-sense und Ex1c-sense hergestellt, die nicht binden sollten. Des
weiteren wurden Zellen nur mit dem Nachweisreagenz behandelt, um unspezifische Reaktionen
bei der Nachweisfarbung auszuschlieen. Alle Sonden wurden Dig-markiert (4.33), so dass sie
nach Bindung an ihre spezifische mRNA-Sequenz mit dem AK anti-Dig AP-Konjugat (3.13) im
NBT-X-Phosphat-System (4.33) nachgewiesen werden konnten. Mittels eines Dot Blots (4.33)
wurde die Effizienz der Sondenmarkierung Uberpruft. In Abb. 7 ist die lichtmikroskopische

Auswertung der in situ-Hybridisierung dargestellt.
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Negativ-Kontrolle

Abb.7: In situ-Hybridisierung der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen an
NIH-3T3-Zellen

Die Zellen wurden bei 400x VergroRerung dokumentiert.
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Mit allen antisense-Sonden konnten die jeweiligen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen
im Zytoplasma detektiert werden. Damit stellten die murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen fertig
gesplissene, zytoplasmatische mRNAs dar. Mit den sense-Sonden konnten keine mRNAs
detektiert werden. Ebenso war keine Farbung der Negativ-Kontrolle zu erkennen, die nur mit

Nachweisreagenz behandelt worden war.

5.4 Expressionsanalyse der mRNA-Isoformen

In diesem Versuch sollte die Expression der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in
verschiedenen Geweben von Balb/c-Mausen (3.18), Balb/c-Mausembryonen (3.18), murinen
Zellkulturen (3.8) und murinen Priméarzellen (3.8) mit der RT-PCR-Technik (4.20) untersucht
werden. Von Interesse war hierbei, ob eine gewebe- bzw. zellspezifische Expression
festzustellen war. Daher musste bei dieser Methode gewahrleistet sein, dass sich die drei
murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden liel3en.

Um bei Zellkulturen eine mogliche proliferationsabhangige Expression feststellen zu
kénnen, wurden die Zellen so ausgesat, dass diese zum Zeitpunkt der RNA-Praparation eine
Konfluenz von mehr als 80% bzw. weniger als 50% besalten oder im undifferenzierten bzw.
differenzierten Stadium vorlagen. Zur Differenzierung waren zwei der verwendeten Zelllinien
befahigt, die C2C12-Myoblasten und die PCC7-Mz1-Zellen. Wahrend sich die C2C12-Zellen
nach einigen Tagen von selbst zu Muskelgewebe differenzierten, bendtigten die
PCC7-Mz1-Stammzellen zur Differenzierung zu neuronalen Zellderivaten des PNS (BERGER
et al.,, 1997) 0,1 uM all-trans-Retinsdure (RA) und 1 mM dibutyryl-cAMP (dbcAMP) als Zusatz
zum Kulturmedium. Undifferenzierte bzw. differenzierte PCC7-Mz1- und C2C12-Zellen wurden
zur Verfligung gestellt (3.8).

Aus den murinen Zellmaterialien wurde total-RNA isoliert (4.24) und diese durch reverse
Transkription (4.20) in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte mit dem nach stromaufwarts
gerichteten Oligo(dT)-Primer (3.20), dessen Poly(dT)-Sequenz homolog zum Poly(A)-Trakt von
eukaryontischen mRNAs war. Dadurch wurden alle mRNAs in cDNA umgeschrieben, die einen
Poly(A)-Trakt besalRen. Bei der anschlielenden PCR (4.18) wurde grdfitenteils der 5’-Bereich
der cDNAs, der sich zwischen den drei mRNA-Isoformen unterschied, durch spezifische
La/SS-B-mRNA-Isoform-Primer amplifiziert. Die Primer wurden so gewahlt, dass die
amplifizierten PCR-Fragemente eine Gréle zwischen 350 und 400 bp basallen, was die
Auftrennung eng zusammenliegender Banden bei der DNA-Agarosegel-Analyse (4.9) unter
Verwendung eines 2%igen LMP-Agarosegels (4.9.1) begunstigte.

Fir jede La/SS-B-mRNA-Isoform sollte ein eigenes Primerpaar konstruiert werden. Fur
die Exon 1a-und Exon 1c-Isoform war dies mdglich, nicht jedoch fir die Exon 1b-Form, da der
Vorwartsprimer in der 27 bp langen Sequenz héatte liegen mussen, um die das Exon 1b im

Vergleich zum Exon 1a verlangert war. Diese Sequenz bot daflir aber keine optimalen
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Voraussetzungen. Daher wurde das Primerpaar, das zur Detektion der Exon 1a-Isoform diente,
auch zur Detektion der Exon 1b-Isoform genutzt. Somit wurden die Exon 1a- und
Exon 1b-Isoform gleichzeitig in einem PCR-Ansatz nachgewiesen. Die Unterscheidung dieser
beiden Isoformen erfolgte im Agarosegel durch den Laufunterschied von 27 bp.

Zur Detektion der Exon 1a-Form bzw. Exon 1b-lsoform wurden zwei Primerpaare
konstruiert (1. Primerpaar: La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1; 2. Primerpaar: La-mRNA-F2 und
La-mRNA-R1), um die Nachweischancen zu erhéhen, da mit beiden Primerpaaren bei
veschiedenen Geweben bzw. Zellkulturen die Effizienz der cDNA-Amplifikation unterschiedlich
war. Die mit dem 1. Primerpaar La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1 (3.20) amplifizierte
Exon 1a-Form besal} eine Gréle von 376 bp, die Exon 1b-Form eine GroRe von 398 bp. Die
mit dem 2. Primerpaar La-mRNA-F2 und La-mRNA-R1 (3.20) amplifizierte Exon 1a-Form
besalt eine Grofe von 349 bp, die Exon 1b-Form eine Grofie von 371 bp.

Wenn im Agarosegel zwei Banden detektiert werden konnten, so bedeutete dies, dass
sowohl die Exon 1a- als auch die Exon 1b-Isoform exprimiert wurden. War auf dem Agarosegel
dagegen nur eine Bande zu erkennen, so musste festgestellt werden, um welche Isoform es
sich dabei handelte. Dazu wurde die cDNA aus dem Agarosegel eluiert (4.12), durch
T/A-Klonierung (4.14.2) in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) einkloniert und mit den
Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) sequenziert (4.17).

Mit den beiden Primern La-mRNA-F3 und La-mRNA-R1 (3.20) wurde die
Exon 1c-Isoform in einem eigenen PCR-Ansatz amplifiziert. Die mit dieser Primerkombination
amplifizierte cDNA besal} eine Gréle von 362 bp.

Um festzustellen, ob die PCR unter den gewahlten Bedingungen erfolgreich sein konnte
und um eine Degradation der total-RNA auszuschlieRen, wurden fir jedes Gewebe bzw.
Zellkulturen als Positiv-Kontrollen PCR-Fragmente mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren
amplifiziert. Zum einen wurde mit den Primern GAPDH-Vor und GAPDH-Rick (3.20) ein
Bereich der Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) amplifiziert. Dieses
PCR-Fragment besal} eine Grélke von ca. 500 bp und sollte immer in allen Geweben bzw.
Zellkulturen detektierbar sein, da es sich bei der GAPDH um ein essentielles, permanent
exprimiertes Haushaltsgen handelte, das eine wichtige Funktion in der Glycolyse auslbte.

AuBerdem wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-Ruck
(3.20) ein PCR-Fragment von La/SS-B amplifiziert, das nur den codierenden Leserahmen
(Exon 2-11) enthielt. Dieses PCR-Fragment besal} eine GroRe von 1285 bp. Da mit dieser
Primerkombination keine Isoform-spezifischen PCR-Produkte amplifiziert wurden, konnte mit
dieser RT-PCR festgestellt werden, ob eine generelle La/SS-B-mRNA-Expression stattfand.

Die Agarosegele zur Analyse der PCR-Fragmente aus verschiedenen Mausgeweben
und Mausembryonen sind in Abb. 8 dargestellt. In Abb. 9 finden sich die Agarosegele zur
Analyse der PCR-Fragmente aus murinen Zellkulturen und Primarzellen mit einer Konfluenz
von >80% bzw. <50% oder im undifferenzierten bzw. differenzierten Stadium.

Fir die Abb. 8 und 9 galt folgende Auftragungsreihenfolge: In Laufspur (A) wurden die
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PCR-Produkte des Primerpaares GAPDH-Vor und GAPDH-RUck und in Laufspur (B) die
PCR-Produkte des Primerpaares La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-RUck
aufgetragen. In Laufspur (C) fanden sich die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F1
und La-mRNA-R1 und in Laufspur (D) die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F2 und
La-mRNA-R1. In Laufspur (E) waren die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F3 und
La-mRNA-R1 enthalten. Als Marker wurde immer der GeneRuler DNA Ladder (3.14)
verwendet.

Wie in Abb.8 und 9 zu erkennen war, konnte in Laufspur (A) die spezifische
GAPDH-Bande mit einer Laufhéhe von ca. 500 bp und in Laufspur (B) die PCR-Fragmente der
La/SS-B-Kontrolle (Exon 2-11) mit einer Laufhdhe von ca. 1300 bp bei allen untersuchten
Proben detektiert werden. Dies zeigte, dass die Durchfiihrung der Versuche unter den
gewahlten Bedingungen mdglich war und dass immer wenigstens eine La/SS-B-mRNA-Isoform
exprimiert worden war, was der Beschreibung von La/SS-B als Haushaltsgen entsprach.

In Laufspur (C) konnte bis auf Lebergewebe bei allen Proben eine Einzelbande mit einer
Laufhéhe von ca. 400 bp detektiert werden. Bei NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent) und

P388D1-Makrophagen (<50% konfluent) traten zwei eng zusammenliegende Banden auf.

Abb. 8: Nachweis der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in adulten und

fetalen Geweben
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Abb. 9: Nachweis der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Zellkultur-

und Primarzellen durch RT-PCR
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In Laufspur (D) wurde mit Ausnahme des Lebergewebes bei allen Proben eine Bande
bei einer Laufhdhe von ca. 400 bp detektiert. Bei PCC7-Mz1-Nervenzellen (undifferenziert),
NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent), Swiss-3T3-Zellen (<50% konfluent), P388D1-Makrophagen
(<50% konfluent) und Myelomzellen trat zusatzlich eine zweite Bande auf.

Da in Laufspur (C) und (D) die gleichen mRNA-Isoformen amplifiziert wurden, stellte das
ungleiche Auftreten der Doppelbanden zunachst einen Widerspruch dar. Eine wahrscheinliche
Erklarung war, dass mit dem 1. Primerpaar La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1 (Laufspur (C)) die
cDNAs zu stark amplifiziert wurden, um zwei einzelne Banden unterscheiden zu kénnen. Dies
war dagegen mit dem 2. Primerpaar moglich (Laufspur (D)).

Durch Sequenzierungen wurde festgestellt, dass es sich in Laufspur (C) bzw. (D) bei
Einzelbanden und bei der unteren cDNA-Bande von Doppelbanden um die
Exon 1a-mRNA-Isoform  handelte. = Somit stellte die obere = cDNA-Bande die
Exon 1b-mRNA-Isoform dar.

In Laufspur (E) konnte mit Ausnahme des Leber- und Testisgewebes bei allen Proben
die Exon 1c-mRNA-Isoform-Bande mit einer Laufhéhe von ca. 360 bp detektiert werden.

Die erhaltenen Ergebnisse liellen sich kurz wie folgt zusammenfassen: Mit Ausnahme
des Leber- und Testisgewebes wurden in allen untersuchten Proben die Exon 1a- und
Exon 1c-mRNA-Isoform des murinen La/SS-B  exprimiert. PCC7-Mz1-Nervenzellen
(undifferenziert), NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent), Swiss-3T3-Zellen (<50% konfluent),
P388D1-Makrophagen (<50% konfluent) und Myelomzellen exprimierten zusatzlich die
Exon 1b-mRNA-Isoform.

5.5 Translationsanalyse der mRNA-Isoformen

Da es sich bei den drei alternativen mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B um
vollstandig gesplissene, zytoplasmatische mRNAs handelte (5.3), die grofRtenteils ubiquitar
exprimiert wurden (5.4), stellte sich hier die Frage nach ihrer Funktion. Wurden die alternativen
Isoformen fir die Synthese von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt oder handelte es sich
um eine Art regulatorische und, zumindest auf der Ebene der Translation, nicht-funktionelle
mRNAs? Wenn alle alternativen mRNA-Isoformen funktionelles La/SS-B-Protein lieferten, in
welchem AusmalR erfolgte dann die Translation? Im Folgenden sollte untersucht werden, ob
alle mRNA-Isoformen gut translatierbar waren und ob es zwischen diesen Unterschiede in der
Translationseffizienz gab. Die Uberpriifung der Translatierbarkeit erfolgte durch transiente
Transfektionen (4.31), die Quantifizierung der translatierten La/SS-B-Proteine durch

in vitro-Transkription/-Translation (4.46).
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5.5.1 Klonierung der eukaryontischen Expressionsvektoren

Zur Translationsanalyse mussten zunachst die drei La/SS-B-mRNA-Isoformen als
moglichst vollstdndige cDNAs aus total-RNA durch RT-PCR hergestellt und in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 (3.10) kloniert werden. In diesem Vektor wurde die
Transkription der einklonierten cDNA durch den viralen CMV-Promotor angetrieben.

Um alle La/SS-B-mRNA-Isoformen durch RT-PCR zu erhalten, wurden die
NIH-3T3-Zellen so ausgesat, dass diese zum Zeitpunkt der RNA-Praparation eine Konfluenz
von weniger als 50% besalien. Die reverse Transkription erfolgte mit dem nach stromaufwarts
gerichteten Oligo(dT)-Primer (3.20), wodurch alle mRNAs in cDNA umgeschrieben wurden, die
einen Poly(A)-Trakt besalien. Bei der sich anschlieRenden PCR wurden die verschiedenen
Isoformen durch La/SS-B-Isoform-spezifische Primer amplifiziert. Dabei musste gewahrleistet
sein, dass sich die murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden
lieRen. Die Primer fur die RT-PCR wurden so gewahlt, dass bei allen mRNA-Isoformen
madglichst viele Basen der 5’-Bereiche und des 3’-Bereichs amplifiziert wurden.

Daher konnten nicht flr alle drei mRNA-Isoformen verschiedene Primerpaare
konstruiert werden, sondern nur zwei. Mit dem ersten Primerpaar Iso-Ex1a/b-Vor und
Iso-Ex11-Ruck (3.20) wurden die beiden alternativen cDNA-Isoformen mit dem Exon 1a bzw.
Exon 1b im gleichen PCR-Ansatz amplifiziert. Die Exon 1a-cDNA besall eine Gréfke von
1456 bp, die Exon 1b-cDNA 1483 bp. Diese beiden Isoformen unterschieden sich nur in ihrer
GrolRe, und zwar um die 27 Nukleotide, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a
verlangert war. Bei der Analyse dieser PCR-Fragmente im Agarosegel reichte der
Laufunterschied von 27 bp bei einer Gesamtgrofie von ca. 1500 bp zwischen den
cDNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b nicht aus, um beide Bande getrennt darstellen zu
kénnen. Selbst bei der Verwendung eines 1%igen LMP-Agarosegels konnten die eng
zusammenliegenden Banden nicht scharf voneinander getrennt werden. Somit war eine
Unterscheidung dieser beiden cDNA-Varianten nur durch Sequenzierung moglich. Dazu wurde
die Bande, die sowohl die Exon 1a- als auch die Exon 1b-Isoform enthielt, aus dem Agarosegel
eluiert (4.12) und durch T/A-Klonierung (4.14.2) in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10)
einkloniert. Mehrere Klone wurden mit den Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) so
lange sequenziert (4.17), bis ein Exon 1a- und ein Exon 1b-cDNA-Klon gefunden wurde.

Mit dem zweiten Primerpaar Iso-Ex1c-Vor (3.20) und Iso-Ex11-Rick (3.20) wurde die
Exon 1c-Variante in einem eigenen PCR-Ansatz amplifiziert. Die Exon 1c-cDNA besal} eine
Grolle von 1474 bp. Diese Exon 1c-cDNA entsprach der Sequenz, die von TOPFER et al.
(1993) gefunden wurde. Eine Exon 1¢c-cDNA, die im Vergleich zur Exon 1c-cDNA von TOPFER
et al. (1993) an ihrem 5-Bereich um 146 bp verlangert war (MARRA et al., 1996;
unverodffentlicht; GenBank accession No AA798418), konnte nicht erhalten werden. Die eluierte
cDNA-Bande wurde durch T/A-Klonierung in den Vektor pGEM-T einkloniert.

Als  Positiv-Kontrolle wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und
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La-Murin-RT-PCR-RIck (3.20) ein PCR-Fragment des La/SS-B amplifiziert, das am 5’-Ende mit
dem Start-AUG im Exon 2 begann und am 3’-Ende mit dem Stop-Codon endete und somit nur
den codierenden Leserahmen enthielt. Somit konnte die Translation nicht durch
Exon 1-spezifische 5-Strukturen beeinflusst werden. Die cDNA wurde durch T/A-Klonierung in
den Vektor pGEM-T (3.10) einkloniert.

Fir die weitere Klonierung dieser vier cDNAs in den eukaryontischen Expressionsvektor
pcDNA3 (3.10) besalten alle verwendeten Vorwartsprimer an ihrem 5-Ende artifizielle
EcoR I-Restriktionsschnittstellen und alle Ruckwartsprimer an ihrem 3-Ende artifizielle
Not I-Restriktionsschnittstellen. Dadurch konnten alle cDNAs durch einen Restriktionsverdau
(4.13) mit den Enzymen EcoR | und Not | (3.4) aus dem PCR-Klonierungsvektor pGEM-T
herausgeschnitten und in den Vektor pcDNA3 einkloniert werden, der ebenfalls mit den
Enzymen EcoR | und Not | verdaut wurde. Die durch diese Klonierung entstandenen Konstrukte
wurden wie  folgt bezeichnet: pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b,
pcDNA3-Maus-La-Ex1c und pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11).

Nach Abschlu® der Klonierungen wurden alle Bereiche, die durch PCR amplifiziert
worden waren, sowie die Klonierungsschnittstellen und Ubergange vom Vektor zur cDNA durch

Sequenzierung (4.17) auf Mutationen oder Klonierungsartefakte hin untersucht.

5.5.2 Transiente Transfektion

Die Translationsfahigkeit der drei murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen (5.5.1) wurde mit
der Technik der transienten Transfektion untersucht. Die Expressionsanalyse wurde in der
humanen Zelllinien HelLa (3.8) durchgefiihrt. Das Zellsystem musste die Voraussetzung
erflillen, dass das durch die hineintransfizierten cDNAs exprimierte murine La/SS-B-Protein
vom endogenen, humanen La/SS-B-Protein im Immuno-Blot unterscheidbar war.

Fir die Untersuchung der Expression im Immuno-Blot wurden humane Hela-Zellen
(3.8) mit den Vektoren, die unter 5.5.1 kloniert worden waren (pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11),
pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c) transient
transfiziert (4.31). Dabei diente das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) als
Positiv-Kontrolle. Zusatzlich wurde als Negativ-Kontrolle der Vektor pcDNA3 transfiziert. Von
den Zellen wurden Zellextrakte hergestellt (4.29), in einem 10 %igen SDS-Gel durch
Elektrophorese (4.38) aufgetrennt und durch das Western-Blotting auf eine Tragermembran
Ubertragen (4.40). Die Probenvolumina betrugen jeweils 20 yl. Fir die Detektion der
La/SS-B-Proteine wurde der Immuno-Blot mit dem primaren mAK 5B9 (3.12) und dem
AP-markierten Sekundar-AK anti-Maus-IgG (3.13) im NBT-X-Phosphat-System (4.42) gefarbt.
Kreuzreaktivitdten zwischen den AK konnten ausgeschlossen werden, wie Laborerfahrungen
gezeigt hatten. Der mAK 5B9 reagierte gleichermallen mit murinem und humanem
La/SS-B-Protein (DRATHEN, 1997). Der Immuno-Blot ist in Abb. 10 dargestellt.
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In allen flnf Laufspuren war jeweils die endogene, humane La/SS-B-Bande mit einem
MW von etwa 50 kDa zu erkennen (obere Bande). Das durch Transfektion exprimierte murine
La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 45 kDa konnte in den Laufspuren 2-5 detektiert
werden (untere Bande). Somit konnte von allen hergestellten murinen La/SS-B-Konstrukten das
La/SS-B-Protein exprimiert werden. Dies lieR den Schlul zu, dass es sich bei allen drei

cDNA-Isoformen um exprimierbare, funktionelle cDNAs handelte.

5.5.3 In vitro-Transkription/-Translation

Die in vitro-Transkription und die in vitro-Translation waren biochemische Verfahren, bei
denen eukaryontische mRNAs zellfrei, d.h. unter Verwendung entsprechend aufbereiteter
Zellextrakte, in vitro transkribiert und translatiert  wurden. Hier sollte die
in vitro-Transkription/-Translation zur genauen Bestimmung der Translationseffizienz der drei
La/SS-B-cDNA-Isoformen eingesetzt werden. In dem gewahlten Verfahren liefen die
Transkription mit der T7-Polymerase und die Translation in Reticulozyten-Lysat in Gegenwart
von an ihrer e-Aminogruppe mit Biotin gekoppelten Lysin-tRNA in einem Ansatz ab (4.46).

Verwendet wurden die unter 5.5.1 klonierten Konstrukte pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11),
pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c. Dabei diente das
Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) als Positiv-Kontrolle. Um unspezifische Translationen
ausschlieBen zu kénnen, wurde als Negativ-Kontrolle der Vektor pcDNA3 eingesetzt. Die
in vitro translatierten Produkte wurden mit dem mAK 5B9 immunprazipitiert, durch ein 10%iges
SDS-Gel (4.38) aufgetrennt und mit Streptavidin-POD im ECL-Farbesystem detektiert (4.43).
Damit der Blot densitometrisch ausgewertet werden konnte, mussten in allen Laufspuren
vergleichbare Mengen aufgetragen werden. Hierbei betrugen die Probenvolumina 20 ul (4.46).
Der Immuno-Blot ist in Abb. 11 dargestellt.

Bei der Positiv-Kontrolle in Laufspur 2 und bei den La/SS-B-cDNA-Isoformen in den
Laufspuren 3-5 konnte die La/SS-B-Bande mit einem MW von etwa 45 kDa detektiert werden.
Daneben lieRen sich noch schwachere Banden erkennen. Bei der Negativ-Kontrolle in

Laufspur 1 waren keine Banden zu sehen. Somit konnten offensichtlich alle unspezifischen
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Proteine aus dem Reticulozyten-Extrakt durch die Immundepletion entfernt werden. Die

in vitro-Transkription/-Translation bestatigte die aus der transienten Transfektion (5.5.2)

erhaltenen Ergebnisse, dass es sich bei allen drei La/SS-B-cDNA-Isoformen um exprimierbare,

funktionelle cDNAs handelte.
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Abb. 11: Immuno-Blot zur Untersuchung der drei

murinen 5’-cDNA-Isoformen auf deren
Expression in der in vitro-Transkription und in
vitro-Translation

Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet.
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2) pcDNA3-La-Murin (Exon 2-Exon 11)

3) pcDNA3-Maus-La-Ex 1a

4) pcDNA3-Maus-La-Ex 1b

5) pcDNA3-Maus-La-Ex 1c

Zur Quantifizierung wurden die La/SS-B-Protein-Banden mit dem Programm Molecular

Analyst (3.17) ausgewertet. Die Banden wurden durch einen Rahmen eingegrenzt und die

Intensitat der Schwarzung innerhalb des Rahmens im Vergleich zum Hintergrund des Blots

berechnet. Die grafische Darstellung dieser Auswertung ist in Abb. 12 dargestellt.
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Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (pcDNAS3; Laufspur 1) dargestellt.
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Anhand der ermittelten OD-Werte konnte festgestellt werden, dass alle in vitro
transkribierten La/SS-B-mRNAs anndhernd mit gleicher Effizienz translatiert wurden. Die
Konstrukte pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) und pcDNA3-Maus-La-Ex1a wurden fast gleich gut
translatiert. Die Konstrukte pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c wurden etwas
schwacher translatiert. GroélRere Differenzen in der Expression konnten allerdings nicht

festgestellt werden.

5.6 Lokalisationsanalyse des murinen La/SS-B-Proteins bei transienter Uberexpression

Das La/SS-B-Protein wird heute in der Literatur weitgehend als nukledres Protein
beschrieben (BACHMANN et al., 1986a). Von GROLZ und BACHMANN (1997e) war fiir das
humane La/SS-B-Protein gezeigt worden, dass es zu einer Translokation vom Kern in das
Zytoplasma kommen konnte, wenn es in NIH-3T3-Zellen von der alternativen Exon 1’-cDNA
Uberexprimiert wurde. Dagegen zeigten Zellen, transfiziert mit der klassischen Exon 1-cDNA,
auch bei Uberexpression weiterhin die nukledre La/SS-B-Protein-Lokalisation.

Daher stellte sich die Frage, ob flr das murine La/SS-B-Protein, wenn es von einer
bestimmten murinen La/SS-B-cDNA-Isoform translatiert wurde, ebenfalls eine zytoplasmatische
Proteinlokalisiation festgestellt werden konnte.

Um dies zu untersuchen, wurden die unter 5.5.1 hergestellten cDNA-Konstrukte
pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c in
NIH-3T3-Zellen transient transfiziert (4.31). Eine mdgliche zytoplasmatische Detektion des
murinen La/SS-B-Proteins wurde durch das grof3e Zytoplasma der dieser Zellen beglinstigt.

Um auszuschlieBen, dass NIH-3T3-Zellen von sich aus eine zytoplasmatische
La/SS-B-Protein-Lokalisation aufwiesen oder dass eine Translokation des La/SS-B-Proteins
vom Kern in das Zytoplasma infolge der Transfektion stattfand, wurde als Negativ-Kontrolle der
Vektor pcDNA3 transfiziert. Um auszuschliel3en, ob eine veranderte Lokalisation auf Grund der
Transfektion erfolgte, die nicht auf eine bestimmte cDNA-Isoform zurlckzufiihren war, wurde
das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) transfiziert.

Zur Detektion der Translationprodukte wurde der mAK 5B9 verwendet, mit dem
allerdings das endogene, murine La/SS-B-Protein nicht von dem Uberexprimierten Protein
unterschieden werden konnte. Transfizierte Zellen lieRen sich von nicht-transfizierten nur
dadurch unterscheiden, dass einige Zellen infolge der Transfektion vergrofiert waren.

Damit Gberprift werden konnte, ob die Transfektion unter den gewahlten Bedingungen
erfolgreich verlaufen war, wurde als Positiv-Kontrolle das Konstrukt pCl-La-Voll-dHis (3.10)
transfiziert. Der darin enthaltene Leserahmen codierte fur das humane La/SS-B-Protein. Dieses
konnte mittels des La/SS-B-spezifischen mAK SW5 (3.12) eindeutig vom endogenen, murinen
La/SS-B-Protein unterschieden werden, da der mAK SW5 nur humanes La/SS-B-Protein

detektierte, nicht aber murines.
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30 h nach Beginn der Transfektion wurden die Zellen in Methanol/EGTA fixiert (4.32),
die Translationsprodukte immunzytochemisch mit den mAK 5B9 bzw. SW5 (3.12) und einem
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13) nachgewiesen und durch
Epifluoreszenz-Mikroskopie  (4.34) analysiert.  Laborerfahrungen  zufolge  konnten
Kreuzreaktivitdten zwischen den AK ausgeschlossen werden. Die Immunfluoreszenzfarbungen
sind in Abb. 13 dargestellit.

Die Immunfarbung in Bild (F) der Abb. 13 zeigte, dass die Transfektion unter den
gewahlten Bedingungen erfolgreich verlaufen war, da das humane La/SS-B-Protein im Zellkern
detektiert werden konnte. Eine zytoplasmatische Translokation des endogenen, murinen
La/SS-B-Proteins infolge der Transfektion konnte nicht festgestellt werden (Abb. 13: Bild (A)).
Wie die Bilder (B) bis (E) der Abb. 13 zeigten, konnte in allen Zellen das murine
La/SS-B-Protein mit der typischen, nuklearen Lokalisation nachgewiesen werden. Infolge der

Transfektion vergroRRerte Zellen waren nur teilweise zu erkennen (Abb. 13).

Ja C

Abb. 13: Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung von La/SS-B nach transienter
Transfektion der murinen 5’-cDNA-Isoformen in NIH-3T3-Zellen

A) pcDNA3-Vektor; B) pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) ; C) pcDNA3-Maus-La-Ex 1°;

D) pcDNA3-Maus-La-Ex 1b; E) pcDNA3-Maus-La-Ex 1c; F) pCl-La-Voll-dHis

Detektion mit dem mAK 5B9: A), B), C), D), E); Detektion mit dem mAK SW5: F)

Die Zellen wurden bei 400x VergroRerung dokumentiert.
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5.7 Untersuchung der mRNA-Isoformen auf das Vorkommen einer IRES

Zum eindeutigen Nachweis einer mdglichen internen Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) in
cDNAs war nur der dicistronen-Test anerkannt. Hierbei wurden zwei exprimierbare, funktionelle
cDNAs mit einem Initiator- und einem Stop-Codon hintereinander gesetzt. Nach der
Transkription entstand eine dicistrone mRNA, bei der zwei vollstandige Leserahmen (Cistrons)
hintereinander auf einer mRNA lagen. Nach dem scanning-Model band die 40S-Untereinheit
des Ribosoms an die 5°-Kappe der dicistronen mRNA, lief bis zum ersten geeigneten
Start-AUG, verband sich dort mit der 60S-Untereinheit und translatierte den ersten
Leserahmen. Am Stop-Codon des ersten Leserahmens wurde die Translation unterbrochen,
und das Ribosom zerfiel wieder in seine Untereinheiten. Zu einer internen Initiation am
Start-AUG des zweiten Leserahmens konnte es bei eukaryontischen Zellen nicht mehr

kommen, es sei denn, der zweite Leserahmen enthielt IRES-Elemente (SARNOW et al., 1995).

5.7.1 Klonierung der dicistronen Konstrukte

Zur Untersuchung einer moglichen internen Initiation am Start-AUG im Exon 2 der
murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen sollten fur die Transfektion in humane Hela-Zellen
geeignete dicistrone Vektoren mit den verschiedenen 5-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs
hergestellt werden. Als funktionelle, dicistrone cDNAs wurden Konstrukte, bestehend aus dem
Leserahmen der bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) (GORMAN et al., 1982)
und dem Leserahmen der murinen La/SS-B-cDNAs mit den verschiedenen 5-UTRs angestrebt.
Der CAT-Leserahmen sollte als eigenstandiger, offener Leserahmen vor dem offenen
Leserahmen der jeweiligen murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen kloniert werden.

Grundlage dieser Klonierungen bildeten die unter 5.5.1 hergestellten Konstrukte
pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c. Die Primer fir
die PCR der La/SS-B-cDNA-Isoformen (5.5.1) waren so gewahlt worden, dass mdglichst viele
Basen der unterschiedlichen 5’-Bereiche und des 3’-Bereichs amplifiziert wurden, da eventuell
vorhandene IRES-Elemente sowohl im 5’- als auch im 3’-Bereich lokalisiert sein konnten. Die
genaue Position ist bis heute jedoch nicht geklart. Zur Herstellung der CAT-Konstrukte wurden
die unter 5.5.1 hergestellten Konstrukte mit den Restriktionsenzymen EcoR | und Not | verdaut.
Alle zur Herstellung der pcDNA3-Konstrukte verwendeten Vorwartsprimer besaflien an ihrem
5’-Ende artifizielle EcoR I-Restriktionsschnittstellen und alle Rickwartsprimer an ihrem 3’-Ende
artifizielle Not I-Restriktionsschnittstellen. Die herausgeschnittenen cDNAs wurden in den
Vektor pCl einkloniert, der mit den Enzymen EcoR | und Not| verdaut worden war. Die
entstanden Konstrukte erhielten die Bezeichnungen pCl-Ex1a-Maus-La, pCl-Ex1b-Maus-La
und pCl-Ex1c-Maus-La (Abb. 14).
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EcoR 1 Not |
| |
CMV La-Konstrukte |—pcDNA3 CAT CAT-Basic
I | CAT-Vor  CAT-Rick
Insert
EcoR 1 Not | J/PCR
| |
I | | |
Vektor Nhe | Xho I
]
hd PCR-Produkt
CMV La-Konstrukte [— PCI
T/A-Klonierung
Nhe ! Xho! W Nhel — Xhol
|
cMV La-Konstrukte |—pCl CAT PGEM-T
Vektor 0 ' Vektor Insert
ATG TAG ATG TAG
|
CAT | Lakonstukte |— pCl

Abb. 14: Klonierungsschema der murinen dicistronen CAT-La/SS-B-cDNA-Konstrukte

Grundlage zur Herstellung eines Kontrollkonstrukts war der Klon pcDNA3-La-Murin
(Exon 2-11) (5.5.1), dessen La/SS-B-Insert mit dem Start-AUG im Exon 2 begann und am
3’-Ende mit dem Stop-Codon endete und somit nur den codierenden Leserahmen ohne die
alternativen 5-Anfange enthielt. Das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) wurde mit den
Restriktionsenzymen EcoR | und Not | verdaut, da dies die unter 5.5.1 verwendeten Primer auf
Grund der artifiziellen Restriktionsschnittstellen zulieRen. Die herausgeschnittene cDNA wurden
in den Vektor pCl einkloniert, der mit den Enzymen EcoR | und Not | verdaut worden war,
wobei das Konstrukt pCl-La-Murin (Exon 2-11) (Abb. 14) entstand.

Als Ausgangskonstrukt flr die Herstellung des CAT-Leserahmens diente der Vektor
CAT-Basic (3.10). Die PCR (4.18) zur Amplifizierung der CAT-cDNA wurde mit den Primern
CAT-Vor und CAT-Rick (3.20) durchgefiihrt. Die amplifizierte CAT-cDNA besal} eine Grolke
von 648 bp. Die Primer wurden so gewahlt, dass die CAT-cDNA mit dem Start-AUG begann
und mit dem Stop-Codon endete. Die CAT-cDNA wurde durch T/A-Klonierung in den
PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) einkloniert. Der CAT-Vorwartsprimer besal® an seinem
5-Ende eine artifizielle Nhe I-Restriktionsschnittstelle und der CAT-Ruckwartsprimer eine
artifizielle Xho I-Restriktionsschnittstelle. Dadurch konnte die CAT-cDNA mit diesen beiden
Enzymen herausgeschnitten und in die zuvor hergestellten pCl-Konstrukte einkloniert werden,
die ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Nhe | und Xho | verdaut worden waren. Die Nhe I-

und Xho I-Restriktionsschnittstellen waren im Vektor pCl so gelegen, dass die CAT-cDNA vor
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den verschiedenen La/SS-B-cDNAs kloniert werden konnte (Abb. 14).

Zusatzlich sollte ein pCl-Konstrukt kloniert werden, das nur den CAT-Leserahmen
enthielt. Dazu wurde der Vektor pCl mit den Restriktionsenzymen Nhe | und Xho | verdaut und
die CAT-cDNA einkloniert, die ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Nhe | und Xho | verdaut
worden war. Das dabei entstandene Konstrukt erhielt die Bezeichnung pCI-CAT.

Am Ende der Klonierungen standen folgende Konstrukte zur transienten Transfektion in
HelLa-Zellen (5.7.2) zur Verfigung: pCI-CAT-Ex1a-Maus-La, pCI-CAT-Ex1b-Maus-La,
pCI-CAT-Ex1c-Maus-La, pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) und pCI-CAT.

Nach Abschlu® der Klonierungen wurden alle Bereiche, die durch PCR amplifiziert
worden waren, sowie die Klonierungsschnittstellen und Ubergange vom Vektor zur cDNA durch

Sequenzierung (4.17) auf Mutationen oder Klonierungsartefakte hin untersucht.

5.7.2 Transiente Transfektion und Immuno-Blotting

Als Modellsystem zur Untersuchung einer moglichen internen Initiation der Translation
der drei murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen diente die humane Zelllinie HelLa (3.8). Dabei
musste die Voraussetzung erflllt sein, dass eine Unterscheidung des endogenen, humanen
La/SS-B-Proteins und des eventuell durch eine interne Initiation translatierten murinen
La/SS-B-Proteins mdglich war. Fur die Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins im
Immuno-Blot wurden humane HelLa-Zellen (3.8) mit den Vektoren, die unter 5.7.1 kloniert
wurden, transient transfiziert (4.31).

30 h nach Beginn der Transfektion wurden aus den transfizierten Zellen Zellextrakte
hergestellt (4.29) und diese in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (4.38).
Die Probenvolumina betrugen jeweils 20 yl. Danach erfolgte der Transfer der Proteine durch
das Western-Blotting (4.40) auf eine PVDF-Membran. Die Detektion der humanen bzw.
murinen La/SS-B- und CAT-Proteine konnte gleichzeitig erfolgen, da alle Proteine verschiedene
MW besalien und daher in der SDS-PAGE Laufunterschiede aufwiesen. Zur Detektion der
La/SS-B-Proteine wurde der mAK 5B9 (3.12) verwendet, mit dem sowohl endogenes, humanes
La/SS-B-Protein detektiert werden konnte, als auch murines La/SS-B-Protein (DRATHEN,
1997). Der polyklonale Digoxygenin-markierte anti-CAT-AK (3.12) detektierte nur die
Chloramphenicol-Acetyltransferase.  Kreuzreaktivitdten  zwischen den  AK  konnten
ausgeschlossen werden (GROLZ, 1998; PAUTZ, 1998). Die primaren Immunkomplexe wurden
mit den AP-konjugierten Sekundar-AK anti-Dig (3.13) und anti-Maus-IlgG (3.13) im
NBT/X-Phosphat-System (4.42) sichtbar gemacht. Die verwendeten Sekundar-AK waren
bereits dahingehend charakterisiert worden, dass sie keine Kreuzreaktivitaten zeigten (PAUTZ,
1998). Der Immuno-Blot ist in Abb. 15 dargestellt.

Um den Laufunterschied zwischen endogenem, humanem La/SS-B-Protein (ca. 50 kDa)

und murinem (ca. 45 kDa) zu verdeutlichen, wurde in Laufspur 1 ein NIH-3T3-Zellextrakt und in
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Laufspur 2 ein HeLa-Zellextrakt aufgetragen (Abb. 15).

In Laufspur 3 (Abb. 15) wurde ein Extrakt aus mit pCI-CAT transfizierten HeLa-Zellen
aufgetragen. Hierbei konnte das endogene, humane La/SS-B-Protein bei etwa 50 kDa (obere
Bande) und das CAT-Protein mit einem MW von ca. 29 kDa (untere Bande) detektiert werden.

In Laufspur 4 (Abb. 15) mit pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) transfizierten HelLa-Zellen,
konnten nur das endogene, humane La/SS-B-Protein und das CAT-Protein nachgewiesen
werden, nicht aber das murine La/SS-B-Protein. Die Expression des zweiten Leserahmens
(murines La/SS-B) hatte nur moglich sein kénnen, wenn IRES-Elemente innerhalb des
codierenden La/SS-B-Leserahmens lagen. Da die Translation nicht durch Exon 1-spezifische
5’-Strukturen beeinflusst werden konnte, konnten sich potentielle IRES-Elemente nur noch in
den verschiedenen 5’-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs befinden.

In den Laufspuren 5-7 (Abb. 15) konnte das endogene humane La/SS-B-Protein (obere
Bande) und und das CAT-Protein als Translationsprodukt des ersten Leserahmens (untere
Bande) detektiert werden. Das murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 45 kDa lieR®
sich als Translationsprodukt des zweiten Leserahmens in keinem Fall detektiert (Abb. 15).
Somit enthielten die verschiedenen 5’-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs nicht die Information,
die fUr eine interne Translationsinitiation verantwortlich waren.

Das CAT-Protein konnte im Vergleich zum endogenen, humanen La/SS-B-Protein in
allen transfizierten HelLa-Zellextrakten in hoherer Konzentration detektiert werden (Abb. 15),
was fur eine gut gelungene Transfektion gewertet werden konnte.

Zusammengefasst liel} sich folgendes feststellen: In allen dicistronen Konstrukten wurde
nur der erste der beide Leserahmen (CAT-Leserahmen) exprimiert. In keinem Fall wurde das
zweite, flr La/SS-B codierende Cistron, translatiert. Dies liel® den Schluf® zu, dass die murinen
La/SS-B-cDNAs keine IRES besalen wund die Translation nicht durch interne

Translationsinitiation am Start-AUG im Exon 2 erfolgte.

1 2 3 4 5 6 7
= 6,2 kDa
human La— <
MUrin La ™[N - I S— S— v
= 450 kDa
- ¢ 1 -
caT—{ o — 70O
= 21 4 kDa

Abb. 15: Immuno-Blot zur Untersuchung einer IRES nach transienter Transfektion der drei
murinen 5’-cDNA-Isoformen humaner HelLa-Zellen

Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet.

1) NIH-3T3-Zellextrakt; 2) HeLa-Zellextrakt; 3) pCI-CAT ; 4) pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-Exon 11) ;
5) pCI-CAT-Maus-La-Ex1a ; 6) pCI-CAT-Maus-La-Ex1b; 7) pCI-CAT-Maus-La-Ex1c
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5.8 Suche nach weiteren mRNA-Isoformen

5.8.1 Suche nach weiteren alternativen 5’-mRNA-Isoformen durch 5-RACE

Bisher wurden drei murine La/SS-B-mRMA-Isoformen gefunden (TOPFER et al., 1993;
GenBank accession No. L00993; GenBank accession No. Y07951), die sich nur in ihren
5’-UTRs unterschieden. Mittels des 5’-RACE (4.21), mit dem unbekannte 5-Enden von mRNAs
amplifiziert werden konnten, wurde nach weiteren La/SS-B-5-UTR-Transkripten gesucht.

Verwendet wurden total-RNA-Praparationen (4.24) von NIH-3T3-Zellen, deren
Konfluenz weniger als 50% betrug. Mit dem nach stromaufwarts gerichteten genspezifischen
Primer (GSP1) La-Murin-P5 (3.20) wurde selektiv nur ein Teilstlick der La/SS-B-mRNAs durch
reverse Transkription (4.20) in cDNA umgeschrieben. Bei der ersten PCR wurden mit dem
Vorwartsprimer AAP (3.20) und dem Rickwartsprimer La-Murin-P5R diese cDNA-Teilstlicke
amplifiziert. Die anschlieRende nested-PCR zur Erhdéhung der Spezifitat wurde mit dem weiter
innen liegenden GSP2-Rickwartsprimer Maus-mRNA-R1 (3.20) und dem Vorwartsprimer
AUAP (3.20) durchgefuhrt. Durch die Wahl des AAP und AUAP als Stromaufwarts-Primer
wurde keine Selektion auf Exon 1a-, 1b- oder 1c-cDNAs getroffen.

Der gesamte PCR-Ansatz wurde in einem 1%igen LMP-Agarosegel (4.10) analysiert.
Meist war nur ein Schmier Uber die ganze Laufspur zur erkennen. Nur einmal konnten drei
dominierende Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die cDNA eluiert (4.12) werden.
Allerdings liefen diese cDNAs unter der zu erwartenden Laufhéhe von 401 bp (Exon 1a),
428 bp (Exon 1b) bzw. 395 bp (Exon 1c). Die isolierten PCR-Fragmente wurden in den
Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) subkloniert (4.14.2) und einzelne Klone mit den
Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) sequenziert (4.17). Die Sequenzierungen
zeigten, dass es sich um die bereits beschriebenen cDNAs handelte. Von den 5’-UTRs waren
aber nur noch wenige Nukleotide erhalten, dass gerade noch eine Identifizierung der
cDNA-Isoformen mdglich war. Somit wurden weitere 5’-Isoformen nicht gefunden. Vermutlich

stellten die bisher gefundenen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen die Iangsten Transkripte dar.

5.8.2 Suche nach splice-mRNA-Isoformen durch RT-PCR

Mittels RT-PCR (4.20) sollte untersucht werden, ob murine La/SS-B-mRNA-Isoformen
existierten, die alternative mMRNA-splice-Transkripte darstellten. Z.B. wurde bei einer
mRNA-Isoform des R052/SS-A das Exon 4 durch alternatives splicing entfernt (CHAN et al.,
1995). Auch dem humanen La/SS-B-Pseudogen 3 fehlte das Exon 3 (GROLZ et al., 1997c).

Fir die RT-PCR wurden total-RNA-Praparationen (4.24) von NIH-3T3-Zellen verwendet,
deren Konfluenz weniger als 50% betrug. Die reverse Transkription (4.20) erfolgte mit dem
Oligo(dT)-Primer (3.20), wodurch alle mRNAs mit einem Poly(A)-Trakt in cDNAs
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umgeschrieben wurden. Mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-Rick
(3.20) wurde ein PCR-Fragment des La/SS-B amplifiziert, das am 5-Ende mit dem Start-AUG
im Exon 2 begann und am 3’-Ende mit dem Stop-Codon endete und somit nur den codierenden
Leserahmen enthielt. Der gesamte PCR-Ansatz wurde in einem 1%igen LMP-Agarosegel
(4.9.1) so weit aufgetrennt, dass Banden mit geringen Laufunterschieden getrennt voneinander
darstellbar waren. Auler der erwarteten Bande bei 1285 bp waren jedoch keine weiteren

Banden zu erkennen. Somit konnten keine mRNA-splice-Transkripte gefunden werden.

C) Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins

5.9 Bakterielle Expression
5.9.1 Klonierung des bakteriellen Expressionvektors

Zur Herstellung von rek. murinem La/SS-B-Protein musste der La/SS-B-Leserahmen in
einen geeigneten Expressionsvektor kloniert werden. Die Expression sollte im bakteriellen
System erfolgen, da sich hierbei in kurzer Zeit gréRere Proteinmengen gewinnen liefen.

Fir die Klonierung eines bakteriellen, murinen La/SS-B-Expressionsvektors standen der
Klon pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) (5.5.1) und der bakterielle Expressionsvektor pET28a
(3.10) zur Verfigung. Die RT-PCR-Primer (3.20) zur Herstellung des Konstrukts
pcDNAS3-La-Murin (Exon 2-11) waren so gewahlt worden, dass die La/SS-B-cDNA am 5-Ende
mit dem Start-AUG im Exon 2 begann und am 3’-Ende mit dem Stop-Codon endete (3.20). Die
Primer wurden so konstruiert, dass die La/SS-B-cDNA in frame mit dem N-terminal gelegenen
Start-AUG und His-tag des pET28a-Vektors durch eine EcoR I-/Not |-Restriktionsverdau
kloniert werden konnte (4.13). Der N-terminal gelegene His-tag, bestehend aus sechs
Histidin-Resten, war flr die Proteinaufreinigung Uber eine Ni-NTA-Agarosesaule notwendig
(4.36). Bei dieser Klonierung wurde das Konstrukt pET28a-La-Murin (Exon 2-11) erhalten. Vor
der Transformation dieses Konstrukts in Expressionsbakterien des Stammes BL21 (4,16),

wurde es durch Sequenzierung auf seine Korrektheit hin Gberpruift (4.17).

5.9.2 Expression und Aufreinigung

Nach Expression des rek. His-tag-Fusionsproteins in BL21-Bakterien (4.35) und der
Herstellung von bakteriellem Protein-Totalextrakt (4.35), erfolgte die Affinitatsreinigung mittels
einer Ni-NTA-Saule (4.36). Bei der Affinitatsreinigung wurde der kompetitiven Effekt von

Imidazol genutzt, das als Histidin-Analogon Histidin-Reste von der S&ule verdrangte. Durch
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einen Waschschritt mit Imidazol in niedriger Konzentration (10 mM) wurden unspezifisch
gebundene, bakterielle Proteine von der Saule entfernt. Insgesamt wurden zehn
Waschfraktionen zu je 2 ml aufgefangen. Die Elution des rek. His-tag-Fusionsproteins von der
Saule erfolgte mit Imidazol in hdéherer Konzentration (150 mM). Hierbei wurden drei
Eluatfraktionen zu je 2 ml erhalten. Da Imidazol nicht die Proteinstruktur beeinflusste, war das

rek. His-tag-Fusionsprotein nativ.

5.9.3 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Die Uberprifung der Qualitdt und Quantitdt der Proteinexpression und
Affinitatsreinigung erfolgte durch eine 10%ige SDS-PAGE (4.38) und anschliefender Farbung
des SDS-Gels mit Coomassie-Brillant-Blau (4.39). Aufgetragen wurden jeweils 5 ul des
Totalextrakts, der ersten beiden Waschfraktionen, die erfahrungsgemalf den meiste Anteil an

bakteriellen Proteinen enthielten, und der drei Eluatfraktionen.

Abb. 16: SDS-Gel zur murinen La/SS-B-
Proteinexpression
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet.
1) Totalextrakt
— 66,2 kDa 2) 1. Waschfraktion mit bakt. Proteinen
. 3) 2. Waschfraktion mit bakt. Proteinen
4) 1. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein
5) 2. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein
. = 45,0 kDa onm | |
6) 3. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein
-
== 31,0 kDa

Im Totalextrakt (Abb. 16: Laufspur 1) lieRen sich viele Proteine nachweisen. In den
Waschfraktionen (Abb. 16: Laufspur2 und 3) waren keine Proteine zu erkennen, da
wahrscheinlich durch das kontinuierliche Waschen eine so grol3e Verdlinnung eingetreten war,
wodurch die Proteinkonzentration unter die Coomassie-Brillant-Blau-Nachweisgrenze gefallen
war. Das rek. His-tag-Fusionsprotein war nur in den ersten beiden der drei Eluatfraktionen
detektierbar (Abb. 16: Laufspuren 4, 5 und 6). Wahrscheinlich konnte es nur auf Grund der
Nachweisgrenze der Coomassie-Farbung nicht mehr in der dritten Eluatfraktion nachgewiesen
werden. Das MW des rek. His-tag-Fusionsproteins lag etwas Uber 45 kDa, was auf die
zusatzlichen AS des pET28a-Vektors (darunter auch der His-tag) zurlickzufiihren war.

Die Quantitat des rek. His-tag-Fusionsproteins lie® sich im Vergleich mit den
Markerbanden mit bekannten Proteinkonzentrationen im SDS-Gel abschatzen. Bei einer

Auftragungsmenge von 5 pl ergab sich eine Gesamtproteinkonzentration von etwa 0,5 mg/ml.



5 Ergebnisse 87

5.9.4 Western-Blotting und Immundetektion

Zur Uberprifung der Immunogenitat des rek. His-tag-Fusionsproteins wurden jeweils
2 pl des Totalextrakts, der ersten beiden Waschfraktionen und der drei Eluatfraktionen durch
eine 10%ige SDS-PAGE (4.38) aufgetrennt und durch das Western-Blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert (4.40). Die indirekte Immundetektion (4.41) der immobilisierten
Proteine erfolgte mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem mit AP konjugierten
anti-Maus-lgG-Sekundar-AK (3.13). Dieser war bereits dahingehend charakterisiert worden,
dass keine Kreuzreaktivititen auftraten. Der Nachweis erfolgte durch das
NBT-/X-Phosphat-System (4.42). Dieses System war sensitiver als die Farbung der SDS-Gele

mit Coomassie-Brillant-Blau (4.39).

Abb.17: Immuno-Blot zur murinen La/SS-B-
1 2 3 4 5 6 Proteinexpression

Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet.
1) Totalextrakt

2) 1. Waschfraktion mit bakt. Proteinen

3) 2. Waschfraktion mit bakt. Proteinen

— 45,0 kDa 4) 1. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein

5) 2. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein

= 56,2 kDa

6) 3. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein

=== 31,0 kDa
= 21,4 kDa

Auf Grund der hdheren Sensitivitdt des Immuno-Blots lieR sich das rek.
His-tag-Fusionsprotein mit einem MW von etwas Uber 45 kDa im Totalextrakt und in allen
Eluatfraktionen nachweisen (Abb. 17: Laufspuren 1, 4, 5 und 6). Somit bestétigte sich die
Vermutung, dass das rek. His-tag-Fusionsprotein auch in der dritten Eluatfraktion enthalten war
und nur auf Grund der niedrigeren Nachweisgrenze der Coomassie-Brillant-Blau-Farbung nicht
detektiert werden konnte. Bei den Waschfraktionen (Abb. 17: Laufspuren 2 und 3) lie® sich kein
rek. His-tag-Fusionsprotein detektieren.

Im Immuno-Blot waren beim Totalextrakt und den drei Eluatfraktionen (Abb. 17) neben
den rek. His-tag-Fusionsprotein-Banden mit einem MW von etwa 45 kDa weitere Banden mit
MW von ungefahr 43 und 28 kDa zu erkennen. Hierbei handelte es sich vermutlich um
Degradationsprodukte des rek. His-tag-Fusionsproteins, da diese Banden nicht in den
Waschfraktionen (Abb. 17: Laufspuren 2 und 3) detektiert werden konnten.

Die unter 5.9.3 und 5.9.4 erhaltenen Ergebnisse lieRen sich wie folgt kurz
zusammenfassen: Das murine La/SS-B-Protein konnte im bakteriellen Expressionssystem als
rek. His-tag-Fusionsprotein in ausreichender Menge exprimiert und unter nativen Bedingungen

gereinigt werden, so dass es fiir weitere Experimente zur Verfigung stand (5.10 und 5.12).
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5.10 Hochauflésende 2D-Gelelektrophorese

Bisher konnten 14 isoelektrische, humane La/SS-B-Proteinformen mit einem MW von
etwa 50 kDa gefunden werden. Nur vier dieser isoelektrischen Proteinformen lieRen sich auf
Phosphorylierungen zurlckfihren. Die anderen isoelektrischen Formen stellten eine grolie
Ladungsheterogenitat des humanen La/SS-B-Proteins dar (BROEKHUIS et al., 2000).

Diese Ergebnisse sollten als Grundlage fiir die Untersuchung dienen, ob und wie viele
isoelektrische murine La/SS-B-Proteinformen existierten und ob das murine La/SS-B-Protein
ebenfalls eine hohe Ladungsheterogenitat besald. Zu diesem Zweck wurde ein Zellextrakt aus
murinen NIH-3T3-Zellen und das unter 5.9 hergestellte rek. murine La/SS-B-Protein mittels der
hochauflésenden 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mit dem Zellextrakt aus murinen
NIH-3T3-Zellen sollte die Gesamtzahl an isoelektrischen Proteinformen bestimmt werden. Rek.
Protein sollte keiner posttranslationalen Modifikation unterworfen worden sein. Sollten sich
trotzdem isoelektrische Proteinformen nachweisen lassen, so mussen diese eine hohe
Ladungsheterogenitat reprasentieren.

Nach Herstellung der Proteinproben fiir die 2D-Gelelektrophorese (4.45) wurden 125 ug
des NIH-3T3-Extraktes bzw. 250 ug des rek. murinen Proteins auf einen IPTG-Streifen (4.45)
aufgetragen. Im Anschluss daran erfolgte die Auftrennung der Proteine mit der isoelektrischen
Fokussierung (1. Dimension) (4.45) auf Grund des relativen Gehalts an sauren und basischen
AS nach den isoelektrischen Punkten (pl). Im Anschluss erfolgte die weitere Auftrennung der
Proteine nach ihrem MW in einer 15%igen SDS-PAGE (2. Dimension) (4.45). Nach Transfer
der Proteine auf eine PVDF-Membran (4.40), wurde die Detektion der isoelektrischen
La/SS-B-Proteinformen mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem Sekundar-AK anti-Maus-IgG
POD-Konjugat (3.13) im ECL-Farbesystem (4.43) durchgefihrt.

Der Immuno-Blot der 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt findet sich
in Abb. 18. Es konnten 16 isoelektrische Formen des murinen La/SS-B-Proteins mit einem pl
von 5,1 bis 6,1 detektiert werden. Als MW-Standard wurden 20 pug rek. murines

La/SS-B-Protein aufgetragen. Alle Proteine besalen das erwartete MW von etwa 45 kDa.
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Abb. 18: Hochauflésende 2D-Gelelektrophorese mit NIH-3T3-Zellextrakt



5 Ergebnisse 89

Die Darstellung des Immuno-Blots der 2D-Elektrophorese von rek. murinem
La/SS-B-Protein findet sich Abb. 19. Hierbei lieBen sich 13 isoelektrische Proteinformen mit

einem pl zwischen 4,5 und 5,5 detektieren.

rek. murines La/SS-B

45 kDa -
Isoelektrische Formen T TT TT T ||||TT T
pH-Gradient 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

Abb. 19: Hochauflésende 2D-Gelelektrophorese mit rek. murinem La/SS-B-Protein

Da bei der 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt insgesamt 16
isoelektrische Formen des murinen La/SS-B-Proteins, von BROEKHUIS et al. (2000) aber nur
14 isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins detektiert werden konnten, sollte mit
einer 2D-Gelelektrophorese eines humanen Hela-Zellextrakts Uberprift werden, ob nicht
ebenfalls 16 isoelektrische La/SS-B-Proteinformen existierten. Vielleicht konnten die Autoren
nicht alle isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins detektieren, da Gber den mAK
SW5 (3.12) aufgereinigte, humane Zellextrakte verwendet worden waren.

Die Herstellung des humanen Hela-Zellextraktes und die Durchfihrung der
2D-Gelelektrophorese erfolgte wie bei dem murinen NIH-3T3-Zellextrakt. Der Immuno-Blot der
2D-Gelelektrophorese mit humanem Hela-Zellextrakt ist in Abb. 20 dargestellt. Als
MW-Standard wurden 20 ug eukaryontisches, rek. humanes La/SS-B-Protein (3.19) auf das
Gel aufgetragen. Es konnten 16 isoelektrische Proteinformen mit einem pl zwischen 6,0 und

6,8 detektiert werden. Alle Proteine besalten das erwartete MW von etwa 50 kDa.

humanes La/SS-B aus Hela-Zellen

50 kDa -

] rek. humanes La/SS-B |

Iscelektrische Formen T T T 1‘ T T TT TTTTT T TT

pH-Gradient 60 62 6.4 66 68

Abb. 20: Hochauflésende 2D-Gelelektrophorese mit HeLa-Zellextrakt

Zusammengefasst zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse folgendes: Eukaryontisches,
posttranslational modifiziertes, murines La/SS-B-Protein lieR} sich in der 2D-Gelelektrophorese

in 16 isoelektrische Proteinformen auftrennen. Selbst rek. murines La/SS-B-Protein lieferte
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noch 13 isoelektrische Formen. Bei eukaryontischem, posttranslational modifiziertem,
humanem La/SS-B-Protein konnten im Vergleich zu BROEKHUIS et al. (2000) drei weitere
isoelektrische Proteinformen detektiert werden. Damit erhdhte sich die Anzahl der
isoelektrischen humanen La/SS-B-Proteinformen auf 16. Somit besaflen das humane und

murine La/SS-B-Protein dieselbe Anzahl an isoelektrischen Proteinformen.

5.11 Untersuchung des Einflusses von NO auf das murine La/SS-B-Protein

Im Zusammenhang mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen war eine
Beteiligung von Stickstoffmonoxid (NO) diskutiert worden, ein Molekdil mit vielfaltigen Aufgaben
im Organismus. Von mehreren Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die
NO-Konzentration bei SLE-Patienten im Vergleich zu Gesunden erhdht war (WANCHU et al.,
1998). Aulerdem wurden Tiermodelle beschrieben, bei denen NO-Gabe zu typischen
Autoimmunkrankheitssymptomen fihrten (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993; WEINBERG et
al., 1994; CROSS et al., 1994; ZHAO et al., 1996; BRENNER et al., 1997; HOEY et al., 1997).

Exemplarisch sollte am La/SS-B-Protein untersucht werden, ob NO auf Autoantigene
Einflu® auslbt. Da alle Autoimmun-NO-Tierversuche an Nagern durchgefiihrt wurden, erschien
es zweckmafig, NIH-3T3-Zellen (3.8) zu verwendet. Konkret sollte ermittelt werden, ob Zellen,
die einem NO-Donor ausgesetzt wurden, eine Veranderung der Proteinmenge und/oder eine
Veranderung der Proteinlokalisation des La/SS-B zeigten. Die Quantifizierung erfolgte durch

Immuno-Blot-Analyse (5.11.1), die Lokalisation durch Epifluoreszenzmikroskopie (5.11.2).

5.11.1 Quantifizierung

NIH-3T3-Zellen wurden flr 2, 4, 8, 12 und 24 h in Stimulationsmedium kultiviert (3.7).
Dieses Medium enthielt als NO-Donor S-Nitroso-L-Glutathion (GSNO) in einer Konzentration
von 1 mM. Des weiteren wurden als Kontrollen NIH-3T3-Zellen in Kulturmedium (3.7) zum
Zeitpunkt des Versuchsbeginns (0 h) und fur 24 h gehalten. Diese Zellen sollten die
.,Normalexpression“ des endogenen La/SS-B-Proteinen zeigen. Nach den entsprechenden
Inkubationszeiten der NIH-3T3-Zellen wurden aus den Zellen Extrakte hergestellt (4.29) und die
Gesamtproteinkonzentration photometrisch bestimmt (4.37).

Von den hergestellten Proteinextrakten wurden jeweils 30 pg auf ein 10%iges SDS-Gel
aufgetragen. Nach der Durchfihrung der SDS-PAGE erfolgte das Western-Blotting und die
Detektion der La/SS-B-Proteinbanden mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem anti-Maus-IgG
POD-Konjugat—-Sekundar-AK (3.13) im ECL-System (4.43). Das ECL-System eignete sich fur
vergleichende Quantifizierungen, da die Lichtemission proportional zur Enzymkonzentration

und damit zur AK-Konzentration war. Die Darstellung des Immuno-Blots findet sich Abb. 21. In
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allen Laufspuren war eine murine La/SS-B-Proteinbande mit einem MW von ungefahr 45 kDa
zu erkennen (Abb. 21).

Zur Quantifizierung wurden die einzelnen Banden durch einen Rahmen eingegrenzt und
die Intensitat der Schwarzung innerhalb des Rahmens im Vergleich zum Hintergrund des Blots
mit dem Programm Molecular Analyst (3.17) berechnet. Die grafische Darstellung der
densitometrischen Auswertung der La/SS-B-Proteinbanden findet sich in Abb. 22. Es gab eine
deutliche Zunahme des La/SS-B-Proteins bei den Zellen, die mit Stimulationsmedium inkubiert
wurden, im Vergleich zu den Zellen, die in Kulturmedium gehalten wurden. Nach 2 h Inkubation

stieg die Proteinmenge um das 4fache des Normalwertes an, nach 4 h um das 5fache.

Abb. 21: Immuno-Blot zur Stimulation von
NIH-3T3-Zellen mit GSNO
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16)

verwendet.

0) Zellen in Kulturmedium bei 0 h

01 2 3 4 5 6

1) Zellen in Stimulationsmedium flr 2 h
2) Zellen in Stimulationsmedium fir 4 h

3) Zellen in Stimulationsmedium fir 8 h

31 ’0 kDa - 4) Zellen in Stimulationsmedium fiir 12 h
5) Zellen in Stimulationsmedium fir 24 h
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Abb. 22: Grafische Darstellung der densitometrischen Auswertung der La/SS-B-Proteinbanden

Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (Kulturmedium bei O h) dargestellt.
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5.11.2 Lokalisationsanalyse

NIH-3T3-Zellen wurden flr 2, 4, 8, 12 und 24 h in Stimulationsmedium kultiviert (3.7).
Mittels dieser stimulierten Zellen sollte untersucht werden, ob eine Translokation des
La/SS-B-Proteins aus dem Kern stattfand. Als Kontrollen wurden NIH-3T3-Zellen in
Kulturmedium (3.7) zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns (0 h) und fir 24 h kultiviert. Diese
Zellen sollten die typische, nukleare Farbung zeigen.

Die Zellen wurden nach ihrer jeweiligen Inkubationszeit in Methanol/EGTA fixiert (4.32)
und mit immunzytochemischen Farbungen (4.32) analysiert. Der Nachweis der endogenen,
murinen La/SS-B-Proteine erfolgte mit dem mAK 5B9 (3.12) und einem mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13). Laborerfahrungen zufolge konnten
Kreuzreaktivitdten zwischen den AK ausgeschlossen werden. Die Auswertung der hergestellten
Praparate erolgte durch Epifluoreszenz-Mikroskopie (4.34). Die Immunfluoreszenzfarbungen
sind in Abb. 23 dargestellit.

Abb. 23: Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung von NIH-3T3-Zellen nach Stimulation mit GSNO
0) Kulturmedium bei 0 h; 1) Stimulationsmedium fir 2 h; 2) Stimulationsmedium fur 4 h; 3) Stimulationsmedium fiir 8 h;
4) Stimulationsmedium flr 12 h; 5) Stimulationsmedium fiir 24 h; 6) Kulturmedium fiir 24 h

Die Zellen wurden bei 400x VergrofRerung dokumentiert.
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Die in Kulturmedium gehaltenen NIH-3T3-Zellen (Abb. 23: Bild 0 und 6), zeigten die
typische, nukledre Farbung. Auch bei den Zellen, die verschieden lang mit GSNO inkubiert
wurden (Abb. 23: Bilder 1-5), liel® sich groftenteils die typische, nukleare Proteinlokalisation
detektieren. Allerdings traten auch Kern- und Zytoplasmafarbung oder nur zytoplasmatische
Farbung auf. Eine Zunahme der Translokation in das Zytoplasma konnte auch bei langerer
Inkubationsdauer nicht ermittelt werden. Nicht auszuschliel3en war bei einigen Zellen auch eine

Translokation bis auf die Zelloberflache.

5.12 Induktion von Autoantikdrpern durch Immunsierung des humanen neo-La-Epitops

Bei einer Autoimmunpatientin konnte im Exon 7 des humanen La/SS-B-Gens in einer
hot spot-Region, in der die Mutationswahrscheinlichkeit stark erhdht war, eine Deletion eines
Adenin-Nukleotids festgestellt werden (BACHMANN et al., 1996a). Wahrscheinlich handelte es
sich um eine Punktmutation, die von der Patientin im Laufe ihres Lebens erworben wurde. Als
Folge dieser somatischen Mutation wurde nur das N-terminale Fragment des La/SS-B-Proteins
gebildet (BACHMANN et al., 1997). Jedoch wich die AS-Sequenz unterhalb der
Rasterschubmutation von der nativen AS-Sequenz ab, da, bedingt durch die Mutation, 12 neue
AS codiert wurden, die im nativen La/SS-B-Protein nicht vorkamen, bevor die Translation in
Folge eines neu entstandenen Stop-Codons unterbrochen wurde (BACHMANN et al., 1996b).
Diese 12 AS wurden im Folgenden mit neo-La bezeichnet. Das N-terminale Proteinfragment
des La/SS-B, an dessen C-terminalem Ende sich diese 12 AS befanden, wurde als La-N(7A)
benannt. Ein N-terminales Proteinfragment des La/SS-B ohne die 12 fremden AS wurde als
La-N(9A) bezeichnet.

Hypothetisch gesehen wirde auch die Deletion eines Adenin-Nukleotids in der
hot spot-Region im Exon 7 des murinen La/SS-B-Gens zur Bildung von 12 fremden AS flhren.
Diese 12 AS wiirden sich zwischen Mensch und Maus in nur drei AS (Abb. 32) unterscheiden.

Die neu entstandenen 12 AS stellten vermutlich ein Neoepitop dar. Nach der Hypothese
von LANZAVECCHIA (1995) kénnten Neoepitope beim Durchbrechen von Toleranz, bei der
Entstehung von Autoimmunitat und/oder dem triggern der Immunantwort beteiligt sein. Das
neo-La zeigte Homologie zur Topoisomerasel, zur RNA-Polymerasen, zur reversen
Transkriptase, zu einigen anderen DNA-bindenden Proteinen und zum nativen La/SS-B-Protein
selbst (BACHMANN et al., 1996a).

Daher sollte durch Immunisierung von Balb/c-Mausen mit neo-La untersucht werden, ob
es moglich war, AK gegen das neo-La-Epitop zu induzieren. Des weiteren sollte Uberpruft
werden, ob die Immuntoleranz gegen korpereigenes La/SS-B-Protein durchbrochen werden
konnte und sich Autoantikérper gegen das endogene, murine La/SS-B-Protein nachweisen
lieBen. Gleichzeitig sollte untersucht werden, gegen welche Domanen im La/SS-B-Protein

Autoantikérper gebildet wurden.
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Da bei einer Immunisierung mit kleinen Peptiden die Induktion einer Immunantwort nur
schwer auszulésen war, wie dies bei dem nur 12 AS grofden neo-La der Fall war, musste die
Immunogenitat erhéht werden. Dies wurde durch chemische Kopplung des neo-La an das
Tragerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-DAITSIOTIS et al., 1999)
erreicht. Dieses Immunisierungspeptid wurde als SOC-neo-La bezeichnet (3.19).

Mit SOC-neo-La wurden weibliche, neun Wochen alte Balb/c-Mause in vierwdchigen
Abstanden 4mal immunisiert (4.47). FUnf Tage nach jeder Immunisierung wurde den Mausen
Blut abgenommen (4.48) und das Serum isoliert. Die Seren wurden auf das Vorhandensein von
Autoantikérpern im ELISA (5.12.1), im Immuno-Blot (5.12.2) und mit immunzytochemischen
Farbung (5.12.3 und 5.12.4) getestet.

5.12.1 Nachweis von Autoantikdrpern durch ELISA

Getestet wurde neben der Reaktivitdt der Seren auf SOC-neo-La und neo-La die
Reaktivitaten auf folgende bakteriellen rek. La/SS-B-Proteine bzw. —Proteinfragmente (3.19):
humanes La/SS-B-Protein (rek. hLa), humaner La/SS-B-N-Terminus mit Neoepitop
(rek. hLa-N(7A)), humaner La/SS-B-N-Terminus ohne Neoepitop (rek. hLa-N(9A)), humaner
La/SS-B-C-Terminus (rek. hLa-C) und bakterielles murines La/SS-B-Protein (rek. mLa) (5.9).
Von SOC-neo-La wurden 5pug, von neo-La 2,5ug, von rek.hlLa, rek.hLa-N(7A)),
rek. hLa-N(9A)), rek.hLa-C und rek. mLa jeweils 0,25ug im ELISA eingesetzt. Als
Negativkontrollen dienten PBS, um auf unspezifische Reaktionen des Sekundar-AK
anti-Maus-lgG POD-Konjugat (3.13) mit den Antigenen hinzuweisen, und Serum einer
Balb/c-Maus, das vor den Immunisierungen abgenommen wurde, womit das Vorhandensein
von Autoantikdrpern vor den Immunisierungen ausgeschlossen werden sollte. Die Auswertung
des ELISA (4.49) erfolgte qualititativ und quantitativ mit einem Photometer bei 492 nm. Die
grafische Darstellung der ELISA-Messungen der Balb/c-Maus, mit den gréften Reaktivitaten,
sind in Abb. 24 dargestellit.

Schon finf Tage nach der 1. Immunisierung zeigten sich gute Reaktivititen des
Maus-Serums auf SOC-neo-La, rek. hLa, rek. hLa-N(7A), und rek. mLa. Hierbei lagen die
Reaktivitdten zwischen 240% und 320% der Kontrolle (Abb. 24). Eine etwas schlechtere
Reaktivitdt konnte flr neo-La detektiert werden (ca. 160% der Kontrolle) (Abb. 24). Dagegen
waren nur wenige AK gegen rek. hLa-N(9A)) und rek. hLa-C nachzuweisen (Abb. 24).

Nach der 2. Immunisierung zeigte sich, dass die Reaktivitdten auf SOC-neo-La,
rek. hLa-N(7A) und rek. mLa weiter zunahmen. Hierbei stiegen die Reaktivitdten auf 300% bis
430% der Kontrolle an (Abb. 24). Die Reaktivitat gegen rek. hLa anderte sich im Vergleich zur
1. Immunisierung kaum (Abb. 24). Die AK gegen neo-La und rek. hLa-N(9A) dagegen nahmen
auf etwa 270% bis 340% der Kontrolle stark zu (Abb. 24). Die Reaktivitdt gegen rek. hLa-C

verstarkte sich nur leicht auf etwa 160% der Kontrolle (Abb. 24).
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Finf Tage nach der 3. Immunisierung stieg die Reaktivitdt gegen SOC-neo-La, neo-La,
rek. hLa, rek. hLa-N(9A) und rek. mLa. auf ca. 400% der Kontrolle an (Abb. 24). Die Reaktivitat
gegen rek. hLa-N(7A) betrug nun ca. 460% der Kontrolle. Die Reaktivitdt gegen rek. hLa-C
stieg von ca. 160% nach der 2. Immunisierung auf ca. 280% der Kontrolle an.

Nach der 4. Immunisierung erhdhte sich die Reaktivitdt gegen SOC-neo-La auf 1200%
der Kontrolle. Zwischen allen anderen Proteinen bzw. Proteinfragmenten lie3en sich nur noch
geringe Unterschiede in der Reaktivitat feststellen (Abb. 24). Eine starkere Zunahme der

Reaktivitaten gegenuber der 3. Immunisierung lief3 sich nicht nachweisen.
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Abb. 24: Grafische Darstellung der ELISA-Messung der Seren einer Balb/c-Maus

Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (vor der 1. Immunisierung) dargestellt.

Kurz zusammengefasst zeigten die hier ermittelten Ergebnisse, dass sich bei
Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops AK gegen das Neoepitop induzieren lief3en.
Aulerdem konnte die Immuntoleranz gegen endogenes, murines La/SS-B-Protein
durchbrochen werden. Auch humanes La/SS-B-Protein wurde von den Serum-AK erkannt. Die
Reaktivitaten gegen humanes und murines La/SS-B-Protein waren ungefahr gleich. Anfangs
wurden AK gegen die N-terminale Proteinhélfte des humanen La/SS-B gebildet. Spater war
auch der La/SS-B-C-Terminus in die Immunantwort involviert. Somit konnte die Immunantwort

dem Mechanismus des intramolekularen epitope spreading folgen.
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5.12.2 Nachweis von Autoantikérpern durch Immuno-Blotting

Um die Reaktivitaten der Maus-Seren im Immuno-Blot zu Uberprifen, wurden jeweils
25 ug der bakteriellen Proteine rek. hLa, rek. hLa-N(7A), rek. hLa-N(9A), rek. hLa-C (3.19) und
rek. mLa (5.9) auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, durch SDS-PAGE (4.38) aufgetrennt und
durch Western-Blotting auf eine PVDF-Membran transferiert (4.40). Die Immundetektion (4.41)
der immobilisierten La/SS-B-Proteine erfolgte mit den gewonnen Maus-Seren (5.12). Der
indirekte Nachweis der AK-Protein-Komplexe erfolgte durch ein Gemisch bestehend aus einem
mit AP konjugierten anti-Maus-IgG-Sekundar-AK (3.13) und einem mit AP konjugierten
anti-Maus-IgM-Sekundar-AK  (3.13). Der anti-Maus-IgM-Sekundar-AK wurde zusatzlich
verwendet, um auch IgM in den Seren nachweisen zu kédnnen. In manchen Fallen konnten trotz
mehrmaliger Immunisierungen keine IgG induziert werden. Die verwendete Sekundar-AK
waren bereits dahingehend getestet worden, dass sie keine Kreuzreaktivitaten zeigte. Die
Detektion erfolgte durch das NBT-/X-Phosphat-System (4.42).

Im Immuno-Blot zeigte keines der Seren Reaktivitdt zu den Proteinen bzw.
Proteinfragmenten. Dies lag vermutlich daran, dass die Proteine durch die SDS-PAGE
denaturiert wurden. Im ELISA (5.12.1) wurden nur Proteine eingesetzt, die unter nativen
Bedingungen gewonnen wurden. Dies lieR den SchluR zu, dass die Serum-AK ausschlief3lich

Konformationsepitope erkennen konnten.

5.12.3 Nachweis von Autoantikdérpern durch immunzytochemische Farbung

Um die Hypothese zu bestatigen, dass die Serum-AK nur native Proteine detektierten,
wurde die Reaktivitdt der Maus-Seren in immunzytochemischen Farbungen (4.32) auf murinen
NIH-3T3-Zellen getestet. Den ELISA-Ergebnissen zufolge war zu erwarten, dass die Seren die
endogenen, murinen La/SS-B-Proteine detektierten.

Zur Immunfarbung wurden NIH-3T3-Zellen in Methanol/EGTA fixiert (4.32). Diese Art
der Fixierung flhrte zu keiner Veranderung der Proteinstrukturen. Die fixierten Zellen wurden
anschliellend mit den Maus-Seren inkubiert (4.32). Das Serum einer Balb/c-Maus, das vor den
Immunisierungen abgenommen wurde (5.12), diente dazu, das Vorhandensein von
Autoantikorpern auszuschliefen. Der Nachweis der Antigen-AK-Komplexe erfolgte mit einem
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13). Dieser Sekundar-AK
detektierte alle Subklassen muriner AK. Laborerfahrungen zufolge konnten Kreuzreaktivitaten
des Sekundar-AK ausgeschlossen werden. Die Bilder der Immunfluoreszenzfarbungen sind in
Abb. 25 dargestellt.

Wie in Abb. 25 zu erkennen war, lieferten alle Seren eine nukleare Farbung, wie sie fir
das La/SS-B-Protein typisch war. Das Serum einer Balb/c-Maus, das vor den Immunisierungen

abgenommen wurde, lieferte keinerlei Farbung. Die Ergebnisse der immunzytochemischen



5 Ergebnisse 97

Farbung bestatigten die aus den Ergebnissen des ELISA (5.12.1) und des Immuno-Blots
(5.12.2) geschlossene Vermutung, dass mit den Maus-Seren nur Konformationsepitope nativer

Proteine detektiert werden konnten.

Abb. 25: Immunzytochemische Fluoreszenzfarbungen von NIH-3T3-Zellen, gefarbt mit murinen Seren, die nach den

Immunisierungen mit SOC-neo-La erhalten wurden.
A) 1. Immunisierung; B) 2. Immunisierung; C) 3. Immunisierung; D) 4. Immunisieung

Die Zellen wurden bei 400x VergroRerung dokumentiert.

5.12.4 Zusammenhang zwischen ANAs und einer zellschadigenden Vorlauferreaktion

Als endogener Faktor bei der Entstehung von Autoimmunitdt wurde u.a. eine
zellschadigende Vorlauferreaktion diskutiert. Die Zellmembran stellte fir die antinuklearen
Antikérper (ANAs) eine undurchdringliche Barriere dar. Ebensowenig konnten die nukledren
Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht durchdringen.

Um zu untersuchen, ob durch die Immunisierung mit neo-La Serum-AK erzeugt wurden,
die an Zelloberflachen banden und somit eine zellschadigende Vorlauferreaktion auslésen
konnten, wurden mit den Maus-Seren immunzytochemische Farbungen (4.32) an
NIH-3T3-Zellen durchgefihrt. Die Farbungen erfolgten wie unter 4.32 beschrieben, allerdings
mit dem Unterschied, dass die Zellen zuerst mit den Serum-AK inkubiert (4.32) und danach erst
mit Methanol/EGTA fixiert (4.32) wurden. Auf diese Weise konnten die Serum-AK nicht in die
Zellen eindringen. Wenn die Serum-AK an Oberflachenstrukturen auf den NIH-3T3-Zellen
binden sollten, dann musste dies in der immunzytochemischen Farbung in einer Farbung der
Zellmembran resultieren. Die Auswertung der Praparate erolgte durch
Epifluoreszenz-Mikroskopie (4.34).

In keinem Fall konnte eine Immunfluoreszenzfarbung detektiert werden. Somit banden
die Serum-AK nicht an Oberflachenstrukturen von NIH-3T3-Zellen. Dies lie® den Schiuf® zu,
dass die induzierten Serum-AK nicht fiir eine zellschadigende Vorlauferreaktion verantwortlich

sein konnten.
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6 DISKUSSION

A) Analyse des murinen La/SS-B auf genomischer Ebene

Im Zusammenhang mit der genomischen Situation sollte die Organisation des murinen
La/SS-B-Strukturgens aufgeklart werden, damit u.a. Rickschliisse auf die Transkription
gezogen werden konnten. Von besonderem Interesse war, zu karen, ob die Moglichkeit der
Existenz eines zweiten, alternativen Promotors neben dem eigentlichen Basis-Promotor
gegeben war und welche mRNA-Isoformen von diesem aus transkribiert werden kénnten. In
diesem Zusammenhang war die Aufklarung des splice-Mechanismus, der fir die Entstehung

der mRNA-Isoformen verantwortlich war, von grof3er Bedeutung.

6.1 Allgemeine Merkmale des Strukturgens

Das La/SS-B codierende Gen des Menschen und der Maus lagen jeweils auf dem
Chromosom 2 (PRUIJN, 1994; TOPFER et al., 1993; CHAMBERS et al., 1988) (1.5.1 und 1.6).
Beide Gene codierten fur 13 Exons (PRUIJN, 1994; TOPFER et al., 1993; CHAMBERS et al.,
1988) (Abb. 5 und 8.1). Neben dem eigentlichen Gen existierten im humanen Genom drei
La/SS-B-Retropseudogene, die vermutlich nach reverser Transkription von La/SS-B-mRNAs in
das Genom integriert wurden und von invertierten Sequenzwiederholungen eingerahmt waren
(BARTSCH 1997; GROLZ et al., 1997¢) (1.5.1). TOPFER et al. (1993) beschrieben dagegen
das murine La/SS-B-Gen als single copy-Gen. Die Untersuchung von drei Mausstammen ergab
keine Hinweise auf Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (TOPFER et al., 1993) (1.6).

Die ermittelte Sequenz des murinen La/SS-B-Gens wurden mit FASTA-Mail
(EMBL-Datenbank, U.K., FASTA@EBI.AC.UK) auf Homologien zu bekannten Sequenzen
untersucht. Allerdings konnten keine ermittelt werden. Im Gegensatz dazu wurde von GROLZ
(1998) gezeigt, dass die humane La/SS-B-Gensequenz eine Reihe von Alu-Sequenzen in den

2 kb stromaufwarts des Exon 1, sowie in den Introns 1, 2, 4, 6 und 8 enthielt (8.1).

6.2 Sequenzunterschiede

Zwischen der erhaltenen murinen Gen-Sequenz (Abb. 5) und der Sequenz von
TOPFER et al. (1993) (GenBank accession No. L00993) wurden im Exon 1b und im Exon 11
Unterschiede in der Nukleotidsequenz festgestellt (Abb. 26). Hierbei handelte es sich um
Punktmutationen, die allerdings nicht den codierenden Bereich betrafen und vermutlich auf

Sequenzierfehler zurickzufiihren waren, die im Rahmen jeder Sequenzierung auftraten.
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Exon 1b
(1) TGCTGT CGEECCCECCEECECT CGGAAGT CCAGGCGCT TCTGTCGT TGT TCTTGAAGCT GT GGT GACCGT GGGATCCGAATCTTTCGAGGT AGCTTC TGGAGACTGAGGAGA
(2) TGCTGT CGEECCCECCEECECT CGGAAGT CCAGGCGCT TCTGTCGT TGT TCTTGAAGCT GT GGT GACCGT GGGATCCGAATCTTT  GAGGTGAGCT TCTTGGAGACT GAGGAGA
Exon 11
(1) GITAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAATTAGG CCACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGITTACTTCTTTTGITGTATC
(2) GITAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAAT TAGGT CCACT TCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGI TTACTTCTTTTGT TGTATC

Abb. 26: Sequenzabweichungen im Exon 1b und Exon 11 des murinen La/SS-B
Fehlende Basen in der Datenbanksequenz von TOPFER et al. (1993) (GenBank accession No. L00993) (1) oder dem

sequenzierten murinen La/SS-B (2) sind durch ein Leerzeichen gekennzeichnet.

6.3 Die Exons und Introns

Das murine Gen besalt vom ersten Exon bis zur 3’-UTR eine Lange von 9982 bp, das
humane Gen 10567 bp (Abb. 5 und 8.1). Somit differierte die GesamtgréRe des Gens zwischen
diesen beiden Spezies nicht sehr stark. Beim Vergleich der Exons wurde festgestellt, dass die
GroRen der Exons 3, 4, 5, 6, 7 und 9 beim humanen und murinen Gen Ubereinstimmten. Die
Exons 2, 8, 10 und 11 differierten in ihrer Gréflie zwischen 10 und 30 Nukleotiden (Tabelle 2).

Auch beim Vergleich der Nukleotidsequenzen der Exons 2-11 lieBen sich grofie
Ubereinstimmungen feststellen. Dies hatte sicherlich die hohe Homologie des murinen und
humanen La/SS-B-Proteins von etwa 76,7% zufolge. GréRere Sequenzabweichungen lielRen
sich ab dem Exon 8 erkennen. Dies war vermutlich der Grund flir die Homolgie der C-Termini
des murinen und humanen Proteins von nur noch 65% (TOPFER et al., 1993) (1.6).

Die GroRBen der verschiedenen Exon 1 wichen stark voneinander ab. Das humane
Exon 1 besal} eine Lange von 156 bp, das Exon 1’ eine Lange von 489 bp und das Exon 1”
eine Lange von 493 bp (Tabelle 2). Schon zwischen dem humanen Exon 1 und dem Exon 1’
bzw. 1” lieBen sich in Bezug auf ihre Grofe keine Gemeinsamkeiten feststellen. Das murine
Exon 1a besal} eine GroéRRe von 86 bp, das Exon 1b eine Gréfke von 113 bp und das Exon 1c
eine Grofle von 225 bp (Tabelle 2). Auch die Nukleotidsequenzen der humanen und murinen
Exon 1 unterschieden sich vollstandig voneinander (Abb. 5 und 8.1). Somit lie® sich keine
Aussage dartiber machen, welches humane Exon 1 einem murinen Exon 1 entsprach.

Beim Vergleich der Intron-Sequenzen und Intron-GrofRen lieken sich fast keine
Gemeinsamkeiten feststellen (Abb. 5 und 8.1), was sicherlich an den verschiedenen Spezies
lag. Als einzige Gemeinsamkeit fand sich im Intron zwischen dem humanen Exon 1 und Exon 2
in der Sequenz des Exon 1’ bzw. Exon 1” eine Poly(T).3-Region (8.1). Auch in der murinen
Sequenz fand sich im Intron 1 eine Poly-(T);,-Region (Abb. 5). Uberaschenderweise besaR das
murine La/SS-B-Gen zwischen dem Exon 1c und dem Exon 2 kein Intron (Abb. 5). Das humane
Gen konnte dagegen zwischen allen Exons ein Intron aufweisen (8.1). In Tabelle 2 sind alle

Exon-Intron-GréRen des murinen und humanen La/SS-B-Gens detailiert dargestelit.
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A) Humanes La/SS-B-Gen B) Murines La/SS-B-Gen
Lage (in bp) | GroRe (in bp) Lage (in bp) | Gr6Re (in bp)

Promotor 1-239 239 Promotor |-527 --1 527
Exon 1 240 - 396 156 Exon la 1-86 86
Intron 1 397 - 2328 1931 Intron 1a |87 - 1516 1429
Exon 1’ 397 - 886 489 Exon 1b 1-113 113
Intron 1’ 887 - 2328 1441 Intron 1b 114 - 1516 1402
Exon 1" 397 - 890 493 Exon 1c 1371-1596 | 225
Intron 1" 891 - 2328 1437 Intron 1c - -
Exon 2 2329 - 2403 74 Exon 2 1597 - 1690 | 93
Intron 2 2404 - 4127 1723 Intron 2 1691 - 4561 | 2870
Exon 3 4128 - 4231 103 Exon 3 4562 - 4664 | 103
Intron 3 4232 - 4318 86 Intron 3 4665 - 4858 | 193
Exon 4 4319 - 4493 174 Exon 4 4859 - 5033 | 174
Intron 4 4494 - 5437 943 Intron 4 5034 - 5642 | 608
Exon 5 5438 - 5545 107 Exon 5 5643 - 5750 | 107
Intron 5 5546 - 5623 77 Intron 5 5751-5822 |71
Exon 6 5624 - 5724 100 Exon 6 5823 - 5923 | 100
Intron 6 5725 -7135 1410 Intron 6 5924 - 7073 | 1149
Exon 7 7136 - 7207 71 Exon 7 7074 -7145 |71
Intron 7 7208 - 7513 305 Intron 7 7146 - 7436 | 290
Exon 8 7514 - 7556 42 Exon 8 7437 -7476 |39
Intron 8 7557 - 8927 1370 Intron 8 7477 - 8176 | 699
Exon 9 8928 - 9068 140 Exon 9 8177 -8317 | 140
Intron 9 9069 - 9520 451 Intron 9 8318 - 8680 | 362
Exon 10 9521 - 9848 327 Exon 10 8681 -9032 | 351
Intron 10 9849 - 10192 | 343 Intron 10 9033 -9319 | 286
Exon 11 10193 - 10580 | 387 Exon 11 9320 -9687 | 367
3'-UTR 10581 - 10806 | 288 3'-UTR 9688 - 9982 | 294

Tabelle 2: Lage und GréRe der Exons und Introns im (A) humanen La/SS-B-Gen (GROLZ,
1998) und (B) murinen La/SS-B-Gen

Die Zahlenangaben beim murinen La/SS-B-Gen beziehen sich auf die komplette
Nukleotidsequenz aus Abb. 8, die Zahlenangaben beim humanen La/SS-B-Gen auf die

komplette Nukleotidsequenz im Anhang (8.1).

Beim Vergleich der Exon-Intron-splice-Nukleotidsequenz-Ubergéange lieken sich ab dem
Exon 2 des humanen und murinen La/SS-B-Gens groBe Ubereinstimmungen feststellen.
Hierbei besal} die 5’-splice-Stelle meist die Basenabfolge AG/GT und die 3’-splice-Stelle meist
die Basenabfolge AG/GG. Dagegen wiesen die Sequenz-Ubergénge der verschiedenen Exon 1
keinerlei Gemeinsamkeiten auf. Dies konnte nicht weiter verwundern, da die verschiedenen
Exon 1 bei der Maus und beim Menschen auch sonst keine Ahnlichkeiten besaRen. Die

Sequenzen der Exon-Intron-splice-Ubergénge finden sich in Tabelle 3.



102 6 Diskussion

A) Sequenzen der Exon-Intron-splice-Ubergénge im humanen La/SS-B-Gen

Bezeichnung Exon 3’ Intron 5’ Intron 3’ Exon 5’ Bezeichnung
Exon 1 ... GCTTTCCT | GGTCCECA . . ... TTTTACAG | ATAGCCCL. . . Exon 2
Exon 1’ .. . GGGAAAAC | GTGGGTAA. . . ... TTTTACAG| ATAGCCCC. .. | Exon 2
Exon 1” .. . AAACGTGG | GTAATATT. .. ... TTTTACAG | ATAGCCCL. . . Exon 2
Exon 2 ... AAATTGAG | GTATGATT. . . ... TCTCACAG| TATTATTT. .. |Exon3
Exon 3 ... TTCAACAG | GTAACAAG . . ... CICTTCAG| GTTGAACC. . . Exon 4
Exon 4 ... TTTATATT | GTAAGTGG. . . ... CITCACAG| AAAGCCTT. .. |Exon5
Exon 5 ... CATTTAAG| GTATGATA. .. ... TTTTACAG | GGATCAAT. . . Exon 6
Exon 6 ... CITTTCAA | GTAAGICT. . . ... TTCTTTAG| GGACGATT. .. |Exon7
Exon 7 ... GCTAAACA | GTAAGTAT. .. ... ATTTGTAG | GGAGCAAG . . Exon 8
Exon 8 ... CTGAAATG | GTAAGTAT. . . ... TTTTATAG| AAATCTCT. .. |Exon 9
Exon 9 ... CAAAAGAG | GTCAGAGG. . . ... TGGTATAG | GCGATAAT. . . Exon 10
Exon 10 ... TGCAACTG| GTAAGTTT. . . ... CGITATAG| GACCTGIG. .. |Exon 11

B) Sequenzen der Exon-Intron-splice-Ubergénge im murinen La/SS-B-Gen

Bezeichnung Exon 3’ Intron 5’ Intron 3’ Exon 5’ Bezeichnung
Exon 1a ... AATCTTTG | AGGTGACLC. . . ... TTCCTACC | AGTGTGAG . . Exon 2
Exon 1b ... TGAGGAGA | AGGTACGA. . . ... TTCCTACC| AGTGTGAG .. |Exon 2
Exon 1c ... ACTTTCCT | TTACCAAC. .. ... ATTCACAG| TATTATTT. .. Exon 2
Exon 2 ... AAATTGAG | GTATGATT. . . ... ATTCACAG| TATTATTT. .. |Exon 3
Exon 3 ... TTCAACAG | GTAAGICT. .. ... CITTTCAG| GCTAAACC. .. Exon 4
Exon 4 ... TTTATATT | GTAAGTGG. . . ... TTTTACAG| AAAGGTTT. .. |Exon5
Exon 5 ... CATTTAAG| GTATGATA. .. ... CTTTACAG | GGGTCAAT. . . Exon 6
Exon 6 ... CICTTTAA | GTAAGICT. . . ... TTCTTCAG| GGAAGATT. .. |Exon7
Exon 7 ... GCTAAACA | GTAAGICT. .. ... GITTTTAG| AGAGCATG. . . Exon 8
Exon 8 ... CTGAAACC | GTAAGTAC. . . ... TTTTATAG| AGAGCTCT. .. |Exon 9
Exon 9 ... CAAAAGAG | GTTTGGEAA. . . ... ATGTGTAG | GGAATAAT. . . Exon 10
Exon 10 ... TCGTCGIG| GTAAGICT. . . ... TGTAATAG| GACCAATG. .. | Exon 11

Tabelle 3: Sequenzen der Exon-Intron-splice-Ubergéange im (A) humanen La/SS-B-Gen (GROLZ,
1998) und (B) murinen La/SS-B-Gen
Dargestellt sind jeweils acht Nukleotide auf der 3'-Seite eines vorangehenden Exons, auf der 5'- und

3’-Seite des nachfolgenden Introns und auf der 5’-Seite eines darauffolgenden Exons.

6.4 Der Basis-Promotor

Eukaryontische Pol lI-Promotoren bestanden aus einem core-Promotor-Element
(Basis-Promotor) sowie aus genspezifischen, regulatorischen DNA-Elementen (TJIAN und
MANIATIS, 1994; KOLESKE und YOUNG, 1995; KORNBERG, 1996). Das
core-Promotor-Element bildete das minimale DNA-Element, das fir die Transkriptions-Initiation
durch die RNA-Pol Il in vitro notwendig und ausreichend war. Die regulatorischen Elemente
bestanden aus den die Transkription verstarkenden enhancer- und abschwachenden
silencer-Elementen und konnten Uber einen weiten Bereich, sowohl stromaufwarts wie auch
stromabwarts vom Transkriptionsstart, verteilt sein. An das core-Promotor-Element banden
verschiedene generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs), rekrutierten die Pol Il und bildeten den
basalen Transkriptionsapparat (BURATOWSKI, 1994; ROEDER, 1996). An die enhancer- und
silencer-Elemente banden regulatorische Faktoren, die Aktivatoren bzw. Repressoren. Die
Interaktion zwischen dem basalen Transkriptionsapparat und den regulatorischen Faktoren
konnte vermutlich Uber verschiedene Kofaktoren erfolgen. Als Kofaktoren wurden mit dem
TATA-Box-Bindeprotein (TBP) assoziierte Faktoren (TAFs), I6sliche generelle Kofaktoren und

mit dem C-terminalen Ende der Polll direkt interagierende Mediatoren beschrieben
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(VERRIJZER und TJIAN, 1996; KAISER und MEISTERERNST, 1996; BJORKLUND und KIM,
1996). Der core-Promotor wurde bei den meisten Genen durch die etwa 30 bp stromaufwarts
vom Transkriptionsstart gelegene TATA-Box gebildet. Darliber hinaus enthielten viele
Promotoren, mit oder ohne TATA-Box, eine pyrimidinreiche Initiator-Sequenz, die direkt Uber
dem Transkriptionsstart lag (ROEDER, 1996). Ein Initiator-Element wurde erstmals von SMALE
und BALTIMORE (1989) am Beispiels des Gens der murinen terminalen
Desoxyribonucleotidyltransferase (TdT) beschrieben und besal} die nur sehr schwache
Konsensussequenz YYAYTCYY (DU et al.,, 1993). Allgemein konnten Promotoren von
eukaryontischen Genen in solche eingeteilt werden, bei denen das core-Promotor-Element eine
TATA-Box enthielt, und in solche ohne TATA-Box. Die Promotoren vieler Haushaltsgene
enthielten Initiatorelemente, jedoch keine TATA-Box, und erschienen auf Grund mehrerer
Bindestellen fir den Transkriptionsfaktor (TF) Sp1 G/C-reich (DYNAN und TJIAN, 1983;
MELTON et al., 1986; VIHINEN et al., 1996). Die Initiation der Transkription konnte bei diesen
Promotoren an verschiedenen Stellen erfolgen (MELTON et al., 1986).

Der Promotorbereiche des humanen La/SS-B-Gens besall eine Grofle von 239 bp
(Tabelle 2). GROLZ (1998) suchte mit dem Programm HUSAR (3.17) den Promotorbereich des
humanen La/SS-B-Gens nach Promotorelementen und potentiellen TF-Bindestellen ab. Dabei
fand sich keine TATA-Box, dafur aber eine GC-reichen Region. Stromaufwarts des humanen
Exon 1 lagen eine CAAT-Box, eine SP1-Bindestelle und direkt stromabwarts davon eine
AP2-Bindestelle. Ein 17 Nukleotide langer Bereich wurde auf Grund von Sequenzvergleichen
mit Promotoren anderer Gene nach CHAMBERS et al. (1988) als G/C-reiches
Promotorelement bezeichnet. Im Exon 1 selbst lag eine weitere AP2-Bindestelle.

Auch der Promotorbereiche des murinen La/SS-B-Gens, der eine GrofRe von 527 bp
besal (Tabelle 2) und sich stromaufwarts des Exon 1a bzw. Exon 1b befand, wurde mit dem
Programm HUSAR (3.17) nach Promotorelementen und TF-Bindestellen abgesucht. Nur die
gangigsten TFs sind in Abb. 27 dargestellt und im Folgenden kurz beschrieben. Es fanden sich
eine CCAAT-Box und mehrere davon abweichende Bindestelle, an die der CCAAT-binding
factor oder der CTF (= CCAAT-Box-factor = nuclear factor-1 = NF-1) binden konnten.
CCAAT-bindende Proteine fungierten als Aktivatoren der Promotor-Grundfunktion und als
Regulationselemente (KNIPPERS, 1997). Feststellen liel3en sich auch Bindestellen fiur TFIIA,
TFIIA-a/B precursor (major), TFIIA-a/f precursor (minor), TFIIA-y, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIF-a,
TFIIF-B  und TFIID. TFIID spielte eine besondere Rolle beim Aufbau des
Transkriptionskomplexes (KNIPPERS, 1997). Bindestellen fir TBP, TBP-1 und TBF1 lieRRen
sich ebenfalls detektieren. Von Bedeutung war das Vorhandensein von GC-Boxen, die
besonders haufig in Promotoren von TATA-Box-freien Haushaltsgenen vorkamen und an die
das Glykoprotein Sp1 (GC-Box-Protein) band. Sp1 sorgte zusammen mit TAF fur die richtige
Plazierung von TFIID im Bereich des Transkriptionsstarts (KNIPPERS, 1997). Des weiteren
fanden sich Bindestellen fur c-Myc und E2F-1, das eine zentrale Rolle bei der Regulation der

Genaktivitat im Verlauf des Zellzyklus einnahm (KNIPPERS, 1997). Interessanterweise lielen
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sich auch Bindestellen fir NF-«xB (nuclear factor kB), NF-xB(-like), NF-xB1 und NF-xB1/2
precursor feststellen. AulRerdem konnten Bindestellen fir AP-2 und AP-3 (activator protein)
ermittelt werden. Das AP-Protein setzte sich aus den Proteinen Fos und Jun zusammen, die je
eine Untereinheit von AP darstellten (KNIPPERS, 1997). Des weiteren fanden sich Bindestellen
fur E12 und E47. Detektieren lielen sich auch Homdobox-Bindestellen fur das Protein HOXA5
und N-Oct-3 (Oktamer-Bindeprotein). Auch fand sich eine Bindestelle fur TCF-2a (ternary
complex formation), der aus den drei Komponenten DNA, SRF (serum response factor) und
p62 (KNIPPERS, 1997) bestand. SchlieRlich wurden noch Bindestellen fir GATA-1, GATA-1B,
GATA-2, GATA-3 und NF-E1b und NF-E1c gefunden. Eine TATA-Box liel3 sich nicht detektiert.
Zusammengenommen wiesen die Promotorelemente darauf hin, dass es sich beim
murinen La/SS-B-Gen um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen handelte, wie bereits von
CHAMBERS et al. (1988) fir das humane La/SS-B-Gen beschrieben worden war (1.5.1).

TFI I D
TTTGAA
SP1
TACGCCCTTA
AP- 2
TCCCCANSSS
-600 ANCCCCNACNCCNT TNAAGKSRAATNN -501
HOXA5
TTTAATAATTA
TBP- 1
TFII D TBP
TTTGAA TFIIF-pB
NF- 1 TFI | F- o
CTTTCC TFIIF
AP-3 TFIIE
ATTTCCAAA TFI I D
TFIIF-p TFI I B
TFI | F- o TFI Ay
TFIIF TFI | A-o/B precursor (minor)
TRIIE TFlI I A-o/B precursor (major)
TFI I B TFITA
TR A v TTTTATA NF- xB1/ 2 precursor
TFI | A-o/B precursor (minor) NF- xB1
TFI I A-o/B precursor (major) NF- xB(-1i ke)
TFITA NF- xB
TBP- 1 CCAAT- bi ndi ng factor N-Cct-3
TTTTATA CCAATC TFIID
TFI I D CTF AP-2 Spl
TATTTATA  GCCAATG CCCWNSSS ACGCCC
TBP NF- 1 SP1 AP-3 AP-3
TTTTTTA  GCCAAG [cesecosoe ATTGCAACA AAATTTCCCAA
-500 NTTTNNAAAGGCCAANNCT KT GGCCCNCCCCTTTWATAATTNCAANACNCCCGGAAAAGGT AGNNNAAT TTCYCAACAAAGGNAGGAGGAGT TTTAGGGT -401
NF- Elc
NF- Elb
GATA-3
GATA- 2
GATA- 1B
GATA- 1A
GATA-1
WGATAR
TBP NF- 1
TAAAAAA CTTTCC
-400 CANCCT GGTCTAAARANNAGCCCGAGT TCCT GGAT AGCCGGEGGECT TCSCCCGGAAACGCT KT CCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -301
NF- 1
GGAAAG
TBP
TAAAAAA
c-Mc SP1
TAAGAGA ATACTGCCC
-300 AARRRRAAAGGGGGAAAAAAAGAAAAACCAAGCGCT ACAGAAGAAAGAAGGGAAGGCT CGAACATACT GCCCAGAAACACAT TAAARACAAAGAT CTCCA -201
TCF- 2a TBF1 CCAAT- Box SP1
RCTTCCTS CCCTAA [ecccece]
-200 CAAAAAACACT TCCTGTCAGCCCCTAACAT TCTGCTGAGCAAT TTAACAAT TTCTCGEECGEGAGT TCCGGCGAGACGACT CTCCTTCAGATTGTGGAGC -101
EA7
E12
CANCTGY
NF- 1 SP1 NF- xB1
GGAAAG ACGCCC NF- kB
E2F-1 AP- 2 NF- 1
GOGCGGAA CCCINSSS GGAAAGCCCCC
-100 TCGTAACGGECCGT GCGCCGAAAGCAGAGCCGEECCACT GOCGT CCGCGCCCACGCCCACCT GT CCGCAAGGGCT GCCGEGAAAGCCCCCATCTTTAAGCGC -1

Abb. 27: Darstellung von TFs im Basis-Promotor des murinen La/SS-B

Die Zahlenangaben beziehen sich auf diejenigen in Abb. 5
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6.5 Der alternative Promotor

Bei der Untersuchung, wie es zur Entstehung der alternativen mRNAs des humanen
La/SS-B kommen konnte, fand GROLZ (1998), dass das humane Gen einen zweiten,
alternativen Promotor besall und die verschiedenen mRNA-Isoformen durch einen
Promotorwechsel in Kombination mit alternativem splicing entstanden. Der alternative Promotor
lag im Intron 1 nach dem Exon 1 und dehnte sich bis in das alternative Exon 1’ hinein aus
(1.5.1 und Abb. 2). Mit dem Programm HUSAR (3.17) wurden in diesem Bereich Bindestellen
fur AP1 und TFIID gefunden. Im Exon 1’, stromaufwarts der Poly(dT)-Sequenz (8.1), befanden
sich zwei weitere Konsensussequenzen fir Sp1, zwei fur AP2 und eine Bindestelle flir NF-kB
(GROLZ, 1998). Etwa 20 bp stromaufwarts des Transkriptionsstarts des langsten alternativen
Exon 1’- bzw. Exon 1”-Transkripts wurde eine von der TATA-Box-Konsensussequenz
abweichende TFIID-Bindesequenz (TACAAA) gefunden. Diese Sequenz fungierte beim
EllaL-Gen des Adeno-Virus als schwacher Promotor (HUANG et al., 1988) und konnte bei der
Transkription der alternativen Exon 1'- bzw. Exon 1”’-mRNA-Isoformen das
core-Promotor-Element darstellen. Da sich die humane Exon 1”-La/SS-B-mRNA von der
Exon 1’-La/SS-B-mRNA nur um vier Nukleotide am 3’-Ende unterschied, wurde davon
ausgegangen, dass die beiden Isoformen durch alternatives splicing einer gemeinsamen
Vorlaufer-RNA entstanden (1.5.1). Die Transkription dieser mRNA-Isoformen erfolgte von dem
alternativen Promotor aus. Somit verfigten die klassische Exon 1- und die alternativen Exon 1’-
bzw. Exon 1’-mRNA-Isoformen jeweils Uber einen eigenen Promotor (1.5.1 und Abb. 2). Die
Promotoren der Exon 1- und Exon 1’- bzw. Exon 1”-Isoformen kdnnten dartber hinaus auf
gemeinsame regulatorische Elemente zuriickgegriffen und sich gegenseitig positiv oder negativ
beeinflusst haben. Offensichtlich hemmte ein Sequenzbereich stromaufwarts des
Transkriptionsstarts der Exon 1-mRNA-Isoform selektiv den alternativen Promotor. Dies war ein
Hinweis darauf, dass es regulatorische Elemente gab, die selektiv die Transkriptionsrate der
alternativen Isoformen beeinflussten (GROLZ, 1998).

Um zu Uberprifen, ob das murine La/SS-B-Gen neben dem Basis-Promotor, wie das
humane La/SS-B-Gen, einen zweiten, alternativen Promotor besitzen und ob die Transkription
der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen ebenfalls durch einen Promotorwechsel in
Kombination mit alternativem splicing entstehen kénnte, wurde der Bereich, den das Intron 1
und Exon 1c des murinen La/SS-B-Gens umfasste (Abb. 5), mit dem Programm HUSAR (3.17)
nach Promotorelementen und TF-Bindestellen abgesucht.

Die Positionen der hierbei gefunden TFs sind in Abb. 28 dargestellt. Es fand sich eine
TATA-Box und Bindestellen fir MTF-1 und PPAR. AulRerdem lieR® sich eine Bindestelle fur
NF-1/L (nuclear factor-1 oder CCAAT-Box-TF CTF) detektieren. Weiterhin wurden Bindestellen
fur c-Fos und c-Jun, insbesondere fir JunD gefunden. Ebenso wurden Bindestellen fir AP-1
und AP-2 detektiert. Des weiteren fand sich eine Bindestelle fur TCF-1A. Aullerdem waren

SP1- und TFIID-Bindestellen vorhanden. Des weiteren fanden sich Bindestellen flir c-Myec.
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Ebenso lieRen sich Bindestellen fir die Proteine E12 und E47 detektieren. Nachweisen liel3
sich des weiteren eine HomoOobox-Bindestelle fir das Oktamer-Bindeprptein N-Oct-3.
SchlielRlich konnten noch Bindestellen fiir die TFs GATA-1, GATA-1B, GATA-2, GATA-3 und
NF-E1b und NF-E1c gefunden werden.

AP-2
SSSNKGGG
101 GAGACT GAGGAGAIAGGT ACGAAGGGCT GT GCTAT GCGCAGGCCTCACCT TCCTCTCCGCGCCECCGLGT GEECCGCGCGECCOGT GBCCGT GTGCTGGAC 200
c-MWc
CACGTG
AP- 2
CCCWNSSS
AP- 2 Spl AP- 2 NF- 1
SSSNKGGG GGECCCC SSSNKGGG CTTTCC
201 CGCGECCCGAGBEEEECECEEGECCT CEECGAGGBCCACGRAGCGEECCCCEECCAGAGAT GCGEECGECCT GEGGCT T TCCACGT GBCAGGGAT CCCGGECGGEG 300
NF- 1
CTTTCC
SP1 MTF- 1
GGGECC TGCRCNC
301 CCGGT GT GGGAGGAT GCGGCTCTCGCGEEGECCT TTAGGCAGAGGCT CGCCGCATCCT CACGECGT CCTTTCGGT TTGT TCCT TGCACCCCT TTCCTGACT 400
Spl AP-2
KRGGCKRRK TGGGGA
401 GGCCAGAGGCGGATGT TTCGGACCAT TTAAGT CT T TAGGGT GGT CGGT GCGGGT TAAACGCGACAGGEGT TCTGT GEGGACT GACT GGAGGCCGAAGAAGT 500
NF- Elc
NF- Elb
GATA- 3
GATA- 2
GATA- 1B
GATA- 1A TCF- 1A
Spl GATA- 1 TFI I D
GGGECC YTATCW TTCAAAG
501 GGGGEECCGCTATTGEGT TCCCAGCGTCGCTATCTTTTTTTTTTTTTTTTTCCT TCAAAGAACTGCCAT TGCCATTCTGT CTTCAGT GTGAAACAGTCCCT 600
PPAR
TGACCT
601 AAATTGCGGTAGGCCGCAGAAGT CTTGCAGGGEECTAACTAGGT CGGTAT TGACCT GTGT CTCTGTAGTAATGAGAAGT GAGAT TGT TGGTAGT GGGAGACA 700
N-CQct -3
ATTWANNATK
701 AACCAGCGCCTGTAACAGTAAAT TCT GAAGT GGGACGT GTACT TCGTAGAT T TCCCAT TACAGGACCAGT GTATCGCCAGCAGT CTCCAGCATTTTGAGC 800
TFI 1D
NF- Elc
NF- Elb
GATA- 3
GATA- 2
E4A7 GATA- 1B
AP- 1 E12 GATA- 1
TAACTCA CANCTGY  WGATAR
801 AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGTAACTCATAACTATATTCAGCT GCTGCAGATAAACT CTTCAAGAGCTGGTATACT TCCGTACAATATGGTAGEGT 900
901 GGTTTAGTAAGGCGCT GGAAGCCAGT AAGACAGAAGATCCGGT TTGTGATTTCTAGCAAACCAGTATCACAGT CCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG
1000
NF- 1
GGAAAG
1001 ACCGTGAAACAGGAAAGT GGCTATAGAGT TAACCAGT GTAGTAGT GT TTTAGGBCACATCCTTACCTTCCAGCGT CCCTAGT TTAAAATTTTTTGTATCTG 1100
N-CQct -3
ATTWANATK
1101 TGCTCACAAGGTCCCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGT GTCTAACACCGTAACT TTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT 1200
JunD
c-Jun
c- Fos
AP- 1
GTGACTAA
EA7
E12 TFI 1D NF-1/L TATA- Box
CANCTGY TTTGAA TTGGCA TATAAT
1201 TGGTAAGT CAGCTGTGACTAATTTTGAAAAGAAACGCAAATAAT TGECAT TGAGGGCTATAGGAATATACT GCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA 1300
TFI I D
TTTATC
1301 AAGCTAGGAATGAT TGAGGGGTAGT TAAGT GGACATTTTCTGCTTTTTTGT TTTTATCGCTGAACT TTGCT{T TACCAACTACATGAAGAGT TTGGT TACA 1400

Abb. 28: Darstellung von TFs, die stromaufwérts des Exon 1c im Intron 1 des murinen La/SS-B liegen

Die Zahlenangaben beziehen sich auf diejenigen in Abb. 5

Zusammengefasst liel sich folgendes feststellen: Die stromaufwarts des Exon 1c im
Intron 1 gefundenen Promotorelemente und regulatorischen TFs kdnnten auf einen zweiten,
alternativen Promotor des murinen La/SS-B-Gens hindeuten. Die Existenz eines solchen

alternativen Promotors misste aber noch eindeutig bewiesen werden.
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6.6 Der alternative splice-Mechanismus

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse (6.4 und 6.5) konnte ein hypothetisches Modell
entwickelt werden, wie es zur Entstehung der alternativen mRNAs des murinen La/SS-B
kommen konnte (Abb. 29). Vermutlich besald das murine Gen neben dem Basis-Promotor
einen zweiten, alternativen Promotor, der sich im Intron 1 zwischen dem Exon 1a bzw. Exon 1b
und dem Exon 1c befand. Somit war die Mdglichkeit gegeben, dass die Transkription von zwei
verschiedenen Promotoren aus starten konnte. Wahrscheinlich entstanden die verschiedenen
mRNA-Isoformen durch einen Promotorwechsel in Kombination mit alternativem splicing
(Abb. 29). Dies wirde genau der Situation beim humane La/SS-B-Gen entsprechen (Abb. 2).
Zumindest musste man fur die murinen mRNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b ein solches
alternatives splicing fordern. Da sich diese nur um 27 Nukleotide am 3’-Ende des Exon 1
unterschieden, konnte davon ausgegangen werden, dass diese beiden Isoformen durch
alternatives splicing einer gemeinsamen Vorldufer-RNA, unter Verwendung einer zum Exon 1b
alternativen, 27 Nukleotide stromabwarts gelegenen 5’-splice-Stelle, entstanden (Abb. 29), wie
dies bei den Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA-Isoformen des humanen La/SS-B-Gens der Fall war.
Aus diesem Grund konnte angenommen werden, dass es einen gemeinsamen Promotor fir die
Exon 1a-mRNA und Exon 1b-mRNA gab.

ATG
A) Exon 1a | Exon 2 Exon 1a-mRNA
ATI'G
B) Exon 1b | Exon 2 Exon 1b-mRNA
Exon 1a
|
Gen —.— 1a 1b 4.— Exon1c | Exon2 [—————--=
Exon 1b
ATl'G
C) Exon 1c | Exon 2 Exon 1c-mRNA

Abb. 29: Die hypothetische Entstehung der mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B

A) alternative mRNA mit dem Exon 1a

B) alternative mRNA mit dem Exon 1b

Mitte: Gen mit dem Basis-Promotor P1, Exon 1a, Exon 1b, alternativen Promotor P2, Exon 1c und Exon 2

C) alternative mRNA mit dem Exon 1c
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6.7 Vergleich der alternativen Exon 1 des murinen und humanen La/SS-B-Gens

Da sich die Sequenzen der humanen und murinen Exon 1 vollstandig voneinander
unterschieden (6.3) und sich daher keine Aussage dariber machen liel3, welches humane
Exon 1 einem murinen Exon 1 entsprach, musste der Vergleich einerseits nach ihrer Lage auf
dem La/SS-B-Gen und andererseits nach der Art des splice-Mechanismus erfolgen.
Ubereinstimmend war der splice-Mechanismus der Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNA-Isoform und
der Exon 1a- bzw. Exon 1b-mRNA-Isoform (Abb. 2 und Abb. 29). Diese beiden mRNA-Formen
entstanden sowohl beim Menschen als auch bei der Maus vermutlich aus einem gemeinsamen
Vorlaufer-RNA-Molekil, wobei eine Exon 1-splice-Variante jeweils immer an ihrem 3’-Ende um
einige Basen verlangert war. Wahrend im humanen Gen sich das Exon 1’- bzw. Exon 1” im
Intron zwischen dem Exon 1 und dem Exon 2 befand (8.1), stellte das Exon 1a- bzw. Exon 1b
im murinen Gen das erste Exon dar, das nach dem Basis-Promotor lokalisiert war (Abb. 5).

Demzufolge misste das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c entsprechen. Allerdings
war das humane Exon 1 und das murine Exon 1c bei den jeweiligen Genen verschieden
lokalisiert. Das humane Exon 1 war das erste Exon nach dem Basis-Promotor (8.1), wahrend
das murine Exon 1¢ zwischen dem Exon 1a bzw. Exon 1b und dem Exon 2 lag (Abb. 5).

Die verschiedenen mRNA-Isoformen wurden beim humanen und murinen Gen von
verschiedenen Promotoren aus transkribiert. Die humanen mRNA-Formen Exon 1’ bzw. 1”
wurden wahrscheinlich vom zweiten, alternativen Promotor des humanen La/SS-B-Gens
transkribiert, wahrend die murinen mRNA-Formen Exon 1a- bzw. Exon 1b vermutlich vom
Basis-Promotor des murinen La/SS-B-Gens transkribiert wurden. Im Unterschied zur humanen
Exon 1-mRNA, die vom Basis-Promotor transkribiert wurde, wurde die murine Exon 1c-mRNA
vermutlich vom zweiten, alternativen Promotor transkribiert.

Nach Abwagung aller Fakten kénnte das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c, das
humane Exon 1’ dem murinen Exon 1a und das humane Exon 1” dem murinen Exon 1b

entsprechen.

6.8 Die codierende, C-terminale Nukleotidsequenz

SEMSEI et al. (1993) konnten in der C-terminalen, codierenden Nukleotidsequenz des
La/SS-B aus Ratte im Vergleich zur humanen und bovinen Nukleotidsequenz eine
Nukleotid-Insertion und eine Nukleotid-Deletion feststellen (Abb.30). Da die murine
Nukleotidsequenz in diesem Bereich fast vollstandig mit der aus Ratte Uibereinstimmte, wies die
murine Sequenz ebenfalls die Insertion und Deletion auf (Abb. 30). Somit lag der Verdacht
nahe, dass es sich um eine Nager-spezifische Insertion bzw. Deletion handeln kénnte.

Die Insertion umfasste 48 Nukleotide (Abb. 30 A). 13 Nukleotide stromabwarts des

5-Endes dieser Insertion fand sich ein 17 bp langes Motiv (in Abb. 30 A unterstrichen), das



6 Diskussion 109

exakt nach dem 3-Ende der Insertion wiederholt wurde (in Abb. 30 A finden sich aus
Platzgriinden nach dem 3’-Ende der Insertion nur noch 9 b dieses Motivs).

Die Deletion umfasste 24 Nukleotide (Abb. 30 B). Teilweise fand sie sich auch in der
bovinen Nukleotidsequenz (Abb. 30 B). Die Entstehung dieser Deletion bei Nagern bzw. der
teilweisen Deletion beim bovinen La/SS-B kénnte durch eine Spezies-abhangige Entwicklung
einer Donor-Akzeptor-splice-Stelle erklart werden. Interessanterweise fand sich auf der 3’-Seite
der Deletion eine splice-Stelle (in Abb. 30 B durch einen Pfeil gekennzeichnet).

In ihrer Gesamtheit betrachtet, kdnnten Spezies-spezifische Unterschiede des La/SS-B
auf eine Optimierung auf die jeweilige Spezies hinweisen, was im Endeffekt zur Bildung

Spezies-spezifischer Barrieren gefiihrt haben kénnte.

A) Nukl eotid-1nsertion

humanes La : 960 : AATAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGT- - - - - - = - - = < == - =< @ e oo e e e e oo CGTAGATTT
bovines La : 960 : AATAATAGAAGATCAACAAGAATCTCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGT- - - - - - = - - = < == - <=« @ w o e e e ee e CGAAGATTT
Ratten La : 960 : AATCACAGATGATCAACAAGAATCTCTGAACAAATGGAAGT CAAAAGGAGGT CATGCAGCCOGCAGAT TTAAAGGAAGT CATGTTTTTACAGCAGCT CGCAGATTT
murines La : 960 : AATAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGT CAAAAGGAGGGCAT GCAGGT GGAAGAT TTAAAGGAAGT CATGT TTTTACAGCAGOCCGCAGATTT

B) Nukl eoti d- Del etion

1

humanes La : 1120 : ATGAACATGATGAACATGATGAAAATGGTGCAACTGGACCTGTGAAAAGA
bovines La : 1120 : ATGAACGTGATG -------- AAAATGGT GCATCTCGAGCAGT AAAAAGA
Ratten La : 1120 : ATCATCGICGIG -----====---====----=-- GACCAGTGAAAAGA
murines La : 1120 : ATCATCGTCGIG ------------=---------- GACCAGTGAAAAGA

Abb. 30: Darstellung der Spezies-spezifischen Insertion bzw. Deletion in der C-terminalen, codierenden Nukleotidsequenz
des La/SS-B von Mensch, Rind, Ratte und Maus (verandert nach SEMSEI et al., 1993)

Die Zahlenangaben beziehen sich auf die murine Nukleotidsequenz (8.3). Fett gedruckte Nukleotide kennzeichnen
Sequenzunterschiede. Striche stellen fehlende Nukleotide dar. In (A) ist das 17 bp lange Motiv unterstrichen, das exakt nach dem
3’-Ende der Insertion wiederholt wird. Aus Platzgriinden finden sich nur noch 9 b dieses Motivs nach dem 3’-Ende der Insertion, die

ebenfalls unterstrichen sind. Der Pfeil in (B) kennzeichnet eine splice-Stelle.

6.9 Die alternativen Polyadenylierungsstellen

Die La/SS-B-Nukleotidsequenz in der 3-UTR von Maus und Ratte, die die
Polyadenylierungsstellen enthielt, stimmte fast vollstdndig Uberein (Abb. 31). SEMSEI et al.
(1993) zeigten, dass bei der La/SS-B-Nukleotidsequenz der Ratte im Gegensatz zu der des
humanen La/SS-B andere Polyadenylierungsstellen bzw. -signale vorhanden waren. Die
klassische Polyadenylierungssequenz (5-AAUAAA-3’) des humanen La/SS-B fand sich nicht in
der Ratten-Nukleotidsequenz. Ebensowenig konnte diese beim murinen La/SS-B gefunden
werden (Abb. 31).

Anstelle dessen fanden sich bei beiden Nagern zwei alternative Sequenzen
(5-AUUAAA-3’, 5-AAUAUA-3’) (Abb. 31). Scheinbar  wurde die klassische
Polyadenylierungssequenz bei Nagern deletiert. Auf der anderen Seite fanden sich in der
humanen Sequenz ebenfalls zwei alternative Polyadenylierungsstellen (5-AUUAAA-3’,
5-AUAUA-3’) (Abb. 31). Von SEMSEI et al. (1993) konnte gezeigt werden, dass alle
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Polyadenylierungsstellen in  Mensch und Ratte genutzt wurden. Da die beiden
Nager-Sequenzen in diesem Bereich zu fast 100% identisch waren, konnte mit grofRer
Sicherheit postuliert werden, dass beim murinen La/SS-B ebenfalls die beiden alternativen
Polyadenylierungsstellen verwendet wurden.

Alternative Polyadenylierungsstellen wurden bei nur 5% aller mRNAs nachgewiesen.
Dass allerdings Haushaltsgene wie La/SS-B alternative Polyadenylierungssequenzen besalien,
war sehr ungewdhnlich (SEMSEI et al., 1993).

humanes La : 9186 : ATTCAAATATCAAAAGGAAGATTCTTCCATTAAATTGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAAACT- - - AACT, TATATACTATATGAAAAGAGC
Ratten LA : 9186 : ATTAAAATATGAAAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAGACTTGTAA- - - - - - - AATATATACTGTATAAAAATAGC
nurines La : 9186 : ATTAAAATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGTCTTTG AATATGAGAATGTATTAGTACAGA- TTGTAA- - - - - - - AATATATACTGTATAAAAATAGC

Abb. 31: Vergleich der Polyadenylierungsstellen im 3'-Bereich der La/SS-B-Nukleotidsequenzen von Mensch, Ratte und
Maus (verandert nach SEMSEI et al., 1993)

Die klassische Polyadenylierungssequenz ist fett unterstrichen. Die alternativen Polyadenylierungssequenzen sind dinn
unterstrichen. Fett gedruckte Nukleotide kennzeichnen Sequenzunterschiede. Striche stellen fehlende Nukleotide dar. Die

Zahlenangaben beziehen sich auf murine La/SS-B-Gensequenz aus Abb. 5.

6.10 Die hot-spot-Region

Im Exon 7, das fir die linker-Region codierte, die die N- und C-terminale Domane des
humanen La/SS-B-Proteins miteinander verband, war eine Adenin-Kassette enthalten, in der
acht Adenine aufeinander folgten. Bisher wurden zwei humane cDNAs isoliert, die in dieser
Adenin-Kassette eine Insertion (9A-Mutation) bzw. eine Deletion (7A-Mutation) eines Adenins
aufwiesen (1.5.9). Darlber hinaus war dieselbe Region, in der die Mutationen in den cDNAs
gefunden worden waren, auch bei den drei humanen La/SS-B-Pseudogenen ungewohnlich
inhomogen (1.5.1). So enthielten die Pseudogene an der Poly(dA)s-Stelle Insertionen von 4, 16
und 24 Adenin-Resten (BARTSCH, 1997; GROLZ et al., 1997c). Offensichtlich handelte es sich
bei der Region im Exon 7 um eine hot spot-Region, in der Mutationen gehauft auftraten.

Sowohl die 9A- als auch die 7A-Mutation hatte eine Verschiebung des Leserasters
zufolge. Bei der 9A-Mutation entstand ein neues Stop-Codon gleich nach der Punktmutation
(Abb. 32). Bei der 7A-Mutation wurde der eigentliche Leserahmen des La/SS-B-Proteins
verlassen, was die Synthese von 12 AS bewirkte, die normalerweise kein Bestandteil des
humanen La/SS-B-Proteins waren und ein Neoepitop bilden kénnten (BACHMANN et al.,
1996b) (1.5.9), bevor die Translation an einem neu entstandenen Stop-Codon abbrach
(Abb. 32). In beiden Fallen wurde nur die N-terminale Proteinhalfte translatiert.

Vollstandiges La/SS-B-Protein kénnte trotz der 7A- oder -9A-Mutation gebildet werden,
indem die Translation am nachfolgenden Start-AUG an Position 223 (M223) durch den Eintritt
des Ribosoms nach dem Mechanismus der internen Translationsinitiation oder der Reinitiation
fortgesetzt wurde. Funktionelles La/SS-B-Protein kénnte somit durch Zusammenlagerung der

N-terminalen und C-terminalen Proteinhalfte entstehen.
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Hypothetisch wiirde die fir das humane La/SS-B-Gen beschriebene Insertions- bzw.
Deletions-Mutation beim murinen La/SS-B-Gen die gleichen Folgen ergeben. Der einzige
Unterschied bestand darin, dass die Poly-(A)-Kassette des murinen La/SS-B im Normalfall
neun Adenine enthielt (Abb. 32). Bei der Insertions-Mutation (10A-Mutation) waren es dann
zehn Adenine, bei der Deletions-Mutation (8A-Mutation) nur acht Adenine. Wie beim humanen
La/SS-B wirde bei der Insertions-Mutation der Leserahmen so verschoben werden, dass die
Translation an einem neu entstandenen Stop-Codon vorzeitig abbrach (Abb. 32). Bei einer
Deletions-Mutation wiirde die Leserasterverschiebung die Bildung von 12 fremde AS bewirken
(Abb. 32). Diese 12 AS stimmte zwischen Mensch und Maus bis auf drei AS Uberein (Abb. 32:
unterstrichene AS). Neoepitope koénnten bei der Entstehung von Autoimmunitat und dem
triggern der Immunantwort beteiligt sein (LANZAVECCHIA, 1995) (1.5.9).

Nor mal e Situation:

murin 9A: AAGGAAGATTACT TTGCAAAAAAAAAT GAAGAAAGAAAGCAGAGCAAAGT GGAAGCTAAATTAAAAGCTAAACAA
K EDYFAKIKNEERIKQSKVEAKTLKAIKNA Q

human 8A: GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAAT GAAGAAAGAAAACAAAAT AAAGT GGAAGCT AAAT TAAGAGCT AAACAGGAGCAAGAAGCCAAACAAAAGT TAGAA
DLLI L FKDDYFAKIKNEERIKOQNIKVEAKTLRAKI QEU QEAIKA QKILE

I nsertions-Mitation:

nurin 10A: AAGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAAATGA
K E DY F A K K K *

human 9A: GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAAATGA
DL LI L FKDUDYFAIKKK*

Del etions-Mitati on:

murin 8A: AAGGAAGATTACT TTGCAAAAAAAAT GAAGAAAGAAAGCAGAGCAAAGT GGAAGCTAAATTAA
K EDYFAKIKMKIEKESRAKMWKTILN*

human 7A:  GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAAT AAAGT GGAAGCTAAATTAA
DLLI L FKDDYFAKKMKTEKENIKI KWKIL N*

Abb. 32: Darstellung der Poly-(A)-Kassette im Exon 7 des murinen und humanen La/SS-B mit und ohne Mutationen in der
hot spot-Region
Die Sequenzen beginnen mit der ersten Aminosaure des Exon 7. Die Poly-(A)-Kassette ist jeweils fett dargestellt. Die AS, die sich

zwischen dem humanen und murinem Neoepitop unterscheiden, sind durch Unterstreichung gekennzeichnet.

B) Analyse des murinen La/SS-B auf transkriptionaler und

translationaler Ebene

Im Zusammenhang mit der Expression der murinen mRNA-Isoformen sollte zunachst
gekart werden, welche GréRen die polyadenylierten mRNAs besaflen. Aullerdem musste
Uberprift werden, ob weitere mMRNA-5-UTR-Transkripte oder alternative splice-Transkripte
existierten. Des weiteren sollte ermittelt werden, ob es sich um fertig prozessierte,
zytoplasmatische und funktionelle mMRNAs handelte, die fir die Synthese von La/SS-B-Protein
genutzt wurden, und ob das Protein vom Zellkern in das Ztyoplasma translokalisiert wurde,
wenn die Translation von einer bestimmte mRNA-Isoform erfolgte. Aulerdem sollte festgestellt

werden, ob es eine gewebeabhangige oder zellspezifische Expression der mRNA-Isoformen
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gab. Von groRem Interesse war auch die Aufklarung des Translationsmechanismus der
mRNA-Isoformen. Hierbei sollte festgestellt werden, ob die Translation nach dem
scanning-Modell von KOZAK und/oder durch den internen Eintritt des Ribosoms infolge einer

internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES) erfolgen konnte.

6.11 GroRenbestimmung der polyadenylierten mRNAs

Zur Groélenbestimmung der murinen La/SS-B-mRNA wurde ein Northern-Blotting
durchgefuhrt (5.2). Mit der zur Detektion verwendeten Sonde konnten zwar theoretisch die drei
murinen alternativen mRNA-Isoformen unterschieden werden, jedoch liel3 dies das geringe
Auftrennungsvermogen des Northern-Blottings nicht zu, da nur eine einzelne Bande von etwa
1,8 kb detektiert werden konnte (5.2). Diese Bande stellte mit groRer Wahrscheinlichkeit ein
La/SS-B-mRNA-Gemisch dar, bestehend aus den drei murinen mRNA-Isoformen. Auch die
humane La/SS-B-mRNA erschien im Norther-Blot als einzelne Bande und besal} eine Grole
von ca. 1,8kb (CHAN et al, 1989a; CHAMBERS et al, 1988) (1.5.1). Humane
mRNA-Isoformen lieRen sich auch hier nicht unterscheiden. Betrachtete man die Groe der
murinen cDNAs mit ca. 1,4 kb (8.3), so mussten die murinen La/SS-B-mRNAs einen etwa
400 b langen Poly(A)-Trakt besitzen. Dass ein Poly(A)-Trakt vorhanden war, wurde aus der
Tatsache geschlossen, dass die cDNA-Synthese mit dem Oligo(dT)-Primer moglich war (z.B.
5.4). Die Bildung des Poly(A)-Trakts konnte beim murinen La/SS-B nur durch die alternativen

Polyadenylierungsstellen (6.9) erfolgen, denen somit eine reelle Funktion zukam.

6.12 Suche nach weiteren mRNASs

Bei dem 5-RACE (5.8.1) wurden die amplifizierten La/SS-B-cDNA-Fragmente daraufhin
untersucht, ob weitere alternative 5’-Isoformen existierten und ob die alternativen 5’-Isoformen
in ihrer Lange von den bekannten Isoformen abwichen. Falls es sich bei den alternativen
mRNAs mit dem Exon 1a, 1b bzw. 1c um unvollstdndig gesplissene precursor-mRNAs
handelte, musste es moglich sein, cDNA-Fragmente der vollstandig gesplissenen Formen zu
isolieren. Alternative Isoformen kénnten ein artifizielles Nebenprodukt der Transkription eines
Haushaltsgenes darstellen. Durch einen zu weit stromabwarts liegenden Startpunkt der
Transkription konnten nicht-funktionelle Abbilder der einzigen physiologischen mMRNA
entstehen. Aberrante mRNAs kamen vermutlich nur in einer sehr geringen Konzentrationen vor
und wurden rasch abgebaut. Bedingt durch die hohe Sensitivitdt der PCR ware es jedoch
modglich solche artifiziellen Nebenprodukte zu detektieren. Die Sequenzierungen der
5’-RACE-cDNA-Produkte zeigten, dass es sich bei um die bereits beschriebenen 5-Anfange

der mRNAs handelte. Allerdings waren diese deutlich verkiirzt. Dies stimmte mit den von
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CHAMBERS et al. (1988) erhaltenen Ergebnissen flir das humane La/SS-B Uberein, bei dem
die 5-Anfange der mRNA-Isoformen ebenfalls stark variierten. Dies war typisch fir
Haushaltsgene mit einem Promotor ohne TATA-Box (MELTON et al., 1986). Somit stellten die
drei bisher gefundenen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen (TOPFER et al., 1993; GROLZ und
BACHMANN, 1997d; unveréffentlicht) (GenBank accession No. L00993 und Y07951)
vermutlich die langsten Transkripte dar. Weitere alternative 5-Isoformen wurden nicht
gefunden. Falls alle Isoformen einen signifikanten Beitrag zur Menge an La/SS-B-Protein
leisteten, mussten sie in dhnlichem Umfang gebildet werden. Ansonsten héatte es sich bei ihnen
auch um Nebenprodukte der Transkription handeln kénnen. Die fir die den 5-RACE fir alle
Isoformen immer die gleiche Primerkombinationen verwendet wurde und auch sonst immer
gleiche Bedingungen vorherrschten, konnten die amplifizierten PCR-Banden quantitativ
miteinander verglichen werden. GroRere Konzentrationsunterschiede zwischen den
cDNA-Produkten konnten allerdings nicht festgestellt werden.

Mittels der Technik der RT-PCR sollte (5.8.2) untersucht werden, ob murine, alternative
La/SS-B-mRNA-Isoformen existierten, bei denen Exons herausgeschnitten oder Introns nicht
herausgeschnitten waren. Wie bei dem Autoantigen Ro523/SS-A, bei dem im Vergleich zum
Ro52a/SS-A das Exon 4 herausgeschnitten wurde, kénnten ganze Exons fehlen. Auch das
Pseudogen 3 des humanen La/SS-B, bei dem das Exon 3 fehlte, konnte auf die Existenz
weiterer Isoformen hindeuten (1.5.1). Splice-Varianten des murinen La/SS-B, bei denen ein
Exon deletiert war, waren nicht zu erwarten. Einmal, weil auch beim humanen La/SS-B keine
mRNAs gefunden wurden, bei denen ein Exon herausgepliced war. Auf der anderen Seite
hatten auch nur wenige Exons herausgeschnitten werden kdnnen, ohne dass es dabei zu einer
Leserasterverschiebung kommen wirde. Dies ware nur bei den Exons 5, 7 und 9 mdglich
gewesen. Dabei ware die cDNA um 108 bp, 72 bp bzw. 141 bp verkurzt gewesen. Durch eine
solche Deletion waren teilweise funktionelle Proteinbereiche deletiert worden. Intron-Insertionen
waren im Grunde ganzlich auszuschlie3en, da es hierbei immer zu einer Verschiebung des
Leserasters kommen wirde. Alternativ gesplissene cDNA-Fragmente wurden nicht gefunden.

Die Ergebnisse der 5-RACE- und RT-PCR-Experimente lieRen die folgenden Aussagen
zu: Da keine weiteren mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B-Gens nachgewiesen werden
konnten, musste es sich bei allen La/SS-B-cDNA-Isoformen um Derivate von vollstandig
gesplissenen La/SS-B-mRNAs handeln. Die bereits gefundenen murinen mRNAs stellen
vermutlich die langsten gefundenen Transkripte dar (TOPFER et al., 1993; GenBank accession
No. L00993; GenBank accession No. Y07951), da keine verlangerten Transkripte detektiert
werden konnten. Weitere 5-UTR-Isoformen oder splice-Varianten des La/SS-B-Gens konnten
mit der zur Zeit sensitivsten Technik, der PCR, nicht gefunden werden. Somit schien die Anzahl

an La/SS-B-mRNA-Isoformen bei Mensch und Maus identisch zu sein (1.5.1 und 1.6).
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6.13 Ubiqgitare und zellspezifische Expression der mRNAs

Die Expression der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Mausgeweben,
Mausembryonen, murinen Zellkulturen und Primarzellen sollte dahingehend untersucht werden,
ob eine gewebespezifische MRNA-Expression festzustellen war (5.4). Voraussetzung flr
diesen Versuch war, dass sich durch die angewandte Methode alle drei murinen
La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden lielen, dass die Methode
einfach, schnell und reproduzierbar war, dass wenig Ausgangsmaterial notwendig war, dass die
Methode sensitiv genug war und dass eventuell eine Quantifizierung méglich war.

Zu dieser Untersuchung boten sich somit die Methode des Northern-Blots, der
in situ-Hybridisierung oder der RT-PCR an. Das Northern-Blotting bot z.B. die Mdglichkeit, die
La/SS-B-mRNA-Isoformen relativ schnell und mit geringem Aufwand zu quantifizieren.
Allerdings war eine Unterscheidung der mRNA-Isoformen auf Grund des geringen
Auflésungsvermogens der mRNAs bei einer Laufhdhe von ca. 1,8 kb nicht méglich (5.2). Des
weiteren erforderte das Northern-Blotting grolie Mengen an Ausgangsmaterial. So bendétigten
CHAMBERS et al. (1988) fur einen Northern-Blot 10 ug Poly(A)-gereinigter humaner
La/SS-B-mRNA. Diese Menge an gereinigter mRNA erforderte ungefahr 1 mg RNA einer
Praparation von total-RNA. Ein Northern-Blot konnte aus diesem Grunde nur angewendet
werden, wenn genigend Ausgangsmaterial zur Verfigung stand und das Gen von Interesse in
groflerem Ausmald exprimiert wurde. In der in situ-Hybridisierung war es zwar moglich, die drei
murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander zu unterscheiden (5.3), jedoch
gestaltete sich die Herstellung von Gewebeschnitten gerade bei sehr kleinen Geweben (z.B.
Nebenniere) als schwierig. Auch war die in situ-Hybridisierung oft weniger gut zu reproduzieren.

Die RT-PCR stellte eine der sensitivsten Techniken dar. Ausgehend von Femtogramm
oder nur einem einzelnen Molekul wurde die Nukleinsdure zwischen zwei Primern um das
107-10" fache vermehrt. Daher waren nur geringe Mengen an Ausgangsmaterial notwenig.
Theoretisch wurden in der PCR wahrend der exponentiellen Phase der Vermehrung in n Zyklen
2" Kopien des PCR-Produktes gebildet. Tatsachlich war die Vermehrungsrate zumeist geringer
und hing von einer Vielzahl von Parametern wie z.B. den Reaktionsbedingungen und
Bindungseigenschaften der Primer ab. Im Vergleich zum Northern-Blotting wurde fir einen
Ansatz einer RT-PCR nur etwa 5 ug total-RNA eingesetzt. AuRerdem konnten gleiche Gewebe
vereinigt werden. Ein Nachteil der RT-PCR war, dass sich die PCR-Produkte nur sehr schwer
quantifizieren lieken. Die bisher Ubliche Methode mit einer Referenz-RNA und das Austesten
der optimalen Zyklenzahl war in dieser Art und Weise nicht mehr akzeptiert. Heute erfolgte eine
PCR-Quantifizierung mit einem light-cycler, der die Zunahme der PCR-Produkte wahrend der
PCR photometrisch bestimmte. Ein solches Gerat stand allerdings nicht zur Verfigung.
Voraussetzung fur eine Quantifizierung war des weiteren, dass die Referenz-mRNA und die zu
untersuchende mRNA im gleichen Ansatz amplifiziert wurden, was wahrscheinlich nicht mdglich

war, da eine Hybridisierung der Primer mit sich selbst nicht auszuschlieRen war. Nach
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Abwagung aller Faktoren wurde zur Expressionsanalyse der murinen
La/SS-B-mRNA-Isoformen die Methode der RT-PCR gewahlt.

In allen untersuchten Mausgeweben, Mausembryonen, murinen Zellkulturen und
Primarzellen konnte die GAPDH-Kontrollbande detektiert werden (Abb. 8 und 9), was zeigte,
dass die Durchflihrung des Versuchs unter den gewahlten Bedingungen mdéglich war. Ebenso
konnte Uberall die La/SS-B-Kontrollbande (Exon 2—-11) nachgewiesen werden (Abb. 8 und 9),
was bedeutete, dass immer wenigstens eine La/SS-B-mRNA-Isoform exprimiert werden
musste, was der Beschreibung von La/SS-B als permanent exprimierendes Haushaltsgen
entsprach (1.5.1). Auch von TOPFER et al. (1993) konnte gezeigt werden, dass das
La/SS-B-Protein in vielen Mausgeweben exprimiert wurde, was auf eine ubiquitdre Expression
schliel3en liel. Dabei blieb jedoch die Frage offen, welche mRNA-Isoform in welchem Gewebe
exprimiert wurde.

Die Exon 1a- und die Exon 1c-mRNA-Isoform des murinen La/SS-B wurden ebenfalls
von fast allen untersuchten Proben exprimiert (Abb. 8 und 9). Eine Ausnahme bildeten das
Leber- und Testisgewebe (Abb. 8). Bei Lebergewebe konnte mit allen Isoform-spezifischen
Primern kein PCR-Produkt erhalten werden (Abb. 8). Da aber der codierende Leserahmen des
La/SS-B amplifiziert werden konnte, konnte dies nicht auf eine gewebeabhangige Expression
hindeuten. Bei Testisgewebe konnte mit dem Primerpaar La-mRNA-F3 und La-mRNA-R1 (5.4)
keine Bande amplifiziert werden (Abb. 8). Wahrscheinlich wurde die PCR bei diesen Geweben
durch unbekannte Faktoren gestort.

Die zusatzliche Expression der Exon 1b-mRNA-Isoform konnte in keinem der
untersuchten murinen Geweben, Mausembryonen oder murinen Primarzellen, sondern nur in
Zellkulturen nachgewiesen werden, jedoch nur in solchen, die zum Zeitpunkt der
RNA-Praparation eine Konfluenz von weniger als 50% besalRen (NIH-3T3-Zellen,
Swiss-3T3-Zellen, P388D1-Makrophagen und Myelomzellen) oder im undifferenzierten
Entwicklungsstadium (PCC7-Mz1-Nervenzellen) vorlagen (Abb. 9). Die zusatzliche Expression
der Exon 1b-mRNA-Isoform bei NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent) bestatigte die Ergebnisse
aus der in situ-Hybridisierung (5.3). Der Unterschied zu den Zellkulturen, die zum Zeitpunkt der
RNA-Praparation eine Konfluenz von mehr als 80% besallen oder im differenzierten
Entwicklungsstadium vorlagen, bestand darin, dass sich diese Zellen in der proliferativen Phase
befanden. Die meisten hier verwendeten Zelllinien waren Kontakt-inhibiert, so dass die
Proliferation mit zunehmender Konfluenz abnahm. Dies wirde erklaren, warum sich diese
mRNA-Isoform in keinem murinem Gewebe nachweisen lie3, denn hierbei handelte es sich
ausschliellich um nicht-proliferatives Dauergewebe. Jedoch konnte in embryonalem
Mausgewebe (Mausembryo Tag 10 und 15) (Abb. 8), das stark proliferativ war, und einigen
Zellkulturen mit einer Konfluenz von weniger als 50% zum Zeitpunkt der RNA-Praparation
(Mesangiumzellen und C2C12-Muskelzellen) ebenfalls keine Exon 1b-mRNA-Isoform detektiert
werden (Abb. 9). Somit konnte die Expression dieser mRNA-Isoform nicht alleine von der

Proliferationsphase der jeweiligen Zellen abhangen. Alle Zellkulturen, bei denen die
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Exon 1b-mRNA-Isoform detektiert werden konnte, besalien als einzige Gemeinsamkeit
Tumoreigenschaften, wobei die Zellen aus unterschiedlichen Tumorgeweben isoliert wurden
(3.8). Interessanterweise wurde auch die humane La/SS-B-Exon 1’-mRNA-Isoform aus
Tumor-Lebergewebe isoliert. Dass die Exon 1b-mRNA-Isoform nur in verschiedenen,
tumorartigen Zellkulturen nachgewiesen werden konnte, nicht aber in allen Zellkulturen, zeigte,
dass es sich um eine Tumor-spezifische Expression handeln kénnte. Aus den genannten
Grunden konnte es sich nicht um Zellkulturartefakte handeln.

Der Exon 1b-mRNA-Isoform kénnte bei proliferativen Tumorzellen moglicherweise eine
besondere Funktion zugeordnet werden, wobei die Funktion der mRNA-Isoformen generell
sowohl beim murinen als auch beim humanen La/SS-B unbekannt war. Vermutet wurde aber
eine regulatorische Funktion (BACHMANN et al., 1997), was flr die hier erhaltenen Ergebnisse
zutreffen wirde. Auf der anderen Seite kdnnte das Zustandekommen dieser mRNA-Isoform
durch ein verandertes splicing bei proliferativen Tumorzellen erklart werden. Hierbei kénnte es
sich nur um eine Uberlastung des splice-Apparates handeln, wenn man davon ausging, dass in
der Proliferation von der Zelle vermehrt La/SS-B-Protein exprimiert werden musste. Durch die
Uberlastung kénnten die 27 Nukleotide, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a
verlangert war, nicht mehr deletiert werden. Ob es sich bei der Expression der
Exon 1b-mRNA-Isoform um einen Tumormarker handelte, muisste allerdings noch weiter
untersucht werden. Interessant zu Uberprifen ware, ob sich diese mRNA-Isoform auch in
Maus-Tumorgewebe nachweisen liel® und wenn ja, ob es sich hierbei um einen allgemeinen
Tumormarker handelte, mit dem sich viele Krebsarten detektieren lieRen, oder ob diese
mRNA-Isoform nur bei speziellen Tumoren auftrat. Leider stand tumoréses Mausgewebe nicht
zur Verfligung und die Induktion von Tumoren bei Tieren unterlag strengen Bestimmungen.

Fir die humanen La/SS-B-mRNA-Isoformen konnte bisher keine eindeutige,
gewebespezifische Expression gezeigt werden. GROLZ (1998) fand, dass in Raji-Zellen die
Transkription aller La/SS-B-mRNA-Isoformen hochreguliert war; insbesonders wurden die
alternativen Exon 1’-Transkripte in weit groRerem Umfang transkribiert, als dies in anderen
Zelllinien oder Geweben der Fall war. Raji-Zellen wurden aus mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV)
transformierten Lymphozyten eines Patienten mit Burkitt-Lymphom isoliert. Dies stellte eine
interessante Korrelation mit den Ergebnissen Uber die murine Exon 1b-mRNA-Isoform dar.
Demzufolge koénnte die murine Exon 1b-mRNA-Isoform der humanen alternativen
Exon 1’-mRNA-Isoform homolog sein. Interessanterweise wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen eine Infektion mit EBV und die Enstehung von Autoimmunitadt und
Sjogren Syndrom (SS) in Verbindung gebracht. So konnten EBV-DNA und -Antigene in einer
statistisch signifikanten Haufigkeit bei Patienten mit SS nachgewiesen werden (FOX et al.,
1992; FOX et al., 1986; MARIETTE et al., 1991). Vielleicht fuhrten Infektionen mit bestimmten
Viren zu einer Hochregulation bzw. Veranderung des Mengenverhaltnisses der
La/SS-B-mRNAs in Lymphozyten. Denkbar ware, dass die Enstehung von Autoimmunitat durch

eine unter pathophysiologischen Bedingungen veranderte Genexpression begtinstigt wurde.
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6.14 Fertig gesplissene und zytoplasmatische mRNAs

Nach KOZAK (1991b) konnten cDNAs mit verschiedenen 5-UTRs precursor-mRNAs
darstellen, welche posttranskriptional erst zu funktionellen mRNAs weiter zurecht geschnitten
wurden. Dies kdnnte z.B. bei den beiden mRNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b der Fall
gewesen sein. Bei der Exon 1b-mRNA-Isoform handelte sich entweder um eine alternativ
gespliRene mMRNA, bei der die 27 Nukleotide, um die das Exon 1a der Exon 1a-mRNA-Isoform
verklrzt war, durch alternatives splicing erst noch entfernt wurden (Abb. 29), oder es handelte
sich um eine fertig gesplissene mRNA-Form. Den Ergebnissen der in situ-Hybridisierung (5.3)
zufolge handelte es sich bei allen La/SS-B-mRNA-Isoformen nicht um precursor-mRNA,
sondern um fertig gespliene, zytoplasmatische mRNAs, da alle mRNA-Isoformen im

Zytoplasma detektiert werden konnten.

6.15 Funktionelle mRNAs

Um zu klaren, ob es sich bei den drei vollstandig gesplissenen, zytoplasmatischen
mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B um funktionelle mMRNAs handelte, die fir die Synthese
von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt wurden, oder ob es sich um eine Art regulatorische
und, zumindest auf der Ebene der Translation, nicht-funktionelle mMRNAs handelte, wurde deren
Translation qualitativ  durch transiente  Transfektion und quantitativ. durch
in vitro-Transkription/-Translation untersucht (5.5).

Die transiente Transfektion der drei verschiedenen cDNA-Isoformen erfolgte in
humanen HelLa-Zellen, die ein geeignetes Testsystem zur Untersuchung der Expression von
murinem La/SS-B-Protein darstellten. Die Translationsprodukte aller La/SS-B-cDNA-Isoformen
lieBen sich in der transienten Transfektion mit dem La/SS-B-spezifischen mAK 5B9 (3.12) im
Immuno-Blot detektieren. Der mAK 5B9 reagierte spezifisch mit humanem und murinem
La/SS-B-Protein (1.5.8). Das durch die murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa
45 kDa konnte im Blot vom humanen mit einem MW von etwa 50 kDa deutlich unterschieden
werden (Abb. 10). Damit stellten die mRNA-Isoformen nicht nur fertig gesplissene und
zytoplasmatische, sondern auch funktionelle mMRNAs dar, die translatiert werden konnten.

Um die Vermutung von TOPFER et al. (1993) zu uberprifen, die Funktion der
verschiedenen La/SS-B-mRNA-Isoformen konnte darin  bestehen, unterschiedliche
Proteinmengen zu liefern und somit die Expression des La/SS-B-Proteins zu regulieren, wurde
die Proteinexpression der drei mRNA-Isoformen quantifiziert (5.5.3). Um quantitative
Unterschiede in der Expression der alternativen cDNA-Isoformen genauer bestimmen zu
kénnen, wurde mit der in vitro-Transkription/-Translation eine Technik eingesetzt, die sich sehr
gut fur Quantifizierungen eignete. Da die Transkription und Translation in einem Ansatz

stattfanden, konnte davon ausgegangen werden, dass Unterschiede der murinen
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La/SS-B-Proteinmengen auf die Translationseffizienz der cDNA-Isoformen zurlckzufiihren
waren. Durch eine densitometrische Bestimmung konnte gezeigt werden, dass alle in vitro
transkribierten/translatierten alternativen cDNA-Isoformen mit gleicher Effizienz exprimiert
wurden (Abb. 12). Im Gegensatz dazu konnte von GROLZ (1998) fir die humanen
La/SS-B-cDNA-Isoformen gezeigt werden, dass die Translationseffizienz der alternativen
cDNA-Isoformen geringer war, als die der klassischen.

Neben den murinen La/SS-B-Banden mit einem MW von etwa 45 kDa konnten auch
einige schwachere Banden detektiert werden (Abb. 11). Diese Banden waren nur in den
Laufspuren zu erkennen, in denen die Translationsprodukte der alternativen cDNA-Konstrukte
des La/SS-B aufgetragen wurden. Somit konnten unspezifische Transkriptionen und
Translationen von Anteilen des Vektors pcDNA3 ausgeschlossen werden. Auch konnten diese
Banden keine Proteine aus dem Reticulozyten-Extrakt darstellen, da diese offensichtlich alle
durch die Immundepletion mit dem flir das La/SS-B-spezifische mAK 5B9 entfernt wurden.
Demzufolge musste es sich bei diesen Banden ebenfalls um La/SS-B-Banden handeln. Bei den
Banden mit ungefahr 43 und 28 kDa handelte es sich entweder um Degradationsprodukte des
La/SS-B-Proteins, oder um ein N-terminal verkirztes La/SS-B-Protein, das durch interne
Initiation entstanden sein musste (SCHORNER und DRATHEN, 2000; unveréffentlicht).

In vitro-Translationssysteme mit Reticulozyten-Lysat neigten zur Artefaktbildung;
mitunter kam es zur Entstehung von aberranten Translationprodukten. Diese
Translationsprodukte entstanden vermutlich durch Initiation der Translation von einem intern
gelegenen Methionin anstelle des korrekten Start-AUGs (SVITKIN et al., 1994). Die Banden mit
einer GrolRe von etwa 43 und 28 kDa kdnnten solchen aberranten Translationsprodukten
entsprechen. Die Banden mit einem MW von ca. 60 kDa kénnten La/SS-B-Proteine darstellen,
die mit verkurzten La/SS-B-Fragmenten assoziiert waren (BACHMANN, 2000; unverdéffentlicht).

Da die Nebenbanden jeweils gleich intensiv gefarbt waren, musste die
in vitro-Translation und die Immundepletion bei allen Ansatzen mit einer vergleichbaren
Effizienz abgelaufen sein. Darum war es auch zuldssig, die Intensitat der La/SS-B-Banden

direkt miteinander zu vergleichen (Abb. 11).

6.16 Der Translationsmechanismus der mRNAs

Das scanning-Modell der Translation von eukaryontischen mRNAs (KOZAK, 1978)
postulierte, dass die 40S-Ribosomenuntereinheit zusammen mit verschiedenen
Translations-Initiationsfaktoren am 5-Ende einer mRNA an die 7-Methylguanosinium-Kappe
(m7Gppp-Kappe) band und Uber die 5-UTR bis zu einem ersten Start-AUG mit einer flr die
Initiation der Translation vorteilhaften Umgebungssequenz (Kozak-Sequenz) (KOZAK, 1989;
KOZAK, 1987) wanderte. Durch einen Vergleich von 699 Vertebraten-mRNAs wurde von
KOZAK (1987) die Konsensussequenz GCCGCC"/cCCAUGG fiir die Initiation der Translation
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ermittelt (das Start-AUG ist unterstrichen). Das Start-AUG und die flankierenden Sequenzen
fungierten dabei als Stop-Signal fir die ribosomale 40S-Untereinheit (KOZAK, 1987).

Vor allem zwei Positionen in der Umgebungssequenz des AUGs waren hoch
konserviert: 97% aller von KOZAK (1987) untersuchten mRNAs besal3en ein Purin an Position
-3 (ausgehend von dem Adenin des AUG mit der Position +1) und 46% ein G an Position +4.
Ublicherweise reichte bereits ein Purin an der Position -3 fiir die Initiation der Translation am
ersten Start-AUG (KOZAK, 1991a). Sobald ein AUG erkannt wurde, verband sich die 40S- mit
einer 60S-Untereinheit zum intakten Ribosom und begann mit der Translation. Neben der
Position und Umgebungssequenz beeinflussten die Lange der 5-UTR und Sekundarstrukturen
sowohl stromaufwarts wie stromabwarts des Initiator-AUGs die Effizienz der Initiation der
Translation (KOZAK, 1991a). Stromabwarts vom AUG liegende Sekundarstrukturen konnten
sich positiv auf die Initiation auswirken, vermutlich indem sie die Geschwindigkeit abbremsten,
mit der die 40S-Untereinheit an der mRNA entlangwanderte (KOZAK, 1991a). Demgegenulber
wirkten sich Sekundarstrukturen zwischen der m7Gppp-Kappe und dem Initiator-AUG immer
negativ auf die Translation aus (KOZAK, 1986). Fir eine effektive Translation musste die
5-UTR wenigstens 20 Nukleotide Lange besitzen. Eine ladngere 5-UTR verbesserte die
Translationseffizienz nur, wenn sie keine Sekundarstrukturen enthielt. Die optimale Lange lag
bei etwa 80 Nukleotiden (KOZAK, 1991a). Eine lange und sekundarstrukturreiche 5-UTR
bildete die grofite Barriere flr eine effektive Translation (KOZAK, 1991b).

Die Uberwiegende Mehrzahl aller mRNAs bei Vertebraten entsprach den Kriterien einer
fur die 40S-Untereinheit gut scannbaren und damit translatierbaren mRNA. Die 5-UTRs der
meisten Vertebraten-mRNAs hatten eine Lange von 20 bis 100 Nukleotiden (KOZAK, 1987).
Von 346 untersuchten mRNAs besallen nur 27 eine 5’-UTR, die langer als 200 Nukleotide war
(KOZAK, 1987). Zusatzliche, in der 5-UTR stromaufwarts des eigentlichen Initiator-AUGs
gelegene AUGs fanden sich in 82 von 701 mRNAs (KOZAK, 1987). mRNAs mit langen
5’-UTRs, ausgedehnten Sekundarstrukturen und mehreren potentiellen Start-AUGs gehorten
vor allem zur Gruppe der Protooncogene, der TFs, der Rezeptor-Proteine, der
Signaltransduktionsproteine und der Immunantwortproteine (KOZAK, 1991b). Da diese
Proteine in der Regel nur in sehr geringer Konzentration in der Zelle vorlagen, kénnte die
Struktur der 5-UTR ihrer mRNAs einen Regulationsmechanismus darstellen (KOZAK, 1991b).
Diese mRNAs sollten demnach ineffizient translatiert werden. Abgesehen davon kénnten nach
KOZAK (1991b) viele der publizierten cDNAs mit ausgedehnter 5-UTR mRNA-Vorlaufern
entsprechen, welche noch ein Intron enthielten. Dariber hinaus verfligten einige Gene Uber
mehrere Promotoren. Je nachdem, von welchem Promotor aus die Transkription erfolgte,
entstand eine funktionelle, translatierbare mMRNA oder eine nicht-funktionelle mRNA mit langer
5-UTR. Bei solchen Genen konnte durch Umschalten von einem auf den anderen Promotor die
Menge an funktioneller mRNA des betreffenden Proteins reguliert werden (KOZAK, 1991b).
Denkbar ware auch, dass bei einigen publizierten cDNAs mit langer, sekundarstrukturreicher
5-UTR lediglich die gut translatierbare Form noch nicht gefunden wurde (KOZAK, 1991b).
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Bei mRNAs mit langer 5 -UTR gab es nach KOZAK (1991b und1989) im wesentlichen
zwei Moglichkeiten, wie trotz stromaufwarts gelegener AUGs die Translation am eigentlichen
Initiator-AUG beginnen konnte. Wenn die Umgebungssequenz eines AUGs in einer fir die
Initiation der Translation unvorteilhaften Umgebung lag, konnten einige der Ribosomen dieses
AUG Uberlesen und zum nachsten AUG gelangen, das in einer fir die Translationsinitiation
vorteilhaften Umgebung lag, und dort mit der Translation beginnen. Dies wurde als leaky
scanning bezeichnet (KOZAK, 1989). Eine zweite Mdglichkeit bestand darin, dass es trotz
5-aufwarts gelegener AUGs, die sich in einer fir die Initiation der Translation vorteilhaften
Umgebung befanden, zu einer Initiation der Translation an dem weiter 3’-gelegenen AUG
kommen konnte. Einer solchen Reinitiation waren jedoch enge Grenzen gesetzt. Sie konnte nur
stattfinden, wenn dem weiter am 5’-Anfang gelegenen AUG dicht darauf ein Stop-Codon folgte
und dieses Stop-Codon stromaufwarts des eigentlichen Initiator-AUGs lag. Nach erreichen
dieses Stop-Codons sollte die 40S-Ribosomenuntereinheit dann nicht wie gewoéhnlich von der
mRNA-Matritze abfallen, sondern an ihr weiter entlangwanderen (KOZAK 1991a: KOZAK
1991b; KOZAK 1989). Erreichte sie ein weiteres Start-AUG, konnte sie sich erneut mit der
60S-Ribosomenuntereinheit verbinden und somit die Translation initiieren. Eine Reinitiation war
nur dann effizient, wenn der stromaufwarts des eigentlichen Start-AUGs gelegene Leserahmen
kurz war und er in der Nahe des 5-Endes der mRNA lag. Codierte der erste Leserahmen
dagegen ein vollstandiges Protein, so war eine Reinitiation an einem weiter 3’-gelegenen
Start-AUG kaum noch maoglich. Bei Uberlappenden ORFs konnte es keine Reinitiation an dem
stromaufwarts vom Stop-Codon liegenden AUG geben, da sich die 40S-Untereinheit nur in
5°-3"-Richtung fortbewegen konnte (KOZAK, 1995).

Von verschiedenen viralen mRNAs war bekannt, dass sie auf eine von der 5-Kappe
unabhangige Weise translatiert werden konnten. Erste Hinweise kamen von Picorna-Viren,
deren Genom aus einer Plusstrang-RNA bestand, welche anstelle einer 5’-m7Gppp-Kappe am
5’-Ende ein kleines, kovalent gebundenes Peptid enthielt (EHRENFELD und SEMLER, 1995).
Die 5’-UTRs waren in der Regel sehr lang (650-1300 Nukleotide) und besalien neben massiven
und ausgedehnten Sekundar- und Tertiarstrukturen auch mehrere Start-AUGs (SACHS et al.,
1997). Trotz dieser Struktur wurden die viralen RNAs in infizierten Zellen mit hoher Effizienz
translatiert (EHRENFELD und SEMLER, 1995; HELLEN und WIMMER, 1995; SACHS et al.,
1997). Von SACHS et al. (1997) konnte fiir alle RNAs bzw. mRNAs von Piocorna-Viren gezeigt
werden, dass sie Uber eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) verflugten, an der die
Translation durch einen internen Eintritt der 40S-Untereinheit des Ribosoms eingeleitet wurde.
Auch die RNA des Hepatitis-C-Virus (HCV) enthielt eine IRES (TSUKIYAMA-KOHARA et al.,
1992), die entgegen der Picorna-Virus-IRES nicht nur aus Bereichen der 5’-UTR bestand,
sondern mit der codierenden Sequenz Uberlappte (REYNOLDS et al., 1995). Da die den
Picorna-Viren eigenen IRES-Elemente auch in Abwesenheit weiterer, vom Virus-Genom
codierter Proteine funktionell waren, musste der zellulare Translationsapparat alleine in der

Lage sein, eine interne Initiation zu ermdglichen. Nach einer Infektion mit Polio-Virus, einem
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Vertreter der Picorna-Viren, wurde in den infizierten Zellen der Initiationskomplex inaktiviert,
welcher es der 40S-Untereinheit ermdglichte an die m’Gppp-Kappe von mRNAs zu binden. Auf
diese Weise wurde die von der 5’-Kappe abhangige Translation zellularer mRNAs unterdrickt
(GUTIERREZ-ESCOLANO und DEL ANGEL, 1996).

Der Vorteil dieser Strategie flr die Viren war offensichtlich. Schon friih wurde dartber
spekuliert, dass auch bei zellularen mRNAs mit langer 5-UTR eine Initiation der Translation
durch eine IRES ohne ein scanning der 5-UTR mdglich sein kénnte (PELLETIER und
SONENBERG, 1988). Und tatsachlich konnten einige eukaryontische, zellulare mRNAs
identifiziert werden, deren Translation nach dem Mechanismus der alternativen Translation
durch eine IRES erfolgte. So wurde beobachtet, dass die mRNAs von Hitzeschockproteinen
(HSPs) unter Bedingungen, bei denen die von der 5’-Kappe abhangige Translation der meisten
zellularen mRNAs inhibiert war, z.B. wahrend eines Hitzeschocks, aber auch nach einer
Infektion mit Picorna-Viren, effektiv translatiert wurden (RHOADS und LAMPHEAR, 1995).
Obwohl klar schien, dass HSP-mRNAs einen von der 5’-Kappe unabhangigen Mechanismus flr
inre Translation ausnutzen konnten, konnte bisher nur fir die mRNA des HSP-Proteins BiP
(Bindeprotein der schweren Kette des Immunglobulin) eine interne Initiation nachgewiesen
werden (MACEJAK und SARNOW, 1991). Die interne Initiation kénnte auch zu bestimmten
Zeiten des Zellzyklus oder der Entwicklung und Differenzierung einer Zelle der vorherrschende
Mechanismus der Translation sein. So war in Mammalia-Zellen wahrend der Mitose infolge
einer Unterphosphorylierung des Faktors elF-4E, welcher ein Bestandteil des
5’-Kappe-Erkennungskomplexes war, die 5-Kappe-abhangige Translation stark vermindert
(TARNOWKA und BAGLIONI, 1979, BONNEAU und SONENBERG, 1987). YE et al. (1997)
fanden dariber hinaus, dass in transgenen D. melanogaster die Aktivitat der IRES der Gene
antennapedia und ultrabithorax stark entwicklungsabhangig reguliert war.

Die IRES-Elemente der verschiedenen viralen und zellularen mRNAs besalien wenig
oder Uberhaupt keine Homologien in ihrer Primarsequenz. Auf der Ebene der
Sekundarstrukturen hingegen schienen gemeinsame Elemente vorhanden zu sein (SACHS et
al., 1997; LE und MAIZEL, 1997). Seit der Entdeckung des von der 5-Kappe unabhangigen
Translationsmechanismus wurde intensiv nach zelluldaren Faktoren gesucht, die die interne
Initiation ermoglichten. Da in dem fur einen von der &-Kappe abhangigen
Translationsmechanismus gut geeigneten in vitro-Translationssystem mit Extrakten von
Weizenkeimlingen keine der bekannten IRES funktionell war, musste es zellulare
Initiations-Faktoren geben, die Uber eine Bindung an die mRNA der 40S-Untereinheit den
internen  Eintritt  ermoglichten (SACHS et al.,, 1997). Vor allem wurden das
Polypyrimidintract-Bindeprotein (PTB) und das La/SS-B-Protein diskutiert (BELSHAM und
SONENBERG, 1996). Dabei konnte die Fahigkeit des La/SS-B-Proteins zweiwertige Kationen
binden zu kénnen mit der internen Initiation der Translation in Zusammenhang stehen, da
5-UTRs oft zweiwertige Kationen enthielten. Das La/SS-B-Protein kdnnte an diese Kationen

binden, wodurch es dem Ribosom helfen konnte, das Start-AUG zu finden, an dem die interne
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Translationsinitiation erfolgen sollte (BACHMANN et al., 2000). Nach der Hypothese von YOO
und WOLIN (1997) kdnnte das La/SS-B-Protein durch seine chaperone-Aktivitat die Menge an
korrekt gefalteten RNAs und damit die Funktionalitat der IRES erhéhen. So konnte die Menge
der Polio-Virus-RNA durch die Zugabe von rek. La/SS-B-Protein zu Reticulozyten-Lysat auf das
10fache gesteigert werden (MEEROVITCH et al., 1993).

Nach JACKSON et al. (1995) gab es nur einen Uberzeugenden Nachweis fur die
Existenz einer IRES: den dicistronen-mRNA-Test. Bei einer dicistronen mRNA lagen zwei
vollstandige, offene Leserahmen (Cistrons) mit einer 5-UTR, einem Initiator-AUG und einem
Stop-Codon auf einer mRNA direkt hintereinander. Da beide Sequenzen unter der Kontrolle
eines Ubergeordneten Promotors standen, wurden sie bei der Transkription in eine dicistrone
mRNA umgeschrieben. An die 5-Kappe dieser dicistronen mRNA band die 40S-Untereinheit
des Ribosoms und wanderte von dort aus stromabwarts, bis sie ein in einer optimalen
Umgebung liegendes Start-AUG erreicht hatte. Dort verband sie sich mit der
60S-Ribosomenuntereinheit und die Translation begann. Wenn das Ribosom an dem ersten
Stop-Codon angelangt war, das in einem dicistronen Konstrukt das des ersten Leserahmens
sein sollte, zerfiel es in seine Untereinheiten und beendete damit die Ubersetzung der mRNA in
eine Proteinsequenz. Normalerweise sollte in einer eukaryontischen Zelle lediglich das erste
Cistron translatiert werden. Ein darunterliegender Leserahmen konnte nur dann noch
translatiert werden, wenn er eine IRES enthielt, an der das Ribosom intern initiieren konnte. Die
Hypothese wurde untermauert, wenn die Translationseffizienz des zweiten Cistrons gegenuber
der des ersten nicht stark vermindert war (KAMINSKI et al., 1994). PELLETIER und
SONENBERG (1988) plazierten die 5-UTR des Polio-Virus zwischen die Leserahmen flr die
Thymidin-Kinase und die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT). Die Autoren konnten
nachweisen, dass sowohl in vivo nach Transfektion in Cos-Zellen als auch in vitro in einem
Reticulozyten-Translationssystem das zweite Cistron der dicistronen mRNA translatiert wurde.

Die Situation der Translation von zwei der humanen La/SS-B-mRNA-Isoformen liefl3 sich
mit den Modellen zur Initiation der Translation bei Vertebraten nur schwer in Einklang bringen.
Die klassische Exon 1-La/SS-B-mRNA-Isoform enthielt keine weiteren AUGs, besall} keine
besonderen Strukturmerkmale, entsprach mit etwa 100 Nukleotiden Lange den Kriterien einer
gut scannbaren mRNA und wurde von einem Promotor transkribiert, wie er typisch fur
Haushaltsgene war (GROLZ, 1998) (1.5.3). Diese mRNA-Isoform sollte demnach gut
translatierbar sein, keine IRES besitzen und daher auch nicht nach dem Mechanismus der
internen Initiation translatiert werden missten. Dagegen besalen die alternativen Exon 1’- bzw.
Exon 17-La/SS-B-mRNAs eine etwa 500 Nukleotide lange 5-UTR mit ausgedehnten
Sekundarstrukturen und drei zusatzlichen AUGs mit offenen Leserahmen (ORF-1 bis 3) (1.5.3).
Aus diesen Grunden erschienen die beiden alternativen mRNAs nach dem scanning-Modell far
eine Translation ungeeignet. Die Untersuchung und der Nachweis einer IRES bei den humanen
La/SS-B-mRNA-Isoformen erfolgte mit dem dicistronen-mRNA-Test. Alle verwendeten

Konstrukte enthielten als ersten Leserahmen den der Chloramphenicol-Acetyltransferase und
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als zweiten Leserahmen den der jeweiligen La/SS-B-mRNA-Isoform. GROLZ (1998) und
PAUTZ (1998) konnten nachweisen, dass die alternativen Exon 1’- bzw. Exon 1”-mRNAs eine
IRES enthielten und nach dem Modell der internen Initiation translatiert wurden. Ein artifizielles
Durchlesen (leaky scanning) oder eine Reinitiation erschien als Erklarung fur die Expression
unwahrscheinlich. Bei diesen beiden mRNA-Isoformen war die interne Initiation die
Voraussetzung fir die Translation.

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass auch die Translation der humanen,
klassischen Exon 1-La/SS-B-mRNA durch eine IRES erfolgte (SCHORNER und DRATHEN,
2000; unverdffentlicht; GROLZ, 1998; PAUTZ, 1998), obwohl diese mRNA nach den Kriterien
von KOZAK (1991b) gut translatierbar war und daher nicht tUber eine IRES verfigen misste.
Wahrscheinlich konnte diese mRNA-Isoform sowohl nach dem scanning-Modell als auch dem
Mechanismus der internen Initiation translatiert werden. Mit Ausnahme der BIP-mRNA
(MACEJAK und SARNOW, 1991) war bisher in mRNA-Molekilen, die eine gut scannbare
5’-UTR besalden, noch keine IRES detektiert worden.

Somit konnten die humanen, alternativen mRNAs von La/SS-B, das mutmallich selbst
einen Faktor fur die interne Initiation darstellte, selbst intern initialisiert werden. Es ware
vorstellbar, dass zu Zeiten, in denen die von der 5-Kappe abhangige Translation nach dem
scanning-Modell nicht méglich war, die Produktion von La/SS-B-Protein durch interne Initiation
erfolgte. Dies koénnte z.B. immer dann der Fall sein, wenn der Faktor elF-4E
unterphosphoryliert vorlag (GROLZ, 1998).

Es stellte sich die Frage, in welcher Region der humanen La/SS-B-mRNA die
Information lag, die dafur verantwortlich war, dass in dicistronen Konstrukten eine interne
Initiation des zweiten Leserahmens stattfand und warum diese ausschlieBlich an dem
Start-AUG in Exon 2 begann. Es wurde vermutet, dass die Region unterhalb der Sequenz des
Exon 1 bzw. des Exon 1’ oder Exon 1” lag, da eine interne Initiation der humanen mRNA von
La/SS-B auch ohne die Sequenz des Exon 1 bzw. Exon 1’ oder Exon 1” mdglich war (GROLZ,
1998; PAUTZ, 1998). Dass die Lage einer IRES nicht auf die 5-UTR einer mRNA beschrankt
sein musste, war schon fur die IRES des Hepatitis-C-Virus gezeigt worden. Diese erstreckt sich
bis in den codierenden Bereich der mRNA (REYNOLDS et al., 1995). PAUTZ (1998) konnte
zeigen, dass eine Beteiligung der C-terminalen Nukleotidsequenz des humanen La/SS-B nicht
auszuschlieBen war. Somit kénnte auch die 3’-Region bei der Initiation der Translation einen
Einflud haben. In der Tat gab es Hinweise auf eine Bedeutung von 3’-Elementen an der
internen Initiation, wie z.B. flr die virale mMRNA des Gelben-Gersten-Zwergwuchs-Virus (barley
yellow dwarf virus) gezeigt werden konnte (WANG et al., 1997) gezeigt.

In Analogie zum humanen La/SS-B erfolgte die Untersuchung der Existenz einer
moglichen IRES am Start-AUG im Exon 2 bei den murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen ebenfalls
durch dicistrone Konstrukte. Es wurden Konstrukte hergestellt, bestehend aus dem
CAT-Leserahmen und dem Leserahmen der verschiedenen 5-UTRs der murinen

La/SS-B-cDNAs. Als Modellsystem zur Untersuchung einer moéglichen internen Initiation der
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Translation diente die humane Zelllinie HelLa. In diesem Modellsystem war eine Unterscheidung
des endogenen, humanen La/SS-B-Proteins und des mdglicherweise durch eine IRES
translatierte murine La/SS-B-Proteins moglich, da der mAK 5B9 sowohl humanes als auch
murines La/SS-B-Protein detektieren konnte (1.5.8). Mit  dem Konstrukt
pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) (Abb. 15: Laufspur 4) sollte ausgeschlossen werden, dass die
Expression des zweiten Leserahmens auf eine Reinitiation der Translation zurlckgeflhrt
werden konnte, was zwar der geringe Abstand von flnf Nukleotiden zwischen dem Stop-Codon
des CAT-Gens und dem Initiator-AUG des La/SS-B-Leserahmens mdglich machen kénnte,
jedoch auf Grund der Lange des ersten Cistrons von 648 bp als wenig wahrscheinlich erschien
(KOZAK, 1991b). Demnach hatte sich das La/SS-B-Protein als Translationsprodukt des zweiten
Leserahmens nachweisen lassen kénnen, genau dann, wenn sich innerhalb des codierenden
La/SS-B-Leserahmens eine IRES befand, die fir eine interne Initiation am Start-AUG im
Exon 2 hatte sorgen koénnen. Ein solches Translationsprodukt lie3 sich jedoch nicht
nachweisen. Demnach bestand noch die Mdglichkeit, dass eine potentielle IRES in den
verschiedenen 5’-UTRs lokalisiert war, so dass jeweils der zweite Leserahmen der Konstrukte
pCI-CAT-Maus-La-Ex1a, pCI-CAT-Maus-La-Ex1b und pCI-CAT-Maus-La-Ex1c (Abb. 15:
Laufspuren 5-7) durch interne Initiation der Translation hatte exprimiert werden mussen. Dies
war aber nicht der Fall, denn das murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 45 kDa lie3
sich als Translationsprodukt des zweiten Leserahmens in keinem Fall detektieren (Abb. 15).

Nun stellte sich die Frage, warum die Translation der murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen
im Gegensatz zu den humanen nicht intern initiiert wurde. Zuerst musste Uberprtft werden, ob
die Notwendigkeit einer internen Translationsinitiation bestand. Dazu wurden die 5-UTRs der
mRNAs mit den Programmen RNAdraw (3.17) nach einem Algorithmus von ZUKER und
STIEGLER (1981) und OLIGO 5 (3.17) analysiert. In den 5-UTRs der murinen Exon 1a-
(GROLZ und BACHMANN, 1997d; unveréffentlicht; GenBank accession No Y07951), Exon 1b-
(TOPFER et al.,, 1993; GenBank accession No. L00993) und Exon 1c-cDNA-Isoformen
(TOPFER et al.,, 1993) fanden sich keine besonderen Strukturmerkmale, wie im Fall der
humanen Exon 1’- und Exon 1”-cDNA, so z.B. ausgepragte Sekundarstrukturen, lange
Poly-Sequenzen, lange G/C-reiche Regionen oder zusatzliche aufwarts AUGs, die eine
Translation nach dem scanning- oder leaky scanning-Modell hatten behindern kénnen und eine
interne Translationsinitiation erforderlich machten.

Auch in der Exon 1c-Sequenz (MARRA et al.,, 1996; unverdtffentlicht; GenBank
accession No AA798418), die im Vergleich zu der von TOPFER et al. (1993) an ihrem
5’-Bereich um 146 bp verlangert war, fanden sich keine ausgepragten Sekundarstrukturen,
lange Poly-Sequenzen oder lange G/C-reiche Regionen. Allerdings besal’ diese an ihrem
5-Ende verlangerte Exon 1c-Sequenz drei potentielle Start-AUGs. Bei einer Initiation der
Transaltion an einem dieser drei Start-AUGs wurden aber nur sehr kurze Leserahmen codiert.
Bei einer Expression am ersten moglichen Start-AUG wurden nur sechs AS translatiert, bevor

ein Stop-TAG die Translation beenden wirde. Bei einer Translation am zweiten Start-AUG
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wlrden nur fiunf AS gebildet werden, bevor wiederum ein Stop-TAG die Translation
unterbrechen wirde. Begann die Translation am letzten Start-AUG, das sich im
La/SS-B-Leserahmen befand, so wirden nur 12 AS entstehen, bevor ein Stop-TGA die
Translation beenden wirde. Nach dem leaky scanning-Modell von KOZAK kénnte die
Translation auf Grund dieser sehr kurzen Aufwartsleserahmen trotzdem immer am eigentlichen
Start-AUG im Exon 2 erfolgen. Somit ware eine interne Initiation der Translation auch bei dieser
verlangerten Exon 1c-mRNA nicht zwingend notwendig.

Des weiteren besall das murine La/SS-B im Exon2 mit der Nukleotidsequenz
ACAAUGG (das Start-AUG ist unterstrichen) die von KOZAK (1987) ermittelte optimale
Ribosombinde-Konsensussequenz (ANNAUGG), was als ein Hinweis fir das scanning-Modell
gewertet werden konnte. Allerdings enthielt auch das humane La/SS-B diese optimale
Konsensussequenz. Der einzige Unterschied bestand darin, dass beim humanen La/SS-B das
Adenin in Position —3 durch ein Guanin ersetzt war. Ob dieser geringfligige Unterschied
allerdings dafiir verantwortlich war, dass das humane La/SS-B-Protein durch eine interne
Translationsinitiation exprimiert wurde, war sehr fraglich. Nach KOZAK (1991a) sollte ein
solcher Austausch, bei dem ein Purin durch ein anderes Purin ersetzt wurde, keinen EinfluR auf
Initiation der Translation am ersten Start-AUG haben.

Auch die Lange der murinen, alternativen Exon 1 entsprachen mit 86 (Exon 1a) (GROLZ
und BACHMANN, 1997d; unveroéffentlicht; GenBank accession No Y07951), 113 (Exon 1b)
(TOPFER et al.,, 1993; GenBank accession No. L00993) und 80 Nukleotiden (Exon 1c)
(TOPFER et al., 1993) bzw. 225 Nukleotiden (MARRA et al., 1996; unverdffentlicht; GenBank
accession No AA798418) der von KOZAK (1991a) postulierten optimalen Lange, um fir die
40S-Untereinheit eine gut scannbaren und damit translatierbaren mRNA darzustellen.

Ein weiterer Grund fir das Fehlen einer IRES bei den murinen
La/SS-B-cDNA-Isoformen kdnnte im C-terminalen Bereich des codierenden Leserahmens
liegen. PAUTZ (1998) konnte zeigen, dass die interne Translationsinitiation des humanen
La/SS-B einer dicistronen mRNA deutlich verschlechtert war, wenn der C-terminale, codierende
Leserahmen deletiert war. Dies wies darauf hin, dass der C-Terminus zumindest einen
positiven Effekt auf eine interne Initiation der Translation besal’. Auch kénnten IRES-Elemente
vollstandig im C-Terminus lokalisiert sein. Dass sich beim murinen La/SS-B keine interne
Translationsinitiation nachweisen lieR, kdnnte an der im Vergleich zum humanen La/SS-B
anderen Nukleotidabfolge hangen. Der C-Terminus des murinen und humanen
La/SS-B-Proteins wiesen namlich nur noch zu 65% Homologie auf (1.6).

Zusammengefasst konnte folgendes festgehalten werden: Da das zweite, fur La/SS-B
codierende Cistron, nie translatiert wurde, lie3 dies die Schlussfolgerung zu, dass die murinen
La/SS-B-cDNAs keine IRES besalden, die eine interne Translationsinitiation am Start-AUG im
Exon 2 ermdglichte. Die murinen mRNA-Isoformen lieien sich mit dem scanning-Modell zur
Initiation der Translation bei Vertebraten sehr gut in Einklang bringen. Eine Notwendigkeit der

internen Initiation der Translation bestand nicht.
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6.17 Die Lokalisation des Proteins

Bei La/SS-B-Protein-Immunfarbungen konnten homogene (NYMAN et al., 1986) oder
gesprenkelte Kernfarbungen (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN
et al., 1986a) oder auch nukleolare Farbungen (DENG et al., 1981) auftreten (1.5.10).

GROLZ und BACHMANN (1997e) transfizierten NIH-3T3-Zellen mit der klassischen
Exon 1-cDNA und den alternativen Exon 1’- bzw. Exon 1”-cDNAs des humanen La/SS-B.
Zellen, die mit der klassischen Exon 1-La/SS-B-cDNA transfiziert wurden, zeigten eine nukleare
La/SS-B-Protein-Lokalisation, wahrend Zellen, transfiziert mit den alternativen Exon 1’- bzw.
Exon 1”-La/SS-B-cDNAs, eine vermehrt zytoplasmatische Lokalisation aufwiesen. Bedachte
man, dass die alternativen Exon 1’-und Exon 1”-cDNAs aus den PBLs einer pSS-Patientin
isoliert wurden, konnte den alternativen La/SS-B-Transkripten eine pathophysiologische
Bedeutung zukommen. Insgesamt gesehen flihrten pathophysiologische Faktoren, die bei
Patienten einen Krankheitsschub auslésten, zu einer Umverteilung des La/SS-B-Proteins, so
dass den ANA eine pathogene Funktion zukommen kénnte. (PEEK et al., 1994; VENABLES
und BROOKES, 1992; BABOONIAN et al., 1989).

Auf der Grundlage dessen stellte sich die Frage, ob fir das murine La/SS-B-Protein,
wenn es von einer der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen translatiert wird, ebenfalls eine
vermehrt zytoplasmatische Proteinlokalisiation festgestellt werden konnte, was auf eine
pathophysiologische Bedeutung der murinen alternativen mRNAs schliel3en lassen wirde. Die
Untersuchung erfolgte durch transiente  Transfektion und immunzytochemische
Fluoreszenzmikroskopie (5.6). Dabei konnte das La/SS-B-Protein immer nur mit der Gblichen
nukledren Lokalisation nachgewiesen werden (Abb. 13). Trotz der Uberexpression war keine
zytoplasmatische Farbung des La/SS-B-Proteins und somit keine Translokation detektierbar.
Somit stellte sich die Frage, ob den alternativen, murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen Uberhaupt
eine pathophysiologische Bedeutung zugesprochen werden konnte. Nur die gewebespezifische
Expression der Exon 1b-mRNA-Form in proliferierenden Zellkulturen mit Tumorcharakter

koénnte auf eine Pathophysiologie hindeuten (5.4 und 6.13).

C) Analyse des murinen La/SS-B auf Proteinebene

Die Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins erfolgte unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen. Zunachst sollten die Domanen und Strukturelemete des
murinen Proteins mit dem humanen verglichen werden. Des weiteren sollte festgestellt werden,
ob sich verschiedene isoelektrische Proteinformen nachweisen lieBen und ob das murine
Protein, ahnlich dem humanen, eine hohe Ladungsheterogenitat besal3.

Unter pathophysiologischen Bedingungen wurde der EinfluR des Molekils
Stickstoffmonoxid auf das murine La/SS-B-Protein untersucht. Auflerdem sollte mittels
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Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops geklart werden, ob sich anti-Neoepitop-AK
oder sogar Autoantikdrper gegen das native La/SS-B-Protein erzeugen liel3en, die womaglich
fur eine zellschadigende Vorlauferreaktion verantwortlich sein kdnnten, bei der die nuklearen
Autoantigene dem Immunsystem zuganglich gemacht werden konnten.

6.18 Das murine La/SS-B-Protein

6.18.1 Konservierungen

Das La/SS-B-Protein war hoch konserviert und besaly zwischen den verschiedenen
Spezies Homologien von 60% bis zu 95% (PRUIJN, 1994) (1.5.6). Das murine La/SS-B-Protein
war zu 76,7% mit dem humanen und bovinen (GenBank accession No. X13698)
La/SS-B-Protein identisch, wobei die N-terminale Proteinhalfte die gréRte Homologie besal’
(1.6). Der C-terminale Doméane stimmte mit der des humanen oder bovinen La/SS-B-Proteins
nur noch zu ungefahr 65% uberein (TOPFER et al., 1993) (1.6). Ein Vergleich der AS-Sequenz
des murinen und humanen La/SS-B-Proteins findet sich in Abb. 33. Zwar waren besonders im
C-Terminus des Proteins mehrere AS-Austausche zu erkennen, jedoch wurden viele AS durch

ahnliche ersetzt (Abb. 33), was sicherlich die gro3e Homologie von 76,7% erklarte.

6.18.2 Das RNP-Motiv

Das in der N-terminale Doméane ca. 80 AS umfassende RNP-Motiv (AS 112-187) war
hoch konserviert (1.5.4). Im RNP1 des RNP-Motivs fand sich nur ein einzelner Austausch einer
AS, der keine signifikante Anderung dieser Struktur zur Folge hatte, wobei Valin beim humanen
La/SS-B-Protein durch Alanin beim murinen La/SS-B-Protein ersetzt wurde (Abb. 33). Einen
solchen AS-Austausch fand sich auch beim bovinen La/SS-B-Protein (TOPFER et al., 1993).

6.18.3 Das Kernlokalisationssignal

Die AS-Sequenz des auf der C-terminalen Domane liegenden NLS (Abb. 33), das fir
den Transport des neusynthetisierten, prozessierten Proteins durch die Kernporen in den
Zellkern verantwortlich war (SIMONS et al.,, 1996; DINGWALL und LASKEY, 1991) (1.5.4),
wich zwischen den Spezies Mensch und Maus nur geringfiigig ab. Da aber auch das murine
La/SS-B-Protein in der Zelle nuklear lokalisiert vorlag, musste dieser Bereich trotzdem fir den

Import des Proteins in den Zellkern verantwortlich sein.
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6.18.4 Die linker-Region

Die 130 AS groRRe linker-Region, die die N- und C-terminale Domane des
La/SS-B-Proteins verband (CHAMBERS et al., 1988) (1.5.4), war zwischen Mensch und Maus
stark modifiziert. Eine Anhaufung von AS-Austauschen fand sich zwischen den AS 211 und 230
(Abb. 33: die Zahlenangaben beziehen sich auf das humane La/SS-B). Beim Vergleich des
humanen und bovinen La/SS-B-Proteins fanden sich nur drei AS-Austausche. Beim Maus- und
Ratten-La/SS-B-Protein (GenBank accession No. X67859) (SEMSEI et al., 1993) wich ein
cluster von 11 AS ab der AS 211 vollstandig von der humanen bzw. bovinen AS-Sequenz ab
(Abb. 33). Diese 11 AS koénnten ein Nager-spezifisches Epitop darstellen, dass dafur
verantwortlich war, dass viele mAK humanes und bovines, nicht aber Maus- oder
Ratten-La/SS-B erkannten (SEMSEI et al., 1993).

6.18.5 Die ATP-Bindestelle

Bei der von TOPFER et al. (1993) in der C-terminalen Halfte des La/SS-B-Proteins
beschriebenen AS-Sequenz, die die ATP-Bindestelle beinhaltete (1.5.4), liel3 sich beim murinen
La/SS-B-Protein im Vergleich zum humanen eine Insertion von 16 AS erkennen (Abb. 33). Im
bovinen La/SS-B-Protein fand sich keine Insertion, bei La/SS-B-Protein aus Ratten dagegen
schon (SEMSEI et al., 1993). Demzufolge kénnte es sich um eine Nager-spezifisches Insertion

handeln, deren Funktion aber nicht bekannt war.

murines La : MAENGDNEKMTALEAKI CHQ EYYFGDFNLPRDKFLKEQ KLDEGW/PLETM KFNRLNRLTTDFNVI VQAL SKSKAKL MEVSADKTKI RRSPSRPLPEV 100
humanes La : MAENGDNEKMAALEAKI CHQ EYYFGDFNLPRDKFLKEQ KLDEGAVPLE! M KFNRLNRLTTDFNVI VEAL SKSKAELMEI SEDKTKI RRSPSKPLPEV 100
RNP 80- Moti v
RNP 2
murines La : TDEYKNDVKNRSVYI KGFPTDATLDDI KEW.DDKGQ LNl QVRRTLHKTFKGSI FAVFDS| QSAKKFVEI PGQKYKDTNLLI LFKEDYFAKKNEERKQSK : 200
humanes La : TDEYKNDVKNRSVYI KGEPTDATLDDI KEW EDKGQVLNI QURRTL HKAFKGSI FWFDS| ESAKKFVETPGQKYKETDLLI LFKDDYFAKKNEERKQNK © 200
nurines La : VEAKLKAKQEHEGRHK PGSTEFRALEG(NGCLLKFSGJ_DDQTCREDLHFLFSNI—KEI KW/DFARGAKEG | LFKEKAKEAL EKARNANNGNLLLRNKK 299
hurenes La : V'EAkLiaAkd'Ed'EAk@gEiéiTaAilzwsLE'Eki GOLLKFSGDLDDQTCREDLHI LFSNHGEI KW DFVRGAKEG | LFKEKAKEAL GKAKDANNGNLQLRNKE 300
put ative ATP-Bi nderegi on
murines La : VTWKVLEGHAEKEALKKI TDDQQESLNKV\KSKG}V—\GB?FK(EH\/FTAARRFKG(G(GNRPGYAGAPKG?G:FHGQRTRFDDDDRRR »»»»»»»» GPMKR @ 391
humanes La : VTVEVLEGEVEKEALKKI | EDQRESLNKWKSKG: - - - - - - - - <<= - - i?i?i:kd(d(é\lk)—\)—\d?éd(d(vdzdj(k;r'Ki:;’-\'SiZ)bEHDEHDEI\KEATéD\/'Ki? . 384
nurines La : GRDGRDREEPASKHKKRENGARDK : 415
humanes La AREETDKEEPASK@( o TENGAGDQ : 408

PEST 2 PEST 3 NLS-Si gnal

Abb. 33: Vergleich der humanen und murinen AS-Sequenz (verandert nach TOPFER et al., 1993)

Dargestellt sind die humane und die murine La/SS-B AS-Sequenz. Wenn AS durch sehr dhnliche ersetzt werden, so ist dies
durch einen einfachen Punkt zwischen der humanen und murinen Sequenz gekennzeichnet. Ein doppelter Punkt bedeutet,
dass die jeweilige AS vollstandig ubereinstimmt. Wenn die AS zu unterschiedlich sind, findet sich ein Freiraum zwischen
den beiden Sequenzen. In der Sequenz hervorgehoben sind das RNP 80-Motiv (fett) mit den beiden hochkonservierten
Regionen RNP1 und RNP2 (fett und unterstrichen), die PEST-Sequenzen (fett) und das sich mit den PEST-Sequenzen 2

und 3 Uberlappende NLS-Sianalmotiv (unterstrichen).
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6.19 Die isoelektrischen Proteinformen

CHAMBERS et al. (1988), FRANCOEUR (1985) und PIZER et al. (1983) konnten in der
zweidimensionalen Gelelektrophorese bis zu acht isoelektrische Formen des humanen
La/SS-B-Proteins mit einem pl zwischen 6 und 7,5 detektieren. Dabei sollten diese
isoelektrischen Proteinformen Uberwiegend durch in vivo-Phosphorylierungen nur an den in der
C-terminalen Proteindomane enthaltenen frei zuganglichen Serin-Resten zustande kommen
(CHAN et al., 1986). Threonin-Phosphorylierungen stellten nach PFEIFLE et al. (1987) und
PIZER et al. (1983) in vitro-Artefakte dar (1.5.5).

BROEKHUIS et al. (2000) fanden mit der hochauflésenden 2D-Gelelektrophorese
(GORG et al., 2000) in mit dem mAK SW5 aufgereinigten humanen Zellextrakten insgesamt 14
isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins mit einem pl zwischen 6 und 7,5 (1.5.5).
Mittels mutierter La/SS-B-Proteine konnten die Autoren die konservierten AS Thr-302, Ser-325,
Thr-362 und Ser-366 als Phosphorylierungsstellen identifizieren, wobei Ser-366 am
effizientesten phosphoryliert wurde. Nach FAN et al. (1997) sorgte das humane
La/SS-B-Protein  nur dann effizient fir die Termination der Transkription von
Pol llI-Transkripten, wenn der Serin-Rest 366 unphosphoryliert war (1.5.11.1). Des weiteren
behandelten die Autoren das aufgereinigte, humane La/SS-B-Protein mit alkalischer
Phosphatase. In der 2D-Gelelektrophorese konnten immer noch acht isoelektrische
Proteinformen detektiert werden, die etwas basischere pl-Werte aufwiesen. Das humane
La/SS-B-Protein musste demnach eine hohe Ladungsheterogenitat besitzen.

Die von BROEKHUIS et al. (2000) erhaltenen Ergebnisse waren die Intention zu
Uberprifen, wie viele isoelektrische Proteinformen des murinen La/SS-B existierten. Durch die
2D-Gelelektrophorese  mit  murinem  NIH-3T3-Zellextrakt konnten 16 isoelektrische
Proteinformen mit einem pl zwischen 5,1 und 6,1 ermittelt werden (5.10). Rek. murines
La/SS-B-Protein lieferte 13 isoelektrische Proteinformen mit einem pl zwischen 4,5 und 5,5
(5.10). Das murine La/SS-B-Protein musste demnach, wie auch das humane La/SS-B
(BROEKHUIS et al., 2000), eine hohe Ladungsheterogenitat besitzen. Der Unterschied von drei
isoelektrischen, murinen Proteinformen wirde genau mit den drei potentiellen
Phosphorylierungsstellen im murinen La/SS-B-Protein korrelieren. Dies muissten die
konservierten AS Thr-302, Ser-325 und Thr-362 sein. Das Ser-366, das beim humanen
La/SS-B-Protein am effizientesten phosphoryliert werden sollte, fand sich nicht im
La/SS-B-Protein von Nagern. Damit wurde die Beobachtung von FAN et al. (1997) in Frage
gestellt, dass humanes La/SS-B-Protein nur dann effizient flr die Termination der Transkription
von Pol lll-Transkripten sorgte, wenn der Serin-Rest 366 unphosphoryliert war (1.5.11.1). Beim
murinen La/SS-B-Protein kénnte eine andere Phosphoryliserungsstelle die Aufgabe des
Ser-366 Ubernehmen oder es wurde ein anderer Mechanismus der Termination der
Transkription von Pol lll-Transkripten verwendet. Zwischen den pl-Werten der murinen,

isoelektrischen La/SS-B-Proteinformen von NIH-3T3-Zellextrakten (pl zwischen 5,1 und 6,1)
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und rek. Proteinen (pl zwischen 4,5 und 5.5) lie3 sich eine pl-Wert-Verschiebung in den sauren
Bereich feststellen. Dies war sicherlich auf die unterschiedliche Art der Gewinnung dieser
beiden Proben zurtickzufiihren (5.10). Somit war es nicht moglich, die einzelnen isoelektrischen
Formen der Zellextrakt-La/SS-B-Proteine und der rek. La/SS-B-Proteine zu vergleichen und
dadurch festzustellem, welche isoelektrische Form der entsprechenden zuzuordnen war.

Da fiur das murine La/SS-B-Proteine 16 isoelektrische Formen detektiert werden
konnten, sollte Uberprift werden, ob noch weitere humane isoelektrische Proteinformen des
La/SS-B  existierten (5.10). Und tatsachlich konnte mit der hochaufldsenden
2D-Gelelektrophorese mit humanem Hela-Zellextrakt insgesamt 16 isoelektrische
La/SS-B-Proteinformen mit einem pl zwischen 6,0 und 6,8 detektiert werden (5.10). Nun stellte
sich Frage, warum zwei Proteinformen mehr detektiert werden konnten. Die erste Méglichkeit
bestand darin, dass von den Autoren Uber den mAK SW5 aufgereinigte, humane Zellextrakte
verwendet wurden. Zellextraktaufarbeitungen konnten stark die isoelektrische Fokussierung
(1. Dimension) beeinflussen. Jede zusatzliche Behandlung eines Extraktes konnte zu
Modifikationen von Proteinen fuhren. Zum zweiten kdnnten die verwendeten mAK die Ursache
fur die Diskrepanz darstellen. Der hier verwendete mAK 5B9 kénnte ein solches Epitop im
La/SS-B-Protein erkennen, dass es ihm moglich war, alle isoelektrischen Proteinformen zu
erkennen. Vielleicht lag das Epitop des von BROEKHUIS et al. (2000) verwendeten mAK SW5
in einer Region des La/SS-B-Proteins, die einer solchen Modifikation unterworfen war, dass
dieser mAK eine solche isoelektrische Proteinform nicht mehr detektieren konnte. Des weiteren
lieRen sich geringe Unterschiede in den erhaltenen pl-Werten feststellen.

Im Folgenden sollten hier die Ergebnisse zusammengefasst werden: BROEKHUIS et al.
(2000) detektierten 14 isoelektrischen Formen des humanen La/SS-B-Proteins mit einem pl
zwischen 6 und 7,5. In dieser Arbeit wurden 16 isoelektrischen Formen des humanen
La/SS-B-Proteins mit einem pl von 6 und 6,8 nachgewiesen. Dieser Unterschied kdnnte die
Theorie stutzen, dass Zellextraktaufarbeitungen die isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)
beeinflussen kénnten. Eine 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt lieferte
ebenfalls 16 isoelektrische Proteinformen mit einem pl zwischen 5,1 und 6,1. Rek. murines
La/SS-B-Protein lieferte 13 isoelektrische Proteinformen mit einem pl zwischen 4,5 und 5,5.
Das murine La/SS-B-Protein besal® somit eine hohe Ladungsheterogenitat. Der Unterschied
von drei isoelektrischen, Proteinformen korrelierte mit den drei potentiellen

Phosphorylierungsstellen im murinen La/SS-B-Protein.

6.20 Der EinfluR von NO auf das murine Autoantigen La/SS-B

Die Rolle von NO in Saugern war sehr komplex. Alleine die Tatsache, dass ein so
einfach aufgebautes Molekul Signalfunktionen ausubte und dadurch komplexe Prozesse

steuerte, war hochst erstaunlich (BOGDAN, 1998). Mittlerweile wurden drei verschiedene
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NO-Synthasen (NOS) beschrieben, die alle die gleiche Redoxreaktion katalysierten, sich jedoch
in ihren biochemischen und strukturellen Eigenschaften, in der Art und Weise der
NO-Freisetzung, in ihrer Verteilung und in ihrer Regulation betrachtlich voneinander
unterschieden (MICHEL und FERON, 1997; NATHAN, 1997). Die Typ 1-NOS wurde konstitutiv
in Neuronen exprimiert, deren Aktivitat durch den Ca**-Gradienten reguliert wurde. NO war in
Neuronen wichtig fur die Neurotransmission und den Lernvorgang. Die Typ 2-NOS wurde auf
transkriptionaler Ebene durch Zytokine induziert. Eine Regulation durch einen Ca**-Gradienten
fand nicht statt. Exprimiert wurde die Typ 2-NOS vor allem in inflammatorisch wirkenden
Makrophagen, denen es dadurch mdglich war mikrobielle Pathogene und Tumorzellen effektiv
zu bekampfen. Die Typ 3-NOS wurde konstitutiv in Endothel- und Blutzellen exprimiert. NO
regulierte dort den Tonus der glatten Endothelmuskulatur, die Thrombozytenaggregation und
die Adhasion von zirkulierenden Blutzellen an die Endothelzellen. In jungerer Zeit hatte sich
gezeigt, dass nicht nur die Zytokin-induzierbare Typ 2-NOS, sondern auch die konstitutive
Typ 1-NOS und Typ 3-NOS in ihrer Expression reguliert werden konnten. In Anbetracht der
zahlreichen Funktionen der NOS kam der Expressionsregulation dieser Enzyme erhebliche
physiologische und pathophysiologische Bedeutung zu (BOGDAN, 1998).

NO schiitzte vor intrazellularen Bakterien und Parasiten und half bei der Bekampfung
von verschiedenen viralen Infektionen (XIE et al., 1996; BOGDAN, 1997; MACMICKING et al.,
1997; FANG, 1997), forderte aber die Entstehung von Tumoren und Metastasen (JENKINS et
al., 1995; DUENAS-GONZALEZ et al., 1997). NO besaly auch neurotoxische Eigenschaften
und konnte Bluthochdruck verursachen (MICHEL und FERON, 1997; NATHAN, 1997).
AulBerdem konnte in Tiermodellen von Nagern eindrucksvoll bestatigt werden, dass NO die
experimentelle, allergische Encephalopathie und Uveitis, die inflammatorische Arthritis und die
Immunkomplex-Glomerulonephritis  ausléste (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993;
WEINBERG et al., 1994; CROSS et al., 1994; ZHAO et al., 1996; BRENNER et al., 1997,
HOEY et al., 1997). Somit hatte NO einen entscheidenden EinfluR bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen. Hierbei beeinflusste NO das Verhaltnis der Th1/Th2-CD4-T-Zellen,
wodurch sich das Verhaltnis der Th1/Th2-spezifischen Zytokine dnderte (SINGH et al., 2000).

Bei SLE-Patienten konnte eine Hochregulation der induzierbaren Typ 2-NOS im
Gefallendothel und eine insgesamt erhohte Blut-NO-Konzentration festgestellt werden
(BELMONT et al., 1997). Diese Ergebnisse flr das GefalRendothel konnten von BRUNDIN et
al. (1998) im Gehirn von SLE-Patienten bestatigt werden, wobei die NO-Konzentration
ebenfalls erhéht war. Eine generelle Erhéhung der NO-Konzentration bei SLE-Patienten
konnten WANCHU et al. (1998) feststellen. Dies lie3 den Schlufy zu, dass NO einen wichtiger
Faktor fur die Entstehung von SLE darstellen koénnte. Die Frage blieb aber bestehen, ob die
erhohte NO-Konzentration die Entstehung von Autoimmunitat ausloste oder ob die erhdhte
NO-Konzentration eine Folge von Autoimmunitdt war. Nicht auszuschlie®en war auch ein
moglicher gegenseitiger Verstarkereffekt.

Die pathophysiologische Funktion von NO konnte nur vollstandig geklart werden, wenn
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dessen Einflul auf bekannte Autoantigene, wie z.B. dam Autoantigen La/SS-B verstanden
wurde. Insbesondere von Interesse war, ob es zu einer Verdnderung der

Proteintranslationseffizienz oder der Proteinlokalisation kommen konnte (5.11).

6.20.1 Der Einflu von NO auf die Expression

Da es sich bei La/SS-B um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen handelte (6.4 und
6.5), war es sehr Uberraschend, dass der NO-Donor GSNO offensichtlich die Expression des
La/SS-B-Proteins positiv beeinflusste und eine deutliche Zunahme der
La/SS-B-Proteinkonzentration bei NIH-3T3-Zellen bewirkte (Abb. 21 und 22). Allerdings waren
in der Literatur auch andere Haushaltsgene beschrieben worden, die einer Regulation
unterlagen, so z.B. die fir die NOS codierenden Gene. Die La/SS-B-Konzentration stieg nach
nur 2 h Inkubation mit GSNO um das 4fache des Normalwertes an. Eine langere Inkubation mit
GSNO erhohte die Expressionseffizienz nur noch wenig (5fache des Normalwertes). Die
Bedeutung der Erhéhung der La/SS-B-Expression blieb aber unklar.

Auf trankriptioneller Ebene kénnte der TF NF-«B (6.4 und 6.5) flr eine verstarkte
La/SS-B-Transkription sorgen, was zu einer Erhéhung der Proteinmenge fuhrte. Normalerweise
lag NF-xB in einer inaktiven Form vor. Zu einer Aktivierung dieses TF kam es vor allem durch
aulere Einflusse, wie z.B. durch Zytokine, durch Hemmung der Proteinbiosynthese, durch
Schadigung der DNA, durch Erhéhung der intrazelluldren Sauerstoffradikale im Zuge einer
Entzindung oder durch Virusinfektionen (KNIPPERS, 1997). Womdglich besal® auch das
Molekil NO die Fahigkeit, eine Aktivierung von NF-xB auszulésen. Sowohl der Basis-Promotor

(6.4) als auch der alternative Promotor (6.5) besalien Bindestellen fir NF-«xB.

6.20.2 Der Einfluf3 von NO auf die Lokalisation

In immunzytochemischen Farbungen lie® sich das La/SS-B-Protein hauptsachlich im
Zellkern detektieren (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al.,
1986a; NYMAN et al., 1986; DENG et al.,, 1981) (1.5.10). Das La/SS-B-Protein konnte aber
auch in das Zytoplasma translokiert werden, so z.B. Uber die transiente Bindung an den
3’-Oligo-U-Teil von RNA-Pol lll-Transkripten (z.B. 4,5S-RNA, hY-RNAs) (PEEK et al., 1994;
PEEK et al.,, 1993). In seltenen Fallen fand sich eine zytoplasmatische Lokalisation des
La/SS-B-Proteins in mitotischen Zellen (BACHMANN et al., 1992a). Insbesondere fand sich
eine zytoplasmatische Lokalisation des La/SS-B-Proteins bis hin zur Translokation an die
Zelloberflache nach Einwirkungen verschiedener Stressfaktoren, z.B. bei Herpes- und
Polio-Virusinfektionen (MEEROVITCH et al., 1993; BACHMANN et al., 1992b; BACHMANN et
al.,, 1989c; BABOONIAN et al.,, 1989), Hemmung der Glykosylierung (BACHMANN et al.,
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1990b), Inhibition der Transkription (BACHMANN et al., 1989a; BACHMANN et al., 1987) und
Apoptoseinduktion durch UV-Licht (BACHMANN et al., 1990b) (1.5.10).

Ausgehend von der Uberlegung, dass NO einen Stressfaktor fir Zellen darstellen
koénnte, war es nicht weiter Gberraschend, dass Zellen, die mit dem NO-Donor GSNO inkubiert
wurden, neben der Ublichen nukledren Farbung teilweise eine zytoplasmatische Lokalisation
oder sogar eine Translokation bis an die Zelloberfliche des La/SS-B-Proteins zeigten
(Abb. 23). Dabei spielte die Dauer der Inkubationszeit kaum eine Rolle. Nach 2 h traten die
ersten Protein-Translokationen auf. Trotz langerer Inkubationzeiten blieb das Verhaltnis der
Zellen, die nur eine Kernfarbung zeigten, zu denen konstant, die eine Translokation aufwiesen.

Zusammengefasst zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse, dass die murine
La/SS-B-Expression von NO positiv beeinflusst werden konnte. Dies war flr ein Haushaltsgen
bei erster Betrachtung ungewdhnlich. Uber den Grund einer Erhéhung der
La/SS-B-Proteinkonzentration lie®R sich nur spekulieren. NO bewirkte zum zweiten eine
Translokation des La/SS-B-Proteins vom Zellkern in das Zytoplasma oder sogar auf die
Zelloberflache. Damit kénnte NO eine pathogene Funktion zugeordnet werden, da somit eines

der Zielautoantigene von Kollagenosen dem Immunsystem zuganglich gemacht wurde.

6.21 Induktion von ANAs durch Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops

6.21.1 epitope spreading induzierter ANAs

Als Neoepitope wurden AS-Sequenzen oder —Strukturen bezeichnet, die unter normalen
Umstanden im Korper nicht gebildet wurden oder dem Immunsystem nicht zuganglich waren
(1.3). Erst pathologische Veranderungen, z.B. somatische Mutationen, kénnten zur Entstehung
von Neoepitopen fihren (1.3 und 1.5.9). Wenn diese im Laufe des Lebens entstanden, kdnnten
Immunzellen dieses Epitop als fremd erkennen und dagegen vorgehen, da diese Immunzellen
bei der Ausbildung der Selbsttoleranz nicht den Toleranzmechanismes unterworfen wurden.
Falls Neoepitope zusatzlich Homolgien zu anderen korpereigenen Proteinen aufwiesen,
konnten AK nach dem Mechanismus des molekularen mimikry gegen diese koérpereigenen
Proteine affin werden, d.h. es fand ein intermolekulares epitope spreading vom Neoepitop auf
andere Proteine statt. Somit kénnten Neoepitope daflir verantwortlich sein, dass die
Selbsttoleranz des Immunsystems gegen Eigenantigene durchbrochen wurde und dadurch
Autoimmunitat entstand (LANZAVECCHIA, 1995). Die Neoepitope konnten des weiteren durch
triggern des Immunsystems die Immunantwort aufrecht erhalten. Ebenso bestand die
Moglichkeit, dass, wenn in korpereigenen Proteinen ein Neoepitop enthalten war, die gegen
das Neoepitop gebildeten AK durch den Mechanismus des intramolekularen epitope spreading
auf andere, native Epitope desselben Proteins reiften.

Die Situation eines durch ein Neoepitop ausgeldstes intra- und intermolekulares epitope



134 6 Diskussion

spreading koénnte bei der SLE-Patientin vorherrschen, die eine somatische Punktmutation in der
linker-Region des humanen La/SS-B aufwies (1.5.9). Durch die Mutation konnte nur der
N-terminale Bereich des La/SS-B-Proteins exprimiert werden (BACHMANN et al., 1997). An
dessen C-terminalem Ende fanden sich jedoch, bedingt durch die Rasterschubmutation, 12
fremde AS, die im normalen La/SS-B-Protein nicht vorkamen und somit ein Neoepitop
darstellen konnten (BACHMANN et al., 1996b). Dieses Neoepitop wies Homologie zu anderen
bekannten Autoantigenen und zum nativen La/SS-B-Protein auf (BACHMANN et al., 1996a).
Somit lag der Verdacht nahe, dass das Neoepitop fir die Bildung von anti-La/SS-B-AK durch
den Mechanismus des intramolekularen epitope spreading verantwortlich sein kénnte.

Um diese Moglichkeit zu Uberprifen, wurden Balb/c-Mause mit dem Neoepitop
immunisiert (5.12). In erster Linie sollte Uberprift werden, ob es generell méglich war, AK
gegen das Neoepitop zu erzeugen. Da das 12 AS lange Neoepitop nur wenig immunogen war,
wurde es an das Tragerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-
DAITSIOTIS et al., 1999) chemisch gekoppelt. SOC ersetzte in diesem Fall den N-Terminus
des humanen La/SS-B-Proteins. Der N-Terminus mit dem Neoepitop des La/SS-B-Proteins, wie
er von der autoimmunen Patientin gebildet wurde, konnte deshalb als Tragerprotein nicht
verwendet werden, da sich sonst nicht unterscheiden lie}, ob die Immunantwort auf Grund des
La/SS-B-N-Terminus oder des Neoepitops zustande kam.

Die gute Reaktivitdt gegen SOC-neo-La nach der 1. Immunisierung liel3 sich darauf
zuruckfihren, dass dieses Immunisierungs-Peptid sowohl von AK gegen SOC als auch von AK
gegen neo-La erkannt wurden. Hierbei Uberwogen die AK gegen SOC, da die Reaktivitat gegen
das neo-La-Peptid etwas schlechter ausfiel. In den nachfolgenden Immunisierungen zeigten
sich deutliche Reaktivitdten gegen das neo-La-Peptid. Somit stellte das Neoepitop ein
immunogenes Antigen dar, wogegen im Tiermodel Maus die AK-Bildung induziert werden
konnte (5.12.1). Dass aber schon fiinf Tage nach der 1. Immunisierung Reaktivitdten gegen
rek. hLa vorhanden waren, spiegelte die Tatsache wieder, dass das Neoepitop
Kreuzreaktivititen gegen natives La/SS-B-Protein zeigte. Ahnlich war die Reaktivitat gegen
rek. mLa zu erklaren, da humanes und murines La/SS-B-Protein ca. 76,7% Homologie
besalen (1.6). Hierbei kénnten die AK aber nur Epitope auf rek. hLa und rek. mLa erkennen,
die sich in der N-terminalen Proteinhalfte befanden, da sich keine Reaktivitdt gegen rek. hLa-C
detektieren lie. Dies lieRe sich auch damit erklaren, dass die C-terminale Proteinhalfte
zwischen humanen und murinen La/SS-B-Proteinen nur noch 65% ldentitat aufwies (1.6). Dies
stellte zunachst einen Widerspruch dar, denn rek. hLa-N(9A) zeigte nur eine schlechte
Reaktivitdt. Wahrscheinlich fehlten diesem La/SS-B-N-Terminus einige Konformationsepitope,
die auf Grund des Vorhandenseins des C-terminalen Abschnitts bei dem
La/SS-B-Volllangeprotein vorhanden waren, nicht aber bei rek. hLa-N(9A). Die gute Reaktivitat
gegen rek. hLa-N(7A) lie® sich auf zwei Griinde zurlckflhren. Dieser La/SS-B-N-Terminus
konnte sowohl von AK, die gegen neo-La gerichtet waren, als auch von AK, die gegen den

N-Terminus des La/SS-B-Proteins gerichtet waren, erkannt wurden. Auch AK, die die
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Ubergangsregion detektierten, konnten fir die Reaktivitat verantwortlich gewesen sein (5.12.1).

Nach weiteren Immunisierrungen nahmen die Reaktivitdten gegen alle getesteten
Proteine bzw. Proteinfragmente oder Peptide weiter zu. Vor allem liel3 sich nun die Reaktivitat
gegen rek. hLa-C detektieren. Die enorme Reaktivitit gegen SOC-neo-La nach der
4. Immunisierung konnte man damit erklaren, dass durch diesen letzten boost vor allem AK
gegen SOC erzeugt wurden. (5.12.1)

Des weiteren lief3en sich im Verlauf der Immunantwort AK nachweisen, die sowohl mit
endogenem, murinem als auch mit humanem La/SS-B-Protein reagierten (5.12.1). Diese AK
waren mit grofer Wahrscheinlichkeit nach dem Mechanismus des intramolekularen epitope
spreading gebildet worden. Dies zeigte, dass die Immuntoleranz gegen das Autoantigen
La/SS-B durch Immunisierung des Neoepitops durchbrochen werden konnte. Die Reaktivitaten
der Serum-AK gegen humanes und murines La/SS-B-Protein waren ungefahr gleich. Die
Immunantwort gegen humanes La/SS-B-Protein war zunachst gegen das immunodominante
N-terminale Epitop gerichtet und ging erst spater, wahrscheinlich wiederum durch
intramolekulares epitope spreading, auf die C-terminale Region Uber. Dies stimmte mit
Ergebnissen Uberein, die von MCNEILAGE et al. (1990) bei der Untersuchung von
Patientenseren publiziert worden waren (1.5.7).

Die Neoepitop-Sequenz des humanen und murinen La/SS-B-Protein unterschieden sich
in nur drei AS (Abb. 32). Anhand der Ergebnisse liel} sich feststellen, dass es keine grof3e Rolle
spielte, ob die Immunisierungen mit humanem oder murinem Neoepitop durchgefihrt wurden.
Die Immunisierung mit humanem Neoepitop erschien als logisch, da bisher nur bei einer
Patientin dieses eindeutig nachgewiesen werden konnte. Da das humane und murine
La/SS-B-Protein etwa 76,7% Homologie aufwiesen, war es nicht verwunderlich, dass die
murinen Serum-AK auch rek. humanes La/SS-B-Protein erkannten (5.12.1). Gerade der
N-Terminus des La/SS-B-Proteins wies zwischen diesen beiden Spezies eine sehr grofle
Homologie auf. Speziesspezifische C-terminale Serum-AK konnten nicht detektiert werden, da
kein C-terminales Fragment des murinen La/SS-B-Proteins zur Verfliigung stand.

Ubertrug man diese Ergebnisse auf die autoimmune SLE-Patientin, bei der das
Neoepitop gebildet wurde (1.5.9), hatten sich im Anfangsstadium der Krankheit in erster Linie
Autoantikérper gegen das Neoepitop des La/SS-B-Proteins nachweisen lassen missen. Im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium waren dann infolge des epitope spreading Autoantikérper
vorhanden, die auch mit dem nativen La/SS-B-Protein reagierten. Da das Serum dieser
Patientin auch AK gegen andere Autoantigene enthielt (dltere Laborbefunde), wie etwa
R052/SS-A und Ro060/SS-A, koénnte die Immunantwort durch den Mechanismus des
intermolekularen epitope spreading auf diese Antigene Ubergegangen sein. Dies lie3 sich
allerdings nicht mehr verifizieren, da Serumproben aus den Anfangen der Krankheit nicht zur
Verfligung standen. Bedenken sollten man allerdings, dass diese Art der Entstehung von
anti-La/SS-B-Autoantikorpern bis jetzt mit groRer Wahrscheinlichkeit einmalig war, da bisher in

keinem anderen autoimmunen Patienten die Bildung eines solchen Neoepitops nachgewiesen
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werden konnte. Sicherlich stellten Neoepitope nur eine Mdoglichkeit dar, um die
Toleranzmechanismen des Immunsystems zu durchbrechen.

Interessanterweise handelte es sich bei den Epitopen, die von den Serum-AK erkannt
werden, ausschliefdlich um Konformationsepitope, da mit den Maus-Seren nur native, nicht aber
denaturierte Proteine detektiert werden konnten (5.12.2 und 5.12.3). Demnach kénnte es sich
bei allen immundominanten Epitopen (CHAN et al., 1986), die unter den Saugetierspezies
konserviert waren (SEMSEI et al., 1993; WENG et al.,, 1993; CHAN et al.,, 1986), um
immundominante Konformationsepitope handeln (1.5.7).

Zusammengefasst konnte im  Tiermodell Maus gezeigt werden, dass
B-Zell-Autoimmunitdt und die Entstehung von ANAs zumindest teilweise auf einen
Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer fehlerhaften Proteinexpression eines

Autoantigens zustande kam. Damit fiel den ANAs eine direkte pathophysiologische Rolle zu.

6.21.2 Zellschadigende Vorlauferreaktion induzierter ANAs

Da Zellmembranen flr die antinuklearen Antikdrper (ANAs) eine undurchdringliche
Barriere darstellten und die die nuklearen Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht
durchdringen konnten, war vermutlich eine zellschadigende Vorlauferreaktion daflr
verantwortlich, dass den ANAs ihre Zielantigene zuganglich gemacht wurden (1.3). Allerdings
spielten noch viele andere Faktoren bei der Entstehung von Autoimmunitat eine wichtige Rolle.

Eine zellschadigende Vorlauferreaktion konnte z.B. durch Kreuzreaktivitaten der
induzierten Autoantikérper mit Zelloberflachenstrukturen zustande kommen. Wenn die
Autoantikérper auch Oberflachenstrukuren erkennen wirden, dann konnten die nuklearen
Autoantigene durch die nachfolgende Zerstérung der Zielzelle, bedingt durch eine
Entzindungsreation, freigesetzt werden. Allerdings lieRen sich keine Kreuzreaktivitaten der
Maus-Seren mit Zelloberflachenproteinen nachweisen. Dies lieR den Schlul3 zu, dass die
induzierten Serum-AK nicht fur eine Zellschadigung verantwortlich waren.

Ein weiterer Hinweis auf eine zellschadigende Vorlauferreaktion waren auftretende
Krankheitssymptome bei den immunisierten Mausen gewesen, wie sie fur den SLE oder das
pSS typisch waren. Solche Symptome konnten aber nicht festgestellt werden. Dies liel3
vermuten, dass die Bildung von Autoantikorpern alleine nicht ausreichte, um die Krankheiten zu
induzieren. Dafir miuissten weitere Pradispositionen vorhanden sein, was die Tatsache
wiederspiegelte, dass Autoimmunerkrankungen multifaktorelle Krankheiten waren (1.3).

Zusammengefasst lield sich Folgendes feststellen: Die induzierten Autoantikérper waren
nicht flr eine zellschadigende Vorlauferreaktion verantwortlich, da sie nicht mit
Zelloberflachenproteinen kreuzreagierten und bei den immunisierten Mause keinerlei

Krankheitssymptome auftraten.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Seren von Patienten mit Kollagenosen, wie dem systhemischen Lupus erythematodes
oder dem primaren Sjogren Syndrom, enthalten autoreaktive Antikorper gegen Proteine des
Zellkerns. Eines dieser Zielantigene ist das Autoantigen La/SS-B. Zur Bildung der antinuklearen
Antikorper konnten neben weiteren Faktoren auch Veranderungen in den Zielantigenen fuhren.

Zur Entwicklung eines murinen Tiermodells, an dem eine pathophysiologisch veranderte
Expression des Autoantigens La/SS-B untersucht werden konnte, musste die physiologische
Situation des murinen La/SS-B auf genomischer Ebene, auf der Ebene der Transkription und
Translation und der Ebene des funktionellen Proteins verstanden werden, um einen Vergleich
mit dem humanen La/SS-B zu ermdglichen.

Das murine La/SS-B-Strukturgen lag als single copy-Gen auf dem Chromosom 2.
Pseudogene oder Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen existierten nicht (TOPFER et al.,
1993). Das Gen besall vom ersten Exon bis zur 3'-UTR eine Lange von 9982 bp und enthielt
13 Exons, wobei in den Exons 2-11 der codierende Leserahmen enthalten war. Das Start-AUG
befand sich im Exon 2. Insgesamt existierten drei verschiedene Exon 1, die nach ihrer Lage auf
dem Gen mit Exon 1a, 1b und 1c bezeichnet wurden. Das Exon 1b war mit dem Exon 1a
identisch, nur dass es an seinem 3’-Ende um 27 Nukleotide verlangert war. Das Exon 1c besal}
keinerlei Ahnlichkeit mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Dem Exon 1c¢ folgte sofort das Exon 2. Ein
Intron zwischen diesen beiden Exons existierte nicht.

Die Intronsequenzen des murinen und humanen La/SS-B wiesen grof3e Unterschiede in
ihrer  GrélRe  und Nukleotidsequenz  auf. Die = Exon-Sequenzen und die
Exon-Intron-splice-Sequenziibergange beim humanen und murinen La/SS-B-Gen stimmten fast
vollstdndig Uberein. Eine Ausnahme stellten die verschiedenen Exon 1 dar, die keinerlei
Gemeinsamkeiten aufwiesen. Ging man von der Lage auf dem Gen und der Art des
splice-Mechanismus aus, so wurde das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c, das humane
Exon 1" dem murinen Exon 1a und das humane Exon 1” dem murinen Exon 1b entsprechen.

Bedingt durch die drei verschiedenen Exon 1, existierten drei verschiedene murine
mRNA-Isoformen, die sich nur in ihrem jeweiligen Exon 1 unterschieden. Das Exon 1a, 1b oder
1c stellte jeweils die 5’-nicht codierende Region der La/SS-B-mRNAs dar.

Stromaufwérts des Exon 1a bzw. 1b befand sich der Basis-Promotor, dessen
Strukturelemente daflr sprachen, dass es sich um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen
handelte. Strukturelemente im Intron 1 wiesen auf einen alternativen Promotor hin. Vermutlich
entstanden die drei mRNA-Isoformen durch einen Promotorwechsel in Kombination mit einem
alternativen splice-Vorgang. Die Exon 1a- und Exon 1b-mRNA-Isoform wurden vermutlich aus
einer gemeinsamen Vorlaufer-RNA gebildet.

Die Polyadenylierung erfolgte wahrscheinlich an zwei alternativen
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Polyadenylierungssequenzen, da die klassische Polyadenylierungssequenz im murinen
La/SS-B nicht existierte. Die polyadenylierten mMRNAs besalien eine Lange von etwa 1,8 kb.

Bei den murinen mRNA-Isoformen handelte es sich nicht um precursor-mRNAs,
sondern um vollstéandig gesplissene, zytoplasmatische und funktionelle mRNAs, die mit gleicher
Effizienz zu La/SS-B-Protein translatiert wurden. Die Initiation der Translation erfolgte nicht wie
beim humanen La/SS-B durch eine interne Translationsinitiation mittels einer internen
Ribomsomeneintrittsstelle (IRES), sondern durch das scanning-Modell fir Vertebraten von
KOZAK. Die Exon 1a- und die Exon 1c-mRNA-Isoform wurden ubiquitar exprimiert. Dagegen
fand sich die Exon 1b-mRNA-Isoform ausschlieldlich in proliferierenden Zellkulturen mit
Tumorcharakter. Weitere alternative mRNA-Isoformen oder an der 5-Seite verlangerte
Transkripte gab es nicht. Jede mRNA-Isoform codierte fir nukleares La/SS-B-Protein.

Das murine La/SS-B-Phosphoprotein bestand aus 415 AS und besal} ein theoretisches
MW von 47,7 kDa. Es hatte 76,7% Homologie zu dem humanen La/SS-B-Protein.
Spezies-spezifischen Unterschiede wiesen auf eine Optimierung des Proteins auf die jeweilige
Spezies hin. Im ATP-Bindemotiv des murinen La/SS-B fand sich im Vergleich zum humanen
eine Insertion von 16 AS, die eine Nager-spezifische Insertion darstellen konnte (TOPFER et
al.,, 1993). Auf cDNA-Ebene fanden sich in der C-terminalen Nukleotidsequenz eine
Nager-spezifische Insertion und eine Deletion.

Posttranslational modifiziertes, murines La/SS-B-Protein besal® eine hohe
Ladungsheterogenitat und lieR sich in der 2D-Gelelektrophorese in 16 isoelektrische
Proteinformen mit einem pl zwischen 5,1 und 6,1 auftrennen. Davon lieRen sich vermutlich nur
drei isoelektrische Proteinformen auf Phosphorylierungen zurtckfuhren. Auch humanes
La/SS-B-Protein lield sich in 16 isoelektrische Formen auftrennen, wobei nur vier davon auf
Phosphorylierungen zurtuckzufihren waren.

Zusammenfassend lie} sich feststellen, dass sich die physiologische Expression des
murinen La/SS-B sehr gut in Einklang mit der humanen bringen lieR. Somit stellte das murine
Tiermodell ein geeignetes System zu weiteren Untersuchungen bei pathophysiologischen
Expressionsveranderungen dar.

Die Expression des murinen La/SS-B-Proteins konnte durch Stickstoffmonoxid (NO) um
das 5fache gesteigert werden. Aulerdem bewirkte NO eine Translokation des Proteins vom
Zellkern in das Zytoplasma oder sogar auf die Zelloberflache. Damit kdnnte NO eine pathogene
Funktion zugeordnet werden, da somit eines der Zielautoantigene von Kollagenosen dem
Immunsystem zuganglich gemacht wurde.

Nach Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops lielen sich AK gegen das
Neoepitop, humanes und murines La/SS-B-Protein induzieren. Damit konnte die Entstehung
von ANAs teilweise auf einen Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer fehlerhaften
Proteinexpression zurtickgefuhrt werden. Die AK erkannten nur Konformationsepitope. Durch
die induzierten AK ausgeloste zellschadigende Vorlauferreaktionen, die fir die

Krankheitsentstehung hatten verantwortlich sein kénnen, waren nicht festzustellen.
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8 ANHANG

8.1 Genomische Sequenz des humanen La/SS-B

Die folgende Sequenz findet sich in der Datenbank unter GenBank accession No. X97869
(GROLZ et al., 1998). Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind der Promotorbereich, die
Poly(T),3-Kassette und die drei potentiellen Start-AUGs im Exon 1" bzw. Exon 1”, das eigentliche
Start-AUG im Exon 2, die 8A-Kassette im Exon 7, das Start-AUG zu Beginn der C-terminalen
Proteinhalfte (M223) im Exon 8 und das Stop-Codon im Exon 11. Die Sequenz beginnt mit dem
Promotorbereich. Das Exon 1, das direkt dem Promotorbereich folgt, ist nur umrandet. Das nachfolgende
Exon 1’ ist doppelt unterstrichen. Die vier Nukleotide, um die das Exon 1” im Vergleich zum Exon 1’

verlangert ist, sind einfach unterstrichen.

1 GGGCTGGGGTACAGACGCOGT CCAGAAATACT TAAAAAT AAATGT TTATACTAACACAAACT AGCAGCCATTCCOCTACAACCT GGAGTACTTTTTAACC 100
101 CAATCTGTTTGGGAT TGAGGGCGGGACT CCAGGGT COCT GRGAGGCOCOGECAGOCGCGCAT GCT CAGAGCACAGGGACCGCT CCACCT CGTCCGTGGOC 200
201 CTGCOCACCCAGGCOGCAAGAGCT GCOGGGACGGT COCHATCT TCT TGGAGOGCT T TAGGCT GGCOGGCGGOGC T GGGAGGT GGAGT CGT TGCTGT TGCT| 300
301 [GTTTGTGAGCCTGTGGOGOGGCT TCT GT GGGCOGGAACCT TAAAGGT GAGT AACT CTCGGT GGCT AATGAGAAGCTACAAAAGGGT CCGCT T TGCTGGIG 400
401 500
501 600
601 700
701 [CTTGIGEOCATCICTGTARAGI TTCTGEaeAGeT CoaACIa0GT ARACECOGGAGEIT TCT GT GEAGCCTAT GEGACTGACT GEAGGOCARAGRACTTT] 800
801 AATATTTC 900
901 ATTTACAGTCGTACATTCTGGAAAAGT ATCT GATGAAACGCAGT TCCAAAATTAGGCCAAATAGGT TTTGCAGGGT CTAAATAGT TATTTTATTTCATCG 1000

1001 TTTGCTTTGTAGGEGECCCT AGAT CACGGT AGTAACT TAGGAGT GTAGATTGT GATAGACAAGACAATGCATAAAAT TGAGT AATTTCTCTAGGGGGATG 1100

1101 TGGATCACACAGTACCCOGT TGCAAGT GCTTCCTATGT GTATCCATGGTATCGAAT GCAAT TGCAGT GT GT CAGGGGAT GCTTCCAGGAAGT GTACCTAC 1200

1201 ATCAGTTCATAACTAGAGT CAACTAATGGCAATAT TCTCGATGAT TTGT TCACATAACT TTTGTACAGT TGGGAT GACT GGGTGGCTTAGTAGAGTCCTG 1300

1301 GAGGCAAGTACTTTGTAAGTAGAAGACT TGGT TTGTAATTTCTAGCAAACT AATAGCACAGCTTCCTTTTTTCATTGCAGT GCTAATGTCAGGAATACGA 1400

1401 AACAGGAAACT GGCTATCCAATGTATTAGT AAATTAGT AGGCATACT COCCAGT TTAATGT TGTGTTAGTATGACCACATTCTCCCATTTTTGTTTTCGT 1500

1501 ATGTTCCTTAGCATAGAGTATCTAAGGAACT GTAACATTTTTCACCT TAAAGT TATGATGT CTAACT TGGTAACAAGGT TTGGGTAAGT CAGT TGTGACT 1600

1601 ACATTTTAAAAGAAAT GAGECCGEGEOGOGET GECT CACGOCT GTAAT COCAGCACT TTGEGAGECCGAGEOGEET GGAT CGOCAGAGGT CAGGAGT TCAA 1700

1701 GACCAGOCT GACCAACAT GGT GAAACCCOGT CTCTACTAAAAATACAAAAAT TAGT CAGCOGCAGCOGT GGT GGT GGGOGOCT GTAATCCCAGCTACTCA 1800

1801 GGAGGCGAAGGCGGAAT CGCT GGAACCT GGGAGGCAGAGGT TGCAGT GAGCCGAGAT CGCACCAT TGCACT CCAGCCT GGGCAACAAAAGOGAGACTCOG 1900

1901 TCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGGT GAACCCATACCAAACAAAT GCACAGAGAGCCATGGTAATATACAGATAGATAGT TATCTGTTTAA 2000

2001 AACTGGAAATGGTTGGTAAGT GATTGGAGT TTTTTTCOCTAAAGCTTGCTTGACCAGCTAAGT GAAGATAAACAGT TTCTTGT TATAGAAGATGGGGTAG 2100

2101 TGATTTACTGAAAGACAAGTTTTTTATAGT TTTTAGATTTTTTCATCACTTATTCCAAAGT GTTGCT TTGT TGAGATAT TTGAGAACTGAGTAAAGAAAC 2200

2201 TGAACCOGTGAAAATAGAAAT TCTTGATTTTTTAAGAAAACGGGATATTAATACT TTGTAAACAT TATCTTTCTATTCTTGAGT TTTATATAAAAAATAA 2300

2301 CTTTATGCTAATTTGGGAAATTTTACAGATAGCCGCAAT GGCT GAAAATGGT GATAAT GAAAAGAT GGCT GOCCT GGAGGCCAAAATCTGT CATCAAAT T 2400

2401 [GAGGTATGATTCCTGTGCTATAAACT GCAAAAACAAGT TCCTTGAAAGAAAATACAGAAAGAACAT TTAATTCTAGTACTAGGACATATTCAACATTTGG 2500

2501 TTTGOCTTTGATTCTTAGATGAACATATAATAGCATACAGT TTTATATTGGT GGAGCCAGGT TGTGAAACT TAAGATGTACAAACAT TTCAAAAGGTAAC 2600

2601 ACTATAAACTAGAGTTACTTAATCTTTTTAAAATTTTAGT TTCATAGT CTCATATAAAAAT TTTAGCTTCATAGT CTCATATAAAATGAGAATAATAGTA 2700

2701 GTTCOCTCCTCATAAGGTAGT TTGGAGGATTAGT GAATATAATGT TAAGTACTTAGAGAATTCTTGACAAAATTTGTTTGTCTTTTACTTTTTATGTTAC 2800

2801 TTCTGGCATTCCAAATAGT CATACT TGGGT TTTTCCTTGECTTGTATATTGAGAGT TCCTCTATGCTTAAATTTGAGAAACATTTACTTTAACTTTTTTT 2900

2901 TTTTTTTTTTTTTTTTGAGECAGOGT CTTACTTTGT TGOCCAGGCT GGAGT ACAGT GGCACAATTAT GOCT CACT GCAGCT TCAACCTGOCAGGCTTAAG 3000

3001 CAATCCTCOCACT TCAGCTTCCT GAGCT GGGACTAGAGGCACGTACCTCTATTTCTTATTTATTTTATTTATTTATTTATTTTTTGGAGAGCTGGGGTCT 3100

3101 TGOCATGTTGOCCAAGCT GGTCT TGAACT CCTAGACT CAAGCAAT GCACCCACCT CAGCCT CCTAAAGT GCTGGGAT TAGGCATGAACCACCACTCCTGG 3200

3201 CCOCCCACCCCCTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTCTTTTGT CAGGCT GGAAT GCAGT GGCACAAT CTTGGCT CACT GCAGOCT CTGOCT COCGGT TTCAA 3300

3301 ATGATTCTTCTGOCCCAGCCCCCT GAGT AGCT GGGACT ACAGGT GTGTGOCACTATGT GCAGCTAATTTTTGTAT TTTTAGTAGAGACGGGGT TTGACCA 3400

3401 TGTCGEOCAGGGT GGTCTCAATCTCTTGACCT COCAAAGT GCAGGGAT ACAGGOGT GOGECACCGT GOCTGEOCCCTGTCOCTTATTTTTTAATTTTAAA 3500

3501 AAATTAGAAGGECAGGT GTGGT GECT CATGOCT GCAAT CCCAGCACT TTGGGAGGCOGAGGT GEGCAGAT CGCTTGAGAT CAGGAGT TCAAGGCCAACAT 3600

3601 GGTAAAACCCTGTCTCTACTAAAAATAACAAAAATTTGCT GGGCGT GGT GGTACAT GCCT GTAAT COCAGCTACT CAGGAGGCT GAGGCAGGAGAATCAC 3700

3701 TTGAACCT GEGAAGCGGAGGT TGOGECAAGCT GAGT TCATGOCACT GCACT CCAGCCT GAGCGACAGAGT AAGACT CTGTCTCAAAAAAAAATAAGAATT 3800

3801 GAGTGATTAACCAATTTCTTCCAGTTCTTTTTATTTAACCATCTGT TCTTTCCACACTGATTTGCAAGAGCCTTTTCATATAATCTTTAAATATATTCTT 3900

3901 CTTTAAGGTTTTCTAGTCTATTGACACATCTGTTACACTATTTTAGTAATTGACATTTTAGT TTTATCTTTTTGCTAATTTGTAAACATTATTGTATATT 4000

4001 TGGGGAAAGTGTTTTGCCTTTTGTAACTTATGTAT TTTTAAATAACAGAACT TGGTACT GTAGAGT AATGT CAGGAT TGGAGT CCATATTATACAGTGTT 4100

4101 CTGAAATACATTGTAATTATCTCACAGTAT TATT T TGGCGACT TCAAT T TGOCACGGGACAAGT TTCTAAAGGAACAGATAAAACT GGAT GAAGGCTGE] 4200

4201 [TACCT T TGGAGATAATGATAAAAT TCAACAGGTAACAAGCT TTTAAAAATAATCTTTAGGT TTTCTGT TTACAATGAGT GCTACTGCTGAGTCTTATGTT 4300

4301 TTTATATGTACTCTTCAGGT TGAACCGT CTAACAACAGACT T TAATGIAAT TG GGAAGCAT T GAGCAAAT CCAAGGCAGAACT CATGGAAAT CAGT GAA 4400

4401 [GATAAAACT AAAAT CAGAAGGT CTCCAAGCAAACCCCTACCT GAAGT GACT GATGAGT ATAAAAAT GATGT AAAAAACAGATCTGI TTATATTIGTAAGTG 4500

4501 GGOCTGTAATGCATTTAAATATCTTACATTTATTTAGAAAGT AAAGT ACGGAAGAAT AAGGGCT CAGGAAT CACAGCCT CACTAATTACTGTATGTCCTT 4600

4601 TCGTAATATTCTTAACCTAAGTTTCTTTTGT TTTGTTTTGT TTTGAGACAGT CTCATCCTGT TGCTCACGT TGGAGT GCAGT GGTGT GATCATGGOCCAC 4700
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4701
4801
4901
5001
5101
5201
5301
5401
5501
5601
5701
5801
5901
6001
6101
6201
6301
6401
6501
6601
6701
6801
6901
7001
7101
7201
7301
7401
7501
7601
7701
7801
7901
8001
8101
8201
8301
8401
8501
8601
8701
8801
8901
9001
9101
9201
9301
9401
9501
9601
9701
9801
9901
10001
10101
10201
10301
10401
10501
10601
10701
10801

TGCAGT CTTGACCT CCTGGGCTCAAGT GAT CCTCCCACCT CAGCCT CCTGAGT AGCT GGGACT ACAGGT GCATGCTACCATGCCTGGCAAAAAATTTTTT
GTAGAGACGGT CTTCCTGT GI TGCCCAGGCT GGTGT CAAT CTCCTGGGCTCTAGT GATCCAATCACCT TGACCTCCCAAAGT GCTGGGATTACAGGTGTG
AGCCACCATGCCTAGTCCTAAGT TTTATCTTCATAAACGT GGATATTTTCTACCT TGTAGAACT GTTGTGAGAATTAAATGAAAAAAAATATATATACCA
TTGGATGAAATCTTTGACATATTCTAAGCACCTATTGCCTATTAGCTGT TCTTATTTATCAGCAGCTAAACTTGATTGCAGT TTTCTTTAGTGTATTTTT
AAATAGTTTTTTATTACGGAAAATTTCAGATACATATATAAATAGAT TCAATAATGTACCATCACCAGCT TTAGTAGT TAATAACAGAACATGCAAATCA
TCTTGTTTTATTTCTGCTTCAACTGAATTATTTTGAAGCAAATACCAGATGAATCACTTTTATTGTACTGGAGAGT AGT GGCTCCTAAACAAGGCTGT TA
AGTGATTAACAAAGAGAAATAGAGATAGATAGGT ATATCCT GGGT TCATTTCAAGAAAAAATGAATCAAATTCTCTCCAATTGT TTATCTGAGAAGT CAT

TATTTGTTATTTGTACATTTCTTCCCACTCTTCACAGAAAGGCT TCCCAACT GATGCAACTCT TGATGACATAAAAGAAT GGT TAGAAGATAAAGGTCAA

[GTACTAAATAT TCAGATGAGAAGAACAT TGCATAAAGCAT T TAAGGTATGATAATACAGAC CTAG AAAATATATGGGACATAACTTAAAAA

AATATTTTCCTTCCTTTTTACAGGGATCAATTTTTGI TGTGI T TGATAGCAT TGAATCTGCTAAGAAAT T TGTAGAGACCCCT GGCCAGAAGTACAAAGA
[AACAGACCTGCTAATACT T TTCAAGTAAGTCTTTTTGCTGATGT TTCTCCTGGCCT TTTACTTATATGGACACACACT AGGGTAAGGAGCATGGAAGTAG
TATCOCCTGAAAGGOCAATATTCTTAGTATCTTTAGATGACCT TTGAGAAATGCTTGATAT TTGT TCAGT GAGAACTATAGT CTTTTGAGACTATAAGAA
AAGTGTTCATTAGTACCTTTTCACTGTTAACAATTTTTTTTTGITTTTCTTTTTTTTTTGAGACAAGT TTCACTCTTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTG
GTGTGATCTTGGECTCCCTGCAACCT CTGCT TCCT GGGT TCAAGCGAT TCTCCT GCOCCAGOCT CCT GAGT AGCT GGGACT ACAGECGCGT GOCACCTCGT
CCACCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAT GGAGT TTCACCATGT TGGCCAGGCTGGTCTTGAACT CCTGACT TCAGATCATCOGCCTGCTTTGECCTCC
CAAAGT GT TGGGACTACAGECGT AGACGCT GOGCOCCAGOCACT GTTAGCCAT TATTAAAGGAGGT TATGT TTTAATACTGATTTTGCATCTAAAACTTT
TGATCAGGCTGGGTATTAAAATTTGGTCTTTTGTGTGT TTGGAAAATATATCAATGCAGT TTTCATCTTATTTTTCATAGCCTATATGTCTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTACAGTACAAAGGAT TTGAGATTTGGGT CACATTCT TTGT GAATGT GTGT CTAAGT GTCTAAAAAT GGGEGATGAACCAGAGCA
TTTTCATGATAAAATTAGGT GTAGGGECCATAGT TCCCTACT TTAGAAGACT GTGCATTAGT CTTCTAAATGGTATATACTAAACT TGATTGACTTAGAGA
TGCACTGTGATGGGT CATAGTATCAGT GTTAAATCCTCAAAAATTATTTAACATGATTTTCATATGT TATTGT TGGATCTTGGGGATTTTAGAATTTTCT
CCTTTTGTGGAATTAACACTATAGAAAACT GCAATATTATTTGCATGACT TCTGATACACT TTTTTCCCTATACATGAATGATAAATGGAAATCAACATG
AAATTGCTAATGGATAGGGGGT TTCTTTTTGGGGT CATGAAAAT GT TCTGAAAT TAGTAGT GATGGT TGTACAACTGAATATACTAAAAAACATTCAAGG
TACACTTTAAAAGAGT GAATTTTGT GGCACATGGAT TTTTTCCTCAGTAAAGCT GT TATATAAAAAAACAT GAGAGAGTAAATTCCTTGGCATATTTTGA
ATTTTTAGTTGATGATTATGTTGATAGTAAGCGT GTGCAACAT TCATTGCTGT GCCATGTCTTAAGT TATTCATAATAATCTGCAGTCTTAACTTTGTTC

TCGTGAACTTAGCCTCTGTACTGTGTGT TCTTTAGGGACGAT TACT T TGCCAAAAAAAAT GAAGAAAGAAAACAAAAT AAAGT GGAAGCTAAAT TAAGAG
[CTAAACAIGT AAGTATGT TGAACTAAT CACGACATAATTTGAAT TCCT TAAAACT CTGACAGAAATATAGCT GGT GAGCTCTGAAATAGT GGCAGTAGACC
TTTCTCTTTGCTAGT GAAACACT GAGATCTTAAGCT GOCT TGACAAT CTCAGGGCCAAATTGCATTGCAGT CTAGCATTGGACGATCAAAAAAACCTAAG
GACTTCTGGCTTTGGT TAAGTAAGT TTAGT GATCATGATTGGT TAACT TTATTAGGACTTAATTTTCTTATATAGTAAATAGAAGTATGT TATAATTATA
TTTTTATTTGTAGGGAGCAAGAAGCAAAACAAAAGT TAGAAGAAGAT GCT GAAATGGT AAGT ATATATTACT GCTATCTAGTACATCTGTAATTCGAAGT
TAAATGAATAGCTTTTAAGT CTGAGGACT TTTTCAAGAAAATACGT AAGCAAAGCTATCTATAGT TGT TATTGCAT TAAGT AATACATCAGGTATTATAT
TGAGGGAAAAGAGAAAACT AAGGATAGGAAATATGT TCTAAAAT AT GGAAAAGGCCGGGT GCAGT GBCCCACGCCT GTAATCOCAGCACT TTGGAAGGCC
GAGGCGGEGCAGAT CAGT TGAGGCACGGAGT TCGAGACCAGCCT GGOCAATAT GGT GAAACCCCAT CTTGACTAAAAAT ACAAAAAT TAGCCAGGOGT GGT
GGTGCATGOCTGTAATCCCAGCTAT GT GGGAGECT GAGGCAGGAGAAT CACT TGAACCCAGGAGGOGGAGGT TGCAGT GAACCAAGAT CATGCCACTGCA
CTCCAGOCT GGGT GACAGAGT GAGACCCTGT TTAAAAATAAAAAATATAAT AAAACACAGGAAAATATATTTTGAAATATTCAGAAAAAGT TCATTTATG
CCTAGAACTTATTTTTATGAGAAAAT GTCCTATAACT TCTAAAGATTCTAATCATAGGT TAATACTAACATGACTTTTATTTTTGACTTAATAAGATACT
GATGTGTATTTCCATTTAGAAAGT TACAGGTAAAAAT TTTTATTTGGGGAAAATAATGACTATAAATTTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACCGAGTCTCAC
TGTTGCOCAGGCT GGAGT GCAGT GGOGOGAT CTCGGECT CACT GCAAGCT CCACCTCOCAGAT TCATGCCAT TCT TCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGG
GACTACAGGCGOCT GCACCACGTCBGCTAATTTTTTGTATTTTTTTTTAGCAGAGACGGGGT TTCACCATGTTAGCTAGGATGCTCTCGATCTCTTGACC
TGGTGATCOGCCTGOCT CGGCCT COCAAAGT GCTGGRGAT TACAGGT GTCAGOCACT GCGOCOGGOCTAAAAATTTTTTAAAGTATGATAAATACTGCCTA
GAATTATTTTCCAAGATAGT TTAATAGCCAGATTTATGTAGT TTATAACTAATTAATACCAGT TGTATAAGAGATCAATATATGAAAGCCATTTGGAATA
AAGGATGACAAAGGAAACACCAACACTATGAAACTACT TTATTTATTTATTATTATTATTATTTTT TGAGATGGAGT TTCGCTCTTGCTGOCCCGECGEA
AGAAACTACTTTAAAATAGCATTTTGGT TTCTAGTCTTTTTCTTGTATAGCTATAAGGT GGTGTGAGT CATTTCTGGT CTGT TGCTGCTTTTAAGAAACT

TTTTGATCACTTTGTATATTTTTATAGAAATCTCTAGAAGAAAAGAT TGGAT GCT TGCTGAAAT TTTCGGGT GAT T TAGATGATCAGACCTGTAGAGAAG
[ATTTACACATACT TTTCTCAAATCATGGT GAAATAAAAT GGATAGACT TCGT CAGAGGAGCAAAAGAGGT CAGAGGAGCAAAAGAGGT TTGGATACATCC
CTATCCTTTTTAGCAATCAGT TTGAAAATCTGTAGAAACT TAGACAAAAT TAGTAGAAAGT AATTTTAAAAATTGTGT TTATTAAATTAGT TTCTACTTG
ATCATTTGTTATTGCCACTAGATGTGATGTCTGATATTTTCTGAATTATACTAAATTAGT TTCTACTTGATCATTTACT TTGTTGTTATTGTCACTATAT
GTGATGTCTGATAGT TTCTGAATTATACTATGAATAACTGT TCATACTGATGATTGCAGT TTTACTTCTGTAGCATTCCTTTTCTACTGT TCAGTAAAAT
TCATTCAAACT GGTAAAGACAT GGAAGGT TTGCAGGGTAGAAAAAAT TACT TTGGACAAAGAAAT TAATTGT GGGACTAAAAACCAAGGGTATGGCTTTT
GTTTTCTGTCTCTGGTATAGGGGATAAT TCTAT T TAAAGAAAAAGOCAAGGAAGCAT TGGGT AAAGOCAAAGAT GCAAATAATGGTAACCTACAATTAAG
[GAACAAAGAAGT GACT TGGGAAGT ACT AGAAGGAGAGGT CGAAAAAGAAGCACT GAAGAAAAT AATAGAAGACCAACAAGAAT CCCTAAACAAATGEAAG
[TCAAAAGGTCGT AGAT T TAAAGGAAAAGGAAAGEGT AATAAAGCT GOOCAGCCT GGG CTGGT AAAGGAAAAGT ACAGT TTCAGGCCAAGAAAACGAAAT]
[TTGCTAGTGATGATGAACAT GATGAACAT GATGAAAATGGT GCAACTGGTAAGT TTTTTTTAAGTCCTTTGGTAGT TTCATGAGAAAATTTCTACTTCCA
TAAATAAAT GATTTGOCAGAGAGAATAGGGAT TTGGCTTTTCAACTCCTGTATAAGT GOCATTCTTGGAT TATTAACGAT TTACCTCGGTTATGCTGT TG
TATARGT CAGGGACAGGATATTTGGAAGATGAAT CTAGAGGT CAGGT CTGTACT AAGAGAAAAGCCT TTTCTCATTGGT GCAAGGAAGT TGTTGCATCTT
TTTCAACAGTATCATTATTAATAATTGTGCTCAGTATTAAACTAGAGCAGTACT TACGT TGAATTTAACAAAAATTAATTGT TACGT TATAGGACCTGIQ

[AAAAGAGCAAGAGAAGAAACAGACAAAGAAGAACCT GCAT CCAAACAACAGAAAACAGAAAAT GGT GCT GGAGACCAGTAGT T TAGTAAACCAATTTT T T
[ATTCATTTTAAATAGGT TTTAAACGACT TTTGI T TGCGGGGCT 1T TAAAAGGAAAACCGAAT TAGGT CCACT TCAATGT CCACCTGT GAGAAAGGAAAAA
[[TTITTTTGITGITTAACTTGICT T TTTGI TATGCAAATGAGATTTCT TTGAATGIATTGI TCTGI TTGTGI TAT T TCAGATGAT TCAAATATCAAAAGGA
[AGATTCTTCCATTAAATTGCCT T TGTAATATGAGAATGT AT TAGTACAAACTAACTAATAAAATATATACTATAT GAAAAGAGCAAAAACAGT TTTTGAT

C GTACCCAAAGCATTTAGGAAAGAACTAGAATATTAGCTAT TGACGATGGGCCT TTCCCACAGGCCATTTATGGTGTCTCCTAGGC
TGGCTTTGTATATTTACACAGGAAAGT TGGTAACACTAGAAATAATTACTGTCACAAAGCTTTCCCTTTTTTTTCTTTTCGAGACTGAGTCTCACTCYTA
TCGCGC

4800
4900
5000
5100
5200
5300
5400
5500
5600
5700
5800
5900
6000
6100
6200
6300
6400
6500
6600
6700
6800
6900
7000
7100
7200
7300
7400
7500
7600
7700
7800
7900
8000
8100
8200
8300
8400
8500
8600
8700
8800
8900
9000
9100
9200
9300
9400
9500
9600
9700
9800
9900
10000
10100
10200
10300
10400
10500
10600
10700
10800
10806
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8.2 Lage der Primer im murinen La/SS-B-Gen

In der folgenden Sequenz des murinen La/SS-B-Gens sind alle Primer enthalten, die fir PCR mit
genomischer DNA oder fir das genome walking verwendet werden. Vorwartsprimer sind durch (-),
Rickwartsprimer durch () gekennzeichnet. Alle Ruckwartsprimer tragen au3erdem den Zusatz ,-R*
oder ,-Rick“. Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind das Start-AUG im Exon 2, die 9A-Kassette
im Exon7, das Start-AUG zu Beginn der C-terminalen Proteinhalfte (M223) im Exon 9 und das
Stop-Codon im Exon 11. Die Sequenz beginnt mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Im ersten Exon ist die
Sequenz unterstrichen, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a verlangert ist. Da sich das Exon 1c
direkt vor dem Exon 2 befindet, ist das Exon 1c zusatzlich durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die
Lage und GroRe der Exons und Introns des murinen La/SS-B-Gens finden sich in Tabelle 2.

1 |T@TGTCWMTCGGAAGTCCAGG(RTTCTGTCGTTGTTCTT(%A@TGTG;T@G:GTGXBATGEAATGTTGAG;T(;%ET?G 100
-P1R ()
101 AGGT ACGAAGGGCT GT GCTAT GOGCAGGOCT CACCT TCCT CT COGOGCCGOOGOGT GRGOOGCACEE0CCGT GROOGT GT GCTGGAC 200
201 CGOGGCCOGAGGBAGG0GOGBGEAECCT CBECGAGGOCACGRAGOGEGEC0COGACCAGAGAT GOGGECGCCT GBRACT TTCCACGT GGCAGGGAT COCGGOGEG 300
301 COGGT GT GGGAGGAT GOGGCT CTCGOGAGGOCT T TAGGCAGAGGCT CBCCGCAT CCT CACGGOGT CCTTTCGGT TTGT TCCTTGCACCOCT TTCCTGACT 400
401 GGOCAGAGGOGGAT GTTTOGGACCAT TTAAGT CT T TAGGGT GGT CGGT GCGGGT TAAACGOGACAGGGT TCT GT GGGGACT GACT GGAGGCCGAAGAAGT 500
501 GGGGGCCGCTAT TGGGT TOCCAGOGTCGCTATCT TTTTTTTTTTTTTTTTCCTTCAAAGAACT GCCATTGCCAT TCTGT CT TCAGT GT GAAACAGT CCCT 600
601 AAATTGGGT AGGOOGCAGAAGT CTTGCAGGGGCT AACTAGGT OGGT AT TGACCT GTGT CTCTGTAGT AATGAGAAGT GAGAT TGT TGGTAGT GGGAGACA 700
701 AACCAGCGCCTGTAACAGT AAAT TCTGAAGT GGGACGT GTACT TCGT AGAT TTCOCAT TACAGGACCAGT GTAT CGOCAGCAGT CTCCAGCATTTTGAGC 800
G/K- 1 n1-R5 ( «)
801 AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGT AACTCATAACT ATATTCAGCT GCTGCAGATAAACT CTTCAAGAGCTGGTATACT TCCGTACAATATGGTAGGGT 900
901 GGTTTAGTAAGGCGCT GGAAGCCAGT AAGACAGAAGATCOGGT TTGTGATTTCTAGCAAACCAGT ATCACAGT CCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG 1000
1001 ACCGT GAAACAGGAAAGT GGCTATAGAGT TAACCAGT GTAGTAGT GT TTTAGGCACATCCT TACCT TCCAGOGT CCCTAGT TTAAAATTTTTTGTATCTG 1100
1101 TGCTCACAAGGTCCCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGT GTCTAACACCGTAACT TTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT 1200
1201 TGGTAAGTCAGCTGT GACTAAT TTTGAAAAGAAACGCAAAT AAT TGGCAT TGAGGGCTATAGGAATATACT GCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA 1300
GWK- 1 nl-R2-nested ()
1301 AAGCTAGGAAT GATTGAGGGGTAGT TAAGTGGACAT TTTCTGCT TTTTTGT TTTTATCGCTGAACT TTGCT{T TACCAACTACAT GAAGAGT TTGGT TACA 1400
GAK- I n1-RIA («)
1401 [AAGTAGGAT T TACT GGGAGGAGGGGT TGI TGATCTGAGT TTTCCATCCATAATCCAAGGT GT TGCT TTGT TGAGAT GTATGAGAAT TCATAGGGAAACCT] 1500

Maus- TRNA- F3 (=)
1501 IGTAAGGT TAGGAAT TCTTGAAATTAAAAAAAAAGT GGCATACT TTTTACTCATTCTCTTGTATTGACTAT TATATAAAAATAATAACCT TCCTACCAGT! q 1600

La-Mirin-P2 (=)

1601 [TGAGAAACT TTACAGATAGCCACAAT GGCT GAAAAT GGAGATAAT GAAAAAAT GACT GCT TTGGAGGCCAAAAT CTGTCATCAAATTGAGQGTATGATTCT 1700
G/AK- I n2- R4-nested ( «)
1701 TGTGTGGT TAAATTGTAACT TAAGATGAAAACAGAACATCTAATAGCGATAT GT GBGCT TTTCAAACAACTGGCTTAGCTTTGATTCTTGGAGT TAATAT 1800
1801 GAATGTATTCATATTAGGGCAAAGT TAGAAGT CTCAAGAATTACAGACAT TCCAAAGGT AACACTGTAGACT GGTGT TTATTTTTGAGACACAGAGT TCT 1900
GAK-1n2-R3 («)
1901 CAAGT CTGTAAAATGGAGGT AATATTTGT CAGT TGATGTGAAAAT TAAT GGTGTGCCTAATATCTAACAAGCTAGCATAAAT TCCATGGTAAAGTACTTC 2000
2001 TGGTCAAATAATAGT TTATTCTATCTAGTI TAGT TCTCTTCTAAAAAGT TAACATAACT TTTTAACAAATTATGCATTTCAAAAGTCCTGT TAGACTGTTC 2100
2101 TCCACTTCTCTCTCTGCGTGCACTTAGCCCCTTCTCTCTTTCTCTCTTTTCTGCCCCACT TCCCCATGGAGACT TCCCTGGCCT TCATCCT TGGGEECCAG 2200
2201 TGATCTTGCCCATCTAAGATCAGCT TCCCAATAAACCTGCATTTAATATAAT CTTAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAT AACAAAAGT CCTGT TAGCAT 2300
La-Mirin-1n2-F1 ( )
2301 TTCAAATTTAGGT TTAGATGGAATGT TGT CAGT AACAGAAT GCCTGT GGGGAAAT TGCCCATAAATTGCT TTTATGCCATGAAATAACCATTGGT TAGTG 2400
GAK-1n2-RL («)
CTTGTACGTGTGTTGTCATGGA
2401 TGTGTGCTCTTTTTTTTCCATTTCTTAGCTGT TTTGGT TTTGT TTTAACTTGTACACCTTTGTCCTTTAAATTGTCCTGCTTTTATTTTTCGTTTCTCAT 2500
2501 ATTTTCCCCCT TCTGAGTAAT GGAGATCAAACT CAAGGCAT GCTAGGCAGT CACT CAGT GAGCT GTAGGCAT TTGCGGCTACAAATGT TGTCTGATTTTT 2600
2601 TTAAAAAATTATTTATTTTTATGTGCATTGGT GTTTTGT CTGCATGTATGT CTGT GT GAAGGATCCCCCGGAACTAGAGT TACAGACAGT TGTGAGCTTC 2700
2701 TATGTGGATGCCAAGAAT TGAACCT GGGTCCT CCGGAAGAGCAGCTAGT TCTTTTAACT GCTGAACCATCTCCAGCCCCTTTTGT TTGAT TGGGGGAAAA 2800
2801 AATTGTGTTTTCTTAATAATTGCAAAAGCAGT GATAAGATAAT TTGCTGT TTAATGCTTGGAACAATAGCAAAT TTGT TATAGAAAAGAATAATGT TCCT 2900
2901 CCCACAGCCTGCAGCCTCACATCTCTCCCTCT TGAGATAT TCAAGGT TAAAAGCCT TTTCATACTCCATGT TCAAAATACATTTTATTTTTAGTGTACTT 3000
3001 TATGTGTATGGATGT TATGTCTACAT GTATGGCTGTGTGCCGT GTACATGCCT GGGT GCCCTCAGAAGCCAGAAGT GTGCACT GGCTCCCCTAGGACT GG 3100
3101 AATAACAGAT GGGTATAAGGCCCCTAAT GGAAGT GOCCGGGAAT TGAAT CTGGT CACCAT TCAGT GCTCTTAACCT CTGAGT CATCTCTCCAGCTCCTAAA 3200
3201 TATTTTTTTTTAAAGGAGGCCCAATTTTTTTATTTTTTTAAAGAATATAAAGT TCAAGT AAAACTACT CAGAGACAAGAT TTCCTAAACATCCCCAACCA 3300
3301 GGATGGCCTATAAACTTAATTTTTATTTTTTCCTTTTCCCCCACCAAACAT GAGATGT TTTTAGAGAGTAAAGT TTTGT TTCACCAACAATATATAATTA 3400
3401 ATAATCATCTTCTCTAAAGTATAGATTTTTAAAAATATGAGT TCTACGATATTCTTTATGTAAAAATTTTAGTAAACAGGT CTACTGCTTGCCTTCTCCC 3500
3501 TCTCGTTCCTCTCCTCCCTCCTTTTTCTCTTTTACTTTTTTCCTTCCTTTTATCCATCCAT TCATCTCATGCATCCAGGGCTGTCCTGGGGAAAATTCAC 3600
3601 AAACTCATAGAGGTAGATCACCTTGCTTCTGCT TCCCAT GT GT GAGAAT TAAAGAGCAT GAGCCATCACATCTACCT TATTTTAAAAAATAGTGTGTGTC 3700
3701 TGTGTCTGTCTGCATATCAATATTTGGCCCTCAGAGGT GTCATCCTCTGGAGCT GTAGT TACAGT CTCTTAT GAGCCAACT GACAAGCCT GTAAGAACCT 3800
3801 ACCTCAGGTCTTCTGGAAGAGCAGCAGCAT TCT TAGGCAT TGAGCCATCCTCTAGCTCTCCTGCTGATTTCTTTAAGATGGAATTCCT. AGGIAw(gT /r;C 3900
In2-R1 ()
3901 ATTGATTGGCTCAAGCTAGT GCTGAGAT TGAAGGCATCTTAGGT TTTGATTAGTAATGATACTAGATTTTTTTGTGT TTGTGGTGTGTGT TTATATAATT 4000

4001 TTTAAAGGT GGCTGGGTATGGT GGTACCTAATTTTAATCCTAGGACCT TGGAAAGT AGAGGCAGGT GGATCTCTTGACT TTGAGAACTTAGAAGAAATTC 4100
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4101 TGCCTCAGAGT CCTAAAT GCAGAAAT CACAGGCAT GAACCACTACACCT GACT TCACGCTGAAT TTATAAAAGCCT TAAGAAT GAATGT TTGOCCCCCCT 4200
4201 CCTTTATGTTGCTTTTAACATTTCCAAGCAGT CATTCTTGGGT CTGCTACTTTTTTAGCT GAGGAT TGAGCCCAACTCCTCAGTTTATTTACTTTTTCCA 4300
4301 CATTGATTTAAAAAGAAGT TTTAAAATATGT TAGATTTTCATTATATTTTTGAGACT TTATATTCTGGCAATGAACTTGTTCACTAACATTTTAGTATCC 4400
4401 TCTACTGATTTGTATTCATACATTATGGTCTATTAAGAGGAAATATTTAGGT CTTTTAAATTCTAACATTTTTAAAGT GTAAAAAAGT CATTTTCAAAAA 4500

GWK- I n2- R2-nested ( «) La- Murin-P3 ( =)
4501 TTTCATGATTGAACTCAGTATTATACAATGCTCTTCTGAAATACATTATAATTATTCACAGTATTAT T TTGGAGCT TCAAT TTGCCACGAGACAAGTTTT] 4600
4601 [TAAAAGAACAGAT CAAAT TGGAT GAAGGCT GGGTACCT T TGGAAACAAT GATAAAAT TCAACAGQGT AAGTCTTTTTGGT TGGTTTGT TTCTATTTCTTGG 4700
4701 GATTAAACCTAGGAACTTGTACATGT GT TGT CATTGAAT TACCT TAGT TTTGOGGCTAATAAACTAAAAAAT CTTTTTAAAAGGCATCAGT TTCTGTTAC 4800
G/K- Ex4- R2-
4801 TGTTGAGAGCTACTACTAAATCTGCTTTTTACAGTGT TTTTATGTATGTACT TTTCAGGCTAAACCGGCT GACAACAGACT TTAATGTAAT TGTGCAAG] 4900
-nested ( ) GAK- Ex4-R1 ()
La-Mirin-PAR () La-Mirin-P4 ()
4901 [ACTGAGCAAAT CTAAGGCAAAACT CATGGAAGT CAGT GCAGACAAAACT AAAAT TAGAAGAT CACCAAGCAGACCACT COCT GAAGT GACGGAT GAGTAT] 5000
5001 [AAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGT TTATAT T|GTAAGT GGGT CCATGATGTATTTCATGTATTTATTATTATTAATTATTACTATTTTTGGT TTTTTGA 5100
5101 GACAGGGTTTCTCTGTATAGT CCTGGCTATCCTGGAACT CACTCTGTAGACCAGGCT GBOCTCGAACT CAGAAATCTGOCTCATATTACTTTTACTTAGA 5200
5201 AAGAAAAT GCTCAGGGAT CACATTTGGOCAGT TTAGCTATTGTACT TCTAAGT TCTTTATCAT TGT TAATGT TACATTGT TCACATGATAAACTCTAATA 5300
5301 GCTGAATTCTATAGTAAT TTTCATTAGCATATTAATTTCTAAAT GCATAAT GGAAAGCT TTGAAAATAAGGAAGT AGAT TGAATAGT GTGAAGTACCATT 5400
5401 GTGAAACCTCAAAAGT TCTTACCATGTAAATAATGCT TTGTCTTTGCTCCACCTGAGT TATTTTGGAGCAAATCTCAGGT GAATCACCTTATTGCACTAG 5500
5501 AGAATAAGGT TGT TAAACAAT TAAGAGAGGGGAGAGAAAGATACCTAGCT CTGACT TCGT TTCGAGACAAAATAAATCAGT TTATTCTGGGGAGAGT TTA 5600
La-Murin-P5R ( «)
La-Mirin-P5 (=)
5601 CCCAGGAGTCATTATTTGTACTTCTTTTTCTACTTTTTACAGAAAGGT T TCCCAACT GACGOCACCCT TGATGATATAAAAGAAT GGCTAGACGATAAAG 5700
5701 [GCCAAATACTGAATAT TCAAATGAGAAGAACAT TACACAAAACAT T TAAGGTATGATAAT TTGATGTAGACT TTCTGATTGTGACATATCACTGTAAGGA 5800
La- Murin- P6R ( «)
5801 AATATTTATTTGTCCTTTACAQGGGT CAATAT TTGCTGI GI T TGATAGTAT TCAGT CTGCAAAGAAGT TTGT GGAGAT CCCT GGCCAGAAGT ACAAAGA] 5900
5901 [ACTAACCTGCTAATACTCI T TAAGTAAGTCTTTTCTTAGGT TTCT CAGACCACAAAAT TTTATTGGGAAT TGATACAAT GGGGT AAGGT AAACAACAGCA 6000
6001 CCTCCCACATAGT TAATATCATTTTGGTAGCT CTGAAACAGT TCAGGGGTAATTATAGT CTAAGGT TACT TATTTTTATTGCCT TGAGGTATGTATGGTT 6100
6101 ATGATGGAGGT CCACCT GGECCT TAACAT GCAT GT GGAGGT CAGAGGACAACT CTGT AGT CAGCTCTCTCCT TCCACT TTATAGGGATTCCAGGGATTGA 6200
6201 ACTCAGGGCATCAATCTTGT GCAGCAAATGT TCTTACCTACT TGT GTGAGT CGT TAGAAT TAAACT TGGGGGECT GGAGAGATGGCTCAGT GGTTAAGAG 6300
6301 CACTGACTGCTCTTCCTTAGGT CCTGAGT TCAATTCCCAGCAAAT CATATAAATATTATAAATAAATATTTAAAAAAAAAAAGAAT CAAACT TGGGT TGT 6400
6401 CAGGCTTAGTAGCAGGT CATTTACAT GATGAGCCATCATCTCTCTAGOCCTGCTAATAACT TTTCATTAT TAGTGACTAGT GAGAAAAGT TGTTTAGTAT 6500
6501 TTATTTTGCATCTAAAACGT AAGGAAAAT AGAGGT AATCAGAATGCTTAAATGT TTGGT TCTCATGT TTGGT TATTTTTCAGATTGTATATAAACATTTT 6600
6601 TTTAACATACATGTAGTATAAAGATAGGAGGCT TGEGCCACAAT CTTGTATGATAAGATAAAAGT GAGGCCAGCTATAAAGACGCAACAGAGGT TAATAG 6700
6701 GAGTACGACTATTTTCCAAAGGTCCCAGATTCAATTTCTAGCACCCATATAACAACT TTAAGT TGTCCATAACATGT TAGTCTTTAGACTTAACATCCTC 6800
6801 TTTAGGT CTCAGGTACCAT GCATGCATGT GGTACACAGATATACACATAAAATAAAAACT TAGGACAT TCT GBGCAGT GGTGECACATACCT TTAATCCC 6900
6901 AGCACTAAGGAGACGGAGGCAGGT GGATCTCT CTGT GAGGT CAAGGCTAGCCT GGTCTACAGAAGTAGT TCT GGEGGACAGCTAAGACTCCCCACAAATG 7000
7001 TTGTCTTGAAAACCAAGGGGAAAAAAGT AGT TTTCAGT CTTTGT GAGCT TAGCCTGT GT TTTATGT TCT TCAGGGAAGAT TACT T T GCAAAAAAAAAT GA 7100
La-Murin-P7 (=)
7101 [AGAAAGAAAGCAGAGCAAAGT GGAAGCTAAAT TAAAAGCTAAACAGT AAGT CTGT TGACT TCTTTGT GACATTCTTAATTTTCTTAATGT TTTGACAAGT 7200
7201 TTAACTAGT TATTCTGGGACAAGCCGAT GATGAGCT T TGAAAT GAGT GGTAAT GGCTCTGOCAGT ATTGGTAAT TGAAATGT TGGCCTCAAGATACCT TG 7300
7301 ATCAACCATTTTGCTGGT GT TGTATGATTGAAAAAAGAAAAAAACCCAAAGGACT TGCT TTGATGAAATGGGT TGGTGGTAATGT TCAAGGT TATGTAAG 7400
La-Murin-P8R ( ~)
La-Murin-P8 (=)
7401 TATAAACACAT TATAATCATAAGACAT TGT TTTTAGAGAGCAT GAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGT ACT GAAACOGT AAGTACTAATAACTAAAACATG 7500
7501 AGATAATTTAAGGTAGAATTTTTTTTTTTGAAGT TACATTTTGT GTGTGT GT TGTATTGTATGGGTACACCGT TACATGOCACT GCAAT TGTGTACAGGT 7600
7601 CAGAAGT CTCCATGT GTATCCCAGGGAT TACAGT CAGGT TGT TAGCCT TGGCAATAAGCACT TTTACCAT TACCCGCT GACCAAT CTGCTGGCCGAGATA 7700
7701 GAGTCTCACTATGTAAGT CTAGCTGGT CTAGAAT TGGCTATGTAGAT CAGT AGGCCT CACAT TTGGAGACATACACCT GATTCTACCTCCCAGCTACTGG 7800
7801 GATTTAAGAAAGGCACATACCACCAT GTCCAAT GT GTAT GCTGGTACACAT GGTACCT GCACCAACTATATCACT TATGCCTCGAGCACT GTGTGAGGAC 7900
7901 CGTGTGAGAATGTGT TTGAGT GTGT TGCATTAGT GATACACAAATACT GT TATCTGGGAT TATTACT TAATAGCAGATAGT TATATTAAACCATCACCTA 8000
8001 TAGAAGAAACT AAAGT AAAGCCT T TGTAAGACAT GACAGCOGAGACGAATACACAGT TTCACTGCATTAAAGTAGT TCTGATATATCTTTTTCCTATGTA 8100
8101 GGTATAGAATGACT TGAGCCATTTTGGT GAGGT TGCACT TAAGAAAGGCT TTTGATGGCCT TGTATATTTTTATAGAGAGC T CTAGAAGGAAAGATGGA 8200
La-Murin-P9R ( «)
La-Mirin-P9 (=)
8201 [TGCTTACTGAAGI T TTCAGGT GACT T GGATGACCAGACCT GTAGAGAAGAT TTACACT TCCT T TTCTCAAATCATGGT GAAATAAAATGGGTCGACTTTQ 8300
8301 [CCAGAGGAGCAAAAGAGGT TTGGAAACATTTGT GTCCTTATTAGCAAT TGCTTTAAAAGT CTGTAGAAT GTTATCTCT TAGAAGAAAAAATTATTTAGAA 8400
8401 AGTAGTTGTTTTAAAAACTAGT TGTTATAAAGCATGT TAATTGAAATAGT TCCTAATTAGTCATTTACT TTTGTCTTTGGTCCTTTAATTGGATGTGATG 8500
8501 TCTTTTCCCCTCCT TGTCAGATGGGT AATAT GCTGACGT TGAAACAAGAT TTTGGGAGGAACAGGT CATGAAAAT TGAAAATAGAAATAACAGATAGGAA 8600
8601 AGGTGTGT GTGGAGGGTAGT AAGAAAT TGTCAGACTACAAACT AAAGAGT GAAACATTCATTTTTCTCT TTGATGT GTAGGGAATAAT TCTCT TCAAAGA 8700
8701 [PAAGGCTAAGGAAGCACT TGAGAAAGCCAGAAAT GCAAATAATGGT AACCTACT GT TAAGGAACAAAAAGGT GACT TGGAAAGTACTAGAAGGACATGC] 8800
8801 [GAAAAAGAAGCAT TGAAAAAAAT CACAGAT GATCAGCAAGAAT CCCTAAACAAAT GCAAGT CAAAAGGAGGGECAT GCAGGT GGAAGAT T TAAAGGAAGC] 8900
La-Mirin-P10 (=) La- Muri n- P10R ( )
8901 [ATGTTTT TACAGCAGCCCGCAGAT T TAAAGGAAAAGGGAAGGGT AATAGGCCT GGT TAT GCT GGGGCACCCAAAGGAAGAGGACAGT TTCATGGAAGEAG 9000
9001 [GACAAGAT T TGATGATGATGATCGT CGT CGTGGTAAGT CTTTACTAAT TCCTTTGGGAGCGAAAT CTATAGT AAGATACTATTTCTCTGTCTAAGT GATA 9100
9101 TTCTTGAATTAGTACCGTCTTCCTTGCTTGTATTGT TTCACAAGT GAGAGGT TGGT TGAAAGATAAAT TTAGAGAT CAAAGGAAAGACTACT TAAGGAAA 9200
9201 GCTTTTCTCCTTGAAGGGAAGATGCATTTTTTTTTTAAGGAGGCTATTACCAATACT TGTAATCGT TATTACTAAAACAGT GCTAACAGT GAATTTAACA 9300
9301 AAATTATTTGTTGTAATAGGACCAAT GAAAAGAGGAAGAGA T GGAAGAGACAGAGAAGAACCCGCAT CAAAGCATAAGAAAAGAGAAAATGGT GCTAGAG 9400
9401 [ACAAGTAGT TTATT TAGTAAGCAGIGT TTTTATTCCT TAGT TAGAT TTTAAGCTGCTTTTTGICITCAGAAGCT T1TAAAAAGAAAAGCGAAT TAGGTCJ 9500
GWK- Ex11- R2- nested ( «)
9501 [ACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAAT TTTGI TTACTTCI TTTGI TGTATCAATCAAGT TTTTAAAATGTATAGT TCTGT TTGIGI TTGGATGATTAA 9600
9601 [PATATGAGAAGGAAGATTCT TCCTCT TAATTGICT TTGAATATGAGAATGT AT TAGTACAGAT TGTAAAATATATACT GTATAAAAATAGCCAATAGT TC 9700
9701 TTTCTTCTTTTTATTTCTCTTAAAACGT TTCATAAAGAACT TCAACTAAAAT AT TAGCT CTTGOGAGT ATAAGCCCT TCTTCCCACAGCTAATTTGTCTA 9800
9801 ATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCTTGGTAAGAGT GAAATAACCAT TACAAAAGCT TTTGAATACT GGATGTACACAGACTACAATTGG 9900
9901 AAAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGT TGTATAAT GCTGGTAGAT CATAT CGAAGCT CTGT TAAAAAAAAAAGCCCGACA 10000
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8.3 Lage aller Oligonukleotide in der murinen La/SS-B-cDNA

In der folgenden murinen La/SS-B-cDNA-Sequenz sind alle Primer und Sonden enthalten, die fir
PCRs mit La/SS-B-cDNAs und in situ-Hybridisierungen verwendet werden. Vorwartsprimer sind durch
(-), Ruckwartsprimer durch () gekennzeichnet. Alle Riickwartsprimer tragen auRerdem den Zusatz ,-R*
oder ,-Rick“. Fett dargestellt sind das Start-AUG im Exon 2, das Stop-Codon im Exon 11 und artifizielle
Restriktionsschnittstellen in den Primersequenzen. Die drei alternativen Exon 1 (Exon 1a, 1b und 1c) sind
einzeln dargestellt. Die Sequenz beginnt mit dem ersten alternativen Exon 1 (Exon 1a bzw. Exon 1b). Im
ersten Exon ist die Sequenz doppelt unterstrichen, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a
verlangert ist. Ab dem Exon 2 ist jedes geradzahlige Exon unterstrichen. Das Exon 11 ist doppelt

unterstrichen, um es von der 3’-UTR abzugrenzen.

Exon la / Exon 1b
| so- Exla/ b- Vor ( -)
GAATTCCAGGCGCTTCTGTCGI TG
Maus- MRNA- F1 ( -) Maus-
CAGGCGCTTCTGTCGTTGT TGAAGCTG
1  TGCTGICGEECCOGCCGEOGCTCGGAAGT CCAGBCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTG 60

Exon 1b-anti sense/ sense
ATCCGAATCTTTGAGGTGAGCTTCTG

MRNA-F2 ( -) Exon la-antisense/ sense
TGGTGACCGTG AGGTGAGCTTCTTGGAGACTGAGGAGA
61  TGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTTGAGGT GAGCT TCTTGGAGACT GAGGAGA 113
Exon 1c

1  TTACCAACTACATGAAGAGT TTGGT TACAAAGTAGGAT TTACTGGGAGGAGEGGTTGT TG 60
61  ATCTGAGITTTCCATCCATAATCCAAGGTGTTGCTTTGT TGAGATGTATGAGAATTCATA 120

Exon 1c-anti sense/ sense

TACTC
| so- Exlc-Vor ( -)
GAATTCACTC
Maus- TRVA- F3 ( -)
ACTC
121 GGGAAACCTGTAAGGT TAGGAATTCT TGAAATTAAAAAAAAAGT GGCATACTTTTTACTC 180
Exon 1c-antisense/ sense
ATTCTCTTGTATTGACTATTATATA
| so- Exlc-Vor ( -)
ATTCTCTTGTATTGACTA
Maus- TRVA- F3 ( -)
ATTCTCTTGTATTGACTAT
181  ATTCTCTTGTATTGACTATTATATAAAAATAATAACCTTCCTACC 240

Exon 2 — Exon 11
La- Muri n- RT- PCR- Vor ( -)
1 GAATTCGAAACTTTACAGATAGCCAC
AGTGTGAGAAACTTTACAGATAGCCACA 28

29  ATGGCTGAAAATGGAGATAATGAAAAAAT GACT GCTTTGGAGGCCAAAATCTGTCATCAA 88

1 MAENGDNEIKMTALTEAKTI CHAQ 20
89  ATTGAGTATTATTTTGGAGACTTCAATTTGCCACGAGACAAGT TTTTAAAAGAACAGATC 148
21 1 EY Y F GDFNLUPRDIKTEFL KE QI 40
149 AAATTGGAT GAAGGCTGGGTACCT T TGGAAACAAT GATAAAAT TCAACAGGCTAAACCGG 208
41 KL DEGWVPLETMI KFNRTLNTR 60
209  CTGACAACAGACTTTAATGTAATTGTGCAAGCACT GAGCAAAT CTAAGGCAAAACTCATG 268
61 L T TDFNVI VQALSKSIKAKTLM 80
Maus- MRNA-RL ()
TAGAAGATCACCAAGCAGACC
269  GAAGICAGTGCAGACAAAACTAAAAT TAGAAGAT CACCAAGCAGACCACT CCCTGAAGT G 328
81 EVSADI KT KI RRSPSRPLPEV 100
La-Mirin-P5R ()
GTTTCCCAACT
329  ACGGATGAGTATAAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGT TTATATTAAAGGT TTCCCAACT 388
101 T DEY KNDVI KNRSVY!l KGFUZPT 120

La-Murin-P5R ()
GACGCCACCC

389 GACGCCACCCTTGATGATATAAAAGAAT GGCTAGACGATAAAGGCCAAATACT GAATATT 448
121 DA TLDDI KEWLDUDIKGO QI L NI 140
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449
141

509
161

569
181

629
201

689
221

749
241

809
261

869
281

929
301

989
321
1049
341

1109
361

1169
381

1229
401

1289

1349
1409
1469
1529
1589
1649
1709
1769
1829

CAAAT GAGAAGAACAT TACACAAAACATTTAAGSGGTCAATATTTGCTGTGT TTGATAGT
QMRRTLHKTFKGSTIT F AV F DS

ATTCAGTCTGCAAAGAAGT TTGT GGAGATCCCT GECCAGAAGTACAAAGACACTAACCTG
I Q S AKKFVEI PGQKYKDTNL

CTAATACTCTTTAAGGAAGATTACT TTGCAAAAAAAAAT GAAGAAAGAAAGCAGAGCAAA
LT L FKEUDYTFAKIKNETERI KA QSK

GTGGAAGCTAAAT TAAAAGCT AAACAAGAGCAT GAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGTACT
VEAKLKAKOQEHEG GRHIKPGS ST

GAAACCAGAGCT CTAGAAGGAAAGATGGGATGCTTACTGAAGT TTTCAGGT GACT TGGAT
ETRALEGKMGTCLULI KFSGDLD

GACCAGACCTGTAGAGAAGATTTACACTTCCTTTTCTCAAAT CATGGT GAAATAAAATGG
DQTC CREDLMHEFLFSNHGEI KW

GTCGACT TTGCCAGAGGAGCAAAAGAGGGAATAAT TCTCTTCAAAGAAAAGGCTAAGGAA
VDFARGAKEG GTI I L FKEZKATZKE

GCACTTGAGAAAGCCAGAAAT GCAAAT AATGGTAACCTACTGTTAAGGAACAAAAAGGT G
A LEKARNANNGNLIULTILRNEKKYV

ACTTGGAAAGT ACTAGAAGGACAT GCGGAAAAAGAAGCAT TGAAAAAAAT CACAGAT GAT
T WK V L EGHAETZKTEALIKZKTI T DD

CAGCAAGAATCCCTAAACAAAT GGAAGT CAAAAGGAGGGCAT GCAGGT GGAAGATTTAAA
Q QE S L NKWKSKGGHAGGRF K

GGAAGCCATGT TTTTACAGCAGCCCGCAGAT TTAAAGGAAAAGGGAAGGGT AATAGGCCT
G SHVFTAARRTFIKGIKGIKGNRP

GGTTATGCT GGEGCACCCAAAGGAAGAGGACAGT TTCATGGAAGGAGGACAAGATTTGAT
GYAGAPIKGRGOQFHGRRTRTFD

GATGATGAT CGT CGT CGT GGACCAAT GAAAAGAGGAAGAGAT GGAAGAGACAGAGAAGAA
DDDRRRGPMKRGRDGRDREE

La- Muri n- RT- PCR- Rick ( )
GGTGCTAGAGACAAGTAGT TGOGGCCGC
CCCGCAT CAAAGCAT AAGAAAAGAGAAAAT GGTGCTAGAGACAAGTAGT TTATTTAGTAA
P ASKHKIKRENGARTDK *

GCAGTGTTTTTATTCCTTAGI TAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAA

| so- Ex11- Rick ( )
CACTTCGATGT CACCTGTATGOGGCCGC
AAGAAAAGCGAAT TAGGCCACT TCGAT GT CACCT GTATAAAGGAAAATTTTGI TTACTTC

TTTTGTTGTATCAATCAAGI TTTTAAAATGTATAGI TCTGT TTGTGTTTGGATGATTAAA

ATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGT CTTTGAATATGAGAATGTATTAGTACAG

ATTGTAAAATATATACTGTATAAAAATAGCCAATAGT TCTTTCTTCTTTTTATTTCTCTT

AAAACGTTTCATAAAGAACT TCAACTAAAATATTAGCTCTTGCGAGTATAAGCCCTTCTT
CCCACAGCTAATTTGTCTAATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCTTGGTA
AGAGTGAAATAACCATTACAAAAGCT TTTGAATACT GGATGTACACAGACTACAATTGGA
AAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGT TGTATAATGCTGGTAGAT CATATCGAAGCTCT
GTTAAAAAAAAAAGCCCGACA

508
160

568
180

628
200

688
220

748
240

808
260

868
280

928
300

988
320

1048
340
1108
360

1168
380

1228
400

1288
415

1348

1408
1468
1528
1588
1648
1708
1768
1828
1850
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